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RESUMO

A Epilepsia é considerada um dos mais importantes disturbios cerebrais em todo o mundo e
apresenta uma taxa de prevaléncia de 5%. A Pilocarpina (P400) é um agonista colinérgico que
se caracteriza por induzir convulsdes que evoluem para status epilépticus, similar a epilepsia
do lobo temporal humana. O Pentilenotetrazol (PTZ) é um antagonista de GABA que
mimetiza convulsbes do pequeno-mal (crise de auséncia) e do tipo tonico-clonico em
humanos. Neste presente trabalho avaliamos a possivel acdo neuroprotetora da Pentoxifilina
(PTX), uma xantina, nas convulsdes induzidas pela P400 (400mg/Kkg, i.p.) e PTZ (80mg/Kg,
i.p.) em ratos Wistar machos adultos (180 - 220g), na presenca ou auséncia de PTX (25 e
50mg/kg) administrada por via oral uma Unica vez 1 h antes da indugdo da convulséo. Apds a
aplicacdo do PTZ80 foi observada a presenca de convulsdes tonico-clonica. Apos a injecdo
de P400 foram observados os sinais colinérgicos periféricos, as laténcias de 1° convulsdo e
taxa de sobrevida em 24 h. Foram determinadas as concentracGes de aminoacidos no cortex
frontal, temporal, hipocampo e corpo estriado e as concentragfes de aminas no corpo estriado
através de HPLC com detecgdo eletroquimica e as alteracdes glicémicas na fase aguda do
processo convulsivo. Os resultados mostraram que a pentoxifilina ndo alterou os sinais
colinérgicos periféricos, contudo na dose de 25mg/Kg aumentou a laténcia decorrida para a
primeira convulsdo em 18% quando comparada ao grupo P400 e aumentou a laténcia
decorrida para a primeira convulsdo (151,8% e 273,5%) nas doses de 25 e 50mg/Kg
respectivamente em relagdo ao grupo PTZ80. A taxa de sobrevida aumentou em 32% em
ambas as doses de PTX quando comparado ao grupo controle P400 e em 36% e 71%,
respectivamente, quando comparada ao grupo controle PTZ80. No cértex frontal, houve uma
reducdo significativa nos niveis de glutamato nos grupos pré-tratados com pentoxifilina.
Reducdo de 86,4% e 76,2% (25 e 50mg/Kg de PTX) em relacdo ao grupo P400. Os niveis de
GABA reduziram 33,3% e 21,8%. No cortex temporal houve reducédo de 56,6% e 54,8% nos
niveis de aspartato nos grupos tratados com PTX (25 e 50mg/Kg respectivamente). Os niveis
de glutamato reduziram 78,2% e 59,2% nas doses testadas respectivamente. Os niveis de
GABA aumentaram 28% na dose de 50mg/Kg de PTX. No hipocampo, os niveis de aspartato
aumentaram 199,6% na dose de 25mg/Kg. Os niveis de GABA aumentaram 511% e 180,9%
nos grupos tratados com PTX (25 e 50mg/Kg respectivamente). No corpo estriado, 0s niveis
de glutamato reduziram 74,3% e 79,4% nos grupos tratados (PTX 25 e 50mg/Kg
respectivamente). Os niveis de GABA reduziram 65,6% e 74%. No corpo estriado, 0s niveis
de dopamina aumentaram 416,5% no grupo pré-tratado com pentoxifilina na dose de
25mg/Kg. Os niveis de DOPAC reduziram 48% no PTX 25mg/Kg. Os niveis de serotonina
aumentaram 229,5% no PTX 25mg/Kg. Todos os aminoacidos e aminas foram quantificados
no modelo de convulsdo por pilocarpina. Houve um acentuado aumento nos niveis glicémicos
em 274,9% no grupo P400, em relacdo ao grupo Normal e os grupos pré-tratados com
pentoxifilina que em ambas as doses mantiveram 0s niveis glicémicos proximos do grupo
normal. Em conclusdo, mostramos que a pentoxifilina aumentou significativamente a laténcia
de convulsGes em ambos os modelos de inducéo utilizados. A neuroprotecdo da pentoxifilina
pode estar relacionada com reducdo dos niveis de aminoacidos excitatorios e aumento de
aminoacidos inibitorios em diferentes &reas cerebrais envolvidas com inicio, propagacao e
manutencdo da epilepsia. A manutencdo dos niveis glicémicos proximos dos normais pode
estar possivelmente relacionada com efeitos neuroprotetores da pentoxifilina.

Palavras-chave: Pentoxifilina. Convulsdo. Pilocarpina. Pentilenotetrazol.



ABSTRACT

Epilepsy is considered one of the most important brain diseases in all whole world and its
prevalence reaches 5%. Pilocarpine (P400) is a cholinergic agonist which is characterized by
its capacity to induce seizures that evolutes to status epilepticus similar to human temporal
lobus epilepsy. Pentylenetetrazole is a GABA antagonist that imitates the absence seizures
and tonic-clonic seizures in humans. In this study it was evaluated the neuroprotective
properties of Pentoxifylline, a xantin, on the seizures induced by P400 (400mg/kg, i.p.) and
PTZ (80 mg/Kg, i.p.) in male Wistar rats (180 — 200g) in the presence or absence of PTX (25
and 50 mg/kg) administered orally 1 h before seizures induction. After PTZ80 injection it was
observed the presence of tonic-clonic seizures. After P400 injection we observed peripheral
cholinergic signals, 1% seizure latency and survival index. It was also determined the levels of
amino acids in the frontal cortex, temporal lobus, hippocampus and striatum as well as the
levels of amines in the striatum through HPLC associated to electrochemical detection. The
glicemic levels were determined during the acute phase of seizures process. The results show
that pentoxifylline does not alter the peripheral cholinergic signals, nevertheless it increases
the 1% seizure latency at the dose of 25 mg/kg in 18% when compared to P400 and increases
the same parameter (151.8% and 273.5%) at the doses of 25 mg/kg and 50 mg/kg,
respectively, when compared to PTZ80. The survival index increased 32% to both doses
when compared to P400 and 36% and 71%, respectively when compared to PTZ80. In the
frontal cortex it was observed a significative reduction of glutamate at the groups treated with
pentoxifilin. Reduction of 86.4% and 76.2% (25 and 50mg/kg PTX) in relation to P400. The
levels of GABA reduced 33.3% and 21.8%. In the temporal cortex reduction of 56.6% and
54.8% on the levels of aspartate PTX (25 and 50mg/kg, respectively). The levels of glutamate
reduced 78.2% and 59.2% at the tested doses, respectively. The levels of GABA increased
28% at the dose of 50 mg/kg. On the hippocampus aspartate increased 199.6% at the dose of
25 mg/kg. The levels of GABA increased 511% and 180.9% PTX (25 e 50mg/Kg,
respectively). In the striatum glutamate reduced with both tested doses 74.3% and 79.4%.
GABA reduced 65.6% and 74%. In the striatum dopamine increased 416.5% at the dose of 25
mg/kg. The levels of DOPAC reduced 48% at the same dose. Serotonin increased 229.5%. All
amino acids and amines were quantified in the model of pilocarpine induced seizures. It was
observed a markedly increase at the glicemic levels at the groups P400 when compared to
Normal group and PTX pretreated groups which have by the way kept glicemic levels similar
to normal rats. In conclusion we showed that pentoxifilin significantly increases the 1% seizure
latency at both tested models. Pentoxifylline neuroprotection may be related to reduction on
the levels of excitatory amino acids and increase in the levels of inhibitory amino acids at
different parts of the brain involved in the start, propagation and maintenance of epilepsy.
Keeping the glicemic levels similar to the normal could be involved in the neuroprotection
induced by pentoxifylline.

Key-Words: Pentoxifylline. Seizures. Pilocarpine. Penyilenetetrazole.
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORIA DA EPILEPSIA

No decorrer da histéria, a epilepsia foi associada a possess@es divinas e demoniacas, a
doencas contagiosas ou a loucura, encontrando diferentes formas de definicdo, diagndstico e
tratamento. Do mesmo modo que a loucura, a epilepsia foi estigmatizada, perpetuando ideias
que persistem até os dias de hoje. Em decorréncia disso, muitos portadores podem ser vitimas
do preconceito, fato que colabora para que numerosas pessoas tornem-se resistentes a admitir

o diagnostico ou a consentir em iniciar um tratamento adequado.

No Museu Britanico ha o mais velho relato detalhado sobre epilepsia. E um capitulo
de um livro de medicina da babilonia datado por volta de 2000 a.C. e registra, de forma
detalhada, diferentes tipos de ataques epilépticos atualmente reconhecidos. O tratamento era
considerado um assunto espiritual e enfatizava a epilepsia como sendo de natureza
sobrenatural, onde cada tipo de ataque epiléptico era associado ao nome de um espirito ou
deus, normalmente do ma (WHO, 1997).

Os povos primitivos acreditavam que as doencas eram castigos langados pelos deuses
para punir determinada ofensa cometida. O efeito do tratamento estaria atribuido a
intervencdo de forcas divinas invocadas por sacerdotes ou feiticeiros através do uso de magias
em rituais religiosos, preparando por¢des medicamentosas com poder curativo. O tratamento
era predominantemente empirico e empregava diversos meios na tentativa de chegar a cura:
sangrias, purgacOes, fumigacdes, sucgdes, sudoriferos e ventosas, ndo havendo outra
alternativa, 0 homem continuava a aceitar as terapias disponiveis. (LYONS & PETRUCELLI,
1987).

Hippocrates, combatendo as supersticOes, conseguiu tratar as doengas por outra
abordagem. Como exemplo, podemos citar os “ataques epilépticos” que foi demonstrado
como sendo consequiéncia de uma disfungdo cerebral e ndo mais uma agéo de raiva e vinganga
dos deuses sobre os homens. A compilagdo de suas escrituras intituladas “Hippocratic
Collection’” ou “Corpus Hippocraticum’” no século IV a.c. foram reunidas na Biblioteca de
Alexandria e continha principios de Anatomia, Fisiologia, Patologia, Progndsticos, Cirurgia,

Ginecologia, Etica, além de referéncias, de modo geral, as doencas mentais e estados
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emocionais de pacientes. Hippocrates reconhecia o cérebro como um érgéo relacionado com o
pensamento e a sensacdo (LYONS & PETRUCELLLI, 1987).

De acordo com Dreifuss (1996) em 175 d.C. Galeno reconheceu que a epilepsia era
uma doenca do cérebro e conseguiu classificar as epilepsias em dois tipos: as epilepsias de
causas desconhecidas e as epilepsias que resultavam de outras doencas. Apesar das
afirmacdes de Hipocrates e Galeno, as crencas em torno da epilepsia como possesséo,
maldicdo ou castigo perpetuaram por muito tempo. Na Grécia, a epilepsia era considerada
como sendo uma possessao divina e os “possuidos’ eram colocados em templos e passavam a
ser vistos como sacerdotes. Acreditavam, 0s gregos, que uma pessoa tinha convulsao por ser

tocada pelos deuses.

Na Idade Média, os conceitos se reverteram. Na Grécia antiga a epilepsia era definida
de morbus sacer (doenca sagrada) e na ldade Média passa a ser chamada de morbus
demoniacus (doenga do demoénio). “Talvez, essa defini¢do tenha perdurado até a atualidade e
causado uma conotacdo meio religiosa entre camadas sociais mais populares, que acreditam

ser a epilepsia causada por problemas espirituais”.

Na época da Idade Média ocorreram muitas perseguicfes a pessoas consideradas
hereges. Os loucos e portadores de crises epilépticas sofreram perseguicdo nesta época, por
volta de 1484, periodo da Santa Inquisicdo e passaram a ser condenados as fogueiras, pois,
pregava-se que essas doencas de causa desconhecida eram causadas por feiticaria, bruxaria.
No século XVIII, surgiram novos conceitos que eram opostos as explicagdes sobrenaturais e
demoniacas para a epilepsia porém, ndo foram suficientes para a mudanca de concepcdes,

dado o forte estigma de a crise epiléptica estar relacionada com possessao demoniaca.

No século X1X, diversos nomes foram importantes no estudo medico da epilepsia e da
doenca mental (PINEL, 1745-1826; ESQUIROLL, 1772-1840; MOREL, 1809-1879;
LOMBROSO, 1836-1909; HUGHLINGS JACKSON, 1835-1911, entre outros). Nesses
estudos, relacionava-se a epilepsia a insanidade e a0 mesmo tempo em que o desenvolvimento
da ciéncia médica era beneficiada pelos estudiosos citados, deixavam-se rastros que
sedimentavam o estigma da loucura ao portador de epilepsia no seu ambiente social

(MOREIRA, 2004). No século XIX houve muitos avangos nas ciéncias bioldgicas
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especificamente na neurofisiologia, 0 que repercutiu nos estudos das patologias cerebrais e
dentre elas a epilepsia (MOREIRA, 2004).

Foram obtidos avancgos significativos nas Ultimas décadas em técnicas cirdrgicas
eficazes, métodos histoquimicos, imunoldgicos e de radioisotopos utilizados para mapear a
distribuicdo de neurotransmissores centrais, sistemas enzimaticos e de seus receptores. O uso
da neuroimagem estrutural possibilitou um maior sucesso na avaliacdo diagndstica e no
tratamento de diversas doencas. A ressonancia magnética nuclear € um procedimento de
imagem estrutural muito utilizado, ao lado da Tomografia Computadorizada. A tomografia
por emissdo de foton Unico é uma técnica de neuroimagem funcional aplicada para
investigacdo complementar da ressonancia magnética nuclear e de estudos na tomografia por
emissdo de positrons (BERKOVICK & NEWTON, 1998).

A clonagem molecular também forneceu base importante para um maior entendimento
de receptores, possibilitando assim uma abordagem terapéutica mais especifica para tratar
distarbios do SNC. Apesar desses avangos, dos progressos das exploracfes para-clinicas, dos
resultados obtidos da experimentacdo e até mesmo o conhecimento dos fatores genéticos que
podem contribuir para a etiologia da epilepsia em cerca de 40% desses pacientes
(GARDINER, 1999), os mecanismos responsaveis pelo fendmeno epiléptico ndo se

encontram totalmente esclarecidos.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

A Epilepsia é considerada um dos maiores distrbios cerebrais em todo o mundo. E,
possivelmente, a mais universal de todas as entidades médicas. Aproximadamente 100
milhdGes de pessoas terdo epilepsia em algum momento de suas vidas e 5% da humanidade

terdo pelo menos uma crise epiléptica durante a vida (WHO, 2005).

Em paises mais desenvolvidos, a incidéncia é de aproximadamente 1%, ou seja,
cinquenta milhdes de pessoas sdo portadoras desta condigcdo, subindo para 2% em nacdes
menos desenvolvidas (BEAGLEHOLE et al., 1996).
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A prevaléncia de epilepsia em alguns paises é de 0,5 a 0,6%, incluindo todos o0s tipos
de crises em todas as idades (SO, 1995; BROWNE & HOLMES, 2001). A incidéncia de cada
tipo de crise depende da faixa etaria, € maior nos primeiros cinco anos de vida, abrangendo as
convulsdes febris simples que ocorrem em 2 a 5% da populacédo. Crises generalizadas tonico-
clénicas, crises parciais complexas sem generalizagdo e auséncias tipicas ocorrem em 56,3%,
25% e 5,4% de todos os epilépticos, respectivamente (HART et al., 1990; FERNANDES et
al., 1992). De acordo com fatores etioldgicos ou que influenciam a cronificacdo das crises,
estima-se que a incidéncia de epilepsia seja maior nos paises menos desenvolvidos (FUCHS
et al., 2004).

A epilepsia € comum na infancia, idade em que ocorre um aumento na vulnerabilidade
a infeccOes do sistema nervoso central como meningite, acidentes fisicos como traumatismos
do cranio e doengas como sarampo, varicela e caxumba, cujas complicacdes podem causar
crises epilépticas. O problema também podera se manifestar com o envelhecimento e suas
complicacdes vasculares (LEONARD & LLINAS, 1994).

Estima-se que o nimero de novos casos por ano esta em torno de dois milhdes em
todo o mundo. Pelo menos 50% dos casos comegam na infancia ou adolescéncia, e sabe-se
que, 70% a 80% das pessoas com epilepsia podem ter uma vida normal se tiverem um
tratamento adequado (BEAGLEHOLE et al., 1996).

A Crise epiléptica pode durar de segundos a minutos, porém a sua repercussao pode
durar uma vida inteira. Estima-se que cerca de 3,5 milhdes de pessoas tém epilepsia na
América Latina e aproximadamente 100 mil casos novos somam-se a cada ano, de cada 100
pessoas, 1 a 2 tém epilepsia. Pelo menos 50% dos casos comecam na infancia ou
adolescéncia. O Ministério da Satde ndo tem uma estimativa real da prevaléncia e incidéncia
de epilepsia no Brasil. A grande prevaléncia das epilepsias na América Latina é muito
preocupante, pois além das grandes dificuldades econémicas temos baixo investimento em
areas sociais, com altas taxas de desemprego e subemprego, dificuldades geograficas e falta
de uma politica de salde para as epilepsias. Essa alta prevaléncia também afeta a economia,

aumentando os custos diretos e indiretos das epilepsias.

A epilepsia é uma das condi¢Bes neurologica mais comum em todo o mundo. No

Brasil, foram feitos apenas alguns poucos estudos epidemioldgicos sobre essa condigéo,
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como, por exemplo, na cidade de So Paulo em 1986 pela liga Brasileira de Epilepsia. Marino
et al. (1986) encontraram na grande S&o Paulo, uma prevaléncia de 11,9 em 1000 individuos.
Fernandes et al. (1998), utilizando o questionario de rastreamento neuroldgico para epilepsia,
numa combinacdo de trés protocolos, o da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), do
International Community-Based Epilepsy Research Group (ICBERG) e o de Porto Alegre
constataram taxas de prevaléncia de 16,5 em 1000 individuos para epilepsia ativa (presenga
de crise, em vigéncia de tratamento ou ndo, nos ultimos 24 meses) e de 20,3 em 1 000 para
epilepsia inativa. Borges et al. (2004) encontraram uma prevaléncia de epilepsia de 18 em

1000 habitantes em Sao José do Rio Preto, uma cidade do interior do Estado de Sdo Paulo.

1.3 DEFINICOES & CLASSIFICACAO DAS EPILEPSIAS

Uma importante definicdo a ser citada é a classificacdo internacional de sindromes
epilépticas, aprovada pela Liga Internacional Contra a Epilepsia , que foi criada em 1985 e
revisada em 2005: “Crise epiléptica € uma ocorréncia transitéria de sinais e / ou sintomas

devido a atividade neural anormal excessiva ou sincronica no cérebro.”

“A epilepsia é um distarbio do cérebro caracterizada por uma predisposi¢ao
persistente a gerar crises epilépticas e pelas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas,
psicoldgicas e sociais desta condicdo. A definicdo da epilepsia requer a ocorréncia de pelo

menos um ataque epiléptico” (FISHER et al., 2005).

O termo “convulsdo” refere-se a alteracdo transitoria do comportamento recorrente do
disparo ritmico, sincrénico e desordenado de populagdes de neurdnios cerebrais. J& 0 termo
“epilepsia” refere-se a um disturbio da funcédo cerebral caracterizado pela ocorréncia periddica
e imprevisivel de convulsdes (BRUNTON, 2006). Fuchs et al (2004) definem a epilepsia
como um distarbio cerebral cronico de diversas etiologias, caracterizado por manifestacdes

recorrentes clinicamente diversificadas, entre as quais figuram as convulsdes.

Engel e Pedley (1997) definiram como uma afec¢do cronica de etiologia diversa,
caracterizada por crises repetidas, devido a uma descarga excessiva dos neurbnios cerebrais
em diferentes estruturas e associada eventualmente com diversas manifestagdes clinicas ou

ndo, podendo ocorrer também quando ha um aumento do nivel basal de excitacdo do Sistema
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Nervoso Central (SNC), superior ao limiar da convulsdo. De Lorenzo et al (2001)
demonstraram, ainda, que a atividade convulsiva pode ocorrer ap6s a perda suficiente e
duradoura de neurénios em diferentes regides cerebrais. Em geral, ndo existe nenhuma causa
reconhecivel, embora surja freqlientemente apds alguma leséo cerebral, como traumatismo,
infeccdo (meningite) ou crescimento de tumor ou outros tipos de doenca neuroldgica
(HOPKINS et al., 1995)

Admite-se epilepsia como um grupo de doencas que tém, em comum, crises
epilépticas que recorrem na auséncia de condicdo toxico-metabolica ou febril. Crises
epilépticas sdo eventos clinicos que refletem disfuncdo temporaria de um conjunto de
neurdnios de parte do encéfalo (crises focais) ou de area mais extensa envolvendo os dois
hemisférios cerebrais (crises generalizadas). A crise epiléptica é causada por uma descarga

elétrica anormal excessiva e transitéria das células nervosas, decorrente de correntes elétricas.

John Hughlings Jackson, o criador dos conceitos modernos sobre epilepsia, definiu-a
como uma descarga neuronal temporaria e excessiva de poucas células, cujo nivel de tensdo e
instabilidade fica muito acima das demais células corticais (JACKSON, 1931 apud FISHER,
1989). Em 1992, Bloom & Engel definiram a epilepsia como um distdrbio crénico
caracterizado pela recorréncia de crises epilépticas que aparecem em resposta a Varios
distdrbios na estrutura e funcdo do cérebro. Tais distdrbios podem ser de origem genética ou
podem ser adquiridos, resultando de processos infecciosos, neoplasias, lesdo cerebral e

traumatismos decorrentes do parto ou até mesmo de uma queda (BLOOM & ENGEL, 1992).

Crise epiléptica é definida como a manifestacdo excessiva e/ou hipersincronica
resultante da atividade epiléptica, autolimitada ou ndo, de neurdnios cerebrais. Quando as
mesmas ndo apresentam curso autolimitado sdo denominadas crises continuas e configuram o
quadro de estado epiléptico. O Estado epiléptico ou status epilépticus pode ser definido como
uma crise duradoura, que ndo mostra sinais clinicos de interrup¢do apds o tempo habitual da
maioria 32 das crises recorrentes sem que a funcdo do sistema nervoso central retorne ao

periodo interictal (entre as crises convulsivas) (ENGEL, 2001).

As crises epilépticas podem se desenvolver com graus diferentes de envolvimento
muscular. O evento motor consiste de um aumento ou diminuigdo da contragdo muscular. O

aumento da contracdo muscular pode ser do tipo ténico (significando contragdo muscular
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mantida durante segundos ou minutos), clonico (contragcbes musculares, seguidas de
relaxamentos gerando abalos musculares sucessivos) ou mioclonico (contragdes musculares
muito breves, semelhantes a choques). A diminuicdo da contracdo muscular caracteriza as
mioclonias negativas e as crises atonicas (ENGEL, 2001). Segundo a Classificacao
Internacional das Crises Epilépticas de 1981, (Comissdo de Classificacdo e Terminologia do
ILAE, 1981); ha trés grupos de crises: as parciais ou focais, as generalizadas e as crises nao

classificaveis.

Crises parciais sdo aquelas nas quais, em geral, as primeiras manifestacdes clinicas e
eletroencefalograficas indicam ativacdo de um sistema neuronal limitado a parte de um
hemisfério cerebral. Na classificacdo das crises epilépticas, a consciéncia é entendida como a
capacidade de responsividade e percepcdo consciente. Quando esta alterada, diz-se que ha
comprometimento da consciéncia. O que distingue a crise parcial simples da complexa é o
comprometimento da consciéncia na Gltima. Na crise parcial complexa, admite-se o
envolvimento hemisférico bilateral, principalmente das estruturas mesiais temporais durante o

periodo de alteracdo da consciéncia.

A crise de auséncia é caracterizada pela parada subita das atividades associada a olhar
fixo, durante cerca de 30 segundos e seguido de uma volta abrupta ao comportamento normal.
Uma crise mioclénica consiste de uma breve contracdo dos mdsculos, como choques,
podendo ser restrita a parte de uma extremidade ou generalizada. Uma crise tdnica consiste de
uma contracdo muscular mantida, enquanto uma crise clénica é caracterizada por periodos
alternados de contragéo e relaxamento muscular; crises tonico-clonicas geralmente envolvem
grupos de musculos ao longo do corpo, sdo associadas a perda de consciéncia e duram
aproximadamente de 30 a 60 segundos. Um paciente propenso freqlientemente exibe tipos

multiplos de crise, em episodios epilépticos diferentes (MCNAMARA, 1994).

As crises generalizadas podem ser divididas em convulsivas (como as crises ténico-
clénicas) e ndo convulsivas (ex: as crises de auséncia, miocldnicas, tonicas de breve duragéo e
atonicas). Se forem parciais serdo classificadas de acordo com a localizagdo do sitio de
origem e de propagacdo dos sintomas dentro do cortex cerebral. Se estas ocorrerem com a
manutencdo da consciéncia, serdo denominadas parciais simples e se, por outro lado,

causarem prejuizo a consciéncia serdo denominadas crises parciais complexas.
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As crises parciais complexas representam cerca de 40 % de todas as crises e 55% das
crises em adultos. Estdo associadas com anormalidades eletrograficas ictais e interictais,
resultantes de alteracdes das estruturas limbicas do lobo temporal, incluindo o hipocampo,
amigdala e neocortex temporal. Algumas crises parciais complexas podem ter origem em
estruturas extra-temporais e uma simples aura pode anunciar o inicio de uma crise (SUTULA,
1990). As crises parciais simples muitas vezes evoluem para crises parciais complexas e as
crises parciais, por sua vez , podem evoluir para crises generalizadas (BLOOM & ENGEL,
1992).

As crises serdo denominadas primarias ou idiopaticas quando ndo se conhece ou se
suspeita a etiologia, a ndo ser possivel predisposicdo hereditaria e, secundarias ou
sintomaticas sdo as que derivam de alguma doenca conhecida ou possivel do sistema nervoso
central. O termo criptogénica refere-se aquelas crises cuja causa € desconhecida
(COMISSION, 1989).

A crise pode ser “nao-epiléptica”, como por exemplo, decorrente do eletrochoque ou
convulsivantes quimicos, ou “epiléptica” quando ocorre sem indug¢do aparente
(MCNAMARA, 1994). As manifestagcfes comportamentais de uma crise sdo determinadas

pelas funcdes normalmente atribuidas a regido cortical onde a crise se inicia.

Quadro 1: Classificacdo Internacional dos diferentes tipos de crises epilépticas.
Crises Parciais (focais)

Crise parcial simples (com sintomas motores, sensoriais, autondmicos ou
psicoldgicos)

Crise parcial complexa

Crise parcial complexa com generalizagdo secundaria
Crises Generalizadas (convulsivas ou ndo convulsivas)
Auséncia ;
Mioclonicas

Clonicas

Tonicas

Ténico-clonicas (grande-mal)

Atbnicas

N&o Classificadas

Fonte: WESTBROOK, G. L. In: Kandel et al.,2000
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1.4 REFRATARIEDADE DA EPILEPSIA AO TRATAMENTO

As causas de epilepsia compreendem a predisposicdo geneética, lesbes cerebrais,
intoxicacdo e tumores. Estimativas indicam que mais de 80% das pessoas com epilepsia
vivem em paises em desenvolvimento, onde hd mais desnutricdo, doencas infecciosas e
deficiéncia no atendimento médico, e grande numero de pacientes pode permanecer sem
tratamento (Relatorio sobre Satude Mental no Mundo/OMS/ONU, 2001). Nesses paises, 60 a
90% das pessoas com epilepsia ndo recebem tratamento devido as deficiéncias do sistema de
salde e ao estigma social, prejudicando seriamente a qualidade de vida do epiléptico
(BEAGLEHOLE et al., 1996). Somente 25 a 45% das pessoas que recebem tratamento para
epilepsia estdo completamente livres de crises apds 12 meses de tratamento (MATTSON et
al., 1992).

O tratamento medicamentoso eficaz esta disponivel ha mais de 100 anos. Com o
diagnostico e o tratamento adequados, aproximadamente 80-90% das criancas e 75 % nos
adultos terdo sua crises facilmente controladas com medicacdo de baixo custo e um minimo
de efeitos indesejados. 1sso Ihes permitird acesso a uma vida inteiramente normal, desde que 0
diagndstico seja feito precocemente e 0 acompanhamento médico seja apropriado. Por outro

lado, se ndo tratada, pode levar a morte.

Acredita-se que pelo menos 25% dos pacientes com epilepsia no Brasil sdo portadores
em estagios mais graves, ou seja, com necessidade do uso de medicamentos por toda a vida,
sendo as crises freqlientemente incontrolaveis e entdo candidatos a intervencdo cirurgica. No
Brasil, existem somente sete a oito centros de tratamento cirtrgico para epilepsia aprovados

pelo Ministério da Saude.

Sabe-se que, 70% a 80% das pessoas com epilepsia podem ter uma vida normal se
tiverem um tratamento adequado (BEAGLEHOLE et al., 1996). Se um episddio convulsivo
inicial contribui para o desenvolvimento da epilepsia, o tratamento ap0ds a primeira convulsdo
pode ser um fator de extrema importancia para reducdo deste risco (FUCHS et al., 2004;
MUSICCO et al., 1997).
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Embora drogas antiepilépticas sejam comumente usadas para controlar e prevenir
convuls@es, seu uso prolongado carrega um risco consideravel de morbidade. A decisdo de
iniciar uma terapia com anticonvulsivantes ¢ tomada apenas quando 0s riscos de novas
convulsdes superam os riscos do tratamento (SIRVEN, 2002). Aproximadamente 50 milhdes
de pessoas no mundo tém epilepsia refratiria aos atuais tratamentos medicamentosos
(PORTER e ROGAWSKI, 1992) e, além disso, muitas vezes, o fracasso do tratamento é

atribuido a necessidade de retirada, devida aos efeitos colaterais.

Desta forma, novos medicamentos antiepilépticos eficazes sdo necessarios para
melhorar a qualidade de vida de muitas pessoas acometidas pela epilepsia e 0 estudo de
drogas anticonvulsivantes com baixa toxicidade, poucos efeitos colaterais e grande potencial
terapéutico pode contribuir sobremaneira para o tratamento da epilepsia, melhorando a
qualidade de vida e restabelecimento fisico e mental dos portadores dessa doenga em todo o
mundo. Substancias com propriedades anticonvulsivantes tém sido exaustivamente estudadas
na tentativa de se conhecer drogas com eficicia para tipos especificos de convulsdo, bem
como o0s mecanismos controladores do aparecimento dessas convulsdes (TURSKI et al.,
1987; FISHER, 1989).

1.5 NEUROTRANSMISSORES E EPILEPSIA

Sistema Colinérgico

Inimeros estudos sugerem o envolvimento do sistema colinérgico na epilepsia humana
(OLNEY et al., 1983; TURSKI et al., 1983a,b,c,d; JOPE et al., 1986; HIRSCH et al., 1992;
NATHANSON et al., 1999; MICHOTTE et al., 2000; PERSINGER et al., 2001; KOFMAN
& PATISHI, 1999).

O sistema colinérgico tem como neurotransmissor a acetilcolina (ACh). A ACh é um
importante neurotransmissor excitatorio no cérebro (NATHANSON et al., 1999; OLNEY et
al., 1983 e 1986). A estimulacdo cerebral induzida pela ACh ocorre através da ativacdo dos
receptores colinérgicos cerebrais, onde cerca de 99% destes sdo muscarinicos, e 1% sao
nicotinicos (ELGOYHEN et al., 2000; PEPEU, 1983). Assim, a maioria dos efeitos de
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ativacdo colinérgica no cérebro é provavelmente devido a estimulacdo dos receptores

colinérgicos muscarinicos (RCM).

No fim de 1980, atraves de técnicas de biologia molecular, foram identificados 5
subtipos de receptores muscarinicos (M1, M2, M3, M4, e M5) (BONNER et al., 1987; LIAO
et al., 1989; NATHANSON et al., 1999). A estimulacdo dos receptores M1, M3 e M5 ativa a
hidrolise dos fosfoinositideos, na qual causa a liberagcdo de célcio intracelular e metabolismo
do acido araquidonico. Ja os receptores M2 e M4 quando estimulados conduzem a inibicéo da
adenilil ciclase, diminuindo os niveis de AMPc (HULME et al., 1990; PERALTA et al., 1987
e 1988; WESS et al., 1990)

Os receptores muscarinicos sao amplamente distribuidos em todo corpo e exercem
indmeras fungdes vitais no cérebro e no sistema nervoso autdbnomo (JOPE, 1979;
LEFKOWITZ et al., 1996). No cérebro 0s receptores muscarinicos sdo importantes na
memoria e na fisiopatologia das doencas afetivas e na esquizofrenia (DAVIS et al., 1975 e
1980).

A administracdo periférica de altas doses do agonista muscarinico colinérgico
pilocarpina produz convulsdes em roedores (TURSKI et al., 1989; MARINHO et al., 1997).
O inicio dessas convulsdes pode ser blogueado pela atropina e atenuado pela inibicdo da
atividade colinérgica enddgena (JOPE et al., 1986; 1992; MORRISETT et al., 1987a;
MARINHO et al., 1997). Assim, o processo convulsivo, decorrente do tratamento de ratos
com pilocarpina em doses convulsivas, parece depender da ativacdo dos receptores
muscarinicos, podendo envolver o metabolismo dos fosfoinositidios e sendo capaz de

produzir lesGes cerebrais e alteragdes comportamentais (MARINHO et al., 1997; 1998).

A pilocarpina também altera os niveis do neurotransmissor colinérgico (associado as
convulsdes induzidas em ratos pela administracdo de agonistas colinérgicos, principalmente
pilocarpina, estd o intenso aumento observado na sintese e liberacdo da ACh), podendo,
ainda, produzir alteracdes nos niveis de outros neurotransmissores (noradrenalina, dopamina,
serotonina, glutamato e GABA), embora pouco se conheca sobre estas alteracoes
(MICHOTTE et al., 2000; DE LORENZO et al, 2000; RAOL et al., 2001; COSTA-LOTUFO
etal., 2002).
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Sistema Glutamatérgico

GLU é um dos aminoacidos (AA) mais abundante neurotransmissor excitatorio
extremamente potente sobre neurdnios, em virtualmente todas as regides do SNC (WATKINS
& OLVERMAN, 1987). Devido as suas altas concentracfes e larga distribuicdo este
amino&cido influencia todas as fun¢es do SNC. Por exemplo, podem contribuir para
anormalidades associadas com a epilepsia, danos cerebrais caracteristicos das doencas
neurodegenerativas, tais como: doenca de Huntington, doenca de Alzheimer e doenca de
Parkinson, além das alteracOes associadas a isquemia cerebral, traumatismo cerebral e
encefalopatia devido a SIDA (HAYES et al.,1992; LANCASTER, 1992; SPINK & MARTIN,
1991; LIPTON et al.,1991; DINGLEDINE et al., 1990; CHOI et al., 1990; MELDRUM &
GARTHWAITE, 1990; FADEN et al., 1989). Entretanto, este neurotransmissor desempenha
um papel importante no aprendizado e memoria (BLISS & COLLINGRIDGE, 1993;
WILLNER et al., 1992; NG et al., 1991; DAVIS et al., 1992). O glutamato desempenha um
importante papel no desenvolvimento do SNC, como inducdo sinaptica, migracao,
diferenciacdo e morte celular (JOHNSTON, 1995; VALLANO, 1998).

Alguns estudos sugerem o envolvimento do sistema glutamatérgico na manutencéo
e/ou propagacdo da epilepsia humana (MICHOTTE et al., 2001; LING et al., 2001). O
sistema glutamatérgico tem como neurotransmissor o GLU, juntamente com outro
aminoéacido, aspartato (ASP), e possivelmente o homocisteato sdo os principais e ubiquos

transmissores que medeiam respostas sinapticas excitatdrias rapidas no SNC.

O GLU ¢ armazenado em vesiculas sinapticas e liberado por exocitose calcio
dependente. Sua acéo é concluida principalmente pela sua recaptacdo por transportadores para
as terminacOes nervosas e neuroglia. Este transporte em algumas circunstancias ocorrer de
forma inversa (despolarizacdo por aumento de potassio extracelular) e constituir uma fonte de
liberacdo de GLU (ATTWELL et al., 1993), um processo que pode ocorrer em diversas
patologias neuroldgicas, como isquemia cerebral e convulsdo. Acredita-se que o
neurotransmissor glutamatérgico pode ter uma crucial importancia no desenvolvimento e
manutencgao das convulsdes, que ocorre no fendmeno epiléptico
(NAFFAHMAZZACORATTI et al., 2004)
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O glutamato exerce seu papel por ativagdo dos receptores glutamatérgicos, localizados
nas membranas pré e pos-sinapticas, bem como nas membranas das células gliais
(MELDRUM et al., 1999). Desta forma, a concentracdo de glutamato no fluido extracelular é
que determina a extensdo da estimulacdo dos receptores (DANBOLT, 2000). Os receptores
glutamatérgicos podem ser ionotropicos (ativados pelo NMDA, AMPA ou cainato) e
metabotrdpicos e, portanto, acoplados a proteina G (COTMANN, 1995; DUVOISIN, 1995).
Os receptores NMDA, AMPA e cainato sdo canais ionicos que abrem apds serem ativados
aumentando o influxo de Na+ ou de Na+ e Ca++ (DANBOLT, 2000). Portanto, a ativacao
destes receptores causa uma despolarizacdo da membrana sinéptica desencadeando uma
resposta excitatoria. O excesso de glutamato na fenda sinaptica podera induzir uma excessiva

ativacdo de receptores glutamatérgicos levando a excitotoxicidade (OLNEY, 1981).

A ativagdo do receptor NMDA provoca a abertura do canal idnico com a entrada de
ions Ca+2, em algumas células isto leva a ativacdo de uma proteina calmodulina, que por
outro lado estimula a producao de 6xido nitrico (NO) e este ativando a guanilato ciclase (GC)
que pode destruir os neurdnios diretamente (IZUMI et al., 1992; DAWSON et al., 1991). A
inibicdo da NOS inibe o dano neuronal induzido pelo NMDA, isquemia e hipdxia
(MONCADA et al., 1992; WALLIS et al., 1992; DE SARRO et al., 2004).

Existem varias indicacbes de que o célcio tem um papel na epileptogénese
(HEINEMANN, 2002; PUMAIN, 1981; PUMAIN et al., 1984). Durante as convulsdes, a
concentracdo de calcio intracelular aumenta e o célcio extracelular diminui (HEINEMANN et
al., 2002). A origem do influxo de calcio neuronal durante os potenciais epileptogénicos ndo é
conhecida. A hipétese existente é que, num processo patoldégico como € o estado epiléptico,
h& liberagdo de glutamato que, por sua vez, ativa os receptores de NMDA levando a necrose
neuronal por elevacdo da concentracdo de calcio, ativando, potencialmente, enzimas
dependentes de calcio (MELDRUM & GARTHWAITE, 1990). Assim, seria esperado que 0s
antagonistas dos receptores de NMDA bloqueassem a entrada de célcio e protegessem as
células neuronais contra as lesdes em varias condi¢des patoldgicas, inclusive nas convulsées
induzidas por pilocarpina. A provavel participacdo do Cat++, nestes processos, possibilita a
investigacdo das acdes dos bloqueadores de canais de célcio sobre o desenvolvimento das

convulsodes.
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Sistema GABAEérgico

Alguns estudos sugerem o envolvimento do sistema GABAEérgico na manutencao e/ou
propagacdo da epilepsia humana (COSTA-LOTUFO et al., 2002; FREITAS et al., 2004a). O
sistema GABAérgico tem como neurotransmissor o GABA. O GABA esta presente em todo o
tecido cerebral, porém ndo em outros tecidos de mamiferos, exceto em quantidades
minimas.No cérebro é um importante neurotransmissor inibitério em quantidade abundante
(aproximadamente 10 pmol/g de tecido); no sistema nigroestriatal, porém, ocorre em

concentragdes menores (2 a 5 umol/g) em toda a substincia cinzenta (LUDDENS &

WISDEN, 1991).

A neurotransmissdo sinaptica inibitéria no SNC de mamiferos é mediada
principalmente pelo GABA. Este neurotransmissor € encontrado em altas concentragdes no
SNC (PAUL, 1995; OLSEN; De LOREY, 1999). Assim como o glutamato, o0 GABA é
armazenado em vesiculas sinapticas e liberado para o meio extracelular de modo dependente
de Ca++, onde ativa seus receptores. Os receptores gabaérgicos estdo divididos em trés tipos,
de acordo com as propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e eletrofisiologicas: GABA-A e
GABA-C (ionotrdpicos) e GABA-B (metabotrépico), (COOPER et al., 1996; OLSEN; De
LOREY, 1999).

O receptor GABA A é, portanto, canal idnico que permite a entrada de Cl- na célula,
provocando uma hiperpolarizacéo localizada na membrana neuronal o que dificulta o disparo
do potencial de acdo necessario para a liberagdo de neurotransmissores (PAUL, 1995). Assim,
a acdo do GABA desencadeia a reducdo da excitabilidade neuronal. Além do sitio para
ligagdo do GABA, o0s receptores GABA A possuem sitios de ligacdo para 0s
benzodiazepinicos, barbitdricos e alcool, dentre outros os quais atuam como agonistas da
transmisséo inibitoéria do GABA, sendo alguns desses farmacos comumente utilizados no
tratamento de processos convulsivos (MEHTA; TCKU, 1999; RAOL et al., 2005).

Sistema Dopamonérgico

Alguns estudos sugerem o envolvimento do sistema dopaminérgico na manutengdo

e/ou propagacéo da epilepsia humana (MARINHO et al., 1997 e 1998).
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A dopamina (DA) exerce seus efeitos bioldgicos por interagir com os receptores
especificos. Esses receptores foram classificados originalmente segundo Kebabian e Calne
(1979), como receptores dopaminérgicos D1 (RD1) e D2 (RD2). Realizam suas acGes por se
acoplarem e ativarem diferentes complexos de proteina G. O receptor D1 interage com o
complexo de proteina Gs, resultando em ativacdo da adenilil ciclase e um aumento nos niveis
de AMPc intracelular. Os receptores D2 interagem com um complexo de proteina Gl para
inibir a producdo de AMPc (COOPER et al., 1991; CIVELLI et al., 1993).

O avanco da biologia molecular (incluindo clonagem de genes) e o aperfeicoamento
de técnicas de radioligantes possibilitaram a identificacdo de quatro subtipos de receptores D2
(D2c, D2L, D3 e D4) e um subtipo de receptor D1 (D5). O receptor D2 foi dividido em dois
subtipos: D2c (curto) e o D2L (longo), onde o D2L se diferencia do D2c por possuir
aminoacidos a mais na sua estrutura. Esses dois subtipos parecem ter uma farmacologia
idéntica. Um terceiro subtipo de receptor D2 determinado foi D3, encontrado em altos niveis
em certas regides do sistema limbico cerebral, enquanto, baixos niveis sdo observados no
corpo estriado. O perfil farmacoldgico do subtipo D3 é similar, mas ndo idéntico ao D2. O

mecanismo efetor do subtipo D3 ainda ndo é conhecido (COOPER et al., 1991).

O quarto subtipo de receptor D2 recentemente clonado foi D4. O gene desse receptor
possui alta homologia para os genes dos receptores D2 e D3. As caracteristicas
farmacoldgicas desse subtipo lembram as do D2 e D3 e 0 mecanismo efetor do D4 também é
desconhecido (CIVELLI et al., 1993).

Os neurdnios dopaminérgicos formam trés sistemas principais. Cerca de 75% da
dopamina no cérebro ocorrem na via nigro estriatal , cujos corpos celulares encontram na
substancia negra e cujos axonios terminam no corpo estriado. O segundo sistema importante é
a via mesolimbica/mesocortical, cujos corpos celulares ocorrem em grupos no mesencefalo
com fibras que se projetam para partes do sistema limbico, particularmente, o nucleo
acumbente e o nudcleo amigdaldide, bem como para o cortex. Por fim, o sistema
tuberohipofisario, caracterizado por ser um grupo de neurdnios curtos, que seguem seu trajeto
do nucleo arqueado do hipotdlamo para a eminéncia mediana e a hipofise, cujas secre¢des séo

por elas reguladas.
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O sistema dopaminérgico tem sido também implicado em exercer uma importante
funcdo no mecanismo de propagacdo das convulsbes (BARONE et al.,, 1990 ab). A
estimulacdo de receptores dopaminérgicos do tipo D1 parece potencializar, enquanto que o
bloqueio desses receptores previne as convulsdes induzidas por altas doses de pilocarpina. O

inverso parece acontecer com os receptores D2 (BARONE et al., 1991).

O sistema dopaminérgico parece exercer um papel regulatério na atividade
epileptogénica cerebral (ANLEZARK & MELDRUM, 1975; ENGLE & SHARPLESS, 1979;
LOSCHER & CZUCZWAR, 1986; TURSKI et al., 1988; WARTER et al., 1988; AL-TAJIR
et al.,, 1990a,b; BARONE et al., 1990a,b; MARINHO et al., 1997; THIEL & FOWKES,
2004).

O mecanismo de acdo e a area cerebral afetada pela DA para controlar a propagacéo
das convulsdes ainda ndo foram determinados, mas acredita-se que receptores D1 localizados

em varias estruturas cerebrais podem controlar a propagacéo da atividade convulsiva.

A DA exerce seus efeitos no cérebro, principalmente, através dos receptores D1 e D2
(SEEMAN et al., 1981). Esses dois subtipos de receptores interagem cooperativamente para
controlar o comportamento motor normal, mas a maneira pela qual influenciam na
propagacao das convulsdes ainda ndo foi estabelecida (WADDINGTON & O’BOYLE, 1989).

Sistema Serotonérgico

Alguns estudos sugerem o envolvimento do sistema serotonérgico ha manutencédo e/ou
propagacdo da epilepsia humana (PEROUTKA, 1988). O sistema serotonérgico tem como
neurotransmissor a 5-HT. A 5-HT é um importante neurotransmissor inibitério em muitas
areas do SNC (JULIUS, 1991).

A estimulacgdo inibitoria induzida pela 5-HT ocorre através da ativagdo de muitas vias
da 5-hidroxitriptamina em neurdnios da rafe ou nas regides da parte superior do tronco
cerebral (PEROUTKA, 1988). A 5-HT esta presente em fibras ndo-mielinizadas que inervam
difusamente muitas regides do SNC, mas a sua densidade de inervagdo é diferente para as
areas cerebrais (PEROUTKA, 1988). Os receptores serotonérgicos, principalmente o 5-HT1

exercem efeitos predominantemente inibitérios e estdo relacionados com o humor e o
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comportamento (COOPER et al., 1991). Acredita-se que a maioria dos efeitos de ativacéo
serotonérgica no cérebro é provavelmente devido a estimulacdo dos receptores serotonérgicos
do tipo 5-HT1A.

Os receptores serotonérgicos sdo amplamente distribuidos em todo corpo e exercem
inimeras funcdes vitais no cérebro e no sistema nervoso periférico (Cooper et al., 1991). No
fim de 1980, através de técnicas de biologia molecular, foram identificados subtipos de
receptores serotoninérgicos (5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C, 5-HT3,
5-HT4) (HARTIG, 1989). Esses receptores encontram-se distribuidos no SNC de forma
diferenciada e divergem quanto ao mecanismo de ativacdo. Os subtipos 5-HT1A, 5-HT1B e
5-HT1D, agem por inibi¢do da adenilil ciclase (AC), diminuindo os niveis de AMPc. Ja os
subtipos 5-HT2A, 5-HT2B e 5-HT2C transmitem sinais através da mobilizacdo de Ca++ no
SNC (HARTIG, 1989). O subtipo 5-HT3 é um canal idnico, receptor do tipo 1, enquanto que,
0 5-HT4 age por estimulacao da adenilil ciclase (AC), aumentando os niveis de AMPc.

O inicio das convulsdes pode ser produzido através da estimulacdo da atividade
colinérgica endégena (JOPE et al., 1986 e 1992; MORRISETT et al., 1987a; MARINHO et
al., 1998). O processo convulsivo decorrente do tratamento de ratos com pilocarpina, em
doses convulsivas, parece interagir com o sistema serotonérgico, uma vez que a ativacdo do
receptor serotonérgico do tipo 5-HT1A pode inibir a estimulacdo colinérgica, sendo, assim,
um mecanismo compensatorio para inibir ou cessar as convulsdes, ja 0s receptores 5-HT2-
simile quando estimulados atuam propagando e estimulando a atividade epiléptica em
diferentes as areas cerebrais (PEROUTKA, 1988).

1.6 FISIOPATOLOGIA E MODELO DE CONVULSAO

A fisiopatologia da epilepsia ainda ndo estd completamente definida. Os modelos de
convulsdo em animais reproduzem alteracdes comportamentais e eletroencefalogréficas que
sdo semelhantes a epilepsia em humanos (BEM-ARI et al., 1980; 1981). Estes modelos sdo
utilizados para estudar o envolvimento dos sistemas de neurotransmissores como
moduladores da epileptogénese, como também permitem observar as alteragdes
comportamentais, histopatologicas, e outros dados neuroquimicos relacionados ao processo
convulsivo (CAVALHEIRO et al., 1994; MARINHO et al., 1997; 1998; COSTA-LOTUFO et
al., 2002).
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No modelo de epilepsia induzido por alta dose de pilocarpina, pode-se observar perda
neuronal de algumas areas cerebrais, a saber: hipocampo, corpo estriado, amigdala, cortex
piriforme, cortex entorrinal, septum lateral, talamo e substancia nigra, sugerindo o
envolvimento dessas diferentes areas durante o estabelecimento do processo epiléptico
(HONCHAR et al., 1983; TURSKI et al., 1983a; CLIFFORD et al., 1987; MARINHO et al.,
1997; BORELLI et al., 2002, FREITAS et 2006e).

Sabe-se que atividade convulsiva est4 associada a mudangas bioquimicas em algumas
areas cerebrais ¢ afeta diversos neurotransmissores: dopamina, glutamato, serotonina, acido y-
aminobutirico (GABA) (CAVALHEIRO et al., 1994; MARINHO et al., 1997); o
metabolismo dos carboidratos; os sistemas de segundos mensageiros e a expressao génica,

processos envolvidos na fisiopatologia das alteragfes neuronais (SIMONIC et al., 2000).

Um aumento na expressao de genes de citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-a) no
hipocampo foi descrito em amostras cerebrais de pacientes com convulées (BARANZINI et
al., 2002; VEZZANI et al., 2005; RAO et al., 2009). A atividade convulsivante, induzida em
modelos experimentais de Status Epilépticus ou ap6s aplicacdo intracerebral de &cido cainico
relata um rapido aumento na producdo de citocinas pré-inflamatérias bem como varios
marcadores da imunidade inata (citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, fator de transcri¢éo
NFkB, fatores do complemento e moléculas de adesdao). Um aumento na expressdo de genes
de citocinas inflamatdrias (IL-1, IL-6 e TNF-a) no hipocampo foi descrito em amostras
cerebrais de pacientes com convulées (BARANZINI et al., 2002; VEZZANI et al., 2005;
RAO et al., 2009).

1.7 INFLAMACAO E EPILEPSIA

A inflamagdo é conhecida por participar da mediacdo de um numero crescente de
transtornos e doencas neuroldgicas agudas e crbnicas. Mesmo assim, o envolvimento da
inflamacdo na patogénese da epilepsia e convulsdes induzidas por danos cerebrais foi
apreciado so recentemente. Processos inflamatorios, incluindo a ativacdo da microglia e
astrocitos e produgdo de citocinas pro-inflamatérias e moléculas relacionadas, tém sido
descritos em pacientes com epilepsia humana, bem como em modelos experimentais de

epilepsia. Convulsbes induzidas quimicamente ou eletricamente aumentam citocinas no
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cérebro de roedores (JANKOWSKY, et al 2001; OPRICA, et al 2003; TURRIN, et al 2004;
PLATA-SALAMAN, et AL 2000; DE SIMONI, et AL 2000; VEZZANI, et AL 2000).
Apesar de IL-1B, TNF-o e IL-6 sere expressos em baixo niveis no cérebro normal, seu
mensageiro RNA e os niveis de proteina sdo rapidamente (< 30 min) aumentadas apds a
inducdo de convulsdes, diminuido a niveis basal dentro de 48-72 h desde o inicio de
convulsbes (DE SIMONI, et AL 2000). Notavelmente, IL-1B é ainda supra-regulada no
cérebro 60 dias apds o estatus epilépticos em ratos com crises espontaneas “°. Citocinas pro-
inflamatdrias sdo induzidas no cérebro também por convulsbes audiogénicos e luminosas
(GAHRING, et AL 1997; PLATA-SALAMAN, et AL 2000). Sintese de citocinas no cérebro
tem sido detectada na microglia e nos astrdcitos, apesar de subconjuntos de neurénios do

hipocampo expressarem IL-1f em ratos espontaneamente epiléticos.

Outros estudo mostram a participacdo de citocinas e mediadores inflamatorios como
IL-1, TNF-a , COX-2, PGgy, , PGra,, PGpp, estando relacionado, inclusive, com processo de

neurodegeneracao.

O estado inflamatorio crénico no cérebro pode predispor a ocorréncia de convulsdes e
perda neuronal de células. A IL-6 em astrocitos mostrou uma sensibilidade aumentada a
convulsbes induzidas pelos agonistas glutamatérgicos e uma perda constitutiva de vy-
aminobutirico (GABA) - e neurdnios positivos para albumina no hipocampo, pode estar
implicado na propensdo a desenvolver convulsbes (SAMLAND, et al 2003). A
superexpressdo de TNF-a e IL-6 no cérebro foi associada com a ocorréncia de mudangas
neurodegenerativas idade-dependente e crises espontaneas esporadicas (CUNNINGHAM, et
AL 1996; PROBERT, et al 1995; CAMPBELL, et AL 1993). Também estudos tem mostrado
interacbes funcionais especificas existem entre as citocinas e PGs, o glutamato e
neurotransmissdo GABA-mediada, que podem constituir o mecanismo chave interligando a
inflamacdo com epilepsia e interagdes entre as citocinas e neurotransmissores classicos (DE
SIMONI, et AL 1998), um aumento na sua concentracdo extracelular pode influenciar a

excitabilidade neuronal e da resposta do cérebro a uma lesé&o.

Em adultos, a epilepsia do lobo temporal (ELT) € o tipo mais comum de epilepsia
focal, em que aproximadamente dois tercos dos pacientes apresentam esclerose hipocampal
(epilepsia mesial temporal, EMT). Nas ELTs, o hipocampo € uma regido critica na
manutencdo das crises epilépticas e sua fisiopatologia estd associada a um padrdo bem

definido de perda neuronal nos subcampos CAl e CAS3, infiltracdo de células da glia
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(astrogliose) e plasticidade axonal com brotamento de fibras musgosas na camada molecular
interna do giro denteado (NGUYEN, 2002).

No hipocampo epiléptico, 0s genes pro-apoptoéticos geralmente sdo mais expressos nas
regibes CA1 e CAS3, enquanto os genes anti-apoptoticos sdo mais expressos nas células
granulares do giro denteado (WILDE, et AL 2000).

Evidéncias de respostas inflamatdrias em certas epilepsias motivaram estudos da
expressao diferencial de genes envolvidos com o sistema imune (CHENG, et AL 1994). Entre
esses, destacam-se as citocinas (IL-1B, TNF-a and IL-6 e seus respectivos receptores
neuronais rliL-1, rTNF e Gp130), mediadores antiinflamatérios (antagonista Ra do receptor
IL-1), quimiocinas (MIP-1o. e MCP-1), mediadores inflamatdrios (COX-2), moléculas de
adesdo (ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1) e metaloproteinases (mmp9). Crises epilépticas
induzidas quimica ou eletricamente aumentam 0s niveis de citocinas e mediadores
antiinflamatérios no cérebro de roedores (MATTSON, et ao 1995; MINAMI et al 1990 e
1992). Devido & interacdo funcional que existe entre citocinas e neurotrasmissores, 0 aumento
desses mediadores inflamatorios pode influenciar a excitabilidade neuronal e a resposta do
cérebro a injurias (OPRICA, et al 2003). De fato, estudos experimentais em roedores mostram
que reacOes inflamatorias podem levar a uma maior excitabilidade e injdrias neuronais. Além
disso, alguns tratamentos com antiinflamatorios reduzem crises epilépticas em modelos
experimentais (CHENG, et AL 1994).

A apoptose pode ser deflagrada por estimulos externos por meio da ativacdo de
receptores especificos presentes na superficie celular (via extrinseca ou via de receptor de
morte celular), chamados de receptores de morte, ou pelo estresse intracelular (via intrinseca
ou mitocondrial). Ambas as vias culminam com a ativacdo de caspases que levam a morte
celular (BERGANTINI, et al 2005; BERKKANOGLU, et al 2004).

A via apoptdtica extrinseca é desencadeada pela interagdo de ligantes especificos a
grupo de receptores cognatos pertencentes a familia do fator de necrose tumoral (TNF),
capazes de provocar a ativacdo caspase-3 e, consequentemente morte celular (BOATRIGHT,
et al 2003; GRIVICICH, et al 2007).

O receptor Fas (CD95/APO-1), molécula de superficie celular de 45 kDa pertencente a
familia do TNF, tem-se tornado paradigma para estudos da via extrinseca da apoptose. Seu

ligante (Fas-L/ CD178) é uma proteina de 37 kDa pertencente a superfamilia dos TNFs
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(BERKKANOGLU, et al 2004; ZHOU, et al 2006; SELAM, et al 2001; OTSUKI Y, et al
2001). O Fas e Fas-L estao envolvidos no processo de morte celular, apds a interacdo do Fas-
L na superficie da célula, com o receptor Fas, ha formacédo de agregados na forma de trimeros,
que se ligam a proteina adaptadora FADD (Fas associated death domain) presente no
citoplasma. Este complexo molecular se liga a pro-caspase-8, resultando na formagdo do
complexo DISC (Death Inducing Signalling Complex), onde ocorre a ativagédo
(dimerizacdo/clivagem) da pré-caspase-8, resultando na ativacdo da caspase-3 efetora, 0 que
culmina na morte celular (BOATRIGHT, et al 2003).

A via intrinseca € ativada por estresse intracelular ou extracelular, como privacao de
fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia, dentre outros. Em resposta a estes fatores, a
mitocondria sofre modificacdes de potencial de membrana interna, de permeabilidade de
membrana e aumento de densidade de matriz. Estas alteracbes mitocondriais podem ser
cruciais para o disparo da morte, podendo facilitar a translocagdo de proteinas mitocondriais,
bloqueio na sintese de ATP e aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, que leva
a oxidacdo de lipidios, proteinas e acidos nucléicos, além de contribuir para a ativacdo de
caspases-9 e 3. O desarranjo mitocondrial também pode facilitar a liberacdo de citocromo C
para o citoplasma, onde o mesmo forma complexo com o fator de ativacdo associado a
apoptose-1 (APAF-1) e caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pro-
caspase-9, liberando a caspase-9 ativa, que é capaz de ativar a caspase-3 e provocar a
apoptose (BOATRIGHT, et al 2003; HENGARTNER, et al 2000; GRIVICICH, et al 2007).

Deve-se mencionar que em ambas as vias, a ativacdo da caspase-3 é o ponto crucial e
irreversivel do fenébmeno de morte celular, ou seja, neste estagio ndo ha mecanismos que
possam reverter a apoptose (HENGARTNER, et al 2000).

Evidéncias mostram que a perda neuronal na epilepsia cronica poderiam em parte ser
por apoptose celular, 0 que caracteriza uma programacdo de eventos fisiologicos, mas
também poderia ocorrer em consequéncia de insultos toxicos e doencas neurologicas através
da sinalizacdo de multiplas formas de receptores de morte, disfungdo mitocondrial e ativagédo
de enzimas caspases que danificam o DNA (COLLINS et al., 1997; EARNSHAW et al.,
1999; ISHIMARU et al., 1999; SASTRY and RAO, 2000).
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1.8 MODELOS EXPERIMENTAIS DE EPILEPSIA INDUZIDO POR PILOCARPINA

Na tentativa de aproximar os modelos animais dos fenébmenos observados em
humanos, varias técnicas tém sido desenvolvidas mimetizando tipos especificos de epilepsia
(revisado por FISHER, 1989). Para que um modelo experimental seja classificado como um
modelo de epilepsia ele deve preencher os seguintes requisitos: demonstrar a presenca de
atividade epileptiforme nos registros eletroencefalograficos e clinicamente apresentar uma
atividade semelhante aquelas observadas durante uma crise epiléptica. Em animais
geneticamente modificados, 0 aparecimento das crises epilépticas espontaneas ou induzidas
estd relacionado com aspectos associados a formacdo e ao desenvolvimento do sistema
nervoso; e em nao genéticos, as crises epilépticas sdo desencadeadas atraves da estimulacéo

quimica ou elétrica do sistema nervoso em animais "normais” (MELLO et al., 1986).

Desde a década de 1960, esses modelos experimentais servem como screening
farmacoldgico de drogas antiepilépticas (WHITE, 1997), contribuindo, paralelamente, com
informacBes a respeito dos mecanismos envolvidos na génese e manutencdo das crises. A
partir das décadas de 1970 e 1980, com o aparecimento de modelos experimentais crénicos
induzidos, sendo o principal destes o modelo de kindling, os estudos das drogas
antiepilépticas se voltaram para a identificacio de agentes capazes de prevenir a
epileptogénese e/ou diminuir os déficits comportamentais de longa duracdo decorrentes das

crises (Queiroz, et al 2002).

Nas décadas de 1980 e 1990, dois outros modelos foram extensamente utilizados: o
modelo da pilocarpina e o modelo do &cido cainico, e ambos replicam caracteristicas

fenomenoldgicas das epilepsias humanas do lobo temporal (TURSKI et al., 1983; 1989).

A administracdo local ou sisttmica desses compostos resulta em um padréo de crise
limbica duradoura bastante caracteristica (status epilépticus), que apds um periodo conhecido
como silencioso (de 3 a 14 dias), leva o animal a apresentar crises espontaneas e recorrentes
(TURSKI et al., 1983a). A lesdo cerebral induzida pelo status epilepticus nesses modelos
pode ser considerada como equivalente a um evento epileptogénico no ser humano, como, por

exemplo, uma convulséo febril.
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A administracdo aguda de altas doses de pilocarpina, agonista muscarinico
colinérgico, induz mudangas comportamentais e convulsdes que progridem, dentro de uma a
duas horas, para status epilepticus (SE). O modelo de convulsdo com pilocarpina em
roedores, especialmente o modelo com ratos, tem fornecido informacg6es sobre caracteristicas
comportamentais e neuroquimicas, associadas com atividade convulsiva, que se assemelham a

epilepsia lobo temporal humana.

A fisiopatologia da epilepsia, ainda ndo estar completamente definida. Os diferentes
modelos de convulsdo em animais sdo bastante utilizados para estudar a fisiopatologia do
processo convulsivo, uma vez que, reproduz as alteragbes comportamentais e
eletroencefalograficas que sdo semelhantes a epilepsia do lobo temporal de humanos
(BEMARI et al., 1980 e 1981). Estes modelos sdo utilizados para estudar o envolvimento dos
sistemas de neurotransmissores como moduladores da epileptogénese, como também permite
observar as alteracbes comportamentais, histopatolégicas, e outros pardmetros neuroquimicos
relacionados com a atividade epiléptica (CAVALHEIRO et al., 1994; MARINHO et al., 1997
e 1998; COSTA-LOTUFO et al., 2002; Freitas et 2006¢).

No modelo de epilepsia induzido por alta dose de pilocarpina, pode-se observar perda
neuronal de algumas areas cerebrais, a saber: hipocampo, corpo estriado, amigdala, cortex
piriforme, cortex entorrinal, septum lateral, talamo e substdncia nigra, sugerindo o
envolvimento dessas diferentes areas durante o estabelecimento do processo epiléptico
(HONCHAR et al., 1983; TURSKI et al., 1983a; CLIFFORD et al., 1987; MARINHO et al.,
1997; BORELLI et al., 2002, Freitas et 2006e).

A estimulagdo de determinadas &reas produzem respostas diferentes e
consequentemente afetam profundamente o comportamento do animal, induzindo processos
patolégicos, tais como: a epilepsia (MARINHO et al.,, 1997, FREITAS et al., 20033;
MORAES et al., 2000). Despertando o interesse para se estudar os efeitos da estimulagdo de
quatro areas deste sistema no processo convulsivo induzido por pilocarpina. As areas

escolhidas foram hipocampo, corpo estriado, cortex frontal e cortex temporal.

De uma maneira geral, as convulsées induzidas por pilocarpina, podem produzir dano
neuronais em diversas areas e, especialmente, nas estruturas limbicas, causando perda

neuronal em areas, como: hipocampo, corpo estriado, amigdala, cortex piriforme, cortex
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entorrinal, cortex frontal, tAlamo, substancia nigra, entre outras (HONCHAR et al., 1983 e
1990; TURSKI et al., 1983a; CLIFFORD et al., 1987).

A literatura registra danos morfologicos em diversas estruturas cerebrais apos
convulséo e estado epiléptico (EP) (MELLO et al., 1996). As principais alteragdes que podem
ser associadas ao processo convulsivo sdo: o alargamento dos ventriculos, deformacéo do giro
dentado com moderada dispersdo das células granulares e perda neuronal em diversas areas
(hipocampo, cortex cerebral, corpo estriado, cortex piriforme, amigdala, tdlamo, nucleo
subtalamico, corpo caloso, cortex motor e area septal). A pilocarpina pode ndo ser capaz de
produzir toxicidade aguda, no entanto, pode induzir neurodegeneracdo apOs o estado
epiléptico (fase aguda) e nas convulsdes recorrentes espontaneas (fase cronica) (MELLO et
al., 1996; HOLMES et al., 2004; HOFFMANN, et al., 2006).

O modelo de epilepsia induzido por pilocarpina tém sido extensivamente analisado,
uma vez que, exibe convulsbes recorrentes espontaneas e podem esclarecer muitas das
alteracdes vistas na epilepsia do lobo temporal de humanos. As mudancas histopatologicas
observadas no hipocampo reproduzem muitas destas alteracdes em humanos, incluindo perda
neuronal e remocdo do tecido de sustentacdo do SNC, bem como permite ainda avaliar a
presenca de dano neuronal no cérebro de ratos que ndo apresentaram convulsdo (MELLO et
al, 1993 e 1996; AVOLI et al., 1994; MARINHO et al., 1997; DE BRUIN et al., 1999;
PERSINGER & DUPONT, 2004; KRSEK et al., 2004).



43

Quadro 2 - Modelos experimentais e sua relacédo com as diferentes formas das epilepsias

no ser humano

Injecdo ou aplicacédo topica de metais

Cobalto (1960) Epilepsia focal (1) Semicrdnico
Acido tangstico (1960) Epilepsia focal (1), grande mal Agudo
Creme de alimen (1937) Epilepsia  focal  recorrente, | Semicronico
pequeno mal e crises
de auséncia
Estimulacdo quimica
Penicilina (1945) Pequeno mal mioclénico, | Agudo
epilepsia corticorreticular
generalizada
Estricnina (1900) Crises com foco cortical Agudo
Ouabaina (1966) Epilepsia limbica Agudo
Pentilenotetrazol (1960) Pequeno mal e crises | Agudo

generalizadas

Picrotoxina (1960)

Epilepsias do lobo temporal

Agudo e crénico

Bicuculina (1970)

Epilepsia de longa duragdo

Agudo e crénico

Substéancias colinomiméticas | Epilepsias focais e do lobo | Agudo e crénico
(1949) temporal
Hidrazinas e piridoxais (1949) Crises generalizadas Agudo Agudo

Insulina
Insulina (1940) Crises metabdlicas Agudo
Pilocarpina (1983) Epilepsia de Lobo Temporal Agudo
Estimulagéo elétrica
Eletrochoque (1870) Epilepsia focal Agudo

Abrasamento (1969)

Crises parciais e generalizadas,

pequeno mal e auras

Agudo e cronico

Neurotoxinas

Acido cainico (1970)

Epilepsia do lobo temporal

Agudo e crénico

Acido iboténico (1979)

Epilepsia do lobo temporal

Agudo e crénico

Acido domoico (1987)

Epilepsia do lobo temporal

Agudo e crénico

Fonte: Modificado de Mello et al. (1986)
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1.9 FARMACOS ANTIEPILEPTICOS

O controle da epilepsia € realizado com drogas, que sdo capazes de controlar até 80%
dos casos, porém, cerca de 20% dos pacientes portadores desta condicdo possuem uma
epilepsia ndo controlada, dai a necessidade da investigacdo de novas alternativas terapéuticas
para o desenvolvimento de novos agentes capazes de controlar tal condigé&o.

Atualmente, o tratamento farmacologico da epilepsia consiste na utilizacdo de drogas
capazes de potencializar a acdo de neurotransmissores inibitorios, tais como 0 GABA, que,
através da abertura dos canais anidnicos de cloreto, hiperpolariza a célula e, desta forma,
impedindo ou minimizando o desenvolvimento de descargas elétricas mais fortes e

recorrentes.

A grande maioria dos farmacos atualmente utilizados possui boa tolerabilidade,
contudo os riscos de morbidade desenvolvidos pelo paciente podem ser, em alguns casos,
drasticos. Os benzodiazepinicos consistem na maior classe de farmacos utilizados
(principalmente no grande mal), e o diazepam, midazolan, e 0 bromazepam sdo 0s principais
representantes desta classe que atuam facilitando a abertura dos canais de cloreto e, desta
forma, potencializando as a¢cdes do GABA. Outra classe de farmacos sdo os barbitdricos, que
também atuam potencializando os efeitos gabaérgicos e cujos representantes principais sdo o
fenobarbital, muito utilizado em crises generalizadas e juvenis e o pentobarbital, comumente

utilizado em modelos experimentais de indugéo de sono.

Pesquisas mostram que a epilepsia apresenta-se associada ao status epilepticus (SE)
em 12% dos pacientes (JANZ, 1983), este corresponde a crises continuas ou reentrantes, com
duracdo superior a trinta minutos, sem que haja recuperacdo da consciéncia entre as crises
(FUCHS et al., 2004). Apo6s SE agudo sintomatico, a chance de uma segunda convulsdo é de
aproximadamente 41% (HESDORFFER et al., 1998). Além disso, estudos retrospectivos
indicam uma correlacdo entre epilepsia lobo temporal em pacientes adultos, ocorréncia de
convulsdo e SE durante a infancia desses pacientes (FALCONER, 1971; SAGAR e
OXBURY, 1987). Se um episddio convulsivo inicial contribui para o desenvolvimento da
epilepsia, o tratamento apds a primeira convulsdo pode ser um fator de extrema importancia
para reducéo deste risco (MUSICCO et al., 1997; FUCHS et al., 2004).
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A classificacdo clinica aceita da epilepsia reconhece duas categorias principais, as
crises parciais, onde a descarga neuronal € iniciada localmente ou crises generalizadas, onde a

descarga envolve todo o cérebro.

O estudo da epilepsia em roedores é realizado através da administracdo sistémica de
altas doses de pilocarpina, ocasionando convulsdes e subsequente desenvolvimento de estado
epiléptico (TURSKI et al., 1983a, 1983b, 1989), acompanhado por lesbes cerebrais que sao
semelhantes, em muitos aspectos, as lesbes observadas em cérebro de pacientes epilépticos
(TURSKI et al., 1983a; LEITE et al., 1990; CAVALHEIRO et al., 1991).

Quadro 3 — Mecanismos de acdo dos farmacos antiepilépticos

Farmacos Mecanismo de Acao

Benzodiazepinicos, Barbituricos, Potencializacdo Gabaérgica
Gabapentina, Tiagabina e Vigabatrina

Carbamazepina, Fenitoina e Barbitdricos | Bloqueio dos canais de Sédio

e Acido Valprdico em altas doses

Etossuximida e Acido Valproico Bloqueio dos canais de Célcio

Felbamato, Lamotrigina e Topiramato Antagonismo ao Acido Glutamico

1.10 PENTOXIFILINA

A pentoxifilina, 1-(5-oxohexil)-3,7-(dimetilxantina) é uma metilxantina inibidora de
fosfodiesterases usada no tratamento de doencas venosas oclusivas periféricas que aumenta a
perfusdo em tecidos pouco vascularizados (MULLER,1981; STREITER, 1988; RIENECK
1993) e claudicagdo intermitente (ACETTO, 1982; PORTER et al., 1982). Este efeito €
atribuido a sua capacidade de melhorar a flexibilidade da membrana das hemacias e permitir a

sua passagem por capilares menores que seus didmetros.

A pentoxifilina inibe a fosfodiesterase IV e promove elevacgdo dos niveis intracelulares
de AMPc reduzindo, assim, a atividade fagocitica, producéo de ion superoxido e liberacdo de

enzimas lisossomais por células porlimofonucleares (BESSLER et al., 1986).
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Alguns estudos apontam que o0 aumento da concentragdo intracelular de AMPc inibe a
sintese de TNF-a in vitro (TANNENBAUM and HAMILTON, 1989; TAFFET et al., 1989).
Vérios autores relatam a atividade anti-tumoral da pentoxifilina (TEICHER et al., 1991;
RIENECK 1993; CHING et al., 1998; SAMPAIO et al., 1998; MARQUES et al., 1999). Ha
estudos que sugerindo que a pentoxifilina além de inibir o TNF-a inibe, também, a transcrigéo
de seu gene, afetando a transcrigdo da sua sintese (HEN-I, et al., 2004) além de aumentar a
degradacdo do RNAm para tal citocina (STRIETER et al. 1988).

Hé evidéncias crescentes de que pentoxifilina também altera a producao e atividade de
outras citocinas como: IL-1 (SULLIVAN et al.,1988; NEUNER, et al., 1994), IL-2
(THANHAUSER et al., 1993, ALEGRE et al., 1991; RIENECK, 1993), IL-6 (SCHANDENE
etal., 1992; NEUNER, et al., 1994), IFN-y (THANHAUSER et al., 1993; RIENECK, 1993).

Em humanos, ap6s administracdo oral, a pentoxifilina € rapidamente absorvida.
Preparac@es orais possuem apenas 20 a 30% de biodisponibilidade por causa do alto clearance
de primeira passagem. Em voluntarios saudaveis pentoxifilina é eliminada da circulacdo com
uma meia vida de eliminagdo de 0.9 horas apds administracdo oral e cerca de 1 a 1.6 horas
apo6s administracdo intravenosa. As transformacdes metabolicas sdo responsaveis pela baixa e
variavel biodisponibilidade da droga, e menos de 1% da dose é excretada de forma inalterada
na urina. Além da transformacdo metabdlica observada no figado o préprio sangue pode ser
capaz de metabolizar pentoxifilina. Sete metabdlitos de pentoxifilina sdo conhecidos, mas
hidroxipentoxifilina e carboxipentoxifilina sdo os 2 compostos mais presente em humanos
(SMITH et al.,1986).

Numerosos estudos com pentoxifilina demonstraram sua seguranca e efeitos adversos
minimos mesmo quando administrada durante longos periodos. Estudos farmacocinéticos
com pentoxifilina IV em individuos saudaveis mostraram que o0s efeitos adversos
predominantes da pentoxifilina foram nauseas e vomitos assim como nos individuos com
distdrbios hematolégicos (WINDMEIER e GRESSNER, 1997).
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A epilepsia é uma condicdo neuroldgica grave de maior prevaléncia no mundo e que
pode induzir a dificuldade na execucéo das atividades profissionais do paciente (GILLIAM et
al., 2004). A incidéncia da epilepsia varia de acordo com a localizagdo geografica. Ela ocorre
com maior freqiiéncia nos paises em desenvolvimento, onde ha maior indice de desnutrigao,
doencas infecciosas, deficiéncia no atendimento medico e caréncia no tratamento (DE
LORENZO et al., 2001).

Em paises mais desenvolvidos, a incidéncia é de aproximadamente 1%, ou seja,
cinguenta milhdes de pessoas sdo portadoras desta condi¢do, aumentando para 2% em nacoes
menos desenvolvidas, tornando-se um grave problema de satde publica (BEAGLEHOLE et
al., 1996).

Estima-se que o nimero de novos casos por ano esta em torno de dois milhdes em
todo o mundo. Pelo menos 50% dos casos comegam na infancia ou adolescéncia, e sabe-se
que, 70% a 80% das pessoas com epilepsia podem ter uma vida normal sem prejuizo social e
psicolégico se tiverem um tratamento e um acompanhamento psicoldgico adequado
(BEAGLEHOLE et al., 1996).

Inimeras pesquisas visam descobrir novas estratégias farmacoldgicas antiepiléptica
através de novos compostos eficazes para a epilepsia de dificil controle ou de compostos com
menor toxicidade para aquelas ja tratadas pelo arsenal terapéutico atualmente disponivel
(BOECK et al., 2004; PISANI et al., 2004; EYAL et al., 2004).

Nosso grupo demonstrou agdo neuroprotetora da cafeina, uma xantina, em modelo
animal de Doenga de Parkinson (AGUIAR, 2006). Diversos autores tém mostrado agéo

neuroprotetora da pentoxifilina em modelos de isquémica cerebral (BRUNO et al., 2009).

Embora a terapia padrdo possibilite o controle das crises convulsivas em 70-80%
desses pacientes, 20-30% dos individuos apresentam uma epilepsia ndo controlada,
justificando portanto, a necessidade de se estudar os processos convulsivos, como também

estudar novas drogas como possiveis agentes farmacologicos para o tratamento da epilepsia.
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A Pentoxifilina tem se mostrado candidata potencial a terapia da epilepsia por
promover diminuicdo da excitoxicidade mediada por glutamato, potencializacdo dos
receptores da dopamina e inibicdo da resposta neuroinflamatéria. Contudo, muitos estudos
s80 necessarios para se determinar 0s mecanismos neuroprotetores desta droga que sejam
realmente eficazes no controle da epilepsia nos pacientes e na melhora da qualidade de vida, o

que justifica a relevancia deste estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliacéo dos efeitos neuroprotetores da Pentoxifilina sobre a fase aguda do processo

convulsivo induzido por pilocarpina ou pentilenotetrazol em ratos

3.2 Objetivos especificos

Avaliacdo dos efeitos neuroprotetores nos modelos de convulsdo tdnico-clonica

induzido por pentilenotetrazol e lobo temporal induzido por pilocarpina.

Determinacdo dos aspectos comportamentais como: laténcia de 1* convulsdo e

laténcia de morte.

Determinacdo dos niveis dde aminoacidos e monoaminas, bem como seus

metabdlitos em cértex frontal, temporal, hipocampo e corpo estriado.

Determinacéo dos niveis glicémicos

Determinacdo do TNF-a para imunohistoquimica

produzidos nos animais pré-tratados com pentoxifilina e induzido convulsdo com
pilocarpina.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso variando entre 180 e 220g,
provenientes do Biotério Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard. O projeto foi submetido ao comité
de Etica e Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara com nimero de
protocolo: 107/11.

Durante todos os experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas plésticas com
no maximo 06 animais, em condi¢des ambientais semelhantes, com ciclo claro / escuro

alternado de 12 horas, recebendo racdo padréo tipo Purina e agua ad libitum.

4.2 Drogas e Materiais utilizados

4.2.1 Pentoxifilina

Pentoxifilina (Trental®) dissolvido em agua destilada, obtendo-se uma solugéo com
concentragdo de 10mg/mL.

4.2.2 Pilocarpina

Cloridrato de pilocarpina (Sigma Chemical Co.,USA) dissolvida em agua destilada,
obtendo-se uma concentragdo final de 100mg/mL.

4.2.3 Pentilenotetrazol

Pentilenotetrazol (Sigma Chemical Co.,USA) dissolvida em agua destilada, obtendo-

se uma concentracao final de 100mg/mL.
4.3 Tratamento dos Grupos Experimentais
Ratos albinos Wistar (180-220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e 50mg/kg

(PTX25+P400 e PTX 50+P400) ou agua destilada por via oral (Normal e P400). Apds 60

minutos foi administrado Pilocarpina 400mg/Kg por via intraperitoneal.
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Quadro 4. Droga utilizada e via de administracao

Droga Dose Via de Abreviatura
Administracdo
Pentoxifilina 25mg/Kg Via oral PTX 25
50mg/Kg Via oral PTX 50
Pilocarpina 400mg/Kg Via intraperitoneal P 400
Pentilenotatrazol 80mg/Kg Via intrapeitoneal PTZ 80

Quadro 5. Grupos Experimentais

Grupos Experimentais Drogas Utilizadas
Grupo Normal Agua destilada
Controle P400 Pilocarpina 400mg/Kg
PTX 25 + P400 Pentoxifilina 25mg/Kg + Pilocarpina 400mg/Kg
PTX 50 + P400 Pentoxifilina 50mg/Kg + Pilocarpina 400mg/Kg

Observacdes comportamentais foram realizadas ap0s 0s tratamentos e 0s animais
foram observados durante trés horas. Os animais que ndo sobreviveram até o final do periodo
de observacdo foram decapitados logo ap6s a morte e 0s sobreviventes foram sacrificados por
decapitacdo logo ap6s estudo comportamental. Cértex frontal, hipocampo, corpo estriado e
cortex temporal foram imediatamente dissecados sobre gelo e armazenados a -80°C para

realizacdo de estudos neuroquimicos.

4.4 Estudo Comportamental

Nas convuls@es induzidas por pilocarpina ou pentilenotetrazol os animais tratados e
controles foram divididos em gaiolas contendo de 3 a 4 animais e colocados em ambiente
reservado, sendo feita a observagao direta. Todos 0s grupos experimentais foram observados
durante 3 horas ap0s a injecdo de pilocarpina ou pentilenotetrazol, de acordo com o
tratamento previsto. Nos animais que receberam pentilenotetrazol observamos a laténcia de
primeira convulsdo, laténcia de morte e taxa de sobrevida em 24 horas. Nos animais que
receberam pilocarpina os seguintes pardmetros foram observados: presenca de sinais

colinérgicos periféricos, movimentos esteriotipados, convulsdes motoras, instalacdo de estado
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epiléptico, nimero de mortes, laténcia de primeira convulsdo e laténcia de morte em cada
grupo. O quadro abaixo apresenta estes parametros juntamente com suas caracteristicas.
Depois desse periodo de observacdo, as areas cerebrais dissecadas foram utilizadas para 0s

estudos neuroquimicos.

Quadro 6. Pardmetros comportamentais

Parametros Caracteristicas
Sinais colinérgicos periféricos Miose, cromodacriorréia, piloerecédo, diarréia
Movimentos estereotipados Aumento das atividades de roer, cocar-se,

mastigar e “wet-dog shakes” (ato de sacudir —
semelhante a um cachorro molhado).

Convulsoes Tonico — clonica.

Estado epiléptico Convulsdes intermitentes.

Laténcia de primeira convulsdo  Intervalo de tempo em segundos entre a injecéo
de pilocarpina e o aparecimento da primeira

convulsao.

Laténcia de morte Intervalo de tempo em segundos entre a injecao
de pilocarpina e a morte do animal.

N° de mortes Determinado durante o periodo de 3 hora apds a
administracao de pilocarpina.

Fonte: adaptado de Turski et al., 1983

4.5 Dissecacao de areas cerebrais

Apols as determinacBes comportamentais 0s animais foram decaptados com uma
guilhotina (Harvard, USA). Em seguida, os encéfalos foram rapidamente retirados e
colocados sobre papel aluminio numa placa de petri com gelo para posterior dissecacdo das

areas cerebrais a serem estudadas.

Cortex frontal, hipocampo, corpo estriado e cortex temporal foram isolados das
estruturas circunjacentes por divulsionamento com uma pinga de microdissecacdo, sendo a
sua retirada orientada pelo didmetro da porcdo tuberosa visivel desses nucleos, apos o

rebatimento lateral do cortex.
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Terminada a dissecacdo, a &rea isolada foi colocada em eppendorf devidamente
identificado, pesada e conservada a -80°C para uso posterior. Quando foi necessaria a
estocagem por certo periodo de tempo (até seis meses) os tecidos foram considerados como
tendo a mesma viabilidade para experimentacdo que os ensaiados imediatamente realizados
apos dissecacdo (BURKE e GREENBAUN, 1987; FIELDER et al., 1987).

4.6 Material utilizado nos Experimentos

e Agitador de tubos (modelo 251, FANEN, Séao Paulo, Brasil);

e Balanca analitica (modelo H5, Mettler, Suica); Banho maria (FANEN, modelo 102/1,
SP, Brasil);

e Balanca para animais (Filizola ID 1500, Brasil);

e Centrifuga refrigerada (modelo Eppendorf);

e Cubetas para leitura em espectrofometro (Sarstedt, Alemanha Oriental);

e Equipamento de HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Performance — Detector
eletroquimico (Shimadzu, Japdo), constando de: Detector eletroquimico (Modelo L-
ECD-6A; Shimadzu, Japdo) e Eletrodo de Carbono (Shimadzu); Degaseificador
(DGU-2A Shimadzu, Japdo); Integrador (C-R6A Chromatopac, Shimadzu, Japdo);
Injetor (Shimadzu Corp., Japdo);

e Equipamento para filtracdo a vacuo (Millipore Apparatus, Bedford, MA, EUA);

e Espectrofotobmetro (Modelo Beckman DU, Fullerton, CA, USA) com medidor de
absorbancia digital e outros acessorios (acoplado ao sistema de modernizacdo Gilford,
Oberlin, Ohio, USA);

e Estufa de secagem e esterilizacdo (modelo 315 SE FANEN, SP, Brasil);

o Freezer — 80°C (Modelo ULT 2586 — 3D14, Revco Scientific, Inc. Asheville, N.C.,
EUA);

e Guilhotina (Harvard, USA);

e Homogeneizadores (Bellico, USA);

e Material Cirargico;

e Micropipetas (H,E. Pedersen, Dinamarca);

e Medidor de pH, modelo B374 (Micronal, SP, Brasil);

e Sonicador (Modelo PT 10-35 (Brinkmann Instruments Inc. NY, EUA).
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4.7 Dosagem de aminoacidos com HPLC

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para determinacdo dos niveis de aminoacidos, foram retiradas as areas cerebrais
correspondentes ao cortex frontal, hipocampo, corpo estriado e cértex temporal para a
posterior preparacdo dos homogenatos. Para a preparacdo do homogenato, foi utilizado um

volume de 10% da area em acido perclérico 0,1M.

METODO

As determinagdes de aminoacidos foram determinadas através do uso de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), que consiste em uma pré-coluna de
derivatizacdo na presenca de ortoftaraldeido (OPA). O aparelho foi programado com um
detector fluorimétrico (330-450 nm) acoplado a um integrador.

A coluna cromatografica utilizada foi a C18, 250 x 4.6nm, 5y que percorria a coluna
a uma velocidade de 1.0 ml/min. A fase movel A consistiu em 50mM NaH,PO4 em 20% de
metanol ajustada para PH de 5,5. A fase mdvel B consistiu em 100% de metanol. As fases
foram preparadas com agua ultramente purificada (Mili-Q system) e filtrada com o uso de

filtros milipore de 0.22pm.

PREPARO DOS PADROES DOS AMINOACIDOS

Todos os aminoacidos foram preparados nas concentracfes de 2,5 mmol/L ou 2,5
mM. Glutamato, aspartado, glicina, taurina e GABA foram solubilizados em acido perclérico
0,1 M. O é&cido perclérico foi preparado adicionando 1,8 mL do &cido e completado o

volume para 300 mL com agua mili-Q.

PREPARO DAS AMOSTRAS:
Para o preparo das amostras, foi utilizado homogenatos cerebrais a 10% em &cido
perclérico 0.1M. Apds o preparo, estes foram centrifugados a 14000rpm durante 30 minutos e

o sobrenadante filtrado em filtros milipore 0.22pum.

SOLUCAO DE DERIVATIZACAO:
13.5mg de OPA foi dissolvido em 250ul de etanol, juntamente com 10ul de 2-
mercaptoetanol, o volume da solugéo foi entdo completado para 2.25ml com tampé&o borato,

pH 9,3. A solucgao foi filtrada com o milipore 0.22um. A solugdo foi acondicionada em vidro
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ambar no refrigerador, por no maximo uma semanas. Para as derivatizagdes, 20ul da amostra

foi diluida em 20ul de OPA e injetada no HPLC apds um minuto de agitagao.

DETERMINACAO FLUORIMETRICA DE AMINOACIDOS (AA) POR GRADIENTE
Para o funcionamento do aparelho, e do gradiente foi necesséria a preparagdo das

duas fases moveis:

FASE MOVEL A:

* 50 mM NaH,PO,

- Volume final = 250 ml
* 20% v/v MetOH
«pH=5.5

FASE MOVEL B:
* Metanol puro ( Padrao HPLC )

DERIVATIZACAO PRE-COLUNA
TAMPAO BORATO

* Borax 1,24¢g

« Agua Mili Q

* Ajustar o pH para 9,3 (com NaOH ou HCL)
— Volume final = 50 ml

4.8 Dosagem de monoaminas e metabolitos com HPLC

METODO

Para a determinacdo dos niveis de catecolaminas, foi utilizado o equipamento de
HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Na cromatografia liquida classica, um
adsorvente (alumina ou silica) € empacotado em uma coluna e é eluido por um liquido ideal
(fase movel). Uma mistura para ser separada € introduzida na coluna, e é carregada através da
mesma por um liquido eluente. Se um composto da mistura (soluto) é adsorvido fracamente
pela superficie da fase sélida estacionaria, ele atravessara a coluna mais rapidmente que outro
soluto que seja mais rapidamente adsorvido. Entdo, a separacdo dos solutos é possivel se

existem diferencas na adsorcao pelo solido.
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Os detectores eletroquimicos medem a condutancia do eluente, ou a corrente
associada com a oxidacao ou reducdo dos solutos. Para ser capaz de detectar, no primeiro caso
os solutos devem ser i6nicos, e no segundo caso 0s solutos devem ter a caracteristica de serem

relativamente faceis de oxidarem ou reduzirem.

Detectores eletroquimicos que medem corrente associada com a reducdo ou
oxidacéo de solutos séo chamados detectores amperomeétricos ou coulométricos. Neste estudo,
foi utilizado o tipo amperométrico que reage com uma quantidade muito menor de soluto, em
torno de 1%. Todas as técnicas eletroquimicas envolvem a aplicacdo de um potencial para um
eletrodo (geralmente de carbono vitreo), oxidacdo da substancia que esta sendo estudada
préximo a superficie do eletrodo, seguido a amplificacdo e medida da corrente produzida. As
catecolaminas sdo oxidadas nos grupos de anel hidroxil para produzir um derivado

ortoquinona com a liberagdo de dois elétrons.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram decapitados trés horas ap6s a injecdo de pilocarpina e
imediatamente, tiveram seus cérebros dissecados sobre gelo. O cortex frontal, hipocampo,
corpo estriado e cdrtex temporal foram utilizados para preparar homogenatos a 10%. Os
tecidos cerebrais foram sonicados em &cido perclérico (HCIO,) por trinta segundos e
centrifugados por vinte minutos em centrifuga refrigerada a 14.000 rpm. O sobrenadante foi
filtrado em filtro milipore 0,22um. Uma aliquota de 20uL desse sobrenadante foi, entéo,
injetada no equipamento HPLC pagra andlise quimica.

Para a analise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS (M) com comprimento de
25cm, calibre 4,6mm e didmetro da particula de 3um, da Shimadzu-Japéo, foi utilizada. A
fase movel utilizada foi composta por tampdo acido citrico 0,163M, pH 3,0, contendo acido
octanosulfénico sédico, 0,60M (SOS), como reagente formador do par ibnico, acetonitrila 4%
viv e tetrahidrofurano 1,7% v/v. Noradrenalina (NA), Dopamina (DA), Acido
diidroxifenilacético (DOPAC), 5-hidroxitriptamina (5-HT) e Acido Homovanilico (HVA)
foram eletronicamente detectados usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da
Shimadzu, Japao) pela oxidagdo em um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85 V relativo

a um eletrodo de referéncia Ag-AgCl.
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SOLUCOES REAGENTES

e Fase Mdvel
Foram pesados 15,75¢ de acido citrico (grupo quimica, RJ, Brasil) e completado
para um volume de 400mL com agua purissima (Milli-Q). esta solucdo foi ajustada para pH
3,0 com hidroxido de sédio 12,5 M (Reagen, RJ Brasil). A esta solucédo foi adicionado o SOS
75 mg (Sigma, MO, EUA) e completado o volume para 471,5 mL com &gua Milli-Q. Em
seguida, foi procedida a filtracdo e degaseificacdo, e posteriormente adicdo de 20mL de
acetonitrila (Carlo erba Reagenti, ML, Italia) e 10 mL de tetrahidrofurano (Sigma, MO, EUA)

para um volume final de 500mL.

ACIDO PERCLORICO 0,1M

Foram adicionados 1,8 mL de acido percldrico (Sigma, MO, EUA) em um balédo

volumeétrico e completado o volume para 300mL

PADROES

Os padrdes foram preparados em uma concentracdo final de 4ng de NA, DA,
DOPAC, 5-HT, HVA (Sigma, MO, EUA). A partir da altura ou &rea dos picos desses
padrdes, as concentracfes de monoaminas nos tecidos foram calculadas no programa

Microsoft Excel® em um computador e os resultados expressos em ng/g de tecido.

4.9 Analise da glicemia com espectrofotometro

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
Uma hora apo0s a injecdo de pilocarpina, foi coletado uma aliquota de sangue,
através do plexo orbital para posterior analise dos niveis glicémicos na fase aguda do processo

convulsivo utilizando o kit Labtest Glicose PAP Liquiform®.

AMOSTRA
Na realizacdo da coleta de sangue foi utilizado heparina sodica para evitar a

coagulacdo das amostras de sangue. As amostras foram mantidas resfriadas em gelo e
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centrifugadas a temperatura de 4°C, 12000 rpm por 15min. O plasma (analito) foi retirado

para medicdo dos niveis de glicose.

5. Estudo Histopatologico

5.1 Dissecacdo das Areas Cerebrais

Cérebros de ratos tratados e controles foram submetidos & analise histopatoldgica.
Apos as trés horas de observacdo comportamental, os animais foram decapitados, os cérebros
removidos e fixados em formalina a 10% por 24 horas. Cortes sagitais, feitos em intervalos de
1 mm, foram obtidos a partir de um corte inicial ao nivel do quiasma optico.

Para estudo micorscopico, sec¢fes de 5 um foram feitas, coradas em Cresil Violeta ou
imunoensaio para Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) e analisadas com auxilio de um
microscopio oOptico. As areas cerebrais foram observadas e classificadas de acordo com o
Atlas de Paxinos & Watson (1986).

Para anélise das lesbes nas estruturas, foram observados os seguintes pardmetros:
aspectos normais semelhantes aos controles ou a presenca de células tumefeitas, nucleos

picnoticos, morte celular e vacuolizacéo.

5.2 Coloracao de Nissl com Cresil Violeta
Soluséo de Cresil Violeta:
e 2,5 ¢ de acetato de cresil violeta
e 500 ml de agua destilada
e 10 ml de &cido acético 25%
e Aquecer a mistura de cresil com agua até 40°C, agitando-a por 5 minutos
e Filtrar a solucdo final em papel filtro

e Acrescentar o acido acético até que o pH da solugdo esteja entre 3 e 3,5

Coloracéo:
Apbs montar os slices em laminas gelatinadas (ou silanizadas), esperar secar bem por

aproximadamente 20 minutos e mergulhar as laminas em:
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Quadro 7. Procedimento para Coloracéo Cresil Violeta

SOLUCAO TEMPO DE IMERSAO

Hidratagdo do Tecido

Xilol 1 3 minutos
Xilol 11 3 minutos
Alcool 100% | 3 minutos
Alcool 100% 11 3 minutos
Alcool 95% 3 minutos
Alcool 70% 3 minutos
Alcool 50% 3 minutos
Agua destilada 2 minutos ¢/ mergulhos

Coloracédo do Tecido
Cresil violeta 1 a 7 minutos
Agua destilada 2 minutos ¢/ mergulhos

Desidratacéo do Tecido

Alcool 50% 2 minutos

Alcool 70% 2 minutos

Alcool 95% 2 minutos

Alcool 100% | 2 minutos
Alcool 100% 11 2 minutos
Xilol | 2 minutos

Xilol 11 2 minutos

e Secar bem

e Montar em meio de montagem aquoso (Entelan)

Analise das Laminas
e Analisar em microscopio de luz os cortes obtidos e corados e comparar com o Atlas de
sistema nervoso de ratos (Paxinos), a fim de tentar identificar alguns nucleos e regides
especificos do sistema nervoso.
e Comparar o0s cortes obtidos pelos diferentes grupos e identificar diferencas

morfoldgicas entre os cortes.
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5.3 Imunoensaio para Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)

A imunohistoquimica para TNF-a foi realizada seguindo a metodologia da
estreptavidina-biotina-peroxidase.

A parafina foi extraida dos slices nas ldminas que foram entdo hidratados em xilol e
alcool e imerso em tampéo citrato 0,1 M (pH 6,0) sob o calor promovido por microondas
durante 15 minutos para recuperacao antigénica.

Apos o resfriamento obtido por temperatura ambiente por 20 minutos, lavagens
sequenciais das laminas em tampéo fosfato salina (PBS) foram realizadas.

Estas lavagens foram alternadas com bloqueio da peroxidase endégena em solugéo
de H,0; a 3% (15 minutos).

As laminas foram incubadas durante a noite (4°C) com os anticorpos primarios anti-
TNF-a diluido em PBS com soro albumina bovina a 5% (PBS-BSA). Ap6s a lavagem no dia
seguinte as amostras foram incubadas com o anticorpo secundario biotinilado anti-lgG diluido
em PBS-BSA, durante 30 minutos.

Apdbs outra lavagem, as laminas foram incubadas com o complexo peroxidase
streptavidina conjugada (ABC Vectastatin ®) por 30 minutos. Uma lavagem final foi feita
com PBS e, em seguida, foi feito um procedimento de coloragdo com o cromogen 3,3
diaminobenzidina peroxido (DAB), seguido de contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer.

No final, as laminas foram desidratadas. Controle negativo foi processado e também

0 anticorpo primario foi substituido por PBS-BSA 5%.

6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média = EPM e analisados com ANOVA seguidos de
Student-Newman-Keuls como post hoc. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas em p< 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Estudo Comportamental

Os estudos comportamentais foram realizados como descrito anteriormente. Os
resultados sdo apresentados como o nimero de animais que apresentaram alteracdes dos
pardmetros comportamentais em relagdo ao nimero total de animais observados durante os

experimentos.

7.2 Comportamento de ratos adultos observados durante 3 horas apds administracdo de
pilocarpina.

Cerca de cinco minutos ap06s a administracdo de Pilocarpina, 400mg/Kg, i.p. (P400)
0s animais mostraram sinais colinérgicos periféricos (miose, piloerecdo, cromodacriorréia,
salivacdo, diarréia, diurese, tremores), € movimentos estereotipados (aumento da atividade de
roer, cogar, mastigar e wet-dog shakes — ato de sacudir semelhante a um cachorro molhado),
seguidos por convulsdes motoras limbicas. Essas mudancas foram mais pronunciadas nos

grupos pré-tratados com Pentoxifilina. (Tabela 01).
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Tabela 1. Porcentagem de alteracbes comportamentais induzida por Pilocarpina (P400) em
ratos Wistar machos pré-tratados com Pentoxifilina (PTX25+P400 e PTX50+P400) e Acido
Valpoico (Ac. Valpréico 100 + P400).

Alteracoes Ac.
Comportamentais P400 PTX25+P400 PTX50+P400  Valproico
(%) 100 + P400
Numero de animais 37 35 34 6
SCP* 100 100 100 100
ME** 100 100 100 100
Convulstes 91,9 (34) 88,6 (31) 88,2 (30) 66,7 (4)
Morte 89,2 (33) 80 (28) 76,5 (26) 16,7 (1)

P400 (n=37); PTX25+P400 (n=35); PTX50+P400 (n=34) e Ac. Valprdico 100+P400
(animais pré-tratados com Acido Valprdico 100mg/Kg v.0. ap6s 01 hora tratados com
Pilocarpina 400mg/Kg, i.p.; n=6). *SCP: Sinais colinérgicos periféricos: miose, piloerecao,
cromodacriorréia, salivacdo, diarréia, diurese, tremores. **ME: Movimentos estereotipados:

aumento da atividade de roer, cogar, mastigar e o ato de sacudir.
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7.2.1 Laténcia de Primeira Convulséo de ratos adultos observados durante 3 horas ap6s
administracéo de Pilocarpina.

Poucos minutos ap6s a administracdo de Pilocarpina, 400mg/Kg, i.p. (P400) os
animais mostraram sinais colinérgicos periféricos (miose, piloerecdo, cromodacriorréia,
salivacdo, diarréia, diurese, tremores), € movimentos estereotipados (aumento da atividade de
roer, cocar, mastigar e wet-dog shakes — ato de sacudir semelhante a um cachorro molhado),
seguidos por convulsdes motoras limbicas.

Durante o periodo de observacdo (03 horas ap6s administragdo de Pilocarpina,
400mg/Kg, i.p.), podemos verificar que o tempo em segundos decorrido para 0 aparecimento
da primeira convulsdo foi significativamente aumentado no grupo PTX25+P400, quando
comparado ao grupo controle (P400), p<0,01. (Controle P400 = 1033 * 51,98 segundos;
grupo PTX25+P400 = 1221 + 98.38 segundos). Nao houve diferenca significativa entre o
grupo controle (P400) e o grupo PTX50+P400, porém houve diferenca significativa entre o
grupo PTX25+P400 e PTX50+P400, p<0,05. (grupo PTX25+P400 = 1221 + 98.38 segundos;
grupo PTX50+P400 = 1169 + 84,6 segundos). Sinais colinérgicos periféricos e movimentos
estereotipados permaneceram inalterados em todos os grupos pré-tratados com Pentoxifilina.
Nenhum animal, dos grupos que receberam apenas agua destilada ou apenas Pentoxifilina
apresentou atividade convulsiva (Figura 1).
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Figura 1. Laténcia de 12 Convulsdo ap6s administracdo de pilocarpina (P400) em ratos
Wistar machos pré-tratados com pentoxifilina (PTX25+P400 e PTX50+P400).

Ratos Wistar machos (180-220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina (25 e
50mg/Kg, v.0.) e apo6s 01 hora foi induzida a convulsdo com Pilocarpina (400mg/Kg, i.p.). O
grupo controle foi pré-tratado com agua destilada (0,5mL, v.0.) e ap6s 01 hora foi induzida a
convulsdo com Pilocarpina (400mg/Kg, i.p.). Os animais foram submetidos a um periodo de
03 horas de observacdo. As barras representam média + E.P.M. (P400, n=34; PTX25+P400,
n=31; PTX50+P400, n=30). ** p<0,01 comparado ao grupo controle. (Analise estatistica por
ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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7.2.2 Taxa de Sobrevivéncia de ratos adultos observados durante 24 horas apdés
administracéo de Pilocarpina.

Durante os estudos comportamentais, foi analisada a taxa de sobrevivéncia (nimero de
animais que sobrevivem 24 horas apds administracdo de Pilocarpina). Os grupos pré-tratados
com Pentoxifilina e o grupo pré-tratado com agua destilada receberam apds 01 hora injecéo
intraperitoneal de Pilocarpina 400mg/Kg, i.p. e permaneceram em observacdo durante 24
horas para determinacdo do nimero de mortes e da porcentagem de animais que sobreviveram

apo6s indugéo de convulsdo com Pilocarpina. (Tabela 02).
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Tabela 2. NUimero de Mortes e porcentagem de sobrevivéncia, apds administracdo de

pilocarpina, na presenga ou auséncia de pentoxifilina, em ratos.

Grupos N°mortes/N°animais  Morte 24h (%) Sobrevivéncia 24h (%)

P400 6/8 75 25
PTX25+P400 317 43 57
PTX50+P400 3/7 43 57

P400 (n=8); PTX25+P400 (n=7); PTX50+P400 (n=7)
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7.3 Laténcia de Primeira Convulsdo de ratos adultos observados durante 3 horas apds
administracao de Pentilenotetrazol.

Cerca de 1 a 2 minutos ap6s a administracdo de Pentilenotetrazol, 80mg/Kg, i.p.
(PTZ80) os animais apresentaram convulsao clénicas.

Durante o periodo de observagdo (03 horas apds administragdo de Pentilenotetrazol,
80mg/Kg, i.p.), podemos verificar que o tempo em segundos decorrido para 0 aparecimento
da primeira convulsdo foi significativamente aumentado nos grupos pré-tratados com
Pentoxifilina (PTX25+PTZ80 e PTX50+PTZ80), quando comparado ao grupo controle
(PTZ80). (Controle PTZ80 = 91,80 * 6,565 segundos; grupo PTX25+PTZ80 = 231,2 + 33,49
segundos; PTX50+PTZ80 = 342,9 + 54,70). (Figura 2).
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Figura 2. Laténcia de 12 Convulsdo apds administracdo de pentilenotetrazol (PTZ80)
em ratos Wistar machos pré-tratados com pentoxifilina (PTX25+PTZ80 e
PTX50+PTZ80).

Ratos Wistar machos (180-220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina (25 e
50mg/Kg, v.0.) e apo6s 01 hora foi induzida a convulsdo com Pentilenotetrazol (80mg/Kg,
i.p.). O grupo controle foi pré-tratado com agua destilada (0,5mL, v.0.) e ap6s 01 hora foi
induzida a convulsdo com Pentilenotetrazol (80mg/Kg, i.p.). Os animais foram submetidos a
um periodo de 03 horas de observacdo. As barras representam média + E.P.M. (PTZ80, n=20;
PTX25+PTZ80, n=20; PTX50+PTZ80, n=17). *** p<0,001 comparado ao grupo controle. **
p<0,01 quando comparado ao grupo controle. (Anélise estatistica por ANOVA seguido por

Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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7.3.1 Taxa de Sobrevivéncia de ratos adultos observados durante 24 horas apds
administracao de Pentilenotetrazol.

Durante os estudos comportamentais, foi analisada a taxa de sobrevivéncia (nimero de
animais que sobrevivem 24 horas ap6s administracdo de Pentilenotetrazol). Os grupos pré-
tratados com Pentoxifilina e o grupo pré-tratado com agua destilada receberam ap6s 01 hora
injecdo intraperitoneal de Pentilenotetrazol 80mg/Kg, i.p. e permaneceram em observagédo
durante 24 horas para determinacdo do nimero de mortes e da porcentagem de animais que
sobreviveram apds inducdo de convulsdo com Pentilenotetrazol. Durante o periodo de
observacao foi analisado a presenga convulsdes clonicas, morte, taxa de sobrevida em 24

horas, bem como laténcia de primeira convulsdo. (Tabela 03).
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Tabela 3. Numero de Mortes e porcentagem de sobrevivéncia, apds administracdo de
pentilenotetrazol, na presenca ou auséncia de pentoxifilina, em ratos.

Grupos N° convulsdes/N°animais N°mortes/N°animais Morte Sobrevivéncia 24h
24h (%) (%)
PTZ80 14/14 14/14 100 0
PTX25+PTZ80 14/14 9/14 64 36
PTX50+PTZ80 7/14 4/14 29 71

Ratos Wistar machos (180 — 220g) grupo PTZ80 (animais pré-tratados com agua
destilada, v.0. apés 01 hora tratados com Pentilenotetrazol 80mg/Kg, i.p.; n=14); grupo
PTX25+PTZ80 (animais pre-tratados com Pentoxifilina 25mg/Kg, v.o. apds uma hora 01 hora
tratados com Pentilenotetrazol 80mg/Kg, i.p.; n=14); grupo PTX50+PTZ80 (animais pre-
tratados com Pentoxifilina 50mg/Kg, v.0. ap6s uma hora 01 hora tratados com

Pentilenotetrazol 80mg/Kg, i.p.; n=14).
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7.4 Estudos neuroquimicos — Aminoacidos. (HPLC)

7.4.1 Efeitos do pré-tratamento com Pentoxifilina 25 e 50mg/kg sobre a concentracéo de
aminoacidos em cortex frontal de ratos adultos ap6s a administracdo da Pilocarpina
400mg/kg (P400).

Os resultados das determinacdes dos niveis de aminoacidos em cortex frontal de ratos
adultos tratados com Pentoxifilina 25 e 50mg/Kg, v.o., apos 01 hora injetado Pilocarpina
400mg/Kg, i.p., e sacrificados 03 horas depois foram expressos em nmol/grama de tecido, e
apresentados nas figuras 3a 7.

Determinacdo dos Niveis de Aspartato no Cortex Frontal

A figura 3 mostra os resultados da determinagdo dos niveis de aspartato no cértex
frontal dos animais nos diversos grupos estudados. Ndo houve diferencas significativas nos
niveis de aspartato no cortex frontal dentre os diversos grupos estudados, apesar de haver uma
tendéncia a reducdo no grupo PTX25+P400. Normal (15,83 + 1,492 nmol/g de tecido); P400
(15,13 = 1,824 nmol/g de tecido); PTX25+P400 (12,54 + 0,6115 nmol/g de tecido) e
PTX50+P400 (15,33 + 1,346 nmol/g de tecido). (Figura 3).
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Figura 3. Efeitos da Pentoxifilina sobre as Concentracdes de Aspartato (nmol/g de
tecido) em cortex frontal de ratos no modelo de convulséo induzido por pilocarpina.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.o. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e apds 01 hora com Pilocarpina 400mg/Kkg, i.p.
Os controles receberam &gua destilada, seguido de Pilocarpina (P400) ou solucdo salina 0,9%
(Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de observacdo. Os valores
representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de aspartato foi determinada em 20 pL de
homogenato. (Andlise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como

teste post hoc).
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Determinacéo dos Niveis de Glutamato no Cortex Frontal

A figura 4 mostra uma reducdo significativa (p<0,001) nos niveis de glutamato nos
grupos pré-tratados com Pentoxifilina nas duas doses estudadas (PTX25+P400 e
PTX50+P400) em relagdo ao grupo controle (P400) e ao grupo normal (pré-tratado com agua
destilada, 0,5mL, v.o. e apds 01 hora tratados com solucdo salina, 0,5mL, i.p.). Normal (4,840
+ 0,4869 nmol/g de tecido); P400 (6,082 + 0,6377 nmol/g de tecido); PTX25+P400 (0,8217 *
0,1487 nmol/g de tecido) e PTX50+P400 (1,448 + 0,2376 nmol/g de tecido). (Figura 4).
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Figura 4. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentra¢des de Glutamato (nmol/g de
tecido) em Cortex Frontal de ratos no modelo de convulsdo induzido por Pilocarpina em

ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.o. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e ap6s 01 hora com pilocarpina 400mg/kg, i.p.
Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou solucéo salina 0,9%
(Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de observagdo. Os valores
representam a média £ EPM (n=6). A concentracdo de glutamato foi determinada em 20uL de

0. " p<0,001 quando comparado ao

homogenato. *** p<0,001 comparado ao grupo P40
grupo Normal. (Andlise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como

teste post hoc).
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Determinacdo dos Niveis de Glicina no Cortex Frontal

A figura 5 mostra um aumento significativo nos niveis de glicina no grupo P400 em
comparacdo com o grupo Normal (p<0,01); grupo PTX25+P400 (p<0,001) e grupo
PTX50+P400 (p<0,01). Os niveis de glicina foram significativamente reduzidos no grupo
PTX25+P400 a valores abaixo do grupo Normal (p<0,5), ja o grupo PTX50+P400 manteve 0s
niveis de glicina proximos dos niveis do grupo Normal. Normal (15,11 + 1,179 nmol/g de
tecido); P400 (21,98 + 2,068 nmol/g de tecido); PTX25+P400 (7,641 £ 1,657 nmol/g de
tecido) e PTX50+P400 (12,44 + 1,727 nmol/g de tecido). (Figura 5).
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Figura 5. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentragdes de Glicina (nmol/g de tecido)

em Cortex Frontal de ratos no modelo de convulsdo induzido por Pilocarpina em ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.o. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e ap6s 01 hora com pilocarpina 400mg/Kkg, i.p.
Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou solucéo salina 0,9%
(Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de observacdo. Os valores
representam a média £ EPM (n=6). A concentracdo de glicina foi determinada em 20uL de
homogenato. *** p<0,001 comparado ao grupo P400. ** p<0,01 comparado ao grupo P400. *
p<0,01 comparado ao grupo Normal. * p<0,05 comparado ao grupo Normal. (Analise

estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Determinacéo dos Niveis de Taurina no Cortex Frontal

De acordo com a figura 6, houve um aumento significativo nos niveis de taurina no
cortex frontal dos animais submetidos ao modelo de convulsdo induzido por pilocarpina
quando comparado ao grupo Normal. Podemos observar um aumento significativo no grupo
PTX50+P400 quando comparado ao grupo P400 (p<0,01). Normal (1,812 + 0,6493 nmol/g de
tecido); P400 (6,749 = 0,7761 nmol/g de tecido); PTX25+P400 (5,323 £+ 0,7976 nmol/g de
tecido) e PTX50+P400 (10,91 + 1,293 nmol/g de tecido). (Figura 6).
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Figura 6. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentracfes de Taurina (nmol/g de tecido)
em Cortex Frontal de ratos no modelo de convulsdo induzido por Pilocarpina em ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.o. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e ap6s 01 hora com pilocarpina 400mg/kg, i.p.
Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou solucdo salina 0,9%
(Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de observacdo. Os valores
representam a média £ EPM (n=6). A concentracdo de taurina foi determinada em 20uL de
homogenato. * p<0,05 quando comparado ao grupo Normal. * p<0,01 quando comparado ao
grupo Normal. ™ p<0,001 quando comparado ao grupo Normal. ** p<0,01 quando
comparado ao grupo P400. (Andlise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-
Keuls como teste post hoc).
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Determinacéo dos Niveis de GABA no Cortex Frontal

Como podemaos observar na figura 16, houve uma reducéo significativa nos niveis de
GABA nos grupos PTX25+P400 e PTX50+P400 quando comparados com o grupo Normal e
P400. Normal (13,15 £ 1,071 nmol/g de tecido); P400 (12,08 + 0,7109 nmol/g de tecido);
PTX25+P400 (8,053 £ 0,3986 nmol/g de tecido) e PTX50+P400 (9,446 * 0,7388 nmol/g de
tecido). (Figura 7).
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Figura 7. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentracbes de GABA (nmol/g de tecido)
em Cortex Frontal de ratos no modelo de convulsdo induzido por Pilocarpina em ratos.
Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.o. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e ap6s 01 hora com pilocarpina 400mg/Kkg, i.p.
Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou solucdo salina 0,9%
(Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de observacdo. Os valores
representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de GABA foi determinada em 20uL de

homogenato. * p<0,01 quando comparado ao grupo Normal. **

p<0,001 quando comparado
ao grupo Normal. * p<0,5 quando comparado ao grupo P400. ** p< 0,01 quando comparado
ao grupo P400. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como

teste post hoc).
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Tabela 04. Efeitos do pré-tratamento com pentoxifilina (25 e 50mg/kg) sobre as
concentracOes de aminoacidos em Cdrtex Frontal de ratos submetidos a convulsées induzidas
por pilocarpina 400 mg/kg (P400).

CONCENTRACOES DE AMINOACIDOS (nmol/g de tecido)

Grupo Aspartato Glutamato Glicina Taurina GABA
Normal 15,83+1,5 4,840+ 0,5 1511+£1.2 1,812 +£0,7 13,15+1,1
P400 15,13+1,8 6,082+ 0,6 2198+21 6,749+ 0,8 12,08+ 0,7

PTX25+P400 12,54 +0,6 0,8217 + 0,2* 7,641 +£1,7* 5,323+0,8 8,053 = 0,4*

PTX50+P400 15,33+1,3 1,448 + 0,2* 12,44 + 1,7* 10,91 + 1,3* 9,446 + 0,7*

* Significativo em relagdo ao grupo controle P400.

Ratos Wistar machos foram tratados ou ndo com pentoxifilina (25 e 50mg/kg, v.0.) ou
agua destilada (0,5ml, v.0.), apés uma hora, estes animais receberam a dose Unica de
pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Imediatamente ap0s a morte, 0s cérebros desses animais foram
dissecados e retirados o cortex frontal sob o gelo para em seguida realizacao da determinacao

dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
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7.4.2 Efeitos do pré-tratamento com pentoxifilina 25 e 50mg/kg sobre a concentragdo de
amino&cidos em Cortex Temporal de ratos adultos apds a administracdo da pilocarpina
400mg/kg (P400).

Os resultados das determinagdes dos niveis de aminoacidos em cortex temporal de
ratos adultos tratados com pentoxifilina 25 e 50mg/Kg, v.0., ap6s 01 hora injetado pilocarpina
400mg/Kg, i.p., e sacrificados 03 horas depois foram expressos em nmol/grama de tecido, e

apresentados nas figuras 8 a 12.

Determinacdo dos Niveis de Aspartato no Cértex Temporal

A figura 8 mostra os resultados da determinacdo dos niveis de aspartato no cortex
temporal dos animais nos diversos grupos estudados. Observou-se uma reducdo significativa
nos grupos pré-tratados com pentoxifilina (PTX25+P400 e PTX50+P400) com relacdo ao
grupo P400. Os niveis de aspartato reduziram nos grupos pré-tratados com pentoxifilina
(PTX25+P400 e PTX50+P400) a proximo dos niveis normais quando comparado ao grupo
Normal. Normal (10,00 + 1,017nmol/g de tecido); P400 (18,09 £+ 2.020nmol/g de tecido);
PTX25+P400 (7,847 = 1,767nmol/g de tecido) e PTX50+P400 (8,181 + 1,345nmol/g de
tecido). (Figura 8).
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Figura 8. Efeitos da Pentoxifilina sobre as Concentracdes de Aspartato (nmol/g de

tecido) em cortex temporal de ratos no modelo de convulsédo induzido por pilocarpina.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.0. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e apds 01 hora administrado pilocarpina
400mg/kg, i.p. Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou
solucdo salina 0,9% (Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de
observacgdo. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de aspartato foi
determinada em 20 pL de homogenato. ** p<0,01 quando comparado com o grupo P400. ***

" p<0,01 quando comparado ao grupo

p<0,001 quando comparado ao grupo P400.
NORMAL. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste

post hoc).
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Determinacéo dos Niveis de Glutamato no Cdrtex Temporal

A figura 9 mostra reducao significativa nos niveis de glutamato no cortex temporal de
ratos pré-tratados com ambas as doses de pentoxifilina (25 e 50mg/Kg, v.0.) quando
comparado com o grupo controle P400 (pilocarpina, 400mg/Kg, i.p.). Os niveis de glutamato
aumentaram significativamente no grupo controle P400 (pilocarpina, 400mg/Kg, i.p.) quando
comparado com o grupo Normal (animais pré-tratados com agua destilada, v.o0. e apds uma
hora administrado solucdo salina de cloreto de sédio 0,9%, i.p.). Os niveis de glutamato no
grupo PTX50+P400 mantiveram-se préximo dos niveis normais e no grupo PTX25+P400
houve uma reducdo significativa quando comparado com o grupo Normal. Normal (4,097 +
0,2925nmol/g de tecido); P400 (9,436 = 0,7165nmol/g de tecido); PTX25+P400 (2,057 +
0,2098nmol/g de tecido); PTX50+P400 (3,851 + 0,5436nmol/g de tecido). (Figura 9).
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Figura 9. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentracdes de Glutamato (nmol/g de
tecido) em Cortex Temporal de ratos no modelo de convulsdo induzido por Pilocarpina

em ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.0. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e apds 01 hora administrado pilocarpina
400mg/kg, i.p. Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou
solucdo salina 0,9% (Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de
observacdo. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de glutamato foi
determinada em 20pL de homogenato. *** p<0,001 comparado ao grupo P400. ** p<0,001
quando comparado ao grupo Normal. * p<0,01 quando comparado ao grupo Normal.

(Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Determinacéo dos Niveis de Glicina no Cortex Temporal

Houve um aumento significativo nos niveis de glicina no grupo P400 (pilocarpina,
400mg/Kg, i.p.) quando comparado com o grupo Normal. Os niveis de glicina reduziram
significativamente no grupos pré-tratados com pentoxifilina (PTX25+P400 e PTX50+P400) a
valores abaixo dos niveis normais quando comparado com os grupos P400 e Normal. Normal
(15,07 £ 2,177nmol/g de tecido); P400 (23,93 £ 2,085nmol/g de tecido); PTX25+P400 (7,288
+ 0,6068nmol/g de tecido); PTX50+P400 (8,199 + 1,233nmol/g de tecido). (Figura 10).
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Figura 10. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentragdes de Glicina (nmol/g de tecido)
em Cortex Temporal de ratos no modelo de convulsdo induzido por Pilocarpina em

ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.o. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e ap6s 01 hora com pilocarpina 400mg/kg, i.p.
Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou solucéo salina 0,9%
(Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de observacdo. Os valores
representam a média £ EPM (n=6). A concentracdo de glicina foi determinada em 20uL de
homogenato. *** p<0,001 comparado ao grupo P400. * p<0,01 comparado ao grupo Normal.

(Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Determinacéo dos Niveis de Taurina no Cortex Temporal

De acordo com a figura 11 observamos um aumento significativo nos niveis de taurina
no grupo P400 (pilocarpina, 400mg/Kg, i.p.) quando comparado com o grupo Normal. Nos
grupos PTX25+P400 e PTX50+P400 (pentoxifilina, 25 e 50mg/Kg, v.0.) houve uma reducao
significativa nos niveis de taurina quando comparado com o grupo P400. Os niveis de taurina
permaneceram proximo dos niveis normais nos grupo PTX25+P400 e PTX50+P400, pois ndo
houve diferenca significativa nos grupos pré-tratados com pentoxifilina quando comparado
com o grupo Normal. Normal (4,797 + 0,7102nmol/g de tecido); P400 (6,674 = 0,6620
nmol/g de tecido); PTX25+P400 (3,537 + 0,5015nmol/g de tecido); PTX50+P400 (4,159 +
0,2143nmol/g de tecido). (Figura 11).
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Figura 11. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentracfes de Taurina (nmol/g de tecido)
em Cortex Temporal de ratos no modelo de convulsdo induzido por Pilocarpina em

ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.0. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e apés 01 hora administrado pilocarpina
400mg/kg, i.p. Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou
solugdo salina 0,9% (Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de
observacdo. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de taurina foi
determinada em 20pL de homogenato. * p<0,05 quando comparado ao grupo Normal. **
p<0,01 quando comparado ao grupo P400. (Andlise estatistica por ANOVA seguido por

Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Determinacéo dos Niveis de GABA no Cortex Frontal

N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos previamente tratados com
pentoxifilina (25 e 50mg/Kg, v.0.) e 0s grupos controle P400 (pilocarpina, 400mg/Kg, i.p.) e
Normal (solugéo salina 0,9%, i.p.). Houve diferenca significativa, entre o grupo PTX50+P400
quando comparado ao grupo PTX25+P400. Normal (10,05 + 1,193nmol/g de tecido); P400
(8,931 + 1,312nmol/g de tecido); PTX25+P400 (7,137 % 0,9399nmol/g de tecido);
PTX50+P400 (11,44 + 0,8185nmol/g de tecido). (Figura 12).
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Figura 12. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentracfes de GABA (nmol/g de tecido)

em Cortex Temporal de ratos no modelo de convulsdo induzido por Pilocarpina em

ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.0. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e apds 01 hora administrado pilocarpina
400mg/kg, i.p. Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou
solugdo salina 0,9% (Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de
observacdo. Os valores representam a media + EPM (n=6). A concentracdo de GABA foi
determinada em 20uL de homogenato. * p<0,5 quando comparado ao grupo PTX25+P400.
(Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 05. Efeitos do pré-tratamento com pentoxifilina (25 e 50mg/kg) sobre as
concentracfes de aminoécidos em Cortex Temporal de ratos submetidos a convulsdes
induzidas por pilocarpina 400 mg/kg (P400).

CONCENTRACOES DE AMINOACIDOS (nmol/g de tecido)

Grupo Aspartato Glutamato Glicina Taurina GABA
Normal 10,00+ 1,0 4,097 £0,3 15,07 £ 2,2 4,797 £ 0,7 10,06+1,2
P400 18,09+ 2,0 9,436 £ 0,7 23,93+2,1 6,674 £ 0,7 8,931+1,3

PTX25+P400 7,847 +1,8* 2,057 £ 0,2* 7,288 £0,6* 3,537 +0,5* 7,137 +0,9

PTX50+P400 8,181 +1,4* 3,851 + 0,5* 8,199 +1,2* 4,159+ 0,2* 11,44+0.8

* Significativo em relagdo ao grupo controle P400.

Ratos Wistar machos foram tratados ou ndo com pentoxifilina (25 e 50mg/kg, v.0.) ou
agua destilada (0,5ml, v.0.), apés uma hora, estes animais receberam a dose Unica de
pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Imediatamente apds a morte, os cérebros desses animais foram
dissecados e retirados o cortex temporal sob o gelo para em seguida realizacdo da

determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
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7.4.3 Efeitos do pré-tratamento com pentoxifilina 25 e 50mg/kg sobre a concentracgédo de
amino&cidos em Hipocampo de ratos adultos ap6s a administragdo da pilocarpina
400mg/kg (P400).

Os resultados das determinagdes dos niveis de aminoécidos em hipocampo de ratos
adultos tratados com pentoxifilina 25 e 50mg/Kg, v.o., ap6s 01 hora injetado pilocarpina
400mg/Kg, i.p., e sacrificados 03 horas depois foram expressos em nmol/grama de tecido, e

apresentados nas figuras 13 a 17.

Determinacdo dos Niveis de Aspartato no Hipocampo

A figura 13 mostra os resultados da determinacdo dos niveis de aspartato no
hipocampo dos animais nos diversos grupos estudados. Observou-se uma reducédo
significativa nos grupos pré-tratados com pentoxifilina (PTX25+P400 e PTX50+P400) e no
grupo controle P400 com relacdo ao grupo Normal. Os niveis de aspartato tiveram
significativo aumento no grupo PTX25+P400 quando comparado com o grupo P400. Normal
(6,988 £ 0,7711nmol/g de tecido); P400 (1,110 + 0,09764nmol/g de tecido); PTX25+P400
(3,326 £ 0,4723nmol/g de tecido) e PTX50+P400 (2,011 + 0,07514nmol/g de tecido).
(Figura 13).
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Figura 13. Efeitos da Pentoxifilina sobre as Concentragdes de Aspartato (nmol/g de
tecido) em Hipocampo de ratos no modelo de convulséo induzido por Pilocarpina.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.0. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e ap6s 01 hora administrado pilocarpina
400mg/kg, i.p. Os controles receberam &gua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou
solucdo salina 0,9% (Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de
observacdo. Os valores representam a média £ EPM (n=6). A concentracao de aspartato foi
determinada em 20 pL. de homogenato. * p<0,05 quando comparado com o grupo P400. o
p<0,001 quando comparado ao grupo Normal. (Analise estatistica por ANOVA seguido por

Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Determinacdo dos Niveis de Glutamato no Hipocampo

A figura 14 mostra reducdo significativa nos niveis de glutamato no hipocampo de
ratos pre-tratados com ambas as doses de pentoxifilina (25 e 50mg/Kg, v.0.) e no grupo
controle P400 quando comparado com o grupo Normal. Normal (2,532 + 0,3598nmol/g de
tecido); P400 (0,5995 + 0,1114nmol/g de tecido); PTX25+P400 (0,8649 + 0,1749nmol/g de
tecido); PTX50+P400 (0,9082 + 0,07345nmol/g de tecido). (Figura 14).
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Figura 14. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentracdes de Glutamato (nmol/g de
tecido) em Hipocampo de ratos no modelo de convulsédo induzido por Pilocarpina em

ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.0. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e apés 01 hora administrado pilocarpina
400mg/kg, i.p. Os controles receberam &gua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou
solugdo salina 0,9% (Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de
observacao. Os valores representam a média £ EPM (n=6). A concentracdo de glutamato foi
determinada em 20pL de homogenato. “* p<0,001 quando comparado ao grupo Normal.

(Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Determinacdo dos Niveis de Glicina no Hipocampo

Conforme os resultados obtidos e demonstrados através da figura 15 ha uma reducao
significativa nos niveis de glicina no grupo P400 (pilocarpina, 400mg/Kg, i.p.) quando
comparado com o grupo Normal. Os niveis de glicina reduziram significativamente no grupo
pré-tratado com pentoxifilina (50mg/Kg, v.0.) quando comparado com os grupos Normal.
Houve um aumento significativo nos niveis de glicina no grupo PTX25+P400 (pentoxifilina,
25mg/Kg, v.0.) quando comparado com o grupo controle P400 (pilocarpina, 400mg/Kg, i.p.).
Houve diferenca significativa entre os grupos pré-tratados com pentoxifilina 25mg/Kg
(PTX25+P400) e 50mg/Kg (PTX50+P400) p<0,001. Normal (7,253 + 0,8846nmol/g de
tecido); P400 (2,220 + 0,3090nmol/g de tecido); PTX25+P400 (9,162 + 0,9292nmol/g de
tecido); PTX50+P400 (1,393 £ 0,1723nmol/g de tecido). (Figura 15).
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Figura 15. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentragdes de Glicina (hnmol/g de tecido)

em Hipocampo de ratos no modelo de convulsédo induzido por Pilocarpina em ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.o. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e ap6s 01 hora com pilocarpina 400mg/Kkg, i.p.
Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou solucdo salina 0,9%
(Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de observacdo. Os valores
representam a média £ EPM (n=6). A concentracdo de glicina foi determinada em 20uL de
homogenato. *** p<0,001 comparado ao grupo P400. " p<0,001 comparado ao grupo
Normal. (Andlise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste

post hoc).
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Determinacdo dos Niveis de Taurina no Hipocampo

De acordo com a figura 16, observamos uma reducdo significativa nos niveis de
taurina no grupo P400 (pilocarpina, 400mg/Kg, i.p.) quando comparado com o grupo Normal.
Nos grupos PTX25+P400 e PTX50+P400 (pentoxifilina, 25 e 50mg/Kg, v.0.) houve um
aumento significativo nos niveis de taurina quando comparado com o grupo P400. Os niveis
de taurina permaneceram proximo dos niveis normais no grupo PTX50+P400 e aumentaram
significativamente no grupo PTX25+P400 quando comparado com o grupo Normal. Houve
diferenca significativa entre os grupos pré-tratados com pentoxifilina 25mg/Kg e 50mg/Kg
com p<0,001. Normal (2,662 + 0,4780nmol/g de tecido); P400 (0,6514 + 0,2148nmol/g de
tecido); PTX25+P400 (5,220 * 0,7426nmol/g de tecido); PTX50+P400 (2,342 =
0,1812nmol/g de tecido). (Figura 16).
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Figura 16. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentracfes de Taurina (nmol/g de tecido)

em Hipocampo de ratos no modelo de convulsdo induzido por Pilocarpina em ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.0. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e apds 01 hora administrado pilocarpina
400mg/kg, i.p. Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou
solugdo salina 0,9% (Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de
observacgdo. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de taurina foi
determinada em 20pL de homogenato. * p<0,05 quando comparado ao grupo Normal. **
p<0,001 quando comparado ao grupo Normal. *** p<0,001 quando comparado ao grupo
P400. * p<0,05 quando comparado ao grupo P400. (Analise estatistica por ANOVA seguido

por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Determinacéo dos Niveis de GABA no Hipocampo

De acordo com a figura 17, observamos uma reducdo significativa nos niveis de
GABA no grupo P400 (pilocarpina, 400mg/Kg, i.p.) quando comparado com o grupo Normal
(solucdo salina 0.9%, i.p.). Houve um aumento significativo nos niveis de GABA em ambos
0s grupos pré-tratados com pentoxifilina (PTX25+P400 e PTX50+P400) quando comparados
com o grupo P400. O aumento nos niveis de GABA manteve-se proximo dos niveis normais
no grupo PTX25+P400 (pentoxifilina, 25mg/Kg, v.0.) quando comparado com 0 grupo
Normal. O grupo PTX50+P400 (pentoxifilina, 50mg/Kg, v.0.) obteve niveis reduzidos de
GABA quando comparado com o grupo Normal. Houve diferenca significativa entre os
grupos pré-tratados com pentoxifilina (PTX25+P400 PTX50+P400) com p<0,001. Normal
(6,238 £ 0,2077nmol/g de tecido); P400 (1,045 + 0,03755nmol/g de tecido); PTX25+P400
(6,394 + 0,5660nmol/g de tecido); PTX50+P400 (2,936 + 0,3129nmol/g de tecido). (Figura
17).
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Figura 17. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentracées de GABA (nmol/g de tecido)

em Hipocampo de ratos no modelo de convulsdo induzido por Pilocarpina em ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.0. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e ap6s 01 hora administrado pilocarpina
400mg/kg, i.p. Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou
solucdo salina 0,9% (Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de
observacdo. Os valores representam a media + EPM (n=6). A concentracdo de GABA foi
determinada em 20pL de homogenato. ** p<0,001 quando comparado ao grupo Normal. ***
p<0,001 quando comparado ao grupo P400. ** p<0,01 quando comparado ao grupo P400.

(Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 06. Efeitos do pré-tratamento com pentoxifilina (25 e 50mg/kg) sobre as
concentragfes de aminoécidos em Hipocampo de ratos submetidos a convulsdes induzidas
por pilocarpina 400 mg/kg (P400).

CONCENTRACOES DE AMINOACIDOS (nmol/g de tecido)

Grupo Aspartato Glutamato Glicina Taurina GABA
Normal 6,988 + 0,8* 2,532 £ 0,4* 7,253 £0,9* 2,662 + 0,5* 6,238 + 0,2*
P400 1,110+ 0,1 0,5995+0,1 2,220+0,3 0,6514+0,2 1,045 £ 0,04

PTX25+P400 3,326 + 0,5* 0,8649 +0,2 9,162 +0,9* 5,220+0,7* 6,394 = 0,6*

PTX50+P400 2,011+0,1 0,9082 +0,1 1,393+0,2 2,342 £ 0,2* 2,936 + 0,3*

* Significativo em relagdo ao grupo controle P400.

Ratos Wistar machos foram tratados ou ndo com pentoxifilina (25 e 50mg/kg, v.0.) ou
agua destilada (0,5ml, v.0.), apés uma hora, estes animais receberam a dose Unica de
pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Imediatamente ap0s a morte, 0s cérebros desses animais foram
dissecados e retirados o hipocampo sob o gelo para em seguida realizacdo da determinacao

dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
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7.4.4 Efeitos do pré-tratamento com pentoxifilina 25 e 50mg/kg sobre a concentracédo de
aminoacidos em Corpo Estriado de ratos adultos ap6s a administracao da pilocarpina
400mg/kg (P400).

Os resultados das determinacdes dos niveis de aminoacidos em corpo estriado de ratos
adultos tratados com pentoxifilina 25 e 50mg/Kg, v.o., ap6s 01 hora injetado pilocarpina
400mg/Kg, i.p., e sacrificados 03 horas depois foram expressos em nmol/grama de tecido, e

apresentados nas figuras 18 a 22.

Determinacdo dos Niveis de Aspartato no Corpo Estriado

A figura 18 mostra os resultados da determinacdo dos niveis de aspartato no corpo
estriado dos animais nos diversos grupos estudados. Observou-se uma redugdo significativa
no grupo PTX50+P400 (pentoxifilina, 50mg/Kg, v.0.) com relacdo ao grupo Normal (solucéo
salina 0,9%, i.p.). Normal (9,434 + 0,9675nmol/g de tecido); P400 (7,332 £ 0,5682nmol/g de
tecido); PTX25+P400 (7,345 £ 0,7569nmol/g de tecido) e PTX50+P400 (6,252 =+
0,3252nmol/g de tecido). (Figura 18).
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Figura 18. Efeitos da Pentoxifilina sobre as Concentragdes de Aspartato (nmol/g de

tecido) em Corpo Estriado de ratos no modelo de convulsdo induzido por pilocarpina.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.0. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e ap6s 01 hora administrado pilocarpina
400mg/kg, i.p. Os controles receberam &gua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou
solucdo salina 0,9% (Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de
observacdo. Os valores representam a média £ EPM (n=6). A concentracao de aspartato foi
determinada em 20 pL de homogenato. * p<0,05 quando comparado ao grupo Normal.

(Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Determinacéo dos Niveis de Glutamato no Corpo Estriado

A figura 19 mostra os resultados da determinagdo dos niveis de glutamato no corpo
estriado dos animais nos diversos grupos estudados. Observou-se um aumento significativo
nos niveis de glutamato no corpo estriado do grupo controle P400 (pilocarpina, 400mg/Kg,
I.p.) quando comparado ao grupo Normal (solucdo salina 0,9%, i.p.). Houve uma redugéo
significativa nos niveis de glutamato nos grupos pré-tratados com pentoxifilina (25 e
50mg/Kg, v.0.) quando comparado com o grupo controle P400 N&o houve diferenca
significativa entre os grupos pre-tratados com pentoxifilina (PTX25+P400 e PTX50+P400) e
0 grupo Normal. Normal (2,297 £+ 0,4707nmol/g de tecido); P400 (4,639 = 0,6076nmol/g de
tecido); PTX25+P400 (1,190 + 0,1468nmol/g de tecido); PTX50+P400 (0,9558 =+
0,08296nmol/g de tecido). (Figura 19).
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Figura 19. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentracdes de Glutamato (nmol/g de
tecido) em Corpo Estriado de ratos no modelo de convulsdo induzido por Pilocarpina

em ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.0. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e apds 01 hora administrado pilocarpina
400mg/kg, i.p. Os controles receberam &gua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou
solugdo salina 0,9% (Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de
observacao. Os valores representam a média £ EPM (n=6). A concentracdo de glutamato foi
determinada em 20pL de homogenato. * p<0,001 quando comparado ao grupo Normal. ***
p<0,001 quando comparado ao grupo P400. (Analise estatistica por ANOVA seguido por

Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Determinagéo dos Niveis de Glicina no Corpo Estriado

Conforme demonstrado através da figura 20 ha um aumento significativo nos niveis de
glicina no grupo P400 (pilocarpina, 400mg/Kg, i.p.) quando comparado com o grupo Normal.
Os niveis de glicina reduziram significativamente nos grupos pre-tratados com pentoxifilina
(25 e 50mg/Kg, v.0.) quando comparado com o grupo P400. N& houve um diferenca
significativa nos niveis de glicina nos grupos PTX25+P400 e PTX50+P400 quando
comparado com o grupo Normal. Normal (8,317 = 1,927nmol/g de tecido); P400 (14,29 +
1,390nmol/g de tecido); PTX25+P400 (9,108 * 0,3694nmol/g de tecido); PTX50+P400
(6,483 + 0,3384nmol/g de tecido). (Figura 20).
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Figura 20. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentragdes de Glicina (nmol/g de tecido)

em Corpo Estriado de ratos no modelo de convulséo induzido por Pilocarpina em ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.o. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e ap6s 01 hora com pilocarpina 400mg/Kkg, i.p.
Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou solucdo salina 0,9%
(Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de observacdo. Os valores
representam a média £ EPM (n=6). A concentracdo de glicina foi determinada em 20uL de
homogenato. * p<0,01 comparado ao grupo Normal. ** p<0,01 comparado ao grupo P400.
(Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Determinacéo dos Niveis de Taurina no Corpo Estriado

De acordo com a figura 21, observamos um aumento significativo nos niveis de
taurina no grupo P400 (pilocarpina, 400mg/Kg, i.p.) quando comparado com o grupo Normal.
Nos grupos PTX25+P400 e PTX50+P400 (pentoxifilina, 25 e 50mg/Kg, v.0.) houve uma
reducdo significativa nos niveis de taurina quando comparado com o grupo P400. Os niveis
de taurina permaneceram proximo dos niveis normais em ambos 0s grupos pré-tratados com
pentoxifilina, ndo havendo diferenca significativa quando comparado com o grupo Normal.
Houve diferenca significativa entre os grupos pré-tratados com pentoxifilina 25mg/Kg e
50mg/Kg com p<0,001. Normal (4,945 £ 1,152nmol/g de tecido); P400 (9,081 =
0,6181nmol/g de tecido); PTX25+P400 (4,869 + 0,2140nmol/g de tecido); PTX50+P400
(3,520 + 0,1621nmol/g de tecido). (Figura 21).
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Figura 21. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentracfes de Taurina (nmol/g de tecido)

em Corpo Estriado de ratos no modelo de convulséo induzido por Pilocarpina em ratos.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.0. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e ap6s 01 hora administrado pilocarpina
400mg/kg, i.p. Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou
solucdo salina 0,9% (Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de
observacdo. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de taurina foi

% p<0,001 quando comparado ao grupo Normal. ***

determinada em 20uL de homogenato.
p<0,001 quando comparado ao grupo P400. (Analise estatistica por ANOVA seguido por

Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Determinacéo dos Niveis de GABA no Corpo Estriado

De acordo com a figura 22, foi observado um aumento significativo nos niveis de
GABA no grupo P400 (pilocarpina, 400mg/Kg, i.p.) quando comparado com o grupo Normal
(solucao salina 0.9%, i.p.). Houve uma reducdo significativa nos niveis de GABA em ambos
0s grupos pré-tratados com pentoxifilina (PTX25+P400 e PTX50+P400) quando comparados
com o grupo P400. Os niveis de GABA mantiveram-se proximo dos niveis normais no grupo
PTX25+P400 (pentoxifilina, 25mg/Kg, v.0.) e PTX50+P400 (pentoxifilina, 50mg/Kg, v.0.)
quando comparado com o grupo Normal. Normal (4,083 £+ 0,6684nmol/g de tecido); P400
(17,72 = 1,179nmol/g de tecido); PTX25+P400 (6,094 = 0,1677nmol/g de tecido);
PTX50+P400 (4,590 + 0,2844nmol/g de tecido). (Figura 22).
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Figura 22. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentracées de GABA (nmol/g de tecido)
em Corpo Estriado de ratos no modelo de convulsio induzido por Pilocarpina em ratos.
Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.0. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e apds 01 hora administrado pilocarpina
400mg/kg, i.p. Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou
solucdo salina 0,9% (Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de
observacdo. Os valores representam a media + EPM (n=6). A concentracdo de GABA foi
determinada em 20pL de homogenato. * p<0,001 quando comparado ao grupo Normal. ***
p<0,001 quando comparado ao grupo P400. (Analise estatistica por ANOVA seguido por

Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 07. Efeitos do pré-tratamento com pentoxifilina (25 e 50mg/kg) sobre as
concentracOes de aminoécidos em Corpo Estriado de ratos submetidos a convulsées induzidas
por pilocarpina 400 mg/kg (P400).

CONCENTRACOES DE AMINOACIDOS (nmol/g de tecido)

Grupo Aspartato Glutamato Glicina Taurina GABA
Normal 9,434+0,9 2,297 £ 0,5* 8,317 £1,9* 4945+12* 4,083 £ 0,7*
P400 7,332+0,6 4,639 + 0,6 1429+14 9,081 +0,6 17,72 +1.2
PTX25+P400 7,345+0,8 1,190 £ 0,1* 9,108 +0,4* 4,869 +0,2* 6,094 + 0,2*
PTX50+P400 6,252+ 0,3 0,9558 + 0,1* 6,483 +0,3* 3,520+ 0,2* 4,590 + 0,3*

* Significativo em relagdo ao grupo controle P400.

Ratos Wistar machos foram tratados ou ndo com pentoxifilina (25 e 50mg/kg, v.0.) ou
agua destilada (0,5ml, v.0.), apés uma hora, estes animais receberam a dose Unica de
pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Imediatamente ap0s a morte, 0s cérebros desses animais foram
dissecados e retirados o corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da determinacéo

dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
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7.5 Estudos neuroquimicos — Aminas. (HPLC)

7.5.1 Efeitos do pre-tratamento com pentoxifilina 25 e 50mg/kg sobre a concentracéo de
aminas em corpo estriado de ratos adultos apds a administracdo da pilocarpina
400mg/kg (P400).

Os resultados das determinagdes dos niveis de aminas em corpo estriado de ratos
adultos tratados com pentoxifilina 25 e 50mg/Kg, v.o., apés 01 hora injetado pilocarpina
400mg/Kg, i.p., e sacrificados 03 horas depois foram expressos em ng/mg de tecido, e
apresentados nas figuras 23 a 25.

Determinacdo dos Niveis de Dopamina no Corpo Estriado

A figura 23 mostra os resultados da determinacdo dos niveis de dopamina no corpo
estriado dos animais nos diversos grupos estudados. Nao houve diferenca significativa dos
niveis de dopamina no corpo estriado do grupo controle P400 quando comparado ao grupo
Normal. Houve um aumento significativo nos niveis de dopamina no grupo pré-tratado com
pentoxifilina na dose de 25mg/Kg, (PTX25+P400) quando comparado com o grupo controle
P400 e, também, quando comparado ao grupo Normal. Houve uma reducdo significativa nos
niveis de dopamina no grupo pré-tratado com pentoxifilina na dose de 50mg/Kg
(PTX50+P400) quando comparado com o grupo Normal. Ndo houve diferenca significativa
entre o grupo PTX50+P400 e o grupo controle P400. Houve diferenca significativa entre os
grupos pré-tratados com pentoxifilina (p<0,001). (PTX25+P400 e PTX50+P400). Normal
(3,011 £ 0,2474ng/mg de tecido); P400 (1,240 £+ 0,3259ng/mg de tecido); PTX25+P400
(6,404 + 0,5803ngl/mg de tecido) e PTX50+P400 (0,5344 + 0,1332ng/mg de tecido). (Figura
23).
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Figura 23. Efeitos da Pentoxifilina sobre as Concentracdes de Dopamina (ng/mg de
tecido) em Corpo Estriado de ratos no modelo de convulsdo induzido por pilocarpina.
Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.o. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e apo6s 01 hora com pilocarpina 400mg/kg, i.p.
Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou solucdo salina 0,9%
(Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de observagdo. Os valores
representam a média £ EPM (n=6). A concentra¢do de dopamina foi determinada em 20 pL
de homogenato. *** p<0,001 quando comparado ao grupo P400. " p<0,001 quando
comparado ao grupo Normal. (Andlise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-

Keuls como teste post hoc).
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Determinagéo dos Niveis de DOPAC no Corpo Estriado

A figura 24 mostra os resultados da determinacdo dos niveis de DOPAC no corpo
estriado dos animais nos diversos grupos estudados. Houve um aumento significativo nos
niveis de DOPAC nos grupos que receberam pilocarpina (P400, PTX25+P400 e
PTX50+P400) quando comparados com o grupo Normal.Os niveis de DOPAC no grupo pré-
tratado com pentoxifilina na dose de 25mg/Kg (PTX25+P400), apesar de significativamente
elevados quando comparado com o grupo Normal, apresenta uma reducdo significativa
quando comparado com o grupo controle P400. Nao houve diferenca significativa entre o
grupo pré-tratado com pentoxifilina na dose de 50mg/Kg (PTX50+P400) e o grupo controle
P400. Houve diferenca significativa entre 0s grupos pré-tratados com pentoxifilina
(PTX25+P400 e PTX50+P400, p<0,01). Normal (0,3239 + 0,03910ng/mg de tecido); P400
(1,868 + 0,2178ng/mg de tecido); PTX25+P400 (0,9712 + 0,1938ng/mg de tecido) e
PTX50+P400 (1,933 + 0,1611ng/mg de tecido). (Figura 24).
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Figura 24. Efeitos da Pentoxifilina sobre as Concentracdes de DOPAC (ng/mg de tecido)

em Corpo Estriado de ratos no modelo de convulséo induzido por pilocarpina.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.o. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e ap6s 01 hora com pilocarpina 400mg/kg, i.p.
Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou solucéo salina 0,9%
(Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de observagdo. Os valores
representam a média + EPM (n=6). A concentra¢do de dopamina foi determinada em 20 pL
de homogenato. *** p<0,001 quando comparado ao grupo P400. ™ p<0,001 quando
comparado ao grupo Normal. * p<0,01 quando comparado ao grupo Normal. (Anélise

estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Determinacéo dos Niveis de Serotonina no Corpo Estriado

A figura 25 mostra os resultados da determinacdo dos niveis de DOPAC no corpo
estriado dos animais nos diversos grupos estudados. Ndo houve diferenca significativa entre o
grupo controle P400 e o grupo Normal. Ambos os grupos pré-tratados com pentoxifilina (25 e
50mg/Kg) apresentaram significativo aumento nos niveis de serotonina quando comparado
com o grupo controle P400 e , também, quando comparado com o grupo Normal. Normal
(4,432 = 1,475ng/mg de tecido); P400 (6,566 + 1,002ng/mg de tecido); PTX25+P400 (21,64
+ 0,4886ng/mg de tecido) e PTX50+P400 (17,87 + 2,424ng/mg de tecido). (Figura 25).
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Figura 25. Efeitos da Pentoxifilina sobre as Concentracfes de Serotonina (ng/mg de
tecido) em Corpo Estriado de ratos no modelo de convulsédo induzido por pilocarpina.
Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.o. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e apos 01 hora com pilocarpina 400mg/kg, i.p.
Os controles receberam agua destilada, seguido de pilocarpina (P400) ou solucdo salina 0,9%
(Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 03 horas de observacdo. Os valores
representam a média £ EPM (n=6). A concentragdo de dopamina foi determinada em 20 pL
de homogenato. *** p<0,001 quando comparado ao grupo P400. ™ p<0,001 quando
comparado ao grupo Normal. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-

Keuls como teste post hoc).
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Tabela 08. Efeitos do pré-tratamento com pentoxifilina (25 e 50mg/kg) sobre as
concentracdes de aminas em Corpo Estriado de ratos submetidos a convulsdes induzidas por
pilocarpina 400 mg/kg (P400).

CONCENTRACOES DE AMINAS (ng/mg de tecido)

Grupo Dopamina DOPAC Serotonina
Normal 3,011 + 0,25* 0,3239 + 0,04* 4,432 + 0,85
P400 1,240 £ 0,33 1,868 £ 0,22 6,566 + 1,00
PTX25+P400 6,404 = 0,58* 0,9712 £ 0,19* 21,64 +0,49*
PTX50+P400 0,5344 + 0,13 1,933+£0,16 17,87 £2,42*

* Significativo em relagdo ao grupo controle P400.

Ratos Wistar machos foram tratados ou ndo com pentoxifilina (25 e 50mg/kg, v.0.) ou
agua destilada (0,5ml, v.0.), apés uma hora, estes animais receberam a dose Unica de
pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Imediatamente ap0s a morte, 0s cérebros desses animais foram
dissecados e retirados o corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da determinacéo

dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
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7.6 Efeitos do pré-tratamento com Pentoxifilina 25 e 50mg/kg sobre a concentragéo

glicémicas de ratos adultos ap6s a administracdo da Pilocarpina 400mg/kg (P400).

Os resultados das determinacGes dos niveis glicose plasmaética de ratos adultos
tratados com Pentoxifilina 25 e 50mg/Kg, v.o., apos 01 hora da administracdo de Pilocarpina

400mg/Kg, i.p., foram expressos em mg/dL de sangue, e apresentados nas figuras 26.

Determinacao dos Niveis Glicémicos

A figura 26 mostra os resultados da determinacdo dos niveis de glicose plasmaética
apos a administracdo de Pilocarpina (400mg/Kg, i.p.) nos diversos grupos estudados. A
inducdo da convulsdo com Pilocarpina elevou significativamente os niveis glicémicos dos
animais do grupo P400 em comparacdo com o grupo Normal (solugéo salina 0,9%, i.p.). Os
animais pré-tratados com Pentoxifilina (25 e 50mg/Kg, v.0.) mantiveram os niveis glicémicos
préximo dos niveis normais quando comparado com o grupo Normal, sendo estes niveis
significativamente reduzidos quando comparado com o grupo controle P400. Normal (92,00 +
4,777 mg/dL de plasma); P400 (305,1 £ 29,77 mg/dL de plasma); PTX25+P400 (128,4 *
29,76 mg/dL de plasma) e PTX50+P400 (115,4 + 21,41 mg/dL de plasma). (Figura 26).
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Figura 26. Efeitos da Pentoxifilina sobre as concentracbes de Glicose (mg/dL) em

plasma de ratos no modelo de convulsdo induzido por Pilocarpina.

Ratos Wistar machos (180 — 220g) foram pré-tratados com Pentoxifilina 25 e
50mg/kg, v.o. (PTX25+P400 e PTX50+P400) e apds 01 hora com Pilocarpina 400mg/kg, i.p.
Os controles receberam &gua destilada, seguido de Pilocarpina (P400) ou solucdo salina 0,9%
(Normal). Os animais foram submetidos a um periodo de 01 horas de observacdo e logo em
seguida coletado amostra de sangue para analise dos niveis glicémicos. Os valores
representam a média + EPM (n=6). *** p<0,001 quando comparado ao grupo P400- **
p<0,001 quando comparado ao grupo Normal. (Analise estatistica por ANOVA seguido por
Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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7.7 Andlise Histopatolodgica

7.7.1 Corpusculo de Nissl por Coloracéo Cresil Violeta

Na figura 27, podemos observar no quadro “A”, a morfologia integra das células
neuronais na regido CA3 do hipocampo no grupo Normal (animais que receberam agua
destilada por via oral e ap6s uma hora solugédo salina 0,9% intraperitoneal). No quadro B,
podemos observar uma alteracdo na morfologia (seta vermelha) de todas as células neuronais
e a perda do ndcleo em muitos destes neurdnios da regido CA3 do hipocampo pertencente ao
grupo controle P400 (pilocarpina 400mg/Kg i.p.). O grupo pré-tratado com pentoxifilina
(50mg/Kg v.0.), representado no quadro C, apresenta uma preservacdo na morfologia (seta
preta) de alguns neurdnios da regido CA3 do hipocampo e mesmo aqueles neurénios que
apresentam alteracGes morfoldgicas (seta vermelha) podemos observar a preservacao de seus

nucleos.
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Figura 27. Microfotografia da Regido CA3 do Hipocampo nos Diferentes Grupos
Estudados por Coloracéo Cresil Violeta. A) Grupo Normal. Animal que recebeu solugédo
salina i.p. B) Grupo P400. Animal submetido a convulsdo com pilocarpina 400mg/Kg i.p. C)
Gupo PTX50+P400. Animal que foi pré-tratado com pentoxifilina 50mg/Kg e apds 0lh

induzido convulsdo com pilocarpina 400mg/Kg i.p.
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7.7.2 Imunohistoquimica para Fator de Necrose Tumoral (TNF-alfa)

Na figura 28, podemos observar no quadro “A”, a auséncia de marcagdo para TNF-a
nos citoplasmas das élulas neuronais da regido CA3 do hipocampo no grupo Normal (animais
que receberam &gua destilada por via oral e ap6és uma hora solugdo salina 0,9%
intraperitoneal). No quadro B, podemos observar uma intensa marcacdo para a citocina
inflamatdria TNF-alfa (seta vermelha) de quase todas as células da regido CA3 do hipocampo
pertencente ao grupo controle P400 (pilocarpina 400mg/Kg i.p.). O grupo pré-tratado com
pentoxifilina (25mg/Kg), representado no quadro C, apresenta uma leve marcagédo
citoplasmatica para TNF-a (seta vermelha) de alguns neurénios da regido CA3 do hipocampo.
O grupo PTX50+P400 (pre-tratado com pentoxifilina 50mg/Kg) ndo apresentaram marcacao

para TNF-a nos citoplasmas dos neurdnios na regido hipocampal estudada.
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Figura 28. Imunohistoquimica para TNF-alfa na Regido CA3 do Hipocampo nos

Diferentes Grupos Estudados. A) Grupo Normal. Animal que recebeu solucdo salina i.p. B)

Grupo P400. Animal que foi induzido convulsdo com pilocarpina 400mg/Kg i.p. C) Gupo

PTX25+P400. Animal que foi pré-tratado com pentoxifilina 25mg/Kg e ap6s 01h induzido

convulsdo com pilocarpina 400mg/Kg i.p. D) Gupo PTX50+P400. Animal que foi pré-tratado

com pentoxifilina 50mg/Kg e apds 01h induzido convulsdo com pilocarpina 400mg/Kg i.p.
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8. DISCUSSAO

Algumas pesquisas tém focado nos estudos da epileptogénese em animais na intencao
de investigar a origem e a propagacao das convulsdes no cérebro (DOS SANTOS et al., 2000;
PRIEI et al., 1996). Estes estudos além de investigar a fisiopatologia das convulsées, buscam
fornecer subsidios para identificacdo de novos agentes terapéuticos para a epilepsia.

Analises comportamentais e eletroencefalograficas demonstraram que a administracao
sistémica de pilocarpina em roedores induz convulsées com foco de inicio no sistema limbico,
principalmente no hipocampo (TURSKI et al., 1983). Essa atividade convulsiva torna-se
secundariamente generalizada, sugerindo que este modelo mimetiza diversos aspectos das
convulsdes parciais complexas com generalizacdo secundaria em humanos. Essas convulsdes
generalizadas mostram-se resistentes a grande parte dos medicamentos anticonvulsivantes.
(KLITGAARD et al., 1998). Modelos de convulsdo induzidos em animais reproduzem
alteracdes comportamentais e eletroencefalograficas que sdo semelhantes a epilepsia do lobo
temporal de humanos (BEM-ARI et al., 1980; HONCHAR et al., 1983, CAVALHEIRO et al.,
1991). As convulsdes induzidas por pilocarpina tém sido largamente exploradas em modelos
animais, haja vista, como foi anteriormente citado mimetiza a epilepsia do lobo temporal
humano (TLE), seja em fatores comportamentais ou encefalograficos, bem como em danos
neuroanatébmicos (OLNEY et al., 1983; TURSKE et al., 1983, 1989; PERSINGER et al.,
1988; FERREIRA et al., 2003).

O SNC mostra uma reacdo imune inata bem organizada em resposta a uma variedade
de injarias cerebrais. Citocinas, como a interleucina-1p (IL-1), fator de necrose tumoral
(TNF-a) e interleucina-6 (IL-6), embora expressos em niveis muito baixos no tecido cerebral
saudavel, sdo rapidamente induzidos ap6s uma isquemia, trauma e dano excitotoxico
(ALLAN et al., 2001). A atividade convulsivante, induzida em modelos experimentais de
Status Epilepticus ou apos aplicacdo intracerebral de acido cainico relata um rdpido aumento
na producdo de citocinas pré-inflamatorias bem como vérios marcadores da imunidade inata
(citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, fator de transcricio NFkB, fatores do complemento
e moléculas de adesdo). Um aumento na expressao de genes de citocinas inflamatdrias (IL-1,
IL-6 e TNF-a) no hipocampo foi descrito em amostras cerebrais de pacientes com convulsoes
(BARANZINI et al., 2002; VEZZANI et al., 2005; RAO et al., 2009). Vérias injecdes

intracerebroventriculares de antagonista do receptor de interleucina-1 significativamente
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diminuiu a severidade comportamental das convulsdes durante estimulacéo elétrica e reduziu
seletivamente os niveis de TNF-a no hipocampo 18 horas ap06s o Status epilépticus, sugerindo
que a inducdo de convulsbes espontaneamente recorrentes envolvem a ativacdo de citocinas
inflamatdrias e a expressdo de genes pro e anti-inflamatorios no hipocampo. RAO et al., 2008
mostraram que as citocinas sdo rapidamente induzidas no cérebro apos diferentes inflamacdes
periférica o que resulta na diminui¢cdo do limiar de convulsdo induzido pelo PTZ. Essas
mudancas possuem um papel ativo na hiperexitabilidade do tecido epiléptico (SIMONI et al.,
2000). Ainda néo é claro se esses sinais pré-inflamatorios predispdem a convulsdes ou se sdo
expressos ap6s uma convulsdo. Além disso, as citocinas tém sido implicados como

mediadores de varias formas de neurodegeneragdo no cerebro.

A pentoxifilina, 1-(5-oxohexil)-3,7-(dimetilxantina) ¢ o analogo da metilxantina,
apresenta propriedades semelhantes as da cafeina, teofilina e teobromina. Usada no
tratamento de doencas venosas oclusivas que aumenta a perfusdo em tecidos pouco
vascularizados (STREITER et al., 1988, RIENECK et al., 1993; CUNHA et al., 2000). As
metilxantinas atuam inibindo varias familias das enzimas fosfodiesterases, resulta em
concentracdes mais altas de AMPc e, em alguns tecidos, do GMPc intracelulares (RAO et al.,
1998; BRUNO et al., 2009). A pentoxifilina atua como inibidor da fosfodiesterase 4, que
induz aumento de adenosina monofosfato ciclico, melhorando o fluxo da microcirculacdo;
diminui a migracdo de neutrofilos; reduz a liberacdo de citocinas; aumenta a producdo de
prostaciclinas; e reduz a liberacdo de espécies reativas de oxigénio. Essas propriedades tém
sido responsabilizadas pela sua acdo de atenuacgdo sobre as lesdes de isquemia e reperfusdo
(BESSLER et al., 1986; DOHERTY et al.,1991; SCHRATZBERGER et al., 1998; SENER et
al., 2000; SILVEIRA et al., 2004; ZHANG et al., 2005; BRASILEIRAO et al., 2007)..A
pentoxifilina tem se mostrado promissora com acdo neuroprotetora em diversos estudos de

injarias cerebrais e doencas neurodegenerativas. TARIQ et al., 2008; CUNHA et al., 2000).

Pentoxifilina tem sido utilizada em estudos experimentais como eficientes inibidores
da producéo de TNF-a em resposta a lipopolissacarideos (NOEL et al., 1998). Pentoxifilina
tambeém apresenta propriedades antiinflamatorias exercendo efeitos inibitdrios sobre
interleucina-1p (SULLIVAN et al.,1988), IL-6 (SCHANDENE et al., 1992), IL-8 (NEUNER,
et al., 1994), IFN-y (THANHAUSER et al., 1993) e IL-2 (ALEGRE et al., 1991; RIENECK,
1993; THANHAUSER et al., 1993), e um forte efeito inibidor na producdo de NO em

camundongos (VADIEI et al., 1996). A pentoxifilina inibe ndo sé a capacidade fagocitica de
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mondcitos e também, a producdo de superdxido. Além de aumentar AMPc intracelular a
pentoxifilina também diminui os niveis de RNAm para a produgdo de TNF-a afetando a
transcricdo para a sua sintese (HEN-I, et al., 2004). Pentoxifilina aumenta os niveis
intracelulares de AMPc em macrofagos um efeito inibidor na producdo de TNF-a por estas
células (SZTRYMF et al., 2004). Vérios estudos sugerem que o fator de necrose tumoral
(TNF-0) e a ativagdo dos receptores TNFR ativam a via extrinseca da indugdo da apoptose, ¢
possuem um papel importante na patogénese de algumas doencas neurodegenerativas.
(WALDMEIER & TATTON, 2004). Por ser uma droga de acdo inibitdéria sobre o TNF-a
(TEICHER et al., 1991; RIENECK et al., 1993) e ndo causarem os efeitos adversos em
demasia e nem apresentarem o0s custos elevados a Pentoxifilina pode ser uma nova alternativa

terapéutica para inibicdo da neuroinflamacéo.

O presente trabalho visou avaliar os efeitos neuroprotetores antiepilépticos da
pentoxifilina, que, em trabalhos atuais, vem mostrando alta capacidade em reverter danos
cerebrais. Tendo em vista que a Pilocarpina, quando administrada em doses moderadamente
altas mimetiza a epilepsia do lobo temporal humano, resolvemos estudar tal regido cerebral no
nosso modelo animal. No modelo de epilepsia induzido por alta dose de pilocarpina, as areas
em que ocorre dano neuronal: o hipocampo, o corpo estriado e o cortex frontal, além de serem
as areas mais acometidas, podem estar relacionados de forma importante com 0s mecanismos
de instalacdo, da propagacdo e/ou manutencdo (epileptogénese) das convulsdes limbicas
(MARINHO et al., 1998; BORELLI & BOZZI, 2002).

Os mecanismos neuroprotetores desse derivado de xantina ainda ndo sdo muito bem
conhecidos. Desta forma, este trabalho objetivou estudar o processo convulsivo desencadeado
através de uma Unica dose de pilocarpina (400mg/Kg, i.p; P400), bem como as ac¢Bes da
pentoxifilina neste processo convulsivo em ratos jovens com 180 — 220g, atraves da anélise
das alteracbes comportamentais e neuroquimicas (efeito sobre sistemas de
Neurotransmissores: niveis de aminoacidos e aminas cerebrais) em cortex frontal, cortex

temporal, hipocampo e corpo estriado.
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8.1 Estudo Comportamental

O efeito anticonvulsivante de muitas drogas antiepilépticas foi primeiro determinado
em modelos animais, como o eletrochoque maximo (MES) ou pentilenotetrazol (PTZ),
demonstrando que a atividade clinica pode ser prevista por estes modelos laboratoriais.
(LOSCHER & SCHMIDT, 1994, 2004; LUSZCZKI et al., 2007).

O estudo comportamental do presente trabalho analisou as alteracdes ocorridas apds o
pré-tratamento com pentoxifilina, seguido da inducdo do periodo convulsivo apés a
administracdo da pilocarpina 400mg/kg. As alteragcBes epilépticas observadas com a
administracdo de pilocarpina 400 mg/kg incluiram um exacerbado aumento em todos os sinais
colinérgicos periféricos, dentre eles, tremores, diarréia, salivacdo e aumento de todas as
secrecBes glandulares. A epilepsia pode ser caracterizada por episodios de alteracdo no
comportamento. Essas convulsdes apresentam, ainda, uma temporaria reducéo da consciéncia

e contrac@es involuntarias do musculo esquelético (JOBE et al., 2003).

No presente estudo comportamental realizado em animais tratados com uma Unica
dose de pilocarpina (400mg/Kg, i.p.; P400) apresentaram as caracteristicas descritas na
literatura. Todos os animais observados por 3h apresentaram sinais colinérgicos periféricos,

movimentos esteriotipados e convulsdes.

A ativacdo colinérgica é essencial para o inicio do processo convulsivo em modelos de
epilepsia do lobo temporal, visto que estas convulsGes podem ser bloqueadas pelo pré-
tratamento com o antagonista muscarinico atropina (MARINHO et al., 1998; DE BRUIN et
al., 2000). A pilocarpina exacerba a atividade colinérgica, provavelmente por influéncia
direta, aumentando a agdo da ACh circulante, modificando o binding dos receptores
muscarinicos (HRUSKA et al., 1984) e diminuindo a atividade acetilcolinesterasica
(IMPERATO et al., 1998).

No presente trabalho foi mostrado que a pentoxifilina também protege os animais
contra as convulsdes induzidas pela pilocarpina, efeitos semelhantes foram observados nao
somente no aumento do tempo para o inicio do aparecimento das primeiras convulsées, mas
também no aumento da sobrevida desses animais. Contudo, curiosamente, a relacdo dose-

resposta ndo pbde ser observada, haja vista que os efeitos neuroprotetores foram melhor
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percebidos na dose menor, ou seja, de 25mg/kg, e, interessantemente, foi observado que, com
0 aumento da dose de pentoxifilina utilizada notamos um decréscimo nas caracteristicas

neuroprotetoras.

A Pentoxifilina € uma dimetilxantina que pode induzir efeitos fisiologicos e
farmacoldgicos por diversos mecanismos incluindo translocacdo de célcio extracelular,
aumento de AMPc e GMPc causado pela inibicdo de fosfodiesterases, e bloqueio de
receptores de adenosina. (CUNHA et al., 2000; TARIQ et al., 2007; BRUNO et al., 2009)
Contudo, recentes estudos indicam que antagonistas de receptores de adenosina do tipo Al
podem antagonizar convulsdes induzidas pelo NMDA ou pentilenotetrazol, enquanto foi
observada uma acdo proconvulsivante de agonistas de ambos os receptores de adenosina
(KLITGAARD et al. 1993; VON LUBITZ et al. 1993). Em contraste, agonistas seletivos para
o0s receptores Al e A2 antagonizam convulsdes induzidas pelo metil-6,7-dimetoxi-4-etil-B-
carbolina-3-carboxilato (DMCM), um agonista inverso do receptor de benzodiazepinicos. Isto
pode confirmar uma interacdo entre receptores de adenosina e receptores GABA-
benzodiazepinicos (KLITGAARD et al. 1993). Estudos demonstraram que a cafeina e outras
xantina ndo-seletivas administradas cronicamente mostrou significativa protecdo contra
convulsdes induzidas pelo NMDA (GEORGIEV et al., 1993; SARRO et al., 1997).

De acordo com FREDHOLM AND LINDSTROM, (1986) a Pentoxifilina é um
potente bloqueador da recaptacdo de adenosina com baixa afinidade pelos receptores de
adenosina, portanto, pode haver uma maior ativacdo enddgena dos receptores de adenosina
devido ao bloqueio da sua recaptacdo. (SHI et al., 1998; GEANNE et al., 2000; VIANA et
al., 2005; GOMES et al., 2011).

O receptor de adenosina A; € largamente distribuido em todo o cérebro, com uma alta
densidade no hipocampo, onde ele media um efeito modulatorio sobre a hiperexitabilidade
neural (DUNWIDDIE et al., 2001; THOMPSON et al., 1992). O receptor A; pode tornar os
neurdnios do hipocampo menos excitaveis e menos sensiveis a entrada sinaptica excitatoria
pela ativacio de uma proteina guanosina trifosfato (GTP) acoplada a um canal de K* e
inibindo a liberacdo de diferentes neurotransmissores, principalmente glutamato
(DUNWIDDIE et al., 1985; FREDHOLM et al., 1988). Em contraste, a distribuicédo do
receptor de adenosinac do tipo A;a € mais concentrado no nucleo accumbens, tubérculo

olfatorio e corpo estriado, com uma baixa densidade no hipocampo (JARVIS et al., 1989;
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WEISS et al., 2003). No hipocampo, o receptor A, é co-expresso e localizado em associagdo
com o receptor A;, indicando que um pode interferir funcionalmente no outro (CUNHA et al.,
1994; LOPES et al., 1999). Foi demonstrado que a ativacdo do receptor A,a pode induzir
respostas facilitatérias no hipocampo (CUNHA et al., 2000).

Os mecanismos pelos quais o receptor A, exerce sua acdo excitatoria ainda ndo esta
completamente elucidada, mas tem sido postulado que agonistas A,a podem facilitar a
liberacdo de glutamato e acetilcolina (RICHARDSON et al., 1992; CUNHA et al., 1994;
SEBASTIAO et al., 1996). Além disso, os receptores A, podem atenuar a acéo inibitoria dos
receptores A; (CUNHA et al., 1994).

Um papel excitatério tem sido associado com a ativacdo de receptores Azg e Az. O
receptor A3 exibe baixa afinidade pela adenosina e é necessario altas concentracfes de
adenosina para ativar esse receptor (DUNWIDDIE et al., 1999). Assim, o efeito neuroprotetor
e anticonvulsivante da adenosina esta atribuido ao receptor Az, enquanto que 0s receptor Aga
e A; estdo relacionados com a acdo proconvulsivante e podem estar relacionado com morte
celular (VON LUBITZ et al.,, 1994, DUNWIDDIE et al., 19998, ETHERINGTON et al,
2004).

A adenosina é um potente anticonvulsivante em muitos modelos experimentais de
epilepsia, incluindo o modelo de pilocarpina (DUNWIDDIE et al., 1985; ; FREDHOLM et
al., 1988; ETHERINGTON et al, 2004; GOUDER et al., 2003). As propriedades
antiepilépticas da adenosina sdo principalmente devido a acdo inibitéria dos receptores A;
sobre a transmissdo sinaptica no hipocampo (DRAGUNOW et al., 1991; DUNWIDDIE et al.,
1999). Ha relatos de aumento nos niveis de adenosina no cérebro durante as crises (GEORGE
etal., 1997).

Estudos recentes demonstram que o bloqueio do receptor Asa, utilizando delecédo
genética, antagonista seletivo (YACOUBI et al., 2008; D'ALIMONTE et al., 2009) ou
antagonista nao-seletivo, como a administracdo crénica de cafeina (YACOUBI et al., 2008),
pode promover uma solida protecdo contra a evolugédo grave das convulsdes. Além disso, a
administracdo cronica de cafeina ou bloqueio efetivo do receptor A, previne o dano neural
apos as convulsdes (GEORGIEV et al., 1993; RIGOULOT et al., 2003; PORCIUNCULA et
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al.,, 2006) e parece ser um indicador geral de progndstico favordvel em doencas
neurodegenerativas (MOUTAERY et al., 2003; SACHSE et al., 2008).

A Pentoxifilina atua como um bloqueador misto de transportadores e receptores de
adenosina modulando os sistemas excitatorio e inibitorio em areas cerebrais envolvidas com o
inicio, propagacdo e/ou manutencdo da epileptogénese como hipocampo com maior
densidade de receptores do tipo A; e corpo estriado com maior densidade de receptores do
tipo Aza, promovendo uma agdo neuroprotetora no nosso modelo animal de epilepsia do lobo

temporal confirmando os dados encontrados na literatura.

Possivelmente, em altas doses (iguais ou superiores 100mg/kg, i.p.), a pentoxifilina
apresenta toxicidade, desde que foi observado que, quando os animais recebem pentoxifilina
na dose de 100mg/kg, i.p. em dose Unica, ocorre significativo aumento na incidéncia da morte
desses animais, justificando a néo utilizacdo desta dosagem em nosso trabalho. Portanto, o
aumento na dose de pentoxifilina ndo estd diretamente ligado a um aumento na sua

capacidade neuroprotetora.

Com relacdo ao pré-tratamento com a pentoxifilina observamos uma notavel protecdo
contra as convulsdes induzidas pela Pilocarpina, contudo, na dose menor (25mg/kg) ocorreu o
melhor efeito neuroprotetor no que diz respeito as laténcias da primeira convulsdo e taxa de
sobrevida. Nossos estudos apresentaram que as xantinas, tais como a pentoxifilina além de ter
sua acdo neuroprotetora em situacdes isquémicas e inflamatérias bem como ter participacao
neuroprotetora em desordens neurodegenerativas, como na doenca de Parkinson, este farmaco
também apresentara acdo antiepileptogénica. (TARIQ et al., 2008; BRUNO et al., 2009).

Nossos resultados confirmaram essa acdo anticonvulsivante da Pentoxifilina, através
do aumento evidenciado na laténcia de inicio das convulsfes e taxa de sobrevida, bem como

na reducgdo do aparecimento das convulsdes nos animais apés a administracdo de P400.

O modelo das quimioconvulsbes ou das convulsfes induzidas pelo Pentilenotetrazol
(PTZ) reproduz um quadro parecido ao encontrado na crise epiléptica do “pequeno-mal” ou
crise de auséncia. O Pentilenotetrazol promove convulsGes por inibir canais de cloreto
associados com receptores GABAA, reduzindo assim a neurotransmissdo inibitéria. Drogas

como o0s benzodiazepinicos e alguns barbitiricos parecem atuar promovendo a
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potencializagdo da inibicdo sindptica mediada por GABA, reduzindo a excitabilidade neuronal
e aumentando o limiar convulsivante. O aumento da laténcia para o aparecimento das
convulses é um forte indicativo de uma acdo anticonvulsivante. (QUINTANS-JUNIOR et
al.,, 2002). GABA, atua via receptor GABAA, sendo bem definido como o principal
neurotransmissor inibitério do ceérebro maduro, onde atenua a excitabilidade neuronal.
(HENSCHEL et al., 2008).

Nossos resultados demonstraram o efeito anticonvulsivante da Pentoxifilina usando o
modelo de convulséo induzido pelo Pentilenotetrazol (PTZ). A Pentoxifilina promoveu um
aumento significativo da laténcia de primeira convulsdo e até mesmo uma supressdo da
convulsdo clénica induzida pelo Pentilenotetrazol de forma dose dependente. Todos 0s
animais que receberam Pentilenotetrazol, 80mg/Kg, i.p., apresentaram convulsdo e morreram.
A Pentoxifilina reduziu em 50% o nimero de animais que apresentaram convulsdo na maior
dose (50mg/Kg), elevou significativamente o tempo de inicio para aparecimento da
convulsdo, de forma dose-dependente, bem como aumentou a taxa de sobrevida em 36% e
71% nas doses de 25 e 50 mg/Kg respectivamente. Sendo, os efeitos neuroprotetores
observados em ambas as doses testadas, no entanto, com melhores resultados na maior dose
de Pentoxifilina (50mg/Kg).

8.2 Estudo da Determinacao dos Niveis de Aminoacidos

Estudos de convulsdes induzidas quimicamente tém mostrado em nivel pré-sinaptico
que a atividade convulsivante esta associada com uma ampla gama de altera¢des bioquimicas
locais, afetando a liberacdo de varios neurotransmissores cerebrais como monoaminas e
aminoacidos (MELDRUM et al., 1995; STARR et al.,, 1996; JACOBSSON et al., 1997,
OLSEN & AVOLI, 1997; Ll et al., 2000; FERRAZ et al., 2002).

No modelo de convuls@o com pilocarpina, estudos demonstram que as convulsdes séo
ativadas pelo sistema colinérgico (CARDONE et al., 1994, MARINHO et al., 1998;
FREITAS et al., 2003) que promovem um importante papel na ativacdo das convulsdes
limbicas e nos sistemas dopaminérgicos, serotonérgicos, GABAérgicos e glutamatérgicos que
sdo responsaveis pela propagacdo e/ou manutencdo das convulsdes e inducdo do Status
Epilepticus induzido pela Pilocarpina (FREITAS et al., 2004; TOME et al., 2010).
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As convulsGes podem ser vistas como resultantes de um desequilibrio entre os
processos excitatorios e inibitérios no cérebro. Os mecanismos propostos para a geragédo e
disseminacdo da atividade epiléptica no cérebro incluem a diminuicdo da neurotransmissédo
inibitéria, que é mediada principalmente pelo &acido gama-aminobutirico (GABA), ou
aumento da neurotransmissdo excitatoria, que é mediadoa principalmente pelo aminoacido
glutamato. (SCORZA et al., 2002; ILODIGWE et al., 2010)

O é&cido gama-aminobutirico (GABA) é o maior neurotransmissor inibitorio no
cerebro dos mamiferos. Sua acéo é principalmente ativar o receptor ionotropico GABA tipo A
(GABAARSs), levando a um influxo interno de CI" e uma resposta de hiperpolarizacdo pos-
sinaptica. A transmissdo GABAérgica forma atividade neural especialmente por duas vias e
modos de inibicdo temporalmente Unicos (FARRANT et al., 2005). A sinapse inibitoria
resulta de niveis transitoriamente altos de GABA associados com uma liberacdo evocada de
GABA, que ativa os receptores GABAAa. Estudos prévios de fatias cerebrais (BRICKLEY et
al., 1996; SEMYANOV et al., 2003), culturas neuronais (LIU et al., 1995; BAI et al., 2001) e
in vivo (CHADDERTON et al., 2004) tem mostrado que diferentes subtipos de receptor
tipos celulares (SEMYANOV et al.,, 2004; FARRANT et al., 2005). Recentes estudos
sugerem que a inibicdo pode regular a excitabilidade da rede neural (SEMYANOV et al.,
2003). O comprometimento da inibicdo também pode contribuir para estados patoldgicos
como a epilepsia crénica (HOUSER et al., 2003). Portanto, o reforco da inibicdo GABAérgica

é uma abordagem terapéutica promissora para doencas envolvendo a hiperexcitabilidade.

Nossos resultados mostram que a Pentoxifilina promoveu um aumento significativo
nos niveis deste importante aminoacido inibitério (GABA) no cortex temporal e no
hipocampo em relacdo ao grupo submetido apenas a administracao de pilocarpina. A Taurina,
outro aminod&cido inibitorio, tem seus niveis elevados significativamente no cortex frontal, e
no hipocampo de animais pré-tratados com pentoxifilina em relacdo ao grupo submetido
apenas a administracdo de pilocarpina, participando de modo somatorio nos resultados
obtidos. Contribuindo, assim, com os resultados comportamentais e acdo neuroprotetora no

modelo de convulsio estudado.

Alguns estudos demonstraram que ocorre downregulation dos receptores gabaérgicos

em diferentes areas cerebrais submetidas a convulsdes induzidas por pilocarpina. O GABA ¢
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o0 principal neurotransmissor inibitorio no cortex cerebral, mantendo o ténus inibitdrio que se
contrabalanca com a excitacdo neuronal (FRITSCHY et al., 1999). Quando esse balango é

descontrolado as convulsdes ocorrem (TREIMAN et al., 2001).

Tem sido sugerido que a atividade convulsiva estd diretamente relacionada a um
aumento na liberacdo e a uma ineficiente recaptacdo de aminoécidos excitatorios, tais como
glutamato e aspartato. A ativacdo do receptor NMDA medeia a excitotoxicidade e morte
neuronal em muitas desordens neurodegenerativas bem como no processo isquémico
(DIRNAGL et al., 1999; LEE et al., 1999; GAGLIARDI et al., 2000). Dados anteriores
mostraram que a pentoxifilina € capaz de proteger neurdnios de lesdo cerebral e preservar as
funcBes neuroldgicas em isquemia global transitoria em ratos (SIRIN et al., 1998; BRUNO et
al., 2009).

Estudos tém mostrado que a excitotoxicidade esta relacionada com uma
superproducdo de radicais livres no hipocampo de ratos adultos. A liberacdo excessiva de
aminoéacidos como o glutamato pode matar os neur6nios através da ativacao excessiva de seus
receptores facilitando a instalacdo e/ou propagacdo das crises (MACDONALD et al., 1989;
CAVALHEIRO et al., 1994; MELDRUM et al., 1994). Dependendo da maturidade neuronal,
o0 glutamato pode induzir morte por apoptose ou necrose (FERRER et al., 1995) por alterar a
homeostase do célcio e induzir o estresse oxidativo (LEITE et al., 1990; MURPHY AND
BARABAN, 1990; SANTOS et al., 2010).

Em estudos recentes tem sido demonstrado que ocorre um aumento na densidade de
receptores glutamatérgicos no hipocampo, cértex frontal e no corpo estriado de animais
submetidos a ensaios convulsivos (FREITAS et al., 2004), sugerindo que isso pode ser
adquirido durante o status epilépticus. Estes estudos sugerem que a ativagdo excessiva de
receptores de aminoacidos excitatorios pode causar convulsdes prolongadas que também pode
ser causada pela penicilina e compostos que antagonizam os efeitos do acido gama-
aminobutirico (GABA). (SCORZA et al., 2002).

Neste estudo, apresentamos que a Pentoxifilina reduziu significativamente os niveis de
deste importante aminoacido excitatorio (glutamato) no cértex frontal, no cortex temporal e
no corpo estriado em relagdo ao grupo submetido apenas a administracdo de pilocarpina. A

Pentoxifilina promoveu uma reducdo nos niveis de aspartato no cortex temporal, outro
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consideravel aminoécido excitatdrio, em relagdo ao grupo submetido apenas a administracéo
de pilocarpina. As redugfes nos niveis destes aminoacidos, que estdo diretamente envolvidos
com a excitabilidade neuronal e como demonstrados na literatura relacionam-se diretamente
com 0 processo convulsivo é de supra importancia na promocao da atividade neuroprotetora,
antiepileptogénica e anticonvulsivante da pentoxifilina no nosso modelo de convulséo

estudado.

8.3 Estudo da Determinacao dos Niveis de Aminas

No modelo de convulsdo com pilocarpina, estudos demonstram que as convulsdes séo
ativadas pelo sistema colinérgico (CARDONE et al., 1994, MARINHO et al.,, 1998;
FREITAS et al., 2003), todavia outros sistemas de neurotransmissores também estdo
envolvidos na instalacdo e/ou propagacdo e manutencdo das convulsdes estabelecidas nesse
modelo.

Estudos sugerem que o neurotransmissor dopamina participa do controle da
excitabilidade neuronal durante episédios convulsivos em modelos animais
(WEINSHENKER e SZOT, 2002), na qual pesquisas com antagonistas D1/D, misturados,
como haloperidol, clorpromazina e tioridazina, mostraram que esses agentes produzem um
efeito préconvulsivante profundo em muitas espécies e com uma enorme variedade de agentes
convulsivantes (TURSKI et al., 1988; OGREN e PAKH, 1993).

FREITAS et al. (2006) mostram que antagonistas do receptor dopaminérgico D,
aumentaram o numero de animais que convulsionaram e apresentaram status epilepticus, e
reduziram a laténcia das convulsbes bem como também reduziram a laténcia do estado
epiléptico. Foi visto que agonistas dos receptores D, apresentam atividade anticonvulsivante
em convulsdes induzidas por eletrochoque e/ou por pentilenotetrazol em roedores
(LOSCHER et al., 1986).

Evidéncias indicam que a substancia negra € a principal estrutura cerebral envolvida
na propagacao e expressdo das convulsdes motoras (LOUSHER et al., 1986). A substancia
negra é rica em receptores dopaminérgicos dos subtipos D; e D, podendo ser uma estratégia
para promover a reducdo ou inibicdo da propagacgéo da convulsdo mediada por esta estrutura
ou outras areas cerebrais. (FREITAS et al. 2006)
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FREITAS et al. (2003) encontrou diferencas significativas no conteddo de
monoaminas no corpo estriado de ratos jovens apos convulsdes induzidas por pilocarpina.
Havendo uma diminuicdo na concentracdo do neurotransmissor DA, durante o status
epilepticus em ratos jovens sacrificados apés 1h e 24h de observagdo. Com relagdo ao
metabdlito da DA (DOPAC) foi visto uma reducdo da concentracdo no corpo estriado ap6s 1h
e 24h das convulsdes induzidas por pilocarpina. Estudo de TARIQ et al (2008) demonstrou
uma reducdo nos niveis de dopamina e DOPAC em ratos com 20 dias que receberam

pilocarpina.

Durante as convulsdes induzidas por pilocarpina hd mudangas nos niveis de
monoaminas e seus metabolito, podendo ser tanto uma causa ou um efeito da atividade
epiléptica. Baseado na relativa importancia de diversas monoaminas (DA e 5-HT) em
convulsdes e por descrices na literatura demonstrando 0 corpo estriado como sendo
responsavel pela propagacdo da atividade convulsiva induzida pela pilocarpina, o objetivo
deste estudo foi investigar os efeitos da Pentoxifilina sobre os niveis de monoaminas e seus
respectivos metabdlitos no corpo estriado de ratos adultos ap6s a convulsdes induzidas por

pilocarpina.

Nossos resultados confirmam os achados na literatura, mostrando uma reducdo
significativa nos niveis de dopamina no corpo estriado de animais que receberam pilocarpina
e também foi encontrado um aumento significativo nos niveis de dopamina nos animais que
receberam Pentoxifilina na dose de 25mg/Kg. este Este resultado pode estar diretamente
relacionado com os chados comportamentais encontrados no nosso trabalho para esta dose

estudada.

O estudo de pacientes com epilepsia do lobo temporal mostra uma possivel ligacdo do
sistema serotonérgico com a atividade convulsiva. Durante as convulses pode ser verificado
que este sistema apresenta certos episodios de disfuncdo durante a convulsdo (JOBE et al.,
2003).

A participagdo da serotonina (5-HT) durante as convulsdes foi sugerida através de
modelos genéticos de epilepsia e induzidos por substancias quimicas (JOBE et al., 2003). As

inervacdes serotonergicas em diferentes &reas cerebrais parecem estar envolvidas no processo
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convulsivo, modulando o quadro convulsivo. A inibicdo da sintese ou liberacdo da 5-HT
parece exacerbar a atividade epiléptica (JOBE et al., 2003).

Os inibidores da recaptacdo da 5-HT apresentam um excelente efeito
anticonvulsivante em convulsfes genéticas induzidas em camundongos e em alguns casos de
epilepsia em humanos (DAILEY & NARITOKU, 1996), sugerindo que aumentos na
concentracdo da 5-HT podem impedir a propagacao da atividade epiléptica, e os déficits na
transmissdo serotonérgica podem facilitar a instalacdo e a manutencdo da atividade epiléptica
(JOBE et al., 1999).

Nossos estudos determinaram uma reducao nos niveis de serotonina nos animias que
receberam apenas pilocarpina e, contrariamente, houve um aumento significativo nos niveis
de serotonina nos animais que foram pré-tratados com Pentoxifilina em ambas as doses
testadas. Estes dados corroboram com a literatura, confirmando um envolvimento desta amina
no processo convulsivo induzido por pilocarpina e relacionam a acdo neuroproterora da

Pentoxifilina ao promover elevacao nos niveis de serotonina.

A significante neuroprotecdo proporcionada pela Pentoxifilina pode, de algum modo,
ser atribuido a sua capacidade de atenuar a deplecdo nos niveis destas importantes
monoaminas envolvidas no inicio, propagacdo ou manutencdo da epilepsia no nosso modelo

animal de epilepsia do lobo temboral induzido por pilocarpina.

8.4 Estudo da Determinacao dos Niveis Glicémicos

Varios autores tém relatado alteragdes no consumo de glicose cerebral durante o status
epilepticus. De acordo com Fernandes e col. (1999), o hipermetabolismo, em animais mais

velhos, ocorre em areas associadas com dano cerebral.

Estudos recentes mostram uma hiperglicemia durante as trés primeiras horas, ap6s o
inicio do status epilepticus, em ratos adultos. Assim, esta hiperglicemia poderia estar
envolvida na leséo cerebral observada nesses animais apds o status epilépticus induzido pela
pilocarpina. Esta hiperglicemia pode facilitar a entrada de glicose no cérebro e pode estar

envolvida na morte celular durante o status epilepticus.
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Alguns resultados mostraram que apenas a hiperglicemia é capaz de matar neurénios,
principalmente na regido de hilo, sugerindo que o aumento da glicose cerebral intensifica a
morte celular. Durante o status epilepticus ocorre hipermetabolismo no cérebro, promovido
pela intensa atividade neuronal (FERNANDES et al., 1999). Animais com 21 dias ja
apresentavam hiperglicemia durante as primeiras horas de status epilepticus, assemelhando-se
aos dados encontrados em animais adultos. N&o foi determinado se a hiperglicemia ocorre
devido a uma acdo direta da pilocarpina sobre as células do pancreas, modificando a liberagédo
de insulina e / ou se a atuacao do status epilepticus sobre o ndcleo hipotalamico seria capaz de
modificar essa secrecdo hormonal. No que diz respeito a expressdo de GLUT3 encontraram
niveis elevados deste transportador de glicose em animais apresentando status epilepticus.
(SANTIAGO et al., 2006)

Sokoloff e col. (1977) desenvolveram um método capaz de avaliar as alteracdes na
atividade funcional do cérebro induzido por diversos agentes farmacolégicos ou toxicoldgicos
utilizando [**C]-2-deoxiglicose. A técnica autoradiografica foi usada para rastrear a utilizaco
de glicose regional através do tecido cerebral em estado fisioldgico de consciéncia e

condicGes patoldgicas experimentais.

A medicdo do metabolismo cerebral durante as crises e periodos interictal tem sido
usada para identificar as estruturas do SNC responsaveis pela geracdo, propagacao e controle
da epilepsia (SOKOLOFF et al., 1977; SCORZA et al., 2002; SANTIAGO et al., 2006).
Mostrou-se uma drastica modificacdo na utilizacdo local de glicose cerebral durante o status
epilepticus (MELDRUM et al., 1983; INGVAR et al.,, 1986; SCORZA et al., 2002;
SANTIAGO et al., 2006). Estudos correlacionaram o desenvolvimento de dano neural em
diferentes modelos de convulsdo em roedores e primatas com regibes marcadas por

hipermetabolismo.

SCORZA et. al em 2002, através da técnica utilizando [**C]-2-deoxiglicose,
demonstrou a utilizacdo de glicose durante o status epilépticus em diversas areas cerebrais em
comparagdo com o grupo controle, sendo a utilizagdo mais pronunciada nas areas
correspondentes ao hipocampo (+50,6%), caudado-putamem (+30,6%), cortex frontoparietal
(+32,2%), amigdala (+31,7%), cértex entorrinal (+28,2%), nucleo talamico (+93,5%) e

substancia nigra (+50,3%). (SCORZA et al., 2002).
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Estudos clinicos mostram que adultos com hiperglicemia tém uma maior
predisposicdo para crises convulsivas. Por outro lado, parece que niveis extracelulares
elevados de glicose estd associado com hiperexcitabilidade neuronal, indicando que o
equilibrio de glicose é necessaria para a neurotransmissdo normal (SCHWECHTER et al.,
2003).

Schwechter e colaboradores em 2003 estudaram a correlacdo entre hiperglicemia e
convulsdo em animais diabéticos (hiperglicémicos), nao-diabéticos e hiperglicémicos,
hipoglicémicos (jejum) e normais. Os animais hiperglicémicos e diabéticos tiveram uma
laténcia de convulsédo significativamente menor do que os animais controle. Os animais em
jejum (hipoglicémicos) tiveram uma laténcia de convulsdo maior comparado com 0 grupo
controle. Os animais hiperglicémicos e nao diabéticos receberam uma solucdo de glicose 20%
30 minutos antes de ser induzido a convulsdo com “Flurothyl” e apresentaram laténcia de
convulsdo menor que o grupo controle que recebeu solucdo salina 0,9%. Os ratos
hiperglicémicos apresentaram um limiar significativamente menos para convulsées clénicas

induzidas pelo “Flurothyl”, sugerindo ag¢ao proconvulsivante da hiperglicemia.

Em seguida, Schwechter e colaboradores avaliaram os efeitos dos niveis de glicose
extracelular elevados sobre a atividade epileptiforme in vitro. Fatias de cértex entorrinal-
hipocampo foram expostas a um meio extracelular livre de Mg®* com 10 mM de glicose
extracelular (concentracdo de glicose usual utilizada em fatias cerebrais) ocorrendo descargas
epileptiformes tipicas. Quando os niveis de glicose foram aumentados para 20 mM, a
frequéncia epileptiforme ndo alterou, no entanto, a amplitude aumentou significativamente,
sugerindo uma ativacdo neuronal avancada.O efeito foi revertido quando os niveis de glicose

foram reduzidos para 10 mM.

Em nossos experimentos observamos um aumento significativo (331%) nos niveis
glicémicos nos ratos tratados com Pilocarpina 400mg/Kg, i.p., quando comparado ao grupo
Normal. Esses resultados condizem com o observado na literatura, confirmando um efeito
hiperglicémico na epilepsia. Os animais pre-tratados com Pentoxifilina, em ambas as doses de
25 e 50 mg/Kg, tiveram uma reducéo significativa de 237% e 264% nos niveis glicémicos
guando comparado com o grupo controle P400. Os animais pré-tratados com Pentoxifilina em
ambas as doses de 25 e 50 mg/Kg mantiveram 0s niveis glicémicos proximos dos niveis

normais quando comparado com o grupo Normal, que recebeu injecdo de solucdo salina
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0,9%, ndo havendo diferenca significativa nos niveis glicémicos entre os animais dos grupo
pré-tratados com Pentoxifilina e o grupo Normal. Nossos resultados sugerem uma agdo
hipoglicemiante da pentoxifilina sobre o efeito hiperglicemiante do processo convulsivo. De
acordo com os resultados encontrados na literatura, que demonstram uma relacao direta entre
hiperglicemia e aumento da excitabilidade neuronal na epilepsia, havendo uma redugéo do
limiar da convulsdo e um maior dano em &reas cerebrais envolvidas no inicio, propagacao e
manutencdo da epilepsia, podemos sugerir que a Pentoxifilina, mantém a glicemia em niveis
normais apos a inducdo da convulsdo com Pilocarpina, 400mg/Kg e este resultado pode estar

diretamente relacionado com sua ag&o neuroproterora.

8.5 Estudo Histopatologico

A epilepsia do lobo temporal pode estar a associada a esclerose do hipocampo
(MELDRUM et al., 1990; LOTHAMN et al., 1981). Patologicamente a esclerose hipocampal
refere-se a uma perda neuronal em grau variavel e relativamente seletiva em CA1, CA3 e
regides do giro denteado do hipocampo. A epilepsia do lobo temporal, a forma mais fregliente
das epilepsias resistentes ao tratamento farmacoldgico entre a populagdo adulta, se caracteriza
por perda neuronal hipocampal e comprometimento cognitivo progressivos (GUEDES et al.,
2006). Em casos mais graves, além da esclerose hipocampal, ha perda neuronal também em
locais extra-hipocampais, como cortex entorrinal, giro para-hipocampal, amigdala, tdlamo e
cerebelo. Entretanto, a perda celular fora do hipocampo ndo ocorre a menos que haja também
perda neuronal no hipocampo (GUEDES et al., 2006). Do ponto de vista estrutural, o
hipocampo é a regido cerebral mais sensivel aos efeitos neuropatoldgicos desencadeados pela
acao epileptiforme resultante da ativacdo colinérgica (CAVALHEIRO et al., 1991 e 1995;
SCORZA et al., 2005; AUVIN et al., 2010).

A coloracdo de Nissl é uma das técnicas mais utilizadas para investigacdo do sistema
nervoso. Ela permite a evidenciagdo da substancia de Nissl, material granular constituido por
DNA ribossomal, o qual concentra-se principalmente no nucléolo, possibilitando a
discriminacdo desta estrutura celular especifica. O corante utilizado para evidenciar a
substancia de Nissl foi o cresil violeta. Comparamos os cortes obtidos pelos diferentes grupos

e identificamos diferencas morfolGgicas entre os cortes.
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De acordo com a literatura, 0 modelo de convulsdo induzido por pilocarpina promove
intensa morte neuronal na regido do hipocampo, principalmente na sub-area CAl e CA3 do
hipocampo (CAVALHEIRO et al., 1991 e 1995; SCORZA et al., 2005). Nossos resultados
confirmam estes dados. Podemos sugerir uma possivel acdo neuroprotetora da pentoxifilina
ao reduzir alteragdes morfoldgicas nas celulas neuronais e, também, ao diminuir a perda de

ndcleos pelos neurdnios da regido CA3 do hipocampo.

Alguns trabalhos mostram que 0 TNF-a promove mudangas na expressao do receptor
de glutamato de ratos que receberam LPS (HARR et al., 2008), bem como em subtipos de
receptores para TNF-o em camundongos nocaute (BALOSSO et al., 2009), e pelo capacidade
do TNF-a induzir mudancas rapidas na funcao e expressao de subunidade do receptor AMPA
(STELLWAGEN et al., 2005). Esta citocinas inflamatorias modula a excitabilidade, interagir
com convulsdes, influencia a probabilidade de desenvolver epilepsia, do tipo e da gravidade

de crises espontaneas.

Nossos resultados mostraram que a pentoxifilina inibe a producdo de TNF-a de
maneira dose dependente no modelo de convulsdo induzido por pilocarpina. Sugenrimos que
a acdo neuroprotetora na pentoxifilina pode estar delacionada com a inibi¢do desta importante

citonina inflamatdria envolvida no processo epileptogénico.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Embora todos os grupos experimentais tenham manifestado os sinais colinérgicos periféricos
iniciados com a injecdo da pilocarpina ou tonico-clénico com a injecdo de pentilenotetrazol,
nem todos os animais dos grupos pré-tratados com pentoxifilina convulsionaram. Podemos
ainda observar que houve um considerdvel aumento no tempo para que fosse iniciada a
primeira convulsdo nos animais pré-tratados com a droga, onde observamos um aumento de
18% no grupo pré-tratado com pentoxifilina na dose de 25mg/Kg, quando comparado com o
grupo P400 e um aumento de 151,8% e 273,5% nas doses de 25 e 50mg/Kg respectivamente
em relacédo ao grupo PTZ80.

Observamos ainda que ndo pbde ser notado um efeito dose/resposta no que diz respeito a
atividade neuroprotetora da pentoxifilina, haja visto que a dose menor (25mg/kg) se mostrou
mais eficiente que a dose maior (50mg/kg) no prolongamento das convulsdes no modelo de
convulsdo induzido por pilocarpina. Percebemos ainda, indicativos de toxicidade da

pentoxifilina em doses mais altas (iguais ou superiores a 100mg/kg).

Quanto aos niveis de aminoécidos percebemos consideravel diminui¢do nas concentragdes de
glutamato nos grupos pré-tratados com pentoxifilina, indicando uma possivel via
neuroprotetora, notamos também em contrapartida um consideravel aumento nos niveis de
aminoéacidos inibitérios como o0 GABA em importantes areas cerebrais relacionadas com
inicio, propagacdo e/ou manutencdo da epilepsia, sugerindo a participacdo destes no
desencadear de crises epilépticas induzidas pela pilocarpina.

Quanto aos niveis de aminas, observamos aumento nos niveis de Dopamina e Serotonina no
corpo estriado de animais pré-tratados com pentoxifilina na dose de 25mg/Kg, sugerindo a
participacdo destas no desencadear de crises epilépticas induzidas pela pilocarpina e
sugerindo que este aumento pode estar relacionado com o melhor resultado comportamental

observado nesta dose.

Diversos estudos mostram o efeito hiperglicémico promovido pelo processo convulsivo
induzido pela pilocarpina e a relacdo entre uma maior taxa de metabolizagdo em é&reas
cerebrais relacionadas com a epileptogénese com maior dano cerebral envolvido, assim,

sugerimos que a acdo neuroprotetora na pentoxifilina pode estar relacionada com seus efeitos
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normoglicémicos durante o processo convulsivo, reduzindo assim danos cerebrais e morte

neuronal em &reas cerebrais envolvidas com a epileptogénese.

Nossos resultados sugerem que a neuroinflamagdo envolvida no processo convulsivo é
reduzida pela inibicdo do TNF-a pela pentoxifilina de forma dose dependente, promovendo
uma acao neuroprotetora por preservar a morfologia e o ndcleo neuronal, uma importante

organela para mantutencéo vital da celula.
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10. CONCLUSOES

Com o desenvolvimento deste trabalho, podemos observar que o pré-
tratamento com pentoxifilina interfere com varios sistemas neuroprotetores quando
0S animais sao submetidos a convulsdo induzida pela pilocarpina na dose de
400mg/kg ou pentilenotetrazol na dose de 80mg/Kg. Tal efeito foi evidenciado
através da reducdo nos niveis de aminoacidos excitatérios como o glutamato e, por
outro lado, um aumento nos niveis de aminoacidos inibitorios como o GABA
reforcando a existéncia de uma possivel via modulatéria desses aminoacidos no
controle e desenvolvimento de crises epiléticas quando ocorre no pré-tratamento
com pentoxifilina. O aumento nos niveis de dopamina e serotonina pela pentoxifilina
na menor dose (25mg/Kg) demonstram o importante envolvimento destas aminas no
processo convulsivo. A pentoxifilina impediu a hiperglicemia durante a crise
convulsiva, enfatizando a relacdo das alteragdes metabdlicas no convulsdo. O TNF-
a €& uma citocina inflamatéria presente na epileptogénese que foi inibido pela
pentoxifilina de forma dose-dependente. O pré-tratamento com pentoxifilina promove
uma acdo neuroprotetora preservando a morfologia e o nucleo de neurbnios na
regido CA3 do hipocampo. Nossos estudos sugerem que a pentoxifilina possui acéo
neuroprotetora no modelo de convulsdo induzido por pilcoarpina e pentilenotetrazol
em ratos, porém mais estudos devem ser realizados para desvendar 0s mecanimos

de acao neuroprotetores da pentoxifilina.
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