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RESUMO 

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

O metilfenidato (MFD) é o medicamento utilizado para Transtorno do Déficit de 
Atenção/ Hiperatividade (TDAH). Na clínica, há uma prevalência 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 possível atividade do MFD em um modelo 

pré-clínico 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 indução do modelo de epilepsia. As crises 
comportamentais foram classificadas de acordo com a escala de Racine e a duração 

do status epilepticus (SE)  foi controlada com diazepam (DZ, 4mg/Kg, i.p., 60 
minutos após a indução). 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 avaliação do estresse oxidativo, a dosagem de TNF-α e 
análise da expressão de COX-2 e iNOS.  Os resultados analisados no teste do 

labirinto em cruz elevado, mostraram que o MFD aumentou os parâmetros, 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. Não alterou o 
número de rearing. No teste do nado forçado, o MFD diminuiu o tempo de 
imobilidade em todas as doses analisadas nos animais epilépticos e não epilépticos. 

No teste do Y-maze (memória de curta duração) houve uma diminuição nas 
alternâncias espontâneas nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg dos animais epilépticos. 

No teste do Reconhecimento de Objetos (memória de longa duração) não houve 
alteração em nenhuma dose do MFD. A avaliação da atividade oxidante mostrou 
que o MFD aumentou os níveis de peroxidação lipídica e nitrito/nitrato, e diminuiu a 

atividade da GSH e da catalase. Houve uma diminuição na atividade da AChE no 
hipocampo e córtex pré-frontal. Houve um aumento da atividade da mieloperoxidase 

(um biomarcador de inflamação) no tratamento com MFD. O MFD aumentou os 
níveis de TNF- α induzido por P320 no hipocampo, corpo estriado e córtex pré-
frontal, reforçado pelos efeitos observados através da atividade da COX-2 e iNOS 

que apresentou aumento na marcação para essas enzimas no corpo estriado. A 
determinação dos níveis de monoaminas mostrou que o MFD aumentou os níveis de 

dopamina (DA) e diminuiu os níveis 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 ansiolítica e 

antidepressiva e apresentou uma ação pró-oxidante e pró-inflamatória visto através 
do modelo de epilepsia induzido por pilocarpina em ratos jovens.  

Palavras-chave: Metilfenidato. Epilepsia. Inflamação.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-α 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-α 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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Metilfenidato  

 

O metilfenidato (MFD) foi sintetizado pela primeira vez em 1944 por Leandro 

Panizzonem. Em 1954 teve início 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 começaram a ressaltar os benefícios do MFD 

para tratamento de crianças hiperativas e distraídas (SHIRAKAWA, 2012).  

O MFD é considerado a terapêutica de primeira linha no tratamento do 

Transtorno do Déficit de Atenção e Hiperatividade (TDAH) (MALDONADO, 2013) e 

de segunda linha no tratamento da narcolepsia onde é dada preferência ao modafinil 

ou oxibato sódico (THORPY; DAUVILLIERS, 2015). No TDAH, o MFD diminui a 

inquietação motora, aumenta a concentração, atenção e memória enquanto que na 

narcolepsia produz estimulação do Sistema Nervoso Central (SNC), aumento da 

vigília, diminuição da sensação de fadiga e elevação do estado de ânimo, entendido 

como alegria e ligeira euforia (BRANT; CARVALHO, 2012).  

Na literatura relata-se a sua utilização para melhorar o estado de alerta, no 

tratamento de depressões, terapêutica da narcolepsia e mudança de comportamento 

das crianças agitadas, inquietas e desatentas (BRANT; CARVALHO, 2012; WEDGE, 

2015). Poucos trabalhos avaliam a atenção e a memória em indivíduos saudáveis 

após o uso do medicamento (MACHADO; TOMA, 2016). 

O uso não terapêutico do MFD faz-se, em grande parte, por estudantes e 

trabalhadores (designadamente profissionais da área da saúde), como forma de 

potenciarem os seus desempenhos escolares e laborais conseguindo assim 

alcançar elevados níveis de produtividade, e não para fins recreativos ou por simples 

curiosidade, como acontece com outras substâncias psicoativas (BRANT; 

CARVALHO, 2012; GAHR et al., 2014). É comum o consumo de MFD entre 

motoristas, executivos, profissionais de saúde, atletas e estudantes (sobretudo em 

vésperas de provas) como forma de prolongar o estado de vigília, melhorar o 

rendimento físico e intelectual (BRANT; CARVALHO, 2012). 

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

fórmula química é C14H19NO2 e o nome químico é metil 2- fenil- 2-(2-piperidil) 
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acetato e está relacionado estruturalmente à anfetamina (FRATI, et al., 2015; 

KIMKO et al., 2012). É uma substância quiral cuja farmacologia específica está 

situada totalmente no enantiômero D. No cérebro humano, o enantiômero D se liga 

aos transportadores de dopamina, enquanto o enantiômero L não apresenta essa 

capacidade de ligação (VOLKOW et al., 2005). 

 

Figura 1- Estrutura química do metil fenidato 

 

 

Fonte: SMITH, 2012 

 

O MFD foi aprovado para comercialização no Brasil em 1998 (ANVISA, 2012) 

e atualmente é comercializado sob os nomes: Ritalina®, disponível em comprimido 

em doses de 10 mg (ação rápida) e de 10, 20, 30 e 40 mg LA (liberação modificada) 

e Concerta®, disponível em doses de 18, 36 e 54 mg em comprimidos com liberação 

prolongada (BULA VENVANSE, 2016). 

O MFD de liberação lenta inicia sua ação somente 1 hora após a 

administração, porém age durante todo o dia, sem oscilações. As doses utilizadas 

variam de 18 até 120 mg e o pico plasmático ocorre em 8 horas. No caso do MFD de 

liberação rápida, as dosagens recomendadas são de 10 até 100 mg. Sua meia-vida 

tem duração de 2 a 4 horas, acarretando oscilação da dose efetiva plasmática ao 

longo do dia e o metabolismo é hepático (ALÓE, 2010). 

A absorção do MFD é completa e rápida, atravessando a barreira 

hematoencefálica facilmente, devido a sua lipossolubilidade. Após a absorção, em 

um período de 48 a 96 horas, o MFD é metabolizado através do sistema 
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microssomal hepático. O principal metabólico urinário é um produto desesterificado, 

o ácido ritalínico (AURIEL et al., 2009). 

As doses diárias necessárias para alcançar os benefícios clínicos variam 

amplamente em crianças e adultos devido à variabilidade na absorção pelo trato 

gastrointestinal, permeabilidade da barreira hematoencefálica e resposta ao 

tratamento. A dose clínica pode variar de 0,1 a 1,6 mg/Kg/dia, normalmente dividida 

em 3 a 4 doses (SWANSON et al., 2003). Para a obtenção de melhor resposta 

terapêutica, a dose deve ser ajustada individualmente (SWANSON et al., 1991).  

Os efeitos adversos remetidos ao uso de MFD incluem anorexia, náuseas e 

vómitos; dores abdominais, cefaleias, inibição do crescimento quando usado por 

períodos prolongados nas crianças, palpitações, hipertensão e psicose. O MFD está 

contraindicado na gravidez e aleitamento; glaucoma, tiques, doença cardíaca e 

epilepsia (INFARMED, 2016). 

A bula do medicamento Ritalina® (2016) adverte sobre os riscos de 

desenvolver dependência física e psíquica, fato que justifica sua prescrição 

cautelosa em pacientes com história de uso de dependência de drogas ou 

emocionalmente instáveis, por risco de aumentarem a dose do tratamento por 

iniciativa própria. 

A preocupação acerca da segurança do metilfenidato tem aumentado, 

principalmente, no que diz respeito à possibilidade de desenvolvimento de doenças 

cardio e cerebrovasculares. É importante que sejam feitos exames antes do início do 

tratamento e monitorizações regulares dos parâmetros cardiovasculares durante o 

mesmo (BERMAN, 2009).  

O perfi l de eficácia e dos eventos adversos é similar aos efeitos produzidos 

pelos estimulantes. Porém, seu mecanismo de ação ainda não está completamente 

conhecido. Sabe-se que o mecanismo de ação do metilfenidato e das anfetaminas é 

exatamente o mesmo da cocaína: poderosos estimulantes que aumentam a atenção 

e a produtividade (BRATS, 2014). 

 Com estrutura química semelhante, essas substâncias aumentam os níveis 

de dopamina no cérebro, pelo bloqueio de sua recaptação nas sinapses. Como 

consequência desse aumento, o cérebro torna‐se dessensibilizado a situações 

comuns da vida que provocam prazer, como alimentos, emoções, interações sociais, 

afetos, o que leva à busca contínua do prazer artificial provocado pela droga, 

culminando na “drogadição”. Além disso, especula‐se se os aumentos 
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desnecessários da dopamina durante a infância poderiam alterar o desenvolvimento 

do cérebro. Como a medicação costuma ser retirada em torno dos 18 anos, esses 

jovens podem se tornar áditos a cocaína na vida adulta, como modo de substituir a 

droga legal que tomaram por anos (MOYSES; COLARES, 2013). 

  O seu mecanismo de ação passa por inibir a recaptação de dopamina e 

noradrenalina provocando um aumento extracelular das catecolami nas na fenda 

sináptica (Figura 2), o que eleva o nível de alerta do SNC, incrementa os níveis 

excitatórios do cérebro, resultando numa melhor concentração, coordenação motora 

e controlo dos impulsos (RANG et al., 2015; GUZMAN, 2016).   

Dessa forma, quanto ao mecanismo do MFD, a conclusão que se chega é a 

de que em indivíduos com TDAH, o tratamento com MFD induz um aumento na 

amplificação do sinal dopaminérgico estriatal, que poderia levar à melhora da 

atenção e diminuição da distração. Adicionalmente, a dopamina é um 

neurotransmissor que salienta o sinal do estímulo e dirige a motivação da 

performance na direção da meta do comportamento (KOOB, 1996; BERRIDGE; 

ROBINSON, 1998; HOLLERMAN; SCHULTZ, 1998). 

 

Figura 2- Mecanismo de ação do metil fenidato 

 

    Fonte: SOUSA et al., 2015 

 

Durante o tratamento com o MFD é importante ter em conta possíveis 

interações com outros estimulantes do SNC e IMAO (inibidor da Monoamina 

Oxidase), com álcool e cafeína. O MFD pode também aumentar o efeito dos 
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antidepressivos tricíclicos e dos inibidores seletivos da recaptação da serotonina. A 

sua prescrição é contra- indicada em casos em que crianças apresentem tiques, 

glaucoma, epilepsia ou doenças cardíacas  (AFONSO, 2010). 

Levando em consideração a relação do tratamento com MFD, o TDAH e a 

epilepsia, há propostas de uma análise cuidadosa quanto ao risco/ benefício ao se 

considerar o tratamento de TDAH com MFD em crianças com epilepsia, onde há 

fatores que devem ser levados em consideração como a frequência, gravidade e tipo 

de convulsão, bem como o curso longitudinal dos sintomas do TDAH (RAVI;  

ICKOWICZ, 2016).  

No estudo de Gonzalez-Heydrich et al., 2004, realizado com 27 crianças entre 

6 e 14 anos com epilepsia e TDAH, que tiveram pelo menos uma crise nos últimos 

cinco anos, mas que não apresentaram crises no último mês, e recebeu tratamento 

com MFD, foi observado que dois pacientes sofreram crise, e o maior número de 

pacientes melhoraram significativamente os sintomas de TDAH. Mais recentemente, 

estes autores apresentaram resultados de 33 crianças e adolescentes com TDAH e 

epilepsia e descobriram que um pequeno número de crises ocorreu tanto no grupo 

que recebeu o MFD (cinco casos) e no grupo de placebo (três casos) (GONZALEZ-

HEYDRICH et al., 2010). 

 

1.2 Transtorno do Déficit de Atenção e Hiperatividade (TDAH) 

 

O Transtorno do Déficit de Atenção e Hiperatividade (TDAH) é um dos 

transtornos neurológicos do comportamento mais comum da infância e parecer 

haver fortes fatores biológicos, sociais, genéticos e fatores ambientais que 

contribuem para o desenvolvimento desse transtorno. É caracterizado por uma série 

de problemas, sinais claros e repetitivos de desatenção, inquietude e impulsividade, 

que resultam em um desenvolvimento não adequado no dia-a-dia (SOUZA; SOUZA, 

2016). 

O TDAH afeta entre 3,4% à 7,2% das crianças e dos adolescentes no mundo 

(POLANCZYK et al., 2015; THOMAS et al., 2015). Em 2007 foi estimado que 

aproximadamente 5,4 milhões de crianças e adolescentes entre 4 a 17 anos tinham 

TDAH nos Estados Unidos da América (VIRTUOSO, 2016). Estimativas de 

prevalência de TDAH em crianças (0,9%) e adolescentes (26,8%) bastante 

discordantes foram encontradas no Brasil (ANVISA, 2012). Não foi evidenciado um 
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aumento da prevalência da doença na última três décadas, sugerindo que o 

aumento observado nas taxas de diagnóstico é reflexo da melhor conscientização da 

população aliada à melhora da prática clínica e do maior acesso aos medicamentos 

(POLANCZYK et al., 2014).  

Há algum tempo, pensava-se que os sintomas do TDAH diminuíam com a 

adolescência, mas os sintomas nascem com o indivíduo, aparecem já na infância e 

acompanha-o durante sua vida. Pesquisas mostraram que a maioria das crianças 

com TDAH chega à maturidade com um padrão de problemas muito similar aos da 

infância e que quando adultos, experimentam dificuldades no trabalho, na sociedade 

e no ambiente familiar (SOUZA; SOUZA, 2016). 

Na população mundial, o TDAH é mais frequente em meninos do que 

meninas com uma proporção de 2:1 em crianças e 1,6:1 nos adultos.  Nas meninas 

predomina a apresentação desatenta, com menos sintomas de distúrbios de conduta 

com comorbidades (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DO DEFICIT DE ATENÇÃO, 

2015). 

Atualmente, a quinta edição do Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Transtornos Mentais (DMS-5) subdivide o TDAH em três subtipos, de acordo com a 

sintomatologia: Predominantemente desatenta (não presta atenção em detalhes ou 

comete erros por descuido em tarefas escolares e de trabalho; dificuldade de manter 

a atenção em tarefas ou atividades lúcidas; perder coisas necessárias para tarefas 

ou atividades, etc); Predominantemente hiperativa/ impulsiva (remexer ou batucar as 

mãos ou pés ou se contorcer na cadeira; correr ou subir nas coisas em situações em 

que isto é inapropriado, deixar escapar uma resposta antes que a pergunta seja 

concluída, interromper ou se intrometer nas conversas, etc) e, Combinada 

(caracteriza-se pela combinação dos dois subtipos) (ASSOCIAÇÃO PSIQUIÁTRICA 

AMERICANA, 2014).  

A taxa de diagnóstico de TDAH aumentou em cerca de 41% durante os 

últimos 10 anos, com um aumento principalmente entre os adolescentes do sexo 

masculino com idade entre 14 a 17 anos (JORDAN et al., 2014). O diagnóstico do 

TDAH é realizado a partir de exame clínico, no qual são analisadas caracter ísticas 

comportamentais, relacionadas à presença ou não de hiperatividade, impulsividade 

e distratibilidade. Não se conhecem marcadores biológicos ou testes laboratoriais 

que  podem confirmar a sua presença e assim esse transtorno é identificado, 
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principalmente, através das observações das características comportamentais 

(TRIPP; WICKENS, 2009). 

Para o diagnóstico do TDAH é necessário a presença de seis ou mais 

sintomas de desatenção e/ou de hiperatividade/impulsividade por pelo menos seis 

meses, com prejuízo nas atividades acadêmicas e sociais. Além disso, eles devem 

iniciar antes dos 12 anos de idade e estarem evidentes em mais de um contexto da 

vida do indivíduo (na escola e em casa, por exemplo)  (ASSOCIAÇÃO 

PSIQUIÁTRICA AMERICANA, 2014).  

  Esse diagnóstico é um processo de múltiplas facetas: ele é multi-profissional 

e requer participação de professores, psicólogos, médicos e se, necessário, outros 

profissionais da área da saúde e da educação. A participação desses profissionais, 

além da família, é essencial para registrar, adequadamente, um histórico detalhado 

e para a correta avaliação do quadro (SOUZA; SOUZA, 2016). 

 

1.2.1 Etiologia do TDAH  

 

Não há ainda completo entendimento da etiologia do TDAH, sabe-se que é 

um transtorno heterogêneo e que se desenvolve de uma interação entre fatores 

ambientais e genéticos. Crianças de pais com TDAH tem de 2 a 8 vezes mais risco 

de serem portadores do transtorno do que a população em geral (GENRO et al., 

2012; MALIN; TILL, 2015). 

A Associação Americana de Psiquiatria (APA) lista em seu manual, DSM-5, 

como fatores de risco: fatores ambientais (baixo peso ao nascer, criminalidade dos 

pais, colocação em lar adotivo, negligência, abuso infantil, exposição a agentes 

tóxicos como o chumbo, ao cigarro, aos medicamentos (paracetamol), uso de 

substâncias ilícitas, infecções como encefalite e exposição ao álcool na vida uterina), 

causas genéticas e fisiológicas (onde o TDAH é mais comum em parentes de 

primeiro grau, anormalidades metabólicas, deficiência nutricional e epilepsia tem 

influência nos sintomas do TDAH) (APA, 2013; THAPAR; COOPER, 2015). Estudos 

têm afirmado que as dificuldades no contexto familiar são as consequências e não o 

agente etiológico do TDAH (SOUZA; SOUZA, 2016).  

Em crianças e adolescentes com desenvolvimento típico, sabe-se que o nível 

socioeconômico pode produzir diferenças no desenvolvimento cognitivo em 
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atividades que envolvam atenção, funções executivas, linguagem, leitura e raciocínio 

espacial (NOBLE et al., 2015).  

Segundo Furukawa et al. (2014), os fatores genéticos, provavelmente, 

envolvem múltiplos genes de efeito moderado, não de único gene. Identificou-se 

uma contribuição genética significativa no transtorno, que apresenta uma taxa de 

herdabilidade estimada em 76% (POLANCZYK et al., 2012), entretanto, não há 

clareza sobre quais são os principais genes envolvidos. As pesquisas têm indicado 

alterações anatômicas e fisiológicas nas áreas frontoparietais e frontoestriatais. 

Indivíduos com TDAH apresentam redução bilateral no volume pré-frontal e na 

substância branca das regiões occipitais e parietais, bem como aumento da massa 

cinzenta na área parietal inferior. Já que há alterações da morfometria cerebral, há 

reduções no volume do cerebelo, do núcleo caudado e do putâmen. Há também 

alterações no funcionamento do cíngulo dorsal anterior, do circuito frontoestriatal, do 

córtex 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 interações de redes cerebrais funcionalmente especializadas 

(SPRENG et al., 2013). Uma complexa química cerebral interliga regiões corticais e 

subcorticais, núcleos vegetativos, motores e sensoriais a fim de realizar operações 

cognitivas elementares, como atenção, percepção, linguagem e memória (STILES; 

JERNIGAN, 2010; GUARDIOLA, 2015). 

Sabe-se que os mecanismos atencionais são desempenhados pela 

interconexão de algumas estruturas neuroanatômicas, como o Sistema Ativador 

Reticular Ascendente (SARA), áreas subcorticais constituintes do sistema límbico 

mesotemporais, córtex pré-frontal (CPF), giro cingulado anterior, colículo superior, 

núcleo pulvinar do tálamo, cerebelo e lobo parietal posterior (LURIA, 1981; POSNER 

et al., 2014). O circuito formado pelo CPF do hemisfério direito e o tronco encefálico, 

mais especificamente no locus coeruleus, sistema colinérgico, núcleos da base e 

núcleo talâmico intralaminar parecem relacionar-se com o sistema de vigilância 

cerebral, a manutenção da sustentação atencional e do estado geral de alerta 

(HOFMEISTER; STERPENICH, 2015). 
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O sistema atencional anterior, desenvolvido pelo córtex frontal exerce 

atividade regulatória ao estabelecer conectividade global inibitória do CPF com 

outras regiões, e participa conjuntamente do núcleo estriado do planejamento das 

respostas motoras. Já o sistema atencional posterior, formado pelo córtex parietal, 

núcleos talâmicos e estruturas mesencefálicas, associa-se com o controle do 

processamento perceptual automático e a atenção explícita ou voluntária (BOLFER 

et al., 2010; FARRANT; UDDIN, 2015). 

Outra hipótese de grande impacto científico relaciona o TDAH às 

catecolaminas, sendo o principal neurotransmissor a dopamina (GUARDIOLA, 

2015). Entre os possíveis marcadores genéticos relacionados com o TDAH 

encontram-se os genes transportadores de dopamina – DAT1, DRD4 e DRD5 

(MICK; FARAONE, 2008). O circuito dopaminérgico cerebral envolve projeções do 

neurotransmissor dopamina do mesencéfalo para diversas áreas cerebrais: colículo 

superior, tálamo, gânglios da base, lobo parietal, lobo frontal e giro cingular anterior, 

que são apontadas na literatura como regiões intimamente associadas ao TDAH 

(GUARDIOLA, 2015). 

As rotas dopaminérgicas mesocorticais e nigrostriatal são responsáveis pelos 

déficits cognitivos na modulação da atenção visual e nas funções executivas. O 

excesso de dopamina em áreas estriatais (núcleo caudado e putâmen) resulta nos 

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

 

1.2.3 Comorbidades do TDAH 

 

As principais dificuldades relatadas pelos médicos em relação ao TDAH são 

relacionadas às comorbidades na adolescência, sendo também  muito referido por 

vários autores (SOUZA et al., 2001; ROHDE et al., 2004; MACHADO et al., 2014; 

PAULA et al., 2015). O alto índice de comorbidades que podem estar envolvidas no 

diagnóstico do TDAH, em aproximadamente 50% dos casos, representa riscos tanto 

para o diagnóstico diferencial quanto para o tratamento e, a co-ocorrência do TDAH 

com outros transtornos deve ser investigada (MACHADO et al., 2014; MATTOS, 

2015). 

Sabe-se que crianças com TDAH podem apresentar dificuldades de 

aprendizado em 16 a 26% dos casos. Entre esses, são observados transtornos 

específicos, como dislexia, disgrafia e discalculia, sendo a dislexia a comorbidade 
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mais frequente. Em muitos casos, os transtornos da linguagem estão presentes, seja 

por distúrbios da fala, como dificuldades articulatórias, alterações do ritmo da fala e 

da qualidade da vocalização, seja por distúrbios da linguagem, tanto na percepção 

quanto na elaboração, como falhas no acesso lexical, dificuldades de estruturação 

sintático-semântico e falhas no processamento da informação (ROTTA; 

OHLWEILER; RIESGO, 2016).  

Existem várias pesquisas investigando o TDAH em crianças e adolescentes,  

mas poucos estudos conseguem obter participantes portadores exclusivos de TDAH, 

ou seja, desvinculados de outras comorbidades. Nos contextos clínicos e 

ambulatoriais observa-se a alta frequência 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 diagnósticas que abordem outros sintomas psíquicos e 

comportamentais além daqueles específicos do TDAH (SOUZA et al., 2001).  Uma 

importante distinção entre TDAH e as comorbidades é a precocidade dos sintomas, 

o curso contínuo e sem remissões 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 adolescência 

ou na idade adulta são: Transtorno Depressivo Maior, Transtorno do Humor, 

Transtorno de Ansiedade, Transtornos Psiquiátricos e Neurológicos da Infância, 

Transtorno Obssessivo Compulsivo (TOC) e Tiques, Transtorno de Aprendizado, 

sendo observada uma elevada prevalência 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; GÜNTHER et al., 2011). 

Estima-se que quase 50% dos casos de TDAH, em adultos, levam a um ou 

mais  transtornos de ansiedade, com maior prevalência em mulheres que em 

homens. Em 25 a 40% dos casos que são relatados, a criança 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 alternância de depressão e mania, 

como também por uma depressão grave e duradoura (ROTTA, OHLWEILER; 

RIESGO, 2016). A depressão em crianças pode acarretar em sintomas físicos, 
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como: dores de cabeça e dores de barriga (somatização), 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 presença 

do TDHA em crianças e adolescentes com epilepsia é amplamente descrita na 

literatura. É relatado que crianças com epilepsia e TDAH apresentam uma maior 

propensão 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 relevância 

potencial para o bem-estar das crianças, apenas algumas investigações de 

neuroimagem desta comorbidade foram publicados. Não está bem estabelecida 

ainda se os mecanismos e substratos neurobiológicos desta doença em crianças 

com epilepsia são semelhantes aos de crianças sem epilepsia (COHEN et al., 2012).  

Estudos colocam a prevalência de TDAH em 21- 31,5% dos pacientes com 

epilepsia, sendo identificada como uma comorbidade comum, aproximadamente 5 

vezes maior do que a prevalência do TDAH na população em geral (HERMANN et 

al., 2007; BERG, CAPLAN; HESDORFFER, 2011; RUSS, LARSON; HALFON, 2012; 

COHEN et al., 2012). Loutif et al. (2010), em crianças com epilepsia idiopática, 

relataram que 53% obtiveram o diagnóstico para TDAH. O tipo combinado foi o mais 

prevalente (43,7%), seguindo pelo tipo hiperativo-impulsivo (37,5%) e pelo tipo 

desatento (18,7%).  

 

1.3  Epilepsia 

 

A epilepsia é uma doença neurológica associada a uma significativa taxa de 

morbidade e mortalidade (OTTE et al., 2012). É caracterizada pela interrupção 

paroxística do funcionamento normal do cérebro causada por crises epilépticas que 

ocorrem de maneira recorrente e imprevisível ou por uma única convulsão na 

presença de outros fatores que denota um elevado risco de recorrência (FISHER et 

al., 2005; FISHER et al., 2014).  

A visão deturpada que muitas pessoas têm acerca da epilepsia decorre do 

alarde produzido pelas convulsões tônico- clônicas generalizadas. O indivíduo 

apresenta perda de consciência, antes do início das crises, além da possibilidade de 

outras manifestações como gritos, perda do controle da bexiga ou intestino e, ao 
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recuperar a consciência, ficam no estado de confusão e amnésia. O fato de ser uma 

doença episódica também contribuiu para o estabelecimento do estigma de que a 

pessoa estava possuída, o que traz, para esse indivíduo, o sentimento de vergonha 

por não controlar esta situação (GRAVITZ, 2014).  

Denomina-se crise epiléptica aguda a disfunção neurológica que gera  

distúrbios de cognição, consciência, movimentos involuntários, manifestações 

psíquicas, sensoriais, autonômicas e de comportamento, podendo envolver 

diferentes áreas cerebrais (CHAUDHARY; DUNCAN; LEMIEUX, 2011). No 

desenvolvimento de alguns tipos de crises, vê-se o evento conhecido como 

convulsão, que consiste em uma alteração do comportamento resultante da 

atividade hipersincrônica, excessiva e repetitiva de neurônios do córtex cerebral. A 

natureza da crise pode ser apontada de acordo com a duração do evento e 

localização cerebral do mesmo (STEFAN et al., 2009; RAO; LOWENSTEIN, 2015).  

A epilepsia é um dos principais transtornos neurológicos com ampla 

distribuição, desconhecendo idade, raça, padrão social ou limites geográficos 

(SILVA et al., 2014). Estima-se que entre 60 e 100 milhões de pessoas sejam 

acometidos pela epilepsia o que a torna a condição neurológica crônica grave mais 

comum no mundo (SONG et al., 2002; FISHER et al., 2014; WHO, 2015).  No mundo, 

há cerca de 2,4 milhões de novos pacientes epilépticos a cada ano, dos quais, pelo 

menos, 50% começam na infância e adolescência (TUTANC et al., 2015). No Brasil, 

a epilepsia, na infância, apresenta uma variação na prevalência de 11,9 a 21 casos 

em cada 100 crianças (LONGATO, 2015).    

A fisiopatologia da epilepsia configura-se como um desequilíbrio, ou 

alterações da atividade elétrica neura l, ainda vagamente compreendido, entre 

excitação e inibição do sistema nervoso central. No entanto, há fortes indícios da 

participação de neurotransmissores envolvidos com a inibição, como o GABA (ácido 

γ-aminobutírico) (BRIGGS; GALANOPOULOU, 2011). 

 Neurônios excitatórios e interneurônios inibitórios estão no centro da 

discussão sobre epilepsia. Participando da neurotransmissão excitatória, o 

glutamato é liberado e liga-se a receptores em outros neurônios promovendo o 

disparo da crise convulsiva. Por outro lado, a inibição desta via ocorre através da 

liberação do GABA por interneurônios inibitórios, o qual se liga a receptores 

presentes em neurônios, impedindo o disparo da crise. Esses neurotransmissores 

atuam nos espaços entre os neurônios (sinapses), havendo, porém, receptores para 



31 
 

 

o GABA localizados em outras regiões neuronais, que não as sinapses. Esta seria 

uma forma do organismo garantir a neurotransmissão inibitória (EISENSTEIN, 2014).  

Além do desequilíbrio entre a transmissão excitatória glutamatérgica e a 

transmissão inibitória GABAérgica com aumento do estresse oxidativo, a gênese das 

convulsões também pode estar relacionada com outros sistemas de 

neurotransmissão, tais como serotonérgico, adrenérgico e dopaminérgico, com 

relações e mecanismos não bem elucidados e muitas vezes controversos, e que 

podem estar relacionados com as comorbidades psiquiátricas da epilepsia (MARES; 

KUBOVÁ, 2008).   

Em 2014, uma definição operacional de epilepsia para aplicação na prática 

clínica foi proposta, sendo a epilepsia definida por  qualquer uma das condições 

como: 1. Pelo menos duas crises epilépticas espontâneas não provocadas (ou duas 

crises reflexas) ocorrendo em um intervalo superior a 24 horas; 2. uma crise não 

provocada (ou uma crise reflexa) e uma probabilidade de novas crises semelhantes 

ao risco geral de recorrência após duas crises espontâneas (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 

Comissão de Classificação e Terminologia publicou novos conceitos, onde a 

classificação por localização, como focal e generalizada, deve ser mantida apenas 

para a definição de crises epilépticas e não mais ser utilizada para classificação de 

epilepsias, uma vez que muitas síndromes apresentam os dois tipos de crises. 

Esses termos poderiam ser usados em algumas instâncias, mas não em todas 

(BERG; SCHEFFER, 2011). 

Dependendo da localização, as crises podem ser focais, ou seja, com início 

em uma região restrita do encéfalo, ou generalizada, quando as descargas se 

originam concomitantemente nos dois hemisférios. As crises generalizadas 

acometem a área cerebral como um todo e podem ser do tipo: clônica, tônica, 

tônico- clônica, mioclônica, atônica e de ausência, conforme as manifestações 

motoras evidenciadas (BERG et al., 2010). As crises focais apresentam descarga 

neuronal restrita a um hemisfério cerebral e o indivíduo pode ter ou não alterações 

motoras e de consciência. Podem ser simples, quando há preservação da 

consciência durante o ictus (crise epiléptica), ou complexas, quando há perda de 

consciência (BERG et al., 2010; FERNANDES, 2013).  
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As categorias etiológicas para o possível desenvolvimento da epilepsia são o 

distúrbio epileptogênico e fatores precipitantes. Os distúrbios epileptogênicos podem 

ser lesões, neoplasia, infecções, malformação vascular e congênita e anomalias 

genéticas. Já como fatores precipitantes, nos países em desenvolvimento, as 

infecções endêmicas são os principais fatores de risco, além do consumo de álcool, 

privação 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 

países em desenvolvimento, onde se encontra um número maior de pessoas 

desnutridas, com doenças infecciosas e com deficiência no atendimento médico, 

sabendo-se que um grande número de pacientes permanece sem o tratamento 

adequado. Cerca de 80% dos 50 milhões de pessoas no mundo, que têm epilepsia, 

vivem em baixa e média renda  (MEGIDDO et al., 2016).   

Pesquisadores buscam descobrir substâncias que sejam capazes de diminuir 

as frequências e propagação das manifestações epilépticas. Muitos fármacos já 

foram descobertos com essa finalidade, mas 30% dos pacientes não apresentam 

boa resposta ou apresentam efeito adverso severo aos medicamentos disponíveis 

(WAHAB, 2010). 

 

1.3.1 Epilepsia e Neurotransmissão Colinérgica  

 

Vários 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 neurotransmissão colinérgica, com 

ativação de receptores e a cascata de sinalização excitatória. A ACh é um mediador 

químico de sinapses no sistema nervoso central (SNC), no sistema nervoso 

periférico e também na junção neuromuscular. Seus receptores e o aparato 

enzimático responsável por sua síntese e degradação constituem o sistema de 

neurotransmissão colinérgica (BRUNEAU; AKAABOUNE, 2006). A estimulação da 

ACh promove uma ativação majoritária de receptores muscarínicos no SNC, em 

detrimento de uma ativação minoritária de receptores colinérgicos nicotínicos 

(EGLEN, 2006).  
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Experimentos em roedores para indução de convulsões utilizam o agonista 

muscarínico pilocarpina, que ativa receptores metabotrópicos muscarínicos do tipo 

M1, promovendo uma cascata de sinalização intracelular excitatória com ativação da 

fosfolipase Cβ e consequentes lesões cerebrais e mudanças 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, memória, nocicepção e controle da temperatura são 

modulados por receptores muscarínicos, e o subtipo M1, pela predominância que 

tem em regiões do cérebro como hipocampo, córtex e estriado, estão intimamente 

envolvidos com a indução das convulsões, uma vez ativados por agonistas 

muscarínicos (HAMILTON et al., 1997; OKI et al., 2005; EGLEN, 2006; BUBSER et 

al., 2012; NEWMAN et al., 2012). 

A ativação do receptor colinérgico muscarínico (PERSINGER et al., 1993; 

MARINHO et al., 1998) foi apontado como não sendo o único evento responsável 

pelas convulsões produzidas pela pilocarpina, sugerindo que após ativação do 

sistema colinérgico haveria uma interação 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 

manutenção e/ou propagação das convulsões (FREITAS et al., 2003).   

 

Figura 3- Neurotransmissão colinérgica com ativação de receptores M1 e cascata de sinalização 

excitatória.  

 

Fonte: Adaptado de Jones (2012) 
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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 responsável por 40% dos casos de epilepsia nesta população e 2/3 

dessa população apresentam crises de difícil tratamento com antiepilépticos orais, 

havendo indicação cirúrgica (BLAIR et al., 2012).  Pacientes com ELT podem 

apresentar crises focais com comprometimento ou não da consciência, geralmente 

precedidas por “auras”. Estas correspondem a manifestações sensitivo -sensoriais ou 

psíquicas 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 é o mais epileptogênico dos lobos cerebrais e as funções 

relacionadas a memória, comportamento e aprendizado encontram-se distribuídas 

em circuitos temporais. Há evidências clínicas que indicam tratar-se de uma 

desordem progressiva em grande parte dos pacientes, havendo degeneração 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 manifestação patológica mais comum a esclerose hipocampal  

(TORRES, 2015). 

O mecanismo patológico está normalmente associado à esclerose 

hipocampal e alterações na rede neuronal do hipocampo (ENGEL, 1996; JIANG et 

al., 2015). A hiperexcitabilidade neuronal provoca a desregulação na função 

amigdalo-hipocampal envolvida nesse tipo de epilepsia (GRAEBENITZ et al., 2011; 

MONTI; MELETTI, 2015).  

Em adultos, a ELT é usualmente acompanhada de déficits de memória. Na 

infância, a ELT apresenta ampla diversidade clínica, eletrencefalográfica e 

etiológica. Por isso, muitos aspectos não estão definidos, especialmente os tipos de 

alterações cognitivas e comportamentais que as crianças podem apresentar. 

Crianças com ELT sintomáticas podem apresentar distúrbios de comportamento e 

problemas de aprendizagem, mesmo na ausência de déficit cognitivo global; há alta 

freqüência de TDAH; além de déficits de memória, há comprometimentos de outras 

funções neuropsicológicas como atenção, linguagem, praxia construtiva e funções 

executivas. Quanto mais cedo o início da epilepsia, pior o armazenamento da 
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informação verbal, onde as lesões mesiais correlacionam-se a prejuízos de memória 

no processo de armazenamento das informações, enquanto lesões neocorticais 

correlacionam-se a problemas na recuperação das informações (GUIMARÃES, 

2006).  

 

1.3.3 Epilepsia e Distúrbios Neuropsiquiátricos 

 

As comorbidades neuropsicológicas são um tópico bastante importante, mas 

de difícil abordagem pois a relação entre epilepsia e neuropsicologia parece ser 

multifatorial. Inúmeras variáveis clínicas relativas à epilepsia parecem influenciar os 

déficits neurocognitivos nas crianças com epilepsia, com destaque para etiologia, o 

tipo de epilepsia, a idade de início da epilepsia, a duração ativa da epilepsia, a 

frequência das crises, as descargas epilépticas subclínicas e o tratamento 

farmacológico (LOPES, 2013). 

Muitos pacientes com epilepsia sofrem transtornos psiquiátricos, incluindo 

depressão, ansiedade, TDAH, psicose, distúrbios cognitivos e alterações de 

personalidade, mas os mecanismos subjacentes à associação entre epilepsia e as 

psicopatologias são ainda pouco compreendidas (BARBOSA, 2012).  

Muitos estudos tem estabelecido uma forte conexão entre depressão e 

epilepsia, tendo em vista que estas desordens muitas vezes podem ser encontradas 

em um mesmo paciente. A depressão é o sintoma psiquiátrico mais frequente em 

pacientes que apresentam o distúrbio 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 índices mais altos de depressão 

entre todos os tipos de epilepsia (KWON; PARK, 2014). 

 O mesmo comportamento se percebe com os transtornos de ansiedade, com 

prevalência entre 11 e 25% em portadores de epilepsia, acima daquela encontrada 

na população em geral, de 7 a 11%. Tais distúrbios têm sido identificados como 

fatores de risco de epilepsia refratária em pacientes com diagnóstico 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 crianças com epilepsia, 

previamente consideradas efeitos secundários da medicação anti-epiléptica, estão 
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na verdade presentes em um número considerável de crianças cuja epilepsia acaba 

de ser diagnosticada e que ainda não 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 convulsão, 

sugerindo que os déficits cognitivos são um primeiro sintoma da perturbação 

fisiológica que dará origem a epilepsia, e não apenas um efeito secundário das 

convulsões ou dos fármacos (LOPES, 2013). 

 

1.3.4 Epilepsia e Estresse Oxidativo 

 

A mitocôndria é a principal fonte de geração de radicais livres, uma vez que o 

metabolismo de respiração celular normal gera espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e nitrogênio (ERNs). As EROs e ERNs são definidas como moléculas que 

possuem elétrons desemparelhados no seu orbital mais externo. Assim, a geração 

de radicais livres em baixas ou moderadas concentrações é uma característica 

fisiológica importante para a célula (HOVATTA et al., 2010). As EROs são o radical 

ânion superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxi la (OH), e 

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

2013). 

O estresse oxidativo pode ser definido como o desequilíbrio entre os níveis de 

compostos pró-oxidantes (produção de espécies reativas de oxigênio - ERO e 

espécies reativas de nitrogênio – ERN) e antioxidantes (eliminação de radicais 

livres), com predomínio dos primeiros, ocasionando elevada produção de espécies 

reativas (VELLOSA et al., 2013). 

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

estresse oxidativo está envolvido (MEHVARI et al., 2016). Vários estudos 

experimentais relacionam a epilepsia ao estresse oxidativo, apesar de não termos 

conhecimento ainda se o estresse oxidativo é uma causa ou consequência desta 

patologia, tem sido amplamente mencionado que o aumento da geração de radicais 

livres pode levar convulsões prolongadas podendo resultar em disfunção 

mitocondrial no hipocampo precedendo morte  de células neuronal e causando 

subsequente epileptogênese (ARMENTA et al., 2014). 

Sabemos que a formação de EROs ocorre quando elétrons desemparelhados 

fogem da cadeia transportadora de elétrons e reagem com o oxigênio molecular, 
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gerando assim superóxido, peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxil (OH-). 

Os aumentos prolongados de EROs induzem um risco inerente de aumento na 

neurodegeneração, tais como o observado na epilepsia (ARMENTA et al., 2014; 

SHIN et al., 2011). O peroxinitrito (ONOOH) que consiste em uma ERNs é um 

oxidante potente e é altamente reativo, induz a nitração da tirosina, peroxidação 

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

Os radicais livres resultantes do desequilíbrio redox endógeno podem 

desempenhar um papel importante na determinação do estresse oxidativo, morte 

celular e, consequentemente, dano tecidual. O oxigênio reativo ocasiona a oxidação 

dos lipídeos de membrana promovendo consequentemente um processo 

denominado de peroxidação lipídica. A função e estrutura das membranas celulares 

são perturbadas e destruídas pela peroxidação lipídica. Esse processo gera 

subprodutos como aldeídos reativos que podem alterar ainda mais a sua função e, 

subsequentemente, provocar danos celulares. O malonildialdeído (MDA) é um dos 

aldeídos reativos mais amplamente estudado como marcador laboratorial de 

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

O nível de peroxidação lipídica decorrente da ação das espécies reativas tem 

sido utilizado como um meio de avaliação do papel do estresse oxidativo na 

atividade de substâncias anticonvulsivante. Estudos demonstraram em modelos 

experimentais que após convulsões existe uma elevação no nível de peroxidação 

lipídica no córtex de roedores (Figura 4) (JUNIOR et al., 2009). Após a administração 

de substâncias anticonvulsivantes esse aumento de peroxidação lipídica induzido 

pela convulsão é prevenido (ALDARMAA et al., 2010; GOEL et al., 2011; HUANG et 

al., 2012).  
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Figura 4- Potencialização da formação de espécies reativas decorrentes da convulsão e dos danos 

causado pelo estresse oxidativo.  

 

Fonte: COELHO, 2014.  

 

O óxido nítrico (NO) também tem um papel importante no estresse oxidativo. 

O NO reage com o ânion superóxido dando origem ao peroxinitrito, que 

posteriormente pode se decompor dando origem ao radical hidroxila (OH )  (MEHTA 

et al., 2013). Essa predisposição 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 vários estudos de forma 

contraditória. O NO modula tanto as convulsões (JELENKOVIC et al., 2002) como a 

ação anticonvulsivante de certas substâncias (BOROWICZ et al., 1997; LUSZCZKI 

et al., 2007; SHAFAROODI et al., 2012; RAHMATI et al., 2013).  

Da mesma forma que as EROs e ERNs são produzidas, o organismo possui 

maneiras de diminuir o dano causado por elas através de mecanismos enzimáticos e 

não enzimáticos. Entre as enzimas antioxidantes, as principais são: a superóxido 

desmutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx)  (Figura 5). Entre 

estas, a SOD e CAT são as mais importantes por formarem as primeiras linhas de 

defesa antioxidante enzimática do organismo (BORRELI et al., 2014). Em certas 

situações patológicas, como as convulsões, a produção de EROs é muito alta, o que 

ocasiona uma diminuição da atividade de enzimas antioxidantes, por um mecanismo 

ainda não bem definido (RODRIGUES et al., 2012; BRANCO et al., 2013).  
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Figura 5- Principais mecanismos de inativação de espécies reativas de oxigênio  

 

 

Fonte: PAES, 2017. A Superóxido dismutase (SOD) transforma o radical superóxido (O2
-
) em 

peróxido de hidrogênio (H2O2). O H2O2 pode ser convertido em água (H2O) pela enzima catalase ou 

se transformar em radical hidroxil (HO
0
) e radical hidroxila (OH

-
) devido a reação de Fenton. A 

hidroxila pode se complexar com H
+
 presentes na célula e se transformar em H2O. A glutationa 

reduzida (GSH),  catalisada pela enzima glutationa peroxidase (GP), capta o HO
0
 ou H2O2, levando a 

formação de glutationa oxidada (GSSG) que libera uma molécula de H2O. 

 

O estresse oxidativo pode ser consequência e/ou causa do processo 

inflamatório. São dois fatores que estão intimamente relacionados e, os astrócitos 

são as células-chave em ambos os processos (JENSEN et al., 2013).  O estresse 

oxidativo contribue para a excitotoxicidade do glutamato, a qual é responsável por 

aumentar a expressão de genes pró-inflamatórios, inibir a expressão de fatores 

neurotróficos e levar a célula a apoptose, comprometendo a plasticidade neuronal, 

condição comum na depressão e epilepsia (MILLER et al., 2009; SANTELLO, 

VOLTERRA, 2012; KANDRATAVICIUS et al., 2012; NUNES et al., 2013; RÉUS et 

al., 2015). 

  

1.3.5 Epilepsia e Inflamação  

 

Apesar da epilepsia ser uma doença neurológica, sabe-se que o sistema 

imunológico possui estreita relação com a mesma. O estudo dos processos 

inflamatórios e suas relações com as patologias do SNC têm apresentado uma 

grande importância nas pesquisas da última década. Achados em modelo 
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experimental de epilepsia demonstram que induções uti lizando agentes 

convulsivantes ou estímulos elétricos promovem a liberação de uma onda de 

mediadores inflamatórios, tais como as citocinas, quimiocinas, receptores tipo Toll 

(TLR), prostaglandinas, fatores do sistema complemento, moléculas de adesão 

celular, e transdutores de sinal que ativam o fator de transcrição nuclear kappa B 

(NFkB) (VEZZANI et al., 2011).  

Esta produção de mediadores é iniciada pelas células do endotélio cerebral e 

induzida na presença de crises epilépticas. A presença desta inflamação, por sua 

vez, pode promover o recrutamento periférico de células inflamatórias, corroborado 

pelo expressivo encontro de infiltrado de granulócitos durante o período da 

epileptogênese, juntamente ao reduzido número de linfócitos T na epilepsia crônica 

em modelos experimentais e humanos (Figura 6) (FABENE et al., 2008; RAVIZZA et 

al, 2008). Esse processo pode também ativar a síntese de glutamato em células da 

glia, proporcionando o aumento da excitabilidade neuronal, necessário para o 

estabelecimento das crises (VEZZANI et al., 2011).  

 

Figura 6- Interação entre respostas inflamatórias e a neuroinflamação.  

 

 

Fonte: Modificado de VEZANNI et al., 2011.  

 

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

vinte parâmetros inflamatórios em cérebro de pacientes com ELT, sugerindo que 
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ocorre a coativação de múltiplos mediadores inflamatórios nessa condição 

patológica.  

O papel da neuroinflamação na etiopatogenia da epilepsia também foi 

evidenciado através de estudos em animais, sendo que em diferentes modelos 

experimentais, as convulsões agudas levaram à ativação das células da glia e 

aumentaram a produção de citocinas (VIEIRA, 2015). 

As citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e Fator de Necrose Tumoral (TNF-α) 

produzem efeitos benéficos e deletérios na função cerebral e os efeitos são 

dependentes de inúmeros fatores que incluem a concentração local de citocina no 

sítio de síntese, o tipo de célula alvo, a quantidade de tempo que o tecido fica 

exposto a essas citocinas e qual subtipo de receptores que estão envolvidos. A 

micróglia e os astrócitos são as principais células a produzirem citocinas durante a 

atividade epiléptica e representam a principal fonte de sua produção no cérebro. 

Uma fonte de produção adicional dessas citocinas são os monócitos do sangue que 

invadem o cérebro algumas horas depois dos eventos epilépticos agudos 

(GOUVEIA, 2011).  

Os níveis de TNF-α aumentam rapidamente em várias doenças do SNC, tais 

como isquemia cerebral e epilepsia. O TNF-α regula a transmissão sináptica, 

especificamente o TNF-α libertado pelas células gliais. A transmissão sináptica pode 

ser acelerada através de receptores AMPA nos neurônios. Através de sua ligação a 

diferentes receptores e do ajuste da interação com o sistema ácido glutâmico, a 

excitabilidade nervosa pode ser alterada, afetando a sensibilidade da ocorrência de 

epilepsia (MAO et al., 2017). 

O TNF-α está elevado em várias situações neuropatológicas associadas a 

déficit de memória e aprendizado, levando a procurar seu possível papel na 

plasticidade. Ele também contribui para a lesão neuronal por aumentar a superfície 

de expressão de receptores AMPA levando a excitotoxicidade por excesso de 

glutamato (PICKERING; CUMISKEY; CONNOR, 2005). Além da atuação em 

receptores glutamatérgicos, o TNF α causa uma endocitose dos receptores GABA A 

o que diminui a força inibitória (STELLWAGEM et al., 2005).   

A óxido nítrico sintase indutível (iNOS) não é normalmente expressa nas 

células, sendo utilizada e modulada por citocinas inflamatórias como TNF-α, IL-1β, 

IFN-γ, endotoxinas, hipóxia e estresse oxidativo (FUKUMURA; KASHIWAGI; JAIN, 

2006; PAUTZ et al., 2010). A iNOS participa da formação de grandes quantidades 
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de NO, principalmente em processos inflamatórios. Ao se combinar com ânions 

superóxido, o NO torna-se precursor de um potente agente oxidante: o peroxinitrito, 

o qual tem sido amplamente associado à danos ao DNA, proteínas e lipídios 

(BENTZ et al., 2012; HALL;WANG; MILLER, 2012). 

A enzima ciclooxigenase-2, codificada pelo gene COX-2, é uma das principais 

enzimas envolvidas no processo inflamatório, atuando na catálise da formação de 

prostaglandina a partir do ácido araquidônico (CERELLA et al., 2010). Apesar da 

isoforma da enzima ciclooxigenase-1 (COX-1) ser consti tutivamente expressa na 

maioria dos tecidos, a COX-2 é induzida em eventos fisiopatológicos como na 

inflamação e na carcinogênese (ROUZER; MARNETT, 2009).  

A enzima COX-2 é induzida rapidamente durante as convulsões. Os 

inibidores da COX-2 podem ser agentes terapêuticos da epilepsia, inflamação e 

doenças neurodegenerativas. Pode ser uma estratégia terapêutica adjuvante junto a 

terapia com drogas antiepilépticos usadas para o tratamento da epilepsia (ROJAS et 

al., 2013).  A ativação 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 são bastante utilizados 

para estudar a fisiopatologia do processo convulsivo, uma vez que reproduzem 

alterações comportamentais, eletroencefalográficas e neuroquímicas que são 

semelhantes à epilepsia do lobo temporal em humanos (FREITAS, 2011a).  

A pilocarpina é um alcalóide extraído das folhas do jaborandi (Pilocarpus 

microphyllus) e trata-se de um agonista muscarínico, sem efeitos nicotínicos.Na 

clínica é usada como miótico e no tratamento do glaucoma, empregada na forma de 

colírio (GUARNIERE, 2013). Ao ministrar este alcalóide ocorrerá a promoção da 

ativação dos receptores colinérgicos muscarínicos do subtipo M1 (SANABRIA; 

CAVALHEIRO, 2000), ampliando o influxo de cálcio, causando uma despolarização 

da membrana e o disparo repetitivo dos neurônios, acompanhado de a tividade pós-

sináptica (KLINK; ALONSO, 1997). 

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

(única ou fragmentada), é capaz de induzir status epilepticus (SE), culminando com 
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lesões encefálicas específicas e movimentos estereotipados convulsivantes. As 

crises convulsivas motoras e límbicas iniciam-se cerca de 20 minutos após a 

administração e os animais evoluem para um estado de crises contínuas (clônicas), 

que caracterizam o estado epiléptico (SANABRIA; CAVALHEIRO, 2000). 

O modelo de ELT induzida por pilocarpina mostrou um perfil crônico, sendo 

que os animais que recebem essa droga passam a apresentar os sintomas até o 

final da vida. Desse modo, os comportamentos causados pela administração de 

pilocarpina foram classificados em três fases. A primeira fase, denominada de fase 

aguda, com duração de 1 a 2 dias, corresponde ao período em que o animal 

apresenta convulsões comportamentais somadas a descargas 

eletroencefalográficas (EEG) que tendem a aumentar em duração e complexidade, 

gerando o SE; a segunda fase, ou período 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. Após esse período, 

tem inicio a terceira fase ou fase crônica em que surgem as crises convulsivas 

recorrentes espontâneas, sendo que essa fase permanecerá durante toda a vida do 

animal (CAVALHEIRO et al., 1991). 

Na Epilepsia, o hipocampo, o corpo estriado e o córtex fronto-parietal são as 

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

estar relacionadas de forma importante com os mecanismos de instalação da 

propagação e/ou manutenção (epileptogênese) das convulsões límbicas (MARINHO 

et al., 1998). Em geral, as convulsões induzidas por pilocarpina parecem depender 

da ativação do receptor muscarínico, da alteração da atividade enzimática de alguns 

sistemas, entre eles os sistemas de defesa antioxidante, do metabolismo dos 

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

sistemas de neurotransmissão noradrenérgico, dopaminérgico, serotonérgico, 

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

1995).  

BARONE et al. (1991) demonstraram que, através da administração 

intracerebral em corpo estriado de agonista dopaminérgico D2, havia proteção com 

relação ao desenvolvimento de convulsões em ratos adultos, sugerindo também a 

participação dessa área cerebral nas convulsões límbicas. 

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

longo da história um grande progresso no conhecimento dos mecanismos básicos 
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das epilepsias e muitas DAEs foram criadas a partir de tais modelos. Atualmente 

qualquer nova droga deve ser obrigatoriamente testada em modelos animais antes 

de sua utilização em seres humanos. 

 

1.5 Astrócitos no SNC e seu envolvimento na epilepsia 

 

O SNC é composto por dois tipos de células: neurônios e células glias. As 

células da glia, que compõem 85% das células no SNC, diferentemente dos 

neurônios, não geram impulsos elétricos. O termo glia refere-se a cinco tipos 

celulares que são: oligodendrócitos, astrócitos, células de Schwann, células 

ependimárias e micróglias (TEIXEIRA, 2012).   

Os astrócitos são células caracterizadas morfologicamente por apresentarem 

prolongamentos que irradiam a partir de seu corpo celular, daí então a origem de 

sua denominação (astro=estrela e cito= célula). Durante muito tempo essas células 

foram vistas como meras coadjuvantes nas redes neuronais, porém, com o avanço 

da neurociências, houve um estreitamento da sua relação com os neurônios, onde 

passou a ser considerado regulador chave do funcionamento cerebral (HALASSA et 

al., 2007; SIDORYK-WEGRZYNOWICZ; ASCHNER, 2013).  

Dentre algumas das muitas funções dessas células estreladas estão a 

sustentação, nutrição e controle da atividade sináptica dos neurônios. Ao redor do 

seu domínio de ocupação, 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 

metabólico aos neurônios. Astrócitos são também capazes de realizar a modulação 

das vias de sinalização de transmissores, incluindo glutamato, GABA e adenosina, 

e, consequentemente apresentam potencial para modular a transmissão sináptica e 

excitabilidade neuronal (CLASADONTE; HAYDON, 2010; HALASSA et al., 2007).  

Nos últimos anos foi caracterizada a participação dos astrócitos nas sinapses 

compondo o que é chamado de sinapse tripartida. A sinapse tripartida é  constituída 

de três elementos, elementos pré-sinápticos e pós-sinápticos neuronais e os 

astrócitos, a partir de seus processos celulares (Figura 7). A sinapse tripartida 

constitui-se um dos sítios de atuação dos gliotransmissores, os quais atuam sobre o 

processo sináptico através de mecanismos capazes de regularem a função pré-
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sináptica e modular a resposta pós-sináptica (HALASSA et al., 2007, 2010; 

PANANASCH et al., 2012).  

 

Figura 7- Estrutura da sinapse tripartite composta pelos neurônios pré e pós - sinápticos (em azul) e a 

célula astrocitária (em verde).  

 

Fonte: GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013 

 

Os astrócitos estão envolvidos em muitos processos fisiológicos e realizam 

suas funções graças ao posicionamento estratégico, chegando até os vasos 

sanguíneos, com suas porções terminais, ao mesmo tempo em que também se 

aproximam das sinapses, por meios de prolongamentos (BATASSINI, 2015). Têm 

também um papel importante no SNC durante situações patológicas, quando 

apresentam alterações morfológicas e funcionais (PAPA et al., 2014). 

Os astrócitos estão envolvidos com a modulação neuronal sendo alvo de 

estudos de doenças neurodegenerativas como a doença de Alzheimer, isquemia, 

doença de Parkinson e epilepsia. Na isquemia cerebral, os astrócitos têm um papel 

bastante significativo na fase crônica após a injúria, controlando a homeostasia 

iônica e secretando fatores neuroprotetores (WEGRZYNOWICZ et al., 2010).  

Na epilepsia, existe a ocorrência de astrócitos reativos tanto em síndromes 

que causam epilepsia, como em modelos em animais. Nesses casos, os astrócitos 

apresentam não só redução da expressão de transportadores de glutamato, o que 

causa excitotoxicidade, mas redução da expressão dos canais de potássio 

retificadores de influxo, que são responsáveis pela remoção de ínos K+ que ficam 

acumulados durante intensa atividade sináptica  (BORDEY; SONTHEIMER, 1998; 
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BEDNER; STEINHÄUSER, 2013). Isso causa um desbalanço osmótico e aumento 

local de íons K+, ocasionando crises epiléticas e enfatizando a importância do estudo 

desta célula como possível alvo farmacológico em casos de epilepsia (DEVINSKY et 

al., 2013; CRUNELLI, CARMIGNOTO, STEINHAUSER, 2015) . 
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2 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

Apesar da taxa elevada de TDAH em jovens com epilepsia ainda não está 

bem estabelecido se os mecanismos e manifestações neurobiológicos deste 

transtorno em crianças com epilepsia são semelhantes aos de crianças sem 

epilepsia (SAUTE et al., 2014). 

Estima-se que o transtorno afete ao redor de 12 a 39% dos indivíduos 

epilépticos. Deve-se, portanto, manter um alto grau de suspeita de TDAH em 

crianças portadoras de epilepsia (LOUTF, 2010).  

O metilfenidato é o fármaco utilizado no tratamento do TDAH em crianças e 

adolescentes e, o FDA já adverte contra o uso desse medicamento em pacientes 

com epilepsia (RAVI; ICKOWICZ, 2016). O MFD, em estudos experimentais, 

apresentou um efeito neurotóxico, onde as convulsões dos animais foram 

intensificadas, visto na avaliação comportamental, utilizando o modelo de convulsão 

induzido por pilocarpina através do tratamento  agudo  com MFD (LINHARES, 2014). 

Não é sabido ainda se as crises convulsivas são intensificadas, nos 

pacientes, pela comorbidade do TDAH e epilepsia ou se é devido à utilização do 

MFD. Portanto, resolve-se investigar de forma mais aprofundada a possível 

atividade do MFD em animais com epilepsia, com a finalidade de consolidar as 

informações que auxiliem no conhecimento para o processo de decisão da escolha 

terapêutica mais segura e adequada para os pacientes epilépticos e que necessitem 

da utilização do MFD, fazendo-se, então, uma avaliação de risco-benefício e 

contribuindo para o uso racional desse medicamento.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Gerais  

 

 Avaliar o efeito do metilfenidato em ratos jovens submetidos ao modelo 

experimental de epilepsia com pilocarpina. 

 

3.2 Específicos 

 

Depois da administração do MFD por 21 dias após o status epilepticus em 

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

 

 Investigar os efeitos comportamentais do metilfenidato através dos 

testes de ansiedade, depressão e memória; 

 Determinar os efeitos desse fármaco, nessas condições, sobre o 

estresse oxidativo e sobre a atividade da acetilcolinesterase em córtex pré-frontal 

(CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE) de ratos jovens; 

 Avaliar a concentração de dopamina e do metabólito (DOPAC) em 

corpo estriado dos animais jovens; 

 Verificar o efeito do metilfenidato sobre a resposta inflamatória através 

da atividade da enzima mieloperoxidase e da determinação da concentração de 

TNF-α nas três áreas cerebrais estudadas; 

 Analisar a expressão quali- quantitativa dos mediadores inflamatórios 

(COX-2 e iNOS) no corpo estriado (CE); 

 Avaliar a viabilidade celular in vitro de astrócitos corticais após 

incubação com metilfenidato e pilocarpina. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais  

 

Foram uti lizados ratos Wistar, jovens, com 21 dias, de ambos os sexos, 

pesando entre 35-45g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do 

Ceará (UFC), e mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia 

dos Campus Sobral, acondicionados em caixas de propileno 26  2oC, com ciclos 

claro/escuro de 12 horas, recebendo ração padrão (Nuvilab) e água ad libitum.  

A utilização de ambos os sexos é assegurado, pois nos ratos com 21 dias de 

vida não há taxa hormonal para influenciar os resultados comportamentais. Os ratos  

desenvolvem-se rapidamente durante a infância e tornam-se sexualmente maduros 

com cerca de seis semanas de idade (ANDREOLLO et al., 2012). 

  

4.2 Drogas  

 

O desenvolvimento da presente pesquisa utilizou o cloridrato de Metilfenidato 

(Laboratório- Novartis) nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg. A compra da substância foi 

devidamente realizada para fins de pesquisa, onde a notificação de receita foi cedida 

gentilmente por uma médica Neurologista da cidade de Sobral.  

As doses escolhidas foram baseadas em dados da literatura, sugeri ndo que 

doses inferiores a 5mg/Kg refletem o uso clínico e a dose de 10 mg/Kg mimetiza o 

uso recreacional (SCHERER, 2010). 

Para o preparo da droga teste, a substância foi dissolvida em solução salina 

para a obtenção de doses finais anteriormente citadas. Os controles receberam 

veículo (solução salina, 10 mL/Kg). A droga teste e o veículo 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 (Laboratório- EMS). 

Essas drogas também foram dissolvidas em solução salina  para a obtenção das 

doses finais e administradas por via intraperitoneal. O volume total de solução 

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

comportamental e neuroquímico  

  

 Os animais com 21 dias de vida, foram divididos, e três grupos desses 

animais foram tratados apenas com MFD (2,5; 5 e 10 mg/Kg) e um grupo controle 

recebeu solução salina (10mL/Kg), durante 21 dias consecutivos. Quatro grupos de 

animais foram previamente submetidos à indução do status epilepticus 

(administração 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 solução salina (grupo 

controle epiléptico). Desta forma, temos constituído os grupos de estudo com a 

única diferença de alguns grupos serem “epiléptico” e os outros grupos serem “não 

epiléptico” (Quadro 1). 

Após 30 minutos da última administração (21 de tratamento) da droga teste ou 

controle, os animais foram submetidos aos testes do Campo Aberto, Labirinto em 

Cruz Elevado (Plus Maze), Nado Forçado, Y- maze e Reconhecimento de Objetos. 

Para os testes do campo aberto e Labirinto em Cruz Elevado foram utilizados 

os mesmos animais. Para os testes do nado forçado, Y-maze e Reconhecimento de 

objetos, os animais utilizados foram diferentes para cada teste, onde os animais só 

foram submetidos a um teste comportamental.       

Logo após ao estudo comportamental, os ratos jovens foram sacrificados e, 

em seguida, os encéfalos foram retirados e colocados sobre papel alumínio numa 

placa de Petri com gelo. O córtex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram 

dissecados, rapidamente congelados e armazenados a -800C até o ensaio.  As 

áreas cerebrais foram usadas para determinações neuroquímicas. 

A descrição 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 imunohistoquímica e o Protocolo 3, se 

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

 

GRUPO TRATAMENTO 

Não epiléptico  Salina  

Não epiléptico  Metilfenidato 2,5 mg/Kg 

Não epiléptico  Metilfenidato 5 mg/Kg  

Não epiléptico  Metilfenidato 10 mg/Kg  

Epiléptico  Salina  

Epiléptico  Metilfenidato 2,5 mg/Kg  

Epiléptico  Metilfenidato 5 mg/Kg  

Epiléptico  Metilfenidato 10 mg/Kg  

 

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

 

Para a indução 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 então foram 

submetidos à indução da epilepsia. 

Visando o SE, foi injetado nos grupos experimentais, via intraperitoneal, 

cloridrato de pilocarpina (PILO, 320 mg/Kg) (TURSKI et al., 1983). Previamente à 

administração de pilocarpina (30 minutos antes), os animais receberam uma injeção 

intraperitoneal de metil-escopolamina (MS, 1mg/Kg). Este fármaco é um antagonista 

colinérgico que não ultrapassa a barreira hematoencefálica e, por isso atenua a 

ativação colinérgica periférica produzida pela alta dose da pilocarpina (FARIAS, 

2012). 

Em seguida da injeção da pilocarpina, os animais foram colocados em uma 

caixa de acrílico, individualmente, e então teve início a chamada fase aguda do 

protocolo, onde os animais tiveram seu comportamento analisado por pelo menos 

três observadores treinados, durante 60 minutos.  

Durante este período de fase aguda, a intensidade das alterações 

comportamentais decorrentes do distúrbio epiléptico, logo após a injeção de 

pilocarpina, foi classificada de acordo com a escala de Racine (Quadro 2). Foi 
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classificado como critério para SE, a persistência de crises contínuas por no mínimo 

30 minutos (CAVALHEIRO et al., 1991). 

 

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

injeção de pilocarpina.  

 

Estágio Comportamento 

0 Imobilidade 

1 Automatismos Faciais 

2 Mioclonias de Cabeça e Pescoço 

3 Clonias de Patas Anteriores 

4 Cloniais de Patas Posteriores 

5 Elevação e Queda 

 

Uma hora após a administração da pilocarpina e a observação das crises 

durante a fase aguda, foi injetado intraperitonealmente o diazepam (DZ), na dose de 

4mg/Kg. Este fármaco atua como antiepiléptico, com rápido início de ação, que foi 

utilizado com o objetivo de parar as crises convulsivas e evitar possíveis 

complicações decorrentes de um SE prolongado (como por exemplo, a 

broncoaspiração e a desidratação). Dessa forma, todos os animais tiveram um 

período para desenvolver SE limitado pelo mesmo tempo (60 minutos), o que nos 

levou a uma padronização do grupo experimental.  

Depois de abortadas as crises, os animais foram transferidos para as gaiolas, 

que foram aquecidas durante o primeiro dia, onde as  24 horas subseqüente a 

administração da pilocarpina foi crucial para a observação dos animais, 

principalmente, quanto à morte. Os animais passaram a receber auxílio em sua 

alimentação e hidratação. Foi realizada reposição hidroeletrolítica e nutritiva através 

de água via oral e injeção intraperitoneal de solução salina, bem como alimentação 

padrão acrescida de banana amassada como repositor de potássio. Tais cuidados 

foram realizados durante um período de três dias.  

À fase aguda do modelo prosseguiu, após a injeção de diazepam, um período 

de ausência de crises comportamentais, conhecida na literatura como período 

silencioso (CAVALHEIRO et al., 1991), que pode variar entre 10 e 15 dias. Passado 

esse período os animais iniciaram as crises parciais límbicas ou generalizadas, de 
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caráter espontâneo e recorrente (em uma média de três a cinco crises por semana). 

A partir desse momento, o animal foi considerado como epiléptico crônico.  

Um grupo de animais, após 24 horas da indução do SE, iniciou o tratamento 

apenas solução salina 0,9%, por 21 dias, o que caracteriza esse grupo como 

controle epiléptico (Figura 8).  

 

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

 

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

 

Decorridos 24 horas após a administração da pilocarpina, os animais 

iniciaram o tratamento crônico 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 

crônico de metilfenidato.  

 

MS: Metilescopolamina; PILO: Pilocarpina; DZ: Diazepam; MFD: Metil fenidato; CER: crises 

espontâneas repetitivas.  

 

Foram realizados todos os passos citados anteriormente no grupo controle, 

com a diferença que a injeção de pilocarpina foi substituída por solução salina (soro 
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fisiológico 0,9%) de mesmo volume injetado intraperitonealmente. Após 24 horas, os 

animais iniciaram o tratamento com solução salina e o MFD nas dose de 2,5; 5 e 10 

mg/Kg (Figura 10). 

Com exceção do grupo controle, os animais que não convulsionaram, não 

entraram em status epilepticus (baseado no grau 5 da escala de Racine) ou que 

morreram foram excluídos do estudo. Os parâmetros observados foram: Latência 

para primeira convulsão, latência para o status epilepticus e percentagem de 

sobrevivência dos animais. 

 

Figura 10- Delineamento Experimental do grupo controle  

 

MS: Metilescopolamina; DZ: Diazepam; MFD: Metilfenidato 

 

4.5 PROTOCOLO 1: Testes Comportamentais 

 

4.5.1  Teste do Campo Aberto 

 

No 21 dia de tratamento, 30 minutos após a última administração do MFD ou 

da solução 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 acrílico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e 

dividido em 9 quadrantes iguais, baseado no modelo descrito por Archer (1973). 

Após 30 minutos do tratamento i.p, os animais, um por vez, foram colocados no 

centro do campo aberto onde o número de cruzamentos com as quatro patas 

(Atividade Locomotora Espontânea- ALE) e o número de levantamentos (rearing), 

sem encostar-se à parede, foram observados durante o tempo de 5 minutos (Figura 
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11). A arena foi higienizado com álcool 10% após 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  

 

4.5.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado “Plus Maze” 

 

No 210 dia de tratamento, 30 minutos após a última administração do MFD ou 

da solução salina (grupo controle), os animais foram submetidos ao teste do Plus 

Maze. 

Este teste (LISTER, 1987) visa avaliar a atividade ansiolítica do animal. 

Consiste de um aparato com dois braços abertos opostos (30 x 5 cm) e dois 

fechados (30 x 5 x 25cm), também opostos, em forma de cruz, conectados por uma 

plataforma central (5 x 5cm). A plataforma e as paredes laterais dos braços fechados 

são confeccionadas em acrílico transparente e o chão em acrílico preto. O aparelho 

está elevado a uma altura de 45 cm do nível do chão e localizado em uma sala com 

luz vermelha (15 W) (Figura 12).  Após 30 minutos do tratamento i.p (intraperitoneal), 

os animais foram colocados no centro do aparelho com a cabeça voltada para um 

dos braços fechados e o seu comportamento foi observado por 5 minutos. O 

aparelho foi limpo após o teste de cada animal, com solução de e tanol a 10%. 

As medidas comportamentais observadas foram: número de entradas e o 

tempo despendido nos braços abertos e fechados, respectivamente. A freqüência 

total de entradas é obtida pela soma simples das frequências de entradas nos 

braços abertos e fechados. Para análise estatística dos dados e confecção dos 

gráficos, a percentagem de entradas nos braços abertos foi calculada dividindo-se a 

freqüência de entradas nos braços abertos pela freqüência total de entradas, e esse 

índice multiplicado por 100. De maneira semelhante foi calculada a percentagem de 
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tempo em que os animais permaneceram nos braços abertos. Dessa forma, os 

parâmetros uti lizados para a análise estatística foram: número de entradas no braço 

aberto (NEBA), tempo de permanência no braço aberto (TPBA), percentagem de 

entrada nos braços abertos (PEBA) e percentagem de tempo nos braços abertos 

(PTBA).  

Neste modelo, os roedores evitam os braços abertos do labirinto, restringindo 

a maioria de suas atividades aos braços fechados. Um aumento seletivo nos 

parâmetros correspondentes aos braços abertos (entradas e tempo) revela um efeito 

ansiolítico, e o inverso é verdade para compostos ansiogênicos (PELLOW et al., 

1985; PELLOW; FILE, 1986).  

 

Figura 12- Teste do labirinto em cruz elevado  

 

Fonte: Arquivo pessoal  

 

4.5.3 Teste do Nado Forçado 

 

Este experimento avalia a atividade antidepressiva ou depressora da 

substância- teste.  No protocolo de PORSOLT et al., (1987) foram utilizados tanques 

de 22 cm de diâmetro e 40 cm de altura contendo água fresca a 23 ± 1º C até a 

metade do tanque (Figura 13). Após 30 minutos do tratamento i.p, os animais foram 

colocados, um por vez, no tanque onde o tempo de imobilidade, em segundos, foi 

registrado durante cinco minutos. O animal foi considerado imóvel quando 

permaneceu flutuando na água, fazendo apenas movimentos suaves necessários 

para manter a cabeça acima da água. Os antidepressivos devem reduzir o tempo de 

imobilidade apresentado pelos animais.   
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Figura 13- Teste do nado forçado  

 

 

 

 

4.5.4 Teste do Labirinto em Y (Y-maze) 

  

A memória operacional ou de trabalho (memória de curta duração) foi 

avaliada através do teste do labirinto em Y, que permite avaliar o comportamento 

cognitivo exploratório. Nesse teste o animal é colocado em um labirinto em forma de 

Y com três braços iguais (SARTER et al., 1988). Os animais apresentam forte 

tendência de alternar a entrada nos diferentes ambientes. O labirinto em Y é 

composto por 3 braços de madeira com 16 cm de altura, 5 cm de largura e 40 cm de 

comprimento (Figura 14).  Para a avaliação da memória os braços foram numerados. 

O animal foi colocado no aparelho e durante 8 minutos o número de cada braço que 

o animal entrou foi anotado. Foi considerado acerto cada vez que o animal entrou 

em 3 diferentes braços sem repetição. O resultado foi expresso em porcentagem e 

obtido através da segunite fórmula matemática: 

 

Alternações         =      Número de acertos           x 100 

Espontâneas (%)     Número total de entradas - 2 

 

O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de alternância nos grupos 

controle, indicando que os animais podem se lembrar em qual braço entraram por 

último (STONE et al., 1991). Entre cada sessão, o labirinto foi higienizado com uma 

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

 

 

                                           Fonte: Arquivo pessoal  

 

4.5.5  Teste do Reconhecimento de Objetos 

   

A memória de reconhecimentos de objetos (memória de longa duração) é a 

capacidade de discriminar entre os objetos que tenham sido previamente 

encontrados e objetos que não tenham. Roedores possuem uma tendência natural 

para gastar mais tempo explorando novos objetos que aqueles conhecidos. Durante 

o treino, o animal foi colocado numa arena quadrada (30 x 30 x 15 cm) de acrílico 

preto contendo dois objetos iguais (OI) e, durante 10 min, ele pode explorar o 

ambiente e os objetos. Após 1h, um dos objetos iguais foi substituído 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 índice de reconhecimento e foi obtido através da 

seguinte fórmula matemática: (tempo ON- tempo OI) / (tempo ON + tempo OI).  

Entre cada sessão, a arena e os objetos foram higienizados com uma solução de 

álcool 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: Análise do estresse oxidativo, Dosagem de TNF-α e 

Análise da expressão de COX-2 e iNOS.  

 

4.6.1 Determinação do Índice de Peroxidação lipídica (dosagem de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico - TBARS)  

 

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

e núcleos da base) foi medido através da determinação dos níveis de TBARS. Esse 

ensaio avalia o produto final malondialdeido (MDA) formado devido a peroxidação 

lipídica da membrana. 

Conforme o método de HUONG et al. (1998), foi preparado o homogenato 

das áreas cerebrais a 10% em tampão fosfato 150mM. Foram adicionados 63 µL do 

homogenato a 100 µL de ácido perclórico 35% e centrifugado a 5000 rpm por 10 min 

e a 4°C. À 150 µL do sobrenadante resultante foi adicionado 50 µL de ácido 

tiobarbitúrico 1,2%. Essa mistura foi levada para banho-maria (± 95°C/ 30 minutos). 

Após, resfriou-se e transferiu-se 150 µL para placa de Elisa, a fim de realizar a 

leitura dos níveis de MDA a 535 nm. Previamente, uma curva padrão de MDA foi 

feita utilizando-se as concentrações 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78, 0,39, 

0,195 e 0,97 µL/ mL. 

Os resultados da análise da produção de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) foram expressos em µg de MDA/mg de tecido.  
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4.6.2 Determinação do Conteúdo de Nitrito  

 

A mensuração do conteúdo de nitrito foi feita de acordo com o método 

descrito por Green et al. (1981). Este método é utilizado para determinação da 

formação de radicais derivados de nitrogênio, sendo um modo indireto de se 

determinar a síntese de óxido nítrico (NO). Em uma placa de Elisa foi adicionado 

100 µL do reagente de Griess (Partes iguais de: Sulfanilamida 0,1% em ácido 

fosfórico 5%, NEED 1%, ácido fosfórico 5% e água desti lada) juntamente com 100 

µL do homogenato de tecido a 10% em tampão fosfato. A absorbância foi medida 

em leitor de microplacas, a 560 nm. Previamente, uma curva padrão de nitrito foi 

gerada utilizando as concentrações de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 e 1,56 nmol/mL. 

 

4.6.3 Determinação da Concentração da Glutationa Reduzida (GSH) 

 

A determinação da concentração da GSH baseia-se na reação do reagente 

de Ellman, o 5,5'-ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB) com o tiol livre originando 

um dissulfeto misto mais ácido 2-nitro-5-tiobenzóico (MORI et al., 1992). A medida 

do produto de reação formado foi feita por leitura da absorbância a 412 nm. Foram 

preparados homogenatos a 10% das áreas cerebrais a serem estudadas, em EDTA 

0,02 M, em seguida foram retirados 400 μL desse homogenato e adicionados 320 μL 

de água destilada e mais 80 μL de ácido tricloroacético a 50%. O material foi agitado 

e centrifugado a 3000 rpm por 15 min. Em seguida foi recolhido 400 μL do 

sobrenadante e acrescido 800 μL de tampão Tris-HCl 0,4M, pH 8,9 e mais 20 μL de 

DTNB 0,01M e após 1 minuto da reação foi feita a leitura da coloração em 412 nm. A 

concentração da glutationa reduzida foi expressa em ng de GSH / g de tecido. 

- Curva padrão de Glutationa Reduzida (GSH) 

A partir da solução padrão de GSH (1mg/mL), foi preparado 4mL (em 

triplicata) de soluções a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 μg/mL. O branco foi feito com água 

destilada (4 mL) e a cada tudo das soluções de GSH foi acrescentado de 4 mL de 

tampão Tris HCl 0,4M (pH 8,9). Foi adicionado ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB 

(0,01M) e feita a leitura da absorbância a 412 nm após 1 min da adição do DTNB, e 

foi determinada a equação da curva padrão de GSH. 
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4.6.4  Determinação da Atividade da Catalase 

 

A atividade da catalase tem como princípio a medida da velocidade de 

produção de O2 e H2O à proporção que a H2O2, utilizado como substrato é 

hidrolisado, de acordo com MAEHLY e CHANCE (1954).  

O meio de reação fo preparado contendo (H2O2, Tampão Tris HCl 1M EDTA 

5mM pH = 8,0, H2O Mimmi-Q). Adicionar 15 L da amostra (sobrenadante do 

homogenato tecidual a 10% com tampão fosfato) + 985 L do meio de reação 

preparada anteriormente. A atividade da enzima é medida em 230nm, através de um 

espectrofotômetro Beckman DU, acoplado a um sistema de modernização da 

Gilford, USA, o que permitirá leituras automáticas em sistema digital e fornecerá 

maior sensibilidade. A atividade enzimática é medida em 230 nm, através de um 

espectrofotômetro Beckman DU, pela leitura da variação da absorbância por minuto, 

durante 6 minutos e os resultados expressos em µM/ min/ mg de proteína. A 

concentração de proteína foi determinada pelo método de Bradford (1976).  

  

4.6.5 Determinação de proteínas 

 

O método é baseado na interação do corante Coomassie Blue G250 (BG250) 

e macromoléculas de proteínas que contém aminoácidos de cadeias laterais básicas 

ou aromáticas. No pH de reação a interação entre a proteína de alto peso molecular 

e o corante BG250 provoca o deslocamento do equilíbrio do corante para a forma 

aniônica que absorve fortemente em 595nm. 

 

- Procedimento Experimental 

 

Foram preparados homogenatos da áreas cerebral (córtex pré-frontal, 

hipocampo e corpo estriado) a 10% em tampão fosfato de sódio. Após a 

centrifugação (10000 rpm/10min/4°C), os sobrenadantes foram coletados e 

adicionados aos poços contendo 39 µL de tampão fosfato de sódio (utilizado no 

preparo as amostra). Em seguida, foram adicionados 200 µL da solução de Bradford 

(diluída 5x). A absorbância foi medida, após 5 minutos, no comprimento de onda de 

595 nm (BRADFORD, 1976). A proteína é expressa em mg de proteína/ g de tecido.  
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- Soluções de Bradford (concentrada) 

 

Sob agitação constante, misturou-se Coomassie (90,1g) com etanol (50 mL), 

em seguida adicionou-se ácido orto-fosfórico (100mL). Adicionou-se água destilada 

até completar 200 mL. Após homogeneizado foi acondicionado em frasco âmbar.  

 

-Solução de Bradford (diluída 5x) 

 

Em 1 mL da solução de Bradford, acrescentou-se 4 mL de água desti lada. 

 

- Curva-padrão 

 

Foram pesados 8mg de albumina e diluído em 40 mL de água destilada. Em 

seguida, foi adicionado em poços volumes crescentes de albumina associados com 

volumes decrescentes de água destilada. 

 

4.6.6 Determinação da Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) 

 

-Método  

 

A atividade da acetilcolinesterase cerebral (AChE) foi determinada segundo 

Ellman et al. (1961), tendo como princípio a medida da velocidade de produção de 

tiocolina, à proporção que a acetiltiocolina (ATC), utilizada como substrato, é 

hidrolisada. O acompanhamento é realizado pela reação contínua do tiol com o íon 

5:5-ditiobis-2-nitrobenzoato (I) para produzir o ânion amarelo do ácido 5-tio-2-nitro-

benzóico (II), cuja coloração é medida em 412 nm, através de um espectrofotômetro 

Beckman DU, o que permitiu leituras automáticas em sistema digital e forneceu 

maior sensibilidade. 

 A atividade enzimática é medida através da leitura da variação da 

absorbância por minuto, durante 3 minutos, sendo a reação linear durante pelo 

menos 10 minutos. A atividade específica foi expressa em nanomoles de ATC 

hidrolisados por miligrama de proteína por minuto (nmoles/mg de proteína/minuto). 
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4.6.7 Determinação das concentrações de Dopamina (DA) e seu metabólito 

(Ácido Dihidroxifenilacético- DOPAC) com HPLC em Corpo Estriado 

 

Os animais foram decapitados 30 minutos após a administração do 

metilfenidato (2,5; 5; 10 mg/Kg) e solução salina (controle) e tiveram seus cérebros 

dissecados sobre gelo. Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em ácido 

perclórico (HCLO4) e centrifugados por 15 minutos em centrífuga refrigerada (4ºC) a 

15.000 rpm. Uma alíquota de 20 μL do sobrenadante foi, então, injetada no 

equipamento de HPLC, para a análise química. 

Para a análise das catecolaminas, uma coluna BDS HYPERSIL C18 com 

comprimento de 250 mm, calibre 4,6 mm e de partícula de 5 μm, da T’hermo 

Scientific, foi uti lizada. A fase móvel utilizada foi composta por tampão ácido cítrico 

0,163 M, pH 3,0, contendo ácido octanosulfônico sódico(SOS) 0,69 M, como 

reagente formador do par iônico, 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, Japão) pela oxidação em um eletrodo de carbono 

vítreo fixado em 0,85V relativo a um eletrodo de referência de Ag-AgCl (HALLMAN; 

JOSSON, 1984). 

As concentrações 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 grânulos de neutrófilos. 

Essa enzima é utilizada como indicador de processo inflamatório, mais 

especificamente, como marcador de migração de neutrófilos dos tecidos. Neste 

ensaio, a H2O2 é clivada por meio da MPO presente nas amostras de tecido. O 

radical oxigênio (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 espectrofotômetro para determinar o conteúdo de MPO do 

ensaio.   

A atividade de MPO foi determinada de acordo com Bradley et al., (1982). 

Após os testes comportamentais, 21 dias após o tratamento com MFD ou salina, os 

animais foram eutanasiados, seus cérebros rapidamente removidos e amostras do 
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córtex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo foram dissecadas e pesadas. As 

áreas foram homogeneizadas (50mg/mL) em uma solução de brometo de 

hexadeciltrimetilamônio 0,5 % (HTAB) em tampão fosfato 50 mM, pH 6,0. Em 

seguida, os homogenatos foram centrifugadas (14000 rpm, 4˚C) por 2 minutos. 

Adicionou-se 30μL do sobrenadante da amostra e 200μL da solução contendo 0,167 

mg/mL de hidrocloreto de -dianisidina e 0,0005 % de peróxido de hidrogênio.  A 

absorbância 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 à quantidade que degrada 1μmol/min de peróxido 

de hidrogênio. 

 

4.6.9 Dosagem de TNF-α no córtex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado 

 

Amostras do córtex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram obtidas e 

homogeneizadas em solução RIPA (Santa Cruz, USA). Após a homogeneização, as 

amostras foram centrifugadas (10.000 rpm/ 10 min / 4 ºC), e o sobrenadante foi 

utilizado para avaliar a expressão do mediador TNF- α. Brevemente, placas de 96 

poços foram incubadas “overnight” em temperatura de 4 oC com anticorpos contra 

TNFα de rato (10pg/mL). No dia seguinte, as placas foram lavadas e incubadas por 

uma hora com uma solução a 1 % de albumina bovina sérica (BSA) no intuito de 

evitar ligações inespecíficas. Após esse bloqueio e lavagem das placas, as curvas-

padrão em várias diluições ou as amostras foram adicionadas e incubadas durante 

duas horas. As placas então foram lavadas três vezes com tampão, e os anticorpos 

policlonais biotini lados específico para cada mediador testado, di luídos foram 

adicionados (100 μL/poço). Após incubação em temperatura ambiente por 2 horas, 

as placas foram lavadas e 100µl de estreptavidina-HRP diluídas 1:200 foram 

adicionados. 

Em seguida (quinze minutos após) as placas foram lavadas e 100µl de 

reagente colorido (o-fenilenodiamina-2HCl; OPD, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO-USA) 

foram adicionados. As placas foram mantidas no escuro, em temperatura ambiente, 

por 15-20 min. A reação enzimática foi interrompida com H2SO41M, e as 

absorbâncias foram determinadas em 450nm. Os resultados foram expressos como 

ng / mL de TNF-α.  
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4.6.10 Análise da expressão de COX-2 e iNOS  

  

A expressão dessas enzimas foi realizada através de imunohistoquímica. Os 

animais foram sacrificados por decapitação 21 dias após a indução da epilepsia e 

feitos cortes do estriado (para COX-2 e iNOS) para confecções das lâminas.  

Todo o material selecionado foi fixado em formol a 10% durante 24 h, seguido 

por uma solução de álcool a 70% e, posteriormente, emblocado em parafina, sendo 

feitos cortes histológicos de 5 µm de espessura colocados sobre lâminas de vidro 

própria para imunohistoquímica. Para iniciar o processo, as lâminas contendo os 

cortes histológicos foram deixados em estufa histológica a 58ºC por 10 minutos, em 

seguida o protocolo seguiu as etapas abaixo: 

a) desparafinazação em xilol e reidratados em uma série de álcool de 

concentrações diferentes (absoluto, 90%, 70% e 50%) até a água e lavados duas 

vezes em águas destiladas por cinco minutos cada; 

b) recuperação antigênica com Tampão citrato pH 6.0 no microondas em 

potência máxima por 10 minutos, com intervalo na metade no período; 

c) bloqueio da peroxidase endógena com peróxido de hidrogênio 0,3%; 

d) incubação com anticorpos respectivos, diluídos em BSA overnight a 4 

ºC. (Anticorpo Anti-COX-2 na diluição 1:200 e o Anti-iNOS na diluição 1:200); 

e) no dia seguinte após a retirada do anticorpo primário, os cortes foram 

incubados com o anticorpo secundário (kit DAKO) por 2 horas; 

f)  em seguida foi feita a incubação com o Complexo Avidina-Biotina do 

kit DAKO por 30 minutos; 

g) para revelação foi utilizada a solução cromógena de diaminobenzidina 

do mesmo kit, diluída em TRIS-HCL adicionada de peróxido de hidrogênio 20 

volumes em câmara escura; 

h) finalizando o processo, fez-se a desidratação em álcool e a 

diafanização em xilol para montagem da lamínula com Entelan e análise utilizando o  

Microscópio Óptico BX-41 com câmera acoplada. 

Os dados imunohistoquímicos (fotomicrografias) foram quantificados através 

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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4.7 PROTOCOLO 3: Ensaios in vitro de Viabilidade Celular 

 

4.7.1 Linhagem e cultivo celular 

 

As células astrocitárias corticais imortalizadas foram gentilmente cedidas por 

uma professora do Laboratório de Sinalização de Cálcio e Morte Celular- 

Universidade Federal de São Paulo. A linhagem de células astrocitárias 

transformadas foi mantida e tratada no Laboratório de Cultivo Celular (LCC) do 

Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Universidade Federal do 

Ceará.  

As células foram cultivadas em Meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium) suplementado com soro bovino fetal (10%), antibióticos (100.000 U/mL de 

penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina). Foram incubadas em estufa a 370C, 

atmosfera de 95% de umidade e 5% de CO2. A cada três dias a metade do meio de 

cultura foi trocada por um novo meio.  

 

4.7.2 Ensaio com MTT 

 

A viabilidade celular foi determinada após tratamento com o metilfenidato e 

com a pilocarpina. Este método baseia-se na atividade metabólica de células 

viáveis, as quais são capazes de converte o MTT em sal de formazam, um produto 

colorido e insolúvel em água. As células foram plaqueadas em placas de 96 poços a 

uma densidade celular de 1X105 céls/mL e tratadas com o MFD (200, 100, 50, 25, 

12,5, 6,25 e 3,125 µg/mL), por 12 e 24 horas. Posteriormente, foi realizado 

tratamento com concentrações de Pilocarpina (10, 20, 40 e 80 mM/ mL) ou com uma 

combinação entre metilfenidato e Pilocarpina por 24 hs (CARVALHO, 2016). Após o 

tratamento das células, o substrato da cultura foi retirado e então adicionado 10µL 

de 3- (4,5- dimetilazil-2-i l)-2,5 difenil tetrazólico (MTT) dissovido em PBS 

(500µg/mL). Após incubação por 4 horas à 37°C em estufa com 5% de CO2, o 

sobrenadante foi removido e adicionado SDS (10%) em HCl 0,01N para solubilizar 

os cristais de formazan. As placas foram incubadas por 17h e, em seguida, uma 

leitura espectrofotométrica foi realizada em um comprimento de onda de 570 nm 

(Figura 16) (MOSMANN, 1983).    

 



67 
 

 

Figura 16- Esquema das estapas de tratamento dos astrócitos em Placa de Elisa para obtenção da 

viabilidade celular.  

 

 

Fonte: DE MENEZES, 2013.  

 

4.8 Análise estatística  

 

A análise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism, 

versão 5.0 para Windows, expressos como média ±erro padrão da média (EPM).  

Para os ensaios comportamentais e neuroquímicos foi utilizado o One-way 

ANOVA seguido de Student Newman Keuls. Para a análise 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 relação às questões éticas, o projeto foi submetido ao Comitê de Ética no 

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

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

 

5.1 Alterações Comportamentais após a indução do status epilepticus, por 

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

 

Após a administração de P320, os animais mostraram sinais colinérgicos 

(miose, piloereção, cromodacriorréia, diarréia e tremores), e movimentos 

estereotipados mesmo com a administração da escopolamina. Dos 113 animais 

injetados com P320, 32 animais (28,32%) evoluíram ao óbito na primeira uma hora 

após a administração, ou nos dias subsequentes, apresentando momento crítico até 

o 30 dia. Mesmo tendo recebido uma dosagem consideravelmente alta de pilocarpina 

(320 mg/kg), 8 animais (7,08%) não atingiram a pontuação de 5 na escala de Racine 

(elevação e queda), sendo, portanto, excluídos 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- Número de animais que foram submetidos ao status epilepticus.  

Número de animais 

induzidos ao status 

epilepticus 

Número de mortes Número de 

animais excluídos 

(não atingiu grau 5 na 

Escala de Racine)  

 

Números de 

sobreviventes 

epilépticos 

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 parâmetros avaliados nesse teste foram: atividade locomotora espontânea 

(ALE) e atividade exploratória vertical (rearing).   

O tratamento com MFD em animais não 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 espontânea quando comparado ao tratamento do grupo 

controle não epiléptico. Os grupos epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10mg/Kg 

aumentaram também em relação ao grupo controle epiléptico (Figura 17A). 

Houve um aumento significativo no número de rearing nos animais do grupo 

controle epiléptico em relação ao grupo controle não epiléptico. O tratamento com 

MFD na dose de 10mg/Kg dos animais epilépticos diminuiram significativamente o 

número de rearing em relação ao grupo controle epiléptico (Figura 17B).   

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

Tabela 2 (Apêndice A).  

 

Figura 17- Efeito do metil fenidato no teste do campo aberto em animais jovens. (A) ALE  (B) rearing.  
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Os valores representam a média  EPM. Para análise estatística 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 número de entradas nos braços abertos (NEBA), o tempo de permanência 

nos braços abertos (TPBA), a percentagem de entrada nos braços abertos (PEBA) e 

a percentagem do tempo de permanência nos braços abertos (PTBA) foram os 

parâmetros avaliados nos animais.  

O tratamento com MFD, em animais não 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 número de entrada nos braços abertos (NEBA) em relação ao grupo 

controle não epiléptico. Houve também um aumento significativo no NEBA dos 

grupos epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg em relação ao controle epiléptico 

(Figura 18A). 

Os animais tratados com MFD, grupos epilépticos e não epilépticos, não 

alteraram o tempo de permanência nos braços abertos (TPBA) em relação ao grupo 

controle não epiléptico, porém os animais epilépticos tratados com MFD nas doses 

de 2,5; 5 e 10 mg/Kg aumentaram significativamente o TPBA em relação ao grupo 

controle epiléptico (Figura 18B).   

O grupo de MFD não 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 braços abertos (PEBA) em relação ao grupo controle não epiléptico. 
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Os grupos de animais epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10mg/Kg aumentaram 

significativamente o PEBA em relação ao grupo controle epiléptico  (Figura 18C). 

Os grupos de MFD em animais não epilépticos nas doses de 5 e 10 mg/Kg e, 

os grupos de animais epilépticos na dose de 5 mg/Kg aumentaram o percentual de 

entradas nos braços abertos (PTBA) em relação ao grupo controle não epiléptico. 

Os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5;  5 e 10 mg/Kg 

aumentaram significativamente em relação ao grupo controle epiléptico (Figura 

18D). 

Os valores da média ± erro padrão da média (EPM) estão representados na 

Tabela 3 (Apêndice A). 

 

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

(B) TPBA  (C) PEBA (D) PTBA. 
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Os valores representam a média EPM. Para análise estatística 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.  

 

5.2.3 Teste do Nado Forçado  

 

 Houve uma diminuição significativa no tempo de imobilidade nos animais do 

grupo controle epiléptico em relação ao grupo controle não epiléptico.  

O tratamento com MFD em animais não epilépticos, na dose de 2,5; 5 e 10 

mg/Kg  e os grupos epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg diminuiram 

significativamente o tempo de imobilidade em relação ao grupo controle não 

epiléptico. Os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 5 e 10 mg/Kg 

diminuiram significativamente em relação ao grupo controle epiléptico (Figura 19). 

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

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

jovens. 
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Os valores representam a média  EPM. Para análise estatística 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.  

 

5.2.4 Teste do Labirinto em Y (Y-maze) 

 

Os animais controle epilépticos apresentaram déficit na memória de trabalho 

(memória de curta duração) em relação ao controle não epiléptico. 

 Houve uma diminuição significativa no percentual de alternações 

espontâneas nos grupos tratados com MFD nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/Kg dos 

animais epilépticos em relação ao grupo controle não epiléptico, porém em relação 

ao grupo controle epiléptico não houve alterações significativas no percentual de 

alternações espontâneas  (Figura 20). 

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

Tabela 5 (Apêndice A).  
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Figura 20- Avaliação da memória de trabalho (memória de curta duração) de ratos epilépticos 

tratados ou não com metilfenidato.  
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Os valores representam a média EPM. Para análise estatística 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 (memória de longa duração) em relação aos animais 

do grupo controle não epiléptico.  

 Não houve alteração significativa no índice de reconhecimento dos grupos 

tratados com MFD não epilépticos e epilépticos em relação ao grupo controle não 

epiléptico, porém os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5; 5 e 

10mg/Kg aumentaram o índice de reconhecimento de novos objetos quando 

comparados ao grupo controle epiléptico (Figura 21). 

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

Tabela 6 (Apêndice A).  
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Figura 21- Avaliação do índice de reconhecimento de objetos em ratos jovens submetidos à epilepsia 

tratados ou não com metilfenidato.  
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Os valores representam a média EPM. Para análise estatística 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: Avaliação do Estresse Oxidativo, Dosagem de TNF-α e 

Análise da expressão de COX-2 e iNOS 

 

5.3.1 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a produção de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) em áreas cerebrais de animais jovens 

submetidos ou não à indução da epilepsia com pilocarpina (P320). 

 

 Foi observado um aumento significativo na concentração de malonildialdeído 

(MDA) no hipocampo (HC), corpo estriado (CE) e córtex pré-frontal (CPF) dos 

animais do grupo controle epiléptico em relação ao grupo controle não epiléptico. 

 No HC, os grupos de animais não 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 concentração de MDA em relação 

ao controle não epiléptico. Os animais tratados com MFD na dose de 5mg/Kg 

apresentaram um aumento significativo em relação ao controle epiléptico. Os 

animais epilépticos tratados com MFD na dose de 10mg/Kg diminuiu os níveis de 

MDA quando comparado ao grupo MFD 10, não epiléptico (Figura 22A). 

 No CE, os grupos de animais não 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 concentração de MDA em relação ao 

controle não epiléptico. Os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5 

e 5 mg/Kg diminuiram os níveis 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 concentração de MDA em 

relação ao controle não epiléptico. Os animais epilépticos tratados com MFD na 

dose de 5 e 10mg/Kg diminuiram os níveis de MDA quando comparado ao grupo do 

MFD5 e MFD 10, não epiléptico, respectivamente  (Figura 22C). 

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

Tabela 7 (Apêndice A).  

 

Figura 22- Determinação da ocorrência de peroxidação lipídica de ratos jovens submetidos à 

epilepsia tratados ou não com metil fenidato. (A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Córtex pré-frontal.  
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Os valores representam a média EPM. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguida por 

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

MFD10; d p<0,05 vs MFD5.  

 

5.3.2 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a produção de nitrito/nitrato 

em áreas cerebrais de animais jovens submetidos ou não à indução da 

epilepsia com pilocarpina (P320). 

 

Foi observado um aumento significativo na concentração de nitrito/nitrato no 

HC, CE e CPF dos animais do grupo controle epilépticos em relação ao grupo 

controle não epiléptico. 

No HC, os grupos de animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5; 

5 e 10 mg/Kg apresentaram uma elevação dos níveis de nitrito/nitrato em relação ao 

controle não epiléptico. Os animais epilépticos nas doses de 5 e 10 mg/Kg 

aumentaram significativamente em relação ao grupo controle epiléptico. Os animais 

epilépticos, nas doses de 5 e 10 mg/Kg, aumentaram os níveis de nitrito/nitrato 

quando comparado as mesmas doses dos animais não epilépticos  (Figura 23A). 

No CE, os grupos de animais não 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 níveis de nitrito/ nitrato em relação ao 

controle não epiléptico. O grupo epiléptico tratados com MFD na dose de 10 mg/Kg 

aumentou significativamente em relação ao grupo controle epiléptico. Os animais 
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epilépticos, nas doses de 5 e 10 mg/Kg, aumentaram os níveis de nitrito/nitrato 

quando comparado as mesmas doses dos animais não epilépticos (Figura 23B). 

No CPF, os grupos de animais não 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 níveis de nitrito/ nitrato em relação ao grupo controle não 

epiléptico. Os animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 5 e 10 mg/Kg 

apresentaram um aumento significativo em relação ao grupo controle epiléptico. Os 

animais epilépticos, nas doses de 5 e 10 mg/Kg, aumentaram os níveis de 

nitrito/nitrato quando comparado as mesmas doses dos animais não epilépticos 

(Figura 23C). 

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

Tabela 8 (Apêndice A).  

 

Figura 23- Determinação da fomação de nit rato/ nitrito de ratos jovens submetidos à epilepsia 

tratados ou não com metilfenidato. (A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Córtex pré-frontal 
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Os valores representam a média EPM. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguida por 

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

MFD10 e d p<0,05 vs MFD5.  

 

5.3.3 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a concentração de 

glutationa reduzida (GSH) em áreas cerebrais de animais jovens submetidos 

ou não à indução da epilepsia com pilocarpina (P320). 

 

Foi observada uma diminuição significativa sobre a concentração de GSH no 

HC, CE e CPF dos animais do grupo controle epiléptico em relação ao grupo 

controle não epiléptico. 

No HC, os grupos de animais não 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 concentração de GSH em relação ao controle não epiléptico. 
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Os animais epilépticos tratados com MFD na dose de 2,5mg/Kg apresentou uma 

diminuição, mas na dose de 10mg/Kg apresentou um aumento na concentração de 

GSH quando comparado ao grupo controle epiléptico. Os animais epilépticos 

tratados com MFD 10 apresentou um aumento significativo nos níveis de GSH 

quando comparado a mesma dose dos animais não epilépticos (Figura 24A). 

No CE, os grupos de animais não 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 diminuição na concentração de GSH em relação ao 

controle não epiléptico. Os animais do grupo epiléptico tratados com MFD na dose 

de 5mg/Kg aumentaram significativamente em relação ao grupo controle epiléptico 

(Figura 24B). 

No CPF, os grupos de animais não 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 diminuição significativa na concentração de GSH em relação ao 

controle não 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 níveis de GSH em relação 

ao grupo controle epiléptico. Os animais epilépticos tratados com MFD 10 

apresentou um aumento significativo nos níveis de GSH quando comparado a 

mesma dose dos animais não epilépticos (Figura 24C). 

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

Tabela 9 (Apêndice A).  

 

Figura 24- Avaliação  da concentração de GSH de ratos jovens submetidos à epilepsia tratados ou 

não com metil fenidato. (A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Córtex pré-frontal.  
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Os valores representam a média EPM. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguida por 

Student Newman Keuls como teste post hoc.  a p<0,05 vs SAL; b p<0,05 vs  P320; c p<0,05 vs MFD 

10.  

 

5.3.4 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a  atividade da Catalase em 

áreas cerebrais de animais jovens submetidos ou não à indução da epilepsia 

com pilocarpina (P320). 

 

Foi observada uma diminuição significativa na atividade da catalase no HC, 

CE e CPF dos animais do grupo controle epiléptico em relação ao grupo controle 

não epiléptico. 

No HC, os grupos de animais não 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 



82 
 

 

mg/Kg diminuiram a atividade da catalase em relação ao controle não epiléptico 

(Figura 25A). 

No CE, os grupos de animais não 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 diminuição significativa na atividade da catalase em relação ao controle não 

epiléptico (Figura 25B). 

No CPF, os grupos de animais não 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 diminuição na atividade da catalase em relação ao grupo 

controle não epiléptico (Figura 25C).  

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

Tabela 10 (Apêndice A).  

 

Figura 25- Avaliação  da atividade da catalase de ratos jovens submetidos à epilepsia tratados ou não 

com metilfenidato. (A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Córtex pré-frontal.  
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Os valores representam a média EPM. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguida por 

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

 

5.3.5 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a atividade da 

Acetilcolinesterase em áreas cerebrais de animais jovens submetidos ou não à 

indução da epilepsia com pilocarpina (P320). 

 

O grupo controle dos animais epilépticos foi capaz de reduzir 

significativamente a atividade da AChE no HC e CPF em relação ao grupo controle 

não epiléptico.  

No HC, houve diminuição significativa nos animais não epilépticos e nos 

animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg em relação 

ao grupo controle não epiléptico (Figura 26A). 
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 No CE, não foi observada nenhuma diferença significativa dos animais 

pertencentes aos diferentes grupos tratados com MFD em comparação aos grupos 

controles não epilépticos e epilépticos (Figura 26B).  

 No CPF, foi observado uma diminuição significativa nos animais não 

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 relação ao grupo controle não 

epiléptico (Figura 26C). 

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

Tabela 11 (Apêndice A).  

 

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

ou não com metilfenidato. (A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Córtex pré-frontal.  
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Os valores representam a média EPM. Para análise estatística 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 determinação das 

concentrações de Dopamina e do metabólito DOPAC em corpo estriado de 

animais jovens submetidos ou não à indução da epilepsia com pilocarpina 

(P320). 

  

A Figura 27A mostra que não houve alteração nos níveis de dopamina no 

corpo estriado do grupo controle epiléptico quando comparado ao grupo controle 

não epiléptico. Houve uma aumento significativo nos níveis de dopamina (DA) nos 

grupos não epilépticos tratados com MFD nas doses de 5 e 10 mg/Kg quando 

comparado ao grupo não epiléptico. Os animais epilépticos nas doses de 2,5; 5 e 10 

mg/Kg também apresentaram um aumento dos níveis de DA quando comparados 

aos grupos controle não epilépticos e epilépticos. Os animais epilépticos tratados 

com MFD nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg apresentaram um aumento significativo 

nos níveis de DA quando comparado as mesmas doses dos animais não epilépticos.     

A Figura 27B mostra que houve um aumento significativo nos níveis de 

DOPAC no corpo estriado do grupo controle epiléptico quando comparado ao grupo 

controle não epiléptico. Não houve alteração significativa nos níveis de DOPAC do 

MFD nos animais não epilépticos. Nos animais epilépticos, nas doses de 2,5 e 

10mg/Kg, houve uma diminuição dos níveis de DOPAC quando comparado ao grupo 

controle não 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 relação ao grupo controle epiléptico. 

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

Tabela 12 (Apêndice A).  

 

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

de ratos jovens submetidos à epilepsia tratados ou não com metil fenidato. 
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Os valores representam a média EPM. Para análise estatística 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 áreas cerebrais de animais jovens submetidos ou 

não à indução da epilepsia com pilocarpina (P320). 

 

 Na avaliação da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), os animais 

epilépticos apresentaram aumento significativo da MPO no HC, CE e CPF em 

relação ao grupo controle não epiléptico.  

No HC, os grupos de animais não epilépticos e epilépticos tratados com MFD 

nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg aumentaram a MPO em relação ao controle não 

epiléptico. Já o grupo de animais epilépticos tratados com MFD nas doses de 5 e 10  

mg/Kg apresentaram aumento significativo em relação 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 não epilépticos  (Figura 28A). 

No CE, os grupos de animais não 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 relação ao controle 

não 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 não epilépticos  (Figura 28B). 

No CPF, os grupos de animais não 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 relação ao 

grupo controle não epiléptico e, na dose de 10 mg/Kg em relação ao controle 

epiléptico. Já 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 não epilépticos  (Figura 28C). 

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

tabela 13 (Apêndice A).  
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Figura 28- Avaliação dos níveis de mieloperoxidase de ratos jovens submetidos à epilepsia tratados 

ou não com metilfenidato. (A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Córtex pré-frontal.  
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Os valores representam a média EPM. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguida por 

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

MFD10; d p<0,05 vs MFD5. 

 

5.3.8 Efeito do tratamento com metilfenidato sobre a concentração de TNF- α 

em áreas cerebrais de animais jovens submetidos ou não à indução da 

epilepsia com pilocarpina (P320). 

 

Com relação às concentrações de TNF-α foi constatado aumento significativo 

em todas as áreas cerebrais analisadas (HC, CE e CPF) nos animais epilépticos 

quando comparado ao grupo  controle não epiléptico.  

No HC, CE e CPF, o grupo de animais epilépticos tratados com MFD na dose 

de 5mg/Kg aumentou a concentração de TNF-α em relação ao grupo controle não 

epiléptico (Figura 29A, 29B e 29C). 

NO CPF, o grupo de animais não epiléptico tratados com MFD na dose de 

5mg/Kg aumentaram às concentrações de TNF-α em relação ao controle não 

epiléptico (Figura 29C). 

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

tabela 14 (Apêndice A).  

 

Figura 29- Níveis de TNF-α de ratos jovens submetidos à epilepsia tratados ou não com metil fenidato.  

(A) Hipocampo (B) Corpo estriado (C) Córtex pré-frontal.  
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Os valores representam a média EPM. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguida por 

Student Newman Keuls como teste post hoc. a p<0,05 vs SAL; b p<0,01 vs MFD5; c 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 não à indução da 

epilepsia com pilocarpina (P320). 

  

Sabendo da importância da COX-2 para a neuroinflamação e epilepsia, 

avaliamos quali-quantitativamente a imunomarcação para esta enzima no corpo 

estriado de ratos jovens controle não epiléptico (SAL) e dos ratos submetidos à 

epilepsia por pilocarpina (SAL+P320  e MFD5+P320).  

 Através das imagens obtidas a partir da técnica de imunohistoquímica para 

COX-2 pode-se verificar que os animais controle epiléptico tiveram uma maior 

imunomarcação para COX-2 em relação ao grupo controle não epiléptico. O 
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tratamento com MFD5 nos animais epilépticos aumentaram a marcação para a 

enzima COX-2 em comparação com o grupo controle não epiléptico (Figura 30A e 

30B).    

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

tabela 15 (Apêndice A).  

 

Figura 30- A. Quantificação da imunomarcação para COX-2 no corpo estriado de animais jovens 

sbmetidos ou não à epilepsia.   
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Essa quantificação foi feita utilizando o programa Image J através da densidade óptica. Os valores 

representam a média EPM. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguida por Student  

Newman Keuls como teste post hoc.  a p<0,01 em relação 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 à epilepsia.  

 

 

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

200µm 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 não à indução 

da epilepsia com pilocarpina (P320). 

 

Avaliamos quali- quantitativamente a imunomarcação para iNOS no corpo 

estriado de ratos jovens não epilépticos (SAL) e dos ratos submetidos à epilepsia 

por pilocarpina (SAL+P320 e MFD5+P320).  

 Através das imagens obtidas a partir da técnica de imunohistoquímica para 

iNOS pode-se verificar que os animais controle epiléptico tiveram uma maior 

imunomarcação para iNOS em relação ao grupo controle não epiléptico. Os animais 

epilépticos tratados com MFD na dose de 5mg/Kg aumentaram a marcação para a 

enzima iNOS em comparação com o grupo controle não epiléptico e epiléptico 

(Figura 31A e 31B).    

Os valores da média ±erro padrão da média (EPM) estão representados na 

tabela 16 (Apêndice A).  

 

Figura 31- A. Quantificação da imunomarcação para iNOS  no corpo estriado de animais jovens 

submetidos ou não à epilepsia.  
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Essa quantificação foi feita utilizando o programa Image J através da densidade óptica. Os valores 

representam a média EPM. Para análise estatística 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 iNOS no corpo estriado de ratos jovens submetidos à epilepsia.  

 

 

A coloração marrom representa células imunorreativas para iNOS no corpo estriado. Escala de 

200µm 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 astrócitos, a substância foi 

incubada em diferentes concentrações com as células por um período de 12 ou 24 

horas. Em seguida foi realizado o ensaio de redução do MTT, que determina 

indiretamente a capacidade oxirredutora das células.  

 Após 12 e 24 horas de incubação, todas as concentrações de MFD  (200, 

100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 µg/mL)  não 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 viabilidade astrócitos pelo método do MTT após (A) 12 horas e (B) 

24 horas de incubação.  
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Os experimentos foram realizados em t riplicata e os dados expressos como média ± EPM. Para 

análise estat ística utilizou-se ANOVA seguida pela pós-teste de Bonferroni.  

 

Quanto ao efeito da pilocarpina sobre a viabilidade da linhagem celular em 

teste, em nossas análises observamos que a pilocarpina foi citotóxico 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 viáveis 

comparados com 106,5±2,24% de células viáveis no grupo não tratado), de modo 

dose-dependente, e apresentando uma IC 50 (índice de citotoxicidade para 50% da 

população celular em estudo) correspondente a 20,35mM (Figura 33). 
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Figura 33- Percentual de viabilidade celular de astrócitos corticais expostos a diferentes 

concentrações de Pilocarpina.    

CTRL- 5 10 20 40 80
0

25

50

75

100

125
%

 V
ia

b
ili

d
a

d
e

 c
e

lu
la

r

a

a

a

a

PILO
 

Resultados expressos como média ± EPM. Para análise estatística utilizou-se ANOVA seguida pela 

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

 

De posse do conhecimento gerado sobre a citotoxicidade da pilocarpina, e 

conhecendo sua IC 50 correspondente a 20,35 mM, então decidimos analisar se o 

pré-tratamento com MFD (6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 µg/mL) era capaz de exercer 

alguma influência sobre a cultura de astrócitos exposta à IC50 da pilocarpina. Como 

resultado, foi observado que houve um aumento da viabilidade celular envolvendo o 

pré-tratamento com MFD nas concentrações de 6,2; 25 e 50 µg/mL e subsequente 

exposição 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 viáveis comparado com 49,82 ± 1,35 de 

células viáveis no grupo tratado com IC 50 da PILO) (Figura 34). 
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Figura 34- Percentual de viabilidade celular de astrócitos corticais expostos a diferentes 

concentrações da combinação de MFD+PILO IC50  
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Resultados expressos como média ± EPM. Para análise estatística utilizou-se ANOVA seguida pela 

pós-teste de Bonferroni.a p<0,05 vs controle não tratado (CTRL-) e b p<0,05 comparado com o grupo 

controle PILO IC50.  
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6 DISCUSSÃO 

 

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%) não convulsionaram mesmo com a dose de 320 mg/kg de 

pilocarpina administrada. Em um estudo realizado com a administração de 

pilocarpina na dose de 400 mg/Kg (P400) demonstrou que nesse grupo, 75% dos 

animais apresentaram convulsões e progrediram para o status epilepticus 

(CAMPÊLO et al., 2011).  Estudos anteriores também mostram que a maior dose 

empregada de pilocarpina (350 mg/kg) não promoveu atividade convulsiva em 35 % 

dos animais tratados (CAVALHEIRO et al., 1991; COVOLAN; MELLO, 2000; DE-

MELLO et al., 2005), mas foi possível observar alterações comportamentais como 

imobilidade, marcha atáxica, automatismos e salivação excessiva nos primeiros 

minutos após a injeção sistêmica, havendo persistência desses sintomas por 

aproximadamente 1 h. 

No presente estudo, particularmente no teste do campo aberto, não houve 

alteração nos animais do grupo controle epiléptico quanto ao número de 

cruzamentos, mas houve um aumento no número de rearing em relação ao grupo 

controle não epiléptico. Um estudo mostrou evidências que animais jovens, 

submetidos ao status epilepticus, apresentam aumento moderado da atividade 

locomotora e exploratória sem alteração 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, 

quando expostos a um ambiente ameaçador (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 são indicativos de excitabilidade do SNC e que uma 

diminuição destes parâmetros sugere uma atividade sedativa (CHINDO et al., 2003).  

Estudos comportamentais, tendo início logo após o status epilepticus, são 

escassos na literatura, principalmente se for induzido conforme o modelo de 

pilocarpina, em animais jovens. Tais características dificultaram a comparação com 

os nossos resultados para uma pronta discussão, visto que no nosso estudo a 
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pilocarpina não alterou a atividade locomotora dos animais. Segundo Müller et al., 

(2009) que estudaram as alterações comportamentais e cognitivas de camundongos 

adultos nocautes (C57BL/6) que foram submetidos ao modelo de ELT com 

pilocarpina aos 25 dias pós-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 exploração de 

objetos, e adicionalmente, déficit de aprendizagem no labirinto aquático de Morris. 

Estes resultados alertam para busca de intervenções 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 não epilépticos como dos 

animais epilépticos em comparação ao grupo controle não epiléptico.  

Um trabalho realizado por Burton e colaboradores (2010) sugere que alguns 

aspectos da função dopaminérgica mesocorticolímbica são alterados pela 

administração de psicoestimulantes durante a adolescência. Esses autores 

observaram que ratos jovens (32-47 semanas) que receberam a administração de 

metilfenidato apresentam na vida adulta maior resposta locomotora e ativação 

neuronal diferencial, induzidas por anfetamina.   

Quanto aos grupos tratados com MFD e que foram induzidos ao status 

epilepticus, pode-se observar uma potencialização na atividade locomotora quando 

associado o MFD e a pilocarpina (MFD +P320) em todas as doses estudadas, visto 

através do aumento do número de cruzamentos desses animais quando 

comparados ao grupo controle epiléptico (SAL+P320). 

Em nosso estudo não houve alteração no número de rearing nos animais 

tratados com MFD no campo aberto quando comparado ao grupo controle não 

epiléptico, mas houve uma diminuição no número de rearing nos animais tratados 

com MFD na dose de 10 mg/Kg comparados ao grupo controle epiléptico. Alguns 

autores relatam que drogas ansiolíticas diminuem o número de rearing 

(HUGHES,1972; STOUT; WEISS, 1994).  

No presente estudo, no teste do Labirinto em Cruz Elevada (LCE), houve uma 

significativa diminuição em todos os parâmetros analisados dos animais controle 

epilépticos em relação ao grupo controle não epiléptico, indicando uma atividade 
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ansiogênica da pilocarpina, uma vez que o tratamento aumentou a aversão natural 

dos animais aos espaços desprotegidos e elevados. 

Hoeller (2013) observou que os ratos tratados com uma única injeção 

sistêmica de pilocarpina (150 ou 350 mg/Kg) reduziram significativamente o tempo 

gasto e o número de entradas nos braços abertos no LCE quando comparado aos 

animais controle, apresentando um perfil ansiogênico, quando avaliados 24 horas ou 

1 mês após o tratamento. Esses achados corroboram com outro estudo do mesmo 

grupo de pesquisa que relataram um efeito ansiogênico promovido pela 

administração de pilocarpina (150 mg/Kg) em ratos (DUARTE et al., 2010). As 

alterações indicam que a administração de uma única dose sistêmica 

subconvulsivante de pilocarpina leva a alterações neurofisiológicas e 

comportamentais que podem ser utilizadas como um modelo para o estudo da 

ansiedade em roedores (INOSTROZA et al., 2012). 

Houve um aumento dos parâmetros NEBA, PEBA e PTBA com MFD na dose 

de 10 mg/kg do grupo não epiléptico e, MFD nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg dos 

animais epilépticos em relação ao grupo controle não epiléptico. Alguns autores 

realizaram estudo com ratos jovens expostos ao MFD, uti lizando o teste do LCE e 

verificaram que os animais passaram mais tempo sobre os braços abertos, e 

apresentaram comportamentos de avaliação de risco alterados sugerindo um efeito 

ansiolítico 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 parâmetros (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 possível comportamento ansiolítico, 

mesmo sendo administrado P320, que já foi previamente relatado efeito 

ansiogênico. Isso sugere que o MFD foi capaz de evitar o efeito ansiogênico 

causado pela pilocarpina. 

Lopes (2016), observou no teste do LCE que a administração de pilocarpina 

(300 mg/kg, i.p.) promoveu na fase de maturação epiléptica um aumento do 

comportamento ansiogênico, fato evidenciado pela diminuição de exploração dos 

braços abertos. Curiosamente, os animais tratados com pilocarpina, que se 

encontravam na fase crônica, não apresentaram diferenças 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 

período mais prolongado de exposição diminuiu a ansiedade em relação ao período 

de exposição mais curto do fármaco, o que pode sugerir que é importante considerar 

o tempo de exposição de drogas em estudos pré-clínicos que visam investigar os 

efeitos da exposição do MFD em populações de crianças diagnosticadas com 

TDAH.  

Em seguida, investigamos o possível efeito antidepressivo do MFD no teste 

do nado forçado. Essa investigação foi impulsionada devido a alta comorbidade 

entre epilepsia e depressão, pela heterogeneidade da resposta clínica às drogas 

antidepressivas e estabilizadores do humor atualmente disponíveis e devido à 

susceptibilidade aos efeitos adversos (LERER; MACCIARDI, 2002).  

O teste do nado forçado, apesar de não refletir adequadamente a 

sintomatologia da depressão em humanos, ele tem um alto valor preditivo na 

investigação de drogas antidepressivas (WILLNER, 1984, CRYAN et al., 2002). Os 

antidepressivos aumentam a latência 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 pró-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 diminuição 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 crônica, dados estes 

compatíveis com uma ação antidepressiva da pilocarpina (LOPES, 2016). A 

explicação para este achado é complexa, já que pacientes portadores de ELT 

apresentam altos índices de transtornos do humor, como a depressão. Uma 

possibilidade é que a diminuição do tempo de imobilidade observada no teste 

poderia estar associada com um aumento do medo nestes animais, como observado 

em outros trabalhos (MULLER et al., 2009).  

O MFD diminuiu o tempo de imobilidade em todas as doses testadas em 

relação ao grupo controle não epiléptico, tanto nos animais não epilépticos como nos 

grupos em que a epilepsia foi induzida. Houve uma diminuição bastante significativa, 



101 
 

 

sendo bem mais acentuada na dose de 10mg/Kg, no tempo de imobilidade nos 

animais epilépticos tratados com MFD em comparação ao grupo controle epiléptico, 

visto que o MFD potencializa a ação antidepressiva já vista pela pilocarpina.  

Salviano (2015) observou que o tratamento agudo com MFD, em animais 

adultos, apresentou um efeito antidepressivo, uma vez que houve uma diminuição 

no tempo de imobilidade no teste do nado forçado. Estudos apontam que a 

exposição ao MFD diminui a latência para a imobilidade (BOLÃNOS et al., 2003; 

CARLEZON et al., 2003; BRITTON et al., 2007).  

Correlacionando esses resultados à clínica, em um trabalho realizado com 

pacientes em tratamento de TDAH na infância, adolescência e na fase adulta, 

observou-se que para os pacientes que apresentavam sintomas depressivos foi 

sugerido a utilização de estimulantes (MFD) juntamente com a fluoxetina, pois os 

antidepressivos tricíclicos parecem ser ineficazes em caso de crianças e 

adolescentes com depressão maior (KLEIN; SCHNEIDER; COLET, 2017).    

Embora permaneça controversa a relação entre a imobilidade animal 

desencadeada nos modelos e a depressão humana, uma grande variedade de 

compostos antidepressivos e com potencial antidepressivo reduzem o tempo de 

imobilidade no teste do nado forçado (GOMES et al., 2010; MELO et al., 2011; 

TEIXEIRA et al., 2011).  

A memória de trabalho ou operacional (memória de curta duração) pode ser 

definida como a habilidade cognitiva que permite reter e manipular informações por 

um curto período de tempo para estímulos ou localizações espaciais, sem a 

obrigatoriedade de formar uma memória de longa duração (PARK et al., 2012). É 

considerada na literatura como uma das funções executivas mais afetadas nas 

crianças com TDAH (SONUGA-BARKE, 2005; WILLCUTT, et al., 2005; BROWN; 

PERRIN, 2007; SJÖWAL et al., 2013), tal como uma das responsáveis pelo 

insucesso escolar presente com frequência nesta população e constitui um dos 

alvos principais do efeito da medicação, 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 et al., 2013). 

A literatura refere que a memória de trabalho ou memória operacional não 

está localizada em uma única região cerebral. Ela envolve interações funcionais 

entre o córtex pré-frontal (CPF) e diversas regiões 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 tendência dos 

animais em explorar o novo e nesse teste influências como componente emocional 

ou motivação são minimizadas. As alternações espontâneas no Labirinto em Y são 

consideradas ainda a reflexão de uma forma primitiva de memória de trabalho 

espacial (MALM et al., 2006).  

No nosso trabalho, os ratos jovens epilépticos apresentaram um déficit de 

memória 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 sequências corretas em relação ao grupo controle não epiléptico, o 

que representa déficit na memória de trabalho especial (memória de curto prazo)  

nos animais epilépticos, onde o MFD não foi capaz de reverter esse déficit causado 

pela pilocarpina.  

O teste de reconhecimento de objetos (memória de longa duração) é baseado 

na tendência natural dos animais buscarem o novo, não havendo necessidade de 

estímulo aversivo ou privação de comida e água. A tarefa é útil para avaliar em 

regiões específicas do cérebro as alterações neuroquímicas produzidas após lesões 

(BEVINS; BESHEER, 2006). A formação hipocampal é a principal região envolvida 

na memória de reconhecimento de objetos, particularmente o córtex perirrinal (WIN-

SHWE; FUJIMAKI; 2011). A integridade do hipocampo é essencial para o 

reconhecimento de objetos. Assim como a ação do córtex perirrinal especificamente 

contribui na codificação, consolidação e recuperação da memória relacionada a 

objetos (WINTERS et al., 2008). 

No nossos achados, verificamos que os animais jovens avaliados pelo teste 

de reconhecimento de objetos têm afetada a sua capacidade de reconhecer o objeto 

novo, visto pela diminuição no índice de reconhecimento do grupo epiléptico em 

comparação ao grupo controle não epiléptico. Já nos animais epilépticos tratados 

com MFD nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg houve um aumento no índice de 

reconhecimento quando comparado ao grupo controle epiléptico, o que significa que 

o MFD foi capaz de reverter o déficit do reconhecimento de no vos objetos causado 

pela pilocarpina nesse animais.  

 Segundo De Oliveira et al., 2008, os animais submetidos ao SE 

apresentaram déficit significativo na memória de longa duração na tarefa de 

reconhecimento de objetos, indicando que convulsões prolongadas em períodos 
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iniciais do desenvolvimento podem causar prejuízos cognitivos a longo prazo. 

Segundo Córdova (2011), a neurodegeneração 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 

córtex perirrinal é crítica para a memória de reconhecimento em ratos. 

Em desacordo com os nossos achados, onde os animais não epilépticos 

tratados com MFD não alteraram o índice 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, não descartaram a possibilidade de que MFD afetou a motivação, atenção e 

função sensório-motora uma vez que o tempo total de exploração foi afetado pelo 

tratamento com MFD. 

É importante ressaltar que, em geral, nosso estudo avaliou um conjunto de 

fatores importantes (comportamentos, idade e tratamento MFD) para ansiedade, 

depressão, atividade locomotora e memória em ratos jovens  e gostaríamos de 

reforçar a ideia de que a idade do rato, bem como a hora do dia que os 

experimentos são realizados, podem alterar os resultados dos testes 

comportamentais.  

Fez-se necessário continuar as investigações através dos estudos 

neuroquímicos para investigar a relação do MFD com o estresse oxidativo e a 

atividade antioxidante bem como o envolvimento na neuroinflamação através do 

tratamento com o MFD em pacientes epilépticos.  

 

 6.2 PROTOCOLO 2: Avaliação do Estresse Oxidativo, Dosagem de TNF-α e 

Análise da expressão de COX-2 e iNOS 

 

As convulsões recorrentes, características da epilepsia, podem levar a danos 

e perdas neuronais devido, principalmente, à alta produção de espécies reativas 

durante as crises, o que predispõe os pacientes a uma maior incidência de doenças 

associadas ao estresse oxidativo (WU et al., 2009; DILLIOGLUGIL  et al., 2010). 

A pilocarpina, em altas doses, pode produzir lesões neuronais em diversas 

áreas e, especialmente, nas estruturas límbicas, causando perda neuronal no 

hipocampo, amígdala, córtex entorrinal e piriforme, indicando o envolvimento de 
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diferentes áreas no estabelecimento do processo epiléptico (LEITE et al., 1990; 

TURSKI et al., 1983; CAVALHEIRO, 1995;  FERNANDES, 2013).   

Estudos realizados sugerem o hipocampo como sítio de origem da atividade 

convulsiva induzida por pilocarpina (TURSKI et al., 1983a,b). O corpo estriado, além 

de ser uma das áreas mais acometidas, pode estar relacionado de forma importante 

aos mecanismos de propagação e manutenção (epileptogênese) da convulsão 

(MARINHO et al., 1998). 

A formação de radicais livres é comum em modelos de convulsão induzida 

por pilocarpina (NEJM et al., 2015). No nosso estudo, i nvestigando o estresse 

oxidativo nas áreas cerebrais (hipocampo, corpo estriado e córtex pré -frontal) dos 

animais, foi observado que a indução de epilepsia aumentou a peroxidação lipídica e 

as concentrações de nitrito/nitrato nas três áreas cerebrais,  uma vez que 

observamos um aumento na produção de MDA e nitrito/nitrato desses animais, 

respectivamente. Já está bem documentado que o estresse oxidativo 

verdadeiramente aumenta durante as convulsões induzidas por pilocarpina, 

sinalizando que o dano cerebral induzido pelo processo oxidativo desempenha um 

papel crucial na fisiopatologia das convulsões (NEJM et al., 2015). Além disso, 

crises induzidas por pilocarpina levam a mudanças no metabolismo de óxido nítrico 

e aumento na produção de seus metabólitos (nitrito e nitrato) (GOMES et al., 2011).  

Há estudos que mostram que o MFD provoca várias alterações 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 níveis de MDA quando comparado ao grupo controle não 

epiléptico, ressaltando que esse aumento depende da dose e da área cerebral 

estudada. Martins e colaboradores (2006) identificaram lesão oxidativa com 

administração do metilfenidato, aguda ou cronicamente, em ratos jovens (até o 600 

dia pós-natal), e não quando administrado a ratos adultos, no entanto, os ratos 

jovens são mais sensíveis do que os adultos, visto que nesse período o cérebro 

ainda encontra-se em maturação (FAGUNDES, 2006; MARTINS et al., 2006).  

Estudos demonstraram que no cerebelo, corpo estriado, hipocampo e córtex 

pré-frontal, de ratos tratados cronicamente com MFD (2,0 mg /kg) a partir do 25º dia 

de idade, os níveis de TBARS foram aumentados (MARTINS et al., 2006). Nossos 

resultados mostram que o MFD induziu a peroxidação lipídica em córtex pré-frontal, 

hipocampo e corpo estriado. Corroborando com nossos achados, vários trabalhos 
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demonstram que o tratamento crônico com várias doses de MFD induz a 

peroxidação de lípidios, promovendo o aumento dos níveis de MDA no hipocampo 

(FAGUNDES et al., 2007; GOMES et al., 2008; SCHMITZ et a l., 2012).  

Observamos, ainda, um aumento do estresse oxidativo demonstrado através 

da elevação de nitrito/ nitrato nos animais epilépticos tratados com MFD em relação 

ao grupo controle não epiléptico, bem como um aumento em relação ao controle 

epiléptico, visto que o MFD não conseguiu reverter o estresse oxidativo causado 

pela pilocarpina e acabou intensificando esse estresse observado pelo aumento dos 

níveis de nitrito/ nitrato nesses grupos.  

Alterações nas concentrações de nitrito e nitrato têm sido implicadas em 

muitos dos mecanismos envolvidos durante o processo convulsivo. Dessa forma, 

podem modular uma cascata de efeitos excitotóxicos no SNC e finalmente participar 

do subsequente dano neuronal e ativar outros mecanismos que potencializam os 

danos e a propagação do foco epiléptico (GASPAR; CASES; MAROTEAUX, 2003). 

Em nossos achados, o tratamento com MFD aumentou o conteúdo de nitrito /nitrato 

no HC, CE e CPF demonstrando um efeito neurotóxico dessa substância.  

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 

enzimáticas, a exemplo da catalase, após as crises epilépticas, existem outros 

mecanismos responsáveis pela defesa antioxidante endógena, como, por exemplo, 

a glutationa (GSH), que é a principal responsável pela defesa antioxidante 

intracelular não enzimática 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 desintoxicação não-enzimática de 

radicais hidroxila (GONÇALVES et al., 2010; UYS; MULHOLLAND; TOWNSEND; 

2014). 

Em nossos resultados da concentração de GSH, foi observado uma 

diminuição desse parâmetro no HC, CE e CPF dos animais controle epilépticos em 

relação ao grupo controle não epiléptico.  Baixos níveis de GSH também foram 

detectados em hipocampo de ratos submetidos às convulsões induzidas por P400 

(LIN et al., 2010; DE FREITAS et al., 2010). Diminuição dos níveis 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 não epilépticos e 

dos grupos epilépticos, apresentaram um diminuição nos níveis de GSH em todas as 

áreas estudadas em relação ao grupo controle não epiléptico. Podemos comparar 

esses resultados com estudos anteriores que mostraram que o MFD e outros 

compostos semelhantes às anfetaminas influenciam a sua neurotoxicidade por 

conversão de glutationa na forma reduzida de proteção (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 administração crônica de MFD reduziu a formação de  GSH, 

especialmente nas doses de 10 e 20 mg/Kg (MOTAGHINEJAD; MOTEVALIAN; 

SHABAB, 2015).  

Comparando os 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 formação de GSH, demostrando que 

o MFD conseguiu reverter a diminuição dessa enzima em relação à diminuição da 

pilocarpina.  

Foi verificada uma diminuição na atividade da catalase no HC, CE e CPF dos 

animais controle epiléptico em relação ao controle não epiléptico. De acordo com 

Freitas e colaboradores (2005), 24 horas após o SE induzido por pilocarpina, a 

atividade da catalase encontrava-se reduzida no hipocampo, sugerindo que esta 

região do cérebro  utiliza a CAT e/ou a GSH como maior sistema de limpeza contra 

EROs. Observou-se que a convulsão induzida por Pentilenotetrazol (PTZ) diminuiu a 

atividade da catalase no hipocampo, cerebelo e no córtex cerebral (RODRIGUES, 

2012).  

Verificamos uma diminuição da atividade da catalase nos animais não 

epilépticos e epilépticos tratados com MFD nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg no HC e 

CPF.  Já no CE, a diminuição ocorreu nos animais dos grupos epilépticos tratados 

com MFD nas doses de 2,5 e 5 mg/Kg quando comparados ao grupo controle não 

epiléptico. Com a diminuição da atividade da catalase, pode-se observar que houve 

um aumento no dano oxidativo, observado também pelo aumento da peroxidação 

lipídica. 

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 diminuição da atividade da 
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catalase no córtex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado e córtex cerebral (COMIN 

et al., 2013). Em outro estudo, a atividade da catalase foi menos afetada após a 

administração aguda com MFD, mas apresentou uma diminuição da enzima no 

hipocampo após o tratamento crônico. No cerebelo, corpo estriado e córtex pré-

frontal, a atividade da catalase não foi alterada após o tratamento com MFD em 

ratos jovens ou adultos (GOMES et al., 2008).  

Para melhor compreender o papel da transmissão colinérgica em convulsões, 

a atividade AChE cerebral dos animais foi determinada. A ativação colinérgica é 

essencial para o início do processo convulsivo em modelos de ELT, visto que estas 

convulsões podem ser bloqueadas pelo pré-tratamento com o antagonista 

muscarínico atropina (MARINHO et al., 1998; DE BRUIN et al., 2000). A pilocarpina 

exacerba a atividade colinérgica, provavelmente por influência direta, aumentando a 

ação da ACh circulante, modificando o binding dos receptores muscarínicos 

(HRUSKA et al., 1984) e diminuindo a atividade acetilcolinesterásica (IMPERATO et 

al., 1998).  

Nossos resultados mostraram um diminuição da atividade da AChE no grupo 

controle epiléptico em relação ao grupo controle não epiléptico no HC e CPF dos 

ratos jovens. A inibição da atividade da AChE, induzida pela administração de 

pilocarpina na dose de 400 mg/Kg (FREITAS et al., 2006; SALES et al., 2010). O 

aumento da atividade colinérgica no cérebro está provavelmente relacionado com a 

fase inicial do estado epiléptico (MCDONOUGH; SHIH, 1997; FERNANDES, 2013). 

O tratamento com MFD, tanto nos animais não epilépticos como nos animais 

epilépticos, não foi capaz de reverter a inibição da atividade da AChE induzida por 

pilocarpina em HC e CPF, sendo capaz de permanecer diminuída em relação ao 

grupo controle não epiléptico. Já no corpo estriado não houve alteração significativa 

quanto a atividade da AChE.  

Tzavara e colaboradores (2006) mostraram que a administração aguda de 

MFD (1 e 3 mg/Kg) aumentou a liberação 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 córtex pré-frontal e é concebível que ocorra a diminuição nos 

níveis de acetilcolina, o que poderia ser associada com a perda de memória 

observada. Nossos resultados, que utilizam doses mais elevadas e tratamento 

crônico, mostraram que o MFD diminuiu a AChE no córtex pré-frontal e diminuiu a 

memória de trabalho observada. Correlacionando com os dados comportamentais, 
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há evidências que a ACh está envolvida nos efeitos comportamentais de drogas 

estimulantes, tais como anfetaminas, cocaína e MFD.       

Dando continuidade ao nosso estudo, investigou-se o efeito do tratamento 

com o inibidor da recaptação de dopamina (DA), o metilfenidato, nos níveis 

extracelulares de monoaminas no corpo estriado de ratos jovens.  

A pilocarpina  altera os níveis do neurotransmissor colinérgico e pode produzir 

alterações em outros sistemas de neurotransmissores como a dopamina (DA), 

embora pouco se saiba sobre essas alterações (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 neurotransmissão 

(adrenérgico, dopaminérgico e serotonérgico), uma vez que foram observados 

efeitos rápidos nas concentrações de noradrenalina, dopamina e serotonina (EL-

ETRI et al., 1993; FREITAS et al., 2006).  

Em nosso estudo, analisando o corpo estriado, foi observado que não houve 

alterações dos níveis de DA, mas houve um aumento do seu metabólito (DOPAC) 

no grupo dos animais epilépticos em comparação ao grupo controle não epiléptico. 

Ao contrário dos nossos achados quanto os níveis de DA, mas corroborando com os 

níveis do metabólito (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 níveis estriatais de DA e aumento no nível do seu metabólito 

DOPAC, com relação ao grupo controle.   

Nascimento e colaboradores (2005) observaram no corpo estriado de animais 

com 21 dias submetidos ao SE pela pilocarpina, uma redução do conteúdo da 

dopamina. Estas análises foram realizadas agudamente, ou seja, 60 minutos após a 

indução do SE. Os estudos neuroquímicos, ainda que escassos do modelo de ELT, 

apontam a existência de uma alteração neuroquímica dopaminérgica que contribuiu 

para as algumas alterações nos testes comportamentais observadas no nosso 

estudo.  

No presente estudo, no tratamento somente com MFD foi encontrado um 

aumento dos níveis estriatais da DA, sem alterações nos de DOPAC em relação ao 

controle não epiléptico, indicando um possível aumento da metabolização dessa 

monoamina. Além disso, quando aplicada aos animais epilépticos, o MFD  foi capaz 

de aumentar os níveis estriatais de DA e diminuir os de DOPAC em relação tanto 

aos animais controle não epiléptico como ao controle epiléptico.  
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A hiperatividade do sistema dopaminérgico, especialmente nas vias 

mesolímiba e mesocortical, aumenta de forma significativa a concentração 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 níveis 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 níveis de 

dopamina no corpo estriado dos animais tratados com MFD na dose de 1mg/kg, mas 

não observou alteração na dose de 10 mg/kg. Os resultados desse autor relata 

contrário ao nosso, pois a dose menor (2,5 mg/Kg) não apresentou e as maiores 

doses (5 e 10 mg/Kg) apresentaram o aumento significativo nesses níveis estriatais 

de DA.   

É concebível que o aumento induzido por MFD nos níveis de DA seja devido 

a uma inibição do transportador de DA no estriado. Uma possibilidade alternativa é 

que o aumento de DA ative os neurônios de NA resultando num aumento dos níveis 

de NA extracelular (KODA et al., 2010). Genro et al. (2010) mostraram em uma 

revisão, evidências de modelos animais, farmacologia, neuroimagens e estudos 

genéticos que apóiam a idéia de que o TDAH é uma doença do sistema 

dopaminérgico. 

Resumindo, o tratamento com MFD na dose clinicamente relevante (5 mg/Kg) 

produziu efeitos nas concentrações de DA. Esses resultados complementam e 

estendem nossos estudos comportamentais já citados anteriormente.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

O aumento da susceptibilidade do cérebro para danos oxidativos e 

inflamatórios durante a epilepsia destaca a necessidade urgente de compreender o 

papel da mieloperoxidase e seu dano oxidativo induzido no início e na progressão da 

epilepsia. Recentes estudos de epilepsia refratária experimentais e em humanos 

demonstram presença significativa de MPO nas células cerebrais inatas como 

macrófagos / microglia e células inflamatórias infi ltrantes que refletem a propriedade 

da MPO em provocar a epileptogênese (ZHANG et al., 2015).  

Nesse contexto, este estudo, ao analisar a concentração de MPO, buscou 

verificar possíveis alterações inflamatórias associadas à indução de epilepsia pela 

administração de pilocarpina e o tratamento com metilfenidato durante 21 dias. De 

fato, encontrou-se significativa elevação na concentração de MPO após a indução 

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 não 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 

refratária e, em modelos de epilepsia em animais observaram que o número de 

leucócitos contendo MPO no cérebro aumentou acentuadamente durante a 

epileptogênese. 

O aumento de MPO foi observado em todas as doses do MFD nos animais 

não 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 não epilépticos e em todas as doses do MFD nos animais 

epilépticos. Comparando os animais epilépticos tratados com MFD, pode-se 

observar que na dose de 10 mg/Kg, em todas as áreas, houve um aumento de MPO 

quando comparado ao grupo controle epiléptico, visto que o MFD intensificou 

significativamente o aumento causado pela pilocarpina.  

Diversos estudos apontam o envolvimento de níveis elevados da atividade de 

MPO à alterações inflamatórias e de espécies reativas de oxigênio em doenças  

(VELLOSA et al., 2013).  As alterações inflamatórias indicadas pelo aumento de 

MPO com o tratamento com MFD permaneceram em todas as áreas cerebrais, visto 

que o MFD é um potente indutor de MPO exercendo um possível efeito pró -oxidante 

e intensificador das doenças inflamatórias crônicas.   

Há uma relação intríseca entre epilepsia, estresse oxidativo, neuroinflamação, 

excitotoxicidade e morte neuronal (VRIES et al., 2016; SWIADER et al., 2016). 

Sabe-se que um excesso na produção de radicais livres e a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias mediadas por células gliais, podem levar a convulsões 

prolongadas. Esse processo resultaria numa disfunção mitocondrial em tecidos 

cerebrais que procedem à morte neuronal e subsequente epileptogênese 

(DEVINSKY et al., 2013; CARMONA-APARICIO et al., 2015).   

Tem sido relatado que a ocorrência de convulsões pode causar um aumento 

na expressão gênica de várias proteínas pró-inflamatórias, que contibui para o dano 

neurológico. Por isso, alguns autores têm sugerido que os níveis plasmáticos de 

citocinas estão associados com a frequência e a gravidade das crises. As citocinas 

IL-1 β , IL -6 e TNF- α tem recebido uma grande atenção a este respeito (ALAPIRTTI 

et al., 2009; NOWAK et al., 2011; GOUVEIA et al., 2015).  
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O TNF-α produz efeitos benéficos e deletérios na função cerebral e os efeitos 

são dependentes de inúmeros fatores que incluem: a concentração local da citocina 

no sítio de síntese, o tipo de célula alvo, quantidade de tempo que o tecido fica 

exposto a essas citocinas e qual subtipo de receptores que estão envolvidos 

(GOUVEIA, 2011).  

No presente trabalho as alterações observadas nos animais que foram 

submetidos à indução da epilepsia são acompanhadas do aumento da concentração 

do TNF-α quando comparado ao grupo não epiléptico. Estudos anteriores 

demonstraram que o aumento dos níveis de TNF- α pode estar relacionado com a 

fisiopatologia da epilepsia visto que a indução de convulsões pode causar aumento  

dos níveis de TNF-α  em diferentes áreas cerebrais associadas à neurodegeneração 

(VEZZANI et al., 2011; KIM et al., 2013). No estudo de Leal (2011), o grupo de 

animais submetidos ao SE mediante aplicação de pilocarpina, apresentou uma 

expressiva elevação dos títulos de TNF- α após 12 e 24 horas  da indução do SE.  

Os animais epilépticos tratados com MFD na dose de 5mg/Kg, dose 

clinicamente relevante, apresentaram o aumento dos níveis de TNF- α em todas as 

áreas cerebrais quanto a comparação do grupo controle não epiléptico. Esse efeito 

pode estar relacionado com a aumento do dano oxidativo e consequente aumento 

da indução do processo inflamatório desencadeado pelo SE.  

Corroborando com os nossos achados, mas utilizando uma dose maior (dose 

recreacional), Motaghinejad; Motevalian; Shabab, (2016) verificaram que a 

administração crônica do MFD na dose de 10mg/Kg aumentou a peroxidação lipídica 

e os níveis de TNF-α em hipocampo e corpo estriado de ratos. Esse estudo sugeriu 

que o aumento de marcadores pró-inflamatórios está relacionado ao efeito 

neurodegenerativo do MFD. Outros estudos anteriores demonstraram que a 

metanfetamina e compostos semelhantes podem ativar as vias neuroinflamatórias e 

aumentar os níveis de TNF-α (YAMAMOTO; RAUDENSKY, 2008; WELLS et al., 

2016). 

A epilepsia promove um aumento na expressão de COX-2, iNOS e citocinas 

(TNF-α e IL-1β), bem como induz a produção de ERO e PG’s. Por isso resolvemos 

avaliar a expressão de iNOS e COX-2 no corpo estriado de ratos jovens submetidos 

a epilepsia por pilocarpina através da técnica de imunohistoquímica.   

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

inflamatória precoce a um insulto e, consequentemente, um papel significativo na 
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inflamação pós-convulsão e hiperexcitabilidade do cérebro (ROJAS et al., 2015). Os 

níveis de COX-2 são aumentados no cérebro de pacientes com epilepsia, 

especialmente na ELT e em animais que sofrem convulsões prolongadas 

(DESJARDINS et al., 2003; SERRANO et al., 2011). 

Nossos resultados confirmaram esses achados, onde foi demonstrado o 

aumento na expressão de COX-2 no corpo estriado dos animais jovens controle 

epiléptico em comparação ao grupo controle não epiléptico. Observou-se também 

um aumento significativo na imunomarcação 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, há ampla evidência para sugerir que a convulsão induzida por 

COX-2 desempenha um papel na neurodegeneração relacionada com a epilepsia 

(ROJAS et al., 2013). 

Segundo Kita e colaboradores (2014), o MFD é uma substância química 

estruturalmente relacionada com as anfetaminas. A anfetamina induz a expressão 

da COX-2 coincidindo com a ativação microglial em corpo estriado de camundongos. 

Contudo, a compreensão do envolvimento preciso da COX-2 na neurotoxicidade 

induzida por anfetamina continua controversa. Nesse estudo, os camundongos eram 

resistentes à neurotoxicidade induzida por anfetamina, enquanto que os inibidores 

de COX-2 não protegem contra a neurotoxicidade. Estes achados sugerem que os 

efeitos protetores de alguns antiinflamatórios contra a toxicidade da anfetamina são 

baseados não apenas nos seus efeitos inibidores da COX mas também de outras 

propriedades.  

 Em circunstâncias patológicas, a produção de NO é mediada pela ativação da 

iNOS, que não está presente em cérebros saudáveis. Uma vez induzida, a iNOS 

produz níveis altos e sustentados de NO que leva a neurotoxicidade via produção de 

radicais livres (peroxinitrito) (LI et al., 2012).  

Está claro a participação do NO na fisiopatologia da epilepsia pois estudos 

tem mostrado que os inibidores da NOS (principalmente iNOS) produzem 

neuroproteção em modelo animal de epilepsia, mas as isoformas da NOS 

responsáveis pela sua produção são diferentemente afetadas pelo SE (PELAGIO, 

2006). Após as crises convulsivas ocorre ativação microglial e aumento das citocinas 

pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6, TNF-α e enzimas como COX e iNOS (EYO et al., 

2016; DEY et al., 2016).  
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Dentro desse contexto, resolvemos avaliar a expressão de iNOS no corpo 

estriado de ratos jovens submetidos à epilepsia com pilocarpina. Observamos que 

os animais epilépticos apresentaram um aumento na imunomarcação para a iNOS 

em relação ao grupo dos animais não epilépticos. Os animais epilépticos que 

receberam o tratamento com MFD na dose de 5mg/Kg também aumentaram esta 

marcação para iNOS em relação tanto ao grupo controle não epiléptico como ao 

grupo controle epiléptico, demostrando que o MFD intensificou a expressão na iNOS 

no corpo estriado.  

Outros estudos em seres humanos são necessários para avaliar as 

implicações clínicas dos nossos achados. Dada as respostas inflamatórias em geral, 

e à elevada prevalência de epilepsia, dependendo do modelo experimental utilizado, 

mais estudos são necessários para determinar os tipos específicos de crises e, o 

interesse sobre o conhecimento da prescrição de um fármaco que aumenta a iNOS 

e a COX-2  quanto a medida terapêutica mais segura para o 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 astrócitos. A escolha de estudar essa 

célula glial vem do fato da mesma participar de uma variedade de mecanismos 

moleculares (exocitose, transportadores de membrana ou difusão de canais) através 

de secreção de numerosos neurotransmissores, neurohormônios e fatores tróficos 

(MALARKEY; PARPURA, 2008; PARPURA; GRUBISIC; VERKHRATSKY, 2011) que 

regulam a formação e manutenção das transmissões sinápticas, sincronização das 

redes neuronais e de sinais para outras células (micróglia, oligodentrócitos, células 

endoteliais, entre outras) (RANSOM, 2012; VERKHRATSKI; BUTT, 2013). 

As atribuições desempenhadas pelas células da glia são essencias para a 

sobrevida neuronal e, consequentemente, à vida do organismo. Sendo assim, o 

dado referente à ausência de atividade do MFD sobre os astrócitos, 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 astrócitos à agentes conhecidos por afetar neurônios e 

registrar suas respostas celulares em um ambiente controlado é o primeiro passo em 

direção a uma melhor compreensão de como essas células gliais podem participar 

em processos neuropatológicos específicos (PAVONE; CARDILE, 2003).  

Em nossa experimentação, foi evidenciada uma redução da viabilidade celular 

de astrócitos expostos a pilocarpina (PILO) nas doses de 10, 20, 40 e 80 nM, de 

modo dose dependente, isso nos faz supor que provavelmente os astrócitos corticais 

são sensíveis aos efeitos tóxicos da PILO. Foi evidenciado o aumento da viabilidade 

celular envolvendo o pré-tratamento com MFD nas concentrações de 6,25, 25 e 50 

µg/mL e subsequente exposição a dose correspondente a IC 50 da PILO. Estudos 

têm enfatizado o papel dos astrócitos na neurotransmissão colinérgica (via 

receptores nicotínicos e muscarínicos) e na potencialização a longo prazo 

(NAVARRETE et al., 2012; SHEN; YAKEL, 2012).   

Diante do resultado exposto acima, nós sugerimos que provavelmente os 

astrócitos são um dos tipos celulares envolvidos na neurotoxicidade evidenciada nos 

ensaios in vivo, relacionados aos efeitos quanto aos danos oxidativos observados 

através da indução à epilepsia.  

Modelos experimentais forneceram evidências adicionais de participação 

astrocitária na epileptogênese (XU et al., 2011; DO NASCIMENTO et al., 2012; 

ESTRADA et al., 2012). No entanto, a perda de astrócitos após 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 astrocitário poderia também 

induzir a perda neuronal secundária (NEDERGAARD; DIRNAGL, 2005).  

 Curiosamente, substâncias antiepilépticas utilizadas como tratamento para 

epilepsia foram capazes de diminuir a viabilidade celular de astrócitos corticais in 

vitro, quando os mesmos eram incubados com concentrações proporcionais as 

utilizadas para o tratamento da epilepsia. Não se sabe o impacto desse resultado no 

tratamento, porém, diante de novas descobertas sobre a importância dessa célula 

glial, novos fármacos que não apresentam efeito tóxico em astrócitos e que o 

possuem como possível alvo terapêutico podem, futuramente, desempenhar papel 

promissor para o tratamento dessa doença (CRUNELLI; CARMIGNOTO; 

STEINHAUSER, 2015).  

É sabido que em alguns concentrações o MFD (6,25; 25 e 50 µg/ mL) foi 

capaz de exercer influência, mas ainda não se pode predizer se o efeito do MFD 
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sobre a viabilidade de astrócitos, em resposta ao dano propiciado pela pilocarpina, é 

uma característica 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 neurônios, 

aliado com os resultados pró-oxidantes e pró-inflamatórios revelados pelos testes in 

vivo, podem sugerir melhor os mecanismos envolvidos com esse medicamento que 

já está inserido no mercado e com bastante uso na clínica médica. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Em resumo, esse trabalho avaliou os efeitos do metilfenidato, nos animais 

submetidos ao status epilepticus, através de experimentos comportamentais, 

avaliação de estresse oxidativo, dosagem de dopamina e seu metabólito (DOPAC), 

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

cultura de astrócitos corticais. Os achados foram: 

 

Testes Comportamentais  MFD 2,5 MFD 5 MFD10 

Campo aberto (↑) ALE e (-) rearing (↑) ALE e (-) rearing (↑) ALE e (-) rearing 

Labirinto em cruz elevado (↑) NEBA; (-)TPBA;  

(-) PEBA; (-) PTBA 

(↑) NEBA; (-)TPBA;  

(↑) PEBA;( ↑) PTBA 

(↑) NEBA; (-)TPBA;  

(↑) PEBA;(-) PTBA 

Nado forçado (↓) tempo de 

imobilidade 

(↓) tempo de 

imobilidade 

(↓) tempo de 

imobilidade 

Labirinto em Y  (↓) alternações 

espontâneas 

(↓) alternações 

espontâneas 

(↓) alternações 

espontâneas 

Reconhecimento de objetos (-) índice de 

reconhecimento 

(-) índice de 

reconhecimento 

(-) índice de 

reconhecimento 

Legenda: (↑): aumentou; (↓): diminuiu; (-): não alterou 

Dosagem Neuroquímicas  MFD 2,5 MFD 5 MFD10 

TBARS (-) HC; (-) CE e 

 (-) CPF 

(↑) HC; (↑) CE e 

 (↑) CPF 

(↑) HC; (↑) CE e 

 (↑) CPF 

Nitrito/Nitrato (↑) HC; (↑) CE e 

 (-) CPF 

(↑) HC; (↑) CE e 

 (↑) CPF 

(↑) HC; (↑) CE e 

 (↑) CPF 

GSH (↓) HC; (↓) CE e 

 (↓) CPF 

(↓) HC; (↓) CE e 

 (↓) CPF 

(↓) HC; (↓) CE e 

 (↓) CPF 

Catalase (↓) HC; (↓) CE e 

 (↓) CPF 

(↓) HC; (↓) CE e 

 (↓) CPF 

(↓) HC; (-) CE e 

 (↓) CPF 

AChE (↓) HC; (-) CE e 

 (↓) CPF 

(↓) HC; (-) CE e 

 (↓) CPF 

(↓) HC; (-) CE e 

 (↓) CPF 

Legenda: (↑): aumentou; (↓): diminuiu; ( -): não alterou, (HC): hipocampo, (CE): corpo estriado, (CPF):  

córtex pré-frontal 
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Dosagem de dopamina e 

DOPAC  

MFD 2,5 MFD 5 MFD10 

Dopamina  (↑) CE  (↑) CE (↑) CE 

DOPAC  (↓) CE  (-) CE (↓) CE 

Legenda: (↑): aumentou; (↓): diminuiu; (-): não alterou 

 

 

Dosagem de MPO 

MFD 2,5 MFD 5 MFD10 

(↑) HC; (↑) CE e 

 (-) CPF 

(↑) HC; (↑) CE e 

 (↑) CPF 

(↑) HC; (↑) CE e 

 (↑) CPF 

Legenda: (↑): aumentou; (↓): diminuiu; (-): não alterou 

 

Dosagem de TNF- α; COX-2 

e iNOS 

MFD 5 

TNF-α (↑) HC; (↑) CE e 

 (↑) CPF 

COX-2  (↑) CE 

INOS (↑) CE 

Legenda: (↑): aumentou 

 

Teste in vitro MFD 

MTT (↑) viabilidade celular 

 

Legenda:  (↑): aumentou 
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8 CONCLUSÃO  

 

O metilfenidato demonstrou um potencial para a atividade ansiolítica e 

antidepressiva e apresentou uma ação pró-oxidante e pró-inflamatória 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 necessária 

uma maior advertência na bula desse medicamento enfatizando o risco do uso em 

pacientes com história de convulsão.  
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APÊNDICE A 

 

Tabela 2–Teste do Campo aberto   

 

Animais Grupos  Número de cruzamentos  Rearing 

 SAL 46,64±1,62(14) 17,93±0,99(14) 

Não-epiléptico 

MFD2,5 64,00±2,87(15) - 

MFD5 79,2±4,35(15) - 

MFD10 107,8±4,45(17) - 

Epiléptico 

SAL + P320 - 26,07±2,00(15) 

MFD2,5 + P320 85,07±3,73(15) - 

MFD5 + P320 81,31±5,06(13) - 

MFD10 + P320 119,0±9,02(15) - 

*-: sem significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: Salina. 

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina.  

 

Tabela 3–Teste do Labirinto em Cruz Elevado    

 

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) 

Não-

epiléptico 

MFD2,5 - - - - 

MFD5 7,77±0,55(13) - - 77,50±4,32(10) 

MFD10 10,67±0,33(12) - 64,84±2,36(11) 74,57±3,63(9)  

Epiléptico 

SAL + P320 2,56±0,43(16) 45,27±6,39(11) 22,38±2,07(9) 18,02±4,13(9)  

MFD2,5 + 

P320 
9,38±0,78(13) 

- - - 

MFD5 + P320 9,33±0,77(12) - 63,08±3,72(9) 80,36±3,42(11) 

MFD10 + 

P320 
8,45±0,79(11) 

- 59,95±2,02(9) - 

*-: sem significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: Salina. 

MFD: metil fenidato. P: pilocarpina. NEBA: número de entrada nos braços abertos. TPBA: tempo de 

permanência nos braços abertos PEBA: percentual de entrada nos braços abertos PTBA: percentual 

de tempo nos braços abertos.  
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Tabela 4–Teste do Nado Forçado    

 

Animais Grupos  Tempo de imobilidade 

 SAL 218±4,13(8) 

Não-

epiléptico 

MFD2,5 137,6±21,58(6) 

MFD5 87,17±4,35(6) 

MFD10 71,0±6,49(6) 

Epiléptico 

SAL + P320 134,8±4,03(9) 

MFD2,5 + P320 124,2±8,07(6) 

MFD5 + P320 81,25±10,86(8) 

MFD10 + P320 7±7(8) 

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

 

Tabela 5–Teste do Labirinto em Y   

 

Animais Grupos  Alternações espontâneas (%) 

 SAL 72,56±1,52(9) 

Não-

epiléptico 

MFD2,5 - 

MFD5 - 

MFD10 - 

Epiléptico 

SAL + P320 56,37±4,09(7) 

MFD2,5 + P320 62,97±3,61(7) 

MFD5 + P320 62,56±1,52(9) 

MFD10 + P320 64,68±0,51(7) 

*-: sem significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: S 

Salina. MFD: metil fenidato. P: pilocarpina. 

 

Tabela 6– Teste do Reconhecimento de Objetos  

 

Animais Grupos  Alternações espontâneas (%) 

 SAL 0,67±0,09(6) 

Não-

epiléptico 

MFD2,5 - 

MFD5 - 

MFD10 - 

Epiléptico 

SAL + P320 0,24±0,09(6) 

MFD2,5 + P320 - 

MFD5 + P320 - 

MFD10 + P320 - 
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*-: sem significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número 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) 

Não-

epiléptico 

MFD2,5 227,5±15,07(7) - 178,5±30,39(6) 

MFD5 322,8±38,78(6) 410,2±64,26(6) - 

MFD10 413,5±25,48(6) 532,8±42,42(6) - 

Epiléptico 

SAL + P320 250,6±25,91(7) 502,9±48,72(7) 469,8±40,62(7) 

MFD2,5 + P320 279,3±52,06(6) - - 

MFD5 + P320 368,8±22,71(8) 348,9±24,16(7) 436,4±50,47(8) 

MFD10 + P320 293,7±14,79(7) 516,6±54,57(7) 511,2±53,99(8) 

*-: sem significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: Salina. 

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. HC: hipocampo CE: corpo estriado CPF: córtex 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) 

Não-

epiléptico 

MFD2,5 - 17,68 ± 1,82 (6) 10,58±1,88 (6) 

MFD5 - - 12,64±1,55 (5) 

MFD10 - - - 

Epiléptico 

SAL + P320 20,76±2,64(7) 18,40±1,33(7) 12,17±0,77(6) 

MFD2,5 + P320 14,79±2,45(6) 22,05±4,64(6) - 

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 significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: Salina. 

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. HC: hipocampo CE: corpo estriado CPF: córtex pré-frontal 
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Tabela 9- Determinação sobre a concentração de Glutationa reduzida (GSH) 

 

Animais Grupos  HC CE CPF 

 SAL 1128±87,99 (7) 1154±120,3 (6) 1043±73,73 (6) 

Não-

epiléptico 

MFD2,5 560,0±31,07 (6) 
467,7±24,79 (6) 420,4±23,43 

(6) 

MFD5 482,9±38,01 (7) 
485,5±28,03 (6) 372,3±35,55 

(6) 

MFD10 467,1±59,09 (7) 
601,4±44,59 (7) 465,6±54,30 

(7) 

Epiléptico 

SAL + P320 524,3±44,16 (6) 405,6±16,80 (6) - 

MFD2,5 + P320 292,0±38,72 (7) 
277,6±43,50 (6) 206,9±17,72 

(7) 

MFD5 + P320 419,6±54,28 (6) 
654,7±80,29 (6) 393,2±31,33 

(6) 

MFD10 + P320 835,5±25,89 (6) 
459,2±15,33 (6) 819,9±18,17 

(6) 

*-: sem significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: Salina. 

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

 

Tabela 10- Determinação da atividade da catalase 

 

Animais Grupos  HC CE CPF 

 SAL 16,46±1,98 (6) 7,01±1,00 (6) 8,54±1,22  (6) 

Não-

epiléptico 

MFD2,5 4,28±0,62 (6) 3,29±0,65 (6) 5,78±1,02 (6) 

MFD5 5,35±1,68 (6) - 3,54±0,75 (6) 

MFD10 7,46±1,58 (6) - 3,68±1,26 (5) 

Epiléptico 

SAL + P320 3,51±0,45 (7) 3,48±0,68 (6) 3,43±0,57 (8) 

MFD2,5 + P320 3,76±0,54 (7) 2,22±0,59 (5) 2,72±0,59 (7) 

MFD5 + P320 6,62±1,84 (7) 3,29±0,31 (6) 3,79±0,57 (8) 

MFD10 + P320 6,89±1,46 (7) - 3,90±0,62 (8) 

*-: sem significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: Salina. 

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. HC: hipocampo CE: corpo estriado CPF: córtex pré-frontal 
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Tabela 11- Determinação da atividade da Acetilcolinesterase  

 

Animais Grupos  HC CE CPF 

 SAL 4,63±0,43 (5) 6,53±0,70 (6) 2,63±0,45 (6) 

Não-

epiléptico 

MFD2,5 2,15±0,24 (6) - 1,14±0,30 (5) 

MFD5 2,33±0,13 (7) - 1,46±0,11 (6) 

MFD10 2,06±0,51 (6) - 1,70±0,17 (7) 

Epiléptico 

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

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

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 significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: Salina. 

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

 

Tabela 12- Determinação das concentrações de Monoaminas e do metabólito DOPAC em corpo 

estriado 

 

Animais Grupos DA DOPAC 

 SAL 1,28±0,32 (5) 6,14±0,42 (4) 

Não-

epiléptico 

MFD2,5 - - 

MFD5 3,32±0,16 (5) - 

MFD10 7,52±0,37 (5) - 

Epiléptico 

SAL + P320 - 13,59±0,85 (5) 

MFD2,5 + P320 9,67±0,03 (4) 2,72±0,74 (4) 

MFD5 + P320 11,31±0,46 (4) - 

MFD10 + P320 18,59±1,54 (3) 1,89±0,00 (4) 

*-: sem significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: Salina. 

MFD: metilfenidato. P: pilocarpina. DA: dopamina  

 

Tabela 13- Determinação da atividade da mieloperoxidase (MPO) 

Animais Grupos  HC CE CPF 

 SAL 2,10±0,23 (6) 3,26±0,35 (6) 2,47±0,18 (8) 

Não-

epiléptico 

MFD2,5 4,29±0,37 (6) - - 

MFD5 5,10±1,04 (5) - - 

MFD10 6,66±0,53 (7) 10,76±0,52 (7) 7,82±0,99 (7) 

Epiléptico 

SAL + P320 7,18±0,46 (6) 8,95±0,71 (7) 6,69±1,10 (7) 

MFD2,5 + P320 6,69±0,30 (5) 7,08±0,90 (5) - 

MFD5 + P320 9,91±1,33 (5) 8,83±0,39 (5) 9,18±0,75 (5) 
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MFD10 + P320 14,83±1,00 (7) 19,07±1,59 (7) 18,42±1,41 (8) 

*-: sem significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: Salina. 

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

 

Tabela 14- Determinação sobre a concentração de TNF-α 

 

Animais Grupos  HC CE CPF 

Não epiléptico 

SAL 
364,4 ± 52,16 

(5) 

424,0±58,99 (5) 524,0±68,85 

(5) 

MFD5 - 
- 1037 ± 35,68 

(4) 

Epiléptico 

SAL + P320 750,3±69,44 (4) 
869,8±59,58 (4) 894,0±63,77 

(4) 

MFD5 + P320 
849,5 ± 37,91 

(4) 

1052 ± 150,7 (4) 1307 ± 233 (4) 

*-: sem significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: Salina. 

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

 

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

 

Animais Grupos CE 

Não epiléptico SAL 8,31 ± 2,51 (7) 

Epiléptico 
SAL + P320 17,57 ± 1,91 (9) 

MFD5 + P320 18,69 ± 1,488 (9) 

*-: sem significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: Salina. 

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

 

Tabela 16- Determinação da atividade da iNOS em corpo estriado  

 

Animais Grupos CE 

Não epiléptico SAL 27,53 ± 1,15 (8) 

Epiléptico 
SAL + P320 37,47 ± 3,13 (7) 

MFD5 + P320 50,57 ± 3,17 (9) 

*-: sem significância em relação ao controle não epiléptico. (   ): número de animais. SAL: Salina. 

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

 

 

 


