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RESUMO

EFEITO DO METILFENIDATO EM RATOS JOVENS SUBMETIDOS AO MODELO
DE EPILEPSIA COM PILOCARPINA

O metilfenidato (MFD) € o medicamento utilizado para Transtorno do Déficit de
Atencao/ Hiperatividade (TDAH). Na clinica, ha uma prevaléncia de TDAH em
pacientes com epilepsia, sendo identificada como uma comorbidade comum. O FDA
adverte contra o uso do MFD em pacientes com epilepsia. Desta forma, resolve-se
investigar de forma mais aprofundada a possivel atividade do MFD em um modelo
pré-clinico de epilepsia. O objetivo é avaliar o efeito do MFD em ratos jovens
submetidos ao modelo de epilepsia com pilocarpina. A pilocarpina (PILO) foi
administrada nos animais jovens, com 21 dias de vida, na dose de 320 mg/Kg
(P320), intraperitoneal (i.p.), para inducdo do modelo de epilepsia. As crises
comportamentais foram classificadas de acordo com a escala de Racine e a duragao
do status epilepticus (SE) foi controlada com diazepam (DZ, 4mg/Kg, i.p., 60
minutos apos a inducado). Durante 21 dias, os animais receberam o MFD nas doses
de 2,5; 5 e 10mg/Kg e salina (SAL), 10 mL/Kg. Em seguida, foram realizados os
testes comportamentais, a avaliacdo do estresse oxidativo, a dosagem de TNF-a e
andlise da expressdo de COX-2 e iNOS. Os resultados analisados no teste do
labirinto em cruz elevado, mostraram que o MFD aumentou os parametros, NEBA,
nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/Kg e, PEBA e PTBA nas doses de 5 e 10mg/Kg nos
animais epilépticos. No teste do campo aberto, foi observado aumento na atividade
locomotora em todas as doses analisadas dos animais epilépticos. Nao alterou o
namero de rearing. No teste do nado forcado, o MFD diminuiu o tempo de
imobilidade em todas as doses analisadas nos animais epilépticos e nao epilépticos.
No teste do Y-maze (memdéria de curta duracdo) houve uma diminuicdo nas
alternancias espontaneas nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg dos animais epilépticos.
No teste do Reconhecimento de Objetos (memdria de longa duracdo) ndo houve
alteracdo em nenhuma dose do MFD. A avaliagdo da atividade oxidante mostrou
gue o MFD aumentou os niveis de peroxidacao lipidica e nitrito/nitrato, e diminuiu a
atividade da GSH e da catalase. Houve uma diminuicdo na atividade da AChE no
hipocampo e cértex pré-frontal. Houve um aumento da atividade da mieloperoxidase
(um biomarcador de inflamacéo) no tratamento com MFD. O MFD aumentou o0s
niveis de TNF- a induzido por P320 no hipocampo, corpo estriado e cortex pré-
frontal, reforcado pelos efeitos observados através da atividade da COX-2 e iNOS
que apresentou aumento na marcacado para essas enzimas no corpo estriado. A
determinacao dos niveis de monoaminas mostrou que o MFD aumentou os niveis de
dopamina (DA) e diminuiu os niveis de DOPAC nos animais epilépticos. Os
experimentos in vitro mostraram que o MFD causou aumento da viabilidade celular
no teste do MTT. O MFD demonstrou um potencial para a atividade ansiolitica e
antidepressiva e apresentou uma acao pro-oxidante e pro-inflamatéria visto atraves
do modelo de epilepsia induzido por pilocarpina em ratos jovens.

Palavras-chave: Metilfenidato. Epilepsia. Inflamac&o.Pilocarpina.



ABSTRACT

EFECCT OF METHYLPHENIDATE IN YOUNG RATS SUBMITTED TO THE
MODEL OF EPILEPSY WITH PILOCARPINE

Methylphenidate (MFD) is the drug used for Attention Deficit/Hiperactivity Disorder
(ADHD). In the clinic, there is a prevalence of ADHD in patients with epilepsy, being
identified as a common comorbidity. The FDA warns against the use of MFD in
patients with epilepsy. In this way, it is resolved to investigate in more depth the
possible activity of MFD in patients with epilepsy. The objective is to evaluated the
effect of MFD on young rats submitted to the pilocarpine epilepsy model. Pilocarpine
(PILO) was administered in young animals, at 21 days of age, at a dose of 320
mg/Kg (P320), intraperitoneal (i.p.) for induction of the epilepsy model. Behavioral
crises were classified according to the Racine scale and the duration of SE (status
epilepticus) was controlled with diazepam (DZ, 4mg / Kg, i.p., 60 minutes post
induction). During 21 days, the animals received the MFD at doses of 2,5; 5 and
10mg/Kg and saline (SAL), 10 mL/Kg. Behavioral tests, oxidative stress assessment,
TNF-a dosing, and expression analysis of COX-2 and iNOS were performed. In the
open field test, an increase in locomotor activity was observed in all analyzed doses
of epileptic animals. Did not change the number of rearing. The results analyzed in
the high cross maze test showed that MFD increased the parameters, NEOA, at
doses of 2,5; 5 and 10 mg/Kg and PEOA and PTOA at doses of 5 and 10 mg/Kg in
epileptic animals. In the forced swim test, MFD decreased immobility time at all
doses analyzed in epileptic and non epileptic animals. In the Y-maze test (short-term
memory) there was a decrease in spontaneous alternations at doses of 2,5; 5 and 10
mg/Kg epileptic animals. In the Object Recognition test (long-term memory) there
was no change in any dose of MFD. The evaluation of the oxidant actvity showed
that MFD increased levels of lipid peroxidation and nitrite / nitrate, and decreased the
activity of GSH and catalase. There was a decrease in AChE activity in the
hippocampus and prefrontal cortex. There was an increase in myeloperoxidase
activity (a biomarker of inflammation) in MFD treatment. MFD increased the levels of
TNF-a induced by P320 in the hippocampus, striatum and prefrontal cortex,
reinforced by the effects observed through the activity of COX-2 and iNOS, which
showed increased labeling for these enzymes in the striatum. Determination of
monoamine levels showed that MFD increased dopamine (DA) levels and decreased
DOPAC levels in epileptic animals. In vitro experiments showed that MFD caused
increased cell viability in the MTT test. The MFD presented possible pro-oxidant and
pro-inflammatory actions, as well as a neuroinflammation. The MFD demonstrated a
potential for anxiolytic and antidepressant activity and presented a pro-oxidant and
pro-inflammatory action seen through the model of epilepsy induced by pilocarpine in
young rats.

Keywords: Methylphenidate. Epilepsy. Inflammation. Pilocarpine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Metilfenidato

O metilfenidato (MFD) foi sintetizado pela primeira vez em 1944 por Leandro
Panizzonem. Em 1954 teve inicio os testes em humanos e foi comercializado
somente em 1955 pela Ciba-Geigy com o nome comercial de Ritalina®. Indicado
inicialmente para o tratamento da narcolepsia, um raro transtorno do sono e
somente a partir dos anos 60, estudos comecaram a ressaltar os beneficios do MFD
para tratamento de criancas hiperativas e distraidas (SHIRAKAWA, 2012).

O MFD é considerado a terapéutica de primeira linha no tratamento do
Transtorno do Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) (MALDONADO, 2013) e
de segunda linha no tratamento da narcolepsia onde é dada preferéncia ao modafinil
ou oxibato sddico (THORPY; DAUVILLIERS, 2015). No TDAH, o MFD diminui a
inquietacdo motora, aumenta a concentracdo, atencdo e memdria enquanto que na
narcolepsia produz estimulacdo do Sistema Nervoso Central (SNC), aumento da
vigilia, diminuicdo da sensacao de fadiga e elevacdo do estado de animo, entendido
como alegria e ligeira euforia (BRANT; CARVALHO, 2012).

Na literatura relata-se a sua utilizagcdo para melhorar o estado de alerta, no
tratamento de depressdes, terapéutica da narcolepsia e mudanca de comportamento
das criangas agitadas, inquietas e desatentas (BRANT; CARVALHO, 2012; WEDGE,
2015). Poucos trabalhos avaliam a atencdo e a memoria em individuos saudaveis
apos o uso do medicamento (MACHADO; TOMA, 2016).

O uso nao terapéutico do MFD faz-se, em grande parte, por estudantes e
trabalhadores (designadamente profissionais da area da saude), como forma de
potenciarem o0s seus desempenhos escolares e laborais conseguindo assim
alcancar elevados niveis de produtividade, e ndo para fins recreativos ou por simples
curiosidade, como acontece com outras substancias psicoativas (BRANT;
CARVALHO, 2012; GAHR et al., 2014). E comum o consumo de MFD entre
motoristas, executivos, profissionais de saulde, atletas e estudantes (sobretudo em
vésperas de provas) como forma de prolongar o estado de vigilia, melhorar o
rendimento fisico e intelectual (BRANT; CARVALHO, 2012).

O MFD é um derivado da benzilpiperidina e fenetilamina (Figura 1) cuja

formula quimica é C14H19NO2 e o nome quimico € metil 2- fenil- 2-(2-piperidil)
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acetato e esta relacionado estruturalmente a anfetamina (FRATI, et al., 2015;
KIMKO et al., 2012). E uma substancia quiral cuja farmacologia especifica estéa
situada totalmente no enantibmero D. No cérebro humano, o enantibmero D se liga
aos transportadores de dopamina, enquanto o enantibmero L ndo apresenta essa
capacidade de ligacdo (VOLKOW et al., 2005).

Figura 1- Estrutura quimica do metilfenidato

Z T

Fonte: SMITH, 2012

O MFD foi aprovado para comercializagdo no Brasil em 1998 (ANVISA, 2012)
e atualmente é comercializado sob os nomes: Ritalina®, disponivel em comprimido
em doses de 10 mg (agéo rapida) e de 10, 20, 30 e 40 mg LA (liberacdo modificada)
e Concerta®, disponivel em doses de 18, 36 e 54 mg em comprimidos com liberagcéo
prolongada (BULA VENVANSE, 2016).

O MFD de liberacdo lenta inicia sua acdo somente 1 hora apds a
administracdo, porém age durante todo o dia, sem oscilagdes. As doses utilizadas
variam de 18 até 120 mg e o pico plasmatico ocorre em 8 horas. No caso do MFD de
liberacdo rapida, as dosagens recomendadas sédo de 10 até 100 mg. Sua meia-vida
tem duracdo de 2 a 4 horas, acarretando oscilagdo da dose efetiva plasmatica ao
longo do dia e 0 metabolismo é hepatico (ALOE, 2010).

A absorcdo do MFD é completa e rapida, atravessando a barreira
hematoencefalica facilmente, devido a sua lipossolubilidade. Ap6s a absorcédo, em

um periodo de 48 a 96 horas, o MFD é metabolizado através do sistema
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microssomal hepatico. O principal metabdlico urinario é um produto desesterificado,
o acido ritalinico (AURIEL et al., 2009).

As doses diarias necessarias para alcancar os beneficios clinicos variam
amplamente em criangas e adultos devido a variabilidade na absor¢cdo pelo trato
gastrointestinal, permeabilidade da barreira hematoencefalica e resposta ao
tratamento. A dose clinica pode variar de 0,1 a 1,6 mg/Kg/dia, normalmente dividida
em 3 a 4 doses (SWANSON et al.,, 2003). Para a obtencdo de melhor resposta
terapéutica, a dose deve ser ajustada individualmente (SWANSON et al., 1991).

Os efeitos adversos remetidos ao uso de MFD incluem anorexia, nauseas e
vomitos; dores abdominais, cefaleias, inibicdo do crescimento quando usado por
periodos prolongados nas criancas, palpitacdes, hipertensdo e psicose. O MFD esta
contraindicado na gravidez e aleitamento; glaucoma, tiques, doenca cardiaca e
epilepsia (INFARMED, 2016).

A bula do medicamento Ritalina® (2016) adverte sobre os riscos de
desenvolver dependéncia fisica e psiquica, fato que justifica sua prescricao
cautelosa em pacientes com histdria de uso de dependéncia de drogas ou
emocionalmente instaveis, por risco de aumentarem a dose do tratamento por
iniciativa propria.

A preocupacdo acerca da seguranca do metilfenidato tem aumentado,
principalmente, no que diz respeito a possibilidade de desenvolvimento de doencas
cardio e cerebrovasculares. E importante que sejam feitos exames antes do inicio do
tratamento e monitorizacdes regulares dos parametros cardiovasculares durante o
mesmo (BERMAN, 2009).

O perfil de eficacia e dos eventos adversos € similar aos efeitos produzidos
pelos estimulantes. Porém, seu mecanismo de a¢do ainda ndo estd completamente
conhecido. Sabe-se que o0 mecanismo de acao do metilfenidato e das anfetaminas é
exatamente o mesmo da cocaina: poderosos estimulantes que aumentam a atencao
e a produtividade (BRATS, 2014).

Com estrutura quimica semelhante, essas substancias aumentam 0s niveis
de dopamina no cérebro, pelo bloqueio de sua recaptacdo nas sinapses. Como
consequéncia desse aumento, o cérebro torna-se dessensibilizado a situagfes
comuns da vida que provocam prazer, como alimentos, emocgdes, interacdes sociais,
afetos, o que leva a busca continua do prazer artificial provocado pela droga,

cuminando na “drogadigdo”. Além disso, especula-se se 0s aumentos
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desnecessérios da dopamina durante a infancia poderiam alterar o desenvolvimento
do cérebro. Como a medicagdo costuma ser retirada em torno dos 18 anos, esses
jovens podem se tornar aditos a cocaina na vida adulta, como modo de substituir a
droga legal que tomaram por anos (MOYSES; COLARES, 2013).

O seu mecanismo de agcao passa por inibir a recaptacdo de dopamina e
noradrenalina provocando um aumento extracelular das catecolaminas na fenda
sinaptica (Figura 2), o que eleva o nivel de alerta do SNC, incrementa os niveis
excitatérios do cérebro, resultando numa melhor concentracdo, coordenacdo motora
e controlo dos impulsos (RANG et al., 2015; GUZMAN, 2016).

Dessa forma, quanto ao mecanismo do MFD, a conclusdo que se chega é a
de que em individuos com TDAH, o tratamento com MFD induz um aumento na
amplificagdo do sinal dopaminérgico estriatal, que poderia levar & melhora da
atencdo e diminuicdo da distracdo. Adicionalmente, a dopamina € um
neurotransmissor que salienta o sinal do estimulo e dirige a motivacdo da
performance na direcdo da meta do comportamento (KOOB, 1996; BERRIDGE;
ROBINSON, 1998; HOLLERMAN; SCHULTZ, 1998).

Figura 2- Mecanismo de acao do metilfenidato
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Fonte: SOUSA et al., 2015

Durante o tratamento com o MFD é importante ter em conta possiveis
interacbes com outros estimulantes do SNC e IMAO (inibidor da Monoamina

Oxidase), com alcool e cafeina. O MFD pode também aumentar o efeito dos
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antidepressivos triciclicos e dos inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina. A
sua prescricdo € contra- indicada em casos em que criangas apresentem tiques,
glaucoma, epilepsia ou doengas cardiacas (AFONSO, 2010).

Levando em consideracdo a relacdo do tratamento com MFD, o TDAH e a
epilepsia, ha propostas de uma analise cuidadosa quanto ao risco/ beneficio ao se
considerar o tratamento de TDAH com MFD em criangas com epilepsia, onde ha
fatores que devem ser levados em consideracdo como a frequéncia, gravidade e tipo
de convulsdo, bem como o curso longitudinal dos sintomas do TDAH (RAV],
ICKOWICZ, 2016).

No estudo de Gonzalez-Heydrich et al., 2004, realizado com 27 criangas entre
6 e 14 anos com epilepsia e TDAH, que tiveram pelo menos uma crise nos ultimos
cinco anos, mas que nao apresentaram crises no Ultimo més, e recebeu tratamento
com MFD, foi observado que dois pacientes sofreram crise, € 0 maior nimero de
pacientes melhoraram significativamente os sintomas de TDAH. Mais recentemente,
estes autores apresentaram resultados de 33 criancas e adolescentes com TDAH e
epilepsia e descobriram que um pequeno numero de crises ocorreu tanto no grupo
gue recebeu o MFD (cinco casos) e no grupo de placebo (trés casos) (GONZALEZ-
HEYDRICH et al., 2010).

1.2Transtorno do Déficit de Atencdao e Hiperatividade (TDAH)

O Transtorno do Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um dos
transtornos neurolégicos do comportamento mais comum da infancia e parecer
haver fortes fatores bioldgicos, sociais, genéticos e fatores ambientais que
contribuem para o desenvolvimento desse transtorno. E caracterizado por uma série
de problemas, sinais claros e repetitivos de desatencéo, inquietude e impulsividade,
gue resultam em um desenvolvimento ndo adequado no dia-a-dia (SOUZA; SOUZA,
2016).

O TDAH afeta entre 3,4% a 7,2% das criancas e dos adolescentes no mundo
(POLANCZYK et al., 2015; THOMAS et al., 2015). Em 2007 foi estimado que
aproximadamente 5,4 milhdes de criangas e adolescentes entre 4 a 17 anos tinham
TDAH nos Estados Unidos da América (VIRTUOSO, 2016). Estimativas de
prevaléncia de TDAH em criancas (0,9%) e adolescentes (26,8%) bastante

discordantes foram encontradas no Brasil (ANVISA, 2012). Nao foi evidenciado um
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aumento da prevaléncia da doenca na Ultima trés décadas, sugerindo que o
aumento observado nas taxas de diagnostico é reflexo da melhor conscientizagéo da
populacdo aliada a melhora da pratica clinica e do maior acesso aos medicamentos
(POLANCZYK et al., 2014).

Ha algum tempo, pensava-se que o0s sintomas do TDAH diminuiam com a
adolescéncia, mas 0s sintomas nascem com o individuo, aparecem ja na infancia e
acompanha-o durante sua vida. Pesquisas mostraram que a maioria das criancas
com TDAH chega a maturidade com um padrdo de problemas muito similar aos da
infancia e que quando adultos, experimentam dificuldades no trabalho, na sociedade
e no ambiente familiar (SOUZA; SOUZA, 2016).

Na populacdo mundial, o TDAH é mais frequente em meninos do que
meninas com uma proporgéo de 2:1 em criangas e 1,6:1 nos adultos. Nas meninas
predomina a apresentacao desatenta, com menos sintomas de distirbios de conduta
com comorbidades (ASSOCIACAO BRASILEIRA DO DEFICIT DE ATENCAO,
2015).

Atualmente, a quinta edicdo do Manual Diagnostico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DMS-5) subdivide o TDAH em trés subtipos, de acordo com a
sintomatologia: Predominantemente desatenta (ndo presta atencdo em detalhes ou
comete erros por descuido em tarefas escolares e de trabalho; dificuldade de manter
a atencdo em tarefas ou atividades llcidas; perder coisas necessarias para tarefas
ou atividades, etc); Predominantemente hiperativa/ impulsiva (remexer ou batucar as
MAO0S OuU PEs ou se contorcer na cadeira; correr ou subir nas coisas em situacdes em
que isto é inapropriado, deixar escapar uma resposta antes que a pergunta seja
concluida, interromper ou se intrometer nas conversas, etc) e, Combinada
(caracteriza-se pela combinacdo dos dois subtipos) (ASSOCIACAO PSIQUIATRICA
AMERICANA, 2014).

A taxa de diagnostico de TDAH aumentou em cerca de 41% durante 0s
dltimos 10 anos, com um aumento principalmente entre os adolescentes do sexo
masculino com idade entre 14 a 17 anos (JORDAN et al., 2014). O diagnéstico do
TDAH ¢é realizado a partir de exame clinico, no qual sdo analisadas caracteristicas
comportamentais, relacionadas a presenca ou nado de hiperatividade, impulsividade
e distratibilidade. Nao se conhecem marcadores bioldgicos ou testes laboratoriais

que podem confirmar a sua presenca e assim esse transtorno é identificado,
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principalmente, atraves das observacbes das caracteristicas comportamentais
(TRIPP; WICKENS, 2009).

Para o diagnéstico do TDAH é necessario a presenca de seis ou mais
sintomas de desatengcédo e/ou de hiperatividade/impulsividade por pelo menos seis
meses, com prejuizo nas atividades académicas e sociais. Além disso, eles devem
iniciar antes dos 12 anos de idade e estarem evidentes em mais de um contexto da
vida do individuo (na escola e em casa, por exemplo) (ASSOCIACAO
PSIQUIATRICA AMERICANA, 2014).

Esse diagnostico € um processo de multiplas facetas: ele € multi-profissional
e requer participacdo de professores, psicélogos, médicos e se, necessario, outros
profissionais da area da saude e da educacdo. A participacdo desses profissionais,
além da familia, € essencial para registrar, adequadamente, um histérico detalhado
e para a correta avaliacdo do quadro (SOUZA; SOUZA, 2016).

1.2.1 Etiologia do TDAH

Nao ha ainda completo entendimento da etiologia do TDAH, sabe-se que é
um transtorno heterogéneo e que se desenvolve de uma interacdo entre fatores
ambientais e genéticos. Criancas de pais com TDAH tem de 2 a 8 vezes mais risco
de serem portadores do transtorno do que a populacdo em geral (GENRO et al.,
2012; MALIN; TILL, 2015).

A Associacdo Americana de Psiquiatria (APA) lista em seu manual, DSM-5,
como fatores de risco: fatores ambientais (baixo peso ao nascer, criminalidade dos
pais, colocacdo em lar adotivo, negligéncia, abuso infantil, exposicdo a agentes
toxicos como o chumbo, ao cigarro, aos medicamentos (paracetamol), uso de
substancias ilicitas, infeccoes como encefalite e exposicdo ao alcool na vida uterina),
causas genéticas e fisiologicas (onde o TDAH € mais comum em parentes de
primeiro grau, anormalidades metabdlicas, deficiéncia nutricional e epilepsia tem
influéncia nos sintomas do TDAH) (APA, 2013; THAPAR; COOPER, 2015). Estudos
tém afirmado que as dificuldades no contexto familiar sdo as consequéncias e ndo o
agente etiolégico do TDAH (SOUZA; SOUZA, 2016).

Em criancas e adolescentes com desenvolvimento tipico, sabe-se que o nivel

socioecondmico pode produzir diferencas no desenvolvimento cognitivo em
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atividades que envolvam atencéo, funcdes executivas, linguagem, leitura e raciocinio
espacial (NOBLE et al., 2015).

Segundo Furukawa et al. (2014), os fatores genéticos, provavelmente,
envolvem multiplos genes de efeito moderado, ndo de Unico gene. Identificou-se
uma contribuicdo genética significativa no transtorno, que apresenta uma taxa de
herdabilidade estimada em 76% (POLANCZYK et al.,, 2012), entretanto, ndo ha
clareza sobre quais sdo o0s principais genes envolvidos. As pesquisas tém indicado
alteracbes anatbmicas e fisioldgicas nas areas frontoparietais e frontoestriatais.
Individuos com TDAH apresentam reducédo bilateral no volume pré-frontal e na
substancia branca das regides occipitais e parietais, bem como aumento da massa
cinzenta na area parietal inferior. JA que ha alteragcbes da morfometria cerebral, ha
reducdes no volume do cerebelo, do nulcleo caudado e do putamen. H& também
alteracdes no funcionamento do cingulo dorsal anterior, do circuito frontoestriatal, do
cortex pré-frontal e do lobo parietal direito (JOHNSON et al., 2007; POLANCZYK et
al., 2012).

1.2.2 Neurobiologia do TDAH

A atividade cognitiva humana é cada vez mais caracterizada como uma
propriedade de interacbes de redes cerebrais funcionalmente especializadas
(SPRENG et al.,, 2013). Uma complexa quimica cerebral interliga regides corticais e
subcorticais, nucleos vegetativos, motores e sensoriais a fim de realizar operagdes
cognitivas elementares, como atencdo, percepgéao, linguagem e memoria (STILES;
JERNIGAN, 2010; GUARDIOLA, 2015).

Sabe-se que 0s mecanismos atencionais s&o desempenhados pela
interconexdo de algumas estruturas neuroanatdmicas, como o Sistema Ativador
Reticular Ascendente (SARA), areas subcorticais constituintes do sistema limbico
mesotemporais, cortex pré-frontal (CPF), giro cingulado anterior, coliculo superior,
ndcleo pulvinar do tdlamo, cerebelo e lobo parietal posterior (LURIA, 1981; POSNER
et al., 2014). O circuito formado pelo CPF do hemisfério direito e o tronco encefalico,
mais especificamente no locus coeruleus, sistema colinérgico, nucleos da base e
ndcleo talamico intralaminar parecem relacionar-se com o sistema de vigilancia
cerebral, a manutencdo da sustentacdo atencional e do estado geral de alerta
(HOFMEISTER; STERPENICH, 2015).
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O sistema atencional anterior, desenvolvido pelo cértex frontal exerce
atividade regulatéria ao estabelecer conectividade global inibitéria do CPF com
outras regides, e participa conjuntamente do nucleo estriado do planejamento das
respostas motoras. J& o sistema atencional posterior, formado pelo cortex parietal,
nacleos talamicos e estruturas mesencefalicas, associa-se com o controle do
processamento perceptual automatico e a atengdo explicita ou voluntaria (BOLFER
etal., 2010; FARRANT; UDDIN, 2015).

Outra hipotese de grande impacto cientifico relaciona o TDAH as
catecolaminas, sendo o principal neurotransmissor a dopamina (GUARDIOLA,
2015). Entre os possiveis marcadores genéticos relacionados com o TDAH
encontram-se 0s genes transportadores de dopamina — DAT1l, DRD4 e DRD5
(MICK; FARAONE, 2008). O circuito dopaminérgico cerebral envolve projecdes do
neurotransmissor dopamina do mesencéfalo para diversas areas cerebrais: coliculo
superior, tAlamo, ganglios da base, lobo parietal, lobo frontal e giro cingular anterior,
gue sdo apontadas na literatura como regides intimamente associadas ao TDAH
(GUARDIOLA, 2015).

As rotas dopaminérgicas mesocorticais e nigrostriatal sdo responsaveis pelos
déficits cognitivos na modulacdo da atencdo visual e nas fungdes executivas. O
excesso de dopamina em areas estriatais (nlcleo caudado e putamen) resulta nos

sintomas de hiperatividade e impulsividade (JUCAITE et al., 2005).

1.2.3 Comorbidades do TDAH

As principais dificuldades relatadas pelos médicos em relacdo ao TDAH séao
relacionadas as comorbidades na adolescéncia, sendo também muito referido por
varios autores (SOUZA et al., 2001; ROHDE et al.,, 2004; MACHADO et al., 2014;
PAULA et al., 2015). O alto indice de comorbidades que podem estar envolvidas no
diagnéstico do TDAH, em aproximadamente 50% dos casos, representa riscos tanto
para o diagnostico diferencial quanto para o tratamento e, a co-ocorréncia do TDAH
com outros transtornos deve ser investigada (MACHADO et al., 2014; MATTOS,
2015).

Sabe-se que criancas com TDAH podem apresentar dificuldades de
aprendizado em 16 a 26% dos casos. Entre esses, sdo observados transtornos

especificos, como dislexia, disgrafia e discalculia, sendo a dislexia a comorbidade
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mais frequente. Em muitos casos, os transtornos da linguagem estao presentes, seja
por distarbios da fala, como dificuldades articulatorias, alteragbes do ritmo da fala e
da qualidade da vocalizacao, seja por distarbios da linguagem, tanto na percepcao
quanto na elaboracdo, como falhas no acesso lexical, dificuldades de estruturacao
sintatico-semantico e falhas no processamento da informacdo (ROTTA;
OHLWEILER; RIESGO, 2016).

Existem varias pesquisas investigando o TDAH em criancas e adolescentes,
mas poucos estudos conseguem obter participantes portadores exclusivos de TDAH,
ou seja, desvinculados de outras comorbidades. Nos contextos clinicos e
ambulatoriais observa-se a alta frequéncia de comorbidades do TDAH com outros
transtornos mentais (APA, 2013; PAULA et al., 2015).

A comorbidade é significativa em pacientes com TDAH, e sugere a
necessidade de entrevistas diagnésticas que abordem outros sintomas psiquicos e
comportamentais além daqueles especfficos do TDAH (SOUZA et al., 2001). Uma
importante distincdo entre TDAH e as comorbidades é a precocidade dos sintomas,
0 curso continuo e sem remissdes e a piora dos sintomas em ambientes de maior
demanda, como a escola (ANDRADE et al., 2011).

As comorbidades associadas ao TDAH e que podem ocorrer na adolescéncia
ou na idade adulta sdo: Transtorno Depressivo Maior, Transtorno do Humor,
Transtorno de Ansiedade, Transtornos Psiquiatricos e Neurolégicos da Infancia,
Transtorno Obssessivo Compulsivo (TOC) e Tiques, Transtorno de Aprendizado,
sendo observada uma elevada prevaléncia de comorbidade do TDAH com o
Transtorno de Conduta (TC) e Transtorno Opositor Desafiante (TOD), situada em
torno de 30 a 50% dos casos (ROHDE et al., 2000; GUNTHER et al., 2011).

Estima-se que quase 50% dos casos de TDAH, em adultos, levam a um ou
mais transtornos de ansiedade, com maior prevaléncia em mulheres que em
homens. Em 25 a 40% dos casos que sao relatados, a crianca apresenta muito
medo, preocupa-se exageradamento com problemas familiares e com atividades
escolares (MATTOS, 2010; ROTTA, OHLWEILER; RIESGO, 2016).

O transtorno do humor pode ocorrer em 50% dos casos, caracterizado tanto
por um quadro comportamental bipolar, com alterndncia de depressdo e mania,
como também por uma depressdo grave e duradoura (ROTTA, OHLWEILER;

RIESGO, 2016). A depressdo em criancas pode acarretar em sintomas fisicos,
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como: dores de cabeca e dores de barriga (somatizacdo), além da acentuada queda
no rendimento escolar (MATTOS, 2010).

O TDAH é citado como a principal comorbidade em pacientes com epilepsia
(FASTENAU et al., 2008; FASTENAU et al., 2009; DAVIS et al., 2010). A presenca
do TDHA em criancas e adolescentes com epilepsia € amplamente descrita na
literatura. E relatado que criancas com epilepsia e TDAH apresentam uma maior
propensdo ao status epilepticus do que aquelas com apenas epilepsia (BARBOSA,;
RIBEIRO; CYSNEIROS, 2013).

Apesar da elevada taxa de TDAH em jovens com epilepsia e sua relevancia
potencial para o bem-estar das criancas, apenas algumas investigacbes de
neuroimagem desta comorbidade foram publicados. N&do esta bem estabelecida
ainda se os mecanismos e substratos neurobiol6gicos desta doenca em criancas
com epilepsia sdo semelhantes aos de criancas sem epilepsia (COHEN et al., 2012).

Estudos colocam a prevaléncia de TDAH em 21- 31,5% dos pacientes com
epilepsia, sendo identificada como uma comorbidade comum, aproximadamente 5
vezes maior do que a prevaléncia do TDAH na populagdo em geral (HERMANN et
al., 2007; BERG, CAPLAN; HESDORFFER, 2011; RUSS, LARSON; HALFON, 2012;
COHEN et al., 2012). Loutif et al. (2010), em criangcas com epilepsia idiopatica,
relataram que 53% obtiveram o diagndstico para TDAH. O tipo combinado foi 0 mais
prevalente (43,7%), seguindo pelo tipo hiperativo-impulsivo (37,5%) e pelo tipo
desatento (18,7%).

1.3 Epilepsia

A epilepsia é uma doenca neuroldgica associada a uma significativa taxa de
morbidade e mortalidade (OTTE et al.,, 2012). E caracterizada pela interrupcéo
paroxistica do funcionamento normal do cérebro causada por crises epilépticas que
ocorrem de maneira recorrente e imprevisivel ou por uma unica convulsdo na
presenca de outros fatores que denota um elevado risco de recorréncia (FISHER et
al., 2005; FISHER et al., 2014).

A visdo deturpada que muitas pessoas tém acerca da epilepsia decorre do
alarde produzido pelas convulsdes tonico- clénicas generalizadas. O individuo
apresenta perda de consciéncia, antes do inicio das crises, além da possibilidade de

outras manifestacées como gritos, perda do controle da bexiga ou intestino e, ao
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recuperar a consciéncia, ficam no estado de confusdo e amnésia. O fato de ser uma
doenca episddica também contribuiu para o estabelecimento do estigma de que a
pessoa estava possuida, o que traz, para esse individuo, o sentimento de vergonha
por ndo controlar esta situagao (GRAVITZ, 2014).

Denomina-se crise epiléptica aguda a disfuncdo neurolégica que gera
distarbios de cognicdo, consciéncia, movimentos involuntarios, manifestacdes
psiquicas, sensoriais, autondmicas e de comportamento, podendo envolver
diferentes areas cerebrais (CHAUDHARY; DUNCAN; LEMIEUX, 2011). No
desenvolvimento de alguns tipos de crises, vé-se 0 evento conhecido como
convulsdo, que consiste em uma alteracdo do comportamento resultante da
atividade hipersincrénica, excessiva e repetitiva de neurdnios do cortex cerebral. A
natureza da crise pode ser apontada de acordo com a duracdo do evento e
localizacéo cerebral do mesmo (STEFAN et al., 2009; RAO; LOWENSTEIN, 2015).

A epilepsia € um dos principais transtornos neurolégicos com ampla
distribuicdo, desconhecendo idade, raca, padrdo social ou limites geograficos
(SILVA et al., 2014). Estima-se que entre 60 e 100 milhdes de pessoas sejam
acometidos pela epilepsia 0 que a torna a condicdo neurolégica cronica grave mais
comum no mundo (SONG etal., 2002; FISHER et al., 2014; WHO, 2015). No mundo,
ha cerca de 2,4 milhdes de novos pacientes epilépticos a cada ano, dos quais, pelo
menos, 50% comecam na infancia e adolescéncia (TUTANC et al., 2015). No Brasil,
a epilepsia, na infancia, apresenta uma variacdo na prevaléncia de 11,9 a 21 casos
em cada 100 criancas (LONGATO, 2015).

A fisiopatologia da epilepsia configura-se como um desequilibrio, ou
alteracoes da atividade elétrica neural, ainda vagamente compreendido, entre
excitacdo e inibicdo do sistema nervoso central. No entanto, ha fortes indicios da
participacdo de neurotransmissores envolvidos com a inibicdo, como o GABA (acido
y-aminobutirico) (BRIGGS; GALANOPOULOU, 2011).

Neurbnios excitatorios e interneurbnios inibitorios estdo no centro da
discussdo sobre epilepsia. Participando da neurotransmissdo excitatéria, o
glutamato € liberado e liga-se a receptores em outros neurbnios promovendo o
disparo da crise convulsiva. Por outro lado, a inibicdo desta via ocorre atraves da
liberacdo do GABA por interneurbnios inibitérios, o qual se liga a receptores
presentes em neurdnios, impedindo o disparo da crise. Esses neurotransmissores

atuam nos espacos entre os neurdnios (sinapses), havendo, porém, receptores para
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0 GABA localizados em outras regibes neuronais, que ndo as sinapses. Esta seria
uma forma do organismo garantir a neurotransmissao inibitéria (EISENSTEIN, 2014).

Aléem do desequilibrio entre a transmissao excitatéria glutamatérgica e a
transmissao inibitéria GABAérgica com aumento do estresse oxidativo, a génese das
convulsbes também pode estar relacionada com outros sistemas de
neurotransmissao, tais como serotonérgico, adrenérgico e dopaminérgico, com
relacbes e mecanismos ndo bem elucidados e muitas vezes controversos, e que
podem estar relacionados com as comorbidades psiquiatricas da epilepsia (MARES;
KUBOVA, 2008).

Em 2014, uma definicAo operacional de epilepsia para aplicacdo na pratica
clinica foi proposta, sendo a epilepsia definida por qualguer uma das condi¢bes
como: 1. Pelo menos duas crises epilépticas espontaneas ndo provocadas (ou duas
crises reflexas) ocorrendo em um intervalo superior a 24 horas; 2. uma crise nao
provocada (ou uma crise reflexa) e uma probabilidade de novas crises semelhantes
ao risco geral de recorréncia apds duas crises espontaneas (cerca de 60%) e 3. pelo
menos duas crises num contexto de epilepsia reflexa (FISHER et al., 2014).

Em 2011, a ILAE (Liga Internacional Contra a Epilepsia), por meio da sua
Comissdao de Classificagdo e Terminologia publicou novos conceitos, onde a
classificagao por localizagdo, como focal e generalizada, deve ser mantida apenas
para a definicdo de crises epilépticas e ndo mais ser utilizada para classificacdo de
epilepsias, uma vez que muitas sindromes apresentam os dois tipos de crises.
Esses termos poderiam ser usados em algumas instdncias, mas ndao em todas
(BERG; SCHEFFER, 2011).

Dependendo da localizacdo, as crises podem ser focais, ou seja, com inicio
em uma regido restrita do encéfalo, ou generalizada, quando as descargas se
originam concomitantemente nos dois hemisférios. As crises generalizadas
acometem a area cerebral como um todo e podem ser do tipo: clénica, tonica,
ténico- clonica, mioclénica, atbnica e de auséncia, conforme as manifestacbes
motoras evidenciadas (BERG et al., 2010). As crises focais apresentam descarga
neuronal restrita a um hemisfério cerebral e o individuo pode ter ou ndo alteracbes
motoras e de consciéncia. Podem ser simples, quando ha preservacdo da
consciéncia durante o ictus (crise epiléptica), ou complexas, quando ha perda de
consciéncia (BERG et al., 2010; FERNANDES, 2013).
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As categorias etiolégicas para o possivel desenvolvimento da epilepsia sdo o
distarbio epileptogénico e fatores precipitantes. Os disturbios epileptogénicos podem
ser lesdes, neoplasia, infeccbes, malformacdo vascular e congénita e anomalias
genéticas. Ja como fatores precipitantes, nos paises em desenvolvimento, as
infeccbes endémicas sao os principais fatores de risco, além do consumo de alcool,
privacdo do sono e febre que podem ocasionar crises em pacientes com epilepsia
(CALVANO et al., 2010).

Estimativas sugerem que cerca de 80% dos casos de epilepsia ocorrem em
paises em desenvolvimento, onde se encontra um numero maior de pessoas
desnutridas, com doencas infecciosas e com deficiéncia no atendimento médico,
sabendo-se que um grande numero de pacientes permanece sem o tratamento
adequado. Cerca de 80% dos 50 milhdes de pessoas no mundo, que tém epilepsia,
vivem em baixa e médiarenda (MEGIDDO et al., 2016).

Pesquisadores buscam descobrir substancias que sejam capazes de diminuir
as frequéncias e propagacdo das manifestacbes epilépticas. Muitos farmacos ja
foram descobertos com essa finalidade, mas 30% dos pacientes ndo apresentam
boa resposta ou apresentam efeito adverso severo aos medicamentos disponiveis
(WAHAB, 2010).

1.3.1 Epilepsia e Neurotransmisséo Colinérgica

Varios estudos sugerem o envolvimento do sistema colinérgico na epilepsia
humana (TURSKI et al., 1983a; JOPE; MORRISETT; SNEAD, 1986; HIRSCH et al.,
1992; NATHANSON et al., 1999; MICHOTTE et al., 2000; PERSINGER; LEUNG;
STEWART, 2001). Este sistema tem como neurotransmissor a acetilcolina (ACh). A
figura 3 apresenta, esquematicamente, a neurotransmissdao colinérgica, com
ativacdo de receptores e a cascata de sinalizacdo excitatoria. A ACh é um mediador
quimico de sinapses no sistema nervoso central (SNC), no sistema nervoso
periférico e também na jungcdo neuromuscular. Seus receptores e 0 aparato
enzimatico responsavel por sua sintese e degradacdo constituem o sistema de
neurotransmissdo colinérgica (BRUNEAU; AKAABOUNE, 2006). A estimulacdo da
ACh promove uma ativacdo majoritaria de receptores muscarinicos no SNC, em
detrimento de uma ativacdo minoritaria de receptores colinérgicos nicotinicos
(EGLEN, 2006).
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Experimentos em roedores para inducdo de convulsbes utilizam o agonista
muscarinico pilocarpina, que ativa receptores metabotropicos muscarinicos do tipo
M1, promovendo uma cascata de sinalizacao intracelular excitatéria com ativacao da
fosfolipase CPB e consequentes lesdes cerebrais e mudangas de comportamento
(TURSKI et al., 1989; MARINHO et al.,, 1997; NATHANSON, 2000; BRUNEAU;
AKAABOUNE, 2006; ABDUL-RIDHA et al., 2014; KRUSE et al., 2014). No cérebro,
processos como aprendizagem, memdaria, nocicepgao e controle da temperatura sao
modulados por receptores muscarinicos, e o subtipo M1, pela predominancia que
tem em regides do cérebro como hipocampo, cortex e estriado, estdo intimamente
envolvidos com a indugcdo das convulsbes, uma vez ativados por agonistas
muscarinicos (HAMILTON et al., 1997; OKI et al., 2005; EGLEN, 2006; BUBSER et
al., 2012; NEWMAN et al., 2012).

A ativacdo do receptor colinérgico muscarinico (PERSINGER et al., 1993;
MARINHO et al., 1998) foi apontado como ndo sendo o0 Unico evento responsavel
pelas convulsbes produzidas pela pilocarpina, sugerindo que apos ativacdo do
sistema colinérgico haveria uma interacdo direta e/ou indireta com outros sistemas,
a saber: dopaminérgicos (AL-TAJIR; STARR; STARR, 1990a), glutamatérgico
(FUJIKAWA et al., 1994 e 1995) e GABAérgico (FRITSCHY et al., 1999; ERAKOVIC
et al., 2000; COSTA-LOTUFO et al.,, 2002), que podem estar envolvidos na

manutencao e/ou propagacao das convulsdes (FREITAS et al., 2003).

Figura 3- Neurotransmissado colinérgica com ativacao de receptores M1 e cascata de sinalizagdo

excitatoria.
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1.3.2 Epilepsia do Lobo Temporal

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a forma mais comum de epilepsia em
adultos, sendo responsavel por 40% dos casos de epilepsia nesta populacdo e 2/3
dessa populacdo apresentam crises de dificil tratamento com antiepilépticos orais,
havendo indicacdo cirargica (BLAIR et al., 2012). Pacientes com ELT podem
apresentar crises focais com comprometimento ou ndo da consciéncia, geralmente
precedidas por “auras”. Estas correspondem a manifestagdes sensitivo-sensoriais ou
psiquicas puramente subjetivas e que ocorrem em 20% a 90% dos pacientes com
ELT (KOTAGAL, 1991; ENGEL, 1996; GUILHOTO, 2011; ILAE, 2011; FERNANDES,
2013).

O lobo temporal € o mais epileptogénico dos lobos cerebrais e as funcdes
relacionadas a memodria, comportamento e aprendizado encontram-se distribuidas
em circuitos temporais. H&4 evidéncias clinicas que indicam tratar-se de uma
desordem progressiva em grande parte dos pacientes, havendo degeneracao de
tecido cerebral e comprometimento cognitivo gradual. A ELT costuma ser dividida
em Epilepsia do Lobo Temporal Lateral (ELTL) e Epilepsia do Lobo Temporal Mesial
(ELTM) e tem como manifestacdo patolégica mais comum a esclerose hipocampal
(TORRES, 2015).

O mecanismo patolégico estda normalmente associado a esclerose
hipocampal e alteragcdes na rede neuronal do hipocampo (ENGEL, 1996; JIANG et
al., 2015). A hiperexcitabilidade neuronal provoca a desregulacdo na funcao
amigdalo-hipocampal envolvida nesse tipo de epilepsia (GRAEBENITZ et al., 2011,
MONTI; MELETTI, 2015).

Em adultos, a ELT é usualmente acompanhada de déficits de memaria. Na
infancia, a ELT apresenta ampla diversidade clinica, eletrencefalografica e
etioldégica. Por isso, muitos aspectos ndo estao definidos, especialmente os tipos de
alteracbes cognitivas e comportamentais que as criancas podem apresentar.
Criangcas com ELT sintomaticas podem apresentar disturbios de comportamento e
problemas de aprendizagem, mesmo na auséncia de déficit cognitivo global; ha alta
freqiéncia de TDAH; além de déficits de memdria, ha comprometimentos de outras
funcbes neuropsicolégicas como atencao, linguagem, praxia construtiva e funcdes

executivas. Quanto mais cedo o inicio da epilepsia, pior o armazenamento da
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informacao verbal, onde as les6es mesiais correlacionam-se a prejuizos de memoéria
no processo de armazenamento das informacgdes, enquanto lesbes neocorticais
correlacionam-se a problemas na recuperacdo das informacdes (GUIMARAES,
2006).

1.3.3 Epilepsia e Disturbios Neuropsiquiatricos

As comorbidades neuropsicoldgicas sao um tépico bastante importante, mas
de dificil abordagem pois a relacdo entre epilepsia e neuropsicologia parece ser
multifatorial. InUmeras variaveis clinicas relativas a epilepsia parecem influenciar os
déficits neurocognitivos nas criancas com epilepsia, com destaque para etiologia, o
tipo de epilepsia, a idade de inicio da epilepsia, a duracdo ativa da epilepsia, a
frequéncia das crises, as descargas epilépticas subclinicas e o tratamento
farmacolégico (LOPES, 2013).

Muitos pacientes com epilepsia sofrem transtornos psiquiatricos, incluindo
depressdo, ansiedade, TDAH, psicose, distirbios cognitivos e alteracbes de
personalidade, mas os mecanismos subjacentes a associacao entre epilepsia e as
psicopatologias séo ainda pouco compreendidas (BARBOSA, 2012).

Muitos estudos tem estabelecido uma forte conexdo entre depressédo e
epilepsia, tendo em vista que estas desordens muitas vezes podem ser encontradas
em um mesmo paciente. A depressao € o sintoma psiquiatrico mais frequente em
pacientes que apresentam o distlrbio epiléptico, atingindo 20 a 55% dos pacientes
com crises recorrentes, e 3 a 9% dos pacientes controlados (COELHO, 2014). Além
disso, pacientes portadores de ELT apresentam os indices mais altos de depressao
entre todos os tipos de epilepsia (KWON; PARK, 2014).

O mesmo comportamento se percebe com os transtornos de ansiedade, com
prevaléncia entre 11 e 25% em portadores de epilepsia, acima daquela encontrada
na populacdo em geral, de 7 a 11%. Tais disturbios tém sido identificados como
fatores de risco de epilepsia refrataria em pacientes com diagndstico recente, além
de estarem associados a um aumento de efeitos adversos de drogas antiepilépticas
(DAE) (TELLEZ-ZENTENO et al., 2007; DALMAGRO et al., 2012; ALSAADI et al.,
2015).

Muitas das comorbidades neurocomportamentais nas criangas com epilepsia,

previamente consideradas efeitos secundarios da medicag¢do anti-epiléptica, estao
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na verdade presentes em um numero consideravel de criangas cuja epilepsia acaba
de ser diagnosticada e que ainda nao iniciaram o tratamento medicamentoso
(HERMANN et al., 2006, 2007a, 2008; JACKSON et al., 2013). Isto significa que
estes problemas parecem estar presentes mesmo antes da primeira convulsao,
sugerindo que os déficits cognitivos sdo um primeiro sintoma da perturbacéo
fisiologica que dara origem a epilepsia, e ndo apenas um efeito secundario das

convulsdes ou dos farmacos (LOPES, 2013).

1.3.4 Epilepsia e Estresse Oxidativo

A mitocondria é a principal fonte de geracéo de radicais livres, uma vez que o
metabolismo de respiracdo celular normal gera espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNs). As EROs e ERNs séo definidas como moléculas que
possuem elétrons desemparelhados no seu orbital mais externo. Assim, a geracao
de radicais livres em baixas ou moderadas concentracfes € uma caracteristica
fisioldgica importante para a célula (HOVATTA et al., 2010). As EROs séo o radical
anion superéxido (O2’), o peréxido de hidrogénio (H20>) e o radical hidroxila (OH), e
as principais ERNs sé@o o oxido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO’) (APRIOKU,
2013).

O estresse oxidativo pode ser definido como o desequilibrio entre os niveis de
compostos pré-oxidantes (produgdo de espécies reativas de oxigénio - ERO e
espécies reativas de nitrogénio — ERN) e antioxidantes (eliminacdo de radicais
livres), com predominio dos primeiros, ocasionando elevada produgcdo de espécies
reativas (VELLOSA etal., 2013).

A epilepsia consiste numa doenga neurodegenerativa, e sabe-se que 0
estresse oxidativo esta envolvido (MEHVARI et al., 2016). Véarios estudos
experimentais relacionam a epilepsia ao estresse oxidativo, apesar de ndo termos
conhecimento ainda se o estresse oxidativo € uma causa ou consequéncia desta
patologia, tem sido amplamente mencionado que o aumento da geracéo de radicais
livres pode levar convulsdes prolongadas podendo resultar em disfuncao
mitocondrial no hipocampo precedendo morte de células neuronal e causando
subsequente epileptogénese (ARMENTA et al., 2014).

Sabemos que a formacao de EROs ocorre quando elétrons desemparelhados

fogem da cadeia transportadora de elétrons e reagem com o oxigénio molecular,
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gerando assim superdxido, peroxido de hidrogénio (H2O;) e o radical hidroxil (OH").
Os aumentos prolongados de EROs induzem um risco inerente de aumento na
neurodegeneracao, tais como o observado na epilepsia (ARMENTA et al., 2014;
SHIN et al., 2011). O peroxinitrito (ONOOH) que consiste em uma ERNs €& um
oxidante potente e é altamente reativo, induz a nitragcdo da tirosina, peroxidacao
lipidica, e citotoxicidade, incluindo a morte celular (ARMENTA et al., 2014).

Os radicais livres resultantes do desequilibrio redox endoégeno podem
desempenhar um papel importante na determinacdo do estresse oxidativo, morte
celular e, consequentemente, dano tecidual. O oxigénio reativo ocasiona a oxidacao
dos lipideos de membrana promovendo consequentemente um processo
denominado de peroxidacao lipidica. A funcdo e estrutura das membranas celulares
sdo perturbadas e destruidas pela peroxidacdo lipidica. Esse processo gera
subprodutos como aldeidos reativos que podem alterar ainda mais a sua funcao e,
subsequentemente, provocar danos celulares. O malonildialdeido (MDA) é um dos
aldeidos reativos mais amplamente estudado como marcador laboratorial de
peroxidacao lipidica (MARTINC; GRABNAR; VOVK, 2014).

O nivel de peroxidacdao lipidica decorrente da acdo das espécies reativas tem
sido utilizado como um meio de avaliacdo do papel do estresse oxidativo na
atividade de substancias anticonvulsivante. Estudos demonstraram em modelos
experimentais que apos convulsGes existe uma elevacdo no nivel de peroxidacéo
lipidica no cortex de roedores (Figura 4) (JUNIOR et al., 2009). Apds a administracdo
de substancias anticonvulsivantes esse aumento de peroxidacéo lipidica induzido
pela convulsdo € prevenido (ALDARMAA et al., 2010; GOEL et al., 2011; HUANG et
al., 2012).



38

Figura 4- Potencializacdo da formacdo de espécies reativas decorrentes da convulsdo e dos danos

causado pelo estresse oxidativo.
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O oOxido nitrico (NO) também tem um papel importante no estresse oxidativo.
O NO reage com o0 anion superéoxido dando origem ao peroxinitrito, que
posteriormente pode se decompor dando origem ao radical hidroxila (OH*) (MEHTA
et al., 2013). Essa predisposi¢cdo do NO a formar radicais livres e espécies reativas
faz com que ele seja uma fonte de estresse oxidativo. Portanto, pode ter um
importante papel em desordens como a epilepsia (BANACH et al., 2011). O
envolvimento do NO na epilepsia tem sido demonstrado em varios estudos de forma
contraditéria. O NO modula tanto as convulsdes (JELENKOVIC et al., 2002) como a
acao anticonvulsivante de certas substancias (BOROWICZ et al., 1997; LUSZCZKI
etal., 2007; SHAFAROODI et al., 2012; RAHMATI et al., 2013).

Da mesma forma que as EROs e ERNs séo produzidas, o organismo possuli
maneiras de diminuir o dano causado por elas através de mecanismos enzimaticos e
ndo enzimaticos. Entre as enzimas antioxidantes, as principais sdo: a superoxido
desmutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (Figura 5). Entre
estas, a SOD e CAT sédo as mais importantes por formarem as primeiras linhas de
defesa antioxidante enzimatica do organismo (BORRELI et al., 2014). Em certas
situa¢cBes patoldgicas, como as convulsdes, a producdo de EROs é muito alta, o que
ocasiona uma diminuicao da atividade de enzimas antioxidantes, por um mecanismo
ainda ndo bem definido (RODRIGUES et al., 2012; BRANCO etal., 2013).
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Figura 5- Principais mecanismos de inativacdo de espécies reativas de oxigénio
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Fonte: PAES, 2017. A Superdxido dismutase (SOD) transforma o radical superdxido (Oz) em
peréxido de hidrogénio (H,O,). O H,O, pode ser convertido em agua (H,O) pela enzima catalase ou
se transformar em radical hidroxil (HOO) e radical hidroxila (OH’) devido a reacdo de Fenton. A
hidroxila pode se complexar com H” presentes na célula e se transformar em H,O. A glutationa
reduzida (GSH), catalisada pela enzima glutationa peroxidase (GP), capta o HO® ou H,O,, levando a

formacao de glutationa oxidada (GSSG) que libera uma molécula de H,0.

O estresse oxidativo pode ser consequéncia e/ou causa do processo
inflamatério. S&o dois fatores que estdo intimamente relacionados e, os astrécitos
sdo as células-chave em ambos os processos (JENSEN et al., 2013). O estresse
oxidativo contribue para a excitotoxicidade do glutamato, a qual é responséavel por
aumentar a expressdao de genes pro-inflamatérios, inibir a expressao de fatores
neurotréficos e levar a célula a apoptose, comprometendo a plasticidade neuronal,
condicdo comum na depressao e epilepsia (MILLER et al., 2009; SANTELLO,
VOLTERRA, 2012; KANDRATAVICIUS et al., 2012; NUNES et al., 2013; REUS et
al., 2015).

1.3.5 Epilepsia e Inflamagéo

Apesar da epilepsia ser uma doenca neurolégica, sabe-se que 0 sistema
imunolégico possui estreita relacdo com a mesma. O estudo dos processos
inflamatérios e suas relacbes com as patologias do SNC tém apresentado uma

grande importancia nas pesquisas da Ultima década. Achados em modelo
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experimental de epilepsia demonstram que inducdes utilizando agentes
convulsivantes ou estimulos elétricos promovem a liberagdo de uma onda de
mediadores inflamatorios, tais como as citocinas, quimiocinas, receptores tipo Toll
(TLR), prostaglandinas, fatores do sistema complemento, moléculas de adesé&o
celular, e transdutores de sinal que ativam o fator de transcricdo nuclear kappa B
(NFkB) (VEZZANI et al., 2011).

Esta producdo de mediadores € iniciada pelas células do endotélio cerebral e
induzida na presenca de crises epilépticas. A presenca desta inflamacao, por sua
vez, pode promover o recrutamento periférico de células inflamatérias, corroborado
pelo expressivo encontro de infiltrado de granulécitos durante o periodo da
epileptogénese, juntamente ao reduzido numero de linfécitos T na epilepsia crbnica
em modelos experimentais e humanos (Figura 6) (FABENE et al., 2008; RAVIZZA et
al, 2008). Esse processo pode também ativar a sintese de glutamato em células da
glia, proporcionando o aumento da excitabilidade neuronal, necessario para o
estabelecimento das crises (VEZZANI et al., 2011).

Figura 6- Interacdo entre respostas inflamatdrias e a neuroinflamacao.
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Fonte: Modificado de VEZANNI et al., 2011.

Kan e colaboradores (2012) observaram o aumento da expressao de mais de

vinte parametros inflamatérios em cérebro de pacientes com ELT, sugerindo que
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ocorre a coativacdo de multiplos mediadores inflamatérios nessa condicdo
patologica.

O papel da neuroinflamacdo na etiopatogenia da epilepsia também foi
evidenciado através de estudos em animais, sendo que em diferentes modelos
experimentais, as convulsbes agudas levaram a ativacdo das células da glia e
aumentaram a producéo de citocinas (VIEIRA, 2015).

As citocinas pro-inflamatorias IL-13, IL-6 e Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)
produzem efeitos benéficos e deletérios na funcdo cerebral e os efeitos séo
dependentes de inumeros fatores que incluem a concentracdo local de citocina no
sitio de sintese, o tipo de célula alvo, a quantidade de tempo que o tecido fica
exposto a essas citocinas e qual subtipo de receptores que estdo envolvidos. A
microglia e os astrécitos sdo as principais células a produzirem citocinas durante a
atividade epiléptica e representam a principal fonte de sua producdo no cérebro.
Uma fonte de producéo adicional dessas citocinas sdo os mondcitos do sangue que
invadem o cérebro algumas horas depois dos eventos epilépticos agudos
(GOUVEIA, 2011).

Os niveis de TNF-a aumentam rapidamente em varias doencas do SNC, tais
como isquemia cerebral e epilepsia. O TNF-a regula a transmissao sinaptica,
especificamente o TNF-a libertado pelas células gliais. A transmissao sinaptica pode
ser acelerada através de receptores AMPA nos neurdnios. Através de sua ligacdo a
diferentes receptores e do ajuste da interacdo com o sistema acido glutamico, a
excitabilidade nervosa pode ser alterada, afetando a sensibilidade da ocorréncia de
epilepsia (MAO et al., 2017).

O TNF-a esta elevado em varias situagbes neuropatologicas associadas a
déficit de memoria e aprendizado, levando a procurar seu possivel papel na
plasticidade. Ele também contribui para a lesdo neuronal por aumentar a superficie
de expressdo de receptores AMPA levando a excitotoxicidade por excesso de
glutamato (PICKERING; CUMISKEY; CONNOR, 2005). Além da atuacdo em
receptores glutamatérgicos, o TNF a causa uma endocitose dos receptores GABA A
o que diminui a forca inibitéria (STELLWAGEM et al., 2005).

A Oxido nitrico sintase indutivel (iNOS) ndo é normalmente expressa nas
células, sendo utilizada e modulada por citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1,
IFN-y, endotoxinas, hipoxia e estresse oxidativo (FUKUMURA; KASHIWAGI; JAIN,
2006; PAUTZ et al., 2010). A iNOS participa da formacdo de grandes quantidades
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de NO, principalmente em processos inflamatérios. Ao se combinar com &anions
superdxido, o NO torna-se precursor de um potente agente oxidante: o peroxinitrito,
o0 qual tem sido amplamente associado a danos ao DNA, proteinas e lipidios
(BENTZ et al., 2012; HALL;WANG; MILLER, 2012).

A enzima ciclooxigenase-2, codificada pelo gene COX-2, € uma das principais
enzimas envolvidas no processo inflamatério, atuando na catalise da formacdo de
prostaglandina a partir do acido araquidénico (CERELLA et al., 2010). Apesar da
isoforma da enzima ciclooxigenase-1 (COX-1) ser constitutivamente expressa na
maioria dos tecidos, a COX-2 é induzida em eventos fisiopatolégicos como na
inflamacéo e na carcinogénese (ROUZER; MARNETT, 2009).

A enzima COX-2 é induzida rapidamente durante as convulsbes. Os
inibidores da COX-2 podem ser agentes terapéuticos da epilepsia, inflamacéo e
doencas neurodegenerativas. Pode ser uma estratégia terapéutica adjuvante junto a
terapia com drogas antiepilépticos usadas para o tratamento da epilepsia (ROJAS et
al.,, 2013). A ativacdo da COX-2 no cérebro tem sido utilizada para promover dano
neuronal em modelos animais da ELT (POLASCHECK et al., 2010; SERRANO et al.,
2011).

1.4 Modelo experimental de epilepsia induzida por pilocarpina

Diferentes modelos de crises epilépticas em animais sdo bastante utilizados
para estudar a fisiopatologia do processo convulsivo, uma vez que reproduzem
alteracbes comportamentais, eletroencefalograficas e neuroquimicas que séo
semelhantes a epilepsia do lobo temporal em humanos (FREITAS, 2011a).

A pilocarpina € um alcaléide extraido das folhas do jaborandi (Pilocarpus
microphyllus) e trata-se de um agonista muscarinico, sem efeitos nicotinicos.Na
clinica é usada como miético e no tratamento do glaucoma, empregada na forma de
colirio (GUARNIERE, 2013). Ao ministrar este alcaldide ocorrera a promocédo da
ativacdo dos receptores colinérgicos muscarinicos do subtipo M1 (SANABRIA;
CAVALHEIRO, 2000), ampliando o influxo de calcio, causando uma despolarizacéo
da membrana e o disparo repetitivo dos neurénios, acompanhado de atividade pos-
sinaptica (KLINK; ALONSO, 1997).

A pilocarpina, administrada sistemicamente, em doses acima de 300 mg/Kg

(Unica ou fragmentada), € capaz de induzir status epilepticus (SE), culminando com
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lesdes encefalicas especificas e movimentos estereotipados convulsivantes. As
crises convulsivas motoras e limbicas iniciam-se cerca de 20 minutos apds a
administracdo e os animais evoluem para um estado de crises continuas (clénicas),
gue caracterizam o estado epiléptico (SANABRIA; CAVALHEIRO, 2000).

O modelo de ELT induzida por pilocarpina mostrou um perfil crénico, sendo
gue 0s animais que recebem essa droga passam a apresentar 0s sintomas até o
final da vida. Desse modo, os comportamentos causados pela administracao de
pilocarpina foram classificados em trés fases. A primeira fase, denominada de fase
aguda, com duracdo de 1 a 2 dias, corresponde ao periodo em que o animal
apresenta convulsdes comportamentais somadas a descargas
eletroencefalogréaficas (EEG) que tendem a aumentar em duracdo e complexidade,
gerando o SE; a segunda fase, ou periodo silencioso, é caracterizado pelo retorno
gradativo do EEG e comportamento normal sem que sejam observadas crises
convulsivas, essa fase dura uma média de 15 dias nos animais. Apds esse periodo,
tem inicio a terceira fase ou fase crbnica em que surgem as crises convulsivas
recorrentes espontaneas, sendo que essa fase permanecera durante toda a vida do
animal (CAVALHEIRO etal., 1991).

Na Epilepsia, o hipocampo, o corpo estriado e o coértex fronto-parietal sdo as
areas em gue ocorre dano neuronal, além de serem as areas mais atacadas, podem
estar relacionadas de forma importante com os mecanismos de instalacdo da
propagacao e/ou manutencao (epileptogénese) das convulsdes limbicas (MARINHO
et al., 1998). Em geral, as convulsdes induzidas por pilocarpina parecem depender
da ativacdo do receptor muscarinico, da alteracéo da atividade enzimética de alguns
sistemas, entre eles os sistemas de defesa antioxidante, do metabolismo dos
fosfoinositidios (MARINHO et al., 1998), como também da participagdo de outros
sistemas de neurotransmissdo noradrenérgico, dopaminérgico, serotonérgico,
GABAérgico e glutamatérgico (CAVALHEIRO et al.,, 1994; CAVALHEIRO et al.,
1995).

BARONE et al. (1991) demonstraram que, atraves da administracio
intracerebral em corpo estriado de agonista dopaminérgico D, havia protecdo com
relacdo ao desenvolvimento de convulsbes em ratos adultos, sugerindo também a
participacdo dessa area cerebral nas convulsdes limbicas.

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

longo da histdéria um grande progresso no conhecimento dos mecanismos basicos
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das epilepsias e muitas DAEs foram criadas a partir de tais modelos. Atualmente
gualquer nova droga deve ser obrigatoriamente testada em modelos animais antes

de sua utilizagdo em seres humanos.

1.5 Astrocitos no SNC e seu envolvimento na epilepsia

O SNC é composto por dois tipos de células: neurbnios e células glias. As
células da glia, que compdem 85% das células no SNC, diferentemente dos
neurdnios, ndo geram impulsos elétricos. O termo glia refere-se a cinco tipos
celulares que sao: oligodendrécitos, astrocitos, células de Schwann, células
ependimarias e microglias (TEIXEIRA, 2012).

Os astrocitos sdo células caracterizadas morfologicamente por apresentarem
prolongamentos que irradiam a partir de seu corpo celular, dai entdo a origem de
sua denominacao (astro=estrela e cito= célula). Durante muito tempo essas células
foram vistas como meras coadjuvantes nas redes neuronais, porém, com 0 avango
da neurociéncias, houve um estreitamento da sua relagdo com os neurdnios, onde
passou a ser considerado regulador chave do funcionamento cerebral (HALASSA et
al., 2007; SIDORYK-WEGRZYNOWICZ; ASCHNER, 2013).

Dentre algumas das muitas fungbes dessas células estreladas estdo a
sustentacdo, nutricdo e controle da atividade sinaptica dos neurénios. Ao redor do
seu dominio de ocupacado, seus numerosos prolongamentos celulares podem entrar
em contato com milhares de sinapses, dendritos e também a microvasculatura
cerebral, e, deste modo, tem sido proposto que essas células proporcionam suporte
metabdlico aos neurbnios. Astrocitos sdo também capazes de realizar a modulacao
das vias de sinalizacdo de transmissores, incluindo glutamato, GABA e adenosina,
e, consequentemente apresentam potencial para modular a transmissao sinaptica e
excitabilidade neuronal (CLASADONTE; HAYDON, 2010; HALASSA et al., 2007).

Nos ultimos anos foi caracterizada a participacdo dos astrocitos nas sinapses
compondo o que € chamado de sinapse tripartida. A sinapse tripartida é constituida
de trés elementos, elementos pré-sinapticos e pds-sindpticos neuronais e 0S
astrocitos, a partir de seus processos celulares (Figura 7). A sinapse tripartida
constitui-se um dos sitios de atuacao dos gliotransmissores, 0s quais atuam sobre o

processo sinaptico através de mecanismos capazes de regularem a funcédo pré-
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sindptica e modular a resposta poés-sinaptica (HALASSA et al., 2007, 2010;
PANANASCH et al., 2012).

Figura 7- Estrutura da sinapse tripartite composta pelos neurdnios pré e pos - sindpticos (em azul) e a

célula astrocitaria (em verde).
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Os astrécitos estdo envolvidos em muitos processos fisioldgicos e realizam
suas funcbes gracas ao posicionamento estratégico, chegando até o0s vasos
sanguineos, com suas porc¢des terminais, a0 mesmo tempo em que também se
aproximam das sinapses, por meios de prolongamentos (BATASSINI, 2015). Tém
também um papel importante no SNC durante situacdes patoldgicas, quando
apresentam alteracdes morfologicas e funcionais (PAPA et al., 2014).

Os astrocitos estdo envolvidos com a modulacdo neuronal sendo alvo de
estudos de doencas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer, isquemia,
doenca de Parkinson e epilepsia. Na isquemia cerebral, os astrocitos tém um papel
bastante significativo na fase crbnica apés a injaria, controlando a homeostasia
ibnica e secretando fatores neuroprotetores (WEGRZYNOWICZ et al., 2010).

Na epilepsia, existe a ocorréncia de astrécitos reativos tanto em sindromes
que causam epilepsia, como em modelos em animais. Nesses casos, 0s astrécitos
apresentam ndo sé reducdo da expressao de transportadores de glutamato, o que
causa excitotoxicidade, mas reducdo da expressdo dos canais de potassio
retificadores de influxo, que sdo responsaveis pela remogédo de inos K* que ficam
acumulados durante intensa atividade sinaptica (BORDEY; SONTHEIMER, 1998;
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BEDNER; STEINHAUSER, 2013). Isso causa um desbalangco osmotico e aumento
local de ions K", ocasionando crises epiléticas e enfatizando a importancia do estudo
desta célula como possivel alvo farmacologico em casos de epilepsia (DEVINSKY et
al.,, 2013; CRUNELLI, CARMIGNOTO, STEINHAUSER, 2015) .
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Apesar da taxa elevada de TDAH em jovens com epilepsia ainda ndo esta
bem estabelecido se 0s mecanismos e manifestagbes neurobiolégicos deste
transtorno em criancas com epilepsia sdo semelhantes aos de criancas sem
epilepsia (SAUTE et al., 2014).

Estima-se que o transtorno afete ao redor de 12 a 39% dos individuos
epilépticos. Deve-se, portanto, manter um alto grau de suspeita de TDAH em
criancas portadoras de epilepsia (LOUTF, 2010).

O metilfenidato é o farmaco utilizado no tratamento do TDAH em criancas e
adolescentes e, o FDA ja adverte contra o uso desse medicamento em pacientes
com epilepsia (RAVI; ICKOWICZ, 2016). O MFD, em estudos experimentais,
apresentou um efeito neurotdoxico, onde as convulsées dos animais foram
intensificadas, visto na avaliagdo comportamental, utilizando o modelo de convulsao
induzido por pilocarpina através do tratamento agudo com MFD (LINHARES, 2014).

Nédo é sabido ainda se as crises convulsivas sado intensificadas, nos
pacientes, pela comorbidade do TDAH e epilepsia ou se é devido a utilizacdo do
MFD. Portanto, resolve-se investigar de forma mais aprofundada a possivel
atividade do MFD em animais com epilepsia, com a finalidade de consolidar as
informacdes que auxiliem no conhecimento para o processo de decisao da escolha
terapéutica mais segura e adequada para 0s pacientes epilépticos e que necessitem
da utlizacdo do MFD, fazendo-se, entdo, uma avaliacdo de risco-beneficio e

contribuindo para o uso racional desse medicamento.
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3 OBJETIVOS

3.1Gerais

Avaliar o efeito do metilfenidato em ratos jovens submetidos ao modelo

experimental de epilepsia com pilocarpina.

3.2 Especificos

Depois da administracdo do MFD por 21 dias ap6s o status epilepticus em

ratos jovens (21 dias de vida), objetivou-se:

> Investigar os efeitos comportamentais do metilfenidato através dos
testes de ansiedade, depressdo e memoria;

> Determinar os efeitos desse farmaco, nessas condicfes, sobre o
estresse oxidativo e sobre a atividade da acetilcolinesterase em cortex pré-frontal
(CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE) de ratos jovens;

> Avaliar a concentracdo de dopamina e do metabdlito (DOPAC) em
corpo estriado dos animais jovens;

> Verificar o efeito do metilfenidato sobre a resposta inflamatéria através
da atividade da enzima mieloperoxidase e da determinagdo da concentracdo de
TNF-a nas trés areas cerebrais estudadas;

> Analisar a expressdo quali- quantitativa dos mediadores inflamatorios
(COX-2 e iINOS) no corpo estriado (CE);

> Avaliar a viabilidade celular in vitro de astrocitos corticais apoés

incubacédo com metilfenidato e pilocarpina.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, jovens, com 21 dias, de ambos 0S sexos,
pesando entre 35-45¢, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara (UFC), e mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
dos Campus Sobral, acondicionados em caixas de propileno 26 + 2°C, com ciclos
claro/escuro de 12 horas, recebendo racéo padréao (Nuvilab) e agua ad libitum.

A utilizacdo de ambos 0s sexos é assegurado, pois nos ratos com 21 dias de
vida ndo ha taxa hormonal para influenciar os resultados comportamentais. Os ratos
desenvolvem-se rapidamente durante a infancia e tornam-se sexualmente maduros
com cerca de seis semanas de idade (ANDREOLLO etal., 2012).

4.2 Drogas

O desenvolvimento da presente pesquisa utilizou o cloridrato de Metilfenidato
(Laboratério- Novartis) nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg. A compra da substancia foi
devidamente realizada para fins de pesquisa, onde a notificacdo de receita foi cedida
gentilmente por uma médica Neurologista da cidade de Sobral.

As doses escolhidas foram baseadas em dados da literatura, sugerindo que
doses inferiores a 5mg/Kg refletem o uso clinico e a dose de 10 mg/Kg mimetiza o
uso recreacional (SCHERER, 2010).

Para o preparo da droga teste, a substancia foi dissolvida em solucdo salina
para a obtencdo de doses finais anteriormente citadas. Os controles receberam
veiculo (solucdo salina, 10 mL/Kg). A droga teste e o veiculo foram administrados
por via intraperitoneal (i.p) conforme cada protocolo experimental descrito adiante.

Foram utilizados, ainda, a Metil-escopolamina 1mg/Kg (Sigma- Aldrich);
Pilocarpina 320mg/Kg (Sigma- Aldrich); Diazepam 4mg/Kg (Laboratorio- EMS).
Essas drogas também foram dissolvidas em solucdo salina para a obtencdo das
doses finais e administradas por via intraperitoneal. O volume total de solucao

administrada por via intraperitoneal, foi de 10 mL/Kg.
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4.3 Descricdo geral do estudo: da administracdo das drogas ao estudo

comportamental e neuroquimico

Os animais com 21 dias de wvida, foram divididos, e trés grupos desses
animais foram tratados apenas com MFD (2,5; 5 e 10 mg/Kg) e um grupo controle
recebeu solugdo salina (10mL/Kg), durante 21 dias consecutivos. Quatro grupos de
animais foram previamente submetidos a inducdo do status epilepticus
(administracéo de pilocarpina de 320 mg/Kg) e, os sobreviventes foram tratados por
21 dias subsequentes com MFD (2,5; 5 e 10 mg/Kg) e com solugdo salina (grupo
controle epiléptico). Desta forma, temos constituido os grupos de estudo com a
Gnica diferenca de alguns grupos serem “epiléptico” e os outros grupos serem “nao
epiléptico” (Quadro 1).

Apos 30 minutos da Ultima administracéo (21 de tratamento) da droga teste ou
controle, os animais foram submetidos aos testes do Campo Aberto, Labirinto em
Cruz Elevado (Plus Maze), Nado Forgcado, Y- maze e Reconhecimento de Objetos.

Para os testes do campo aberto e Labirinto em Cruz Elevado foram utilizados
0S mesmos animais. Para os testes do nado forcado, Y-maze e Reconhecimento de
objetos, os animais utilizados foram diferentes para cada teste, onde os animais s6
foram submetidos a um teste comportamental.

Logo apos ao estudo comportamental, os ratos jovens foram sacrificados e,
em seguida, os encéfalos foram retirados e colocados sobre papel aluminio numa
placa de Petri com gelo. O cértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram
dissecados, rapidamente congelados e armazenados a -80°C até o ensaio. As
areas cerebrais foram usadas para determinacdes neuroguimicas.

A descricdo de cada teste realizado foi organizada por protocolos, onde
Protocolo 1, refere-se aos estudos comportamentais; Protocolo 2, ao estudo do
estresse oxidativo, dosagem de citocinas e imunohistoquimica e o Protocolo 3, se

refere aos ensaios in vitro de Viabilidade Celular.
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Quadro 1- Determinacao dos grupos experimentais

GRUPO TRATAMENTO

Nao epiléptico Salina

Nao epiléptico Metilfenidato 2,5 mg/Kg
N&o epiléptico Metilfenidato 5 mg/Kg
Nao epiléptico Metilfenidato 10 mg/Kg
Epiléptico Salina

Epiléptico Metilfenidato 2,5 mg/Kg
Epiléptico Metilfenidato 5 mg/Kg
Epiléptico Metilfenidato 10 mg/Kg

4.4Inducao do Status Epilepticus (SE) por meio da Pilocarpina

Para a inducdo do Status Epilepticus (SE) no presente estudo foi utilizado o
protocolo desenvolvido por Cavalheiro e colaboradores (1991).

Os ratos jovens Wistar, com 21 dias de vida, foram mantidos em um ambiente
isolado por 24 horas, separados por grupos, para se ambientarem, e entdo foram
submetidos a inducéo da epilepsia.

Visando o SE, foi injetado nos grupos experimentais, via intraperitoneal,
cloridrato de pilocarpina (PILO, 320 mg/Kg) (TURSKI et al., 1983). Previamente a
administracao de pilocarpina (30 minutos antes), 0os animais receberam uma injegao
intraperitoneal de metil-escopolamina (MS, 1mg/Kg). Este farmaco € um antagonista
colinérgico que ndo ultrapassa a barreira hematoencefalica e, por isso atenua a
ativacdo colinérgica periférica produzida pela alta dose da pilocarpina (FARIAS,
2012).

Em seguida da injecdo da pilocarpina, os animais foram colocados em uma
caixa de acrilico, individualmente, e entdo teve inicio a chamada fase aguda do
protocolo, onde os animais tiveram seu comportamento analisado por pelo menos
trés observadores treinados, durante 60 minutos.

Durante este periodo de fase aguda, a intensidade das alteracdes
comportamentais decorrentes do distirbio epiléptico, logo ap6s a injecdo de

pilocarpina, foi classificada de acordo com a escala de Racine (Quadro 2). Foi
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classificado como critério para SE, a persisténcia de crises continuas por no minimo
30 minutos (CAVALHEIRO et al., 1991).

Quadro 2- Escala de Racine (RACINE, 1972) para intensidade de respostas motoras dos animais a

injecéo de pilocarpina.

Estagio Comportamento

Imobilidade

Automatismos Faciais

Mioclonias de Cabeca e Pescoco

Clonias de Patas Anteriores

Cloniais de Patas Posteriores

gl Kl W[ N | O

Elevacédo e Queda

Uma hora apos a administracdo da pilocarpina e a observagdo das crises
durante a fase aguda, foi injetado intraperitonealmente o diazepam (DZ), na dose de
4mg/Kg. Este farmaco atua como antiepiléptico, com rapido inicio de acao, que foi
utilizado com o objetivo de parar as crises convulsivas e evitar possiveis
complicacbes decorrentes de um SE prolongado (como por exemplo, a
broncoaspiracdo e a desidratacdo). Dessa forma, todos os animais tiveram um
periodo para desenvolver SE limitado pelo mesmo tempo (60 minutos), 0 que nos
levou a uma padronizacao do grupo experimental.

Depois de abortadas as crises, 0s animais foram transferidos para as gaiolas,
gue foram aquecidas durante o primeiro dia, onde as 24 horas subseqiente a
administracdo da pilocarpina foi crucial para a observacdo dos animais,
principalmente, quanto a morte. Os animais passaram a receber auxilio em sua
alimentacéo e hidratagdo. Foi realizada reposi¢éo hidroeletrolitica e nutritiva atraves
de &gua via oral e injecdo intraperitoneal de solugcéo salina, bem como alimentacéo
padrdo acrescida de banana amassada como repositor de potassio. Tais cuidados
foram realizados durante um periodo de trés dias.

A fase aguda do modelo prosseguiu, apés a injecéo de diazepam, um periodo
de auséncia de crises comportamentais, conhecida na literatura como periodo
silencioso (CAVALHEIRO et al., 1991), que pode variar entre 10 e 15 dias. Passado

esse periodo os animais iniciaram as crises parciais limbicas ou generalizadas, de
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carater espontaneo e recorrente (em uma média de trés a cinco crises por semana).
A partir desse momento, o animal foi considerado como epiléptico crénico.

Um grupo de animais, apos 24 horas da inducdo do SE, iniciou o tratamento
apenas solugdo salina 0,9%, por 21 dias, 0 que caracteriza esse grupo como

controle epiléptico (Figura 8).

Figura 8- Delineamento Experimental do Modelo da Pilocarpina no grupo epiléptico

SOLUGCAO SALINA 0,9% (21 DIAS)

FASE AGUDA FASE SILENCIOSA ~ FASE CRONICA R
MS (ip) PILO (ip) DZ (ip) CER
10 a 15 dias DIAS SEGUINTES
-30 MIN. 0 6OMIN,  24H 152 DIA 212 DIA

MS: Metilescopolamina; PILO: Pilocarpina; DZ: Diazepam; CER: crises espontaneas repetitivas

Decorridos 24 horas ap0s a administragdo da pilocarpina, os animais
iniciaram o tratamento crénico com metilfenidato que foi administrado
intraperitonealmente, nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg, uma vez ao dia, durante 21

dias (Figura 9).

Figura 9- Delineamento Experimental do Modelo da Pilocarpina no grupo epiléptico com tratamento

crénico de metilfenidato.

MFD 2,5; 5 e 10 mg/kg (21 DIAS)

FASE AGUDA ) FASE SILENCIOSA o FASE CRONICA X
MS (ip.) PILO (ip) DZ (ip.) CER
10 a 15 dias DIAS SEGUINTES
-30 MIN. 0 60 MIN.  24H 152 DIA 21°DIA

MS: Metilescopolamina; PILO: Pilocarpina; DZ: Diazepam; MFD: Metilfenidato; CER: crises

espontaneas repetitivas.

Foram realizados todos os passos citados anteriormente no grupo controle,

com a diferenca que a injecéo de pilocarpina foi substituida por solugédo salina (soro
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fisiolégico 0,9%) de mesmo volume injetado intraperitonealmente. Apds 24 horas, 0s
animais iniciaram o tratamento com solucao salina e o MFD nas dose de 2,5; 5 e 10
mg/Kg (Figura 10).

Com excecédo do grupo controle, os animais que ndo convulsionaram, nao
entraram em status epilepticus (baseado no grau 5 da escala de Racine) ou que
morreram foram excluidos do estudo. Os parametros observados foram: Laténcia
para primeira convulsdo, laténcia para o status epilepticus e percentagem de

sobrevivéncia dos animais.

Figura 10- Delineamento Experimental do grupo controle

FASE AGUDA SALINA OU MFD 2,5; 5e10 mg/kg (21 D|AS)

) MGp)  SALEGERE bz (g AUSENCIA DE CRISES CONVULSIVAS

-30 MIN. 0 60 MIN. DIAS SEGUINTES

MS: Metilescopolamina; DZ: Diazepam; MFD: Metilfenidato

4.5 PROTOCOLO 1: Testes Comportamentais

45.1 Teste do Campo Aberto

No 21 dia de tratamento, 30 minutos apos a ultima administracdo do MFD ou
da solucéo salina (grupo controle), os animais foram submetidos ao teste do campo
aberto.

A atividade locomotora dos animais foi verificada por meio de um campo
aberto feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e
dividido em 9 quadrantes iguais, baseado no modelo descrito por Archer (1973).
Apo6s 30 minutos do tratamento i.p, 0os animais, um por vez, foram colocados no
centro do campo aberto onde o numero de cruzamentos com as quatro patas
(Atividade Locomotora Espontanea- ALE) e o numero de levantamentos (rearing),

sem encostar-se a parede, foram observados durante o tempo de 5 minutos (Figura
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11). A arena foi higienizado com alcool 10% apés cada animal ser retirado, para

evitar que o cheiro de urina e fezes interfira no teste.

Figura 11- Teste do Campo aberto

Fonte: Arquivo pessoal

452 Teste do Labirinto em Cruz Elevado “Plus Maze”

No 212 dia de tratamento, 30 minutos ap6s a Ultima administracdo do MFD ou
da solugéo salina (grupo controle), os animais foram submetidos ao teste do Plus
Maze.

Este teste (LISTER, 1987) visa avaliar a atividade ansiolitica do animal.
Consiste de um aparato com dois bracos abertos opostos (30 x 5 cm) e dois
fechados (30 x5 x 25cm), também opostos, em forma de cruz, conectados por uma
plataforma central (5 x 5cm). A plataforma e as paredes laterais dos bragos fechados
séo confeccionadas em acrilico transparente e o chdo em acrilico preto. O aparelho
esta elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chéo e localizado em uma sala com
luz vermelha (15 W) (Figura 12). Apo6s 30 minutos do tratamento i.p (intraperitoneal),
os animais foram colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada para um
dos bragos fechados e o seu comportamento foi observado por 5 minutos. O
aparelho foi limpo apos o teste de cada animal, com solucéo de etanol a 10%.

As medidas comportamentais observadas foram: numero de entradas e o
tempo despendido nos bragos abertos e fechados, respectivamente. A frequéncia
total de entradas € obtida pela soma simples das frequéncias de entradas nos
bracos abertos e fechados. Para andlise estatistica dos dados e confec¢cdo dos
graficos, a percentagem de entradas nos bragos abertos foi calculada dividindo-se a
frequéncia de entradas nos bragos abertos pela frequéncia total de entradas, e esse

indice multiplicado por 100. De maneira semelhante foi calculada a percentagem de
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tempo em que 0S animais permaneceram nos bracos abertos. Dessa forma, os
parametros utilizados para a analise estatistica foram: nimero de entradas no braco
aberto (NEBA), tempo de permanéncia no braco aberto (TPBA), percentagem de
entrada nos bracos abertos (PEBA) e percentagem de tempo nos bragos abertos
(PTBA).

Neste modelo, os roedores evitam os bragos abertos do labirinto, restringindo
a maioria de suas atividades aos bracos fechados. Um aumento seletivo nos
parametros correspondentes aos bracos abertos (entradas e tempo) revela um efeito
ansiolitico, e o inverso € verdade para compostos ansiogénicos (PELLOW et al.,
1985; PELLOW; FILE, 1986).

Figura 12- Teste do labirinto em cruz elevado

Fonte: Arquivo pessoal

4.5.3 Teste do Nado Forcado

Este experimento avalia a atividade antidepressiva ou depressora da
substancia- teste. No protocolo de PORSOLT et al., (1987) foram utilizados tanques
de 22 cm de diametro e 40 cm de altura contendo agua fresca a 23 + 1° C até a
metade do tanque (Figura 13). Apés 30 minutos do tratamento i.p, 0s animais foram
colocados, um por vez, no tanque onde o tempo de imobilidade, em segundos, foi
registrado durante cinco minutos. O animal foi considerado imével quando
permaneceu flutuando na agua, fazendo apenas movimentos suaves necessarios
para manter a cabeca acima da &gua. Os antidepressivos devem reduzir o tempo de
imobilidade apresentado pelos animais.
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Figura 13- Teste do nado forcado

4.5.4 Teste do Labirinto em Y (Y-maze)

A memoria operacional ou de trabalho (memodria de curta duracédo) foi
avaliada através do teste do labirinto em Y, que permite avaliar o comportamento
cognitivo exploratério. Nesse teste o animal € colocado em um labirinto em forma de
Y com trés bragos iguais (SARTER et al., 1988). Os animais apresentam forte
tendéncia de alternar a entrada nos diferentes ambientes. O labirinto em Y é
composto por 3 bracos de madeira com 16 cm de altura, 5 cm de largura e 40 cm de
comprimento (Figura 14). Para a avaliacdo da memoéria os bragos foram numerados.
O animal foi colocado no aparelho e durante 8 minutos 0 numero de cada braco que
o animal entrou foi anotado. Foi considerado acerto cada vez que o animal entrou
em 3 diferentes bracos sem repeticdo. O resultado foi expresso em porcentagem e

obtido através da segunite férmula matematica:

Alternacdes =  Numero de acertos x 100

Espontaneas (%) Numero total de entradas - 2

O sucesso do teste € indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos
controle, indicando que os animais podem se lembrar em qual bragco entraram por
altimo (STONE et al., 1991). Entre cada sessdao, o labirinto foi higienizado com uma

solucdo de alcool a 20% e secado com toalhas de papel.
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Figura 14- Teste do labirinto em Y

Fonte: Arquivo pessoal

455 Teste do Reconhecimento de Objetos

A memoria de reconhecimentos de objetos (memdria de longa duracéo) é a
capacidade de discriminar entre 0s objetos que tenham sido previamente
encontrados e objetos que ndo tenham. Roedores possuem uma tendéncia natural
para gastar mais tempo explorando novos objetos que aqueles conhecidos. Durante
o0 treino, o animal foi colocado numa arena quadrada (30 x 30 x 15 cm) de acrilico
preto contendo dois objetos iguais (Ol) e, durante 10 min, ele pode explorar o
ambiente e os objetos. Apés 1h, um dos objetos iguais foi substituido pelo objeto
novo (ON) e o animal foi colocado novamente na arena (teste) (Figura 15). Durante
5 min o tempo que o animal gastou explorando cada um dos objetos foi anotado. O
resultado foi expresso como indice de reconhecimento e foi obtido através da
seguinte férmula matematica: (tempo ON- tempo OIl) / (tempo ON + tempo Ol).
Entre cada sesséo, a arena e os objetos foram higienizados com uma solugao de
alcool a 20% e secados com toalhas de papel (ENNACEUR; DELACOUR, 1988).
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Figura 15- Teste do reconhecimento de objetos

Fonte: Arquivo pessoal

4.6 PROTOCOLO 2: Analise do estresse oxidativo, Dosagem de TNF-a e
Anadlise da expressédo de COX-2 e iNOS.

4.6.1 Determinac&o do indice de Peroxidaco lipidica (dosagem de substancias

reativas ao acido tiobarbiturico - TBARS)

O grau de lipoperoxidacao nas areas cerebrais (cortex pré-frontal, hipocampo
e nucleos da base) foi medido através da determinacdo dos niveis de TBARS. Esse
ensaio avalia o produto final malondialdeido (MDA) formado devido a peroxidagéo
lipidica da membrana.

Conforme o método de HUONG et al. (1998), foi preparado o homogenato
das areas cerebrais a 10% em tampao fosfato 150mM. Foram adicionados 63 pL do
homogenato a 100 pL de acido perclérico 35% e centrifugado a 5000 rpm por 10 min
e a 4°C. A 150 pL do sobrenadante resultante foi adicionado 50 pL de &cido
tiobarbitdrico 1,2%. Essa mistura foi levada para banho-maria (x 95°C/ 30 minutos).
Apos, resfriou-se e transferiu-se 150 pyL para placa de Elisa, a fim de realizar a
leitura dos niveis de MDA a 535 nm. Previamente, uma curva padrdo de MDA foi
feita utilizando-se as concentragbes 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78, 0,39,
0,195e 0,97 pL/ mL.

Os resultados da andlise da producdo de substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) foram expressos em ug de MDA/mg de tecido.
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4.6.2 Determinacao do Conteudo de Nitrito

A mensuracdo do conteudo de nitrito foi feita de acordo com o método
descrito por Green et al. (1981). Este método € utilizado para determinacdo da
formacdo de radicais derivados de nitrogénio, sendo um modo indireto de se
determinar a sintese de 6xido nitrico (NO). Em uma placa de Elisa foi adicionado
100 pL do reagente de Griess (Partes iguais de: Sulfanilamida 0,1% em acido
fosforico 5%, NEED 1%, &cido fosférico 5% e agua destilada) juntamente com 100
puL do homogenato de tecido a 10% em tampao fosfato. A absorbancia foi medida
em leitor de microplacas, a 560 nm. Previamente, uma curva padrdo de nitrito foi
gerada utilizando as concentracdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 e 1,56 nmol/mL.

4.6.3 Determinacdo da Concentracao da Glutationa Reduzida (GSH)

A determinacdo da concentracdo da GSH baseia-se na reacdo do reagente
de Ellman, o 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzéico) (DTNB) com o tiol livre originando
um dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-tiobenzéico (MORI et al., 1992). A medida
do produto de reacao formado foi feita por leitura da absorbancia a 412 nm. Foram
preparados homogenatos a 10% das areas cerebrais a serem estudadas, em EDTA
0,02 M, em seguida foram retirados 400 uL desse homogenato e adicionados 320 yL
de agua destilada e mais 80 uL de acido tricloroacético a 50%. O material foi agitado
e centrifugado a 3000 rpm por 15 min. Em seguida foi recolhido 400 pyL do
sobrenadante e acrescido 800 uL de tampé&o Tris-HCI 0,4M, pH 8,9 e mais 20 uL de
DTNB 0,01M e apo6s 1 minuto da reacao foi feita a leitura da coloracdo em 412 nm. A
concentracéo da glutationa reduzida foi expressa em ng de GSH / g de tecido.

- Curva padrao de Glutationa Reduzida (GSH)

A partir da solugdo padrao de GSH (1mg/mL), foi preparado 4mL (em
triplicata) de solucgbes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 ug/mL. O branco foi feito com agua
destilada (4 mL) e a cada tudo das solugbes de GSH foi acrescentado de 4 mL de
tampao Tris HCI 0,4M (pH 8,9). Foi adicionado ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB
(0,01M) e feita a leitura da absorbancia a 412 nm apo6s 1 min da adicdo do DTNB, e

foi determinada a equacao da curva padrdo de GSH.
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4.6.4 Determinacao da Atividade da Catalase

A atividade da catalase tem como principio a medida da velocidade de
producdo de O, e H,O a proporcdo que a H»O,, utilizado como substrato é
hidrolisado, de acordo com MAEHLY e CHANCE (1954).

O meio de reagao fo preparado contendo (H.O», Tampao Tris HCI 1M EDTA
5mM pH = 8,0, H,O Mimmi-Q). Adicionar 15 uL da amostra (sobrenadante do
homogenato tecidual a 10% com tampao fosfato) + 985 uL do meio de reacgéo
preparada anteriormente. A atividade da enzima é medida em 230nm, através de um
espectrofotbmetro Beckman DU, acoplado a um sistema de modernizacdo da
Gilford, USA, o que permitird leituras automaticas em sistema digital e fornecera
maior sensibilidade. A atividade enzimatica é medida em 230 nm, através de um
espectrofotometro Beckman DU, pela leitura da variagdo da absorbéancia por minuto,
durante 6 minutos e os resultados expressos em pPM/ min/ mg de proteina. A

concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976).

4.6.5 Determinacao de proteinas

O método é baseado na interacao do corante Coomassie Blue G250 (BG250)
e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas
ou aromaticas. No pH de reacdo a interacao entre a proteina de alto peso molecular
e 0 corante BG250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma

aniénica que absorve fortemente em 595nm.

- Procedimento Experimental

Foram preparados homogenatos da areas cerebral (cortex pré-frontal,
hipocampo e corpo estriado) a 10% em tampdo fosfato de sodio. Apos a
centrifugacdo (10000 rpm/10min/4°C), os sobrenadantes foram coletados e
adicionados aos pocos contendo 39 pL de tampéo fosfato de sédio (utilizado no
preparo as amostra). Em seguida, foram adicionados 200 uL da solucdo de Bradford
(diluida 5x). A absorbancia foi medida, ap6s 5 minutos, no comprimento de onda de
595 nm (BRADFORD, 1976). A proteina € expressa em mg de proteina/ g de tecido.
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- Solucdes de Bradford (concentrada)

Sob agitacdo constante, misturou-se Coomassie (90,1g) com etanol (50 mL),
em seguida adicionou-se acido orto-fosférico (100mL). Adicionou-se agua destilada

até completar 200 mL. Apés homogeneizado foi acondicionado em frasco ambar.

-Solucao de Bradford (diluida 5x)

Em 1 mL da solucdo de Bradford, acrescentou-se 4 mL de agua destilada.

- Curva-padrao

Foram pesados 8mg de albumina e diluido em 40 mL de agua destilada. Em
seguida, foi adicionado em pocos volumes crescentes de albumina associados com

volumes decrescentes de agua destilada.

4.6.6 Determinacdo da Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

-Método

A atividade da acetilcolinesterase cerebral (AChE) foi determinada segundo
Ellman et al. (1961), tendo como principio a medida da velocidade de producdo de
tiocolina, a proporcdo que a acetiltiocolina (ATC), utilizada como substrato, é
hidrolisada. O acompanhamento é realizado pela reacéo continua do tiol com o ion
5:5-ditiobis-2-nitrobenzoato (I) para produzir o &nion amarelo do acido 5-tio-2-nitro-
benzoico (Il), cuja coloracédo € medida em 412 nm, através de um espectrofotbmetro
Beckman DU, o que permitiu leituras automaticas em sistema digital e forneceu
maior sensibilidade.

A atividade enzimdtica é medida atraves da leitura da variacdo da
absorbancia por minuto, durante 3 minutos, sendo a reacdo linear durante pelo
menos 10 minutos. A atividade especifica foi expressa em nanomoles de ATC

hidrolisados por miligrama de proteina por minuto (nmoles/mg de proteina/minuto).
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4.6.7 Determinacdo das concentracdes de Dopamina (DA) e seu metabdlito
(Acido Dihidroxifenilacético- DOPAC) com HPLC em Corpo Estriado

Os animais foram decapitados 30 minutos ap6s a administracdo do
metilfenidato (2,5; 5; 10 mg/Kg) e solucdo salina (controle) e tiveram seus cérebros
dissecados sobre gelo. Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em acido
perclorico (HCLO4) e centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada (4°C) a
15.000 rpm. Uma aliquota de 20 pL do sobrenadante foi, entdo, injetada no
equipamento de HPLC, para a analise quimica.

Para a analise das catecolaminas, uma coluna BDS HYPERSIL C18 com
comprimento de 250 mm, calibre 4,6 mm e de particula de 5 ym, da T hermo
Scientific, foi utilizada. A fase mével utilizada foi composta por tampéao acido citrico
0,163 M, pH 3,0, contendo acido octanosulfénico sodico(SOS) 0,69 M, como
reagente formador do par i6nico, acetonitrila 4 % v/v e tetrahidrofurano 1,7 % v/v.
DA e DOPAC foram eletronicamente detectados usando um detector amperométrico
(Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Jap&o) pela oxidacdo em um eletrodo de carbono
vitreo fixado em 0,85V relativo a um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl (HALLMAN,;
JOSSON, 1984).

As concentra¢cGes de monoaminas nos tecidos foram calculadas no programa

Microsolft Excell em um computador e os resultados expressos em ng/g de tecido.

4.6.8 Ensaio para Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente nos granulos de neutrofilos.
Essa enzima é utlizada como indicador de processo inflamatdrio, mais
especificamente, como marcador de migracdo de neutrofilos dos tecidos. Neste
ensaio, a H,O, é clivada por meio da MPO presente nas amostras de tecido. O
radical oxigénio (O°) resultante se combina com diidrocloreto de O-dianisidina que é
convertido a um composto colorido. O aparecimento deste composto, ao longo do
tempo, é medido por espectrofotometro para determinar o conteuddo de MPO do
ensaio.

A atividade de MPO foi determinada de acordo com Bradley et al., (1982).
Apos os testes comportamentais, 21 dias apds o tratamento com MFD ou salina, os

animais foram eutanasiados, seus cérebros rapidamente removidos e amostras do
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cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo foram dissecadas e pesadas. As
areas foram homogeneizadas (50mg/mL) em uma solucdo de brometo de
hexadeciltrimetilaménio 0,5 % (HTAB) em tampao fosfato 50 mM, pH 6,0. Em
seguida, os homogenatos foram centrifugadas (14000 rpm, 4°C) por 2 minutos.
Adicionou-se 30uL do sobrenadante da amostra e 200uL da solucdo contendo 0,167
mg/mL de hidrocloreto de 6-dianisidina e 0,0005 % de peroxido de hidrogénio. A
absorbancia foi medida nos tempos 0,1 e 3 minutos no comprimento de onda
460nm. Os resultados foram dados como unidades de MPO por mg de tecido, sendo
uma unidade de MPO equivalente a quantidade que degrada 1umol/min de peréxido

de hidrogénio.

4.6.9 Dosagem de TNF-a no cértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado

Amostras do cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram obtidas e
homogeneizadas em solugdo RIPA (Santa Cruz, USA). Ap6s a homogeneizacao, as
amostras foram centrifugadas (10.000 rpm/ 10 min / 4 °C), e o sobrenadante foi
utilizado para avaliar a expressdo do mediador TNF- a. Brevemente, placas de 96
pocos foram incubadas “overnight” em temperatura de 4 °C com anticorpos contra
TNFa de rato (10pg/mL). No dia seguinte, as placas foram lavadas e incubadas por
uma hora com uma solucdo a 1 % de albumina bovina sérica (BSA) no intuito de
evitar ligacdes inespecificas. ApGs esse bloqueio e lavagem das placas, as curvas-
padrdo em varias diluicbes ou as amostras foram adicionadas e incubadas durante
duas horas. As placas entdo foram lavadas trés vezes com tampao, e 0s anticorpos
policlonais biotinilados especifico para cada mediador testado, diluidos foram
adicionados (100 uL/poco). Apds incubacdo em temperatura ambiente por 2 horas,
as placas foram lavadas e 100ul de estreptavidina-HRP diluidas 1:200 foram
adicionados.

Em seguida (quinze minutos apos) as placas foram lavadas e 100ul de
reagente colorido (o-fenilenodiamina-2HCI; OPD, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO-USA)
foram adicionados. As placas foram mantidas no escuro, em temperatura ambiente,
por 15-20 min. A reacdo enzimatica foi interrompida com H>SO41M, e as
absorbéancias foram determinadas em 450nm. Os resultados foram expressos como
ng / mL de TNF-a.
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4.6.10 Analise da expresséo de COX-2 e INOS

A expressdo dessas enzimas foi realizada através de imunohistoquimica. Os
animais foram sacrificados por decapitacdo 21 dias apos a inducdo da epilepsia e
feitos cortes do estriado (para COX-2 e iNOS) para confecc¢des das laminas.

Todo o material selecionado foi fixado em formol a 10% durante 24 h, seguido
por uma solucéo de alcool a 70% e, posteriormente, emblocado em parafina, sendo
feitos cortes histologicos de 5 um de espessura colocados sobre [aminas de vidro
propria para imunohistoquimica. Para iniciar o processo, as laminas contendo os
cortes histoldgicos foram deixados em estufa histolégica a 58°C por 10 minutos, em
seguida o protocolo seguiu as etapas abaixo:

a) desparafinazagcdo em xilol e reidratados em uma série de alcool de
concentracfes diferentes (absoluto, 90%, 70% e 50%) até a agua e lavados duas
vezes em aguas destiladas por cinco minutos cada;

b) recuperacdo antigénica com Tampé&o citrato pH 6.0 no microondas em
poténcia maxima por 10 minutos, com intervalo na metade no periodo;

C) blogueio da peroxidase endégena com perdoxido de hidrogénio 0,3%;

d) incubacdo com anticorpos respectivos, diluidos em BSA overnight a 4
oC. (Anticorpo Anti-COX-2 na diluigdo 1:200 e o0 Anti-iINOS na diluigdo 1:200);

e) no dia seguinte ap0s a retirada do anticorpo primario, os cortes foram
incubados com o anticorpo secundario (kit DAKO) por 2 horas;

f) em seguida foi feita a incubacdo com o Complexo Avidina-Biotina do
kit DAKO por 30 minutos;

s)] para revelacéo foi utiizada a solucdo cromégena de diaminobenzidina
do mesmo kit, diluida em TRIS-HCL adicionada de peroxido de hidrogénio 20
volumes em camara escura;

h) finalizando o processo, fez-se a desidratacdo em 4&lcool e a
diafanizacdo em xilol para montagem da laminula com Entelan e andlise utilizando o
Microscopio Optico BX-41 com camera acoplada.

Os dados imunohistoquimicos (fotomicrografias) foram quantificados atraves
do software Image J (National Institute of Health, USA). Posteriormente, esses

dados foram analisados através do Graph Pad Prism 5.0.
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4. 7PROTOCOLO 3: Ensaios in vitro de Viabilidade Celular

4.7.1 Linhagem e cultivo celular

As células astrocitarias corticais imortalizadas foram gentilmente cedidas por
uma professora do Laboratério de Sinalizagdo de Calcio e Morte Celular-
Universidade Federal de S&o Paulo. A linhagem de células astrocitarias
transformadas foi mantida e tratada no Laboratério de Cultivo Celular (LCC) do
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Universidade Federal do
Ceara.

As células foram cultivadas em Meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado com soro bovino fetal (10%), antibiéticos (100.000 U/mL de
penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina). Foram incubadas em estufa a 37°C,
atmosfera de 95% de umidade e 5% de CO.. A cada trés dias a metade do meio de

cultura foi trocada por um novo meio.

4.7.2 Ensaiocom MTT

A viabilidade celular foi determinada apés tratamento com o metilfenidato e
com a pilocarpina. Este método baseia-se na atividade metabdlica de células
vidveis, as quais sao capazes de converte 0 MTT em sal de formazam, um produto
colorido e insoluvel em agua. As células foram plagueadas em placas de 96 pocos a
uma densidade celular de 1X10° céls/mL e tratadas com o MFD (200, 100, 50, 25,
12,5, 6,25 e 3,125 pg/mL), por 12 e 24 horas. Posteriormente, foi realizado
tratamento com concentracdes de Pilocarpina (10, 20, 40 e 80 mM/ mL) ou com uma
combinacédo entre metilfenidato e Pilocarpina por 24 hs (CARVALHO, 2016). Apos o
tratamento das células, o substrato da cultura foi retirado e entdo adicionado 10uL
de 3- (4,5- dimetilazil-2-il)-2,5 difenil tetrazélico (MTT) dissovido em PBS
(500ug/mL). Apos incubacdo por 4 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,, 0
sobrenadante foi removido e adicionado SDS (10%) em HCI 0,01N para solubilizar
os cristais de formazan. As placas foram incubadas por 17h e, em seguida, uma
leitura espectrofotométrica foi realizada em um comprimento de onda de 570 nm
(Figura 16) (MOSMANN, 1983).
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Figura 16- Esquema das estapas de tratamento dos astrocitos em Placa de Elisa para obtencédo da

viabilidade celular.
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Fonte: DE MENEZES, 2013.
4.8 Anélise estatistica

A analise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism,
versdo 5.0 para Windows, expressos como média terro padrdo da meédia (EPM).

Para os ensaios comportamentais e neuroquimicos foi utilizado o One-way
ANOVA seguido de Student Newman Keuls. Para a analise do teste de MTT,
utilizou-se ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Os dados foram considerados

significativos quando p<0,05.
4.9 Aspectos éticos em pesquisa animal
Em relacdo as questdes éticas, o projeto foi submetido ao Comité de Etica no

Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara, Campus Sobral, sendo

aprovado e registrado sob o nimero de protocolo 10/15 (Anexo A).
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5 RESULTADOS

5.1 Alteracbes Comportamentais ap6s a inducdo do status epilepticus, por

Pilocarpina (320 mg/Kg; P320), em ratos jovens com 21 dias de vida

Apés a administracdo de P320, os animais mostraram sinais colinérgicos
(miose, piloerecdo, cromodacriorréia, diarréia e tremores), e movimentos
estereotipados mesmo com a administracdo da escopolamina. Dos 113 animais
injetados com P320, 32 animais (28,32%) evoluiram ao Obito na primeira uma hora
apos a administracdo, ou nos dias subsequentes, apresentando momento critico até
o0 3% dia. Mesmo tendo recebido uma dosagem consideravelmente alta de pilocarpina
(320 mg/kg), 8 animais (7,08%) n&o atingiram a pontuacao de 5 na escala de Racine
(elevacdo e queda), sendo, portanto, excluidos dos grupos experimentais e 73
animais (64,6%) que atingiram o status epilepticus (SE) (Tabela 1).

Os animais receberam o tratamento por 21 dias, sendo divididos em grupos,
onde 18 animais receberam salina (P320+SAL), 18 animais receberam MFD 2,5
(P320+MFD2,5), 18 animais receberam MFD 5 (P320+MFD5) e, 19 animais
receberam MFD 10 (P320+MFD10).

Tabela 1- Niumero de animais que foram submetidos ao status epilepticus.

Numero de animais | Nimero de mortes | Numero de | NUmeros de
induzidos ao status animais excluidos | sobreviventes
epilepticus (ndo atingiu grau 5 na | epijlépticos

Escala de Racine)

113 32 (28,32%) 8 (7,08%) 73 (64,6%)
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5.2 PROTOCOLO 1: Testes Comportamentais

5.2.1 Teste do Campo Aberto

Os parametros avaliados nesse teste foram: atividade locomotora espontanea
(ALE) e atividade exploratéria vertical (rearing).

O tratamento com MFD em animais nao epilépticos, nas doses de 2,5; 5 e 10
mg/Kg e os grupos epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg aumentaram a
atividade locomotora espontanea quando comparado ao tratamento do grupo
controle ndo epiléptico. Os grupos epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10mg/Kg
aumentaram também em relacéo ao grupo controle epiléptico (Figura 17A).

Houve um aumento significativo no nimero de rearing nos animais do grupo
controle epiléptico em relacdo ao grupo controle ndo epiléptico. O tratamento com
MFD na dose de 10mg/Kg dos animais epilépticos diminuiram significativamente o
numero de rearing em relacéo ao grupo controle epiléptico (Figura 17B).

Os valores da média terro padrdo da média (EPM) estdo representados na
Tabela 2 (Apéndice A).

Figura 17- Efeito do metilfenidato no teste do campo aberto em animais jovens. (A) ALE (B) rearing.
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Os valores representam a média + EPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por

Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL e b p<0,01 vs P320.

5.2.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O numero de entradas nos bracos abertos (NEBA), o tempo de permanéncia
nos bracgos abertos (TPBA), a percentagem de entrada nos bracos abertos (PEBA) e
a percentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos (PTBA) foram os
parametros avaliados nos animais.

O tratamento com MFD, em animais nao epilépticos, nas doses de 5 e 10
mg/Kg e, os grupos de animais epilépticos nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/Kg
aumentaram o numero de entrada nos bracos abertos (NEBA) em relacdo ao grupo
controle ndo epiléptico. Houve também um aumento significativo no NEBA dos
grupos epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg em relacdo ao controle epiléptico
(Figura 18A).

Os animais tratados com MFD, grupos epilépticos e ndo epilépticos, nao
alteraram o tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) em relagdo ao grupo
controle ndo epiléptico, porém os animais epilépticos tratados com MFD nas doses
de 2,5; 5 e 10 mg/Kg aumentaram significativamente o TPBA em relacdo ao grupo
controle epiléptico (Figura 18B).

O grupo de MFD nao epilépticos na dose de 10 mg/Kg e, os grupos de
animais epilépticos nas doses de 5 e 10 mg/Kg aumentaram o percentual de

entradas nos bracos abertos (PEBA) em relacdo ao grupo controle ndo epiléptico.
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Os grupos de animais epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10mg/Kg aumentaram
significativamente o PEBA em relag&o ao grupo controle epiléptico (Figura 18C).

Os grupos de MFD em animais ndo epilépticos nas doses de 5 e 10 mg/Kg e,
0S grupos de animais epilépticos na dose de 5 mg/Kg aumentaram o percentual de
entradas nos bracos abertos (PTBA) em relacdo ao grupo controle ndo epiléptico.
Os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg
aumentaram significativamente em relacdo ao grupo controle epiléptico (Figura
18D).

Os valores da média + erro padrédo da média (EPM) estédo representados na
Tabela 3 (Apéndice A).

Figura 18- Efeito do metilfenidato no teste do Labirinto em cruz elevado em animais jovens. (A) NEBA

(B) TPBA (C) PEBA (D) PTBA.

A
15-
a
< — ab ab
oM 104 ab
L a
Z
-
a
— —
T T T
P320 25 5 10 25 5 10
SAL P320
MFD
B
250-
200+ -
@ — —
<
o
[a
l—
a
P320 25 5 10
SAL P320

MFD



72

C
80-
a
el ab ab
—— b
S
I
m
s a
P320 2.5 5 10 2,5 5 10
SAL P320
MFD
D
100- ]
80 —_ b b
g 60_ —_1
b3
B 0-
[a
a
20 I
0_ T T T
P320 2,5 5 10 2,5 5 10
SAL P320
MFD

Os valores representam a médiat EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por

Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 s SAL e b p<0,001 vs P320.
5.2.3 Teste do Nado Forcado

Houve uma diminuicdo significativa no tempo de imobilidade nos animais do
grupo controle epiléptico em relacdo ao grupo controle ndo epiléptico.

O tratamento com MFD em animais ndo epilépticos, na dose de 2,5; 5 e 10
mg/Kg e 0s grupos epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg diminuiram
significativamente o tempo de imobilidade em relacdo ao grupo controle ndo
epiléptico. Os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 5 e 10 mg/Kg
diminuiram significativamente em relacéo ao grupo controle epiléptico (Figura 19).

Os valores da média terro padrdo da média (EPM) estdo representados na

Tabela 4 (Apéndice A).
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Figura 19- Efeito do metilfenidato sobre o tempo de imobilidade no teste do nado forcado em animais

jovens.
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Os valores representam a média £+ EPM. Para andlise estatistica foi utiizado ANOVA seguida por

Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL e b p<0,001 vs P320.

5.2.4 Teste do Labirinto em Y (Y-maze)

Os animais controle epilépticos apresentaram déficit na memoéria de trabalho
(memoria de curta duragdo) em relacéo ao controle ndo epiléptico.

Houve uma diminuicdo significativa no percentual de alternagbes
espontaneas nos grupos tratados com MFD nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/Kg dos
animais epilépticos em relacdo ao grupo controle ndo epiléptico, porém em relacdo
ao grupo controle epiléptico ndo houve alteracdes significativas no percentual de
alternacoes espontaneas (Figura 20).

Os valores da média zerro padrédo da média (EPM) estdo representados na
Tabela 5 (Apéndice A).
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Figura 20- Avaliacdo da meméria de trabalho (meméria de curta duracdo) de ratos epilépticos

tratados ou ndo com metilfenidato.
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Os valores representam a médiat EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por

Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL.

5.2.5 Teste do Reconhecimento de Objetos

Os animais do grupo do controle epiléptico apresentaram déficit na habilidade
de reconhecer um novo objeto (memdéria de longa duragdo) em relacdo aos animais
do grupo controle néo epiléptico.

N&o houve alteracdo significativa no indice de reconhecimento dos grupos
tratados com MFD nédo epilépticos e epilépticos em relacdo ao grupo controle néo
epiléptico, porém os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5; 5 e
10mg/Kg aumentaram o indice de reconhecimento de novos objetos quando
comparados ao grupo controle epiléptico (Figura 21).

Os valores da média zerro padrdo da média (EPM) estdo representados na
Tabela 6 (Apéndice A).
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Figura 21- Avaliacdo do indice de reconhecimento de objetos em ratos jovens submetidos a epilepsia

tratados ou ndo com metilfenidato.

o 1.59
€
(O]
£
(&)
5 ——
8 T ——
4
L 05- a
8 T
2
=
0.0 T T T T T T
P320 2,5 5 10 2,5 5 10
SAL P320
MFD

Os valores representam a médiat EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por
Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL e b p<0,001 vs P320.

5.3 PROTOCOLO 2: Avaliagcdo do Estresse Oxidativo, Dosagem de TNF-a e
Andlise da expressédo de COX-2 e INOS

5.3.1 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a producéo de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) em areas cerebrais de animais jovens

submetidos ou ndo ainducéo da epilepsia com pilocarpina (P320).

Foi observado um aumento significativo na concentragdo de malonildialdeido
(MDA) no hipocampo (HC), corpo estriado (CE) e cortex pré-frontal (CPF) dos
animais do grupo controle epiléptico em relacao ao grupo controle ndo epiléptico.

No HC, os grupos de animais nao epilépticos tratados com MFD nas doses de
2,5; 5 e 10 mg/Kg e, os grupos de animais epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10
mg/Kg apresentaram um aumento significativo na conce ntracdo de MDA em relacéo
ao controle ndo epiléptico. Os animais tratados com MFD na dose de 5mg/Kg
apresentaram um aumento significativo em relacdo ao controle epiléptico. Os
animais epilépticos tratados com MFD na dose de 10mg/Kg diminuiu os niveis de
MDA quando comparado ao grupo MFD 10, ndo epiléptico (Figura 22A).

No CE, os grupos de animais nao epilépticos tratados com MFD nas doses de

5 e 10 mg/Kg e os grupos de animais epilépticos nas doses de 5 e 10 mg/Kg
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apresentaram um aumento significativo na concentracdo de MDA em relagcdo ao
controle ndo epiléptico. Os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5
e 5 mg/Kg diminuiram os niveis de MDA quando comparados ao controle epiléptico
(Figura 22B).

No CPF, os grupos de animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 5
e 10 mg/Kg apresentaram um aumento significativo na concentracdo de MDA em
relacdo ao controle ndo epiléptico. Os animais epilépticos tratados com MFD na
dose de 5 e 10mg/Kg diminuiram os niveis de MDA quando comparado ao grupo do
MFD5 e MFD 10, néo epiléptico, respectivamente (Figura 22C).

Os valores da média terro padrdo da média (EPM) estdo representados na
Tabela 7 (Apéndice A).

Figura 22- Determinacdo da ocorréncia de peroxidacao lipidica de ratos jovens submetidos a

epilepsia tratados ou ndo com metilfenidato. (A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Cortex pré-frontal.
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Os valores representam a média+ EPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por
Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL; b p<0,05 v P320; ¢ p<0,05 vs
MFD10; d p<0,05 vs MFD5.

5.3.2 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a producéo de nitrito/nitrato
em areas cerebrais de animais jovens submetidos ou ndo a inducdo da

epilepsia com pilocarpina (P320).

Foi observado um aumento significativo na concentragdo de nitrito/nitrato no
HC, CE e CPF dos animais do grupo controle epilépticos em relagdo ao grupo
controle ndo epiléptico.

No HC, os grupos de animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5;
5 e 10 mg/Kg apresentaram uma elevacao dos niveis de nitrito/nitrato em relacéo ao
controle ndo epiléptico. Os animais epilépticos nas doses de 5 e 10 mg/Kg
aumentaram significativamente em relacdo ao grupo controle epiléptico. Os animais
epilépticos, nas doses de 5 e 10 mg/Kg, aumentaram os niveis de nitrito/nitrato
guando comparado as mesmas doses dos animais nao epilépticos (Figura 23A).

No CE, os grupos de animais ndo epilépticos tratados com MFD na dose
2,5mg/Kg e, os grupos de animais epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg
apresentaram um aumento significativo nos niveis de nitrito/ nitrato em relagdo ao
controle ndo epiléptico. O grupo epiléptico tratados com MFD na dose de 10 mg/Kg

aumentou significativamente em relacdo ao grupo controle epiléptico. Os animais
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epilépticos, nas doses de 5 e 10 mg/Kg, aumentaram o0s niveis de nitrito/nitrato
guando comparado as mesmas doses dos animais nao epilépticos (Figura 23B).

No CPF, os grupos de animais ndo epilépticos tratados com MFD nas doses
de 2,5 e 5 mg/Kg e, os animais epilépticos nas doses de 5 e 10 mg/Kg aumentaram
significativamente os niveis de nitrito/ nitrato em relacdo ao grupo controle ndo
epiléptico. Os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 5 e 10 mg/Kg
apresentaram um aumento significativo em relacdo ao grupo controle epiléptico. Os
animais epilépticos, nas doses de 5 e 10 mg/Kg, aumentaram os niveis de
nitrito/nitrato quando comparado as mesmas doses dos animais nao epilépticos
(Figura 23C).

Os valores da média terro padrdo da média (EPM) estdo representados na

Tabela 8 (Apéndice A).

Figura 23- Determinacdo da fomacdo de nitrato/ nitrito de ratos jovens submetidos a epilepsia

tratados ou ndo com metilfenidato. (A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Cortex pré-frontal
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Os walores representam a médiat EPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por
Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 ws SAL; b p<0,05 v P320; ¢ p<0,001 vs
MFD10 e d p<0,05 vs MFD5.

5.3.3 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a concentragdo de
glutationa reduzida (GSH) em areas cerebrais de animais jovens submetidos

ou ndo ainducédo da epilepsia com pilocarpina (P320).

Foi observada uma diminuicdo significativa sobre a concentracdo de GSH no
HC, CE e CPF dos animais do grupo controle epiléptico em relacdo ao grupo
controle ndo epiléptico.

No HC, os grupos de animais nao epilépticos tratados com MFD nas doses de
2,5; 5 e 10mg/Kg e, os grupos de animais epilépticos nas doses de 2,5; 5 e

10mg/Kg diminuiram a concentracdo de GSH em relagdo ao controle ndo epiléptico.
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Os animais epilépticos tratados com MFD na dose de 2,5mg/Kg apresentou uma
diminuicdo, mas na dose de 10mg/Kg apresentou um aumento na concentracao de
GSH quando comparado ao grupo controle epiléptico. Os animais epilépticos
tratados com MFD 10 apresentou um aumento significativo nos niveis de GSH
guando comparado a mesma dose dos animais nao epilépticos (Figura 24A).

No CE, os grupos de animais nao epilépticos tratados com MFD nas doses de
2,5, 5 e 10 mg/Kg e, os grupos de animais epilépticos nas doses de 2,5; 5 e
10mg/Kg apresentaram uma diminuigdo na concentracdo de GSH em relacdo ao
controle ndo epiléptico. Os animais do grupo epiléptico tratados com MFD na dose
de 5mg/Kg aumentaram significativamente em relacdo ao grupo controle epiléptico
(Figura 24B).

No CPF, os grupos de animais ndo epilépticos tratados com MFD nas doses
de 2,5; 5 e 10 mg/Kg e, os grupos de animais epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10
apresentaram uma diminuicdo significativa na concentracdo de GSH em relacdo ao
controle ndo epiléptico. Os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5
e 5 mg/Kg diminuiram e a dose de 10mg/Kg aumentou os niveis de GSH em relacéo
ao grupo controle epiléptico. Os animais epilépticos tratados com MFD 10
apresentou um aumento significativo nos niveis de GSH quando comparado a
mesma dose dos animais nao epilépticos (Figura 24C).

Os valores da média terro padrdo da média (EPM) estdo representados na
Tabela 9 (Apéndice A).

Figura 24- Avaliacdo da concentracdo de GSH de ratos jovens submetidos a epilepsia tratados ou

ndo com metilfenidato. (A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Coértex pré-frontal.
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Os valores representam a médiat EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por
Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL; b p<0,05 v P320; ¢ p<0,05 vs MFD
10.

5.3.4 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a atividade da Catalase em
areas cerebrais de animais jovens submetidos ou nédo a inducdo da epilepsia
com pilocarpina (P320).

Foi observada uma diminuigdo significativa na atividade da catalase no HC,
CE e CPF dos animais do grupo controle epiléptico em relagdo ao grupo controle
nao epiléptico.

No HC, os grupos de animais ndo epilépticos tratados com MFD nas doses de

2,5;5 e 10 mg/Kg e os grupos de animais epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10
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mg/Kg diminuiram a atividade da catalase em relacdo ao controle ndo epiléptico
(Figura 25A).

No CE, os grupos de animais nao epilépticos tratados com MFD nas doses de
2,5 mg/Kg e, os grupos de animais epilépticos nas doses de 2,5 e 5 apresentaram
uma diminuicdo significativa na atividade da catalase em relacdo ao controle néao
epiléptico (Figura 25B).

No CPF, os grupos de animais ndo epilépticos tratados com MFD nas doses
de 2,5; 5 e 10mg/Kg e os animais epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10mg/Kg
apresentaram uma diminuicdo na atividade da catalase em relacdo ao grupo
controle ndo epiléptico (Figura 25C).

Os valores da média zerro padrédo da média (EPM) estdo representados na
Tabela 10 (Apéndice A).

Figura 25- Avaliacdo da atividade da catalase de ratos jovens submetidos a epilepsia tratados ou néo

com metilfenidato. (A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Cértex pré-frontal.
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Os valores representam a médiat EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por

Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL.

535 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a atividade da
Acetilcolinesterase em areas cerebrais de animais jovens submetidos ou néo a

inducao da epilepsia com pilocarpina (P320).

O grupo controle dos animais epilépticos foi capaz de reduzr
significativamente a atividade da AChE no HC e CPF em relagdo ao grupo controle
nao epiléptico.

No HC, houve diminuicdo significativa nos animais ndo epilépticos e nos
animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg em relagéo

ao grupo controle ndo epiléptico (Figura 26A).
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No CE, ndo foi observada nenhuma diferenca significativa dos animais
pertencentes aos diferentes grupos tratados com MFD em comparacao aos grupos
controles ndo epilépticos e epilépticos (Figura 26B).

No CPF, foi observado uma diminuicdo significativa nos animais nao
epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg e nos animais
epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10mg/Kg em relacdo ao grupo controle ndo
epiléptico (Figura 26C).

Os valores da média terro padrdo da média (EPM) estdo representados na
Tabela 11 (Apéndice A).

Figura 26- Efeito do MFD sobre a atividade da AChE de ratos jovens submetidos a epilepsia tratados

ou ndo com metilfenidato. (A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Cértex pré-frontal.
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Os valores representam a médiat EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por

Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL.

5.3.6 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a determinacdo das
concentracfes de Dopamina e do metabdlito DOPAC em corpo estriado de
animais jovens submetidos ou ndo a inducdo da epilepsia com pilocarpina
(P320).

A Figura 27A mostra que ndo houve alteracdo nos niveis de dopamina no
corpo estriado do grupo controle epiléptico quando comparado ao grupo controle
ndo epiléptico. Houve uma aumento significativo nos niveis de dopamina (DA) nos
grupos nao epilépticos tratados com MFD nas doses de 5 e 10 mg/Kg quando
comparado ao grupo nao epiléptico. Os animais epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10
mg/Kg também apresentaram um aumento dos niveis de DA quando comparados
aos grupos controle ndo epilépticos e epilépticos. Os animais epilépticos tratados
com MFD nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg apresentaram um aumento significativo
nos niveis de DA quando comparado as mesmas doses dos animais nao epilépticos.

A Figura 27B mostra que houve um aumento significativo nos niveis de
DOPAC no corpo estriado do grupo controle epiléptico quando comparado ao grupo
controle ndo epiléptico. N&do houve alteracdo significativa nos niveis de DOPAC do
MFD nos animais nao epilépticos. Nos animais epilépticos, nas doses de 2,5 e
10mg/Kg, houve uma diminuicdo dos niveis de DOPAC quando comparado ao grupo

controle ndo epiléptico e, nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg quando comparado ao
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grupo controle epiléptico. Os animais do grupo epiléptico tratados com MFD na dose
de 5mg/Kg aumentaram significativamente em relagdo ao grupo controle epiléptico.
Os valores da média zerro padrdo da média (EPM) estdo representados na

Tabela 12 (Apéndice A).

Figura 27- Efeito do MFD sobre as concentracdes de (A) Dopamina e (B) DOPAC em corpo estriado

de ratos jovens submetidos a epilepsia tratados ou ndo com metilfenidato.
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Os valores representam a médiat EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por
Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL; b p<0,001 vs P320; c p<0,001 vs
MFD10; d p<0,05 vs MFD5; e p<0,01 vs MFD2,5.
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5.3.7 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a atividade da
mieloperoxidase (MPO) em areas cerebrais de animais jovens submetidos ou

ndo ainducao da epilepsia com pilocarpina (P320).

Na avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), os animais
epilépticos apresentaram aumento significativo da MPO no HC, CE e CPF em
relacdo ao grupo controle ndo epiléptico.

No HC, os grupos de animais nao epilépticos e epilépticos tratados com MFD
nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg aumentaram a MPO em relacdo ao controle nao
epiléptico. J& o grupo de animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 5 e 10
mg/Kg apresentaram aumento significativo em relagcdo ao grupo controle epiléptico.
Os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 5 e 10 mg/Kg apresentaram
um aumento significativo na atividade da MPO quando comparado as mesmas
doses dos animais ndo epilépticos (Figura 28A).

No CE, os grupos de animais ndo epilépticos tratados com MFD na dose de
10mg/Kg e, os grupos de animais epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg
apresentaram um aumento significativo na atividade da MPO em relacédo ao controle
nao epiléptico. O grupo epiléptico tratados com MFD na dose de 10mg/Kg também
aumentou a atividade da MPO quando comparado ao grupo controle epiléptico. Os
animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 5 e 10 mg/Kg apresentaram um
aumento significativo na atividade da MPO quando comparado as mesmas doses
dos animais nao epilépticos (Figura 28B).

No CPF, os grupos de animais ndo epilépticos tratados com MFD na dose de
10mg/Kg aumentou a atividade da MPO. Os animais epilépticos tratados com MFD
nas doses de 5 e 10 mg/Kg apresentaram um aumento da MPO em relagdo ao
grupo controle ndo epiléptico e, na dose de 10 mg/Kg em relacdo ao controle
epiléptico. J4 os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 5 e 10 mg/Kg
apresentaram um aumento significativo na atividade dessa enzima quando
comparado as mesmas doses dos animais ndo epilépticos (Figura 28C).

Os valores da média zerro padrdo da média (EPM) estdo representados na
tabela 13 (Apéndice A).
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Figura 28- Avaliacdo dos niveis de mieloperoxidase de ratos jovens submetidos & epilepsia tratados

ou ndo com metilfenidato. (A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Cértex pré-frontal.
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Os walores representam a médiat EPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por
Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL; b p<0,05 v P320; c p<0,05 s
MFD10; d p<0,05 vs MFD5.

5.3.8 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a concentracdo de TNF- a
em areas cerebrais de animais jovens submetidos ou ndo a inducdo da

epilepsia com pilocarpina (P320).

Com relacéo as concentracdes de TNF-a foi constatado aumento significativo
em todas as areas cerebrais analisadas (HC, CE e CPF) nos animais epilépticos
guando comparado ao grupo controle ndo epiléptico.

No HC, CE e CPF, o grupo de animais epilépticos tratados com MFD na dose
de 5mg/Kg aumentou a concentracdo de TNF-a em relagdo ao grupo controle nao
epiléptico (Figura 29A, 29B e 29C).

NO CPF, o grupo de animais nao epiléptico tratados com MFD na dose de
5mg/Kg aumentaram as concentracbes de TNF-a em relacdo ao controle nao
epiléptico (Figura 29C).

Os valores da média zerro padrédo da média (EPM) estdo representados na
tabela 14 (Apéndice A).

Figura 29- Niveis de TNF-a de ratos jovens submetidos a epilepsia tratados ou ndo com metilfenidato.

(A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Cortex pré-frontal.
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Os valores representam a médiat EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por
Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL; b p<0,01 vs MFD5; ¢ p<0,05 vs P320.

5.3.9 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a atividade da enzima COX-
2 em corpo estriado (CE) de animais jovens submetidos ou ndo a inducéo da
epilepsia com pilocarpina (P320).

Sabendo da importancia da COX-2 para a neuroinflamacédo e epilepsia,
avaliamos quali-quantitativamente a imunomarcagdo para esta enzima no CcOrpo
estriado de ratos jovens controle ndo epiléptico (SAL) e dos ratos submetidos a
epilepsia por pilocarpina (SAL+P320 e MFD5+P320).

Através das imagens obtidas a partir da técnica de imunohistoquimica para
COX-2 pode-se verificar que os animais controle epiléptico tiveram uma maior

imunomarcacdo para COX-2 em relacdo ao grupo controle ndo epiléptico. O
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tratamento com MFD5 nos animais epilépticos aumentaram a marcagdo para a
enzima COX-2 em comparagdo com 0 grupo controle ndo epiléptico (Figura 30A e
30B).

Os valores da média zerro padrdo da média (EPM) estdo representados na
tabela 15 (Apéndice A).

Figura 30- A. Quantificacdo da imunomarcacédo para COX-2 no corpo estriado de animais jovens

sbmetidos ou néo a epilepsia.
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Essa quantificacéo foi feita utilizando o programa Image J através da densidade Optica. Os valores

representam a médiat EPM. Para andlise estatistica foi utiizado ANOVA seguida por Student

Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,01 em relacdo ao grupo controle (SAL).

Figura 30- B. Imagens representativas do efeito do metilfenidato (5mg/Kg) sobre a imunorreatividade

da COX-2 no corpo estriado de ratos jovens submetidos a epilepsia.

SAL+P320

MFD5+P320

A coloracdo marrom representa células imunorreativas para COX-2 no corpo estriado. Escala de

200um e aumento de 20x.
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5.3.10 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a atividade da enzima
INOS em corpo estriado (CE) de animais jovens submetidos ou ndo a inducao

da epilepsia com pilocarpina (P320).

Avaliamos quali- quantitativamente a imunomarcacdo para iNOS no corpo
estriado de ratos jovens ndo epilépticos (SAL) e dos ratos submetidos a epilepsia
por pilocarpina (SAL+P320 e MFD5+P320).

Através das imagens obtidas a partir da técnica de imunohistoquimica para
INOS pode-se verificar que o0s animais controle epiléptico tiveram uma maior
imunomarcacédo para iINOS em relacdo ao grupo controle ndo epiléptico. Os animais
epilépticos tratados com MFD na dose de 5mg/Kg aumentaram a marcacéo para a
enzima iNOS em comparagcdo com 0 grupo controle ndo epiléptico e epiléptico
(Figura 31A e 31B).

Os valores da média terro padrdo da média (EPM) estédo representados na
tabela 16 (Apéndice A).

Figura 31- A. Quantificacdo da imunomarcacdo para iNOS no corpo estriado de animais jovens

submetidos ou ndo a epilepsia.
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Essa quantificacéo foi feita utilizando o programa Image J através da densidade 6ptica. Os valores

representam a médiat EPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student
Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL e b p<0,05 vs SAL+P320.
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Figura 31- B. Imagens representativas do efeito do metilfenidato (5mg/Kg) sobre a imunorreatividade

da iINOS no corpo estriado de ratos jovens submetidos a epilepsia.

SAL+P320 MFD5+P320

A coloragdo marrom representa células imunorreativas para iINOS no corpo estriado. Escala de

200pum e aumento de 10x.

5.4 PROTOCOLO 3: Ensaios in vitro de Viabilidade Celular

Com o intuito de estudar o efeito de MFD sobre os astrocitos, a substancia foi
incubada em diferentes concentracfes com as células por um periodo de 12 ou 24
horas. Em seguida foi realizado o ensaio de redugcdo do MTT, que determina
indiretamente a capacidade oxirredutora das células.

Apoés 12 e 24 horas de incubacéo, todas as concentracbes de MFD (200,
100, 50, 25, 125, 6,25, 3,12 pg/mL) ndo foram capazes de exercer,

estatisticamente, qualquer efeito sobre a viabilidade desse tipo celular (Figura 32).
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Figura 32- Efeito de MFD sobre a \iabilidade astrocitos pelo método do MTT apds (A) 12 horas e (B)

24 horas de incubacg&o.
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Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados expressos como média + EPM. Para

andlise estatistica utilizou-se ANOVA seguida pela pds-teste de Bonferroni.

Quanto ao efeito da pilocarpina sobre a viabilidade da linhagem celular em
teste, em nossas andlises observamos que a pilocarpina foi citotoxico a essas
células nas doses de 10, 20, 40 e 80 mM/mL (10mM/mL: 87,12+2,57%; 20mM/mL:
50,37+2,34%; 40mM/mL: 25,69+1,27%; 80mM/mL: 2,29+0,68% de células viaveis
comparados com 106,5£2,24% de células viaveis no grupo nao tratado), de modo
dose-dependente, e apresentando uma IC 50 (indice de citotoxicidade para 50% da

populacdo celular em estudo) correspondente a 20,35mM (Figura 33).
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Figura 33- Percentual de \iabilidade celular de astrocitos corticais expostos a diferentes

concentracdes de Pilocarpina.
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Resultados expressos como média + EPM. Para andlise estatistica utilizou-se ANOVA seguida pela

pés-teste de Bonferroni. a (p<0,001) comparado com o grupo controle ndo tratado (CTRL-).

De posse do conhecimento gerado sobre a citotoxicidade da pilocarpina, e
conhecendo sua IC 50 correspondente a 20,35 mM, entdo decidimos analisar se o
pré-tratamento com MFD (6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 ug/mL) era capaz de exercer
alguma influéncia sobre a cultura de astrécitos exposta a IC50 da pilocarpina. Como
resultado, foi observado que houve um aumento da viabilidade celular envolvendo o
pré-tratamento com MFD nas concentracdes de 6,2; 25 e 50 pg/mL e subsequente
exposicao a dose correspondente a IC 50 da pilocarpina (6,2: 59,37 = 0,74; 25:
56,37 + 1,34; 50: 58,44 + 1,46 % de células viaveis comparado com 49,82 + 1,35 de

células vidveis no grupo tratado com IC 50 da PILO) (Figura 34).
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Figura 34- Percentual de wviabilidade celular de astrocitos corticais expostos a diferentes

concentra¢8es da combinagdo de MFD+PILO IC50
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Resultados expressos como média + EPM. Para anédlise estatistica utilizou-se ANOVA seguida pela
pés-teste de Bonferroni.a p<0,05 vs controle néo tratado (CTRL-) e b p<0,05 comparado com o grupo
controle PILO 1C50.
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6 DISCUSSAO

6.1 PROTOCOLO 1: Testes Comportamentais

Nossos resultados mostraram que, a maioria (64,6%) dos animais utilizados
nos experimentos convulsionaram e chegaram ao status epilepticus, mas alguns
animais (7,08%) ndo convulsionaram mesmo com a dose de 320 mg/kg de
pilocarpina administrada. Em um estudo realizado com a administracdo de
pilocarpina na dose de 400 mg/Kg (P400) demonstrou que nesse grupo, 75% dos
animais apresentaram convulsdes e progrediram para o0 status epilepticus
(CAMPELO et al., 2011). Estudos anteriores também mostram que a maior dose
empregada de pilocarpina (350 mg/kg) ndo promoveu atividade convulsiva em 35 %
dos animais tratados (CAVALHEIRO et al., 1991; COVOLAN; MELLO, 2000; DE-
MELLO et al., 2005), mas foi possivel observar alteragcbes comportamentais como
imobilidade, marcha ataxica, automatismos e salivacdo excessiva nos primeiros
minutos apos a injecado sistémica, havendo persisténcia desses sintomas por
aproximadamente 1 h.

No presente estudo, particularmente no teste do campo aberto, ndo houve
alteracdo nos animais do grupo controle epiléptico quanto ao numero de
cruzamentos, mas houve um aumento no numero de rearing em relacdo ao grupo
controle ndo epiléptico. Um estudo mostrou evidéncias que animais jovens,
submetidos ao status epilepticus, apresentam aumento moderado da atividade
locomotora e exploratéria sem alteracdo da emocionalidade. A hiperatividade foi
observada ao longo do tempo, quando os animais foram reapresentados a um
ambiente com contexto neutro (exemplo: no campo aberto) ou imediatamente,
gquando expostos a um ambiente ameacador (exemplo: no LCE) (BARBOSA,;
RIBEIRO; CYSNEIROS, 2013). Vale a pena ressaltar que esse teste tem o objetivo
de analisar a atividade locomotora dos animais (YOUSUF et al., 2011), visto que a
atividade locomotora e o rearing sao indicativos de excitabilidade do SNC e que uma
diminuicdo destes parametros sugere uma atividade sedativa (CHINDO et al., 2003).

Estudos comportamentais, tendo inicio logo apds o status epilepticus, sédo
escassos na literatura, principalmente se for induzido conforme o modelo de
pilocarpina, em animais jovens. Tais caracteristicas dificultaram a comparacdo com

0S nossos resultados para uma pronta discussdo, visto que no nosso estudo a
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pilocarpina ndo alterou a atividade locomotora dos animais. Segundo Miiller et al.,
(2009) que estudaram as alteragbes comportamentais e cognitivas de camundongos
adultos nocautes (C57BL/6) que foram submetidos ao modelo de ELT com
pilocarpina aos 25 dias pés-natal, os animais que desenvolveram epilepsia
apresentaram comportamento ansioso, aumento da atividade locomotora no campo
aberto, no labirinto em cruz elevado, na placa perfurada, no teste de exploracao de
objetos, e adicionalmente, déficit de aprendizagem no labirinto aquatico de Morris.
Estes resultados alertam para busca de intervengbes precoces que possam
minimizar os danos ocasionados pelas crises convulsivas.

Psicoestimulantes como as anfetaminas e metilfenidato, aumentam a
atividade locomotora no teste de campo aberto (BARBOSA et al., 2011; PEREIRA et
al., 2011). Nesse teste, o MFD aumentou a atividade locomotora dos animais jove ns
em todas as doses estudadas do MFD tanto dos animais ndo epilépticos como dos
animais epilépticos em comparacao ao grupo controle nao epiléptico.

Um trabalho realizado por Burton e colaboradores (2010) sugere que alguns
aspectos da fungcdo dopaminérgica mesocorticolimbica sao alterados pela
administracdo de psicoestimulantes durante a adolescéncia. Esses autores
observaram que ratos jovens (32-47 semanas) que receberam a administracdo de
metilfenidato apresentam na vida adulta maior resposta locomotora e ativacao
neuronal diferencial, induzidas por anfetamina.

Quanto aos grupos tratados com MFD e que foram induzidos ao status
epilepticus, pode-se observar uma potencializacdo na atividade locomotora quando
associado o MFD e a pilocarpina (MFD +P320) em todas as doses estudadas, visto
atravées do aumento do numero de cruzamentos desses animais quando
comparados ao grupo controle epiléptico (SAL+P320).

Em nosso estudo ndo houve alteracdo no numero de rearing nos animais
tratados com MFD no campo aberto quando comparado ao grupo controle nao
epiléptico, mas houve uma diminuicdo no nimero de rearing nos animais tratados
com MFD na dose de 10 mg/Kg comparados ao grupo controle epiléptico. Alguns
autores relatam que drogas ansioliticas diminuem o numero de rearing
(HUGHES,1972; STOUT; WEISS, 1994).

No presente estudo, no teste do Labirinto em Cruz Elevada (LCE), houve uma
significativa diminuigdo em todos os parametros analisados dos animais controle

epilépticos em relacdo ao grupo controle ndo epiléptico, indicando uma atividade
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ansiogénica da pilocarpina, uma vez que o tratamento aumentou a aversdo natural
dos animais aos espacos desprotegidos e elevados.

Hoeller (2013) observou que os ratos tratados com uma Unica injecao
sistémica de pilocarpina (150 ou 350 mg/Kg) reduziram significativamente o tempo
gasto e o numero de entradas nos bragos abertos no LCE quando comparado aos
animais controle, apresentando um perfil ansiogénico, quando avaliados 24 horas ou
1 més apobs o tratamento. Esses achados corroboram com outro estudo do mesmo
grupo de pesquisa que relataram um efeito ansiogénico promovido pela
administracdo de pilocarpina (150 mg/Kg) em ratos (DUARTE et al., 2010). As
alteracbes indicam que a administracio de wuma Unica dose sistémica
subconvulsivante de pilocarpina leva a alteracbes neurofisiologicas e
comportamentais que podem ser utiizadas como um modelo para o estudo da
ansiedade em roedores (INOSTROZA et al., 2012).

Houve um aumento dos parametros NEBA, PEBA e PTBA com MFD na dose
de 10 mg/kg do grupo nao epiléptico e, MFD nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg dos
animais epilépticos em relacdo ao grupo controle ndo epiléptico. Alguns autores
realizaram estudo com ratos jovens expostos ao MFD, utilizando o teste do LCE e
verificaram que 0S animais passaram mais tempo sobre os bracos abertos, e
apresentaram comportamentos de avaliacdo de risco alterados sugerindo um efeito
ansiolitico do MFD (ZHU; WEEDON; DOW-EDWARDS, 2010).

Quando avaliamos os tratados com MFD por 21 dias e que foram induzidos o
SE, observou-se que houve um aumento de todos os parametros (NEBA, TPBA,
PEBA e PTBA) nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg quando comparado ao grupo
controle epiléptico. O MFD apresentou um possivel comportamento ansiolitico,
mesmo sendo administrado P320, que j& foi previamente relatado efeito
ansiogénico. Isso sugere que o MFD foi capaz de evitar o efeito ansiogénico
causado pela pilocarpina.

Lopes (2016), observou no teste do LCE que a administracdo de pilocarpina
(300 mg/kg, i.p.) promoveu na fase de maturacdo epiléptica um aumento do
comportamento ansiogénico, fato evidenciado pela diminuicdo de exploracdo dos
bracos abertos. Curiosamente, os animais tratados com pilocarpina, que se
encontravam na fase crénica, ndo apresentaram diferencas significativas quando

comparados ao seu respectivo grupo controle.
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Os estudos conduzidos por Britton e Bethancourt (2009), avaliaram os efeitos
em longo prazo em animais expostos cronicamente ao MFD, indicando que um
periodo mais prolongado de exposicao diminuiu a ansiedade em relagéo ao periodo
de exposi¢cdo mais curto do farmaco, o que pode sugerir que € importante considerar
o tempo de exposicdo de drogas em estudos pré-clinicos que visam investigar os
efeitos da exposicdo do MFD em populagcdes de criancas diagnosticadas com
TDAH.

Em seguida, investigamos o possivel efeito antidepressivo do MFD no teste
do nado forcado. Essa investigacao foi impulsionada devido a alta comorbidade
entre epilepsia e depressédo, pela heterogeneidade da resposta clinica as drogas
antidepressivas e estabilizadores do humor atualmente disponiveis e devido a
susceptibilidade aos efeitos adversos (LERER; MACCIARDI, 2002).

O teste do nado forcado, apesar de ndo refletir adequadamente a
sintomatologia da depressdao em humanos, ele tem um alto valor preditivo na
investigacdo de drogas antidepressivas (WILLNER, 1984, CRYAN et al., 2002). Os
antidepressivos aumentam a laténcia para a imobilidade e reduzem o tempo de
imobilidade apresentado pelos animais (LAPA, 2008).

Drogas antidepressivas com envolvimento noradrenérgico parecem ter um
duplo papel nas crises convulsivas, podendo apresentar atividade moduladora com
efeitos anti ou pré-convulsivantes em pacientes com epilepsia (GIORGI et al., 2004;
CLINCKERS et al., 2010).

Em nossos achados, pode-se observar que a pilocarpina, na dose de 320
mg/Kg, apresentou uma diminuicdo no tempo de imobilidade dos animais. Um
estudo recente observou também um decréscimo no tempo de imobilidade dos ratos
submetidos ao modelo de pilocarpina (300 mg/kg) na fase cronica, dados estes
compativeis com uma acdo antidepressiva da pilocarpina (LOPES, 2016). A
explicacdo para este achado € complexa, jA que pacientes portadores de ELT
apresentam altos indices de transtornos do humor, como a depressdo. Uma
possibilidade é que a diminuicdo do tempo de imobilidade observada no teste
poderia estar associada com um aumento do medo nestes animais, como observado
em outros trabalhos (MULLER etal., 2009).

O MFD diminuiu o tempo de imobilidade em todas as doses testadas em
relacdo ao grupo controle ndo epiléptico, tanto nos animais néo epilépticos como nos

grupos em que a epilepsia foi induzida. Houve uma diminuicdo bastante significativa,
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sendo bem mais acentuada na dose de 10mg/Kg, no tempo de imobilidade nos
animais epilépticos tratados com MFD em comparacdo ao grupo controle epiléptico,
visto que o MFD potencializa a acdo antidepressiva ja vista pela pilocarpina.

Salviano (2015) observou que o tratamento agudo com MFD, em animais
adultos, apresentou um efeito antidepressivo, uma vez que houve uma diminuicao
no tempo de imobilidade no teste do nado forcado. Estudos apontam que a
exposicdo ao MFD diminui a laténcia para a imobilidade (BOLANOS et al., 2003;
CARLEZON etal., 2003; BRITTON et al., 2007).

Correlacionando esses resultados a clinica, em um trabalho realizado com
pacientes em tratamento de TDAH na infancia, adolescéncia e na fase adulta,
observou-se que para 0s pacientes que apresentavam sintomas depressivos foi
sugerido a utilizacdo de estimulantes (MFD) juntamente com a fluoxetina, pois 0s
antidepressivos triciclicos parecem ser ineficazes em caso de criancas e
adolescentes com depressédo maior (KLEIN; SCHNEIDER; COLET, 2017).

Embora permaneca controversa a relacdo entre a imobilidade animal
desencadeada nos modelos e a depressdo humana, uma grande variedade de
compostos antidepressivos e com potencial antidepressivo reduzem o tempo de
imobilidade no teste do nado forcado (GOMES et al.,, 2010; MELO et al., 2011,
TEIXEIRA etal., 2011).

A memoria de trabalho ou operacional (memdria de curta duracdo) pode ser
definida como a habilidade cognitiva que permite reter e manipular informagdes por
um curto periodo de tempo para estimulos ou localizacbes espaciais, sem a
obrigatoriedade de formar uma meméria de longa duracdo (PARK et al., 2012). E
considerada na literatura como uma das fungbes executivas mais afetadas nas
criangas com TDAH (SONUGA-BARKE, 2005; WILLCUTT, et al.,, 2005; BROWN,;
PERRIN, 2007; SJOWAL et al., 2013), tal como uma das responsaveis pelo
insucesso escolar presente com frequéncia nesta populagcdo e constitui um dos
alvos principais do efeito da medicacdo, pois a literatura tem apontado para um
efeito benéfico do MFD (GATHERCOLE; ALLOWAY, 2006; ALLOWAY et al., 2010;
KARALUNAS; HUANG-POLLOCK, 2011; MCGRATH et al., 2011; ROGERS et al.,
2011; VANCE etal., 2013).

A literatura refere que a memdria de trabalho ou memdria operacional ndo
estd localizada em uma Unica regido cerebral. Ela envolve interacdes funcionais

entre o cortex pré-frontal (CPF) e diversas regides cerebrais (BADDELEY, 1986;
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DESPOSITO, 2007), incluindo também o hipocampo (YOON et al., 2008). Em
termos experimentais, o modelo de labirinto em Y é baseado na tendéncia dos
animais em explorar o novo e nesse teste influéncias como componente emocional
ou motivacado sdo minimizadas. As alternagdes espontaneas no Labirinto em Y sao
consideradas ainda a reflexdo de uma forma primitiva de memdria de trabalho
espacial (MALM et al., 2006).

No nosso trabalho, os ratos jovens epilépticos apresentaram um déficit de
memoria de trabalho no teste do Y-maze quando comparado ao grupo controle.
Verificamos que o MFD nas 2,5; 5 e 10 mg/kg dos animais epilépticos reduziram o
percentual de sequéncias corretas em relagdo ao grupo controle ndo epiléptico, o
que representa déficit na memoria de trabalho especial (memoria de curto prazo)
nos animais epilépticos, onde o MFD n&o foi capaz de reverter esse déficit causado
pela pilocarpina.

O teste de reconhecimento de objetos (memdria de longa duracao) € baseado
na tendéncia natural dos animais buscarem o novo, ndo havendo necessidade de
estimulo aversivo ou privacdo de comida e agua. A tarefa é Util para avaliar em
regides especificas do cérebro as alteracdes neuroquimicas produzidas apoés lesdes
(BEVINS; BESHEER, 2006). A formagao hipocampal é a principal regido envolvida
na memaria de reconhecimento de objetos, particularmente o cortex perirrinal (WIN-
SHWE; FUJIMAKI; 2011). A integridade do hipocampo € essencial para o
reconhecimento de objetos. Assim como a acao do cortex perirrinal especificamente
contribui na codificacdo, consolidacdo e recuperacdo da memoria relacionada a
objetos (WINTERS et al., 2008).

No nossos achados, verificamos que os animais jovens avaliados pelo teste
de reconhecimento de objetos tém afetada a sua capacidade de reconhecer o objeto
novo, visto pela diminuicdo no indice de reconhecimento do grupo epiléptico em
comparacao ao grupo controle ndo epiléptico. J& nos animais epilépticos tratados
com MFD nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg houve um aumento no indice de
reconhecimento quando comparado ao grupo controle epiléptico, o que significa que
o MFD foi capaz de reverter o déficit do reconhecimento de novos objetos causado
pela pilocarpina nesse animais.

Segundo De Oliveira et al, 2008, os animais submetidos ao SE
apresentaram déficit significativo na memoria de longa duragdo na tarefa de

reconhecimento de objetos, indicando que convulsées prolongadas em periodos
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iniciais do desenvolvimento podem causar prejuizos cognitivos a longo prazo.
Segundo Coérdova (2011), a neurodegeneracdo observada no grupo dos animais
epilépticos pode estar relacionada com o déficit cognitivo observado nos animais
submetidos ao SE, considerando que estudos demonstram que a integridade do
cortex perirrinal é critica para a memaoria de reconhecimento em ratos.

Em desacordo com os nossos achados, onde os animais ndo epilépticos
tratados com MFD ndo alteraram o indice de reconhecimento de objetos e que
acabaram protegendo do déficit de reconhecimento nos animais epilépticos, Schmitz
et al., (2016), em seus resultados, observou que os ratos tratados cronicamente com
MFD apresentaram menos interesse em explorar novos ambientes e objetos. Além
disso, ndo descartaram a possibilidade de que MFD afetou a motivacao, atencédo e
funcdo sensério-motora uma vez que o tempo total de exploracdo foi afetado pelo
tratamento com MFD.

E importante ressaltar que, em geral, nosso estudo avaliou um conjunto de
fatores importantes (comportamentos, idade e tratamento MFD) para ansiedade,
depressao, atividade locomotora e memdria em ratos jovens e gostariamos de
reforcar a ideia de que a idade do rato, bem como a hora do dia que os
experimentos sdo realizados, podem alterar o0s resultados dos testes
comportamentais.

Fez-se necessario continuar as investigacdes através dos estudos
neuroquimicos para investigar a relacdo do MFD com o estresse oxidativo e a
atividade antioxidante bem como o envolvimento na neuroinflamacéo através do

tratamento com o MFD em pacientes epilépticos.

6.2 PROTOCOLO 2: Avaliagdo do Estresse Oxidativo, Dosagem de TNF-a e
Anédlise da expressédo de COX-2 e INOS

As convulsdes recorrentes, caracteristicas da epilepsia, podem levar a danos
e perdas neuronais devido, principalmente, a alta producdo de espécies reativas
durante as crises, o que predispde os pacientes a uma maior incidéncia de doencas
associadas ao estresse oxidativo (WU et al., 2009; DILLIOGLUGILL et al., 2010).

A pilocarpina, em altas doses, pode produzir lesbes neuronais em diversas
areas e, especialmente, nas estruturas limbicas, causando perda neuronal no

hipocampo, amigdala, cértex entorrinal e piriforme, indicando o envolvimento de
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diferentes areas no estabelecimento do processo epiléptico (LEITE et al., 1990;
TURSKI et al., 1983; CAVALHEIRO, 1995; FERNANDES, 2013).

Estudos realizados sugerem o hipocampo como sitio de origem da atividade
convulsiva induzida por pilocarpina (TURSKI et al., 1983a,b). O corpo estriado, além
de ser uma das areas mais acometidas, pode estar relacionado de forma importante
aos mecanismos de propagacdo e manutencdo (epileptogénese) da convulsdo
(MARINHO et al., 1998).

A formacéo de radicais livres € comum em modelos de convulsdo induzida
por pilocarpina (NEJM et al.,, 2015). No nosso estudo, investigando o estresse
oxidativo nas areas cerebrais (hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal) dos
animais, foi observado que a inducéo de epilepsia aumentou a peroxidacao lipidica e
as concentracdes de nitrito/nitrato nas trés &reas cerebrais, uma vez que
observamos um aumento na producdo de MDA e nitrito/nitrato desses animais,
respectivamente. Ja estd bem documentado que o estresse oxidativo
verdadeiramente aumenta durante as convulsbes induzidas por pilocarpina,
sinalizando que o dano cerebral induzido pelo processo oxidativo desempenha um
papel crucial na fisiopatologia das conwulsdes (NEJM et al., 2015). Além disso,
crises induzidas por pilocarpina levam a mudancas no metabolismo de 6xido nitrico
e aumento na producdo de seus metabolitos (nitrito e nitrato) (GOMES et al., 2011).

H& estudos que mostram que o MFD provoca varias alteracdes no SNC,
incluindo o estresse oxidativo (GOMES et al., 2009; SCHERER et al., 2009).
Avaliando o tratamento com MFD, em animais jovens, pode-se observar que houve
um aumento nos niveis de MDA quando comparado ao grupo controle nao
epiléptico, ressaltando que esse aumento depende da dose e da area cerebral
estudada. Martins e colaboradores (2006) identificaram lesdo oxidativa com
administracdo do metilfenidato, aguda ou cronicamente, em ratos jovens (até o 60°
dia pds-natal), e ndo quando administrado a ratos adultos, no entanto, os ratos
jovens sdo mais sensiveis do que os adultos, visto que nesse periodo o cérebro
ainda encontra-se em maturacdo (FAGUNDES, 2006; MARTINS et al., 2006).

Estudos demonstraram que no cerebelo, corpo estriado, hipocampo e cortex
pré-frontal, de ratos tratados cronicamente com MFD (2,0 mg /kg) a partir do 25° dia
de idade, os niveis de TBARS foram aumentados (MARTINS et al., 2006). Nossos
resultados mostram que o MFD induziu a peroxidacao lipidica em cortex pré-frontal,

hipocampo e corpo estriado. Corroborando com nossos achados, varios trabalhos
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demonstram que o tratamento crbnico com varias doses de MFD induz a
peroxidacdo de lipidios, promovendo o aumento dos niveis de MDA no hipocampo
(FAGUNDES et al., 2007; GOMES et al., 2008; SCHMITZ etal., 2012).

Observamos, ainda, um aumento do estresse oxidativo demonstrado através
da elevacédo de nitrito/ nitrato nos animais epilépticos tratados com MFD em relacao
ao grupo controle ndo epiléptico, bem como um aumento em relacdo ao controle
epiléptico, visto que o MFD ndo conseguiu reverter o estresse oxidativo causado
pela pilocarpina e acabou intensificando esse estresse observado pelo aumento dos
niveis de nitrito/ nitrato nesses grupos.

Alteragcdes nas concentracdes de nitrito e nitrato tém sido implicadas em
muitos dos mecanismos envolvidos durante o processo convulsivo. Dessa forma,
podem modular uma cascata de efeitos excitotdxicos no SNC e finalmente participar
do subsequente dano neuronal e ativar outros mecanismos que potencializam o0s
danos e a propagacao do foco epiléptico (GASPAR; CASES; MAROTEAUX, 2003).
Em nossos achados, o tratamento com MFD aumentou o conteudo de nitrito /nitrato
no HC, CE e CPF demonstrando um efeito neurotdxico dessa substancia.

Além de investigar os efeitos sobre os radicais livres produzidos durante as
crises epilépticas, neste estudo foi identificado o efeito do MFD sobre a atividade da
glutationa reduzida (GSH) e da catalase (CAT). Além de defesas antioxidantes
enzimaticas, a exemplo da catalase, apés as crises epilépticas, existem outros
mecanismos responsaveis pela defesa antioxidante endégena, como, por exemplo,
a glutationa (GSH), que € a principal responsavel pela defesa antioxidante
intracelular ndo enzimatica no corpo (GOMES et al., 2011). O papel protetor da GSH
contra o estresse oxidativo é bem evidente na literatura. A GSH pode também
manter a integridade da membrana e promover a desintoxicacdo ndo-enzimatica de
radicais hidroxila (GONCALVES et al., 2010; UYS; MULHOLLAND; TOWNSEND;
2014).

Em nossos resultados da concentracdo de GSH, foi observado uma
diminuicdo desse parametro no HC, CE e CPF dos animais controle epilépticos em
relacdo ao grupo controle ndo epiléptico. Baixos niveis de GSH também foram
detectados em hipocampo de ratos submetidos as convulsées induzidas por P400
(LIN et al., 2010; DE FREITAS et al.,, 2010). Diminuicdo dos niveis de GSH no

cérebro pode indicar um aumento do estresse oxidativo (JAVED et al., 2016).
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Observamos que os animais tratados com MFD dos grupos ndo epilépticos e
dos grupos epilépticos, apresentaram um diminui¢do nos niveis de GSH em todas as
areas estudadas em relacédo ao grupo controle ndo epiléptico. Podemos comparar
esses resultados com estudos anteriores que mostraram que o MFD e outros
compostos semelhantes as anfetaminas influenciam a sua neurotoxicidade por
conversao de glutationa na forma reduzida de protecao (GSH) para forma prejudicial
oxidada (GSSG) (UYS; MULHOLLAND; TOWNSEND, 2014). Da mesma forma, em
um outro estudo, utilizando doses mais altas do que as utilizadas no nosso estudo,
mostrou que a administracdo crénica de MFD reduziu a formacdo de GSH,
especialmente nas doses de 10 e 20 mg/Kg (MOTAGHINEJAD; MOTEVALIAN;
SHABAB, 2015).

Comparando o0s grupos epilépticos tratados com MFD ao grupo controle
epiléptico, pode-se observar que em algumas doses, especialmente a dose de 10
mg/Kg, no HC e CPF produziu um aumento na formacéo de GSH, demostrando que
o MFD conseguiu reverter a diminuicdo dessa enzima em relacdo a diminuicdo da
pilocarpina.

Foi verificada uma diminuicdo na atividade da catalase no HC, CE e CPF dos
animais controle epiléptico em relagcdo ao controle ndo epiléptico. De acordo com
Freitas e colaboradores (2005), 24 horas apés o SE induzido por pilocarpina, a
atividade da catalase encontrava-se reduzida no hipocampo, sugerindo que esta
regido do cérebro utiliza a CAT e/oua GSH como maior sistema de limpeza contra
EROs. Observou-se que a convulsao induzida por Pentilenotetrazol (PTZ) diminuiu a
atividade da catalase no hipocampo, cerebelo e no cértex cerebral (RODRIGUES,
2012).

Verificamos uma diminuicdo da atividade da catalase nos animais nao
epilépticos e epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg no HC e
CPF. Ja no CE, a diminuicdo ocorreu nos animais dos grupos epilépticos tratados
com MFD nas doses de 2,5 e 5 mg/Kg quando comparados ao grupo controle nao
epiléptico. Com a diminuicdo da atividade da catalase, pode-se observar que houve
um aumento no dano oxidativo, observado também pelo aumento da peroxidacéo
lipidica.

Diferente do nosso estudo por utilizar animais adultos e dose menor do que a
nossa, o estudo realizado em animais adultos tratados durante 28 dias com MFD (2

mg/Kg; i.p) apresentou também aumento do TBARS e diminuicdo da atividade da
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catalase no cortex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado e cortex cerebral (COMIN
et al., 2013). Em outro estudo, a atividade da catalase foi menos afetada apos a
administracdo aguda com MFD, mas apresentou uma diminuicdo da enzima no
hipocampo apds o tratamento crénico. No cerebelo, corpo estriado e cortex pré-
frontal, a atividade da catalase ndo foi alterada apds o tratamento com MFD em
ratos jovens ou adultos (GOMES et al., 2008).

Para melhor compreender o papel da transmissao colinérgica em convulsoes,
a atividade AChE cerebral dos animais foi determinada. A ativacdo colinérgica é
essencial para o inicio do processo convulsivo em modelos de ELT, visto que estas
convulsbes podem ser bloqueadas pelo pré-tratamento com o0 antagonista
muscarinico atropina (MARINHO et al., 1998; DE BRUIN et al., 2000). A pilocarpina
exacerba a atividade colinérgica, provavelmente por influéncia direta, aumentando a
acdo da ACh circulante, modificando o binding dos receptores muscarinicos
(HRUSKA et al., 1984) e diminuindo a atividade acetilcolinesterasica (IMPERATO et
al., 1998).

Nossos resultados mostraram um diminuicdo da atividade da AChE no grupo
controle epiléptico em relacdo ao grupo controle ndo epiléptico no HC e CPF dos
ratos jovens. A inibicdo da atividade da AChE, induzida pela administracdo de
pilocarpina na dose de 400 mg/Kg (FREITAS et al.,, 2006; SALES et al.,, 2010). O
aumento da atividade colinérgica no cérebro esta provavelmente relacionado com a
fase inicial do estado epiléptico (MCDONOUGH; SHIH, 1997; FERNANDES, 2013).

O tratamento com MFD, tanto nos animais nao epilépticos como nos animais
epilépticos, ndo foi capaz de reverter a inibicdo da atividade da AChE induzida por
pilocarpina em HC e CPF, sendo capaz de permanecer diminuida em relacdo ao
grupo controle ndo epiléptico. J& no corpo estriado ndo houve alteracdo significativa
quanto a atividade da AChE.

Tzavara e colaboradores (2006) mostraram que a administracdo aguda de
MFD (1 e 3 mg/Kg) aumentou a liberacdo hipocampal de ACh em ratos. Scherer et
al. (2010), através de sua pesquisa, mostra que a atividade do MFD aumenta a
atividade da AChE no cortex pré-frontal e € concebivel que ocorra a diminuicdo nos
niveis de acetilcolina, o que poderia ser associada com a perda de memoria
observada. Nossos resultados, que utilizam doses mais elevadas e tratamento
crbnico, mostraram que o MFD diminuiu a AChE no cortex pré-frontal e diminuiu a

memoéria de trabalho observada. Correlacionando com os dados comportamentais,
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ha evidéncias que a ACh estd envolvida nos efeitos comportamentais de drogas
estimulantes, tais como anfetaminas, cocaina e MFD.

Dando continuidade ao nosso estudo, investigou-se o0 efeito do tratamento
com o inibidor da recaptacdo de dopamina (DA), o metilfenidato, nos niveis
extracelulares de monoaminas no corpo estriado de ratos jovens.

A pilocarpina altera os niveis do neurotransmissor colinérgico e pode produzir
alteracbes em outros sistemas de neurotransmissores como a dopamina (DA),
embora pouco se saiba sobre essas alteragcdes (FREITAS, 2011a). Existe um
consenso de que durante a fase aguda das crises epilépticas pode ocorrer um efeito
quase que imediato entre a acetilcolina com outros sistemas de neurotransmissao
(adrenérgico, dopaminérgico e serotonérgico), uma vez que foram observados
efeitos rapidos nas concentracdes de noradrenalina, dopamina e serotonina (EL-
ETRIetal., 1993; FREITAS et al., 2006).

Em nosso estudo, analisando o corpo estriado, foi observado que ndo houve
alteracdes dos niveis de DA, mas houve um aumento do seu metabdlito (DOPAC)
no grupo dos animais epilépticos em comparagdo ao grupo controle ndo epiléptico.
Ao contrario dos nossos achados quanto os niveis de DA, mas corroborando com os
niveis do metabdlito (DOPAC), o estudo de Cruz (2012), feito em camundongos, no
grupo de animais tratados com pilocarpina na dose de 350 mg/kg, foram
encontrados menores niveis estriatais de DA e aumento no nivel do seu metabdlito
DOPAC, com relagao ao grupo controle.

Nascimento e colaboradores (2005) observaram no corpo estriado de animais
com 21 dias submetidos ao SE pela pilocarpina, uma redugdo do contetdo da
dopamina. Estas andlises foram realizadas agudamente, ou seja, 60 minutos apos a
inducdo do SE. Os estudos neuroquimicos, ainda que escassos do modelo de ELT,
apontam a existéncia de uma alteracdo neuroquimica dopaminérgica que contribuiu
para as algumas alteracbes nos testes comportamentais observadas no nosso
estudo.

No presente estudo, no tratamento somente com MFD foi encontrado um
aumento dos niveis estriatais da DA, sem alterac6es nos de DOPAC em relacédo ao
controle ndo epiléptico, indicando um possivel aumento da metabolizagdo dessa
monoamina. Além disso, quando aplicada aos animais epilépticos, o MFD foi capaz
de aumentar os niveis estriatais de DA e diminuir os de DOPAC em relagdo tanto

aos animais controle ndo epiléptico como ao controle epiléptico.
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A hiperatividade do sistema dopaminérgico, especialmente nas vias
mesolimiba e mesocortical, aumenta de forma significativa a concentragcdo de DA
nas sinapses e corrobora com o efeito hiperlocomotor induzido pelo MFD
(BARBOSA et al.,, 2011). Nosso estudo corrobora com o citado, visto que o MFD
aumentou os niveis de DA no corpo estriado e aumentou a atividade locomotora em
todas as doses estudadas no teste do campo aberto.

Sadasivan et al. (2012) mostraram um aumento significativo nos niveis de
dopamina no corpo estriado dos animais tratados com MFD na dose de 1mg/kg, mas
ndo observou alteracdo na dose de 10 mg/kg. Os resultados desse autor relata
contrario ao nosso, pois a dose menor (2,5 mg/Kg) ndo apresentou e as maiores
doses (5 e 10 mg/Kg) apresentaram o aumento significativo nesses niveis estriatais
de DA.

E concebivel que o aumento induzido por MFD nos niveis de DA seja devido
a uma inibicdo do transportador de DA no estriado. Uma possibilidade alternativa é
gue o aumento de DA ative os neurénios de NA resultando num aumento dos niveis
de NA extracelular (KODA et al.,, 2010). Genro et al. (2010) mostraram em uma
revisdo, evidéncias de modelos animais, farmacologia, neuroimagens e estudos
genéticos que apoiam a idéia de que o TDAH €& uma doenca do sistema
dopaminérgico.

Resumindo, o tratamento com MFD na dose clinicamente relevante (5 mg/Kg)
produziu efeitos nas concentracdes de DA. Esses resultados complementam e
estendem nossos estudos comportamentais ja citados anteriormente.

O aumento da susceptibilidade do cérebro para danos oxidativos e
inflamatoérios durante a epilepsia destaca a necessidade urgente de compreender o
papel da mieloperoxidase e seu dano oxidativo induzido no inicio e na progresséo da
epilepsia. Recentes estudos de epilepsia refrataria experimentais e em humanos
demonstram presenca significativa de MPO nas células cerebrais inatas como
macréfagos / microglia e células inflamatdérias infiltrantes que refletem a propriedade
da MPO em provocar a epileptogénese (ZHANG et al., 2015).

Nesse contexto, este estudo, ao analisar a concentracdo de MPO, buscou
verificar possiveis alteracfes inflamatérias associadas a inducdo de epilepsia pela
administracdo de pilocarpina e o tratamento com metilfenidato durante 21 dias. De
fato, encontrou-se significativa elevacdo na concentracdo de MPO apés a inducdo

de epilepsia, ou seja, houve um aumento na atividade desta enzima no HC, CE e
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CPF dos animais epilépticos quando comparados ao controle ndo epiléptico. Zhang
et al. (2016) realizaram estudos em humanos e modelos experimentais e mostraram
que a MPO foi aumentada no cérebro de um paciente humano com epilepsia
refrataria e, em modelos de epilepsia em animais observaram que o numero de
leucocitos contendo MPO no cérebro aumentou acentuadamente durante a
epileptogénese.

O aumento de MPO foi observado em todas as doses do MFD nos animais
nao epilépticos, assim como nos animais epilépticos tratados com MFD, no HC. No
CE e no CPF, o aumento de MPO foi observado apenas na maior dose, 10 mg/kg do
MFD, nos animais nao epilépticos e em todas as doses do MFD nos animais
epilépticos. Comparando 0s animais epilépticos tratados com MFD, pode-se
observar que na dose de 10 mg/Kg, em todas as areas, houve um aumento de MPO
gquando comparado ao grupo controle epiléptico, visto que o MFD intensificou
significativamente o aumento causado pela pilocarpina.

Diversos estudos apontam o envolvimento de niveis elevados da atividade de
MPO a alteracfes inflamatérias e de espécies reativas de oxigénio em doencas
(VELLOSA et al.,, 2013). As alteracfes inflamatorias indicadas pelo aumento de
MPO com o tratamento com MFD permaneceram em todas as areas cerebrais, visto
gue o MFD é um potente indutor de MPO exercendo um possivel efeito pr6-oxidante
e intensificador das doencas inflamatérias cronicas.

H& uma relacao intriseca entre epilepsia, estresse oxidativo, neuroinflamacéo,
excitotoxicidade e morte neuronal (VRIES et al., 2016; SWIADER et al., 2016).
Sabe-se que um excesso na producao de radicais livres e a liberacdo de citocinas
pro-inflamatorias mediadas por células gliais, podem levar a convulsbes
prolongadas. Esse processo resultaria numa disfungdo mitocondrial em tecidos
cerebrais que procedem a morte neuronal e subsequente epileptogénese
(DEVINSKY et al., 2013; CARMONA-APARICIO et al., 2015).

Tem sido relatado que a ocorréncia de convulsdes pode causar um aumento
na expressao génica de varias proteinas pro-inflamatorias, que contibui para o dano
neurologico. Por isso, alguns autores tém sugerido que o0s niveis plasmaticos de
citocinas estdo associados com a frequéncia e a gravidade das crises. As citocinas
IL-1 B, IL -6 e TNF- a tem recebido uma grande atengao a este respeito (ALAPIRTTI
etal., 2009; NOWAK et al., 2011; GOUVEIA etal., 2015).
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O TNF-a produz efeitos benéficos e deletérios na fungédo cerebral e os efeitos
sédo dependentes de inumeros fatores que incluem: a concentracao local da citocina
no sitio de sintese, o tipo de célula alvo, quantidade de tempo que o tecido fica
exposto a essas citocinas e qual subtipo de receptores que estdo envolvidos
(GOUVEIA, 2011).

No presente trabalho as alteracdes observadas nos animais que foram
submetidos a inducdo da epilepsia sdo acompanhadas do aumento da concentracéo
do TNF-a quando comparado ao grupo nao epiléptico. Estudos anteriores
demonstraram que o aumento dos niveis de TNF- a pode estar relacionado com a
fisiopatologia da epilepsia visto que a indugédo de convulsbes pode causar aumento
dos niveis de TNF-a em diferentes areas cerebrais associadas a neurodegeneracao
(VEZZANI et al., 2011; KIM et al, 2013). No estudo de Leal (2011), o grupo de
animais submetidos ao SE mediante aplicacdo de pilocarpina, apresentou uma
expressiva elevacao dos titulos de TNF- a apos 12 e 24 horas da indugédo do SE.

Os animais epilépticos tratados com MFD na dose de 5mg/Kg, dose
clinicamente relevante, apresentaram o aumento dos niveis de TNF- a em todas as
areas cerebrais quanto a comparacao do grupo controle nao epiléptico. Esse efeito
pode estar relacionado com a aumento do dano oxidativo e consequente aumento
da inducédo do processo inflamatério desencadeado pelo SE.

Corroborando com os nossos achados, mas utilizando uma dose maior (dose
recreacional), Motaghinejad; Motevalian; Shabab, (2016) verificaram que a
administracdo cronica do MFD na dose de 10mg/Kg aumentou a peroxidacao lipidica
e os niveis de TNF-a em hipocampo e corpo estriado de ratos. Esse estudo sugeriu
que o aumento de marcadores pro-inflamatérios estd relacionado ao efeito
neurodegenerativo do MFD. Outros estudos anteriores demonstraram que a
metanfetamina e compostos semelhantes podem ativar as vias neuroinflamatorias e
aumentar os niveis de TNF-a (YAMAMOTO; RAUDENSKY, 2008; WELLS et al.,
2016).

A epilepsia promove um aumento na expressdo de COX-2, iINOS e citocinas
(TNF-a e IL-1B), bem como induz a produgdo de ERO e PG’s. Por isso resolvemos
avaliar a expresséo de iINOS e COX-2 no corpo estriado de ratos jovens submetidos
a epilepsia por pilocarpina através da técnica de imunohistoquimica.

A COX-2 é conhecida por desempenhar um papel chave na resposta

inflamatoéria precoce a um insulto e, consequentemente, um papel significativo na
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inflamacado pds-convulsédo e hiperexcitabilidade do cérebro (ROJAS et al., 2015). Os
niveis de COX-2 sdo aumentados no cérebro de pacientes com epilepsia,
especialmente na ELT e em animais que sofrem convulsbes prolongadas
(DESJARDINS etal., 2003; SERRANO et al., 2011).

Nossos resultados confirmaram esses achados, onde foi demonstrado o
aumento na expressao de COX-2 no corpo estriado dos animais jovens controle
epiléptico em comparacdo ao grupo controle ndo epiléptico. Observou-se também
um aumento significativo na imunomarcacdo para COX-2, no corpo estriado dos
animais epilépticos tratados com MFD na dose de 5mg/Kg. Apesar de resultados
conflitantes usando uma variedade de inibidores seletivos de COX-2 em diferentes
modelos de epilepsia, ha ampla evidéncia para sugerir que a convulsdo induzida por
COX-2 desempenha um papel na neurodegeneracdo relacionada com a epilepsia
(ROJAS et al., 2013).

Segundo Kita e colaboradores (2014), o MFD é uma substancia quimica
estruturalmente relacionada com as anfetaminas. A anfetamina induz a expressao
da COX-2 coincidindo com a ativacao microglial em corpo estriado de camundongos.
Contudo, a compreensdo do envolvimento preciso da COX-2 na neurotoxicidade
induzida por anfetamina continua controversa. Nesse estudo, os camundongos eram
resistentes a neurotoxicidade induzida por anfetamina, enquanto que os inibidores
de COX-2 ndo protegem contra a neurotoxicidade. Estes achados sugerem que 0s
efeitos protetores de alguns antiinflamatérios contra a toxicidade da anfetamina séo
baseados ndo apenas nos seus efeitos inibidores da COX mas também de outras
propriedades.

Em circunstancias patolégicas, a producdo de NO é mediada pela ativacédo da
INOS, que ndo esta presente em cérebros saudaveis. Uma vez induzida, a iNOS
produz niveis altos e sustentados de NO que leva a neurotoxicidade via producao de
radicais livres (peroxinitrito) (L1 etal., 2012).

Esta claro a participacdo do NO na fisiopatologia da epilepsia pois estudos
tem mostrado que os inibidores da NOS (principalmente iINOS) produzem
neuroprotecdo em modelo animal de epilepsia, mas as isoformas da NOS
responsaveis pela sua producdo sdo diferentemente afetadas pelo SE (PELAGIO,
2006). Apds as crises convulsivas ocorre ativacdo microglial e aumento das citocinas
pro-inflamatorias como IL-183, IL-6, TNF-a e enzimas como COX e iNOS (EYO et al.,
2016; DEY et al., 2016).
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Dentro desse contexto, resolvemos avaliar a expressdao de iNOS no corpo
estriado de ratos jovens submetidos a epilepsia com pilocarpina. Observamos que
0S animais epilépticos apresentaram um aumento na imunomarcacdo para a iNOS
em relacdo ao grupo dos animais ndo epilépticos. Os animais epilépticos que
receberam o tratamento com MFD na dose de 5mg/Kg também aumentaram esta
marcacgdo para iNOS em relacdo tanto ao grupo controle ndo epiléptico como ao
grupo controle epiléptico, demostrando que o MFD intensificou a expressao na iNOS
no corpo estriado.

Outros estudos em seres humanos sdo necessarios para avaliar as
implicacdes clinicas dos nossos achados. Dada as respostas inflamatdrias em geral,
e a elevada prevaléncia de epilepsia, dependendo do modelo experimental utilizado,
mais estudos sdo necessarios para determinar os tipos especfficos de crises e, 0
interesse sobre o conhecimento da prescricdo de um farmaco que aumenta a iINOS
e a COX-2 quanto a medida terapéutica mais segura para 0 uso do mesmo em

pacientes epilépticos.

6.3 PROTOCOLO 3: Ensaios in vitro de Viabilidade Celular

Com o objetivo de investigar mais intensamente o efeito do MFD no SNC,
realizou-se testes de toxicidade in vitro em astrocitos. A escolha de estudar essa
célula glial vem do fato da mesma participar de uma variedade de mecanismos
moleculares (exocitose, transportadores de membrana ou difusdo de canais) atraves
de secrecdo de numerosos neurotransmissores, neurohorménios e fatores tréficos
(MALARKEY; PARPURA, 2008; PARPURA; GRUBISIC; VERKHRATSKY, 2011) que
regulam a formagdo e manutengcdo das transmissdes sinapticas, sincronizacao das
redes neuronais e de sinais para outras células (microglia, oligodentrécitos, células
endoteliais, entre outras) (RANSOM, 2012; VERKHRATSKI; BUTT, 2013).

As atribuicdes desempenhadas pelas células da glia sdo essencias para a
sobrevida neuronal e, consequentemente, a vida do organismo. Sendo assim, o
dado referente a auséncia de atividade do MFD sobre os astrécitos, quando exposto
isoladamente, pode ser bastante importante, uma vez que um composto capaz de
influenciar negativamente na viabilidade dessas células poderia vir a comprometer

indiretamente o funcionamento normal da rede neuronal.
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Expor culturas de astrécitos a agentes conhecidos por afetar neurdnios e
registrar suas respostas celulares em um ambiente controlado é o primeiro passo em
direcdo a uma melhor compreensdo de como essas células gliais podem participar
em processos neuropatoldgicos especificos (PAVONE; CARDILE, 2003).

Em nossa experimentacao, foi evidenciada uma reducédo da viabilidade celular
de astrécitos expostos a pilocarpina (PILO) nas doses de 10, 20, 40 e 80 nM, de
modo dose dependente, isso nos faz supor que provavelmente os astrécitos corticais
séo sensiveis aos efeitos toxicos da PILO. Foi evidenciado o aumento da viabilidade
celular envolvendo o pré-tratamento com MFD nas concentracfes de 6,25, 25 e 50
pHg/mL e subsequente exposicdo a dose correspondente a IC 50 da PILO. Estudos
tém enfatizado o papel dos astrocitos na neurotransmissdo colinérgica (via
receptores nicotinicos e muscarinicos) e na potencializagcdo a longo prazo
(NAVARRETE etal., 2012; SHEN; YAKEL, 2012).

Diante do resultado exposto acima, ndés sugerimos que provavelmente 0s
astrécitos sdo um dos tipos celulares envolvidos na neurotoxicidade evidenciada nos
ensaios in vivo, relacionados aos efeitos quanto aos danos oxidativos observados
através da inducéo a epilepsia.

Modelos experimentais forneceram evidéncias adicionais de participacao
astrocitaria na epileptogénese (XU et al., 2011; DO NASCIMENTO et al., 2012;
ESTRADA et al.,, 2012). No entanto, a perda de astrocitos apos crises epilépticas
graves também foi encontrada (BORGES et al., 2006; KIM et al., 2008; GUALTIERI
et al., 2012), o que sugere que o mau funcionamento astrocitario poderia também
induzir a perda neuronal secundaria (NEDERGAARD; DIRNAGL, 2005).

Curiosamente, substancias antiepilépticas utilizadas como tratamento para
epilepsia foram capazes de diminuir a viabilidade celular de astrocitos corticais in
vitro, quando os mesmos eram incubados com concentracdes proporcionais as
utilizadas para o tratamento da epilepsia. Ndo se sabe o impacto desse resultado no
tratamento, porém, diante de novas descobertas sobre a importancia dessa célula
glial, novos farmacos que ndo apresentam efeito tdxico em astrocitos e que o
possuem como possivel alvo terapéutico podem, futuramente, desempenhar papel
promissor para o0 tratamento dessa doenca (CRUNELLI;, CARMIGNOTO;
STEINHAUSER, 2015).

E sabido que em alguns concentracbes o MFD (6,25; 25 e 50 pg/ mL) foi

capaz de exercer influéncia, mas ainda ndo se pode predizer se o efeito do MFD
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sobre a viabilidade de astrécitos, em resposta ao dano propiciado pela pilocarpina, é
uma caracteristica que venha a contribuir de modo positivo sobre o evento

convulsivo.

Futuras pesquisas sobre o impacto do MFD em outras linhagens celulares
envolvidas no processo convulsivo, como o teste diretamente sobre os neurénios,
aliado com os resultados pré-oxidantes e pro-inflamatérios revelados pelos testes in
vivo, podem sugerir melhor os mecanismos envolvidos com esse medicamento que

ja esté inserido no mercado e com bastante uso na clinica médica.
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Em resumo, esse trabalho avaliou os efeitos do metilfenidato, nos animais

submetidos ao status epilepticus, através de experimentos comportamentais,

avaliacdo de estresse oxidativo, dosagem de dopamina e seu metabdlito (DOPAC),

dosagem de TNF-a, COX-2 e iNOS. Além disso, verificou-se seu potencial em

cultura de astrocitos corticais. Os achados foram:

Testes Comportamentais

MFD 2,5

MFD 5

MFD10

Campo aberto

(1) ALE e (-) rearing

(1) ALE e (-) rearing

(1) ALE e (-) rearing

Labirinto em cruz elevado

(T)NEBA; () TPBA;
(-) PEBA; (-) PTBA

(TYNEBA, ()TPBA,
(1) PEBA;( 1) PTBA

(TYNEBA; () TPBA,
(1) PEBA;(-) PTBA

Nado forcado

) tempo de

) tempo de

) tempo de

imobilidade imobilidade imobilidade
Labirinto em Y ) alternagdes | (|) alternacdes | (|) alternacoes
espontaneas espontaneas espontaneas
Reconhecimento de objetos | (-) indice de | () indice de | () indice de

reconhecimento

reconhecimento

reconhecimento

Legenda: (1): aumentou; (]): diminuiu; (-): ndo alterou

Dosagem Neuroquimicas MFD 2,5 MFD 5 MFD10

TBARS (O HC; () CEe (1YHC; (1)CE e (M HC; (1)CE e
() CPF (1) CPF (1) CPF

Nitrito/Nitrato (1)HC; (1)CE e (1)HC; (1)CE e (1)HC; (1)CE e
() CPF (1) CPF (1) CPF

GSH ()HC; (1) CE e ()HC; (1) CE e (L)HC; (1) CE e
(l) CPF (1) CPF (1) CPF

Catalase (I)HG; (l)CE e (I)HG; (I)CE e (lYHC; () CE e
(l) CPF (1) CPF (1) CPF

AChE (l)HC; () CE e (l)HC; (-) CE e (l)HC; () CE e
(l) CPF (1) CPF (1) CPF

Legenda: (1): aumentou; (}): diminuiu; (-): n&o alterou,

cortex pré-frontal

(HC): hipocampo, (CE): corpo estriado, (CPF):
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Dosagem de dopamina e MFD 2,5 MFD 5 MFD10
DOPAC
Dopamina (1) CE (1) CE (1) CE
DOPAC (1) CE () CE (1) CE
Legenda: (1): aumentou; (|): diminuiu; (-): ndo alterou
MFD 2,5 MFD 5 MFD10

Dosagem de MPO

(M HC; (1) CE e
(-) CPF

(M HC; () CE e
(1) CPF

(MHC; () CE e
(1) CPF

Legenda: (1): aumentou; (]): diminuiu; (-): ndo alterou

Dosagem de TNF- a; COX-2 | MFD 5
e iINOS
TNF-a (1)YHC; (1)CE e
(1) CPF

COX-2 (1) CE

INOS (1) CE
Legenda: (1): aumentou

Teste in vitro MFD

MTT

(1) viabilidade celular

Legenda: (1): aumentou
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8 CONCLUSAO

O metilfenidato demonstrou um potencial para a atividade ansiolitica e
antidepressiva e apresentou uma acao pré-oxidante e pré-inflamatéria visto através
do modelo de epilepsia induzida por pilocarpina em ratos jovens. Portanto, deve-se
investigar com maior profundidade para tentar minimizar os riscos sendo necessaria
uma maior adverténcia na bula desse medicamento enfatizando o risco do uso em

pacientes com histéria de convulsao.
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Declaramos goe o protocolo peen wso de amimais em experimentsgho n*
115, sobre o projeto intitulado: Estudo da ritaling {Cloridrato de metilfenidate) no
modelo de epilepsia induzida por pilecarping om ratos jovens: abordagem
comportamental, histeligica ¢ mewroquimica, de resporsabilidade do {a) Prof{a)
Drfa) Marta Maria de Franga Fontubes, ¢ co-oriestagio & Profa. D Lissiana
Magna Vascoecelos Aguiar, esth de acordo com os Principios Fticos ma Experimentagtio
Animal adotakes peko Coeselho Nocloeal na Ciéncia ¢ FExperimentagio  Animal
(CONCEA).

Duclaramos ainda gee o refenido projeto fol aprovado pels Comisséio de
Etica no Uso de Ansmsis(CEUA), em reuniio reslizads em 08 de setembro de 2015

Sabral, 09 de setembeo de 2015

Profe. Dra. Lissiana Magea Vasconcelos Agusar

Coordenadoen da Comisso de Etica oo Uso de Animais — CHUA



Tabela 2—Teste do Campo aberto

APENDICE A

Animais Grupos NUumero de cruzamentos Rearing
SAL 46,64+1,62(14) 17,93+0,99(14)
MFD2,5 64,00+2,87(15) -
N&o-epiléptico MFD5 79,2+4,35(15) -
MFD10 107,8+4,45(17) -
SAL + P320 - 26,07+2,00(15)

MFD2,5 + P320
MFD5 + P320
MFD10 + P320

Epiléptico

85,07+3,73(15)
81,31+5,06(13)
119,0+9,02(15)

*.: sem significancia em relagdo ao controle nao epiléptico. (

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina.

Tabela 3—Teste do Labirinto em Cruz Elevado

157

): nimero de animais. SAL: Salina.

Animais Grupos NEBA TPBA PEBA PTBA
SAL 4,93+0,41(15)  144,56,72(13) 49,84+1,31(10) 57,12+2,41(11)
MFD2,5 - - - -
Nao-
o MFD5 7,77+0,55(13) - - 77,50+4,32(10)
epiléptico
MFD10 10,67+0,33(12) - 64,84+2,36(11) 74,57+3,63(9)
SAL+P320  2,56:0,43(16)  4527%6,39(11) 22,38+2,07(9) 18,02+4,13(9)
MFD2,5 + - - -
9,38+0,78(13)
L P320
Epiléptico
MFD5 + P320  9,33+0,77(12) - 63,08+3,72(9)  80,36+3,42(11)
MFD10 + - 59,95+2,02(9) -
8,45+0,79(11)
P320

*.: sem significancia em relagdo ao controle ndo epiléptico. (

): nimero de animais. SAL: Salina.

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. NEBA: nimero de entrada nos bracos abertos. TPBA: tempo de

permanéncia nos bragos abertos PEBA: percentual de entrada nos bragos abertos P TBA: percentual

de tempo nos bragos abertos.



Tabela 4-Teste do Nado Forcado

Animais Grupos Tempo de imobilidade
SAL 218+4,13(8)
. MFD2,5 137,6+21,58(6)
Néo-
o MFD5 87,17+4,35(6)
epiléptico
MFD10 71,0+6,49(6)
SAL + P320 134,8+4,03(9)
o MFD2,5 + P320 124,2+8,07(6)
Epiléptico
MFD5 + P320 81,25+10,86(8)

MFD10 + P320

7+7(8)

(' ): nimero de animais. SAL: Salina. MFD: metilfenidato. P: pilocarpina.

Tabela 5-Teste do Labirinto em Y

Animais Grupos Alternacbes espontaneas (%)
SAL 72,56%1,52(9)
MFD2,5 -
N&ao-
| MFD5 -
epiléptico
piep MFD10 -
SAL + P320 56,37+4,09(7)
MFD2,5 + P320 62,97+3,61(7)
Epiléptico
MFD5 + P320 62,56+1,52(9)

MFD10 + P320

64,68+0,51(7)

*-: sem significancia em relagdo ao controle ndo epiléptico. ( ): nUmero de animais. SAL: S

Salina. MFD: metilfenidato. P: pilocarpina.

Tabela 6— Teste do Reconhecimento de Objetos

Animais Grupos Alternacdes esponténeas (%)
SAL 0,67+0,09(6)
MFD2,5 -
N&o-
| MFD5 -
epiléptico
Prep MFD10 -
SAL + P320 0,24+0,09(6)
L MFD2,5 + P320 -
Epiléptico
MFD5 + P320 -

MFD10 + P320
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*-: sem significancia em relacdo ao controle ndo epiléptico. ( ): nUmero de animais. SAL: Salina.

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina.

Tabela 7- Dosagem de TBARS

Animais Grupos HC CE CPF
SAL 119,0£11,79(7)  154,5+ 22,64(7) 221,5+14,54(7)
NG MFD2,5 227,5+15,07(7) - 178,5+£30,39(6)
80-
o MFD5 322,8+38,78(6) 410,2+64,26(6) -
epiléptico
MFD10 413,5+25,48(6) 532,8+42,42(6) -
SAL + P320 250,6%25,91(7) 502,9+48,72(7) 469,8+40,62(7)
o MFD2,5 + P320 279,3+52,06(6) - -
Epiléptico

MFD5 + P320
MFD10 + P320

368,8+22,71(8)
293,7+14,79(7)

348,9+24,16(7)
516,6+54,57(7)

436,4+50,47(8)
511,2+53,99(8)

*-. sem significAncia em relacdo ao controle ndo epiléptico. (

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. HC: hipocampo CE: corpo estriado CPF: cértex pré-frontal

Tabela 8- Dosagem de Nitrito/nitrato

Animais Grupos HC CE CPF
SAL 3,26+0,54(9) 4,94+ 0,44(6) 2,19+0,44(6)
NA MFD2,5 - 17,68 + 1,82 (6) 10,58+1,88 (6)
d0-
MFD5 - - 12,64+1,55 (5)
epiléptico
MFD10 - - -
SAL + P320 20,76+2,64(7) 18,40+1,33(7) 12,17+0,77(6)
MFD2,5 + P320 14,79+42,45(6) 22,05+4,64(6) -
Epiléptico
MFD5 + P320 29,97+1,84 (7) 23,46+2,12 (6)  19,27+1,95 (6)

MFD10 + P320

35,99+2,49 (6)

31,81+2,25 (7)

25,59+2,85 (5)

*.: sem significancia em relagdo ao controle nao epiléptico. (

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. HC: hipocampo CE: corpo estriado CPF: cortex pré-frontal

): nimero de animais. SAL: Salina.

): ndmero de animais. SAL: Salina.



Tabela 9- Determinacéo sobre a concentracdo de Glutationa reduzida (GSH)

Animais Grupos HC CE CPF
SAL 1128+87,99 (7) 11544120,3 (6) 1043+73,73 (6)
467,7+24,79 (6) 420,4+23,43
MFD2,5 560,0+31,07 (6)
(6)
N&o- 485,5+28,03 (6) 372,3+35,55
MFD5 482,9+38,01 (7)
epiléptico (6)
601,4+44,59 (7) 465,6+54,30
MFD10 467,1+59,09 (7)
@)
SAL + P320 524,3+44,16 (6)  405,6+16,80 (6) -
277,6+43,50 (6) 206,9+17,72
MFD2,5 + P320  292,0+38,72 (7) @
Epiléptico 654,7+80,29 (6) 393,2+31,33
MFD5 + P320 419,6+54,28 (6) ©)
459,2+15,33 (6) 819,9+18,17

MFD10 + P320  835,5+25,89 (6)

(6)

*.: sem significancia em relagdo ao controle ndo epiléptico. (

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. HC: hipocampo CE: corpo estriado CPF: cortex pré-frontal

Tabela 10- Determinagéo da atividade da catalase

CE

CPF

7,01£1,00 (6)
3,29:0,65 (6)

8,54+1,22 (6)
5,78+1,02 (6)
3,54+0,75 (6)
3,68+1,26 (5)

Animais Grupos HC
SAL 16,46+1,98 (6)
MFD2,5 4,28+0,62 (6)
N&o-
o MFD5 5,35+1,68 (6)
epiléptico
MFD10 7,46+1,58 (6)
SAL + P320 3,51+0,45 (7)
o MFD2,5 + P320 3,76+0,54 (7)
Epiléptico
MFD5 + P320 6,62+1,84 (7)

MFD10 + P320 6,89+1,46 (7)

3,48+0,68 (6)
2,22+0,59 (5)
3,29+0,31 (6)

3,430,57 (8)
2,72+0,59 (7)
3,79+0,57 (8)
3,90+0,62 (8)

*-. sem significancia em relacdo ao controle néo epiléptico. (

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. HC: hipocampo CE: corpo estriado CPF: cértex pré-frontal
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): nimero de animais. SAL: Salina.

): nimero de animais. SAL: Salina.



Tabela 11- Determinacdo da atividade da Acetilcolinesterase

161

Animais Grupos HC CE CPF
SAL 4,63+0,43 (5) 6,53+0,70 (6) 2,63+0,45 (6)
NG MFD2,5 2,15+0,24 (6) - 1,14+0,30 (5)
80-

o MFD5 2,33+£0,13 (7) - 1,46+0,11 (6)
epiléptico

MFD10 2,06+0,51 (6) - 1,70+0,17 (7)

SAL + P320 1,90+0,39 (5) - 0,86+0,15 (5)

o MFD2,5 + P320 2,11+0,27 (5) - 1,71+0,26 (6)
Epiléptico

MFD5 + P320 1,70+0,11 (8) - 1,43+0,16 (8)

MFD10 + P320

2,71+0,29 (5)

1,15+0,20 (6)

*-. sem significAncia em relacdo ao controle ndo epiléptico. (

): nimero de animais. SAL: Salina.

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. HC: hipocampo CE: corpo estriado CPF: cortex pré-frontal

Tabela 12- Determinacdo das concentracBes de Monoaminas e do metabdlito DOPAC em corpo

estriado

Animais Grupos DA DOPAC
SAL 1,28+0,32 (5) 6,14+0,42 (4)
MFD2,5 - -
N&o-
o MFD5 3,32+0,16 (5) -
epiléptico
MFD10 7,52+0,37 (5) -
SAL + P320 - 13,59+0,85 (5)
MFD2,5 + P320 9,67+0,03 (4) 2,72+0,74 (4)
Epiléptico

MFD5 + P320
MFD10 + P320

11,31+0,46 (4)
18,59+1,54 (3)

1,89+0,00 (4)

*-: sem significancia em relagcdo ao controle nao epiléptico. (

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. DA: dopamina

): nimero de animais. SAL: Salina.

Tabela 13- Determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

HC

CE

CPF

2,1020,23 (6)
4,29+0,37 (6)
5,10+1,04 (5)
6,6620,53 (7)

3,2610,35 (6)

10,7620,52 (7)

2,47%0,18 (8)

7,82+0,99 (7)

Animais Grupos
SAL
MFD2,5
_N,glof MFD5
epiléptico MEDL0
SAL + P320
Epiléptico MFD2,5 + P320
MFD5 + P320

7,18%0,46 (6)
6,69+0,30 (5)
9,91+1,33 (5)

8,95£0,71 (7)
7,08+0,90 (5)
8,83+0,39 (5)

6,69+1,10 (7)

9,18+0,75 (5)
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MFD10 + P320  14,83%1,00 (7) _ 19,071,59 (7)  18,42£1,41 (8)

*.. sem significancia em relagdo ao controle ndo epiléptico. ( ): niumero de animais. SAL: Salina.

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. HC: hipocampo CE: corpo estriado CPF: cértex pré-frontal

Tabela 14- Determinacdo sobre a concentracdo de TNF-a

Animais Grupos HC CE CPF
364,4 + 52,16 424,0+58,99 (5) 524,0+68,85
SAL
o ©) (5)
N&o epiléptico
- 1037 + 35,68
MFD5 -
(4)
869,8+59,58 (4) 894,0+63,77
SAL + P320 750,3169,44 (4) @
4
Epiléptico
849,5 + 37,91 1052 + 150,7 (4) 1307 +233 (4)

MFDS5 + P320
4)

*-. sem significancia em relacdo ao controle ndo epiléptico. ( ): nUmero de animais. SAL: Salina.

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. HC: hipocampo CE: corpo estriado CPF: cértex pré-frontal

Tabela 15- Determinacao da atividade da COX-2 em corpo estriado

Animais Grupos CE
Nao epiléptico SAL 8,31+ 2,51 (7)
SAL + P320 17,57 £ 1,91 (9)
Epiléptico

MFD5 + P320 18,69 + 1,488 (9)

*.; sem significancia em relacdo ao controle ndo epiléptico. ( ): nUmero de animais. SAL: Salina.

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. CE: corpo estriado

Tabela 16- Determinacao da atividade da iNOS em corpo estriado

Animais Grupos CE
N&o epiléptico SAL 27,53 £ 1,15 (8)
SAL + P320 37,47 = 3,13 (7)
Epiléptico

MFD5 + P320 50,57 + 3,17 (9)

*.; sem significancia em relagdo ao controle ndo epiléptico. ( ): niumero de animais. SAL: Salina.

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. CE: corpo estriado



