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RESUMO

Epilepsia € o mais freqliente distarbio neuroldgico, atingindo 50 milhdes de pessoas no
mundo, 40 milhdes delas em paises desenvolvidos. Pessoas de todas as ragas, Sexos,
condicBes socioecondmicas e regides sao acometidas. 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
GABA que mimetiza convulsdes do pequeno-mal (crise de auséncia) e do tipo tonico-clonico
em humanos. A estricnina € um potente convulsivante e atua, principalmente, como
antagonista competitivo seletivo da inibicdo pos-sindptica mediada pela glicina. Sua principal
acdo € o aumento da excitabilidade reflexa da medula. A picrotoxina € um agente
convulsivante que bloqueia os canais de cloro ativados pelo acido gama-aminobutirico. Os
agentes convulsivantes foram administrados intraperitonialmente, apés 10 minutos da
administragdo intravenosa dos carbapenémcios Com o desenvolvimento deste trabalho,
podemos observar que o pré-tratamento com imipenem ou meropenem interfere com varios
sistemas de neurotransmissores quando os animais sdo submetidos a convulsdo induzida pela
pilocarpina na dose de 400mg/kg, pentilenotetrazol na dose de 55mg/Kg, estricnina 2mg/Kg e
picrotoxina 10mg/Kg. Tal efeito foi evidenciado através do aumento nos niveis de
aminodcidos excitatorios como o glutamato e, por outro lado, uma diminuigdo nos niveis de
aminoacidos inibitérios como o GABA reforcando a existéncia de uma possivel via
modulatdria desses aminoacidos no controle e desenvolvimento de crises epilépticas quando

ocorre o pré-tratamento com imipenem/cilastatina ou meropenem.

Palavras-chave: Imipenem/cilastatina. Meropenem. Convulséo.
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ABSTRACT

Epilepsy is the most common neurological disorder, affecting 50 million people worldwide,
40 million of them in developed countries. People of all races, genders, socioeconomic
conditions and regions are affected. The pilocarpine (P400) is a cholinergic agonist
characterized by inducing seizures evolving to status epilepticus, similar to human temporal
lobe epilepsy. The pentylenetetrazole (PTZ) is a GABA antagonist that mimics the small-mal
seizures (absence seizure) and tonic-clonic seizures in humans. The strychnine is a potent
convulsant and acts mainly as a selective antagonist of postsynaptic inhibition mediated by
glycine. Its main action is to increase the excitability of the spinal reflex . The convulsant
picrotoxin is an agent that blocks chloride channels activated by gamma-aminobutyric acid.
Convulsant agents were administered intraperitoneally, 10 minutes after intravenous
administration of carbapenémcios With the development of this work, we found that
pretreatment with imipenem or meropenem interfere with various neurotransmitter systems
when animals are subjected to seizures induced by pilocarpine at a dose of 400mg/kg,
55mg/Kg at a dose of pentylenetetrazole, strychnine and picrotoxin 10mg/Kg 2mg/kg. This
has been evidenced by increasing levels of excitatory amino acids such as glutamate and on
the other hand, a decrease in levels of inhibitory amino acids such as GABA reinforcing the
existence of a possible modulatory pathway of these amino acids in control and development

of seizure occurs when pre-treatment with imipenem or meropenem.

Key-Words: Imipenem / cilastatin. Meropenem. Convulsion.
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1 INTRODUCAO

1.1  Epilepsia

Epilepsia é o mais freqiiente distdrbio neuroldgico, atingindo 50 milhdes de pessoas
no mundo, 40 milhdes delas em paises desenvolvidos. Pessoas de todas as ragas, sexos,
condigdes socioeconémicas e regides sdo acometidas (SCOTT, 2001). Elas podem sofrer
consequiéncias profundas, inclusive morte subita, ferimentos, problemas psicoldgicos e
transtornos mentais. (MARCHETTI, DAMASCENO, 2000). Também a epilepsia se associam
problemas sociais e econémicos. Pode ser considerado um problema significativo de saude
publica (GOMES, 1997). Em recente estudo epidemioldgico, foi encontrado 29% de
prevaléncia de depressdo em pacientes com epilepsia (BLUM, 2002).

Crises convulsivas, por definicdo, sdo descargas sincronicas, de grande intensidade,
paroxisticas e excessivas de um grupo de neurbnios. Estas podem ser classificadas
clinicamente em duas categorias: parciais e generalizadas. A efetividade do tratamento
anticonvulsivante depende do tipo de convulsdo. As crises do tipo parcial originam-se em um
grupo pequeno de neurdnios que constituem o foco da convulsdo. Desta forma, a
sintomatologia depende da localizacdo do foco no cérebro. Estas crises podem ser do tipo
parcial simples (sem alteracBes na consciéncia) ou parcial complexa (com alteracfes na
consciéncia). As crises podem ter inicio focal e posteriormente generalizarem (envolverem o
cérebro como um todo), sendo nestes casos chamadas crises parciais complexas. As crises
generalizadas sdo aquelas em que ha o envolvimento, desde o inicio, de ambos os hemisférios
cerebrais (ENGEL, 2001).

As crises convulsivas podem se desenvolver com graus diferentes de envolvimento
muscular. O evento motor consiste em aumento ou reducdo da contragdo muscular. O
aumento da contracdo muscular pode ser do tipo tonico (significando contragdo muscular
mantida durante segundos ou minutos), clonico (contracbes musculares, seguidas de
relaxamento gerando abalos musculares sucessivos) ou mioclénicos (contracdes musculares
muito breves, semelhantes a choques). A diminuicdo da contracdo muscular caracteriza as

mioclonias negativas ou crises aténicas (ENGEL, 2001).
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A fisiopatologia da convulsdo ainda ndo esta completamente definida. Os modelos de
convulsdo em animais reproduzem alteraces comportamentais e eletroencefalograficas que
sdo semelhantes a crise convulsiva em humanos (BEN-ARI et al., 1980, 1981). Esses modelos
sdo utilizados para estudar o envolvimento dos sistemas de neurotransmissores como
moduladores da epileptogénese, como também permitem observar alteracOes
comportamentais, histopatologicas, e outros dados neuroquimicos relacionados ao processo
convulsivo (CAVALHEIRO et al., 1994; MARINHO et al., 1997, 1998, COSTA-LOTUFO
et al., 2002).

1.2 Neurotransmissao e epilepsia

1.2.1 Neurotransmissao Gabaérgica

O acido y-aminobutirico (GABA) € o principal neurotransmissor inibitorio do sistema
nervoso central de vertebrados. E sintetizado a partir do L-glutamato, numa reacdo de
descarboxilagdo catalisada pela enzima glutamato descarboxilase (GAD), enzima encontrada
apenas em neur6nios que sintetizam este neurotransmissor no cérebro. Apos ser sintetizado, o
GABA é empacotado dentro de vesiculas. Uma vez liberado na fenda sinéptica, 0o GABA liga-
se a seu receptor, causando hiperpolarizacdo, devido influxo de ClI- ou efluxo de K++, no
neurdnio pos-sinaptico (ROBERTS, 1976).

O GABA atua em dois tipos distintos de receptores: GABAA e GABAg. O receptor
GABAA consiste em um canal regulado por ligante, sensivel ao cloreto e é antagonizado pela
picrotoxina e bicuculina, ambas causando convulsées generalizadas (BORMANN, 1988;
SILVILOTTI; NISTRI, 1991). Os receptores GABAg sdo acoplados a proteina G e regulam
canais de K+ que quando ativados reduzem a condutancia ao célcio ou ativam 0s canais de
potassio (BORMANN, 1988; BOWERY, 1993).
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Os receptores GABAA sdo 0s de maior importancia por possuirem um papel central na
regulacdo da excitabilidade cerebral, através de seus efeitos inibitdrios, e, muitas drogas
importantes, tais como benzodiazepinicos, apresentam varios efeitos relacionados com este
receptor, tais como a sedacédo e a inducdo do sono, a redugéo da ansiedade e da agresséo, a
reducdo do tdnus muscular e da coordenacdo, efeito anticonvulsivante, além de amnésia
anterdgrada. Estes efeitos dos benzodiazepinicos ocorrem através da potencializacdo da
resposta ao GABA por facilitarem a abertura dos canais de cloreto ativados pelo GABA. Eles
se ligam de um modo especifico em um sitio regulador do receptor, distinto do sitio ligante do
GABA, e agem de modo alostérico, aumentando a afinidade do GABA pelo receptor.
(BOWERY, 1993)

O receptor GABAA é um canal ibnico acionado por ligante, consistindo de um
aglomerado pentamérico, construido pela associacdo de 18 ou mais subunidades diferentes. A
subunidade o do complexo pentamérico ocorre em seis isoformas (al-a6). Diferentes efeitos
benzodiazepinicos podem, assim, estar ligados a diferentes subtipos de receptores de GABAA,
sugerindo a possibilidade de desenvolvimento de novas substancias com efeitos mais seletivos
do que os benzodiazepinicos existentes (ROBERTS, 1976).

Alguns estudos sugerem o envolvimento do sistema GABAérgico na manutencdo e/ou
propagacao da epilepsia humana (COSTA-LOTUFO et al., 2002; ). O sistema GABAérgico
tem como neurotransmissor 0 GABA, este esta presente em todo o tecido cerebral, porém néo
em outros tecidos de mamiferos, exceto em quantidades minimas. No cérebro é um
importante neurotransmissor inibitério em quantidade abundante (aproximadamente 10
umol/g de tecido); no sistema nigroestriatal, porém, ocorre em concentragcdes menores (2 a 5
umol/g) em toda a substancia cinzenta (LUDDENS & WISDEN, 1991).

As ConexBes GABAEérgicas no hipocampo originam-se de ambos neur6nios
intrinsecos  (interneurdnios) e extrinsecos (projecdes) (FREUND; BUZSAKI, 1996).
Neur6énios contendo 0 GABA se constituem nos principais neurdnios inibitérios no cérebro e
sdo a vasta maioria dos interneurénios na formacdo hipocampal. Enquanto que os neur6nios
das camadas piramidais hipocampais sdo relativamente uniformes, 0s interneurdnios
GABAérgicos sdo caracterizados por sua diversidade nas caracteristicas morfologicas,
quimicas e fisioldgicas. (FUKUDA et al., 1997).
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FIGURA 1. Receptor GABAA
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Fonte: Adaptado de: www.niaaa.nih.gov/.../0/gaba_receptor.qgift
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1.2.2 Neurotransmissao colinéergica

A acetilcolina (Ach) é um mediador quimico de sinapses no sistema nervoso central
(SNC), no sistema nervoso periférico e também na juncdo neuromuscular. A Ach, seus
receptores e 0 aparato enzimatico responsavel por sua sintese e degradacdo constituem o
sistema de neurotransmissao colinérgica (BRUNEAU, AKAABOUNE, 2006).

A administragdo periférica de altas doses do agonista muscarinico colinérgico
pilocarpina produz convulsdes em roedores (MARINHO et al., 1997). O inicio dessas
convulsdes pode ser bloqueado pela atropina e atenuado pela inibi¢do da atividade colinérgica
enddgena (JOPE et al., 1986; 1992; MORRISETT et al., 1987a; MARINHO et al., 1997).
Assim, 0 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 alteracdes
comportamentais (MARINHO et al., 1997; 1998).

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

A clonagem génica revelou a existéncia de cinco tipos de receptores muscarinicos
(M1, M2, M3, M4, e M5) (BONNER et al., 1987; LIAO et al., 1989; NATHANSON et al.,
1999), sendo todos eles receptores acoplados a proteina G, onde os membros com numeragédo
(M1, M3, e M5), atuam através da via do fosfato de inositol, enquanto os de numeragéo par
(M2 e M4) operam inibindo a adenilato ciclase, portanto, reduzindo o AMPc intracelular
(PERALTA et al., 1987 e 1988; HULME et al., 1990; WESS et al., 1990).

Diversos estudos anatomopatolégicos do modelo colinérgico tém evidenciado
importantes alteragdes do tecido nervoso similares ao que se observa em humanos, sendo que
diferentes estruturas neurais sdo atingidas, tais como hipocampo, complexo amigdaloide,
cortex entorrinal e neocdrtex (TURSKI et al., 1983a). Tais alteracfes correspondem a

anormalidades dendriticas e axonais, acompanhadas da perda de neurdnios e de reagédo
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glidtica (CLIFFORD et al., 1987). A perda neuronal € principalmente evidente na regido
hipocampal CA1 e CA3 e no hilo do giro denteado, embora também ocorra em outras regides
enceféalicas (TURSKI et al., 1983).

As inervagBes colinérgicas hipocampais originam-se principalmente de corpos
celulares neuronais localizados no nucleo septal medial e ndcleo da borda vertical da banda
diagonal de Broca (AZNAVOUR et al., 2002).

FIGURA 2. Receptor Muscarinico
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Fonte:http://www.fag.edu.br/professores/yjamal/Farmacologia%2011/SNC.pdf
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1.2.3 Neurotransmissao glutamatérgica

O aminoécido glutamato, que, juntamente com o aspartato, € um dos mais abundantes
neurotransmissores excitatorios no SNC de mamiferos (ATTWELL, 2000; MELDRUM,
2000; TAPIERO et al., 2002; TZSCHENTKE, 2002). Muitos estudos realizados ao longo dos
Gltimos anos tém comprovado o papel da transmissdo glutamatérgica no desenvolvimento
neural, na plasticidade sinaptica fisioldgica (fundamental nos processos de aprendizado e
memoria), bem como na neuroplasticidade patologica (envolvendo reorganizacdo sinaptica e
morte celular) observados em processos como: isquemia, hipoglicemia, epilepsia, doencas
neurodegenerativas, dependéncia e tolerancia a drogas, dor neuropatica, ansiedade e
depressdo (MELDRUM, 2000; OTTERSEN & MATHISEN, 2000).

O glutamato é o neurotransmissor da via trissinaptica que compreende desde o cortex
entorrinal passando pelo giro denteado e CA3 para CAL e o subiculo. Ha trés familias de
receptores ionotropicos para glutamato: receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), o qual
intermedia lenta excitacdo voltagem-dependente e é de maior importancia para a potenciacdo
a longo prazo ; receptor D-L-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4- isoxalona-propionato (AMPA),
para excitacdo rapida; e o receptor cainato, cuja funcdo ainda nao é clara em detalhes
(ZILLES et al., 2000). Alem disso, foi posteriormente estabelecido que o glutamato, tambem,
se ligava a receptores metabotropicos — um tipo de receptor acoplado a um sistema
envolvendo a participagdo de proteinas G, que funciona através da liberacdo de segundos

mensageiros, 0s quais ativam canais iénicos presentes na membrana (DANBOLT, 2001).

Os receptores NMDA, AMPA e cainato sdo canais idnicos que abrem ap0s serem
ativados aumentando o influxo de Na+ ou de Na+ e Ca++ (DANBOLT, 2001). Além disso,
em situagdes patoldgicas em que o glutamato se acumula no espaco extracelular os receptores
NMDA séo implicados na neurotoxicidade glutamatérgica, conhecida como excitotoxicidade
(MELDRUM, 2000). Alguns estudos indicam o envolvimento do sistema glutamatérgico no
desenvolvimento e/ou na manutencdo de crises convulsivas, as quais estdo presentes no
fendmeno epiléptico (MILLAN et al., 1993; LING et al., 2001).

As concentraces de glutamato, tanto no meio extracelular como na fenda sinaptica,
sdo estritamente controladas por mecanismos envolvendo enzimas e transportadores de

glutamato em neurdnios e celulas gliais (DANBOLT, 2001). Em algumas condicdes
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patoldgicas, tais como estado de mal epiléptico, isquemia, e lesdo traumatica do cérebro e
medula espinhal, esses mecanismos sdo ineficazes em manter as concentracgdes fisioldgicas de
glutamato no tecido neural e o nivel deste neurotransmissor pode elevar-se varias vezes
aqueles de condigdes de homeostase tecidual, levando a morte celular por excitotoxicidade
(CHOI, 1988; CHOI, 1994; FERRAGUTI, 2006).

Figura 3. llustracao do receptor de glutamato do tipo NMDA.
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1.2.4 Neurotransmissao glicinérgica

A glicina € um aminoéacido ndo essencial com uma estrutura bastante simples
(NELSON; COX, 2000) e que desempenha dois papéis fundamentais no sistema nervoso
central: um deles € como neurotransmissor quimico, particularmente importante nas sinapses
inibitérias da espinal medula e tronco cerebral (SIEGEL et al., 1989) e o outro é como co-
agonista da transmissdo excitatoria no cerebro através da ativacdo dos receptores NMDA (N-
metil-D-aspartato), pertencentes a familia dos receptores de glutamato, que apresentam uma
resposta extremamente potenciada pela glicina (JOHNSON; ASCHER, 1987).

A glicina pode participar em diversos processos metabdlicos e € sintetizada a partir da
glucose, apesar do seu precursor imediato ser a serina. Varios estudos usando precursores
radioativos sugerem que a grande maioria da glicina encontrada no cérebro é originada pela
sintese de novo a partir da serina e ndo pelo transporte através do sangue (SIEGEL et al.,
1989).

Para a glicina sdo conhecidos, até ao momento, dois tipos de transportadores, o GlyT1
(glycine transporter 1), localizado na membrana dos astrocitos, (GUASTELLA et al., 1992) e
0 GlyT2 (glycine transporter 2) que existe na membrana dos terminais pré-sindpticos (LIU et
al., 1993). Ambos promovem a entrada da glicina nas células acompanhada do co-transporte
de ions sodio (Na+) e ClI- (ROUX; SUPPLISSON, 2000).
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1.3 Compostos carbapenémicos

Os carbapenémicos sdo uma classe de antimicrobianos estruturalmente relacionados
com a penicilina. Os principais agentes desta classe sdo imipenem, meropenem, ertapenem e
doripenem, além de outros como o farapenem que ainda ndo esta sendo comercializado no
Brasil. Possuem um largo espectro de acdo e constituem um arsenal terapéutico importante
contra as infeccdes causadas por bactérias Gram-negativas como as Enterobacteriaceae, e 0s
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores como o Acynetobacter spp e a Pseudomonas
aeruginosa. (GREER, 2008).

Os carbapenémicos agem inibindo a sintese da parede celular atraves de sua ligacdo as
proteinas ligadoras de penicilina (PBPs). Assim como 0s monobactamicos foram
desenvolvidos para vencer os microrganismos gram-negativos produtores de beta-lactamase
resistentes as penicilinas de amplo espectro e de espectro ampliado (BARTON, 2007).

Estudos clinicos demonstram a eficacia dos carbapenémicos no tratamento de varias
infeccOes incluindo infecgdes intra-abdominais complicadas, infeccdes de pele, pneumonia
adquirida na comunidade, pneumonia nosocomial, infeccdes do trato urinario complicadas,

meningites (somente meropenem) e febre neutropénica.

Considerando seu espectro de atividade e estabilidade a hidrdlise pela maioria das
B — lactamases incluindo as betalactamases de espectro ampliado (ESBL), os carbapenémicos
se destacam com grande importancia no uso hospitalar como antimicrobianos de reserva no
tratamento de infec¢Bes causadas por bactérias gram-negativas resistentes a outros agentes [3-
lactamicos. Desse modo, devem ser reservados para casos de infec¢des por germes resistentes
a alternativas, ja que sua utilizagdo ndo criteriosa tem levado ao surgimento de bactérias
resistentes, superinfec¢des por fungos oportunistas e maior mortalidade de pacientes criticos
por sepse grave e choque séptico, além de serem poderosos na producdo de B — lactamases
(BUSH, 1995; ARAKAWA, 2000).

Os efeitos adversos assemelham-se aos observados nos outros B-lactamicos, sendo a
nausea e 0s vomitos os mais frequentemente registrados. Pesquisas indicam um raro, mas
sério efeito adverso - a crise convulsiva. Alguns estudos associam este efeito ao uso excessivo

em pacientes com insuficiéncia renal.
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1.4 Imipenem/cilastatina

O Tienan® é um antibidtico B-lactdmico administrado intravenoso desenvolvido em
1980. Tem um espectro muito amplo de atividade. O imipenem pertence ao subgrupo de
carbapenémicos. E derivado de um composto chamado tienamicinico, que é produzida pela
bactéria Streptomyces cattleya (ERIC, 2008).

1.4.1 Descricéo

O composto original, a tienamicina, é produzido pelo microrganismo do solo
Streptomyces cattleya. O imipenem pertence aos carbapenémicos (subclasse dos
betalactdmicos); sua acdo bactericida € produzida por sua unido as proteinas que ligam
penicilina 1A, 1B, 2, 4, 5 e 6 nas membranas citoplasmaticas de Escherichia coli e a PBP 1A,
1B, 2, 4 e 5 de Pseudomonas aeruginosa, 0 que origina a inibicdo da sintese da parede da

célula bacteriana.

1.4.2 Farmacocinética

O imipenem tem uma farmacocinética linear, é lipofilico, e penetra rapidamente em
varios compartimentos corporais, incluindo as vias respiratorias, intra-abdominal, e
tecidos moles. Como outros antibidticos B-lactamicos, o imipenem tem um maior grau de
penetracdo nas meninges quando elas estdo mais permeaveis como no caso de uma
inflamacdo (GREER, 2008).

O imipenem, um dos mais antigos carbapenémicos, é frequentemente suscetivel a
degradacdo pela enzima diidropeptidase-1 (DHP-1) localizada no tubulo proximal, e assim
imipinem requer administracdo juntamente com um inibidor da DHP-1 como a cilastatina.
Adicdes posteriores a classe como 0 meropenem, ertapenem e doripenem tém apresentado
aumento na estabilidade a DHP-1 e assim sdo administradas sem um inibidor da DHP-1
(HIKIDA, 1992). O imipenem parece ter uma afinidade maior pelos PBP 1A, 1B e 2. N&o é
absorvido no trato gastrintestinal e s6 deve ser administrado por via parenteral. Sua unido as
proteinas € baixa. Metaboliza-se no rim e por hidrélise do anel betalactamico na célula tubular

ou no filtrado glomerular. Sua meia-vida aproximada é de 1 hora e a concentragdo plasmatica
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méaxima é de 14 a 24mg/ml, 21 a 58mg/ml e de 41 a 83mg/ml ap6s uma dose IV de 250mg,

500mg e 1g respectivamente, durante 20 minutos.

Figura.4 Estrutura quimica do Imipenem

HO

Fonte: http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.389924.html

1.5 Meropenem

O MERO (MERONEM®) ¢é um antibidtico indicado em adultos e criangas para o
tratamento das seguintes infeccBes causadas por Unicas ou mdaltiplas bactérias sensiveis e
como tratamento empirico anterior a identificacdo do microrganismo causador: Infec¢des do
trato respiratorio inferior, Infeccdes do trato urinario, incluindo infecgbes complicadas,
Infecgbes intra-abdominais, Infecgbes ginecoldgicas, incluindo infeccbes puerperais,
Infeccbes de pele e anexos, Meningite, Septicemia, Tratamento empirico, incluindo
monoterapia inicial para infecgdes presumidamente bacterianas, em pacientes neutropénicos,
InfecgOes polimicrobianas: devido ao seu amplo espectro de atividade bactericida contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, aerobias e anaerobias, meropenem ¢é Util para o
tratamento de infec¢des polimicrobianas. (HOFFMAN, 2009).
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1.5.1 Descricdo

O Meropenem pertence aos carbapenémicos, grupo de antibacterianos com um amplo
espectro de atividade contra bactérias gram-negativas, gram-positivas e anaerobicas. O
Meropenem tem eficacia clinica e bacteriolégica no tratamento de infec¢bes graves em

adultos e criangas.

1.5.2 Farmacocinética

Uma infusdo em voluntarios sadios resulta em picos de niveis plasmaticos de
aproximadamente 11 mcg/ml para doses de 250 mg; 23 mcg/ml para doses de 500 mg; 49
mcg/ml para doses de 1,0 g e 115 mcg/ml apos dose de 2,0 g. Apds administracdo 1V de 500
mg, 0s niveis plasmaticos de meropenem declinam até valores de 1 mcg/ml ou menos, 6 horas
apos a administracdo. Em individuos com funcéo renal normal, a meia-vida de eliminacdo de
meropenem € de aproximadamente 1 hora. A ligacdo de meropenem as proteinas plasmaticas
é de aproximadamente 2%. Aproximadamente 70% da dose IV administrada é recuperada
como meropenem inalterado na urina apos 12 horas. Depois desse periodo uma pequena
excrecdo urindria é detectavel. Meropenem possui um metabolito microbiologicamente
inativo. Meropenem tem boa penetragcdo na maioria dos tecidos e fluidos corporais, incluindo
o liquido cérebro-espinhal de pacientes com meningite bacteriana, alcangando concentracoes
acima das requeridas para inibir a maioria das bactérias. A biodisponibilidade de meropenem,
determinada pela area sob a curva (ASC), ap6s injecdo IM é de 93,8% (HORIUCHI, 2006;
PACKAGE, 2007).

1.5.3 Farmacodindmica

O Meropenem € um antibidtico carbapenémico para uso parenteral que penetra
rapidamente e amplamente em uma variedade de fluidos e tecidos corporais , também penetra
na barreira hemato-encefalica, embora, como com outros agentes p-lactimicos, a
permeabilidade é maior em pacientes com meningite e inflamacdo. E excretado
principalmente pelos rins com cerca de metade a trés quartos da dose excretados na urina e
mais um quarto excretado metabdlito microbiologicamente inativo . Ao contrario do

Imipenem, o Meropenem ¢é estavel contra hidrdlise pela desidropeptidase renal humana
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(DHP-1) e administracdo concomitante de cilastatina (inibidor DHP-1) ndo € necessaria
(JONES,2004).

1.5.4 Espectro de atividade

O Meropenem exerce sua acao bactericida interferindo com a sintese da parede celular
bacteriana vital para a bactéria. A facilidade com que penetra a parede celular das bactérias,
seu alto nivel de estabilidade para todas as serinaa -lactamases e sua atividade marcada para
as proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) explicam sua potente acdo bactericida contra um
amplo espectro de bactérias aerobicas e anaerdbicas.

O Meropenem em alguns pacientes pode reduzir os niveis de acido valpréico a niveis
sub-terapéuticos.( LUNDE, 2007).

Figura.5 Estrutura quimica do Meropenem

Fonte: http://www.drugs.com/ingredient/imipenem.html
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1.6 O uso racional dos antimicrobianos carbapenémicos

Os medicamentos sdo considerados, de acordo com Vieira (2006), a principal
ferramenta terapéutica para a recuperacdo ou manutengdo das condi¢bes de saude da
populacdo. Nao obstante, a Politica Nacional de Medicamentos aprovada atraves da Portaria
n° 3.916/98 traz como proposito para esse elemento “garantir a necessaria seguranga, eficacia
e qualidade destes produtos, a promocdo do uso racional e o0 acesso da populagdo aqueles
considerados essenciais”.

Dai vem a percepcao para o qué ele se propde diante do contexto salde-doenca e sua
relacdo risco-beneficio. O termo relagédo risco-beneficio é frequentemente usado como um
termo geral ligado a utilizacdo do medicamento. De acordo com Herxheimer (2000), risco é
uma palavra que se refere a probabilidade de um evento adverso ocorrer. Usualmente 0s
riscos de um medicamento sdo de origem e frequéncias diversas, comparados aos Sseus
beneficios. Para muitos medicamentos esses beneficios sdo limitados a poucas indicacOes e
pacientes de forma individual, geralmente resumindo-se a um simples beneficio do seu uso
em associagdo com riscos potenciais multiplos. (EDWARDS et al., 1996).

Os beneficios de um farmaco sdo normalmente quantificados por ensaios clinicos
controlados e as informacdes adicionais sobre seus riscos, apds essas condicdes ideais, sdo
insuficientes. A aceitabilidade dessa relacdo quando extrapolada para a populacdo em geral
dependerd das decisbes tomadas pelas autoridades regulatérias para liberacdo de sua
comercializacdo (EDWARDS et al., 1996). Quanto a seguranca dos medicamentos, como
mencionado por Coelho (1998), o problema é bem mais complicado, pois, em termos reais, a
utilizacdo de qualquer medicamento, mesmo daqueles considerados mais seguros, sempre
implicara em algum risco. Um risco aceitivel torna o medicamento relativamente seguro, dai
passando a ser considerado o seu grau de seguranga.

Dentre os problemas mais comuns relatados com o uso de medicamentos estdo as
reacOes adversas (PATEL; ZED, 2002). As Reacbes Adversas a Medicamentos (RAM) tem
sido um risco cada vez mais preponderante quando se fala em vigilancia terapéutica.
Sequencialmente ao risco, a Reacdo Adversa a Medicamentos (RAM) € “uma resposta nociva
e ndo intencional ao uso de um medicamento, que ocorre em doses normalmente utilizadas em
seres humanos para profilaxia, diagnéstico, tratamento de doencas ou modificacdo de funcéo
fisiologica” (WHO, 2000).
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Para minimizar os riscos de reacdes adversas a medicamentos e 0s custos com a
utilizacdo de medicamentos, estes devem ser usados de maneira racional.

Cada ano, muitos pacientes séo internados com risco de vida devido reagdes adversas
a medicamentos. Além disso, durante a segunda metade do século XX 6% a 7% dos
pacientes hospitalizados apresentaram uma reacgdo adversa grave Aproximadamente 5% das
internacdes por reacdes adversas foram fatais correspondendo aproximadamente 100.000
mortes nos Estados Unidos anualmente ( LAZARQOU, 1998).

Os idosos e pacientes infectados pelo HIV tem alto risco de reages. Muitas dessas
reacOes resultam em admissdo em unidade de terapia intensiva (UTI). Mais de 70% dos
pacientes na UTI recebem antibioticos para o tratamento ou profilaxia, muitas vezes sendo
este uso empirico e mais da metade destes pacientes sao polimedicados. ( FAULKNER, 2005;
PIRMOHAMED, PARK,2001) Portanto, atribuir uma determinada reagdo adversa a um
antibiotico especifico pode ser extremamente dificil, por envolver varios fatores que operam
em unissono, e podem nao ser percebidos pelos médicos.

Antibioticos carbapenémicos tém o potencial de causar convulsdes. Imipenem /
cilastatina, € um antibidtico carbapenémico, que tem alguma penetracdo no liquido
cefalorraquidiano (LCR) e € frequentemente associado com um aumento do risco de atividade
convulsiva em comparag¢do com outros carbapenémicos. Portanto, este pode, potencialmente,
limitar o uso de um antibidtico eficaz em pacientes com cuidados neurocriticos para
determinar o verdadeiro risco convulsivo induzido por drogas nesses pacientes em tratamento
de infeccdes sisttmicas ou meningite.( HOFFMAN et al.,2009).

Os antibidticos Carbapenémcios tém sido usados para tratar infecges desde meados
da década de 1980. Sua importancia tem aumentado com o tempo, especialmente com o
aumento da resisténcia a terceira geracdo de cefalosporinas. Desde entdo os carbapenémicos
permanecem ativos contra a maioria dos organismos gram-positivos e Gram-negativos, eles
sdo freqlientemente usados em pacientes criticamente doentes para tratamento empirico até
que informacbes mais especificas sobre a sensibilidade dos microorganismos estejam
disponiveis (MACKENZIE; CHAPMAN, 1994).

Pacientes com cuidados neurocriticos tém um risco aumentado de desenvolver a
atividade convulsiva devido a seus distlrbios subjacentes; portanto, a necessidade de
identificacdo e prevencdo de medicamentos que podem aumentar o risco de convulsdes séo
essenciais. Portanto, usando um abordagem baseada em evidéncias para selecdo de um agente

antimicrobiano de amplo espectro e eficaz, tal como um carbapenémico, para o tratamento de
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infeccbes graves pode ajudar a otimizar o atendimento do paciente e evitar indesejaveis
efeitos adversos das drogas (HOFFMAN et al.,2009).

As dificuldades para interrupcdo e adequagdo da antibioticoterapia (em particular a
antibioticoterapia empirica) em pacientes com infec¢fes de alta gravidade tém-se associado
ao aumento do tempo de uso de carbapenémicos em pacientes internados em UTI e ao
agravamento da multirresisténcia microbiana nos hospitais. A observacdo de aspectos
relacionados a epidemiologia das infeccdes hospitalares e das infeccdes adquiridas na
comunidade, a diversidade da farmacocinética e o espectro de acdo dos carbapenémicos
torna-se fator chave, tendo por objetivo o uso racional destes antimicrobianos
(ZHANEL,2005).

1.7 Convulsdes causadas pelos carbapenémicos

Os antibioticos podem , ocasionalmente, causar alteracGes agudas no sistema nervoso
periférico e central, dentre as disfungdes do sistema nervoso central, incluem convulsdes e
atividade mental anormal. Alucinagcfes, espasmos e convulsdes podem ser causadas por
antibidticos como a penicilina, imipenem-cilastatina, ciprofloxacina, e, raramente, outros f-
lactamicos (ENG, 1989).

Os carbapenémicos estdo associados com incidéncia de varios efeitos adversos graves
como anafilaxia, nefrotoxicidade, leucopenia, trombocitopenia, toxicidade dermatolégica e
diarréia, esses efeitos sdo mais frequentes quando comparados a neurotoxicidade.
(GRANOWITZ, BROWN, 2008).

Essas convulsGes podem ser o resultado da interferéncia dos beta-lactamicos com a

fung¢do do neurotransmissor inibitorio acido y-aminobutirico (CHOW, 2005).
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A penicilina G um antibiético da classe dos B-lactamicos pode causar toxicidade do
sistema nervoso central, quando administrado intravenosa em adultos em suspensdes com
mais de 20 a 50 milhdes de unidades por dia ( SNAVELY, 2008). Pacientes com funcgéo renal
anormal, hiponatremia, ou lesGes cerebrais pré-existentes podem apresentar sinais de
neurotoxicidade em doses mais baixas.

A dose maxima recomendada de imipenem-cilastatina em adultos com funcdo renal
normal é de 4 g por dia. As crises ocorrem mais regularmente com este agente do que com
outros B-lactdmicos. A incidéncia encontrada em humanos das crises sdo de 0,9% para 2,0%.
Ja os estudos realizados pds-comercializacdo apresentam um percentual de 0,1% para 0,15%
(FILE, 1987)

Estudos em animais confirmam que a neurotoxicidade com imipenem-cilastatina pode
ser notado em niveis substancialmente mais baixos no sangue do que com outros B-lactdmicos
(ENG, 1989) Alguns autores ndo recomendam o uso do imipenem/cilastatina em doses
superiores a 2 g por dia, exceto no tratamento de infec¢bes por Pseudomonas aeruginosa.
(GRANOWITZ, BROWN, 2008)

Os carbapenémicos sdo uma classe de antimicrobianos em que uma das reacOes
adversas, as convulsdes, sdo associadas ao tratamento e, portanto, vém gerando interesse
cientifico. Tem-se observado que o uso excessivo em pacientes com insuficiéncia renal pode
provocar convulsdes.

Alguns estudos ja apontam que o meropenem tem menos tendéncia a causar convulsdes
do que o imipenem. Logo, para uso em pacientes susceptiveis a desordens no SNC tem-se
prevalecido 0 uso do meropenem.

Entretanto, as bulas de ambos o imipenem / cilastatina e meropenem apresentam
similar incidéncia de crises convulsivas com base em estudos utilizados para aprovacgéo
dessas drogas. Dos 1723 pacientes avaliados que receberam imipenem / cilastatina houve
uma incidéncia de 0,4%. J& durante ensaios clinicos iniciais com meropenem de 2.904
pacientes tratados, houve uma incidéncia de convulsédo de 0,7% independentemente da relacédo
de drogas (PACKAGE, 2007a; PACKAGE, 2007b).

Uma revisdo da literatura de um estudo pediatrico é freqlientemente citado como

demonstrando o potencial neurotoxico de imipenem / cilastatina no tratamento de meningite.
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Este estudo mostrou, que doses de 25 mg / kg a cada 6 h, 7 das 21 (33,3%) criancas
tratadas com imipenem / cilastatina desenvolveu convulsées. Nenhuma das sete criancas que
apresentaram quadro convulsivo no estudo tinham doencas pré-existentes do sistema nervoso
central, insuficiéncia renal, ou trauma craniano. As doses utilizadas foram o limite superior
das doses recomendadas para criangas. O resultados deste estudo teve impacto no uso do
imipenem / cilastatina no tratamento de meningite (WONG, ROSS, 2007)

Outro estudo realizado com 204 pacientes em fase Il de investigacdo em que 0s
pacientes com distdrbios pré-existentes do SNC foram excluidos mostrou que ambos 0s
carbapenémicos foram bem tolerados, entretanto os eventos adversos relacionados com a
droga foram relatados em 10 (9%) dos pacientes tratados com meropenem e em 12 (12%) dos
pacientes tratados com imipenem/cilastatina(COLARDYN,FAULKNER,1996)

Em uma revisdo de banco de dados de 46 ensaios olhando para quase 5.000 pacientes
tratados com meropenem, a incidéncia global de convulsdes foi de 0,46% (n = 22) e crises
convulsivas consideradas relacionadas com meropenem foi de 0,08% (n = 4) . Esta revisao
também incluiu mais de 1.800 pacientes tratados com imipenem / cilastatina que em
comparacao apresentou uma crise global de incidéncia de 0,55% (n = 10) e associada a droga
incidéncia de 0,28% (n = 5). Notou-se que todos 0s quatro pacientes tratados com
meropenem que convulsionaram eram idosos e dois tiveram um clearance de creatinina baixa,
embora nenhum destes pacientes tinham doencas convulsivas pré-existentes. (NORRBY,
GILDON, 1999)

Em um grande estudo, incluindo > 6000 pacientes tratados com meropenem e outros
antibioticos, as taxas de convulsdo foram de 0,4% em cada grupo e 0,02% foi considerado
relacionado ao meropenem. Seis dos 15 casos de crises convulsivas com uso do meropenem
eram criangas com meningite bacteriana. Trés dessas criangas também tiveram transtornos
concomitantes do sistema nervoso central. Trés pacientes com crises convulsivas com 0 uso
do meropenem tiveram doencas do SNC sem meningite (HIKIDA, 1992). Por outro lado,
quando o meropenem foi comparado com ceftazidima / tobramicina para o tratamento de
infeccbes do trato respiratério, embora os pacientes de alto risco foram excluidos, a taxa de
convulsdo com o meropenem foi 2,9%( PESTOTNIK, 1993)
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Além disso, para assegurar a dosagem adequada de imipenem/cilastatina ,ndo deve ser
usado concomitantemente com varios medicamentos, que incluem o acido valproico,
ciclosporina, e ganciclovir, pois 0 uso de imipenem / cilastatina com acido valpréico pode
causar uma reducdo clinicamente significativa na concentracdes de &cido valproico, o que
pode resultar em diminui¢cdo no controle das crises. O uso combinado de ciclosporina e
imipenem / cilastatina pode aumentar os efeitos adversos neurotoxicos, bem como o uso
concomitante de ganciclovir e imipenem/cilastatina também ndo é recomendado devido ao
risco aumentado de atividade convulsiva .( HOFFMAN et al,2009).

Portanto, o objetivo do presente estudo é investigar um serio efeito adverso dessa
classe de antimicrobianos, as convulsdes. Para tal, o estudo tera como base a comparagao
entre os efeitos de carbapenémicos sobre as convulsdes induzidas em varios modelos animais

de convulsdo e a investigagdo das areas cerebrais envolvidas.

1.8 Modelos experimentais de convulsées em animais, sistemas e mecanismos envolvidos

Sabe-se que atividade convulsiva estd associada a mudancas bioquimicas em algumas
areas cerebrais ¢ afeta diversos neurotransmissores: dopamina, glutamato, serotonina, acido y-
aminobutirico (GABA) (CAVALHEIRO et al., 1994); o metabolismo dos carboidratos; os
sistemas de segundos mensageiros e a expressdo génica, processos envolvidos na
fisiopatologia das alteragdes neuronais (SIMONIC et al., 2000).

Para a investigacdo de aspectos relacionados as convulsdes, existem varios modelos

experimentais em animais, que afetam sistemas como: Sistema Gabaérgico, Sistema
Glutamatérgico, Sistema Colinérgico e as vias da Glicina envolvidos na ocorréncia de
convulsdes

Desde a década de 1960, os modelos experimentais servem como screening
farmacologico de drogas antiepilépticas (WHITE, 1997), contribuindo, paralelamente, com
informacdes a respeito dos mecanismos envolvidos na génese e manutencao das crises. De um
modo geral, dois fatores sdo cruciais em estudos desta natureza: a escolha do modelo
experimental e as drogas a serem estudadas.

Nas décadas de 80 e 90, dois modelos foram extensamente utilizados: o modelo da
pilocarpina e 0 modelo do acido cainico, e ambos replicam caracteristicas fenomenolégicas
das epilepsias humanas do lobo temporal (TURSKI et al., 1983a; 1989). A administragdo
local ou sistémica desses compostos resulta em um padrao de crise limbica duradoura bastante
caracteristica (status epilepticus), que apds um periodo conhecido como silencioso (de 3 a 14
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dias), leva o animal a apresentar crises espontaneas e recorrentes (TURSKI Et al., 1983). 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 convulsdo
febril.

O modelo de convulsGes decorrentes da administracdo do agonista muscarinico,
pilocarpina, em roedores assemelha-se, em muitos aspectos, a epilepsia “lobo-temporal”,
“psicomotora” ou “limbica”, como, por exemplo, nos padrdes eletroencefalogréficos,
comportamento e sequelas morfolégicas (LEITE et al., 1990; CAVALHEIRO et al., 1991).

A epilepsia do lobo temporal humana € uma desordem cronica, freqiientemente
associada a um estimulo inicial precipitante como estado epiléptico, trauma e convulsdes
febris prolongadas (ENGEL; PEDLEY, 1997). E um dos distirbios neuroldgicos mais
comuns, apresentando taxa de prevaléncia de 5% (DELORENZO et al., 2001).

De uma maneira geral, as convulsdes induzidas por pilocarpina podem produzir danos
neuronais em diversas areas e, especialmente, nas estruturas limbicas, causando perda
neuronal no hipocampo, amigdala, cortex piriforme, cértex entorrinal, septum lateral, tdlamo,
neocOrtex e substancia negra, sugerindo o envolvimento de diferentes areas durante o
estabelecimento do processo epiléptico (BORELLI et al., 2002; CLIFFORD et al., 1987,
HONCHAR et al., 1990; MARINHO et al., 1997; TURSKI et al., 1983).

As convulsdes induzidas pela administracdo sistémica da estricnina consistem apenas

extensdes tbnicas. A estricnina € um potente convulsivante e atua, principalmente, como
antagonista competitivo seletivo da inibicdo pds-sindptica mediada pela glicina. Sua principal
acdo é o aumento da excitabilidade reflexa da medula (QUINTANS-JUNIOR & MELLDO,
2006).

Pentilenotetrazol (PTZ) é uma das principais substancias indutoras de convulsdo que
sdo utilizadas na triagem pré-clinica de novos farmacos anticonvulsivantes, podendo ser
utilizada como modelo de crises generalizadas do tipo auséncia ou mioclénicas como de
crises tonico-clonicas( QUINTANS-JUNIOR & MELLO, 2006; SMITH et al, 2007). O PTZ
atua inibindo canais de cloreto associados aos receptores GABA (LOSCHER et al, 1998).0
desenvolvimento de benzodiazepinicos e barbitaricos no tratamento das crises convulsivas
veio a partir de estudos com 0 PTZ (LOSCHER & SCHMIDT, 1988).



Quadro 1. Modelos experimentais para avaliacédo de drogas
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MODELO
EXPERIMENTAL
(ANO DA DESCRICAO)

TIPO DE EPILEPSIA

SITUACAO

Estricnina (1900)

Crises com foco cortical

Agudo. Extensdes tonicas.
Antagonismo competitivo da
glicina. Excitabilidade reflexa
da medula aumentada.

Pentilenotetrazol
(1960)

(PTZ)

Pequeno mal e crises
generalizadas

Agudo.

Crises generalizadas de
auséncia ou miocldnicas e
crises tdnico-clonicas.
Inibicdo de canais de cloreto
associados ao GABAA.

Picrotoxina (1960)

Epilepsias do lobo temporal

*)

Agudo e crénico (*).
Epilepsia focal recorrente.
Crises parciais ou de
auséncia. Antagonismo dos
receptores GABAEérgicos.

Bicuculina (1970)

Epilepsia de longa duragéo

*)

Agudo e cronico (*).
Epilepsia de longa duracéo.
Antagonismo de GABAA.

Substancias colinomiméticas
(1949)

Epilepsias focais e do lobo
temporal

Agudo e cronico.

A administracdo sistémica de
pilocarpina pode desenvolver
status epilepticus. Mimetiza a
epilepsia do lobo temporal
nos achados histopatoldgicos,
eletrograficos, manifestacGes
comportamentais e padrdo

de resposta a terapéutica.

Legenda: (*) quando aplicada na amigdala.
Fontes: Adaptados de Queiroz et al., 2002; Quintans-Janior et al., 2007.




46

1. Relevancia e justificativa

O imipenem / cilastatina, € um carbapenémico muitas vezes visto por aumentar o risco
de atividade convulsiva em relacdo ao meropenem em pacientes com cuidados neurocriticos.
Portanto, é necessario determinar se a evidéncia suporta esta percepcao e limita as opcles
para o tratamento de infecc¢des nesta populagéo. Logo, o estudo comparativo dos componentes
da classe dos carbapenémicos no que se refere aos estudos de seguranca e eficacia apresenta-
se como componente base para a escolha do uso adequado desses medicamentos.

Pacientes com cuidados neurocriticos tém um risco aumentado de desenvolver a
atividade convulsiva devido a seus distlrbios subjacentes; portanto, a necessidade de
identificacdo e prevencao no uso de medicamentos que podem aumentar o risco de convulsdes
sdo essenciais, dessa forma utilizando uma abordagem baseada em evidéncias para selecao de
um agente antimicrobiano de amplo espectro e eficaz, tal como um carbapenémico, para o
tratamento de infeccOes graves pode ajudar a otimizar o atendimento do paciente e evitar
indesejaveis efeitos adversos das drogas.

Os carbapenémicos elevam o risco de episddios convulsivos, ndo apenas em pacientes
neurocriticos, mas, em criancas, idosos, portadores de HIV, em pessoas com doencas ou
traumas no sistema nervoso central e pessoas com disfungéo renal.

Devido a importancia farmacoterapéutica destes farmacos enquanto antimicrobianos é
importante ser investigado a prevaléncia desse efeito entre os agentes da classe. Tendo como
parametro a relacéo risco- beneficio, onde o efeito terapéutico supere qualquer efeito danoso,
é que, com o presente estudo, almeja-se contribuir para o uso racional dos antimicrobianos,
através da busca do conhecimento que possibilite conhecer a reagdo adversa citada, bem como
0 mecanismo do efeito entre os carbapenémicos, visando a prevencdo deste grave efeito
adverso.

Nesse contexto, o presente trabalho investigou, atraves de modelos experimentais em
animais, 0os mecanismos desse importante efeito adverso dos carbapenémicos, as convulsoes,
a fim de contribuir com informagdes que auxiliem no conhecimento para o processo de
decisdo da escolha terapéutica mais segura e adequada desses medicamentos para 0S
pacientes, fazendo-se, entdo, uma avaliacdo de risco - beneficio. Também, acreditamos que
nossos achados, principalmente sobre os mecanismos envolvidos nessas convulsdes, poderéo

fornecer subsidios para estudos envolvendo estratégias de inovacgdo terapéutica e tecnologia
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farmacéutica, como por exemplo, a possibilidade de desenvolvimento desses antimicrobianos
associados, na sua formulacdo, com outras substancias/moléculas, e que desta forma possam
ser capazes de minimizar ou inibir os efeitos adversos, propiciando melhor utilizagdo de suas

acOes farmacoldgicas e terapéuticas.
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“Que os vossos esforcos desafiem as impossibilidades, lembrai-vos de que as grandes coisas
do homem foram conquistadas do que parecia impossivel.
(Charles Chaplin)

OBJETIVO
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar as convulsbes causadas pelos compostos carbapenémicos, investigando 0s
mecanismos e sistemas de neurotransmissdao envolvidos através de modelos experimentais em
animais.

3.2 Especificos

- Realizar estudo comportamental dos animais tratados agudamente com os antimicrobianos
carbapenémicos imipenem/cilastatina ou meropenem em diferentes modelos de convulsao,
observando parametros como laténcia de primeira convulsdo e laténcia para a morte.

- Investigar os provaveis mecanismos envolvidos nas convulsdes causadas pelos
carbapenémicos e seus sistemas de neurotransmissdo relacionados, utilizando diferentes
modelos animais de convulsdes e avaliacdo dos niveis de aminoacidos;

- Investigar atividade da acetilcolinesterase em cortex pré-frontal, hipocampo e corpo
estriado de animais pré-tratados ou ndo com imipenem ou meropenem e/ou pilocarpina.
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“A percepg¢do do desconhecido é a mais fascinante das experiéncias. O homem que ndo tem
os olhos abertos para o misterioso passarda pela vida sem ver nada.”
(Albert Einstein)

MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos swiss (29-349), adultos, do sexo masculino, pesando
entre 29-34g, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard, acondicionados em caixas de
propileno 26 + 2°C, com ciclos claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo racdo padrdo
(Purina Chow) e agua “ad libitum”. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara, sob o

protocolo nimero 14/09.

4.1.1 Via de administracdo dos carbapenémicos em camundongos

A administracdo via intravenosa é feita diretamente na corrente sangliinea, por meio de
vasos superficiais. As solucdes a serem aplicadas ndo devem ser irritantes e o veiculo deve ser
do tipo aquoso. A veia da cauda € o vaso sanguineo de escolha em camundongos nédo
anestesiados; entretanto, sua perfuracdo requer habilidade e pratica. O movimento do animal
também pode ser contido dentro de um pequeno recipiente para facilitar a administracéo.
Estes devem ser selecionados cuidadosamente para ter um tamanho adequado para o animal a
ser injetado. Muito pequeno dispositivo pode resultar em ferimentos ao animal, e pode
interferir com 0s movimentos respiratorios. Muito grande é limitador também, pois pode
resultar em ferimentos, causados por movimentos durante a contencdo. A visualizagdo da veia
é facilitada por procedimentos como a imersdo da cauda em agua quente a 40-50 © C por
alguns segundos ou proximidade de uma lampada quente. Apds o uso, os dispositivos de
retencdo devem ser cuidadosamente limpos, para evitar estresse ou infeccdo cruzada. A via
intravenosa é utilizada para a administracdo de solugdes, diretamente em circulacdo sanguinea
e 0s niveis de concentracdo plasmatica podem ser precisamente controlados, levando em
consideracdo parametros como peso, idade e sexo. O volume méaximo (ml) para

administracdo de drogas em camundongos adultos na veia caudal- 0,2 ml .
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Figura 6. Dispositivo de retencéo para administracdo via intravenosa na veia caudal de
camundongos.

Fonte: http://www.procedureswithcare.org.uk/
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4.2  Drogas e reagentes utilizados

4.2.1 Imipenem/cilastatina (Tienan®) e Meropenem (Meronem®) dissolvidos em solugéo
salina a 0,9% com concentragdo de 20mg/ml

4.2.2 Pilocarpina / Cloridrato de pilocarpina (Sigma Chemical Co,USA) dissolvida em

solucdo salina a 0.9%, obtendo-se uma concentracao final de 40mg/mL.

4.2.3 Pentilenotetrazol (Sigma Chemical Co.,USA) dissolvida em solugéo salina a 0.9% ,
obtendo-se uma concentragéo final de 5.5 mg/mL.

4.2.4 Estricnina (Sigma Chemical Co.,USA) dissolvida em agua destilada , obtendo-se

uma concentragéo final de 0.2 mg/mL.

4.2.5 Picrotoxina (Sigma Chemical Co.,USA) , obtendo-se uma concentragdo final de 1

mg/mL.

4.2.6 Valproato de sodio (200 mg/Kg)



4.3  Equipamentos utilizados
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Equipamentos

Origem

Balanca Analitica

Modelo H5, Mettler, Suica

Balanga para animais

Filizola, Brasil

Crondmetro

Incoterm, Brasil

Deionizador

USF, Elga, USA

Freezer a-70°C

Modelo ULT 2586-3D14, Revco Scientific, Inc.
Asheville, N.C., USA

Medidor de pH, modelo B374

(Micronal, SP, Brasil);

Cubetas para leitura em spectrofometro

(Sarstedt, Alemanha Oriental);

Pipetas Automaticas

H.E., Dinamarca

Homogeneizadores manuais

Bellico, USA

Sonicador

Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments Inc.,
USA

Vidrarias

Pirex, Brasil

Bomba para HPLC

LC - 10AD Shimadzu Corp., Japan

Agitador de tubos

Modelo 251, FANEN, SP, Brasil

Centrifuga refrigerada

Modelo Marathon 26 KMR, Fisher Scientific

Degaseificador

DGU-22

Detector eletroquimico

L-ECD-62%, Shimadzu Corp., Japan

Equipamento de Millipore para filtragdo a vacuo

Millipore Apparatus, Bedford, MA, USA

Espectrofotdmetro (Modelo Beckman DU, Fullerton, CA, USA) com medidor de absorbancia digital e

outros acessorios (acoplado ao sistema de modernizacao Gilford, Oberlin, Ohio, USA);

Equipamento de HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Performance — Detector eletroquimico
(Shimadzu, Japéo), e Eletrodo de Carbono (Shimadzu); Integrador
(C-R6A Chromatopac, Shimadzu, Japao); Injetor (Shimadzu Corp., Japdo);
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4.4 Modelos experimentais de convulsées em animais
4.4.1 Teste da convulséo induzida por pentilenotetrazol

Os animais receberam injecdes intravenosas de imipenem (IMIP) ou meropenem
(MERO), nas doses 250 ou 500mg/kg ou, ainda, do veiculo de dissolucdo dessas drogas
(solucdo salina — NaCl 0,9%). Apds 10 minutos da Gltima injecdo das drogas ou veiculo foi
administrado pentilenotetrazol 55mg/Kg (PTZ55) por via intraperitoneal (OJEWOLE, J.
2008). O acido valproico (200 mg/Kg , i.p.) foi usado como padrdo positivo. Logo apés a
administracdo de PTZ55, os animais foram colocados em gaiolas individuais e observados por
um periodo de 30 minutos. Os parametros analisados foram: laténcia da convulsédo (tempo
entre a administracdo do PTZ55 até a primeira convulsdo clénica ou tdnico-clénica) e a
laténcia de morte dos animais (tempo decorrido da administracdo do PTZ55 e morte dos

animais). Tempo em segundos. (Quadro3)

QUADRO 2 - Esquema do teste convulsdo induzida por pentilenotetrazol

/% Pentilenotetrazol

7 (55 mg/kg; i.p)

{fﬂ' 10 ou 30 min

Imipenem ou meropenem (250 e 500 mg /Kg, 1V.)
,0u veiculo (salina 0,9%) ou acido valproéico
(200 mg/kg, ip)

Laténcia da Convulséo (s)
e
Laténcia de Morte (s)



Quadro 2.1. Droga utilizada e via de administragao
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Droga

Imipenem/cilastatina

Meropenem

Pentilenotetrazol

Acido Valproéico

Dose

250mg/Kg
500mg/Kg

250mg/Kg
500mg/Kg

55mg/Kg

200mg/Kg

Via de Administracgéo

Via endovenosa
Via endovenosa

Via endovenosa
Via endovenosa

Via intraperitoneal

Via intraperitoneal

Abreviatura

IMIP 250+PTZ55
IMIP 500+PTZ55

MERO 250 +PTZ55
MERO 500 +PTZ55

PTZ

VPA+PTZ55

Quadro 2.2. Grupos experimentais

Grupos experimentais

Grupo veiculo

Controle PTZ55

IMIP 250 + PTZ55
IMIP500+PTZ55

MERO 250 + PTZ55
MERO500+PTZ55

Controle positivo

Drogas utilizadas

Nacl 0,9%

Nacl 0,9% + Pentilenotetrazol 55mg/Kg

Imipenem/cilastatina 250 ou 500 mg/Kg + Pentilenotetrazol

55mg/Kg

Meropenem250 ou 500mg/Kg + Pentilenotetrazol 55mg/Kg

Acido Valpréico 200mg/Kg
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4.4.2 Teste da Convulsao induzida por picrotoxina

Os animais receberam injecOes intravenosas de Imipenem (IMIP) ou meropenem
(MERO), nas doses 250 ou 500mg/kg ou, ainda, do veiculo de dissolu¢do dessas drogas
(solucdo salina — NaCl 0,9%). Apds 10 minutos da Ultima injecdo das drogas ou veiculo foi
administrado picrotoxina 10 mg/Kg (PICRO10) por via intraperitoneal (APRISON et al,
1987).0 Acido Valpréico (200 mg/Kg , i.p.) foi usado como padrdo positivo. Logo ap6s a
administragcdo de ESTRIC2, os animais foram colocados em gaiolas individuais e observados
por um periodo de 30 minutos. Os parametros analisados foram: laténcia da convulsao (tempo
entre a administracdo do PICRO10 até a primeira convulsdo clénica ou tonico-cl6nica) e a
laténcia de morte dos animais (tempo decorrido da administracdo do PICRO10 e morte dos

animais). Tempo em segundos.

QUADRO 3 - Esquema do teste convulséo induzida por picrotoxina.

fﬁ% Picrotoxina
(20 mg/kg; i.p)
y o —/

£ 10 ou 30 min |

Imipenem ou meropenem (250 e 500 mg /Kg, 1V.),ou

veiculo (salina 0,9%) ou &cido valpréico
(200 mg/kg, ip)

Laténcia da Convulséo (s)
e
Laténcia de Morte (s)




Quadro 3.1. Droga utilizada e via de administragao
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Droga
Imipenem/cilastatina
Meropenem
Picrotoxina

Diazepam

Dose

250mg/Kg
500mg/Kg

250mg/Kg
500mg/Kg

10mg/Kg

2mg/kg

Via de administracao

Via endovenosa
Via endovenosa

Via endovenosa
Via endovenosa

Via intraperitoneal

Via intraperitoneal

Abreviatura

IMIP 250+PICRO10
IMIP 500+PICRO10

MERO 250 +PICRO10
MERO 500 +PICRO10

PICRO10

DZP+ PICRO10

Quadro 3.2. Grupos experimentais

Grupos xperimentais

Veiculo

Controle PICRO10

IMIP 250+PICRO10
IMIP500+PIICRO10
IMIP 250+PICRO10
IMIP 500+PICRO10

Controle positivo

Drogas utilizadas

Nacl 0,9%

Nacl 0,9%-+Picrotoxina 10mg /Kg

Imipenem/cilastatina 250 ou 500mg/Kg +Picrotoxina 10mg /Kg

Meropenem 250 ou 500mg/Kg +Picrotoxina 10mg/Kg

Acido Valprdico 200mg/Kg
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4.4.3 Teste da convulsdo induzida por estricnina

Os animais receberam injegOes intravenosas de imipenem (IMIP) ou meropenem
(MERO), nas doses 250 ou 500mg/kg ou, ainda, do veiculo de dissolu¢do dessas drogas
(solucdo salina — NaCl 0,9%). Apds 10 minutos da Gltima injecdo das drogas ou veiculo foi
administrado estricnina 2mg/Kg (ESTRIC2) por via intraperitoneal (APRISON et al,
1987).0 4cido valpréico (200 mg/Kg , i.p.) foi usado como padrdo positivo. Logo apds a
administragcdo de ESTRIC2, os animais foram colocados em gaiolas individuais e observados
por um periodo de 30 minutos. Os parametros analisados foram: laténcia da convulsao (tempo
entre a administracdo do ESTRIC2 até a primeira convulsdo clénica ou tonico-cl6nica) e a
laténcia de morte dos animais (tempo decorrido da administracdo do ESTRIC2 e morte dos

animais). Tempo em segundos.

QUADRO 4 - Esquema do teste convulséo induzida por estricnina

/%?Q Estricnina

[\,.,‘ (2 mg/kg; i.p)

o —

A 10 ou 30 min |

Imipenem ou meropenem (250 e 500 mg /Kg, 1V.)

,ou veiculo (salina 0,9%) ou acido valpréico
(200 mg/kg, ip)

v

Laténcia da Convulséo (s)
e

Laténcia de Morte (s)




Quadro 4.1. Droga utilizada e via de administracao

60

Droga
Imipenem/cilastatina
Meropenem
Estricnina

Acido Valproéico

Dose

250mg/Kg
500mg/Kg

250mg/Kg
500mg/Kg

2mg/Kg

200mg/kg

Via de Administracéo

Via endovenosa
Via endovenosa

Via endovenosa
Via endovenosa

Via intraperitoneal

Via intraperitoneal

Abreviatura

IMIP 250+ESTRIC2 IMIP
500+ESTRIC2

MERO 250 +ESTRIC2
MERO 500 +ESTRIC2

ESTRIC2

VPA200+ ESTRIC2

Quadro 4.2. Grupos experimentais

Grupos experimentais

Veiculo

Controle ESTRIC2

IMIP 250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

IMIP 250+ESTRIC
IMIP 500+ESTRIC

Controle positivo

Drogas utilizadas

(Nacl 0,9%)

Nacl 0,9%-+Estricnina 2 mg/Kg

Imipenem/cilastatina 250 ou 500mg/Kg + Estricnina 2mg/Kg

Meropenem 250 ou 500mg/Kg+Estricnina 2mg/Kg

Acido Valprdico 200mg/Kg
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4.4.4 Teste da convulsdo induzida por pilocarpina (modelo colinérgico)

Os animais receberam injegOes intravenosas de imipenem (IMIP) ou meropenem
(MERO), nas doses 250 ou 500mg/kg ou, ainda, do veiculo de dissolugdo dessas drogas
(solucdo salina — NaCl 0,9%) . Apds 10 minutos da ultima injecdo das drogas ou veiculo foi
administrado Pilocarpina 400mg/Kg(P400) por via intraperitoneal (TURSKI et al., 1983).0
acido valproico (200 mg/Kg , i.p.) foi usado como padrdo positivo. Logo apds a
administracdo de P400, os animais foram colocados em gaiolas individuais e observados por
um periodo de 60 minutos. Os pardmetros analisados foram: laténcia da convulsdo (tempo
entre a administracdo do P400 até a primeira convulsao clénica ou tdnico-clonica) e a laténcia
de morte dos animais (tempo decorrido da administracdo do P400 e morte dos animais).

Tempo em segundos.

QUADRO 5 - Esquema do teste convulsdo induzida por pilocarpina

, /‘%X Pilocarpina

¢ iy (400 mg/kg; i.p)

‘ o _/

£ 10 ou 30 min |

Imipenem ou meropenem (250 e 500 mg /Kg, 1V.)

,0u veiculo (salina 0,9%) ou acido valproico
(200 mg/kg, ip)

Laténcia da Convulséo (s)
e
Laténcia de Morte ()




Quadro 5.1. Droga utilizada e via de administragao
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Droga
Imipenem/cilastatina
Meropenem
Pilocarpina

Acido valpréico

Dose

250mg/Kg
500mg/Kg

250mg/Kg
500mg/Kg

400mg/Kg

200mg/kg

Via de Administracgéo

Via endovenosa
Via endovenosa

Via endovenosa
Via endovenosa

Via intraperitoneal

Via intraperitoneal

Abreviatura

IMIP 250+P400 IMIP
500+P400

MERO 250 + P400
MERO 500 + P400

P400

VPA200+P400

Quadro 5.2. Grupos experimentais

Grupos experimentais

Veiculo

Controle P400

IMIP 250 + P400
IMIP500+P400

MERO250+ P400
MEROS500+P400

Controle positivo

Drogas utilizadas

(Nacl 0,9%)

(Nacl 0,9%) +Pilocarpina 400mg/Kg

Imipenem/cilastatina 250 ou 500mg/Kg + Pilocarpina

400mg/Kg

Meropenem 250 ou 500mg/Kg + Pilocarpina 400mg/Kg

Acido Valprdico 200mg/Kg




63

4.5 Dissecacdo das areas cerebrais

Depois da morte dos animais, 0s encefalos foram retirados e rapidamente colocados
sobre papel aluminio em uma placa de Petri com gelo. Para a retirada do Coértex pré-frontal
(CPF), a porcao anterior dos lobos frontais (em torno de 1,5mm a partir do bulbo olfatério) foi
removida e feita uma seccdo bilateral com o auxilio de uma tesoura de microdisseccao
(MACHADO, 1985).

Como as areas corticais dos ratos/camundongos sdo geralmente menos evoluidas,
menos diferenciadas e menos segregadas que o cortex cerebral de primatas existia uma
controveérsia na literatura se roedores, realmente, possuiam cértex pré-frontal. A conclusdo
(UYLINGS et al., 2003) é que estes animais possuem um cértex frontal que pode ser definido
anatomicamente e funcionalmente como coértex pré-frontal, o qual é subdividido em uma
regido orbital-simile e outra regido que pode incluir as estruturas dorsolateral e anterior

cingulado-simile.

Apos a retirada do CPF, acompanhando a fissura sagital mediana, a camada cortical
cerebral foi rebatida das leptomeninges com o auxilio de uma pinca reta de microdissecacao, a
qual, progredindo delicada e tangencialmente aos ventriculos laterais, divulsionou o cértex em
toda a sua extensdo fronto-occipital. O cortex ja divulsionado foi rebatido para os lados,
expondo regido hipocampal (HC) e parte do corpo estriado (CE). O hipocampo e o corpo
estriado (caudado, putamen e nicleo acumbens) foram isolados das estruturas circunjacentes
por divulsionamento com uma tesoura de microdissecacdo, sendo a retirada orientada pelo

didmetro da porcéo tuberosa visivel desses nucleos, apds o rebatimento lateral do cortex.

Terminada a dissecacdo, cada area cerebral (cortex pré-frontal, hipocampo, corpo
estriado) foi acondicionada em papel aluminio devidamente identificado, pesado e conservado
a -70 °C para uso posterior. Quando necessaria a estocagem por um determinado periodo de
tempo (no méximo 6 meses a -70 °C) os tecidos foram considerados como tendo a mesma
viabilidade para experimentagdo que os ensaiados imediatamente ou 24 h apds a dissecacdo
(BURKE GREENBAUN, 1987).



QUADRO 6 — Areas cerebrais dissecadas

| Cortex pré-frontall

FONTE: Venancio, 2009.

Corpo estriado
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DOSAGEM DE AMINOACIDOS COM HPLC

4.6.1 Procedimento experimental

Para determinagdo dos niveis de aminoacidos, foram retiradas as areas cerebrais
correspondentes ao cortex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado para a posterior preparacdo
dos homogenatos. Para a preparacao do homogenato, foi utilizado um volume de 10% da area

em acido perclérico 0,1M.

46.2 Método

As determinacfes de aminoéacidos 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, 5u que percorria a coluna
a uma velocidade de 1.0 ml/min. A fase mével A consistiu em 50mM NaH,PO, em 20% de
metanol ajustada para PH de 5,5. A fase movel 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 0.22pum.

4.6.3 Preparo dos padres dos aminoacidos

Todos os aminoacidos foram preparados nas concentra¢es de 2,5 mmol/L ou 2,5
mM. Glutamato, aspartado, glicina, taurina e GABA foram solubilizados em acido perclorico
0,1 M.

O é&cido perclérico foi preparado adicionando 1,8 mL do acido e completado o

volume para 300 mL com agua mili-Q.



66

4.6.4  Preparo das amostras:

Para o preparo das amostras, foi utilizado homogenatos cerebrais a 10% em acido
perclorico 0.1M. Apos o preparo, estes foram centrifugados a 14000rpm durante 30 minutos e

0 sobrenadante filtrado em filtros milipore 0.22um.

4.6.5  Solucdo de derivatizacao:

13.5mg de OPA foi dissolvido em 250ul de etanol, juntamente com 10ul de 2-
mercaptoetanol, o volume da solucdo foi entdo completado para 2.25ml com tampéo borato,
pH 9.,3. A solugéo foi filtrada com o milipore 0.22um. A solucéo foi acondicionada em vidro
ambar no refrigerador, por no maximo uma semana. Para as derivatizagdes, 20ul da amostra

foi diluida em 20ul de OPA e injetada no HPLC ap6s um minuto de agitacao.

Figura 7 - Aparelho de HPLC (High Performance Liquid Cromatography). Laboratério
de Neurofarmacologia do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Ceara (UFC).



Os

67

4.7 Determinacao da atividade acetilcolinesterasica (AChE).

4.7.1 Método

A atividade da acetilcolinesterase cerebral (AChE) foi determinada segundo Ellman et al
(1961), tendo como principio a medida da velocidade de producéo de tiocolina, & proporcao que a
acetiltiocolina (ATC), utilizada como substrato, € hidrolisada. O acompanhamento é realizado
pela reagdo continua do tiol com o ion 5:5-ditiobis-2-nitrobenzoato (1) para produzir o anion
amarelo do &cido 5-tio-2-nitro-benzoico (I1), cuja coloracdo € medida em 412 nm, através de um
espectrofotbmetro Beckman DU, o que permitiu leituras automaticas em sistema digital e
forneceu maior sensibilidade.

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

(nmoles/mg de proteina/min).

4.7.2 Solugdes Reagentes

v' Tampéo fosfato de sddio - NaH2PO4H20 (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) 0,1 M em agua
bidestilada, pH 7,0.

v Solucdo de iodeto de acetiltiocolina  ATC (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 75 mM em agua
bidestilada.

v" Solucdo de acido 5:5-ditiobis—2-nitrobenzoato - DTNB (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 10
mM em tampdo fosfato de sodio.
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4.8 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versdo 5.0 para Windows , GraphPad Software , San Diego, Califérnia EUA. Copyright (c)
1992- 2007 por GraphPad Software.

Os resultados que obedeciam a uma distribuicdo paramétrica foram analisados por
Anaélise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc). Os
dados ndo-paramétricos foram analisados pelo mesmo programa utilizando o teste Kruskal-

Wallis seguido pelo teste de Dunns (post hoc) ou pelo Student t test.

Em todas as analises estatisticas, os valores foram representados pela Média + Erro
Padrdo da Média (EPM) com namero de animais entre parénteses e foi considerado o nivel
critico para a rejeicdo da hipdtese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Os asteriscos e
simbolos (*p<0,05; **p <0,01; ***p<0.001) e (# p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001)

caracterizam o grau de significancia.
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N&o se acostume com o que ndo o faz feliz, revolte-se quando julgar necessario.
Alague seu coracgao de esperancas, mas ndo deixe que ele se afogue nelas.

Se achar que precisa voltar, volte!

Se perceber que precisa seguir, siga!

Se estiver tudo errado, comece novamente.

Se estiver tudo certo, continue.

Se sentir saudades, mate-a.

Se perder um amor, ndo se perca!

Se o0 achar, segure-o! (Fernando Pessoa)

RESULTADOS



http://pensador.uol.com.br/autor/fernando_pessoa/
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo comportamental

Os estudos comportamentais foram realizados como descrito anteriormente. Os
resultados sdo apresentados como o ndmero de animais que apresentaram alteracGes dos
parametros comportamentais em relagdo ao nimero total de animais observados durante o0s

experimentos.

5.2 Efeitos do imipenem/cilastatina ou meropenem sobre as convulsfes induzidas por
pentilenotetrazol (PTZ55).

5.2.1 Laténcia de primeira convulsao

Alguns segundos ap6s a administracdo de pentilenotetrazol, 55mg/Kg, i.p. (PTZ55) os
animais apresentaram convulsao clénicas. Durante o periodo de observacgdo (30 minutos apos
administracdo de pentilenotetrazol, 55mg/Kg, i.p.), podemos verificar que o tempo em
segundos decorrido para o aparecimento da primeira convulsdo foi significativamente
diminuindo nos grupo IMIP 250+PTZ55, quando comparado ao grupo controle (PTZ55),
p<0,05*. (Controle PTZ55 = 2652 + 42,85; grupo IMIP250+PTZ55 = 177,2 + 23,16
segundos); e também no grupo IMIP500+PTZ55, quando comparado ao grupo controle
(PTZ55), p<0,01**, (Figura 8; Tabela 1). Dois animais do grupo que receberam apenas
imipenem/cilastatina na dose 500 mg/kg apresentaram atividade convulsiva.

Nos grupos tratados com meropenem houve igual diminuicdo significativa da laténcia
de convulsdo, quando comparado ao controle (PTZ55), p<0,05*. (Controle PTZ55 = 313,9 +
53,41; grupo MERO250+PTZ55 = 174,5 + 15,21 segundos; MERO500+PTZ55 = 190,7 +
34,06 segundos). (Figura 8; Tabela 2)
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Figura 8. Laténcia de 12 Convulsao ap6s administracao de pentilenotetrazol (PTZ55) em
camundongos swiss machos pré-tratados com Imipenem/cilastatina (IMIP 250+PTZ55 e
IMIP500+PTZ55) ou Meropenem (MERO250+PTZ55 e MERO500+PTZ55).

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) ou meropenem (250 e 500mg/Kg, 1V) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com
pentilenotetrazol (55mg/Kg, i.p.). O grupo controle foi pré-tratado com salina 0,9% 1V, e apds
10 minutos foi induzida a convulsdo com pentilenotetrazol (55mg/Kg, i.p.). Os animais foram
submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. As barras representam média +
E.P.M. . * p<0,05 comparado ao grupo controle. ** p<0,01 quando comparado ao grupo
controle. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste

post hoc).
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5.2.2 Laténcia de morte

Na observacao dos animais, verificamos que a laténcia de morte foi significativamente
diminuindo nos grupos pré-tratados com imipenem/cilastatina (IMIP 250+PTZ55 e
IMIP500+PTZ55), quando comparado ao grupo controle (PTZ55). (Controle PTZ55 = 2695 +
355,1 segundos; grupo IMIP250+PTZ55 = 882,3 £+ 292,8 segundos; IMIP500+PTZ55 = 1126
+ 287,3). (Figura 9; Tabela 1).

Nos animais tratados com meropenem verificamos que a laténcia de morte diminuiu
nos dois grupos, sendo significativa no grupo pré-tratado com a dose (MERO 500+PTZ55),
quando comparado ao grupo controle (PTZ55), * p< 0,05. (Controle PTZ55 = 3600 = 0,0
segundos; grupo MERO250+PTZ55 = 3324 * 275,6 segundos; MERO500+PTZ55 = 2520 +
461,2). (Figura 9; Tabela 2).
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Figura 9. Laténcia de Morte apds administracdo de pentilenotetrazol (PTZ55) em
camundongos swiss machos pré-tratados pré-tratados com imipenem/cilastatina (IMIP
250+PTZ55 e IMIP500+PTZ55) ou meropenem (MERO 250+PTZ55 e
MERO500+PTZ).

Camundongos Swiss machos (29-34g) grupo PTZ55 (animais pré-tratados com salina 0,9%,
IV, ap6s 10 minutos tratados com PTZ 55mg/Kg, i.p.) e grupos pré-tratados com imipenem
(250 e 500mg/Kg, 1V) ou Meropenem (250 e 500mg/Kg, 1V) e apds 10 minutos foi induzida a
convulsdo com pentilenotetrazol (55mg/Kg, i.p.). Os animais foram submetidos a um periodo
de 30 minutos de observacdo. As barras representam média £ E.P.M. . * p<0,05 comparado ao
grupo controle. *** p<0,001 quando comparado ao grupo controle. (Analise estatistica por

ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc)
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Tabela 1. Efeitos do imipenem/cilastatina nas alteracfes comportamentais e convulsaoes
induzidas por pentilenotetrazol (PTZ55) em camundongos machos pré-tratados com
(IMIP250+PTZ55 e IMIP500+PTZ55) e Acido Valproico (Ac. Valpréico 200+PTZ55).

Alteracdes Acido
Com grtamen tais PTZ55 IMIP250+PTZ55 IMIP500+PTZ55 Valproico
P 200mg+PTZ55
NUmero de animais 21 21 21 6
Convulséo % 100 100 100 16,7(1)
'(-rfltif]“)c'a de convulsdo  Heo 514085 1772 +23,16* 107,8+11,93** 538,7 427,47
Morte % 28,5(6) 61,90(13) 71,42(15) B
Laténcia de morte 2695+355,1 882,3+292,8*** 1126+287,3***

Camundongos Swiss machos (29-349) receberam salina a 0,9% (1V) ou diferentes doses de
imipenem/cilastatina (IMIP250 ou IMIP500), 1V, 10 minutos antes de PTZ55, e 0 e grupo ac.
valpréico 200+PTZ55 (animais pré-tratados com &cido valpréico 200mg/Kg i.p. apdés 30
minutos tratados com PTZ 55mg/Kg, i.p.). Os animais foram observados durante 30 minutos
apos a injecdo de PTZ55. As barras representam meédia + E.P.M. (PTZ55, n=21;
IMIP250+PTZ55, n=21; IMIP500+PTZ55, n=21). * p < 0,05 comparado ao grupo controle;
** p < 0,001 comparado ao controle; *** p < 0,001 comparado ao controle (Analise

estatistica por ANOVA seguido porStudent-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 2. Efeitos do meropenem nas alteracBes comportamentais e convulsaoes
induzidas por pentilenotetrazol (PTZ55) em camundongos machos pré-tratados com
(MERO250+PTZ55 ou MERO500+PTZ55) e Acido Valproéico (Ac. Valproico 200 +
PTZ55).

Alteracdes Acido valproéico

Comportamentais PTZ55 MERO250+PTZ55 MERO500+PTZ55 200mg+PTZ55
NUmero de animais 13 13 13 6

Convulsdo % 100 100 100 16,7(1)
'(-r?]ti?)‘:ia deconvulsdo  3139:5341  1745+15,21* 190,7+ 34,06* 538,7427,47
Morte % 7,6(1) 15,38(2) 30,7(4) B

Laténcia de morte 3600+1,2 3324+275,6 2520+461,2*

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com meropenem (250 e
500mg/Kg,1V) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com pentilenotetrazol (55mg/Kg,
i.p.). O grupo controle foi pré-tratado com salina 0,9% (IV) e apds 10 minutos foi induzida a
convulsdo com pentilenotetrazol (55mg/Kg, i.p.) € 0 e grupo &c. valpréico 200+PTZ55
(animais pré-tratados com acido valpréico 200mg/Kg i.p. ap6s 30 minutos tratados com PTZ
55mg/Kg, i.p.). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observagdo. As
barras representam média * E.P.M. (PTZ55, n=13; MERO250+PTZ55, n=13;
MERO500+PTZ55, n=13) * p<0,05 comparado ao grupo controle. (Analise estatistica por
ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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5.3 Efeitos do imipenem/cilastatina ou meropenem sobre as convulsGes induzidas

picrotoxina.

5.3.1 Laténcia de convulsao

Nos animais observados verificamos que a laténcia de convulsdo nos grupos pré-
tratados com imipenem/cilastatina (IMIP 250+PICRO10 e [IMIP500+PICRO10) foi
significativamente diminuida, quando comparado ao grupo controle (PICRO10) *** p<0,001.
(Controle PICRO10 = 465,9+20,58 segundos; grupo IMIP250+ PICRO10 = 355,7+ 15,50
segundos; IMIP500+PICRO10 =367,7+ 18,81 segundos). N&do houve diferenca significativa
entres a doses (Figura 10; Tabela 3)

Verificamos que a laténcia de convulsdo néo foi alterada nos grupos pré-tratados com
meropenem (MERO 250+PICRO10 e MERO500+PICR0O10), quando comparado ao grupo
controle (PICRO10). (Controle PICRO = 465,9 + 19,70 segundos; grupo MERO250+ PICRO
= 468,6x 25,03 segundos; MERO500+PICRO = 474,9+ 31,11). (Figura 10; Tabela 4)
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Figura 10. Laténcia de 12 convulsdo ap6s administracdo de picrotoxina (PICRO10) em
camundongos swiss machos pré-tratados com imipenem/cilastatina (IMIP
250+PICRO10 e IMIP500+PICRO10) ou meropenem (MERO250+PICRO10 e
MERO500+PICRO10).

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
v.e.) ou meropenem (250 e 500mg/Kg, 1V) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com
picrotoxina (10mg/Kg, i.p.). O grupo controle foi pré-tratado com salina 0,9% IV, e ap6s 10
minutos foi induzida a convulsdo com picrotoxina (10mg/Kg, i.p.). Os animais foram
submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. As barras representam média *
E.P.M. . *** p<0, 001 comparado ao grupo controle. (Analise estatistica por ANOVA seguido

por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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5.3.2 Laténcia de morte

O pré-tratamento com o imipenem/cilastatina reduziu significativamente a laténcia de
morte nos grupos (IMIP250+ PICRO10 e IMIP500+PICRO10), quando comparado ao grupo
controle (PICRO10), p<0, 001. (Controle PICRO = 1160%68,29segundos; grupo IMIP250+
PICRO10 =661,4 + 59,61segundos; IMIP500+ PICRO =662,1 £30, 6561segundos). (Figura e
Tabela 1). Ndo houve diferenca significativa entre as doses de Imipenem/cilastatina ( Figura
11; Tabela 3).

A administracdo de meropenem ndo alterou a laténcia de morte nos grupos pré-
tratados (MERO 250+ PICRO10 e MERO 500+ PICRO10), quando comparado ao grupo
controle (PICRO). (Controle PICRO = 948,5 + 86,74segundos; grupo MERO250+ PICRO =
1100+ 191,5 segundos; MERO500+ PICRO =971,4+ 118,6). (Figura 11; Tabela 4)
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Figura 11. Laténcia de morte de camundongos adultos ap6s administracdo de
picrotoxina (PICRO10) em animais pré-tratados com imipenem/cilastatina (IMIP 250
ou 500) ou meropenem (Mero250 ou 500).

Camundongos Swiss machos (29-34g) grupo Picrol0 (animais pré-tratados com salina 0,9%,
IV ap6s 10 minutos tratados com PICRO 10mg/Kg, i.p.) e grupos pré-tratados com imipenem
(250 e 500mg/Kg, v.e.) ou meropenem (250 e 500mg/Kg, 1V) e apo6s 10 minutos foi induzida
a convulsdo com picrotoxina (10mg/Kg, i.p.). Os animais foram submetidos a um periodo de
30 minutos de observacdo. As barras representam média £ E.P.M. *** p<0, 001 comparado
ao grupo controle. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls

como teste post hoc).
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Tabela 3. Efeitos do imipenem/cilastatina nas altera¢ées comportamentais e convulsédoes
induzidas por picrotoxina 10 mg/Kg (PICRO10) em camundongos e acido valpraico (ac.
valproico 200 + PICRO10).

Alteracoes ac valproico
Comportamentais PICRO10 IMIP250+PICRO10 IMIP500+PICRO10 200+PICRO10
NUmero de animais 15 15 15 6
Convulséo % 100 100 100 33.3(2)
Laténcia de 465,9+19,70 355,7+15,50*** 367,5+£18,81*** 637,9 £30,14
convulsdo (min.)

Morte % 100 100 100 16.6(1)
Laténcia de morte 1160+68,29*** 661,4+59,61*** 662,1+30,65*** 1663+450,5

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem/cilastatina (250 e
500mg/Kg, 1V) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com picrotoxina (10 mg/Kg, i.p.).
O grupo controle PICRO10 foi pré-tratado com salina (0,9%, IV) e apds 10 minutos foi
induzida a convulsdo com picrotoxina (10 mg/Kg, i.p.) e o grupo &c. valpréico 200+PICRO10
(animais pré-tratados com Acido Valprdico 200mg/Kg i.p. ap6s 30 minutos tratados com
Picrotoxina 10 mg/Kg, i.p.; n=6). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos
de observacdo. As barras representam média + E.P.M. (PICRO10, n=15; IMIP250+
PICRO10, n=15; IMIP500+ PICRO10, n=15) . ) *** p<0,001 quando comparado ao grupo
controle (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste

post hoc).
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Tabela 4. Efeitos do meropenem nas alteraces comportamentais e convulsaoes
induzidas por picrotoxina 10 mg/Kg (PICRO10) em camundongos e &cido valpréico (Ac.
Valpréico 200 + PICRO10).

Alterac0es ac valproico
Comportamentais PICRO10 MERO250+PICRO10 MERO500+PICRO10 200+PICRO10
NUmero de animais 15 15 15 6

Convulsédo % 100 100 100 33.3(2)
Liteneiaide 465,9+19,70  468,6225,03 474,9+31,11 637,9 30,14
convulséo (min.)

Morte % 100 100 100 16.6(1)
Laténcia de morte 948,5+86,74 1100+191,5 971,4+118,6 1663+450,5

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com meropenem (250 e 500mg/Kg,
v.e..) e apos 10 minutos foi induzida a convulsdo com picrotoxina (10 mg/Kg, i.p.). O grupo
controle foi pré-tratado com salina (0,9% , 1V) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsao
com picrotoxina (10 mg/Kg, i.p.) e o grupo &c. valprdico 200+PICRO10 (animais pré-tratados
com Acido Valpréico 200mg/Kg i.p. ap6s 30 minutos tratados com picrotoxina 10 mg/Kg,
i.p.; n=6) Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. As barras
representam média + E.P.M. (PICRO10, n=15; MERO250+ PICRO10, n=15; MERO500+
PICRO10, n=15). (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls

como teste post hoc).
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5.4 Efeitos do imipenem/cilastatina ou meropenem sobre as convulsées induzidas por

estricnina.

5.4.1 Laténcia de convulsao

Apenas a dose de 250mg/kg foi significativa quando comparado ao grupo controle
(P400), * p<0,05. (Controle P400 = 227,2 + 19,29 segundos; grupo IMIP250+ESTRIC2 =
168,2+15,55 segundos; IMIP500+ESTRIC2 =196,3+ 10,86). Nao houve diferenca

significativa entres a doses (Figura 12;Tabela 5)

A laténcia de convulséo néo foi significativa nos grupos pré-tratados com Meropenem
(MERO 250+ESTRIC2 e IMIP500+ESTRIC2), quando comparado ao grupo controle
(ESTRIC2). Embora haja tido uma leve tendéncia a diminuicdo da laténcia de convulsdo
(Controle ESTRIC2 = 227,2 £ 19,29 segundos; grupo IMIP250+ ESTRIC2 = 212,8+8,32
segundos; IMIP500+ESTRIC2 =226,0+11,07). (Figura 12;Tabela 6)
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Figura 12. Laténcia de 12 convulsao ap6s administracdo de estricnina 2m/Kg (ESTRIC2)
em camundongos swiss machos  pré-tratados com  imipenem/cilastatina
(IMIP250+ESTRIC2 e IMIP500+ESTRIC2) ou meropenem (MERO250+ESTRIC2 e
MERO500+ESTRIC?2).

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) ou meropenem (250 e 500mg/Kg, 1V) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com
estricnina (2mg/Kg, i.p.). O grupo controle foi pré-tratado com salina 0,9% , IV, e apds 10
minutos foi induzida a convulsdo com estricnina (2mg/Kg, i.p.). Os animais foram submetidos
a um periodo de 30 minutos de observacdo. As barras representam média + E.P.M. * p<0,01
guando comparado ao grupo controle (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-

Newman-Keuls como teste post hoc).
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5.4.2 Laténcia de morte

Na observacdo dos animais, verificamos que a laténcia de morte diminuiu de forma
ndo significativa nos grupos pré-tratados com imipenem/cilastatina (IMIP 250+ESTRIC e
IMIP500+ESTRIC), quando comparado ao grupo controle (ESTRIC). (Controle ESTRIC =
317,8 £ 33,52 segundos; grupo IMIP250+ESTRIC2 = 231,8 £ 25,08 segundos;
IMIP500+ESTRIC2 = 260,3 + 24,39). (Figura 13; Tabela 5).

A laténcia de morte diminuiu insignificativamente nos grupos pré-tratados com
meropenem (Mero 250+ESTRIC2 e Mero 500+ESTRIC2), quando comparado ao grupo
controle (ESTRIC2). (Controle ESTRIC = 317,8 + 33,52 segundos;, grupo
MERO250+ESTRIC2 = 276,2 £ 17,20 segundos; MERO500+ESTRIC2 = 310,8 + 30,02).
(Figura 13; Tabela 6).
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Figura 13. Laténcia de Morte apds administracao de estricnina 2mg/Kg (ESTRIC2) em
camundongos swiss machos pré-tratados pré-tratados com imipenem/cilastatina (IMIP
250+ESTRIC2 e IMIP500+ESTRIC2) ou meropenem (MERO 250+ESTRIC2 e
MEROS500+ESTRIC?2).

Camundongos Swiss machos (29-34g) grupo ESTRIC2 (animais pré-tratados com salina
0,9%,IV, ap6s 10 minutos tratados com ESTRIC 2mg/Kg, i.p.) e grupos pré-tratados com
imipenem(250 e 500mg/Kg, 1V) ou meropenem(250 e 500mg/Kg, 1V) e apds 10 minutos foi
induzida a convulsdo com estricnina (2mg/Kg, i.p.). Os animais foram submetidos a um
periodo de 30 minutos de observacdo. As barras representam média + E.P.M. (Analise

estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 5. Efeitos do imipenem/cilastatina nas alteracées comportamentais e convulsaoes
induzidas por Estricnina 2mg/Kg (ESTRIC2) em camundongos e acido valprdico (ac.
valproéico 200 + ESTRIC2).

Alteracdes ESTRIC2 IMIP250+ESTRIC IMIP500+ESTRIC?2 Ac.Valproico
Comportamentais 200+ESTRIC2
Numero de animais 13 13 13 6
Convulséo % 100 100 100 66.6 (4)
(ertif]”)c'a deconvulsdo 557941929  168,2+15,55* 196,3+10,86 472,9+21,70
Morte % 100 100 100 50(3)
Laténcia de morte 317,8+33,52 231,8+25,08 260,3+24,39 1389+158

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem/cilastatina (250 e
500mg/Kg, 1V) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com estricnina (2 mg/Kg, i.p.). O
grupo controle foi pré-tratado com salina (0,9%, 1V) e ap6s 10 minutos foi induzida a
convulsdo com Estricnina (2 mg/Kg, i.p.) e o grupo ac. valprdico 200+ESTRIC2 (animais
pré-tratados com acido valproico 200mg/Kg i.p. apés 30 minutos tratados com estricnina 2
mg/Kg, i.p.; n=6). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacao.
As barras representam média + E.P.M. (ESTRIC, n=13; IMIP250+ESTRIC, n=13;
IMIP500+ESTRIC, n=13) . * p<0,01 quando comparado ao grupo controle (Analise

estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 6. Efeitos do meropenem nas alteracdes comportamentais e convulsaoes
induzidas por estricnina 2mg/Kg (ESTRIC2) em camundongos e &cido valproico (Ac.
valproéico 200 + ESTRIC2).

Alteracoes ESTRIC? MERO250+ MERO500+ ac.valproico
Comportamentais ESTRIC2 ESTRIC2 200+ESTRIC2
NUmero de animais 13 13 13 6
Convulséo % 100 100 100 66.6(4)
(ertif]”)c'a deconvulsdo 557541929  212,8+8,32 226,0+11,07 472,9421,70
Morte % 100 100 100 50(3)
Laténcia de morte 317,833,562 276,2+17,20 310,8+30,02 1389+158

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com meropenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com estricnina (2 mg/Kg, i.p.). O grupo
controle foi pré-tratado com salina (0,9%, 1V) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsao
com estricnina (2 mg/Kg, i.p.) e o grupo &c. valpréico 200+ESTRIC2 (animais pré-tratados
com acido valpréico 200mg/Kg i.p. ap6s 30 minutos tratados com estricnina 2 mg/Kg, i.p.;
n=6). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. As barras
representam media * E.P.M. (ESTRIC, n=13; MERO250+ESTRIC, n=13;
MERO500+ESTRIC, n=13).(Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-

Keuls como teste post hoc).
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55 Efeitos do imipenem/cilastatina ou meropenem sobre as convulsées induzidas por

pilocarpina.

5.5.1 Comportamento de camundongos swiss adultos observados durante 1 hora apds

administragéo 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), e 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. Essas mudancas foram mais pronunciadas nos

grupos pré-tratados com imipenem/cilastatina e meropenem.

55.2 Laténcia de convulsao

Na observacdo dos animais, verificamos que a laténcia de convulsdo foi
significativamente diminuindo nos grupos pré-tratados com imipenem/cilastatina (IMIP
250+P400 e IMIP500+P400), quando comparado ao grupo controle (P400). (Controle P400 =
771,6 £ 36,84segundos; grupo IMIP250+P400 = 520,3 + 25,52***segundos; IMIP500+P400
=603,3+ 44,73**). O efeito proconvulsivante demonstrado pelo Imipenem/cilastatina nédo
ocorreu de forma dose-dependente. (Figura 14;Tabela 7)

Nos grupos pré-tratados com meropenem (MERO 250+P400 e MERO500+P400)
houve um diminuicéo expressiva da laténcia de convulsdo nas duas doses, quando comparado
ao grupo controle (PILO), *** p<0,001. (Controle P400 = 771,6 + 36,84segundos; grupo
IMIP250+P400 = 520,3 + 25,52 segundos; IMIP500+P400 =603,3+ 44,73). (Figura 14 ;
Tabela 8)

Sinais colinérgicos periféricos e movimentos estereotipados foram alterados em todos
0s grupos pré-tratados com imipenem/cilastatina e meropenem. Nenhum animal, dos grupos
que receberam apenas salina 0,9% ou apenas Imipenem/cilastatina ou Meropenem apresentou

atividade convulsiva.
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Figura 14. Potencializacdo da atividade convulsivante da pilocarpina (P400) em
camundongos machos Swiss pré-tratados com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou
500mg/Kg) e meropenem (MERO 250 ou 500mg/Kg)

Camundongos Swiss machos (29-34g) grupo P400 (animais pré-tratados com salina 0,9%%,
IV apds 10 minutos tratados com P400 mg/Kg, i.p.) e grupos pré-tratados com imipenem(250
e 500mg/Kg, 1V) ou meropenem(250 e 500mg/Kg, 1V) e ap6s 10 minutos foi induzida a
convulsdo com pilocarpina (400mg/Kg, i.p.). Os animais foram submetidos a um periodo de 1
hora de observacdo. As barras representam média + E.P.M. . ** p<0,01 comparado ao grupo
controle. *** p<0,001 quando comparado ao grupo controle. (Analise estatistica por ANOVA

seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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5.6 Laténcia de morte

Na observacdo dos animais, verificamos que a laténcia de morte diminuida foi
igualmente significativa em ambos os grupos pré-tratados com imipenem/cilastatina (IMIP
250+P400 e IMIP500+P400), quando comparado ao grupo controle (P400), ** p<0,01.
(Controle P400 = 1792 + 302,5 segundos; grupo IMIP250+P400 = 855,1 + 85,56 segundos ;
IMIP500+P400 = 856,4 + 187,1). (Figura 15; Tabela 7).

A laténcia de morte diminui significativamente nos grupos pré-tratados com
meropenem (MERO250+P400 e MERO500+P400), quando comparado ao grupo controle
(P400), * p<0,05. (Controle P400 = 1792 + 302,5 segundos; grupo MERO250+P400 = 855,1
+ 85,56 segundos; MERO500+P400 = 856,4 + 187,1). N&o houve diferencga entre 0s grupos

pré-tratados com as doses de imipenem/cilastatina. (Figura 15; Tabela 8).
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Figura 15. Laténcia de Morte ap6s administracdo de pilocarpina(P400) em
camundongos swiss machos pré-tratados pre-tratados com imipenem/cilastatina (IMIP
250+P400 e IMIP500+P400) ou meropenem(MERO 250+P400 e MERO500+P400).

Camundongos Swiss machos (29-349) grupo P400 (animais pré-tratados com salina 0,9%, 1V,
apos 10 minutos tratados com PTZ 55mg/Kg, i.p.) e grupos pré-tratados com imipenem (250 e
500mg/Kg, 1V) ou meropenem(250 e 500mg/Kg, 1V) e apds 10 minutos foi induzida a
convulsdo com pilocarpina (400mg/Kg, i.p.). Os animais foram submetidos a um periodo de 1
hora de observagdo. As barras representam media £ E.P.M. . * p<0,05 comparado ao grupo
controle. ** p<0,01 quando comparado ao grupo controle. (Analise estatistica por ANOVA

seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 7. Efeitos do imipenem/cilastatina nas alteracGes comportamentais e convulsaoes
induzidas por pilocarpina (P400) em camundongos e acido valproico (ac. valpréico 200 +
P400).

AlteracBes Comportamentais  P400 IMIP250+4P400  IMIP500+P4gp  2¢1d0 valproico

+P400
NUmero de animais 18 18 18 6
ME** 100 100 100 100
SCP* 100 100 100 100
Convulséo % 100 100 100 33.3(3)

Laténcia de convulsdo (min.)  771,6+36,84 520,3+2552** 603,3+44,73%*  961,4+119
Morte % 100 100 100 16,7(1)

Laténcia de morte 1792+302,5 855,1+85,56** 856,4+187,1** 2100+181,5

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem/cilastatina (250 e
500mg/Kg, 1V) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com pilocarpina (400mg/Kg, i.p.).
O grupo P400 foi pré-tratado com salina (0,9%, IV) e apdés 10 minutos foi induzida a
convulsdo com pilocarpina (400mg/Kg, i.p.) € o grupo &c. valpréico 200+P400 (animais pré-
tratados com é&cido valpréico 200mg/Kg i.p. ap6s 30 minutos tratados com pilocarpina
400mg/Kg, i.p.; n=6). Os animais foram submetidos a um periodo de 1 hora de observacéo.
*SCP: Sinais colinérgicos periféricos: miose, piloere¢do, cromodacriorréia, salivacao,
diarréia, diurese, tremores. **ME: Movimentos estereotipados: aumento da atividade de roer,
cocar, mastigar e o ato de sacudir. As barras representam média + E.P.M. (P400, n=18;
IMIP250+P400, n=18; IMIP500+P400, n=18). ** p<0,01 quando comparado ao grupo
controle. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste
post hoc).
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Tabela 8. Efeitos do meropenem nas alteracbes comportamentais e convulsdoes
induzidas por pilocarpina (P400) em camundongos e acido valproico (ac. valpréico 200 +
P400).

é:)tﬁ]rsg?f;men i P00 MERO250+P400 MEROS500+P400 gga’fF',%fgco
Numero de animais 15 15 15 6

ME** 100 100 100 100

scp* 100 100 100 100
Convulsdo % 100 100 100 33.3 (3)
'(‘nitiir_‘)da deconvulsdo  7a4 746010 4497 +44,91%%% 5355 35 76%r 961,4+119
Morte % 100 100 100 16,7 (1)
Laténcia de morte 791742304  561,7465,36* 634,361,21* 2100+181,5

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com meropenem (250 e
500mg/Kg,1V) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com pilocarpina (400mg/Kg, i.p.).
O grupo P400 foi pré-tratado com salina (0,9%, IV) e apos 10 minutos foi induzida a
convulsdo com pilocarpina (400mg/Kg, i.p.) € o grupo ac. valpréico 200+P400 (animais pré-
tratados com &cido valproéico 200mg/Kg i.p. ap6és 30 minutos tratados com pilocarpina
400mg/Kg, i.p.; n=6). Os animais foram submetidos a um periodo de 1 hora de observacéo.
*SCP: Sinais colinérgicos periféricos: miose, piloerecdo, cromodacriorréia, salivacdo,
diarréia, diurese, tremores. **ME: Movimentos estereotipados: aumento da atividade de roer,
cocar, mastigar e o ato de sacudir. As barras representam média + E.P.M. (P400, n=15;
MERQO250+P400, n=15; MERO500+P400, n=15). *** p<0,001 quando comparado ao grupo
controle. * p<0,01 quando comparado ao grupo controle. (Analise estatistica por ANOVA

seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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6. Aspectos neuroquimicos — Aminoéacidos. (HPLC)

6.1 Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) sobre a
concentracdo de aminoacidos em coértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de

camundongos adultos apds a administracao da Pentilenotetrazol 55mg/kg (PTZ55).

6.1.1 Determinac&o dos niveis de aspartato

A figura 12 mostra os resultados da determinacdo dos niveis de aspartato no cortex
pré-frontal, hipocampo e corpo estriado dos animais nos diversos grupos estudados. Houve
diferencas significativas nos niveis de aspartato em duas &reas cerebrais dentre os diversos

grupos estudados.

A administracdo do imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500), 1V, 10 minutos antes do
PTZ55, aumentou significativamente os niveis de aspartato no corpo estriado no grupo IMIP
250 +PTZ55 e IMIP500+PTZ55 comparado ao grupo controle *(p<0,05), e comparado ao
grupo veiculo ## (p<0,01). Corpo estriado: [Veiculo (0,0904+0,0179 nmol/g de tecido);
PTZ55 (0,1177+0,0176/g de tecido); IMIP250+PTZ55 (0,1910+0,0215nmol/g de tecido) e
IMIP500+PTZ55 (0,2202+0,0238 nmol/g de tecido)]. (Figura 16; Tabela 9)
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Figura 16. Efeitos sobre as concentracfes de aspartato (nmol/g de tecido) em cortex preé-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por pentilenotetrazol.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com pentilenotetrazol 55 mg/kg, i.p. Os
controles receberam salina 0,9%, IV, e ap6s 10 minutos, pentilenotetrazol (PTZ55) ou
solucdo salina 0,9% (Veiculo). O simbolo * representa a significativa diferenca quando
comparado ao grupo controle (PTZ55); o simbolo # representa a significativa diferenca
quando comparado ao grupo salina (Veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de
30 minutos de observacao. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de
aspartato foi determinada em 20 pL de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido
por Student-Newman-Keuls como teste post hoc). Valores significativos: *p<0,05; ## p<0,01;
###p<0,001
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Tabela 9. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) sobre
as concentracdo do aspartato em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por PTZ 55 mg/kg (PTZ55).

Grupos Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)
Cortex Pré- frontal
Veiculo 0,4336+0,05944
Controle PTZ55 0,3787+0,07207
IMIP250+PTZ55 0,5248+0,1060
IMIP500+PTZ55 0,6886+0,07514
Hipocampo
Veiculo 0,5124+0,08197
Controle PTZ55 0,5548+0,04838
IMIP250+PTZ55 0,5347+0,05966
IMIP500+PTZ55 0,4850+0,03982
Corpo estriado
Veiculo 0,09043+0,01790
Controle PTZ55 0,1177+0,01761
IMIP250+PTZ55 0,1910+0,02157* ##
IMIP500+PTZ55 0,2202+0,02380* ##

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina
(0,9%, 1V), apdés 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de pentilenotetrazol
(55mg/kg, i.p.). Imediatamente apds a morte, os cérebros desses animais foram dissecados e
retirados o cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida
realizacdo da determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste

post-hoc). Valores significativos: *p<0,05; ## p<0,01.
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6.1.2 Determinacao dos niveis de glutamato

A figura 12 mostra os resultados da determinacdo dos niveis de glutamato no cdrtex
pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE) dos animais nos diversos grupos
estudados.

A administragdo do imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500), 1V, 10 minutos antes do
PTZ55, aumentou significativamente os niveis de glutamato no cortex pré-frontal do grupo
IMIP 250 +PTZ55 e IMIP500+PTZ55 comparado ao grupo controle PTZ55 * (p<0,05), e
comparado ao grupo veiculo ### (p<0,001) e no grupo controle(PTZ55), comparado ao grupo
veiculo # (p<0,05). Pré-frontal: [Veiculo (0,2197+0,0751 nmol/g de tecido); PTZ55
(1,469+0,1844 nmol/g de tecido); IMIP250+PTZ55 (1,311+0,2024 nmol/g de tecido) e
IMIP500+PTZ55 (0,9155+0,1749nmol/g de tecido)].(Figural7;Tabela 10).
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Figura 17. Efeitos sobre as concentrac6es de glutamato (nmol/g de tecido) em cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por pentilenotetrazol.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com pentilenotetrazol 55 mg/kg, i.p. Os
controles receberam salina 0,9%, IV, e apés 10 minutos, pentilenotetrazol (PTZ55) ou
solucdo salina 0,9% (Veiculo). O simbolo * representa a significativa diferenca quando
comparado ao grupo controle (PTZ55); o simbolo # representa a significativa diferenca
quando comparado ao grupo salina (Veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de
30 minutos de observacdo. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de
glutamato foi determinada em 20 pl. de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA
sequido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc). Valores significativos: *p<0,05; #
p<0,05; ###p<0,01.
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Tabela 10. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) sobre
as concentracdo do glutamato em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol 55 mg/kg (PTZ55).

Grupos Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)
Cortex pré- frontal
Veiculol 0,2197+ 0,07518
Controle PTZ55 0,8687+0,05249#
IMIP250+PTZ55 1,612+0,183 *###
IMIP500+PTZ55 1,346+0,2114 *###
Hipocampo
Veiculo 0,8605+0,03786
Controle PTZ55 1,238+0,2342
IMIP250+PTZ55 1,612+0,1831 *
IMIP500+PTZ55 1,346+0,2114
Corpo estriado
Veiculo 0,2715+0,06251
Controle PTZ55 0,3432+0,05524
IMIP250+PTZ55 0,2624% 0,02941
IMIP500+PTZ55 0,1829+0,02684

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina
(0,9%, 1V), e ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de pentilenotetrazol
(55mg/kg, i.p.). Imediatamente apOs a morte, 0s cérebros desses animais foram dissecados e
retirados o cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida
realizacdo da determinagdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste
post-hoc). Valores significativos: *p<0,05; # p<0,05; ###p<0, 001
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6.1.3 Determinacdo dos niveis de glicina

A figura 18 mostra que ndo houve alteragdo significativa nos niveis de glicina nas trés
areas cerebrais. Pré-frontal: [(Veiculo (0, 0150 + 0, 0054 nmol/g de tecido); PTZ55 (0,0345 +
0,0132 nmol/g de tecido); IMIP250+PTZ55 (1,377 = 0,1023 nmol/g de tecido) e
PTZ500+PTZ55 (0,3320 + 0,1029 nmol/g de tecido)]. Hipocampo: [(Veiculo (0, 04955 +
0,007067 nmol/g de tecido); PTZ55 (0,03459 + 0,009328 nmol/g de tecido); IMIP250+PTZ55
(0,05794 £ 0,01395 nmol/g de tecido) e IMIP500+PTZ55 (0,7623 + 0,07986 nmol/g de
tecido)]. Corpo estriado: [(Veiculo (0,06703 + 0,009347 nmol/g de tecido); PTZ55 (0,06707 +
0,01322 nmol/g de tecido); IMIP250+PTZ55 (0,1743 + 0,01929 nmol/g de tecido) e
IMIP500+PTZ55 (0,2789 £ 0,04186 nmol/g de tecido)]. (Tabela 11).
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Figura 16. Efeitos sobre as concentracfes de glicina (nmol/g de tecido) em cértex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por pentilenotetrazol.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com pentilenotetrazol 55 mg/kg, i.p. Os
controles receberam salina 0,9%, 1V, e ap6s 10 minutos, pentilenotetrazol (PTZ55) ou solucdo
salina 0,9% (veiculo). O simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao
grupo controle (PTZ55); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado
ao grupo salina (veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de
observacdo. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de glicina foi

determinada em 20 pL de homogenato. (Analise estatistica por ANOV A seguido por Student-

Newman-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 11. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou
sobre as concentracdo da glicina em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por PTZ 55 mg/kg (PTZ55).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo

Controle PTZ55
IMIP250+PTZ55
IMIP500+PTZ55

Hipocampo

Veiculo

Controle PTZ55
IMIP250+PTZ55
IMIP500+PTZ55

Nucleos da base

Veiculo

Controle PTZ55
IMIP250+PTZ55
IMIP500+PTZ55

0,01509 + 0,005424
0,03451 +0,01327
1,377 £0,1023
0,3320 +0,1029

0,04955 + 0,007067

0,03459 + 0,009328
0,05794 + 0,01395
0,7623 +0,07986

0,06703 + 0,009347
0,06707 +0,01322
0,1743 +0,01929
0,2789 +0,04186

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina

(0,9%, 1V), apés 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de pentilenotetrazol

(55mg/kg, i.p.). Imediatamente ap6s a morte, 0s cérebros desses animais foram dissecados e

retirados o coértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida

realizacdo da determinacao dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste

post-hoc).
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6.1.4 Determinacao dos niveis de taurina

A figura 19 mostra uma reducdo significativa (p<0, 001) nos niveis de taurina nos
grupos pré-tratados com imipenem nas duas doses estudadas (IMIP+PTZ55 e
PTZ500+PTZ55) em relacdo ao grupo controle (PPTZ55) no coértex pre-frontal. No
hipocampo houve também uma diminuicdo significativa com os grupos que receberam
imipenem nas duas doses em relacdo ao grupo veiculo. (pré-tratado com salina 0,9%, IV e
ap6s 10 minutos tratados com solugdo salina 0,9%, i.p.). Pré-frontal: [(Veiculo
(0,2539+0,06098 nmol/g de tecido); PTZ55 (0,4510+0,02895 nmol/g de tecido);
IMIP250+PTZ55 (0,1222+0,04962 nmol/g de tecido) e IMIP500+PTZ55 (0,1293+0,03647
nmol/g de tecido)]. Hipocampo: [(Veiculo (0, 3610+0, 05363 nmol/g de tecido); PTZ55
(0,2725£0,04704nmol/g de tecido); IMIP250+PTZ55 (0,1040+0,03148 nmol/g de tecido) e
IMIP500+PTZ55 (0,09588+0,01362 nmol/g de tecido)]. (Tabela 12).



104

Taurina
0.6- ,
" B Cortex Pré-Frontal
E= Hipocampo
0.4- 3 Corpo estriado

*kk k%% |

(umol/g de tecido)

0L HH 0HbodH 0o b

0\’/\1'6«15’«6 0\’/\1"’«13’«15’ 0"/\1?«1?«4@
Q)OQ quq é}oQ )(QxQ Q')OQ )(QxQ
3 Qfﬁ’z@s 3 Qfﬁ’QQ@Q 3 Qf»‘%v;@

Figura 19. Efeitos sobre as concentrac6es de taurina (nmol/g de tecido) em cértex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulséo induzido
por pentilenotetrazol.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com pentilenotetrazol 55 mg/kg, i.p. Os
controles receberam salina 0,9%, IV, e apés 10 minutos, pentilenotetrazol (PTZ55) ou
solucdo salina 0,9% (Veiculo). O simbolo * representa a significativa diferenca quando
comparado ao grupo controle (PTZ55); o simbolo # representa a significativa diferenca
quando comparado ao grupo salina (Veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de
30 minutos de observacdo. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de
taurina foi determinada em 20 pL de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido
por Student-Newman-Keuls como teste post hoc). Valores significativos: *p<0,05;
***n<0,001; ## p<0,01; ###p<0,001
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Tabela 12. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou
sobre as concentracdo da taurina em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol 55 mg/kg (PTZ55).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo

Controle PTZ55
IMIP250+PTZ55
IMIP500+PTZ55

Hipocampo

Veiculo

Controle PTZ55
IMIP250+PTZ55
IMIP500+PTZ55

Corpo estriado

Veiculo

Controle PTZ55
IMIP250+PTZ55
IMIP500+PTZ55

0,2539+0,06098
0,4510+0,02895##
0,1222+0,04962***
0,1293+0,03647***

0,3610+0,05363
0,2725+0,04704
0,1040+0,03148##
0,09588+0,01362* ###

0,1290+0,02137
0,1114+0,01716
0,1555+ 0,02317
0,1316+0,01911

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina

(0,9%, 1V), apdés 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de pentilenotetrazol

(55mg/kg, i.p.). Imediatamente ap0s a morte, 0s cérebros desses animais foram dissecados e

retirados o cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida

realizacdo da determinagdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste
post-hoc). Valores significativos: *p<0,05; ***p<0,001; ## p<0,01; ###p<0,001
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6.1.5 Determinacdo dos niveis de gaba

Conforme os resultados obtidos e demonstrados através da figura 20 ha uma redugéo
significativa nos niveis de gaba no grupo PTZ55 (pentilenotetrazol, 55mg/Kg, i.p.) quando
comparado com o grupo veiculo, no hipocampo (HC) e corpo estriado (CE). Os niveis de
gaba reduziram significativamente (p<0,001) nos grupos pré-tratados com Imipenem nas
duas doses estudadas (IMIP+ PTZ55 e PTZ500+PTZ55) quando comparado com 0S grupo
veiculo nas trés areas cerebrais. Pré-frontal: [(Veiculo (0,2746+0,06112 nmol/g de tecido);
PTZ55 (0,1696+0,04025 nmol/g de tecido); IMIP250+PTZ55 (0,04290+0,01301nmol/g de
tecido) e IMIP500+PTZ55 (0,04808+0,01336nmol/g de tecido)]. Hipocampo: [(Veiculo
(0,3881+0,05315 nmol/g de tecido); PTZ55 (0,1678+0,02487nmol/g de tecido);
IMIP250+PTZ55  (0,02919+0,005914 nmol/g de tecido) e IMIP500+PTZ55
(0,05765+0,01340 nmol/g de tecido)]. Corpo estriado: [(Veiculo (0,2236+0,02727 nmol/g de
tecido); PTZ55 (0,06500+0,01209nmol/g de tecido); IMIP250+PTZ55 (0,04113+ 0,01204
nmol/g de tecido) e IMIP500+PTZ55 (0,03809+0,008368 nmol/g de tecido)].(Tabela 13).
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Figura 20. Efeitos sobre as concentracdes de gaba (nmol/g de tecido) em cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulséo induzido
por pentilenotetrazol.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com pentilenotetrazol 55 mg/kg, i.p. Os
controles receberam salina 0,9%, IV, e apés 10 minutos, pentilenotetrazol (PTZ55) ou
solucdo salina 0,9% (veiculo). O simbolo * representa a significativa diferenca quando
comparado ao grupo controle (PTZ55); o simbolo # representa a significativa diferenca
quando comparado ao grupo salina (veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de
30 minutos de observacao. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracao de
gaba foi determinada em 20 puLL de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido por
Student-Newman-Keuls como teste post hoc). Valores significativos: *p<0,05; ###p<0, 001
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Tabela 13. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou
sobre as concentracdo do gaba em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol 55 mg/kg (PTZ55).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Normal

Controle PTZ55
IMIP250+PTZ55
IMIP500+PTZ55

Hipocampo

Normal

Controle PTZ55
IMIP250+PTZ55
IMIP500+PTZ55

Corpo estriado

Normal

Controle PTZ55

MIP250+PTZ55

IMIP500+PTZ55

0,2746+0,06112

0,1696+0,04025
0,04290+0,01301* ###
0,04808+0,01336™ ###

0,3881+0,05315
0,1678+0,02487###
0,02919+0,005914* ###
0,05765+0,01340™* ###

0,2236+0,02727
0,06500+0,01209###
0,04113+ 0,01204###
0,03809+0,008368###

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina

(0,9%, 1V), apdés 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de pentilenotetrazol

(55mg/Kkg, i.p.). Imediatamente ap6s a morte, os cérebros desses animais foram dissecados e

retirados o coértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida

realizacdo da determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste

post-hoc). Valores significativos: *p<0,05; ###p<0, 001.
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6.2 Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina ( IMIP 250 ou 500) sobre a
concentracdo de aminoacidos em coOrtex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de
camundongos adultos ap6s a administracdo da Picrotoxina 10mg/kg (PICRO10).

6.2.1Determinacdo dos niveis de aspartato

De acordo com a figura 21 observamos no cértex pré-frontal um aumento significativo
nos niveis de aspartato no grupo controle PICRO10 (picrotoxina, 10mg/Kg, i.p.) € no grupo
IMIP250+PICRO10 quando comparado com o grupo veiculo (salina 0,9%). Os niveis de
aspartato no grupo IMIP500+PICRO10 permaneceram préximos dos niveis do grupo veiculo.
No hipocampo houve um aumento significativo dos niveis de aspartato nos grupos que
receberam o Imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500), quando comparado ao controle
(p<0,05). Pré-frontal: [Veiculo (0,5486+0,08489 nmol/g de tecido); PICRO10
(0,8091+0,04229 nmol/g de tecido); IMIP250+PICRO10 (0,7708+0,06007 nmol/g de tecido)
e IMIP500+PICRO10 (0,6298+0,02942nmol/g de tecido)]. Hipocampo: [Veiculo (O,
3679+0,06661 nmol/g de tecido); PICRO10 (0,1676+0,03746 nmol/g de tecido);
IMIP250+PICRO10 (0.3752+0,05495 nmol/g de tecido) e IMIP500+PICRO10
(0,4166+0,04634 nmol/g de tecido)]. (Tabelal4).
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Figura 21. Efeitos sobre as concentracfes de aspartato (nmol/g de tecido) em cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por picrotoxina.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com picrotoxina 10 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, apds 10 minutos, picrotoxina (PICRO10) ou solucéo salina 0,9%
(veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. O
simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo controle
(PICRO10); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de gaba foi
determinada em 20 puL de homogenato. (Analise estatistica por ANOV A seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc). Valores significativos: *p<0,05; # p<0,05; ###p<0,001
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Tabela 14. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou
sobre as concentragdo do aspartato em trés area cerebrais de camundongos submetidos
a convulsdes induzidas por picrotoxina 10 mg/kg (PICRO10).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo

Controle PICRO10
IMIP250+PICRO10
IMIP500+PICRO10

Hipocampo

Veiculo

Controle PICRO10
IMIP250+PICRO10
IMIP500+PICRO10

Corpo estriado

Veiculo

Controle PICRO10
IMIP250+PICRO10
IMIP500+PICRO10

0,5486+0,08489
0,8091+0,04229#
0,7708+0,06007##

0,6298+0,02942

0,3679+0,06661

0,1676+0,03746#
0,3752+0,05495*
0,4166+0,04634*

0,6738+0,09714
0,5494+0,1102

0,3708+ 0,06347
0,3727+0,08702

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina

(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de picrotoxina (10mg/kg,

i.p.). Imediatamente ap6s a morte, os cérebros desses animais foram dissecados e retirados o

cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da

determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
Valores significativos: *p<0,05; # p<0,05; ##p<0,01.
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6.2.2 Determinacao dos niveis de glutamato

Observamos no hipocampo um aumento significativo nos niveis de glutamato nos
grupos pré-tratados Imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500), quando comparado com o0 grupo
controle PICRO 10. No corpo estriado o grupo IMIP250+PICRO10 aumentou
significativamente o0s niveis de glutamato, quando comparado ao controle PICRO10
(***p<0,001) e quando comparado veiculo(### p<0,001). Pré-frontal: [Veiculo
(0,1605£0,01160 nmol/g de tecido); PICRO10 (0,2007+0,03340nmol/g de tecido);
IMIP250+PICRO10 (0,2859+0,02924 nmol/g de tecido) e IMIP500+PICRO10
(0,2421+0,03459nmol/g de tecido)]. Hipocampo: [Veiculo (0,5090+0,1290 nmol/g de tecido);
PICRO10 (0,3299+0,08376 nmol/g de tecido); IMIP250+PICRO10 (0,7042+0,08985 nmol/g
de tecido) e IMIP500+PICRO10 (0,7647+0,03383 nmol/g de tecido)]. Corpo estriado:
[Veiculo (0, 27150, 06251 nmol/g de tecido); PICRO10 (0,4982+0,05984 nmol/g de tecido);
IMIP250+PICRO10 (0,4772+ 0,05500 nmol/g de tecido) e IMIP500+PICRO10
(1,783£0,2369 nmol/g de tecido)]. (Figura 22; Tabela 15).
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Figura 22. Efeitos sobre as concentragfes de glutamato (nmol/g de tecido) em cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por picrotoxina.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com picrotoxina 10 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, apds 10 minutos, picrotoxina (PICRO10) ou solucéo salina 0,9%
(veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. O
simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo controle
(PICRO10); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os valores representam a média = EPM (n=6). A concentracao de glutamato
foi determinada em 20 pl. de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido por
Student-Newman-Keuls como teste post hoc). Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; #
p<0,05; ## p< 0,01.
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Tabela 15. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou
sobre as concentracdo do glutamato em trés area cerebrais de camundongos submetidos
a convulsdes induzidas por picrotoxina 10 mg/kg (PICRO10).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo

Controle PICRO10
IMIP250+PICRO10
IMIP500+PICRO10

Hipocampo

Veiculo

Controle PICRO10
IMIP250+PICRO10
IMIP500+PICRO10

Corpo estriado

Veiculo

Controle PICRO10
IMIP250+PICRO10
IMIP500+PICRO10

0,1605+0,01160
0,2007+0,03340
0,2859+0,02924#
0,2421+0,03459

0,5090+0,1290
0,3299+0,08376
0,7042+0,08985*
0,7647+0,03383*

0,2715+0,06251

0,4982+0,05984

0,4772+ 0,05500
1,783+0,2369*** ###

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina

(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de picrotoxina (10mg/kg,

i.p.). Imediatamente ap6s a morte, os cérebros desses animais foram dissecados e retirados o

cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da

determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
Valores significativos: *p<0,05; ***p<0, 001# p<0,05; ###p<0, 001
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6.2.3 Determinacao dos niveis de glicina

Como podemos observar ndo houve uma alteracéo significativa nos niveis de glicina
nos grupos pré-tratados com Imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500). Pré-frontal: [Veiculo
(0,4986%0,04720 nmol/g de tecido); PICRO10 (0,5114+0,04972 nmol/g de tecido);
IMIP250+PICRO10 (0,4468+0,06963 nmol/g de tecido) e IMIP500+PICRO10
(0,6134+0,07298 nmol/g de tecido)]. Hipocampo: [Veiculo (0, 2789+0, 04186 nmol/g de
tecido); PICRO10 (0,3451+0,03620 nmol/g de tecido); IMIP250+PICRO10 (0,3754+0,02674
nmol/g de tecido) e IMIP500+PICRO10 (0,4173+0,02919 nmol/g de tecido)].
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Figura 26. Efeitos sobre as concentracfes de glicina (nmol/g de tecido) em cértex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por picrotoxina.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com picrotoxina 10 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, ap6s 10 minutos, picrotoxina (PICRO10) ou solucdo salina 0,9%
(veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observagdo. O
simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo controle
(PICRO10); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os valores representam a média £ EPM (n=6). A concentracdo de glicina foi
determinada em 20 uL de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-

Newman-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 21. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou
sobre as concentracdo do glicina em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por picrotoxina 10 mg/kg (PICRO10).

Grupos Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)
Cortex pré- frontal
Veiculo 0,4986+0,04720
Controle PICRO10 0,5114+0,04972
IMIP250+PICRO10 0,4468+0,06963
IMIP500+PICRO10 0,6134+0,07298
Hipocampo
Normal 0,2789+0,04186
Controle PICRO10 0,3451+0,03620
IMIP250+PICRO10 0,3754+0,02674
IMIP500+PICRO10 0,4173+0,02919
Corpo estriado
Veiculo 0,5976+0,08963
Controle PICRO10 0,5716+0,1303
IMIP250+PICRO10 0,7473+ 0,03534
IMIP500+PICRO10 0,6622+0,02929

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina
(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de picrotoxina (10mg/kg,
i.p.). Imediatamente ap0s a morte, os cérebros desses animais foram dissecados e retirados o
cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da
determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
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Determinacao dos niveis de taurina

De acordo com a figura observamos uma reducdo nos niveis de taurina hipocampal,
quando comparado com o grupo Veiculo (### p< 0,001). Os niveis de taurina no corpo
estriado foram aumentados de forma significativa nos grupos IMIP250+PICRO10 e
IMIP500+PICRO10, quando comparados ao grupo controle PICRO10(**p<0,01) e Veiculo
(###p<0, 001) Hipocampo: [Veiculo (1,111+0,169 nmol/g de tecido); PICRO10
(0,1238+0,02992 nmol/g de tecido); IMIP250+PICRO10 (0,1415+0,04202 nmol/g de tecido)
e IMIP500+PICRO10 (0,2714+0,1208 nmol/g de tecido)]. Corpo estriado: [Veiculo
(0,1790+0,04080 nmol/g de tecido); PICRO10 ( 0,1381+0,03850 nmol/g de tecido);
IMIP250+PICRO10 (0,6800+ 0,1218 nmol/g de tecido) e IMIP500+PICRO10
(0,4899+0,05727 nmol/g de tecido)]. (Figura 24; Tabela 17).
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Figura 24. Efeitos sobre as concentragdes de taurina (nmol/g de tecido) em cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por picrotoxina.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com picrotoxina 10 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, apds 10 minutos, picrotoxina (PICRO10) ou solucdo salina 0,9%
(Veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. O
simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo controle
(PICRO10); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentra¢do de taurina foi
determinada em 20 pL de homogenato. (Analise estatistica por ANOV A seguido por Student-

Newman-Keuls como teste post hoc). Valores significativos: **p<0,01; ###p<0,001
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Tabela 17. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou
sobre as concentracdo do taurina em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por picrotoxina 10 mg/kg (PICRO10).

Grupos Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo 0,2306+0,06902
Controle PICRO10 0,1321+0,03368
IMIP250+PICRO10 0,09057+0,01769
IMIP500+PICRO10 0,1185+0,03539
Hipocampo

1,111+0,1692
0,1238+0,02992###
0,1415+0,04202###
0,2714+0,1208###

Veiculo

Controle PICRO10
IMIP250+PICRO10
IMIP500+PICRO10

Corpo estriado

Veiculo 0,1790+0,04080
Controle PICRO10 0,1381+0,03850
IMIP250+PICRO10 0,6800+ 0,1218** ##
IMIP500+PICRO10 0,4899+0,05727** #i#

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina
(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de picrotoxina (10mg/kg,
i.p.). Imediatamente ap0s a morte, 0s cérebros desses animais foram dissecados e retirados o
cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida realizagdo da
determinacdo dos aminodcidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
Valores significativos: **p<0,01; ###p<0, 001.
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6.2.4 Determinacdo dos niveis de gaba

De acordo com a figura 25 observamos uma reducdo expressiva nos niveis de gaba nos
grupos que receberam Imipenem (250 e 500mg/Kg) nas trés areas cerebrais, quando
comparado com o grupo controle. Os niveis da gaba no hipocampo e estriado foram reduzidos
em relacdo ao grupo Veiculo (### p<0,001). Corpo estriado: [Veiculo (0,2746+0,06112
nmol/g de tecido); PICRO10 (0,1818+0,04330 nmol/g de tecido); IMIP250+PICRO10
(0,1207£0,04035 nmol/g de tecido) e IMIP500+PICRO10 ( 0,07643+0,01356 nmol/g de
tecido)].\Hipocampo:  [Veiculo  (1,471+0,2965 nmol/g de tecido); PICRO10
(1,137+0,2310\nmol/g de tecido); IMIP250+PICRO10 (0,1368+0,04169 nmol/g de tecido) e
IMIP500+PICRO10 (0,1330+0,05903\ nmol/g de tecido)]. Corpo estriado: [Veiculo
(0,2236+0,02727 nmol/g de tecido); PICRO10 ( 0,1938+0,03047 nmol/g de tecido);
IMIP250+PICRO10 (0,05372+ 0,02532 nmol/g de tecido) e IMIP500+PICRO10
(0,07636+0,01922 nmol/g de tecido)]. (Tabela 18).
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Figura 25. Efeitos sobre as concentracdes de gaba (nmol/g de tecido) em cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por picrotoxina.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com picrotoxina 10 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, apds 10 minutos, picrotoxina (PICRO10) ou solucdo salina 0,9%
(Veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. Os
animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. O simbolo * representa
a significativa diferenca quando comparado ao grupo controle (PICRO10); o simbolo #
representa a significativa diferenga quando comparado ao grupo salina (veiculo). Os valores
representam a média £ EPM (n=6). A concentragdo de gaba foi determinada em 20 pL de
homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como
teste post hoc). Valores significativos: **p<0,01; ## p< 0,01; ###p<0,001.
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Tabela 18. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou
sobre as concentracdo do gaba em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por picrotoxina 10 mg/kg (PICRO10).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo

Controle PICRO10
IMIP250+PICRO10
IMIP500+PICRO10

Hipocampo

Veiculo

Controle PICRO10
IMIP250+PICRO10
IMIP500+PICRO10

Corpo estriado

Veiculo

Controle PICRO10
IMIP250+PICRO10
IMIP500+PICRO10

0,2746+0,06112

0,1818+0,04330
0,1207+0,04035*
0,07643+0,01356*

1,471+0,2965

1,137+0,2310
0,1368+0,0416** ###
0,1330+0,05903** ###

0,2236+0,02727
0,1938+0,03047
0,05372+ 0,02532** ###
0,07636+0,01922** ##

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina

(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de picrotoxina (10mg/kg,

i.p.). Imediatamente ap6s a morte, os cérebros desses animais foram dissecados e retirados o

cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da

determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; ## p< 0,01; ###p<0,001.
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6.3  Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou sobre a
concentracdo de aminoacidos em cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de
camundongos adultos ap6s a administracdo da Estricnina 2mg/Kg (ESTRIC2).

6.3.1Determinacéo dos niveis de aspartato

Observamos no corpo estriado um aumento significativo nos niveis de aspartato nos
grupo IMIP 250+ ESTRIC2, quando comparado com o grupo salina (veiculo). Houve uma
elevacdo significativa nos niveis de aspartato no grupo IMIP500+ESTRIC2, quando
comparado ao controle ESTRIC2 (***p<0, 001) e quando comparado veiculo (### p<0, 001).
No cortex pre-frontal os grupos ESTRIC2, IMIP 250+ ESTRIC2, IMIP500+ESTRIC2
mantiveram seus niveis de aspartato préximos ao do grupo veiculo (salina 0,9%). Pré-frontal:
[Veiculo (0,4986 + 0,04720 nmol/g de tecido); ESTRIC2 (0,5114 + 0,04972 nmol/g de
tecido); IMIP250+ESTRIC2 (0,4468 + 0,06963 nmol/g de tecido) e IMIP500+ ESTRIC2 (
0,6134 £ 0,07298 nmol/g de tecido)]. Corpo estriado: [Veiculo (0,0904 £ 0, 01790 nmol/g de
tecido); ESTRIC2 (0,2205 + 0,01784nmol/g de tecido); IMIP250+ESTRIC2 (0,2613 *
0,03061nmol/g de tecido) e IMIP500+ ESTRIC2 (0,3978 + 0,02813 nmol/g de tecido)].
(Figura 26; Tabela 19).
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Figura 26. Efeitos sobre as concentracfes de aspartato (nmol/g de tecido) em cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulséo induzido
por Estricnina.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com estricnina 2 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, 1V, apds 10 minutos, Estricnina (ESTRIC2) ou solucédo salina 0,9%
(Veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. O
simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo controle
(ESTRIC2); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os valores representam a média = EPM (n=6). A concentracao de aspartato
foi determinada em 20 pl de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido por
Student-Newman-Keuls como teste post hoc). Valores significativos: ***p<0,001; ## p<
0,01; ###p<0,001.
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Tabela 19. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) sobre
as concentracdo do aspartato em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por Estricnina 2 mg/kg (ESTRIC?2).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo

Controle ESTRIC2
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

Hipocampo

Veiculo

Controle ESTRIC2
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

Corpo estriado

Veiculo

Controle ESTRIC2
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

0,4986 + 0,04720
0,5114 +0,04972
0,4468 + 0,06963
0,6134 + 0,07298

0,4457 + 0,09969
0,1322 + 0,04686 ##
0,3084 + 0,04522
0,2527 +0,03108

0,09043 +0,01790
0,2205 +0,01784

0,2613 +0,03061###
0,3978 + 0,02813*** ###

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou

salina (0,9%, IV), e ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de estricnina

(2mg/kg, i.p.). Imediatamente apds a morte, os cérebros desses animais foram dissecados e

retirados o cértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida

realizacdo da determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste
post-hoc). Valores significativos: *** p< 0, 001; ## p< 0,01; ###p<0, 001.
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Determinacao dos niveis de glutamato

Os niveis estriatais de glutamato aumentaram significativamente nos grupos controle
ESTRIC2, IMIP 250+ ESTRIC2 e IMIP500 +ESTRIC2, quando comparado com 0 grupo
salina 0,9% (veiculo). Os niveis de aspartato no cortex pré-frontal dos grupos pré-tratados
com Imipenem (250 ou 500mg/kg) permaneceram proximos ao grupo veiculo (salina 0,9%).
Pré-frontal: [Veiculo (0,1797 £ 0,04371 nmol/g de tecido); ESTRIC2 (0,2655 * 0,03156
nmol/g de tecido); IMIP250+ESTRIC2 (0,2229 + 0,03212 nmol/g de tecido) e IMIP500+
ESTRIC2 ( 0,1960 + 0,02181 nmol/g de tecido)]. Corpo estriado: [Veiculo (0,1324 +
0,004865 nmol/g de tecido); ESTRIC2 (0,2485 + 0,01406 nmol/g de tecido);
IMIP250+ESTRIC2 (0,2663 + 0,03699 nmol/g de tecido) e IMIP500+ ESTRIC2 (0,2357 +
0,03432 nmol/g de tecido)]. (Figura 27; Tabela 20).
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Figura 27. Efeitos sobre as concentragfes de glutamato (nmol/g de tecido) em cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por stricnina.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com estricnina 2 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, apds 10 minutos, estricnina (ESTRIC2) ou solucdo salina 0,9%
(Veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. O
simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo controle
(ESTRIC2); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os valores representam a média £ EPM (n=6). A concentra¢do de glutamato
foi determinada em 20 pL de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido por
Student-Newman-Keuls como teste post hoc). Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; #
p<0,05; ## p< 0,01.
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Tabela 20. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) sobre

as concentracdo do glutamato em trés area cerebrais de camundongos submetidos a

convulsdes induzidas por estricnina 2 mg/kg (ESTRIC?2).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo

Controle ESTRIC2
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

Hipocampo

Veiculo

Controle ESTRIC2
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

Corpo estriado

Veiculo

Controle ESTRIC2
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

0,1797 £ 0,04371
0,2655 + 0,03156
0,2229 + 0,03212
0,1960 + 0,02181

0,3423 + 0,04658
0,1835 * 0,04493#
0,1061 + 0,02878##
0,3635 * 0,03783*

0,1324 + 0,004865
0,2485 + 0,01406#
0,2663 + 0,03699##
0,2357 + 0,03432*

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina

(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose unica de estricnina (2mg/kg,

i.p.). Imediatamente ap0s a morte, 0s cérebros desses animais foram dissecados e retirados o

cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da

determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
Valores significativos: *p<0,05; # p<0,05; ## p< 0,01.



130

Determinacdo dos niveis de glicina

Conforme os resultados obtidos e demonstrados através da figura 28 ha uma reducéo
significativa nos niveis hipocampais de glicina nos grupos IMIP 250+ ESTRIC2 e IMIP500
+ESTRIC2, quando comparado com o grupo controle (ESTRIC2), p<0,01. Hipocampo:
[Veiculo (0,4530+ 0,03578 nmol/g de tecido); ESTRIC2 (0,3819+ 0,02625 nmol/g de tecido);
IMIP250+ESTRIC2 (0,2290+ 0,03306 nmol/g de tecido) e IMIP500+ ESTRIC2 (0,3114+
0,01823 nmol/g de tecido)]. Corpo estriado: [Veiculo (0, 2789 + 0, 04186 nmol/g de tecido);
ESTRIC2 (0,3451+ 0,03620 nmol/g de tecido); IMIP250+ESTRIC2 (0,3754+ 0,02674 nmol/g
de tecido) e IMIP500+ ESTRIC2 (0,4173+ 0,02919 nmol/g de tecido)].
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Figura 31. Efeitos sobre as concentracdes de glicina (nmol/g de tecido) em coOrtex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulséo induzido
por Estricnina.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com estricnina 2 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, ap6s 10 minutos, estricnina (ESTRIC2) ou solucdo salina 0,9%
(Veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. O
simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo controle
(ESTRIC2); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os valores representam a média £ EPM (n=6). A concentracdo de glicina foi
determinada em 20 uL. de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc). Valores significativos: **p<0,01; ###p<0, 001.
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Tabela 26. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) sobre
as concentracdo da glicina em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por estricnina 2 mg/kg (ESTRIC2).

Imipenem/cilastatina

Grupos (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo 0,2320+ 0,02720
Controle ESTRIC2 0,1909+ 0,03497
IMIP250+ESTRIC2 0,1829+0,04844
IMIP500+ESTRIC2 0,1475 + 0,03977
Hipocampo
Veiculo
+
Controle ESTRIC2 0,4530+ 0,03578
0,3819+ 0,02625
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2 0,2290+ 0,03306 ### **
0,3114+ 0,01823**
Corpo estriado
Veiculo
Controle ESTRIC2 0,2789+ 0,04186
0,3451+ 0,03620
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2 0,3754+ 0,02674
0,4173+ 0,02919

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina
(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose unica de estricnina (2mg/kg,
i.p.). Imediatamente ap6s a morte, 0s cérebros desses animais foram dissecados e retirados o
cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da
determinacdo dos aminodcidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
Valores significativos: **p<0,01; ###p<0,001.
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6.3.2 Determinacdo dos niveis de taurina

Como podemos observar de acordo com a figura 29 ha uma reducéo (### p<0,05) nos
niveis estriatais e hipocampais de taurina nos grupos controle ESTRIC2, IMIP 250+
ESTRIC2 e IMIP500 +ESTRIC2, quando comparado com o grupo salina 0,9% (veiculo). Os
niveis de taurina no cortex pré-frontal permaneceram préximos ao grupo salina (veiculo) nos
grupos que receberam Imipenem/cilastatina nas duas doses estudadas (250 ou 500 mg/kg).
Pré-frontal: [Veiculo (0, 2306 + 0,06902 nmol/g de tecido); ESTRIC2 (0,1980 + 0,02765
nmol/g de tecido); IMIP250+ESTRIC2 (0,1618 + 0,03990 nmol/g de tecido) e IMIP500+
ESTRIC2 (0,2247 + 0,04374 nmol/g de tecido)]. Hipocampo: [Veiculo (0, 6193+0, 08549
nmol/g de tecido); ESTRIC2 (0, 2621+0, 1008nmol/g de tecido); IMIP250+ESTRIC2
(0,2106+0,06793nmol/g de tecido) e IMIP500+ ESTRIC2 (0,2755%+0,07409 nmol/g de
tecido)].Corpo estriado: [Veiculo (0,1457+£0,02500 nmol/g de tecido); ESTRIC2
(0,05295+0,01644nmol/g de tecido); IMIP250+ESTRIC2 (0,05500+ 0,01206 nmol/g de
tecido) e IMIP500+ ESTRIC2 (0,05333+0,01260nmol/g de tecido)]. (Tabela 22).
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Figura 29. Efeitos sobre as concentracfes de taurina (nmol/g de tecido) em cértex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por Estricnina.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com Estricnina 2 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, ap6s 10 minutos, estricnina (ESTRIC2) ou solucdo salina 0,9%
(Veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. O
simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo controle
(ESTRIC2); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os valores representam a média £ EPM (n=6). A concentracao de taurina foi
determinada em 20 puL de homogenato. (Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc). Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; ## p< 0,01.
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Tabela 22. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou
sobre as concentracdo do taurina em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por estricnina 2 mg/kg (ESTRIC2).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo

Controle ESTRIC2
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

Hipocampo

Veiculo

Controle ESTRIC2
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

Corpo estriado

Veiculo

Controle ESTRIC2
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

0,2306 * 0,06902
00,1980 + 0,02765
0,1618 + 0,03990
0,2247 + 0,04374

0,6193+0,08549
0,2621+0,1008#
0,2106+0,06793#
0,2755+0,07409#

0,1457+0,02500
0,05295+0,01644#
0,05500+ 0,01206#
0,05333+0,01260#

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina ( IMIP 250 ou 500 ou salina

(0,9%,1V), apds 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de estricnina(2mg/kg, i.p.).

Imediatamente apds a morte, os cérebros desses animais foram dissecados e retirados o cortex

pré-frontal, hipocampo e

corpo estriado sob o gelo para em seguida realizagcdo da

determinacdo dos aminodcidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).

Valores significativos: # p<0,05.
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Determinacao dos niveis de gaba

A figura 30 mostra no pré-frontal uma reducdo significativa nos niveis de gaba nos
grupos pré-tratados com imipenem (250+ESTRIC2 e IMIP500+ESTRIC2), quando
comparado com o grupo controle (ESTRIC2). Os niveis de hipocampais e estriatais de gaba
foram reduzidos significativamente nos grupos ESTRIC2, 250+ESTRIC2 e
IMIP500+ESTRIC2 em rela¢do ao grupo veiculo (salina 0,9%). Pré-frontal: [Veiculo (O,
274620, 06112 nmol/g de tecido); ESTRIC2 (0,3682+0,04614 nmol/g de tecido);
IMIP250+ESTRIC2  (0,2016+0,03894nmol/g de tecido) e IMIP500+ ESTRIC2
(0,1150+0,02671 nmol/g de tecido)]. Hipocampo: [Veiculo (0,6648+0,1230 nmol/g de
tecido); ESTRIC2 (0,3183+0,07696 nmol/g de tecido); IMIP250+ESTRIC2
(0,217040,04534nmol/g de tecido) e IMIP500+ ESTRIC2 (0,1786+0,01349 nmol/g de
tecido)]. Corpo estriado: [Veiculo (0, 2236+0, 02727 nmol/g de tecido); ESTRIC2 (0,
1060+0, 01447 nmol/g de tecido); IMIP250+ESTRIC?2 (0,06889+0,01682 nmol/g de tecido) e
IMIP500+ ESTRIC2 (0,1086+0,03414 nmol/g de tecido)]. (Tabela 23).
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Figura 30. Efeitos sobre as concentragdes de gaba (nmol/g de tecido) em cértex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por Estricnina.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com estricnina 2 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, apds 10 minutos, estricnina (ESTRIC2) ou solucédo salina 0,9%
(Veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. O
simbolo * representa a significativa diferenga quando comparado ao grupo controle
(ESTRIC2); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os valores representam a média = EPM (n=6). A concentracdo de gaba foi
determinada em 20 uL. de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc). Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; ## p< 0,01.
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Tabela 23. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) sobre
as concentracdo do gaba em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por estricnina 2 mg/kg (ESTRIC2).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo

Controle ESTRIC2
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

Hipocampo

Veiculo

Controle ESTRIC2
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

Corpo estriado

Veiculo

Controle ESTRIC2
IMIP250+ESTRIC2
IMIP500+ESTRIC2

0,2746+0,06112

0,3682+0,04614
0,2016+0,03894*
0,1150+0,02671**

0,6648+0,1230
0,3183+0,07696##
0,2170+0,04534##
0,1786+0,01349##

0,2236+0,02727
0,1060+0,01447##
0,06889+0,01682##
0,1086+0,03414##

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500 ou salina

(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose unica de estricnina (2mg/kg,

i.p.). Imediatamente ap0s a morte, 0s cérebros desses animais foram dissecados e retirados o

cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da

determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; ## p< 0,01.
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6.4 Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) sobre a
concentracdo de aminoacidos em cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de
camundongos adultos ap6s a administracdo da pilocarpina 400mg/kg (P400).

6.4.1 Determinacdo dos niveis de aspartato

Um aumento significativo nos niveis de aspartato foi evidenciado no hipocampo e
corpo estriado nos grupos pré-tratados com Imipenem nas duas doses estudadas
(IMIP250+P400 e IMIP500+P400) em relagdo ao grupo controle (P400) *** p<0, 001. No
Pré-frontal houve também um aumento significativo com o Imipenem 250mg/Kg em relacao
ao grupo controle (P400) *** p<0, 001. Pré-frontal: [(Veiculo (0 1602+ 0, 02320nmol/g de
tecido); P400 (0 2457+ 0, 05803 nmol/g de tecido); IMIP250+P400 (0, 5588+ 0, 06850
nmol/g de tecido) e IMIP500+P400 (0, 2847+ 0, 03587 nmol/g de tecido)]. Hipocampo:
[(Veiculo (0 09043+ 0, 01790nmol/g de tecido); P400 (0 1440+ 0, 02273 /g de tecido);
IMIP250+P400 (0, 4208+ 0, 07491nmol/g de tecido) e IMIP500+P400 (0, 7633+ 0, 05461
nmol/g de tecido)]. Corpo estriado: [(Veiculo (0,2321+ 0,04215 nmol/g de tecido); P400
(0,08301+ 0,01245 /g de tecido); IMIP250+P400 (0,3265+ 0,06204 nmol/g de tecido) e
IMIP500+P400 (0,4084+ 0,0492 nmol/g de tecido)].(Figura 31; Tabela 24).
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Figura 31. Efeitos sobre as concentragdes de aspartato (nmol/g de tecido) em cortex Pré-
frontal, Hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsado induzido
por pilocarpina

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com pilocarpina 400 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, e apds 10 minutos, pilocarpina (P400) ou solugdo salina 0,9%
(veiculo). O simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
controle (P400); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observagdo. Os
valores representam a média + EPM (n=6). A concentragdo de gaba foi determinada em 20 pL
de homogenato. (Andlise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como

teste post hoc). Valores significativos: ***p<0, 001; ###p<0, 001
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Tabela 24. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou
sobre as concentragdo do aspartato em trés area cerebrais de camundongos submetidos
a convulsdes induzidas por pilocarpina 400 mg/kg (P400).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo
Controle P400
IMIP250+P400
IMIP500+P400

Hipocampo

Veiculo
Controle P400
IMIP250+ P400
IMIP500+ P400

Corpo estriado

Veiculo
Controle P400
IMIP250+ P400
IMIP500+ P400

0,1602+ 0,02320
0,2457+ 0,05803###
0,5588+ 0,06850***

0,2847+ 0,03587

0,2321+ 0,04215

0,08301+ 0,01245
0,3265+ 0,06204**
0,4084+ 0,04929***

0,09043+ 0,01790
0,1440+ 0,02273
0,4208+ 0,07491*** ###
0,7633+ 0,05461 ***###

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina

(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de pilocarpina (400mg/kg,

i.p.). Imediatamente apGs a morte, os cérebros desses animais foram dissecados e retirados o

cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da

determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
Valores significativos: ** p< 0,01; ***p<0, 001; ###p<0, 001
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Determinacao dos niveis de glutamato

O pré-tratamento com imipenem nas duas doses estudadas (IMIP250+P400 e
IMIP500+P400) foi capaz de aumentar os niveis de glutamato tanto em hipocampo como em
corpo estriado em relagcéo ao grupo controle (P400) Houve uma diminuicdo significativa do
glutamato no controle P400 em relacdo ao grupo veiculo no hipocampo e corpo estriado,
exceto no pré-frontal onde houve aumento do glutamato comparado ao grupo veiculo. Pré-
frontal: [(0,1776+ 0,02830 nmol/g de tecido); P400 (0,2832+ 0,04950 nmol/g de tecido);
IMIP250+P400 (0,4486+ 0,03410 nmol/g de tecido) e IMIP500+P400 ( 0,2473+ 0,0524
nmol/g de tecido)]. Hipocampo: [(Veiculo (0,3382+ 0,0457 nmol/g de tecido); P400
(0,0539+ 0,01021 /g de tecido); IMIP250+P400 (0,1637+ 0,0482 nmol/g de tecido) e
IMIP500+P400 (0,2375+ 0,0385 nmol/g de tecido)]. Corpo estriado: [(Veiculo (0,2218+
0,0421 nmol/g de tecido); P400 (0,0542+ 0,0187/g de tecido); IMIP250+P400 (0,2310+
0,03727nmol/g de tecido) e IMIP500+P400 (0,3195+ 0,0330 nmol/g de tecido)]. (Figura 32;
Tabela 25).
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Figura 32. Efeitos sobre as concentracfes de glutamato (nmol/g de tecido) em cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por pilocarpina

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com pilocarpina 400 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, e ap6s 10 minutos, pilocarpina (P400) ou solucédo salina 0,9%
(veiculo). O simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
controle (P400); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observagéo. Os
valores representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de glutamato foi determinada em
20 puL de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls
como teste post hoc). Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ## p<0,01;
###p<0,001
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Tabela 25. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) sobre
as concentracdo do glutamato em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por pilocarpina 400 mg/kg (P400).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo
Controle P400
IMIP250+P400
IMIP500+P400

Hipocampo

Veiculo
Controle P400
IMIP250+ P400
IMIP500+ P400

Corpo estriado

Veiculo
Controle P400
IMIP250+P400
IMIP500+P400

0,1776+0,02830
0,2832+0,04950##
0,4486+0,03410**

0,2473+0,0524

0,2218+0,0421

0,0542+0,0187
0,2310+0,03727##
0,3195+0,0330***

0,3382+0,0457
0,0539+0,01021###
0,1637+0,0482*
0,2375+0,0385**

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina

(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de pilocarpina (400mg/kg,

i.p.). Imediatamente apGs a morte, os cérebros desses animais foram dissecados e retirados o

cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da

determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
Valores significativos: *p<0,05; ** p< 0,01; ***p<0,001; ## p<0,01; ###p<0,001.
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6.4.2 Determinacao dos niveis de glicina

Conforme demonstrado através da figura 35 ndo houve alteracdo significativa nos
niveis de glicina nas trés dareas cerebaris. Os niveis de glicina dos grupos P400,
IMIP250+P400 e IMIP500+P400 se mantiveram proximos aos do grupo controle (P400) e
veiculo (salina 0,9%). Pré-frontal: [(0, 2785+0, 07608 nmol/g de tecido); P400 (O,
2973+0,03761 nmol/g de tecido); IMIP250+P400 (0,2600+0,03590 nmol/g de tecido) e
IMIP500+P400 ( 0,1663+0,02578 nmol/g de tecido)].Hipocampo: [(Veiculo (0,5540+0,08649
nmol/g de tecido); P400 (0,5876x0,04357 nmol /g de tecido); IMIP250+P400
(0,5294+0,07278 nmol/g de tecido) e IMIP500+P400 (0,4878+0,04865 nmol/g de tecido)].
Corpo estriado: [(Veiculo (0, 840210, 2125 nmol/g de tecido); P400 (0, 6198+0, 1483 nmol/g
de tecido); IMIP250+P400 (0, 8510+0, 06202 nmol/g de tecido) e IMIP500+P400
(0,6846+0,02311 nmol/g de tecido)]. (Figura 13).
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Figura 21. Efeitos sobre as concentracdes de glicina (nmol/g de tecido) em cOrtex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsdo induzido
por pilocarpina

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e ap6s 10 minutos foi induzida a convulsdo com pilocarpina 400 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, e apdés 10 minutos, pilocarpina (P400) ou solucdo salina 0,9%
(veiculo). O simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
controle (P400); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. Os
valores representam a média £ EPM (n=6). A concentracdo de glicina foi determinada em 20
uL de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls

como teste post hoc).
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Tabela 16. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) sobre
as concentracdo da glicina em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por pilocarpina 400 mg/kg (P400).

Grupos Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)
Cortex pré- frontal
Veiculo 0,2785+0,07608
Controle P400 0,2973+0,03761
IMIP250+P400 0,2600+0,03590
IMIP500+P400 0,1663+0,02578
Hipocampo
Veiculo 0,5540+0,08649
Controle P400 0,5876+0,04357
IMIP250+P400 0,5294+0,07278
IMIP500+P400 0,4878+0,04865
Corpo estriado
Veiculo 0,8402+0,2125
Controle P400 0,6198+0,1483
IMIP250+P400 0,8510+0,06202
IMIP500+P400 0,6846+0,02311

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina
(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de Pilocarpina (400mg/kg,
i.p.). Imediatamente apGs a morte, os cerebros desses animais foram dissecados e retirados o
cortex pré-frontal, hipocampo e 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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Determinacao dos niveis de taurina

A figura 34 mostra uma reducdo significativa nos niveis de taurina do pré-frontal e
hipocampo nas duas doses estudadas (IMIP250+P400 e IMIP500+P400) quando comparadas
com o controle P400 e grupo Veiculo, respectivamente. Os niveis de taurina estriatal foram
reduzidos significativamente apenas com Imipenem 250mg/Kg em relacdo ao controle P400,
p<0,05. Pré-frontal: [Veiculo (0, 3306+ 0,0297 nmol/g de tecido); P400 (0,1034+ 0,0177
nmol/g de tecido); IMIP250+P400 (0,1921+ 0,0212nmol/g de tecido) e IMIP500+P400
(0,1500+ 0,0234 nmol/g de tecido)]. Hipocampo: [(Veiculo (0,4957+ 0,0371 nmol/g de
tecido); P400 (0,5426+ 0,0384 /g de tecido); IMIP250+P400 (0,3293+ 0,0771nmol/g de
tecido) e IMIP500+P400 (0,3745%+ 0,0497 nmol/g de tecido)].Corpo estriado: [(Veiculo
(0,5943+ 0,1136 nmol/g de tecido); P400 (0,1705+ 0,0335/g de tecido); IMIP250+P400
(0,3082+ 0,0415nmol/g de tecido) e IMIP500+P400 (0,2522+ 0,0325 nmol/g de tecido)].
(Tabela 27).
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Figura 34. Efeitos sobre as concentragdes de taurina (nmol/g de tecido) em cortex Pré-
frontal, Hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulsado induzido
por pilocarpina

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com pilocarpina 400 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, e apds 10 minutos, pilocarpina (P400) ou solucgdo salina 0,9%
(veiculo). O simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
controle (P400); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacéo. Os
valores representam a média £ EPM (n=6). A concentracdo de taurina foi determinada em 20
uL de homogenato. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls
como teste post hoc). Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; ## p<0,01; ###p<0,001.
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Tabela 27. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina( IMIP 250 ou 500) sobre
as concentracdo do Taurina em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por pilocarpina 400 mg/kg (P400).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo
Controle P400
IMIP250+P400
IMIP500+P400

Hipocampo

Veiculo

Controle P400
IMIP250+P400
IMIP500+P400

Corpo estriado

Veiculo
Controle P400
IMIP250+P400
IMIP500+P400

0,3306+0,0297

0,1034+0,0177
0,1921+0,0212**
0,1500+0,0234*

0,5943+0,1136
0,1705+0,0335###
0,3082+0,0415##

0,2522+0,0325#

0,4957+0,0371
0,5426+0,0384
0,3293+0,0771*
0,3745+0,0497

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina

(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de pilocarpina (400mg/kg,

i.p.). Imediatamente ap6s a morte, os cerebros desses animais foram dissecados e retirados o

cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da

determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
Valores significativos: *p<0,05; ** p< 0,01; # p<0,05; ## p<0,01; ###p<0, 001.
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Determinacao dos niveis de gaba

A figura 35 mostra uma significativa diminuicdo dos niveis de gaba nas trés &reas,
quando comparado com o grupo veiculo (salina 0,9%). Podemos observar uma diminuicdo do
gaba no pré-frontal nos grupos pré-tratados com Imipenem (250 e 500mg/Kg, 1V) quando
comparado com o grupo P400 (*** p< 0, 001). Pré-frontal: [Veiculo (1 132+ 0, 1115nmol/g
de tecido); P400 (0, 9702+ 0, 0883 nmol/g de tecido); IMIP250+P400 (0,3758+ 0,0682nmol/g
de tecido) e IMIP500+P400 (0,2728+ 0,0807 nmol/g de tecido)]. Hipocampo: [Veiculo (2,37+
0, 2245 nmol/g de tecido); P400 (2, 030x0, 3989 /g de tecido); IMIP250+P400 (0, 61070,
2166nmol/g de tecido) e IMIP500+P400 (1, 167+0, 3491 nmol/g de tecido)]. Corpo estriado:
[Veiculo (1 671+ 0, 2646 nmol/g de tecido); P400 (1,034t 0,1787/g de tecido);
IMIP250+P400 (0,7011+ 0,1228nmol/g de tecido) e IMIP500+P400 (0,5038+ 0,1566nmol/g
de tecido)]. (Tabela 28).
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Figura 35. Efeitos sobre as concentracdes de gaba (nmol/g de tecido) em cértex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos no modelo de convulséo induzido
por pilocarpina.

Camundongos swiss machos (29-34g) foram pré-tratados com imipenem (250 e 500mg/Kg,
IV) e apds 10 minutos foi induzida a convulsdo com pilocarpina 400 mg/kg, i.p. Os controles
receberam salina 0,9%, IV, e apdés 10 minutos, pilocarpina (P400) ou solucdo salina 0,9%
(veiculo). O simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
controle (P400); o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo
salina (veiculo). Os animais foram submetidos a um periodo de 30 minutos de observacdo. Os
valores representam a média = EPM (n=6). A concentragdo de gaba foi determinada em 20 pL
de homogenato. (Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como
teste post hoc). Valores significativos: *p<0,05; ***p<0,001; # p<0,05; ## p<0,01;
###p<0,001
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Tabela 28. Efeitos do pré-tratamento com imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) sobre
as concentracdo do gaba em trés area cerebrais de camundongos submetidos a
convulsdes induzidas por Pilocarpina 400 mg/kg (P400).

Grupos

Imipenem/cilastatina (umol/g de tecido)

Cortex pré- frontal

Veiculo
Controle P400
IMIP250+P400
IMIP500+P400

Hipocampo

Veiculo
Controle P400
IMIP250+ P400
IMIP500+ P400

Corpo estriado

Veiculo
Controle P400
IMIP250+P400
IMIP500+P400

1,132+ 0,1115
0,9702+ 0,0883
0,3758+ 0,0682***###
0,2728+ 0,0807***###

1,671+ 0,2646
1,034+ 0,1787#
0,7011+ 0,1228##
0,5038+ 0,1566##

2,37+ 0,2245
2, 030+0,3989
0, 6107+0,2166™ ##
1,167+0,3491#

Camundongos swiss machos foram tratados imipenem/cilastatina (IMIP 250 ou 500) ou salina

(0,9%, 1V), ap6s 10 minutos, estes animais receberam a dose Unica de Pilocarpina (400mg/kg,

i.p.). Imediatamente ap0s a morte, 0s cerebros desses animais foram dissecados e retirados o

cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado sob o gelo para em seguida realizacdo da

determinacdo dos aminoacidos. (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
Valores significativos: *p<0,05; ***p<0,001; # p<0,05; ## p<0,01; ###p<0,001.
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6.5  Efeitos de imipenem ou meropenem sobre a atividade da acetilcolinesterase em
cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos tratados ou ndo com
P400.

A investigacdo da atividade enzimética da acetilcolinesterase (AChE) foi realizada em
cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos adultos, pertencentes aos
seguintes grupos de tratamento: Veiculo (salina 0,9%); imipenem 250 ou 500mg/Kg, 1V
(IMIP250+P400; IMIP500+P400); meropenem 250 ou 500mg/Kg, IV(MERO250+P400;
MERO500+P400); Pilocarpina, 400mg/Kg, i.p (P400). Os resultados foram expressos em

nmoles/mg de proteina/minuto.

A administracdo de P400 foi capaz de reduzir significativamente (p<0,05) a atividade
da AChE no pré-frontal, hipocampo e corpo estriado em relagdo ao veiculo( salina 0,9%). O
pré-tratamento com IMIP250+P400 reduziu significativamente o nivel de atividade da enzima
AChE quando comparados ao grupo P400 e veiculo. O grupo que recebeu IMIP500+P400 sé
reduziu a atividade da enzima no corpo estriado (## p<0,01), quando comparado ao grupo
veiculo. Pré-frontal: (Veiculo = 203,9 + 34,95; P400 = 121,7 + 18,53; IMIP250+P400 = 25,99
+ 7,929 ; IMIP500+P400 =347,3 + 35,89). (Figura 7); Hipocampo: (Veiculo =179,2+32,63;
P400 =114,9+16,70; IMIP250+P400 =33,63+2,988; IMIP500+P400 =155,0+30,06). Corpo
estriado: (Veiculo = 1772+ 199,6; P400 = 1138+ 219,7; IMIP250+P400 = 186,8+ 30,82;
IMIP500+P400 = 854,2+ 196,1).

A atividade da enzima acetilcolinesterase foi reduzida nas trés areas cerebrais tanto no
grupo P400 quanto nos grupos pré-tratados com meropenem (250 ou 500mg/kg). Houve um
aumento da atividade da enzima apenas no hipocampo com o grupo MERO500+P400. Néo
houve diferenca significtiva entre os grupos que receberam o Meropenem e o grupo P400.
Pré-frontal: (Veiculo = 119,2+ 17,35; P400 = 72,93+ 10,49; MERO250+P400 = 52,27+
7,150; MERO500+P400 = 65,72+ 12,02). (Figura 7); Hipocampo: (Veiculo = 225,6+ 29,19;
P400 = 65,94+ 7, 670; MERO250+P400 = 68,48+ 10,21; IMIP500+P400 = 403,6+ 56,35).
Corpo estriado: (Veiculo = 535,1+ 109,5; P400 = 190,6+ 37,77; MERO250+P400 = 294,1+
17,94; MERO500+P400 = 126,8+ 11,15).
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Figura 36. Efeitos do imipenem/cilastatina ou meropenem sobre a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) em pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos
durante as convulsées induzidas por P400.

O simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo controle (P400);
o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo salina (veiculo).
Os valores representam a média + EPM n=8). (ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste
post-hoc).Valores significativos: *p<0,05; ***p<0,001; ## p< 0,01; ###p<0, 001.
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Figura 37. Efeitos do imipenem/cilastatina ou meropenem sobre a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) em preé-frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos
durante as convulsdes induzidas por P400.

O simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo controle (P400);
o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo salina (veiculo).
Os valores representam a média £ EPM (n=8). (ANOVA e Student-Newman-Keuls como este
post-hoc). Valores significativos: *p<0,05; ***p<0, 001; ## p< 0,01; ###p<0, 001.
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Figura 38. Efeitos do imipenem/cilastatina ou meropenem sobre a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) em preé-frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos
durante as convulsdes induzidas por P400.

O simbolo * representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo controle (P400);
o simbolo # representa a significativa diferenca quando comparado ao grupo salina (veiculo).
Os valores representam a média + EPM (n=8). (ANOVA e Student-Newman-Keuls como
teste post-hoc). Valores significativos: *p<0,05; ***p<0,001; ## p< 0,01; ###p<0, 001.
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“Nao ser ninguém a ndo ser vocé mesmo num mundo que faz todo o possivel, noite e dia,
para transforméa-lo em outra pessoa, significa travar a batalha mais dura que um ser
humano pode enfrentar, e jamais parar de lutar.”

E. E. Cummings

DISCUSSAO
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7 DISCUSSAO

Os beta-lactamicos sdo conhecidos por causar convulsfes em animais experimentais
(JIN et al., 1999;. KURIHARA et a.l, 1992;. SHIMADA et al., 1992), dentre estes destaca-se
os carbapenémicos que em doses elevadas também podem induzir convulsdes em varias
(JIN et al, 1999;. KURIHARA et al., 1992;. SHIMADA et al., 1992).

Um estudo comparativo do fluido cerebrospinal de animais (FCE) tratados com
imipenem ou meropenem sugeriu que existem diferencas de difusdo do imipenem e
meropenem, e essas caracteristicas podem ser parcialmente responsaveis por suas diferencas
de toxicidade e eficacia a nivel central. Portanto, a atividade convulsiva dos carbapenémicos
pode ser atribuida & propriedade de penetracdo atraves da barreira hemato-enceféalica ou no
FCE ao invés de efeitos intrinsecos ao sistema nervoso central. (DUPUIS et al., 2000 a, b).

Essas descobertas anteriores indicam que é muito importante avaliar o potencial
convulsivo em estudos animais para o desenvolvimento de novos antibidticos, porque a
atividade convulsivante observada em algumas classes € um problema extremamente
incbmodo no uso clinico. Por isso, investigamos a capacidade convulsiva do imipenem e
meropenem, dois antibidticos da classe dos carbapenémicos muito utilizados clinicamente,
através de varios modelos animais de convulsdo. (HORIUCHI et al, 2006).

O modelo das quimioconvulsbes ou das convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol
(PTZ) reproduz um quadro parecido ao encontrado nas crises epilépticas generalizadas, onde
0 mecanismo de acdo ainda nao esta bem definido. O modelo de convulsédo induzida por PTZ
foi considerado um método de triagem util para a avaliacdo da atividade proconvulsivante
dos beta-lactamicos (WILLIAMS et al., 1988).

Nesse modelo o imipenem nas doses (250 e 500 mg / kg) causou um diminuigdo
significativa na laténcia para as convulsdes, bem como na laténcia para a morte, quando
comparado com o controle, mostrando possuir atividade proconvulsivante. Do mesmo modo,
0 meropenem apresentou atividade proconvulsivante, pois também reduziu os parametros
observados.

Ap0s a observagdo da atividade proconvulsivante é importante investigar o mecanismo
das convulsbes. Um dos modelos utilizados é o da picrotoxina que é uma antagonista GABA

e tem sido amplamente utilizado como um modelo de convulsdo induzida quimicamente,
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produzindo uma convulsdo ténico-clénica generalizada que leva a morte na maioria dos casos.
(SWINYARD,1969; HEIDARI et al 1996; HEIDARI et al 2006).

Nos nossos dados o imipenem no modelo de convulsdo induzida por picrotoxina
diminuiu expressivamente a laténcia para convulsdo e morte. De acordo com Shimada (1992),
as convulsdes induzidas por antibidticos beta-lactdmicos estdo relacionadas com a inibicao

do receptor GABA, assim como foi demonstrado no presente estudo.

O grupo tratado com meropenem ndo apresentou diferenca significativa, mostrando
ndo possuir atividade gabaérgica. Em alguns estudos in vitro e in vivo, 0 meropenem exibiu
fraca ou nenhuma atividade proconvulsivante, geralmente menor do que o imipenem com ou
sem cilastatina, possivelmente devido a diferencas estruturais em suas cadeias de carbono
laterais e sua afinidade para os receptores GABA (DE SARRO et al , 1995; DUPUIS et al.,
20004, b; HIKIDA et al., 1993;. KAMEI et al., 1991).

A estricnina provoca convulsdes, bloqueando, principalmente na coluna vertebral , a
resposta inibitoria da glicina, que age através de um receptor que se assemelha ao receptor
GABA A, um canal de cloro multimérico (VAN DEN EYNDEN, 2009). Neste modelo de
convulsao observou-se que o imipenem apresentou atividade proconvulsivante apenas na dose
de 250mg/Kg, supondo sua atividade semelhante a estricnina. Ja 0 meropenem nao apresentou
atividade, supondo um nédo envolvimento com a via glicinérgica.

A investigagdo do mecanismo via colinérgica, foi feita através do modelo da
pilocarpina, um agonista muscarinico, que em doses elevadas induz alteracbes
comportamentais, tais como convulsdes e lesbes cerebrais em roedores via superestimulacao
cortical (ALAM, STARR, 1993; FREITAS et al , 2006)

A pilocarpina exacerba a atividade colinérgica, provavelmente por influéncia direta,
aumentando a acdo da ACh circulante, modificando a ligacdo dos receptores muscarinicos
(HRUSKA et al., 1984) e diminuindo a atividade acetilcolinesterasica (IMPERATO et al.,
1998).

No presente trabalho foi apresentado que o imipenem, também, potencializou as
convuls6es induzidas pela pilocarpina, efeitos semelhantes foram observados ndo somente na
reducdo do tempo para o inicio do aparecimento das primeiras convulsées, mas também na
reducdo do tempo de laténcia para morte desses animais. JA& 0 Meropenem, que nao

apresentou  atividade  proconvulsivante nos  modelos  anteriores,  demonstrou
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significativamente, interacdo com o sistema colinérgico. Os nossos dados nos permitem
sugerir que tanto o imipenem, quanto 0 meropenem possuem um mecanismo via colinérgica.

Para melhor elucidar o papel da neurotransmissdo colinérgica nas convulsdes e mortes
induzidas por imipenem e meropenem, foi determinada a atividade da acetilcolinesterase
cerebral dos animais. Esta enzima tem um papel crucial na transmissdo colinérgica,
hidrolisando o neurotransmissor acetilcolina com o intuito de terminar a transmissao nervosa.
Especula-se que a atividade dessa enzima poderia afetar o desenvolvimento das convulsdes
induzidas pela pilocarpina, além da sua importancia como possivel alvo terapéutico
(GETOVASPASSOVA, 2006).

No presente estudo, em acordo com os achados da literatura, o P400 induziu uma
reducdo na atividade dessa enzima. O pre-tratamento com imipenem reduziu a atividade da
enzima significativamente na dose de 250mg/Kg, quando comparado ao controle nas trés
areas cerebrais. O grupos pré-tratados com meropenem (250 ou 500mg/Kg) apresentou uma
reducdo na atividade da AChE, quando compardo ao grupo veiculo(salina 0,9%). A inibicao
da atividade da AChE, induzida pela administracao de pilocarpina, em modelo de convulsdes,
ja foi previamente descrita (FREITAS et al, 2006; SALES et al, 2010).).

A excessiva ativacdo muscarinica, induzida tanto por aplicacdo de agonistas diretos
gue agem nos receptores colinérgicos como por inibidores da acetilcolinesterase, resulta em
modificacBes da expressdo génica e da sintese de proteinas, resultando em alteracdo do
funcionamento do sistema colinérgico ( SOREQ; SEIDMAN, 2001).

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 ( DE BRUIN et al., 2000).

Sabe-se que drogas anticolinesterasicas (colinérgica indiretas) também podem exercer
efeitos excitatdrios similares a agonistas colinérgicos exdgenos (pilocarpina, carbacol).
Acredita-se que a diminuicdo do metabolismo da acetilcolina, pela reducéo ou bloqueio da
atividade da acetilcolinesterase (AChE), pode facilitar a instalacdo da atividade epiléptica, em
virtude do aumento da concentracao da acetilcolina enddgena, que pode ativar diretamente o
sistema colinérgico e, de forma direta ou indireta, induzir mudancgas neuroquimicas em outros
sistemas de neurotransmissdo, dentre eles, glutamatérgico e GABAérgico, uma vez que estes
podem estar implicados durante o estabelecimento e desenvolvimento das convuls6es
limbicas (IMPERATO et al., 1998).
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Os nossos dados nos permitem sugerir que 0 mecanismo de convulsées causadas pelos
carbapenémcios pode envolver uma interacdo com o sistema gabaérgico e glutamatérgico,
através de uma modulacdo no sistema colinérgico, com possivel reducdo da atividade da
enzima acetilcolinesterase, culminando com o aumento dos niveis de acetilcolina. Foi
demonstrado uma interagdo entre os sistemas GABAE€rgico e muscarinico em que a
acetilcolina blogueia as correntes GABAérgicas inibitorias pos-sinapticas e a resposta ao
GABA ex0geno, mesmo na presenca de tubocurarina (antagonista nicotinico) ou de atropina,
em ceélulas ganglionares da retina de ratos. (SHIH et al., 1991).

Evidéncias fisioldgicas e anatbmicas sugerem que 0s aminoacidos transmissores
excitatorios / inibitdrios do sistema nervoso central(SNC) e que outros tipos de transmissores
do SNC desempenham papéis moduladores de forma mais difusa, dentre eles o Acido v-
aminobutirico, (GABA) e a glicina que sdo principais neurotransmissores inibitorios,
enguanto que o glutamato e aspartato sao os neurotransmissores excitatorios (MCGEER et al.,
1987)

Foi sugerido que a inducdo das convulsfes relacionadas com os p-lactdmicos foi
causada predominantemente pela inibicdo da transmissdo inibitoria GABA-mediada
(WILLIAMS et al.,1985; HORI et al., 1988; SCHLIAMSER et al., 1991). No entanto,
nenhuma pesquisa informou sobre os niveis Acido y-aminobutirico (GABA) e outros
aminoacidos no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado em quatro modelos classicos
de inducdo de convulsdo: pentilenotetrazol, pilocarpina, estricnina e picrotoxina. Portanto,
este estudo foi planejado, a fim de determinar os niveis de aminoacidos excitatorios e
inibitérios em trés areas cerebrais com doses altas do imipenem/cilastatina.

Corroborando com os achados do estudo comportamental no modelo de convulsdo
induzida por PTZ e picrotoxina o imipenem/ cilastatina reduziu os niveis do aminoécido
inibitério GABA nas trés areas cerebrais em relagdo ao grupo submetido apenas a salina
(veiculo), demonstrando mais uma vez sua acdo via GABA.

Os P-lactamicos tem acdes convulsivantes e os derivados carbapenémicos
foram previamente relacionados com a reducao de liberacdo de GABA nos terminais nervosos
ou a inibicdo da ligacdo no sitio do receptor GABA (ANTONIADIS, 1980;
WILLIAMS,1988; SMITH,1989)

Além disso, De-Sarro et al. (1983) mostrou que o muscimol, um agonista seletivo
GABA A foi capaz de proteger contra as convulsGes induzidas por imipenem quando

administrado intracerebroventricular(i.c.v.).
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A Glicina por sua vez classicamente tem sido considerada um neurotransmissor
inibitério, como o GABA, mas com uma distribuicdo limitada (especialmente na parte
posterior do cérebro e da coluna vertebral, expressando-se tanto em neurdnios quanto em
células gliais. Apresenta tambem atividade excitatoria, por meio de sua interagdo com 0s
receptores do tipo NMDA, em sitios especificos denominados glicina B (MCGEER, 1987,
PISERA, 2005).

Nos nossos achados os nives de glicina foram diminuidos apenas no hipocampo no
modelo de convulsdo induzida por estricnina, possivelmente por que nas trés areas estudadas
a glicina como neurotransmissor inibitério tem distribuicdo baixa. Essses dados
complementam os experimentos comportamentais, onde o imipenem apresentou uma possivel
atividade via glicinérgica, sugerindo, assim, uma acao via glicina do imipenem/cilastatina.

Foi observado que ndo apenas o0 GABA, mas outros aminoacidos como a glicina e a
taurina podem esta envolvidos na diminuicdo da neurotransmissdo inibitéria nas convulsdes
causadas pelo imipenem/cilastatina.

Embora o principal mecanismo para a atividade convulsiva do imipenem ainda nédo
esteja determinado, um possivel mecanismo é a excitacdo dos neur6nios do SNC e um
bloqueio na atividade sinaptica do GABA, possivelmente em seu nivel de receptores
(SCHLIAMSER, 1991). Williams et al (1988) mostraram que o imipenem foi capaz de inibir
a ligacdo de ®H-GABA & menbrana sinéptica de cérebros de ratos, sugerindo uma interagdo
com os receptores GABA.

As convulsBes podem ser vistas como resultantes de um desequilibrio entre os
processos excitatdrios e inibitorios no cérebro. Os mecanismos propostos para a geracao e
disseminacdo da atividade epiléptica no cérebro incluem a diminuicdo da neurotransmissao
inibitéria, que é mediada principalmente pelo &cido gama-aminobutirico (GABA), ou
aumento da neurotransmissao excitatoria, que é mediadoa principalmente pelo aminoacido
glutamato. (SCORZA et al., 2002).

O Glutamato e aspartato tém poderosos efeitos excitatorios nos neurbnios, e suas
interacbes com receptores de membrana especificos sdo responsaveis por muitas funcbes
neurologicas.(MCGEER,1987).

Os resultados apontaram um aumento nos niveis de glutamato nos grupos pré-tratados
com imipenem/cilastatina nos quatro modelos de convulsdo sugerindo um possivel aumento
da neurotransmissdo glutamatérgica nas convulsdes causadas por imipenem/cilastatina.

De-Sarro et al. (1995) sugeriram uma hipotese alternativa sobre o envolvimento de
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outros sistemas de neurotransmissores com as convulsGes causadas pelo imipenem. Eles
demonstraram que o0 MK-801, um antagonista forte do receptor NMDA, mostrou atividade
anticonvulsivante de destaque tanto administrado intraperitoneal (i.p.) quanto
intracerebroventricular (i.c.v.). E possivel que existam interagdes potenciais com o0s
receptores dos aminoacidos e/ou neurotransmissores excitatorios e inibitorios. De fato, os
antagonistas dos aminoacidos excitatorios sao capazes de prevenir as convulsées, aumentando
seu limiar

O achado mais importante do estudo acima citado foi que os antagonistas NMDA,
como fenciclidina (CPP), CGP 39551, CPPene, AP7 ou maleato de dizocilpina (MK-801)
bloquearam as convulsfes induzidas pela administracdo i.p. ou i.c.v, do imipenem com
poténcia igual ou superior ao agonista do receptor GABA A. Os antagonistas dos receptores
AMPA/KAINATO como NBQX, que sdo especificos para o receptor alfa-amino-3-hidroxi-
metil-5-4 isoxazolpropionico (AMPA) também bloquearam ou reduziram as convulsfes
induzidas por imipenem em doses capazes de bloquear a neurotransmissdo excitatoria,
demonstrando assim que os receptores AMPA/cainato tornam-se ativados no curso das
convulsdes induzidas por imipenem. A acdo dos antagonistas especificos para 0s receptores
quisqualato como CNQX teve uma acdo anticonvulsivante relativamente fraca e de dificil
avaliacdo, possivelmente estes componentes ndo estdo envolvidos(DE-SARRO et al, 1995).

E notavel que as doses de MK-801, CPPene, CGP 39551 e CPP necessarias para
bloquear as convulsdes tonico-clonicas induzidas por imipenem foram inferiores ou similares
aquelas utilizadas em outros modelos experimentais para antagonizar convulsdes ténico-
clénica em camundongos (CHAPMAN ,1989). O IFE, um composto gque atua sobre o sitio da
poliamina do complexo receptor NMDA foi incapaz de proteger contra as convulsbes
induzidas por imipenem, sugerindo que o sitio da poliamina ndo exerce papel principal na
génese das convulsdes induzidas por imipenem(PATEL,1990).

E mais provavel que a ativagdo excitatoria dos receptores de aminoacidos ocorra
secundariamente ou concomitantemente com 0 comprometimento da neurotransmissao
GABAérgica inibitdria causada pelo imipenem e é um elemento essencial para a propagacao
de convulses. Particularmente os receptores NMDA e AMPA/cainato parecem desempenhar
um papel central nas convulsdes induzidas pelo imipenem, desde que os antagonistas dos
receptores NMDA e AMPA/cainato foram anticonvulsivantes potentes. (DE-SARRO et al,
1995)
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Esta observacdo estd em linha com um estudo anterior mostrando que a atividade
epileptiforme induzida pela penicilina , um derivado B-lactamico relacionado com imipenem,
pode ser mediado, pelo menos em parte, pelo aumento de aminoacidos excitatorios. O estudo
também demonstrou que a intensidade da convulsdo foi consistentemente reduzida nos
animais pré-tratados com 0 a maioria dos antagonistas dos aminoacidos excitatdrios ou a
Gltima fase da crise ndo ocorreu. (VAN GELDER, 1983)

Alguns estudos demonstram claramente que a excitagdo mediada por aminoacidos
dicarboxilicos  desempenha um  papel crucial na patogénese das  crises
causada por imipenem em ratos semelhantes as observadas ap6s um pré-tratamento com
antagonistas dos aminoacidos excitatérios em convulsdes induzidas por pilocarpina(DE
SARRO et al., 1987; MELDRUM et al., 1988; PATEL et al.,1988).

Tem sido relatado que os mecanismos de agdo convulsivantes do imipenem s&o
diminuicdo da inibicdo (WILLIAMS et al., 1988;. DE SARRO et al., 1995), e aumento da
excitacdo. o imipenem/cilastatina induz convulsdes que sdo semelhantes as convulsdes
limbicas em humanos, e é uma conveniente ferramenta de teste para avaliar o potencial
anticonvulsivante de drogas que atuam tanto na neurotransmissdo inibitéria quanto na
excitatéria(DE SARRO et al., 1995).

O imipenem/cilastatina no presente estudo alterou os niveis de aminoacidos nas trés
areas cerebrais estudadas: cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado. Essas areas,
segundo Engel (2001), sdo regiGes que mais comumente originam descargas epilépticas em
seres humanos, principalmente no coértex pré-frontal e hipocampo. S&o também essas
estruturas que, em modelos animais, apresentam maior susceptibilidade a crises. Essas regifes
possuem caracteristicas importantes tanto para os processos de memoria e aprendizado,
quanto para o desenvolvimento de fendmenos epilépticos. Dentre essas caracteristicas,
destacam-se particularmente a organizacdo laminar, isto €, a disposicdo das células em
camadas, a presenca de circuitos recorrentes e a abundancia de receptores excitatorios.

Os circuitos primariamente envolvidos na epilepsia do lobo temporal (ELT) incluem
estruturas do sistema limbico, particularmente o hipocampo e a amigdala. (GUERREIRO,
2000; YACUBIAN, 2004)

Entre as areas em que ocorre dano neuronal, o hipocampo, o corpo estriado e o cOrtex
fronto-parietal, além de serem as areas mais acometidas, podem estar relacionadas de forma
importante  com 0s mecanismos de instalacdo, da propagacdo e/ou manutengao

(epileptogénese) das convulsées limbicas (MARINHO et al.,1998).
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Com o desenvolvimento deste trabalho, podemos observar que o pré-tratamento com
imipenem interfere com varios sistemas de neurotransmissores quando 0s animais sdo
submetidos a convulsdo induzida pela pilocarpina, pentilenotetrazol, estricnina e picrotoxina.
Tal efeito foi evidenciado através do aumento nos niveis de aminoécidos excitatorios como o
glutamato e, por outro lado, uma diminui¢do nos niveis de aminoacidos inibitorios como o
GABA reforcando a existéncia de uma possivel via modulatoria desses aminoacidos no
controle e desenvolvimento de crises epilépticas quando ocorre o pré-tratamento com
imipenem. Nossos estudos sugerem que o imipenem possui agcdo proconvulsivante no modelo
de convulsdo induzido por pilocarpina, pentilenotetrazol, picrotoxina e estricnina em
camundongos. Ja 0 Meropenem possui acdo proconvulsivante no modelo de convulsédo por
pilocarpina, e pentilenotetrazol, porém mais estudos devem ser realizados para desvendar os
mecanimos de acdo proconvulsivantes do imipenem e meropenem. Quando comparado 0
Imipenem/cilastatina com o meropenem, aquele demonstrou uma atividade proconvulsivante

bem mais evidente que 0 meropenem em todos os modelos de convulsdo estudados.
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“De tudo, ficaram trés coisas: a certeza de que estamos sempre a comegar, de que é preciso
continuar, e de que seremos interrompidos antes de terminar.”

(Fernando Sabino)

CONSIDERACOES FINAIS
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9 CONSIDERACOES FINAIS

A anélise dos resultados apresentados neste trabalho permitiu as seguintes

consideracdes:

v

v

O pré-tratamento com imipenem exerceu efeitos proconvulsivantes sobre as
convulsdes e mortes induzidas por PTZ, Picrotoxina, estricnina e pilocarpina.

O imipenem/cilastatina reduziu significativamente as laténcias para convulsdo e morte
nesses quatro modelos e aumentou significativamente os niveis de aminoacidos
excitatorios e reduziu significativamente 0s aminodcidos inibitorios nas areas
cerebrais.

O pré- tratamento com imipenem/cilastatina foi capaz de reduzir a atividade da enzima
AChE em cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado, uma acdo semelhante a da
pilocarpina.

No teste da convulsdo induzida por pentilenotetrazol, o meropenem alterou as
laténcias de convulsdo e de morte, demonstrando apresentar atividade
proconvulsivante.

No teste da convulsdo induzida por picrotoxina, 0 meropenem néo alterou as laténcias
de convulsdo e de morte, demonstrando ndo apresentar atividade gabaérgica

No teste da convulséo induzida por estricnina, 0 meropenem ndo alterou as laténcias
para convulsdo e morte, demonstrando ndo apresentar atividade glicinérgica

No teste da convulsdo induzida por pilocarpina, o0 meropenem reduziu
significativamente as laténcias para convulsdo e morte, sugerindo um possivel
mecanismo colinérgico envolvido

O pré- tratamento com meropenem foi capaz de reduzir a atividade da enzima AChE em
cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado, uma acdo semelhante a da pilocarpina
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CONCLUSOES
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalno mostraram que o imipenem/cilastatina
possui uma atividade proconvulsivante relacionada a mecanismos gabaérgicos,
glutamatérgicos, glicinérgicos e colinérgicos. JA4 0 meropenem que até entdo ndo se sabe o
possivel mecanismo de acdo, no nosso trabalho apresentou uma acdo proconvulsivante no
modelo da pilocarpina.

O imipenem/cilastatina de uma forma geral provocou mudangas nas concentra¢des dos
aminoacidos nas trés areas cerebrais estudadas, as quais estdo envolvidas nos processos de
génese, propagacdo e manutencdo das convulsdes.

A importancia de se determinar o mecanismo de convulsdo preciso do imipenem e
meropenem apodia-se no fato de que sdo muito utilizados clinicamente por possuirem grande
atividade bactericida, mas em virtude da sua capacidade convulsivante o uso destes
carbapenémicos vem sendo restrito a pessoas com algum fator de risco convulsivo: como 0s
insuficientes renais, pessoas com disturbios do SNC, criancas e idosos. Entretanto, esse contigente
corresponde a uma parcela significativa da populagdo e com o advento da resisténcia bacteriana a
varias classes de farmacos é limitante determinarmos sua atividade convulsivante, mas ndo os
mecanismos precisos, pois sO a partir deles futuramos a possibilidade do desenvolvimento
desses antimicrobianos associados, na sua formulacdo, com outras substancias/moléculas, e
que desta forma possam ser capazes de minimizar ou inibir os efeitos maléficos, propiciando
melhor utilizacdo de suas agdes farmacolOgicas e terapéuticas. Para tanto devem ser
realizados experimentos adicionais para o melhor esclarecimento dos mecanismos de agdo
envolvidos na atividade convulsivante do imipenem e meropenem.

Este trabalho sugere um efeito modulador, exercido pelo imipenem/cilastatina e
meropenem sobre o funcionamento do sistema colinérgico muscarinico, em nivel central,
como mecanismo alternativo para potencializacdo das convulsdes no modelo do P400,
sugerindo um possivel mecanismo colinérgico envolvido, visto que os dois farmacos reduziram

a atividade da acetilcolinesterase.
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