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RESUMO



Alteracdes comportamentais, histopatolégicas ¢ ncuroquimicas em ratos
adultos durante a fase aguda da convulsdo induzida por pilocarpina.
RIVELILSON MENDES DE FREITAS. Orientadora: Marta Maria de
Franca Fonteles. Dissertacio de Mestrado. Pés-graduacdo em Farmacologia.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2003.

Estudos comportamentais, histopatologicos e neuroquimicos foram
realizados em ratos com 2 meses de idade, através da administragdo de pilocarpina
400mg/Kg, subcutinea, P400, a fim de investigar o mecanismo da fase aguda do
processo convulsivo. Os animais foram observados durante 1 e 24h, sendo
sacrificados logo depois o periodo de cada observagdo. Os estudos
comportamentais mostraram que a administracdo de P400, produziu sinais
colinérgicos periféricos e movimentos estereotipados em todos os animais nos dois
periodos de observagdo. Somente o indice de desenvolvimento de convulsdes,
estado epiléptico, foi menor, € ndo houve morte nos animais com lh de
observagdo. O estudo da laténcia das convulsges e do estado epiléptico mostraram
que os animais com P400 apresentaram a primeira convulsdo antes de uma hora de
observagdo que progrediram para o estado epiléptico ap6s 32 minutos da primeira
convulsio. A analise histopatologica revelou que areas como hipocampo, cortex
entorrinal, corpo estriado e substincia negra sofreram alteragdes nos animais
adultos, observados 24h e mortos logo em seguida. No grupo observado por 1h
nenhuma alteragdo foi vista. Os estudos neuroquimicos revelaram que a atividade
acetilconesterdsica estriatal dos animais que tiveram convulsdo e estado epiléptico
sofreu uma reducdo significativa apenas na primeira hora da fase aguda. Apos a
observagdo de 24h, a atividade enzimatica tendeu a retornar para o seu nivel
normal, semelhante ao controle (NaCl 0,9%). A densidade dos receptores
colinérgicos e dopaminérgicos estriatais apos 1 e 24h de observagdo apresentou-se
diminuida e ndo alterada, respectivamente, nos animais adultos tratados com P400.
A constante de dissociagdo (Kd) dos receptores colinérgicos muscarinicos
(M+M,) apresentou-se diminuida apenas nos animais que apresentaram
convulsio, estado epiléptico e que foram sacrificados 24h depois do tratamento.
Quanto, aos receptores dopaminérgicos (D; e D,) foi vista uma diminui¢do do Kd
em ambos os periodos de observagdo no grupo com P400. No que se refere a
determinagdo de monoaminas € seus metabélitos, o P400 reduziu a concentragdo
de dopamina (DA), 3,4 é4cido dihidroxifenilacético (DOPAC) e da serotonina (5-
HT), no corpo estriado dos animais no periodo de 1 e 24h de observagéo. Com
relagdo aos metabolitos, acido homovanilico (HVA) e 4cido 5-hidroxiindolacetico
(5-HIAA) as alteragdes observadas foram diferenciadas. O conhecimento da
fisiopatologia da convulsio e a identificagdo dos mecanismos de instalagdo,
propagagdo ¢ manutengdo do processo convulsivo devem ser melhores
investigados para facilitar o conhecimento de fatores inerentes a epilepsia.
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ABSTRACT



Behavioural histopathological and neurochemical alterations in adult rat
during the acute phase of pilocarpine-induced seizures. RIVELILSON
MENDES DE FREITAS. Supervisor: Marta Maria de Franca Fonteles.
Master’s dissertation. Graduation in Pharmacology. Departament of
Physiology and Pharmacoelogy, UFC, 2003.

Behavioral, histopathological and neurochemical studies were carried out
with 2 months-old rats treated with pilocarpine 400mg/Kg, s.c., (P400),
subcutaneous, in order to investigate the mechanism involved in the acute phase of
seizures. The animals were observed for 1 and 24h after the P400 administration,
and sacrified after the observation periods. The behavioral studies showed that in
both observation periods after administration of P400, peripheral cholinergic signs
and stereotyped movments were observed in all animals. Animals observed for 1h
presented convulsions, status epilepticus and death in less degree when compared
to 24h observation period. Histopathological analysis revealed cerebral alterations
in the experimental model, predominantly in the 24h group. After P400 treatment,
areas such as hippocampus, entorhinal cortex, striatum and substancia nigra were
equally damaged in the 24h group. Neurochemical studies showed that activity of
acetilcholinestase was decreased in the 1h period, while no alteration was
observed in the 24h period. Histopathological alterations were not observed in the
1h group. Biochemical studies showed that striatum cholinergic receptors in adult
rats were decreased and unchanged, 24 and 1h, respectively. P400 decreases Kd
values of muscarinic receptors (M;+M,) only in animals that showed convulsions,
status epilepticus and were sacrified after 24h of treatment. It was observed that in
dopaminergic receptors (D; and D,) Kd values decreased in both periods of
observation, 1 and 24h after P400 treatment. P400 decrease monoamine levels:
dopamine (DA) and 3,4-dihydroxyphenylacetic (DOPAC) and serotonine (5-HT)
on striatum in both periods of observation. However, metabolites levels of HVA
and 5-HIAA were alterated in different ways. The knowledge of seizures
physiopatology and its mechanism should be better investigated.
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3H- NMS- 3H- N- Metilescopolamina

5- HT- 5- Hidroxitriptamina (serotonina)
5- HT, e 5- HT,— receptor serotonérgico dos tipos 1 € 2
5-HIAA - 5-hidroxiindolacético

i.p.- Intraperitoneal
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Kd- Constante de dissociagdo

MAQO- Monoaminoxidase

M; e M,- Receptores muscarinicos do tipo 1 € 2
ME- Movimento estereotipado

MK-801- Antagonista para receptores de NMDA
NE- Noradrenalina

NMDA- N- metil- D- aspartato

PG- Proteina transdutora do sinal ligada ao GTP
PI- Fosfoinositidios

PIP,- Fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato
PIP-Fosfatidilinositol 4-fosfato

PKC- Proteina quinase C

PLC- Fosfolipase C

PTZ- Pentilenotetrazol.

RCM- Receptores colinérgicos muscarinicos
RD,- Receptores dopaminérgicos D,

RNAm- Acido ribonucleico mensageiro

SCH 23390- 7-Cloro-2,3,4,5-tetrahidro-metil-5-fenil-1H-3-benzazepina
SCP- Sinais colinérgicos periféricos

s.c.- Subcuténeo

SNC- Sistema Nervoso Central

SNP - Sistema Nervoso Periférico

TSH- Horménio tireotréfico

v.0.- Via oral



INTRODUCAOQO

1. Epilepsia
1.1. Conceito e terminologia

A epilepsia é uma distarbio neurologico com taxa de preval.éncia de
5% (DeLorenzo et al., 2001). Aproximadamente 30 a 50% dos pacientes
epilépticos sdo sintomaticos, e esta condi¢do pode ser adquirida através de
um stress ambiental (Aminof et al., 1980, DeLorenzo et al., 2000).

A epilepsia é definida como uma afecgdo cronica de etiologia
diversa, caracterizada por crises repetidas, devida a uma descarga excessiva
dos neurdnios cerebrais, associada eventualmente com diversas
manifestagdes clinicas e paraclinicas, podendo ocorrer também quando ha
um aumento do nivel basal de excitagdo do sistema nervoso, superior ao
limiar da convulsdo. DeLorenzo e colaboradores (2001) demonstraram,
ainda, que a atividade convulsiva pode ocorrer apos a perda suficiente e
duradoura de neurdnios.

A epilepsia estd associada a mudangas bioquimicas em algumas
dreas cerebrais afetando varios neurotransmissores (monoaminas,
aminoacidos e peptideos) (Michotte et al., 1997 ¢ 2000), o metabolismo dos
carboidratos, os segundos mensageiros, a expressdo génica, envolvidos na
fisiopatologia responsivel pelas alteragdes ao longo do tempo nos
neur6nios (Meldrum et al., 1990; Simonic et al., 2000).

Os modelos de epilepsia semelhante a dos humanos podem ser
utilizados para estudar as mudangas neuroquimicas relatadas durante o
desenvolvimento e na manutengfo das convulsdes, possibilitando o estudo

de drogas para o tratamento de pacientes epilépticos (Marinho et al., 1997),



¢ também servindo para caracterizar prontamente O0S IMeECanisSmMos

envolvidos nas fases da epilepsia.
1.2. Fisiopatologia

A fisiopatologia da epilepsia, ainda ndo estar completamente
definida. Os modelos de convulsio em animais reproduzem alteragdes
comportamentais ¢ eletroencefalogréaficas que sdo semelhantes a epilepsia
do lobo temporal de humanos (Bem-Ari et al., 1980 € 1981). Estes modelos
sio utilizados para estudar o envolvimento dos sistemas de
neurotransmissores como moduladores da epileptogénese, como também
permite observar as alteragdes comportamentais, histopatologicas, e outros
dados neuroquimicos relacionados com o processo convulsivo (Cavalheiro
et al.,1994; Marinho et al., 1997 e 1998; Costa-Lotufo et al., 2002).

No modelo de epilepsia induzido por alta dose de pilocarpina, ocorre
perda neuronal de algumas areas cerebrais, a saber: hipocampo, corpo
estriado, amigdala, cortex piriforme, cortex entorrinal, septum lateral,
talamo, neocortex e substincia negra, sugerindo o envolvimento de
diferentes 4reas durante o estabelecimento do processo epiléptico (Honchar
et al., 1983; Turski et al., 1983a; Clifford et al., 1987; Marinho et al., 1997;
Borelli et al., '2002). Entre as areas em que ocorre dano neuronal, o
estriado, além de ser uma das é&reas mais acometidas, pode estar
relacionada de forma importante com os mecanismos de propagagdo €
manutengdo (epileptogénese) da convulsio (Marinho et al., 1 998). Barone
et al., (1991) demonstraram que através da administragdo intracerebral em
corpo estriado de agonistas dopaminérgico D, havia protegéo com relagdo
ao desenvolvimento de convulsio em ratos adultos, sugerindo também a

participagdo dessa area cerebral nas convulsdes limbicas.
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Em geral, as convulsdes parecem depender da ativagdo do receptor
muscarfnico, da alteragio da atividade enzimatica de alguns sistemas,
(Simonic et al., 2000; Naffah-Mazzacoratti et al., 2001; Liu et al., 2002), do
metabolismo dos fosfoinositidios, (Marinho et al., 1998) como também da
participagio de outros sistemas de neurotransmissio (dopaminérgico
(Kulkarni et al, 1996), serotonérgico (Cavalheiro et al., 1995),
GABAérgico, (Loup et al, 1999; Costa-Lotufo et al, 2002), e
glutamatérgico (Massieu et al., 1994; Chamberlain et al., 2000), sendo,
portanto, um modelo adequado para se investigar e esclarecer melhor a

fisiopatologia das convulsdes.

1.3. Tipos de crises epilépticas
1.3.1. Crises epilépticas parciais:

Ocorrem geralmente quando apenas uma parte do cérebro ¢ afetada,

sendo classificadas em:

_ Crises epilépticas parciais Simples: caracterizadas pelo fato de o paciente

ficar consciente durante a crise. As mais freqiientes sdo as motoras, que
podem se manifestar como abalos musculares das méos, pés ou face; estas
crises podem progredir para um lado todo do corpo € pode desenvolver

uma crise generalizada do tipo tonico-clonica.

- Crises epilépticas parciais Complexas: estdo associadas a uma alteracdo

da consciéncia. O sinal transmitido antes da crise pode ser uma sensagdo de
sonho, de medo, opressio no estdmago que sobe para a garganta, © ainda
um quadro de alucinagdes, tais como: ouvir sons, sentir cheiros e gostos
estranhos. Associadas as essas sensagdes ocorre perda de contato com o

meio ambiente, aumento da salivagdo, movimentos de mastigacdo, de



marcha e/ou movimentos estereotipados com as maos. Essas crises podem

ser seguidas de crises tonico-clonicas.

1.3.2. Crises epilépticas generalizadas:

Ocorrem geralmente quando todo o cérebro ¢ afetado, sendo

classificadas em:

- Crises Tonico-clénicas: que podem se iniciar com um grito acompanhado

de perda da consciéncia com queda ao solo, endurecimento do corpo e
abalos musculares generalizados. Pode ocorrer perda de saliva com sangue
devido a mordedura da lingua, coloragdo arroxeada dos labios, respiragdo
ruidosa, as vezes ocorre também aumento da micg¢do. A duracdo € de
poucos minutos e apds a crise ha sonoléncia, podendo acordar com

vOmitos, dor de cabega e dores musculares.

- Crises Ténicas: ocorre perda da consciéncia, queda ao solo, o corpo fica

endurecido, com a respiragdo irregular, aumento da salivagio, coloragdo

arroxeada da pele.

- Crises Miclénicas: tem como caracteristica principal ser de curta duragido

e manifestar-se principalmente ap6s o despertar, com movimentos bruscos
de todo o corpo, semelhantes a um choque ou susto, principalmente nos

membros superiores.

- Crises de auséncia: a crise pode se manifestar como um desligamento

com o ambiente externo, ha interrupgdo da fala e das atividades motoras
por alguns segundos, voltando logo a seguir a atividade que estava
realizando antes da crise. Essas crises podem se repetir varias vezes ao dia,

ocorrendo perda de consciéncia de forma parcial ou completa.



- Crises atipicas de auséncia: caracterizada pela ocorréncia de ataques com

aparecimento e término mais rapidos do que o habitual para as crises de

auséncia, associados a um EEG mais heterogéneo.

- Crises atonicas: caracterizada pela perda do tonus postural, com
inclinagfo da cabeca e queda devido a perda do equilibrio (Guyton & Hall,
1997).

1.4. Fases da convulsio limbica em animais

A epilepsia do lobo temporal ou limbica é a forma mais comum de
epilepsia. Sendo caracterizada por convulsdes recorrentes espontaneas que
sdo, muitas vezes, bloqueadas por tratamentos com drogas antiepilépticas, e
pode estar a associada a esclerose do hipocampo (Meldrum et al., 1990;
Lothamn et al., 1981). A base molecular para o desenvolvimento da
epilepsia sintomatica ainda é pouco definida (Zouhar et al., 1989).

A convulsio limbica é uma manifestagdo clinica resultante de
descargas neuronais anormais, produzindo uma superexcitagdo dos
neurdnios, podendo ocorrer também através da quebra do equilibrio entre
os mecanismos inibitérios e excitatorios (Zouhar et al., 1989). Os
mecanismos -de ativagdo, propagacdo e manutengdo da convulsdo sdo
largamente estudados e pouco conhecidos.

Cavalheiro e colaboradores (1991) determinaram os efeitos a longo
prazo da convulsdo através da administragdo da pilocarpina em ratos, que

sdo caracterizadas por trés fases distintas:

FURTVERSIDADE [ 0RAL DO CEARA
RIRTINTECA NF CIENCIAS R SAUDE
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R Primeira fase: periodo agudo, de 1 a 2 dias de duragdo que
corresponde ao modelo de convulsdes limbicas repetidas e estado

epiléptico;

R Segunda fase: periodo sem convulsio (periodo silencioso),
caracterizado por um progressivo retorno ao EEG e comportamento

normal, compreendendo a duragdo de 4 - 44 dias;

® Terceira fase: periodo de convulsdes espontineas recorrentes,
comegando entre 5 - 45 dias depois da administragdo da pilocarpina e
permanecendo por toda a vida do animal (Leite et al., 1990;

Cavalheiro et al., 1991).

Estudos recentes foram feitos utilizando esse modelo para entender a
atividade convulsiva e o papel dos sistemas dos neurotransmissores nesse
processo (Starr & Starr, 1993; Mello et al., 1996; Cavalheiro et al., 1994;
Fujikawa, 1996; DeLorenzo et al., 2000).

1.5. Epidemiologia

A epilepsia é a condigdo neurologica grave de maior prevaléhcia no
mundo. A incidéncia da epilepsia varia de acordo com a localiza¢do
geografica. Ela ocorre com maior freqiiéncia nos paises em
desenvolvimento, onde ha mais desnutricdo, doengas infecciosas e
deficiéncia no atendimento médico (DeLorenzo et al., 2001).

Em paises mais desenvolvidos, a incidéncia ¢ de aproximadamente
1%, ou seja, cinqiiénta milhdes de pessoas, sdo portadoras desta condigéo,

subindo para 2% em nag¢des menos desenvolvidas (Beaglehole et al., 1996).



A epilepsia € mais comum na infincia, idade na qual ocorre um
aumento na vulnerabilidade a infecgdes do sistema nervoso central
(meningite), acidentes (traumatismos do crénio) e doengas como sarampo,
varicela e caxumba, cujas complicagdes podem causar crises epilépticas. O
problema também poderd se manifestar com o envelhecimento e suas
complicagdes vasculares (Leonard et al., 1994).

Estima-se que o mimero de novos casos por ano estd em tomno de
dois milhdes em todo o mundo. Pelo menos 50% dos casos comegam na
infncia ou adolescéncia, ¢ sabe-se que, 70% a 80% das pessoas com
epilepsia podem ter uma vida normal se tiverem um' tratamento adequado
(Beaglehole et al., 1996). |

Nos paises em desenvolvimento, 60 a 90% das pessoas com epilepsia
ndo recebem tratamento devido as deficiéncias do sistema de saide e ao
estigma social, prejudicando seriamente a qualidade de vida do epiléptico

(Beaglehole et al., 1996).

1.6. Perspectivas

Muitos estudos indicam a importdncia das monoaminas e
aminoacidos no fendmeno epiléptico (Mc Donald et al., 1991; El-Etri et al.,
1993; Michotte et al., 2000; Nadler et al., 2001). Os mecanismos de como
estes neurotransmissores influenciam o processo convulsivo ainda nio
estdo completamente esclarecidos, portanto, devem ser melhor estudados
para contribuir com o conhecimento da epilepsia e determinar como as
concentragdes das monoamianas variam em fungio do tempo com relagio
as fases do processo convulsivo.

Os mecanismos envolvidos na indugfo e manutengdo da epilepsia

ainda néo sdo bastante conhecidos. A hipdtese de que neurotransmissores



como: o glutamato ¢ o0 GABA, participem durante as desordens convulsivas
sugerem que alteragdes na transmissdo excitatoria e mibitoria,
respectivamente, podem contribuir para modificar a excitabilidade neuronal
(Patel & Meldrum, 1988; Meldrum et al., 1990; Avoli et al., 1994; Costa-
Lotufo et al., 2002). Esta hipotese & sustentada pela eficiéncia das drogas
anticonvulsivantes que aumentam a transmissdo GABAérgica ou diminuem
a glutamatérgica (Avoli et al, 1994; Ling et al., 2001). A participagdo
primaria do sistema GABA, glutamatérgico e de outros neurotransmissores
na epilepsia é, entretanto, pouco definida, em particular ficando em geral
restrita a fungdo dos receptores.

Intimeras pesquisas visam descobrir novas estratégias farmacologicas
contra a epilepsia, através de novos compostos eficazes para a epilepsia de
dificil controle ou de compostos com menor toxicidade para aquelas
epilepsias ja tratadas pelo arsenal terapéutico atualmente disponivel.
Obviamente, na auséncia de um sistema isolado que funcione para o estudo
da epilepsia é impossivel prever qual das vertentes acima mencionadas, ou
a melhor delas, vai gerar algum resultado de aplicagdo na epileptologia

clinica.



2. O sistema colinérgico e a epilepsia
2.1. O sistema colinérgico muscarinico

Inameros estudos sugerem o envolvimento do sistema colinérgico na
epilepsia humana (Olney et al., 1983; Turski et al., 1983a,b,c,d; Jope et al,,
1986; Hirsch et al., 1992; Nathanson et al., 1999; Michotte et al., 2000;
Persinger et al., 2001).

O sistema colinérgico tem como neurotransmissor a acetilcolina
(ACh). A ACh ¢ um importante neurotransmissor excitatorio no cérebro
(Olney et al., 1983 e 1986; Nathanson et al., 1999). A estimulagfo cerebral
induzida pela ACh ocorre através da ativagdo dos receptores colinérgicos
cerebrais, onde cerca de 99% destes sdo muscarinicos, € 1% séo nicotinicos
(Pepeu et al., 1983; Elgoyhen et al., 2000). Assim, a maioria dos efeitos de
ativacdo colinérgica no cérebro é provavelmente devido a estimulacdo dos
receptores colinérgicos muscarinicos (RCM).

Os receptores muscarinicos sdo amplamente distribuidos em todo
corpo e exercem intmeras fungdes vitais no cérebro e no sistema nervoso
autébnomo (Lefkowitz et al., 1996; Jope, 1979b). No cérebro os receptores
muscarinicos sio importantes na memoria e na fisiopatologia das doengas
afetivas e na esquizofrenia (Davis et al., 1975 e 1980).

No fim de 1980, através de técnicas de biologia molecular, foram
identificados 5 subtipos de receptores muscarinicos (M, Mz, Mz, My, e Ms)
(Bonner et al., 1987; Liao et al., 1989; Nathanson et al., 1999). Esses
receptores encontram-se distribuidos no SNC de forma diferenciada e
divergem quanto ao mecanismo de ativagdo. Os subtipos My, M3, € Ms

transmitem sinais através da mobilizagdo de Ca no SNC (Fisher &
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Agranoff, 1987; Berridge & Irvine, 1989b). Um determinado estimulo faz
com que o receptor ative uma enzima efetora, a fosfolipase C (PLC),
através de uma proteina G (Elgoyhen ct al., 2000). A PLC promove uma
cascata de eventos, finalizando com a produgdo de dois segundos
mensageiros, o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e 1,2-diacilglicerol (DA(.}) que
vAo transmitir a informacéo do receptor para o interior da célula.

Os subtipos M, e M, agem por inibi¢do da adenilil ciclase (AC),
diminuindo os niveis de AMPc. O Quadro 1 sumariza as mformagdes
gerais sobre a acetilcolina ¢ o Quadro 2 sobre os receptores muscarinicos.
A administragio periférica de altas doses de agonistas muscarinicos
colinérgicos, pilocarpina, produz convulsdes em roedores (Turski- et al,
1989; Marinho et al., 1997).

O inicio das convulsdes pode ser bloqueado pela atropina ¢ atenuado
pela inibigdo da atividade colinérgica endogena (Jope et al., 1986 ¢ 1992;
Morrisett et al., 1987a; Marinho et al., 1997).

O processo convulsivo decorrente do tratamento de ratos com
pilocarpina, agonista colinérgico, em doses convulsivas, parece depender
da ativagdo dos receptores muscarinicos, podendo envolver o metabolismo
dos fosfoinositidios e sendo capaz de produzir leses cerebrais e alteragdes
comportamentais (Marinho et al., 1997 e 1998).

A pilocarpina também altera os niveis do neurotransmissor
colinérgico. Associado as convulsdes induzidas em ratos pela
administragdo de agonistas colinérgicos (principalmente pilocarpina) estd o
intenso aumento observado na sintese e liberagdo da acetilcolina.

A pilocarpina pode produzir alteragoes nos niveis de outros
neurotransmissores (noradrenalina, dopamina, serotonina, glutamato e
GABA), embora pouco se conhega sobre estas alteragdes (Michotte et al.,
2000; Delorenzo et al, 2000; Raol et al., 2001; Costa-Lotufo et al., 2002).

e e —
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Quadro 1 - Precursores ¢ enzimas envolvidas na sintese e na

metabolizacdo da acetilcolina (ACh), e metaboélitos formados

ACETILCOLINA
Precursores colina e acetilcoenzima A (acetil-CoA)
Enzima sintetizadora colina acetiltransferas (CAT)
Enzima metabolizadora Acetilcolinesterase (AChE)
Metabolitos Colina e 4cido acético

Fonte: Ehlert et al., 1995.



Quadro 2 — Localizacdo dos receptores muscarinicos no Sistema

Nervoso Central (SNC) e segundos mensageiros

SUBTIPOS DE LOCALIZACAO NO SEGUNDOS
RECEPTORES SNC MENSAGEIROS
T cérebro
T hipocampo
M 1 cortex frontoparietal IP;+ DAG
T caudado-putamen
nucleo accumbens,
amigdala
M, 4 cérebro AMPc¢
canais de K"
T cortex
M; T hipocampo IP;+ DAG
4 corpo estriado
T cortex
My T hipocampo AMPc
T corpo estriado
M; 4 menos do que 2% IP;+ DAG
Abreviaturas:
(1): alta densidade; (¥): baixa densidade;
IP;: trifosfato de inositol; DAG: diacilglicerol; AMPc: adenosina

monofosfato ciclico;

Fonte: Ehlert et al., 1995; Berridge, 1984.
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2.1. Alteracdes na concentracio dos neurotransmissores durante a fase

aguda da convulsio induzida por pilocarpina

A interferéncia predominante da pilocarpina nas atividades dos
neurotransmissores durante a convulsio e estado epiléptico é sumarizada
no Quadro 3.

Quadro 3 - Alteracdes na concentraciio de neurofransmissores durante

a fase aguda da convulsio induzida por pilocarpina

CONCENTRACAO DOS NEUROTRANSMISSORES

Pilocarpina NE DA |DOPAC | HVA |S5-HT | 5-HIAA
RCv -1 hora X} - 0 0 - 0
RNCv -1 hora J = 0 1 - 0

RCv -24 horas 3 T T T T T

RNCv — 24 horas - - - " - -

Abreviaturas:

RCv: Rato convulsivo e RNCv: Rato ndo convulsivo;

NE: noradrenalina; DA: dopamina; DOPAC: 3,4-acido
dihidroxifenilacético; HVA: acido homovanilico; 5-HT: serotonina ¢ 5-
HIAA: acido 5-hidroxiindolacético;

(¥): diminui a concentragfo; (T): aumenta a concentragdo; (-): ndo altera a
concentragio;

Fonte: El-Etri et al., 1993.
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2.2. Alteracdes sobre os niveis de segundos mensageiros durante a fase

aguda da convulsido induzida por pilocarpina

Os efeitos da pilocarpina sobre os niveis dos segundos mensageiros

durante as convulsdes e estado epiléptico esta sumarizado no Quadro 4.

Quadro 4 - Efeito da pilocarpina sobre os niveis dos segundos

mensageiros

NIVEIS DOS SEGUNDOS MENSAGEIROS

PI: estimulac¢do da enzima inositol fosfatase — T PI > T atividade
neuronal

AC: inibi¢do da AC -  atividade do AMPc — { atividade neuronal

PG: alteragio da fungéo de varias proteinas G acopladas a AC e
fosfolipase C

PKC: modulagdo da fosforilagdo de proteinas especificas dependentes de
PKC

Expressio dos genes: alteragdo dos RNAm de proteinas envolvidas com a
regulagdo da fun¢do sinaptica

Abreviaturas:

PI: metabolismo dos fosfoinositidios;
AC: adenilil ciclase;

PG: proteina G;

PKC: proteina quinase C;

Fonte: Ehlert et al., 1995.
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3. O sistema dopaminérgico e a epilepsia
3.1. O Sistema dopaminérgico

Alguns estudos sugerem o envolvimento do sistema dopalmflérgico
na manutencio e/ou propagagio da epilepsia humana (Marinho et al., 1997
e 1998).

A dopamina exerce seus efeitos bioldgicos por interagir com os
receptores especificos. Esses receptores foram classificados originalmente
segundo Kebabian & Calne (1979), como receptores dopaminérgicos D,
(RD)) e D, (RD,). '

Esses receptores realizam suas agdes por se acoplarem e ativarem
diferentes complexos de proteina G. O receptor D; interage com o
complexo de proteina Gs, resultando em ativagio da adenilil ciclase ¢ um
aumento nos niveis de AMPc intracelular. Os receptores D, interagem com
um complexo de proteina G; para inibir a produgdo de AMPc (Cooper et
al., 1991; Civelli et al., 1993).

Estudos indicam que os receptores dopaminérgicos podem
influenciar a fungdo celular através de outros mecanismos, além de
estimular ou inibir a adenilil ciclase. O receptor D; parece fazer também
um efeito estimulatorio no “turnover” do fosfoinositidio. Enquanto o
receptor D,, além de inibir a adenilil ciclase, aumenta a condutancia para o
K+ e modula o metabolismo do fosfoinositidio (Cooper et al., 1991; Civelli
et al., 1993).

O avango da biologia molecular (incluindo clonagem de genes) e o
aperfeicoamento de técnicas de radioligantes possibilitou a identificagdo de
quatro subtipos de receptores D, (Dxc, D;L, D3 € D4) e um subtipo de
receptor D; (Ds). O receptor D, foi dividido em dois subtipos: Dac (curto) e

UN“/‘FP(*"Y Pt i i EAx
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o D,L (longo), onde o D,L se diferencia do D,c por possuir 29
aminoacidos a mais na sua estrutura. Esses dois subtipos parecem ter uma
farmacologia idéntica. Um terceiro subtipo de recepfor D, determinado foi
D3, encontrado em altos niveis em certas regides do sistema limbico
cerebral, enquanto, baixos niveis sdo observados no corpo estriado. O perfil
farmacolégico do subtipo D; € similar, mas ndo idéntico ao D,. O
mecanismo efetor do subtipo D3 ainda nfo ¢ conhecido (Cooper et al.,
1991).

O quarto subtipo de receptor D, recentemente clonado fo1 D4. O gene
desse receptor possui alta homologia para os genes dos receptores D, e Ds.
As caracteristicas farmacologicas desse subtipo lembram as do D, e Ds;eo
mecanismo efetor do D4 também é desconhecido (Civelli et al., 1993).

O subtipo de receptor D; encontrado, chamado de Ds, ¢
farmacologicamente similar ao receptor D;, porém sua afinidade por
agonistas enddgenos (dopamina) é cerca de dez vezes maior. Similar ao D,
o subtipo Ds estimula a ativagdo da adenilil ciclase, sendo esse o seu
mecanismo efetor. Sua localizagdo esta principalmente nas dreas limbicas
(Sokoloff & Schwartz, 1995; Sokoloff et al., 1995).

A ac¢do da dopamina foi descoberta desde décadas passadas,
interpretada através das suas interagdes com somente dois receptores. A
descoberta de D,c, D,L, D3, D4 € Ds imediatamente revelou a possibilidade
de que a atividade desses novos receptores tenha sido disfargada pelos
receptores classicos D; € D,. A pesquisa para caracteristica comum de
ambos, os novos receptores € os cldssicos, pode ajudar a resolver essas
questdes (Civelli et al., 1993).

Tendo em vista essa divida, quanto a nova classificagdo de
receptores dopaminérgicos em Dj, Dy, D3, D4 € Ds, alguns pesquisadores

preferem agrupar esses subtipos em D,-simile e Dj-simile, ja que as
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propriedades farmacolégicas e estruturais desses subtipos clonados (Dac,
D,L, D;, Dy e Ds) ndio sdo suficientemente divergentes daquelas ja
existentes (D; e D»).

A dopamina esta presente na maioria das regides do SNC, sendo
originada de longos axénios que partem da substdncia negra e 4rea
tegmentar ventral e inervam os nicleos da base, partes do sistema limbico €
o cortex frontal (Kebabian & Calne, 1979).

O sistema dopaminérgico compreende trés vias neuronais principais:
nigroestriatal, mesocorticolimbica, tuberoinfundibular. A via nigroestriatal
esta envolvida com disfungdes extrapiramidais. Esta via ¢ responsavel por
75% da dopamina cerebral, sendo constituida por neurdnios que se
projetam da substdncia negra para o corpo estriado. A via nigroestriatal tem
importante papel na locomogdo (Civelli et al., 1993).

Um resumo do sistema dopaminérgico, no que se refere a sintese de
dopamina, metabolismo ¢ apresentado no Quadro 5, a localizagdo dos

receptores e o sistema de segundos mensageiros envolvidos é apresentado

no Quadro 6.
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Quadro 5 - Precursores e enzimas necessiarias para a sintese de

dopamina (DA), enzimas metabolizadoras e metabdlitos formados

DOPAMINA

Precursores tirosina (a) — L-diidroxifenilalanina
(L-dopa) (b) — dopamina

Enzimas sintetizadoras (a) tirosina hidroxilase;
(b) L-aminoacido descarboxilase

(dopa descarboxilase)

Enzimas metabolizadoras MAOg (monoamino-oxidase)
COMT (catecol-O-metil transferase)

Metabdlitos DOPAC (acido 3,4 diidroxifenilacético)
HVA (acido homovanilico)

Fonte: Civelli, 1995 e Sokoloff et al., 1995.
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Quadro 6 - Localizacdo no Sistema Nervoso Central (SNC) dos

receptores dopaminérgicos e segundos mensageiros

SUBTIPOS DE
RECEPTORES

LOCALIZACAO NO SNC

SEGUNDOS
MENSAGEIROS

D,

corpo estriado
nucleo accumbens

T AMPc¢

1))

corpo estriado
nucleo accumbens
substancia negra
drea tegmentar ventral
hipocampo

4 AMPe¢

Ds

substancia negra
area tegumentar ventral
nucleo accumbens
hipocampo

cortex frontal
hipocampo
cerebelo

D;

Hipocampo
niicleo parafascicular do talamo

T AMPc

(T) aumenta ou (¥) diminui o nivel do segundo mensageiro.

Fonte: Civelli, 1995; Chen & Weiss, 1991 e Sokoloff et al., 1995.
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3. 2. O envolvimento da pilocarpina com o sistema dopaminérgico.

Cavalheiro e colaboradores (1994) demonstraram que a pilocarpina
em altas doses (350-380mg/Kg) afetava a taxa de metabolizagdo de
monoaminas sugerindo um importante papel desses neurotransmissores nas
convulsdes recorrentes em ratos. O papel das monoaminas e, em particular,
da dopamina, no processo convulsivo, ainda ndo foi estabelecido (EI-Etr1 et
al., 1993).

Os efeitos da pilocarpina sobre o sistema dopaminérgico sdo opostos
de acordo com o tipo de receptor ativado. Receptor D,, mas ndo D;, tem
atividade anticonvulsivante induzida por eletrochoque ou por
petilenotetrazol em roedores (Barone et al., 1990a;b).

Al-Tajir e colaboradores (1990a;b;c) estudaram a expressdo das
convulsdes motoras, ¢ demonstraram que receptores Dy e Dy medeiam
efeitos pro-convulsivantes e anticonvulsivantes em ratos tratados com
pilocarpina, respectivamente.

Cavalheiro e colaboradores (1994) mostraram que hd um aumento na
concentragdo ¢ uma diminui¢do da taxa de metabolizagdo da dopamina,
sugerindo que a liberagdo de dopamina no hipocampo pode estar diminuida
durante o estado epiléptico, periodo silencioso e no periodo crénico do
processo convulsivo.

El-Etri e colaboradores (1993) demonstraram efeitos contrarios no
locus cereleus, portanto, sugere-se que apos as convulsdes e estado
epiléptico as alteragdes nos niveis dos neurotransmissores nas areas
cerebrais podem ocorrer de forma diferente.

As diferengas observadas no efeito da pilocarpina sobre os niveis de
dopamina podem ser explicadas pelas caracteristicas particulares das

inervagdes do sistema dopaminérgico em cada uma de suas regides. O

M
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sistema nigroestriatal inervando o caudato-putamen tem a capécidade_ de
regular, por si s0, a sintese de dopamina. Com a formagao de dopamina
nessa regido, os autoceptores, que regulam a sintese, deixardo de agir € 0s
niveis endogenos serdo mantidos de forma constante (Stephen & Corcoran,
1979).

A administracdo aguda de pilocarpina produz um aumento na

atividade motora e uma concomitante diminui¢do na dopamina estriatal. O
sistema dopaminérgico é, particularmente, interessante, no que se refere aos
seus efeitos no processo convulsivo, ja que a ativagdo dos receptores D €
D, produz repostas opostas para a atividade epiléptica.

O limiar das convulsdes € inversamente proporcional ao conteudo
nigroestriatal de dopamina. A deplegéo da dopamina ¢ um bom indice de
resisténcia as convulsdes (Barone et al., 1990a). Altos niveis de dopamina
no cérebro podem induzir convulsdes em diferentes espécies de animais
(Kilian & Frey, 1973; Anlezark & Meldrum, 1975; King & Burnham,
1980; Quesney, 1981). Por outro lado, uma redugdo na concentragdo de
dopamina cerebral foi vista nas proximidades de um foco epiléptico (Mori
et al., 1987) e no fluido cerebrospinhal de epilépticos (Hiramatsu et al.,
1982). Esses achados sugerem quc a resisténcia de um animal para
desencadear convulsio depende marcadamente do balango da atividade
dopaminérgica no cérebro.

Estudos realizados por Barone et al. (1990a) caracterizando 0s
efeitos dos agonistas dopaminérgicos sobre os receptores dopaminérgicos
D; e D, mostraram que O tratamento com SKF38393 (agonista
dopaminérgico) aumenta a atividade dopaminérgica Dj, provavelmente
através de uma agdo direta ou indireta sobre as proteinas G acopladas ao

receptor, podendo refletir alteragSes no processo de acoplamento e/ou na
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capacidade das proteinas G, uma vez ativadas, de estimularem a adenilil
ciclase e aumentarem o nivel de AMPc intracelular.

O sistema dopaminérgico parece exercer um papel regulatorio na
atividade epileptogénica cerebral (Anlezark & Meldrum, 1975; Engle &
Sharpless, 1979; Loscher & Czuczwar, 1986; Turski et al., 1988,; W‘arter et
al., 1988; Al-Tajir et al., 1990a,b; Barone et al., 1990a,b; Marinho et al.,
1997).

O mecanismo de a¢do ¢ a area cerebral afetada pela dopamina para
controlar a propagagdo das convuls&es ainda nfio foram determinados, mas
acredita-se que receptores D; localizados em vérias estruturas cerebrais
podem controlar a propagagdo da atividade convulsiva.

A dopamina exerce seus efeitos no cérebro, principalmente, atraveés
dos receptores D; e D, (Seeman et al., 1981). Esses dois subtipos de
receptores interagem cooperativamente para controlar o comportamento
motor normal, mas a maneira pela qual influenciam na propagagdo das
convulsdes ainda nio foi estabelecida (Waddington & O’Boyle, 1989).

Utilizando altas doses de pilocarpina como modelo de epilepsia,
diferentes drogas dopaminérgicas foram estudadas (Turski et al., 1988; Al-
Tajir et al., 1990a,b; Barone et al., 1990a,b). A estimulag@o de receptores
dopaminérgicos do tipo D parece potencializar, enquanto, que 0 bloqueio
desses receptores previne as convulsdes induzidas por altas doses de
pilocarpina. O inverso parece OCorrer com os receptores D, (Barone et al.,
1991).

O modelo de epilepsia induzido por pilocarpina em altas doses,
auxiliard no esclarecimento das ac¢des do sistema dopaminérgico, como
também sobre a participagio de outros sistemas, tais como serotonergico,
glutamatérgico e GABAérgico que interagem de forma direta ou indireta

com o sistema colinérgico no processo convulsivo.
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4. O sistema serotonérgico e a epilepsia

4.1. O sistema serotonérgico

Alguns estudos sugerem o envolvimento do sistema serotonérgi. co na
manutengio e/ou propagagdo da epilepsia humana (Peroutka, 1988). O
sistema serotonérgico tem como neurotransmissor a serotonina (5-HT). A
5-HT é um importante neurotransmissor inibitorio em muitas areas do
Sistema Nervoso Central (SNC) (Julius, 1991).

A estimulagio inibitéria induzida pela 5-HT ocorre através da
ativacdo de muitas vias da 5-hidroxitriptamina (5-HT) em neur6nios da rafe
ou nas regides da parte superior do tronco cerebral (Peroutka, 1988). A 5-
HT esta presente em fibras nfo-mielinizadas que inervam difusamente
muitas regides do SNC, mas a sua densidade de inervago ¢ diferente para
as 4reas cerebrais (Peroutka, 1988). Os receptores serotonérgicos,
principalmente o 5-HT; exercem efeitos predominantemente inibitorios e
estio relacionados com o humor e o comportamento (Cooper et al., 1991).
Acredita-se que a maioria dos efeitos de ativagdo serotonérgica no cérebro
é provavelmente devido & estimulagio dos receptores seroton€rgicos do
tipo 5-HTa.

Os receptores serotonérgicos sdo amplamente distribuidos em todo
corpo e exercem iniimeras fungdes vitais no cérebro e no sistema nervoso
periférico (Cooper et al., 1991). No fim de 1980, através de técnicas de
biologia molecular, foram identificados 4 subtipos de receptores
muscarinicos (5-HTa, 5-HT 15, 5-HT1p, 5-HT24, 5-HT,z, 5-HTyc, 5-HTj3, 5-
HT,) (Hartig., 1989). Esses receptores encontram-se distribuidos no SNC
de forma diferenciada e divergem quanto ao mecanismo de ativagdo. Os

subtipos 5-HT s, 5-HT 5 e 5-HTp, agem por inibigdo da adenilil ciclase
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(AC), diminuindo os niveis de AMPc. J4 os subtipos 5-HTox, 5-HT,5 € 5-
HT,c transmitem sinais através da mobilizagdo de Ca'" no SNC (Hartig,.,
1989).

Um determinado estimulo faz com que o receptor ative uma enzima
efetora, a fosfolipase C (PLC), através de uma proteina Gs (Elgoyhen et al.,
2000). A PLC promove uma cascata de eventos, finalizando com a
produgdo de dois segundos mensageiros, o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e
1,2-diacilglicerol (DAG) que véo transmitir a informagéo do receptor para
o interior da célula.

O subtipo 5-HT3 ¢ um canal 16nico, receptor do tipo 1, enquanto que,
o 5-HT, age pof estimulagdo da adenilil ciclase (AC), aumentando os niveis
de AMPc. O Quadro 7 sumariza as informag3es gerais sobre a serotonina

e o Quadro 8 sobre os receptores serotonérgicos.
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Quadro 7- Precursores e enzimas envolvidas na sintese ¢ na

metabolizacio da serotonina (5-HT), e metabélitos formados

SEROTONINA

Precursor Triptofano (a) — S-hidroxitriptofano

5-hidroxitriptofano (b) — 5-HT

Enzima sintetizadora (a) Triptofano 5-hidroxilase

(b) L-descarboxilase

Enzima metabolizadora MAO, (monoamino-oxidase)

Metabdlitos 5-HIAA (4cido 5-hidroixindolacético)
5-HTOL (5-hidroxitriptofol)

Fonte: Erspamer, 1978d.
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Quadro 8 — Localizagdo dos receptores serotonérgicos no Sistema

Nervoso Central (SNC) e segundos mensageiros

SUBTIPOS DE LOCALIZACAO SEGUNDOS
RECEPTORES MENSAGEIROS
5-HT;s | SNC 3 AMPc
5-HT,g SNC 4 AMPc
5-HT1p SNC 4 AMP¢

Vasos sanguineos

5-HT,s SNC IP; + DAG -

SNP
Musculatura lisa
5-HT3 Fundo gastrico IP; + DAG
5-HT,¢ SNC IP;+ DAG
Plexo coroide

5-HT; SNP Canal idnico
SNC

5-HT, SNP (TGI) T AMPc
SNC

Abreviaturas:

(T): aumenta e (J«) diminui a concentragio,

IP;: trifosfato de inositol; DAG: diacilglicerol; AMPc: adenosina
monofosfato ciclico, SNP: sistema nervo periférico; TGI: ftrato
gastrointestinal;

Fonte: Cooper et al., 1991.




27

4.2. O envolvimento da pilocarpina com o sistema serotonérgico

O inicio das convulsdes pode ser produzido através da estimulagdo
da atividade colinérgica endogena (Jope et al., 1986 e 1992; Mom’_se%t etal.,
1987a; Marinho et al., 1998).

O processo convulsivo decorrente do tratamento de ratos com
pilocarpina, agonista colinérgico, em doses convulsivas, parece interagir
com o sistema serotonérgico, uma vez que a ativagdo do receptor
serotonérgico do tipo 5-HT; pode inibir a estimulagdo colinérgica
(Peroutka, 1988), sendo, assim, um mecanismo compensatorio para inibir
ou cessar as convulsdes.

A pilocarpina também altera os niveis do neurotransmissor
serotonérgico. Associado as convulsdes induzidas em ratos pela
administragdo de agonistas colinérgicos (principalmente pilocarpina) esta o
aumento observado na concentragfio da serotonina durante as 24h da fase
aguda das convulsdes (El-Etri et al., 1993).

A pilocarpina modifica também a concentragdo de outros
neurotransmissores (acetilcolina, noradrenalina, dopamina, glutamato e
GABA), sendo importante um estudo mais detalhado para uma melhor
compreensdo da participagdo das monoaminas no processo convulsivo

(Michotte et al., 2000; Delorenzo et al, 2000; Raol et al., 2001).
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5. Modelos colinérgicos de convulsio

Em condicdes fisiologicas, a estimulagio colinérgica induzida por
ACh ¢ importante para os processos cerebrais como memoria €
aprendizagem (Bartus et al, 1982). Contudo, a acetilcolina em alta
concentragio, como ocorre depois de uma exposi¢ao por organofosforados,
que sdo agentes anticolinesterasicos ou colinérgicos indiretos, apresenta
intensos efeitos sobre a energia celular (Pazdemnik et al., 1985; El-Etri et al,
1993) e metabolismo dos fosfoinositidios (Flynn & Wecker, 1987; Marinho
et al., 1998; Chamberlain et al., 2000).

Essas mudancas estdo associadas a uma hiperexcitagio elétrica dos
neurbnios (Konopacki et al., 1987; Morrisett et al., 1987ab), e
frequentemente sfio acompanhadas por convulsdes (Olney et al., 1986;
Morrisett et al., 1987a,b e 1992; Piredda & Gale, 1985; Jope et al., 1987;
Savolainen et al., 1988a,b; Turski et al., 1983a,b,¢).

A ACh, os anticolinesterasicos e analogos da ACh sdo efetivos
agentes epileptogénicos quando aplicados intracerebralmente (Cavalheiro
et al,, 1983; Cohen et al., 1981; Olney et al, 1983) ou sistemicamente
(Lundy & Shaw, 1983; Turski et al., 1983d; Cavalheiro et al., 1996 e
1999). Injegdes diretas na amigdala (Turski et al., 1983b) e no hipbcampo
(Turski et al., 1983c) de agonistas colinérgicos muscarinicos e
colinomiméticos, em ratos, mostram ocorréncias eletroencefalograficas e
comportamentais de convulses limbicas acompanhadas por lesdes
cerebrais semelhantes aquelas produzidas por 4cido cainico (Ben-Ari et al.,
1980;1981) e folatos (Olney et al., 1986).

A hipétese da participagdo do sistema colinérgico na propagagdo das
convulses ¢ dada através de estudos demonstrando que lesdes dos

neurdnios colinérgicos na substincia inominata, inibem a produgdo de
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convulsdes estimuladas eletricamente, na amigdala (Kimura et al., 1981). A
atropina, um antagonista muscarinico, suprimiu a propagacdo das
convulsdes estimuladas na amigdala (Marinho et al., 1997), enquanto que,
injecSes locais de colinomiméticos intensificaram a atividade convulsiva
hipocampal (Burchfield et al., 1979). ‘

A pesquisa sobre epileptogénese colinérgica tem favorecido o
conhecimento das propriedades excitatérias da ACh (Olney et al., 1986;
Savolainen & Hirvonen, 1992). Vérios modelos animais de convulsdes
induzidas por agentes colinérgicos tém recentemente sido desenvolvidos
para explorar esses mecanismos e o papel do sistema colinérgico cerebral
na fisiopatologia da epilepsia humana (Olney et al., 1983; Turski et al,
1983a,b,c,d; Jope et al., 1986; Fisher, 1989; Hirsch et al., 1992; Costa-
Lotufo et al., 2002).

5.1. Modelo de convulsdo com litio e pilocarpina

O litio é capaz de potencializar in vivo a agdo da fisostigmina, € ratos
tratados com litio e colinomiméticos apresentam convulsdes (Samples et |
al., 1977; Davis & Hatoun, 1980). Em colaboragdo a esses dados, foi
descrito um modelo de estado epiléptico que era produzido pela
administragdo de pilocarpina em ratos pré-tratados com litio (Jope et al.,
1986).

A administragdo de doses subconvulsivas de pilocarpina (30mg/Kg,
por via subcutinea) 24h depois de cloreto de litio (3mEq/Kg, via
intraperitoneal) resulta em convulsdes (Jope et al., 1986, Marinho et al.,
1998).

As alteragdes comportamentais dos animais que exibem convulsdes

com litio-pilocarpina sdo semelhantes aquela observada com altas doses de
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pilocarpina. Segundo Marinho e colaboradores (1998) e Clifford e
colaboradores (1987), os registros comportamentais podem ser divididos
em duas fases. A primeira, consistindo no aparecimento, dentro de 5al0
minutos depois da injegfio de pilocarpina, de sinais colinérgicos periféricos
(piloerego, salivagdo, cromodacriorréia, tremor e diarréia).

Os sinais colinérgicos persistem cerca de 20 minutos depois da
injegdo, mas tendem a diminuir com a manifestagdo das outras
caracteristicas da sindrome. Quase que paralelamente as manifestagdes de
estimulagdo colinérgica, surgem o0s comportamentos estereotipados
incluindo movimentos orais, aumento na mastigagdo, cheirar, cogar €
também de ranger os dentes e balangar a cabega.

A segunda fase ocorre dentro de 20 a 30 minutos depois da
administracdo da pilocarpina, sendo caracterizada pela ocorréncia de
convulsdes que se iniciam com um notdvel aumento nas agoes de cheirar €
mastigar, associados aos olhos cintilantes e balango da cabega dos animais,
progredindo, dentro de 5 a 30 segundos, para contragdes das extremidades
superiores, desenvolvendo o ato de empinar-se e uma subseqiiente queda
ocasional, devido a perda de equilibrio.

Os episodios de convulsdes recorrentes aparecem cerca de 35
minutos depois da administragdo da pilocarpina, progredindo para o estado

epiléptico e morte dos animais dentro de 24 horas (Marinho et al., 1997 ¢

1998).
5.2. Modelo de convulsio com pilocarpina em alta dose
Em roedores, a administragio sistémica de altas doses de pilocarpina

produz convulsdes e subsequente desenvolvimento de estado epiléptico

(Turski et al., 1983a,b e 1989; Persinger et al., 1993 e 2001), acompanhado
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por lesdes cerebrais que sdo semelhantes, em muitos aspectos, as lesdes
observadas em cérebro de pacientes epilépticos (Turski et al., 1983a; Leite
et al., 1990; Cavalheiro et al., 1991; Marinho et al., 1997; Mello & Silva,
2000).

Turski et al. (1983a). demonstraram que a injegéo sistémica de
pilocarpina (300 - 380 mg/kg), por via intraperitoneal, € capaz de produzir
automatismo facial, e convulsdes motoras limbicas que se desenvolvem
ap6s 30 minutos e progridem para o estado epiléptico.

A administragdo sistémica de pilocarpina (400mg/Kg, subcutanea,
s.c., P400), um potente agonista colinérgico muscarinico, produz mudangas
comportamentais semelhantes & observada no modelo com litio-pilocarpina
e eletroencefalograficas nas convulsdes limbicas em ratos. Estas
convulsdes sdo acompanhadas de danos cerebrais que topograficamente se
assemelham as produzidas por KA (acido cainico) e folatos (Olney et al.,
1983), sendo também frequentemente & observado na autoépsia de humanos
epilépticos (Corsellis & Bruton, 1983).

Varios estudos utilizam metilescopolamina (1mg/Kg), 30 minutos
antes da administra¢do de pilocarpina, com a inten¢do de reduzir os sinais
colinérgicos periféricos (Cavalheiro et al., 1996 e 1999). No entanto, em
nossos experimentos, ndo foi adotado este procedimento a fim de se evitar
possiveis alteragdes neuroquimicas e metabolicas, que prejudicariam a
interpretagdo e andlise dos dados devido a administragdo de mais uma

droga ao animal.
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Viérias pesquisas tém sido realizadas, utilizando os modelos de
convulsio (litio-pilocarpina e pilocarpina em alta dose) com o objetivo de
caracterizar o modelo, investigar a fisiopatologia, identificar agentes
terapéuticos para a epilepsia (Kulkarni & George, 1995 e 1996; Fujikawa,
1995 e 1996; Costa-Lotufo et al., 2002). '

Neste mesmo sentido, Alteragdes comportamentais, histopatologicas.
e neuroquimicas em ratos adultos durante a fase aguda da convulsdo
induzida por pilocarpina, também foram estudadas utilizando o modelo
pilocarpina em alta dose (P400). Os animais foram tratados com uma unica
dose de cloridrato de pilocarpina (400mg/kg, subcutanea, s.c.), €
observados por 1 e 24h, sendo sacrificados apos o periodo de observagdo
aqueles que apresentaram convulsdes, estado epiléptico e que sobreviveram
ao tratamento.

Estudos comportamentais, histopatologicos e neuroquimicos foram
realizados nesses animais com a finalidade de fornecer subsidios para

esclarecer a fase aguda do processo convulsivo.
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OBJETIVOS

O mecanismo do processo convulsivo ainda nfo foi completamente
esclarecido. Dessa forma, com o intuito de investigar a fisiopatologia das
convulsdes, decidiu-se estudar as convulsdes induzidas por pilocarpina em
alta dose (400mg/Kg; P400) em ratas adultas fémeas com 2 meses de idade
que apresentaram convulsdo, estado epiléptico e que foram sacrificadas

apods 1 e 24h de observagio, através dos seguintes aspectos:

o Estudo comportamental dos animais adultos tratados com

pilocarpina;

4 Estudo da laténcia das convulsdes e na instalagio do estado

epiléptico;

o4 Analise histopatologica das areas cerebrais dos animais adultos

tratados com pilocarpina;

4 Determinagdo da atividade enzimatica da acetilcolinesterase

(AChE) em corpo estriado de ratos adultos;
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24 Determinacio da densidade maxima dos receptores colinérgicos

muscarinicos (M;+M,) e dopaminérgicos (RD;- ¢ RD;-simile);

24 Determinacido dos niveis das monoaminas: dopamina (]5A), 5-
hidroxitriptamina (5-HT) e seus metabélitos: 4cido 3,4
dihidroxifenilacético (DOPAC), acido homovanilico (HVA) e
dcido 5-hidroxiindol-3-acético (5-HIAA);

O Determinacio da taxa de metabolizacio das monoaminas:

dopamina (DA) e 5-hidroxitriptamina (5-HT);
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MATERIAL E METODGS

1. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar fémeas adultas com 2 meses de idade,
com peso variando de 250-280g, provenientes do Biotério Central do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara.

Durante todos os experimentos, os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas com no maximo 6 animais, em condi¢des ambientais
semelhantes, com ciclo claro/escuro alternado de 12 horas, recebendo ragdo

padréo tipo Purina e agua ad libitum.
2. Tratamento dos grupos experimentais
2. 1. Preparo da droga e tratamento dos animais

O Cloridrato de pilocarpina (Sigma Chemical Co., USA) foi
dissolvido em 4gua bidestilada, obtendo-se a concentragdo final 400
mg/mL.

Os animais foram tratados com pilocarpina 400mg/Kg, via
subcutinea e observados por 1 e 24h ap6s a administragdo. Os controles
foram tratados com salina NaCl 0,9%. O Quadro 1 sumariza os protocolos
experimentais de tratamento e observagéo.

Ap6s 1 e 24h da administragdo de pilocarpina, os animais que
apresentaram convulsdes, estado epiléptico e sobreviveram ao tratamento
foram sacrificados, seus cérebros removidos e o corpo estriado dissecado

sobre gelo e armazenado em condigdes apropriadas para estudos
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neuroquimicos. Com relagdo aos estudos histopatolégicos, os cérebros

foram colocados diretamente em formalina a 10%.



37

2.1.1. Protocolo experimental realizado com ratas:

O Quadro 1 apresenta o resumo esquematico dos protocolos
experimentais utilizados para o estudo. No protocolo 1, as ratas adultas
foram tratadas com uma tnica dose de pilocarpina (400mg/Kg, s.c; P400),
ou com NaCl 0,9% (controle) e observadas durante 1h ap6s a administrag@o
e, em seguida, sacrificadas. Por sua vez, no protocolo 2 as ratas adultas
foram tratadas também com uma tinica dose de pilocarpina (400mg/Kg, s.c;
P400), ou com NaCl 0,9% (controle) e observadas durante 24h apods a
administragfo e, em seguida, sacrificadas.

- O Quadro 1 sumariza os protocolos experimentais de tratamento

Quadro 1 — Protocolos experimentais de tratamentos dos animais

Pilocarpina
400mg/Kg, s.c.

Protocolo 1 Protocolo 2

Periodo de observacio Periodo de observacio
1h apods a administracio 24 h apos a administracio

SACRIFICADOS




3. Materiais utilizados nos experimentos

v
v

v
v
v

LSRN

\

X N % % %

Agitador de tubos (modelo 251, FANEN, Séo Paulo, Brasil);
Balanca analitica (modelo H5, Mettler, Sui¢a); .
Banho maria (FANEN, modelo 102/1, SP, Brasil);

Centrifuga (modelo J-21C, Beckman, CA, USA);

Contador de Cintilagdo Liquida (modelo LS 100, Beckman,
Fullerton, CA, USA);

Contador de Cintilagdo Liquida (modelo LS 65 00, CA, USA);
Cubetas de plastico para leitura em espectrofometro (Sarstedt,
Alemanha Oriental);

Espectofometro (modelo DU 640 B, Beckman, CA, USA);
Equipamento de Millipore para filtragdo a vacuo (Millipore
apparatus, Bedford, MA, USA);

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

Frascos de vidro para contagem de cintilagdo (vials, Beckman,
Fullerton, CA, USA);

Homogeneizadores (Bellico, USA);

Guilhotina (Harvard, USA);

Micropipetas (H,E. Pedersen, Dinamarca)

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

Cortador (aparelho para obtengdo de fatias de tecidos frescos,
desenvolvido no Laboratério de Farmacologia-bioquimica do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
do Ceard);

Carbogénio (tubo contendo 5 % CO; + 95 % Oy);
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Microscopio 6tico (Nikon, type 119, binocular);

Micrétomo (820 Spencer, American Optical Corporation);
Centrifuga refrigerada (modélo Eppendorf);

Filtros de fibra de vidro (GF/B Whatman, Maidstone, England);
Homogeneizadores (Bellico, EUA); ‘
Equipamento de HPLC-Cromatografia Liquida de Alta Performance-
Detector eletroquimico (Shimadzu, Jap&o), constanto de: Detector
eletroquimico (Modelo L-ECD-6A; Shimadzu, Japdo) e Eletrodo de
carbono (Shimadzu); Degaseificador (DGU-2A Shimadzu , Japdo);
Integrador (C-R6A Chromatopac, Shimadzu, J apdo);

Injetor (Shimadzu Corp., Japan), |

Micropipetas (H,E. Pedersen, Dinamarca);

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

Sonicador (Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments Inc. NY,

EUA).
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4. Estudo comportamental

Os animais tratados e controles foram divididos em gaiolas contendo
no maximo 6 animais e colocados em ambiente reservado, sendo feita &
observagdo direta. Todos os grupos experimentais foram observados apos a
administragdo da pilocarpina, de acordo com o tratamento previsto,
perfazendo um total de 1h e 24h de observagdo. No periodo noturno os
animais foram observados a cada 1 hora.

Os seguintes pardmetros foram observados: presenga de sinais
colinérgicos periféricos (SCP), tremores, movimentos estereotipados,
convulsdes motoras, desenvolvimento ou ndo de estado epiléptico e nimero
de animais que morreram em cada grupo.

O Quadro 2 apresenta estes pardmetros juntamente com suas
caracteristicas, segundo descrito previamente por Ammold et al., 1973 e
Turski et al., 1983a;b e 1984. Depois do periodo de observagdo, os animais
foram sacrificados, os cérebros removidos, sendo dissecado o corpo
estriado para a realizagdo de estudos especificos, tais como, analise

histopatologica e estudos neuroquimicos.
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Quadro 2 - Pardmetros comportamentais observados ap6s tratamento

agudo com pilocarpina 400mg/Kg

PARAMETROS

CARACTERISTICAS

Sinais colinérgicos periféricos

(SCP)

miose, cromodacriorréia, piloeregéo,

diarréia, salivagio e diurese.

Tremores

Movimentos estereotipados

(ME)

aumento das atividades de roer, cogar-se,
mastigar e wet-dog shakes (ato de sacudir

— semelhante a um cachorro molhado).

Convulsoes

tdnico/clénica com ou sem rearing ( ato

de empinar-se)

Estado epiléptico

convulsdes intermitentes

durante até 30 min

Namero de animais que

morreram em cada grupo

determinado durante o periodo de 1h e 24
horas depois da administragdo da

pilocarpina

Fonte: Turski et al., 1983a;b e 1984,

TRIVERSID . FEOERAL DO cEpRd

memrrnviii AE FIBNFIAE KA §

pAnE
HRIRE A



S. Determinacdo da Atividade Acetilcolinesterasica (AChE)

5.1. Método

A atividade acetilcolimesterasica foi determinda segundo Ellman e
colaboradores (1961), tendo‘ como principio & medida da velocidade de
producdo de tiocolina a proporgdo que a acetiltiocolina (ATC), utilizada
como substrato é hidrolisada.

Isto ¢ acompanhado pela reagdo continua do tiol com o fon 5:5-
ditiobis-2-nitrobenzoato (1) para produzir o d4nion amarelo do &cido 5-tio-2-
nitro-benzoéico (II), cuja coloragcdo ¢ medida em 412 nm, através- de um
espectrofotémetro Beckman DU, o que permitiu leituras automaticas em
sistema digital e forneceu maior sensibilidade.

A atividade enzimatica é medida através da leitura da variagdo da
absorbancia por minuto, durante 3 minutos, sendo a reagdo 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).
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5.2. Solucdes Reagentes
Foram utilizadas as seguintes solugdes reagentes:
% Tampio fosfato de sédio

- NaH,PO,H,0O (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) 0,1 M em d4gua
bidestilada, pH 7,0.

% Solucdo de iodeto de acetiltiocolina
- ATC (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 75 mM em agua bidestilada.
% Solucio de dcido 5:5-ditiobis—2-nitrobenzoato

- DTNB (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 10 mM em tampao fosfato de sodio.
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6. Estudo histopatolégico
6.1. Procedimento experimental

Os cérebros de ratos tratados e controles foram submetidos a analise
histopatolégica. Os animais foram observados durante 1h e 24 horas. Os
animais que apresentaram convulsdo, estado epiléptico e sobreviveram
ap0s os respectivos periodos de observagao foram decapitados, os cérebros
removidos ¢ fixados em formalina a 10% por 72 horas. Cortes sagitais,
feitos em intervalos de 1 mm, foram obtidos a partir de um corte inicial
proximo aos corpos mamilares.

Para o estudo microscopico, secgdes de 10 p foram feitas, coradas
em Hematoxilina-Eosina, ¢ analisadas com auxilio de um microscépio
optico. As areas cerebrais foram observadas e classificadas de acordo com
o Atlas de Paxinos &Watson (1986).

Para a analise das lesdes cerebrais, foram observados os seguintes
parimetros: aspectos normais semelhantes aos controles ou a presenga das
células tumefeitas, atrofiadas, nacleos picnéticos, morte neuronal, .gliose e
vacuolizagdo.

O grau de lesdo foi expresso através de uma escala percentual de 0
(nenhum) a 100 (total) para cada estrutura examinada (Peredery et al,
1992: Bureau et al., 1994). Os animais foram definidos como tendo leséo
cerebral quando havia pelo menos 50% de alteragio em uma ou mais

estruturas.



6.2. Método de coloracio

O método de coloragdio utilizado para a analise histopatologica dos
tecidos cerebrais foi o que usa como corante a Hematoxilina-Eosina (HE).

As solugdes utilizadas e as etapas do método encontram-se sumarizadas no

Quadro 3.

Quadro 3 - Coloracio em Hematoxilina - Eosina (HE)

METODO: HEMATOXILINA — EOSINA
CORANTE

Hematoxilina -7 g - Eosina-0,5 g
dlcool absoluto - 50 a 80 mL
alimen de potassio aménio - 100 mL
dgua destilada q.s.p - 100 mL
6xido amarelo de mercurio - 2,5 g

agua destilada q.s.p - 1000 mL

ETAPAS
1. desparafinizagdo do material por |6. eosina por 1 min
10 min
2. 4lcool: 70, 80 e 96% 7. lavagem com H,O
3. lavagem com H,O 8. alcool: 70, 80 € 96 %
4. hematoxilina por 5 min 9. clarear material com xilol H,O
5. lavagem com agua destilada 10. montar ldminas (laminulas +
balsamo do Canada)
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7. Dissecacio das areas cerebrais

Os animais foram decapitados com uma guithotina (Harvard, USA)
e, em seguida, os encéfalos foram rapidamente retirados e co]ocados. sobre
papel aluminio numa placa de petri com gelo.

Acompanhando a fissura sagital mediana, a camada cortical cerebral
foi retirada das leptomeninges com o auxilio de uma pinga reta de
microdissecagdio, a qual, progredindo delicadamente e tangencialmente aos
ventriculos laterais, divulsionou o cortéx em toda a sua extensdo fronto-
occiptal. O cértex ja divulsionado foi rebatido para os lados, expondo parte
do hipocampo que, com divulsionamento, foi descolado e retirado.

O corpo estriado (caudado, putdmen e globo palido) foi isolado das
estruturas circunjacentes por divulsionamento com uma tesoura de
microdissecagdo, sendo a sua retirada orientada pelo didmetro da porgdo

tuberosa visivel desses niicleos, apds o rebatimento lateral do cortex

(Figura 1).

T
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Figura 1- Dissecacdo cerebral mostrando a retirada do corpo estriado de

rato adulto.

Apés o término da dissecagdo, cada area foi colocada em papel de
aluminio devidamente identificado, pesada e conservada a -80°C para uso
posterior. Quando as areas foram estocadas durante um certo periodo de
tempo (no maximo 2 meses), os tecidos foram considerados como tendo a
mesma viabilidade para experimentagdo daqueles que foram ensaiados
imediatamente ou 24 h apds a dissecagdo (Burke & Greenbaun, 1987;
Fielder et al., 1987).



8. Determinagio da densidade de receptores muscarinicos
8.1. Método

A densidade de receptores muscarinicos (M;+My) foi determinada
através de ensaios de binding, executados em homogenatos cerebrais,
utilizando-se o ligante especifico SH-N-metilescopolamina (H-NMS, 85
Ci/mmol-New England), de acordo com método previamente descrito
(Dombrowski et al., 1983). '

A *H-NMS liga-se a sitios especificos dentre os quatro primeiros
segmentos transmembrana dos receptores muscarfnicos que existem nos
fragmentos de membranas dos tecidos homogeneizados. Desse modo, 0
ligante tritiado marca especificamente os receptores colinérgicos presentes
no tecido estudado.

A atropina é um outro antagonista classico utilizado nos “brancos”
dos ensaios para determinar a radioatividade de background ou ligagoes
ndo especificas. A atropina, acrescentada em concentra¢do muito maior do
que a da SH-NMS, interage, seletivamente, com 0S mesmos sitios de
ligagdo do receptor, deslocando e deixando livre toda a droga
radioativamente marcada, que é logo depois filirada. A radioatividade

contida no filtro &, entdo, contada por cintilagdo liquida.
8.2. Procedimento experimental

Terminada a dissecagdo das areas cerebrais em gelo, como
mencionado anteriormente, foram feitos homogenatos a 10% de corpo

estriado (CE) em tampéo fosfato de sodio, 150 mM, pH 7.,4.
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Rapidamente, os homogenatos contendo 130-160 pg de proteina
foram incubados em tampdo fosfato de sodio contendo 2,35 nM de *H-
NMS, na presen¢a ou na auséncia de sulfato de atropina 12,5 pM em um
volume final de 0,2mL, para experimentos de pontos unicos. Para
experimentos de saturagdo o ligante foi utilizado em concentmgc”)és que
variavam entre 0,0031 ¢ 5,95 nM.

Ap6s incubagio a 37°C por 30 minutos, a reagfio foi terminada por
filtracdo a vacuo através de filtros Whatman GF/B. Os filtros foram lavados
trés vezes com 4 mL de solugdo salina 0,9 % gelada, secos a 60°C por no
minimo 2 h e colocados em frascos de vidro (vials) com 3 mL de um
coquetel de cintilagdo liquida contendo tolueno. -

A radioatividade foi medida em um contador de cintilagdo liquida
Beckman LS-100 com uma eficiéncia de 67%. A ligagdo especifica foi
calculada como a ligagdo total menos a ligagdo nado-especifica feita na
presenga de atropina 12,5 uM. Os resultados para a densidade méaxima de
receptores (Bmax) e para a constante de dissociagdo (Kd) foram EXPIessos
em fentomoles por miligrama de proteina ¢ nM, respectivamente. A
concentra¢do de proteina foi determinada segundo o método de Lowry et

al. (1951), utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrio.
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8.3. Solu¢des reagentes

As seguintes solugdes reagentes foram empregadas nessa técnica:
% Soluc¢io estoque de *H-N-metil-escopolamina (3H-NMS)

Cloridrato de *H-NMS (85 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston,
MA, USA), em tampéo fosfato de sédio 150 mM, pH 7,4 para obter uma

solugdo de concentragdo de 23,52 nM.

% Soluciio estoque de atropina

Sulfato de atropina (Sigma, St. Louis, MO, USA) em agua

bidestilada, para obter uma concentragdo de 0,5mM.

% Tampio fosfato de sédio

NaH,PO, (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) foi dissolvido em agua
bidestilada, para obter uma solugdo 150mM e o pH foi ajustado para 7,4
com solugdo de HCl IN (Merck, Rio de Janeiro, Brasil).

% Coquetel de cintilagiio

p- bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (0,5 g; Sigma, St. Louis,
MO, USA) ¢ 4,0 g de 2,5-difeniloxazol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, USA)
foram dissolvidos em 1000 mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA,

USA).
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9. Determinacio da densidade dos Receptores Dopaminérgicos

A determinacdo dos receptores dopaminérgicos foi feita através de
ensaios de binding executados em homogenatos cerebrais, variando 0s

seguintes parametros:
% Receptores Dy-simile

Foi utilizado o ligante especifico [’H]-SCH 23390 (87,0 Ci/mmol -
New England Nuclear, EUA), de acordo com método previamente descrito

(Meltzer et al., 1989).
% Receptores D,-simile

Foi utilizado o ligante especifico [*H]-espiroperidol (114,0 Ci/mmol
- New England Nuclear, EUA), segundo uma adaptagdo do método
previamente descrito (Kessler et al., 1991 e Meltzer et al., 1989).

9.1. Método para os receptores dopaminérgicos (RD; e RD»)

9.1.1. Método

O [’H]-SCH 23390 é um antagonista dopaminérgico que possui alta
afinidade pelos receptores Dj-simile. O ligante [3H]—espiropexidol ¢ um
antagonista dopaminérgico que possui alta afinidade pelos receptores D,-
simile, possuindo também afinidade pelos receptores serotonérgicos do tipo
5-HT, (Kessler et al., 1991). Para bloquear os receptores serotonérgicos no

binging de D2-simile, foi utilizado um antagonista especifico, a mianserina.

UNIVERSIOADE Figgpay

o

CERRA

BIBLIOTECA DE C1BNFIAE Ao satine

|



52

A dopamina, um agonista dopaminérgico, foi adicionada, na forma
ndo marcada, nos brancos dos ensaios para receptor D; para determinar a
radioatividade de background ou ligagdes ndo-especificas, em uma
concentragdo elevada para interagir com os mesmos sitios de ligagdo do
receptor, impedindo assim a ligagdo do [PH]-SCH23390, que fica livre. O
mesmo foi feito com relagdo ao receptor Dy, mas neste caso foi utilizado o
butaclamol, um antagonista de receptores dopaminérgicos, também com o
intuito de determinar as ligagSes ndo-especificas. Esses ligantes livres sdo
retirados do filtro através de lavagens sucessivas, e a radioatividade ¢,

entfio, contada por cintilagdo liquida.
9.1.2. Procedimento experimental

Logo ap6s a dissecagdo da éarea cerebral em gelo, como mencionado
anteriormente, foram feitos homogenatos a 10% de CE em tampéo tris-HCl
50 mM, pH 7,4. Os homogenatos, contendo 50-100 pg de proteina, foram
incubados em tampéo Tris-HCl modificado (50 mM, pH 7,4). No caso dos
receptores Dj-simile, o tampdo continha 0,115 a 9,2 nM de [’H]-SCH
23390 para experimentos de saturagdo. No caso dos receptores D,-simile, o
tampdo continha 10 pM de mianserina (incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente) para bloquear os receptores serotonérgicos, € 0,09 a
4,76 nM de [’H]-espiroperidol para experimentos de saturaggo.

Em ambos os ensaios, os respectivos ligantes eram incubados na
presenga e na auséncia de dopamina 100 M (durante 10 minutos), no caso
dos receptores D, ou butaclamol 10 pM, no caso dos_receptores D, sendo o
volume final do ensaio de 0,2 mL.

Ap6s incubagdo a 37 °C durante 60 minutos, a reagdo foi terminada

por filtragfio a vacuo através de filtros Whatman GF/B. Os discos de papel
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de filtro foram lavados trés vezes com 4 mL de solugéo salina 0,9% geléda,
secos a 60 °C por no minimo 2 h e colocados em frascos de vidro (i’ials)
contendo 3 mL de um coquetel de cintilagéo liquida contendo tolueno.

A radicatividade foi medida em um contador de cintilagdo liquida
Beckman LS-6500 com a eficiéncia de 61%. O binding especifico foi
calculado como binding total menos o binding nio-especifico feito na
presenga de dopamina 100 uM ou butaclamol 10 uM, respectivamente para
os receptores D; € Dy,

Os resultados para a densidade méxima de receptores (Bmax) e para
a constante de dissociacio (Kd) foram expressos em fentomoles por
miligrama de proteina e nM, respectivamente. A concentragdo de proteina
foi determinada segundo o método de Lowry ¢ colaboradores (1951),

utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padréo.

9.1.3. Solucdes reagentes

% [*H]J-espiroperidol (114 Ci/mmol, Amersham Life Science, EUA)

5 pL de [’H]-espiroperidol foram diluidos em tampdo tris-HCI, pH

7.4, de forma a obter uma concentragéo final de 43,28 nM.
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% [3H]— SCH 23390 (87 Ci/mmol, Amersham Life Science, EUA)

5 pl de [’H]-SCH 23390 foram diluidos em tamp#o tris HCI, pH 7.4

de forma a obter uma concentragdo final de 11,5 nM

% Tampio Tris-HCI

Seis gramas de Tris-HCI (Trizima base, Sigma, Brasil) foram diluidos
em 1000 mL de 4gua bidestilada, obtendo-se uma concentragdo de 50 mM.
O pH foi ajustado com solugdo HCI 0,1N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil)

para pH 7,4.
% Tris HCI modificado

NaCl 120 mM; KC1 1mM; CaCI2 2 mM; MgCI2 1 mM, NaEDTA 1

mM e ascorbato sédico 1 mM foram dissolvidos em tampéo tris-HCl 50

mM pH 7,4
b Mianserina

Comprimidos de mianserina (Tolvon 30 mg, Organon, SP, Brasil)

foram macerados e diluidos em tampdo tris-HCl, obtendo-se uma

concentracdo final de 10 uM.
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% Dopamina (cloridrato de dopamina)

10mg de dopamina (Sigma) foram diluidas em 2 ml de tampéo tris-
HCl, tendo uma concentragdo final de 5 mg/ml. A esta solugdo, foi

acrescentado acido ascorbico 0,1%.
% Butaclamol (Cloridrato de butaclamol)

Butaclamol (RBI, MA, EUA) foi dissolvido em 4cido ascorbico a

0,1%, de forma a se obter uma concentragfo final de 10 uM.

% Coquetel de cintilacio

0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St. Louis,
MO, EUA) e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, EUA)
foram dissolvidos em 1000 mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA,

EUA).
10. Dosagem de proteina

10.1. Método

A quantidade de proteina em homogenatos de cérebro foi
determinada a 25°C utilizando albumina sérica bovina com padrdo, de
acordo com o método previamente descrito por Lowry et al., 1951, que
emprega duas reagdes de formagdo de cor para analisar a concentragdo

proteica fotometricamente.
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Inicialmente € feita uma reagfo de biureto de baixa eficiéncia na qual
os ions de cobre alcalino produzem uma cor azulada na presenga de
ligagOes peptidicas. Esta cor biureto é caracteristica de todas as proteinas e
fornece uma cor basica de fundo para a préxima etapa de ensaio.

Depois o método emprega uma mistura complexa de sais
inorganicos, o reagente Folin-Ciocalteau, que produz uma cor verde
azulada intensa na presencga de tirosina ou triptofano livres ou ligados as
proteinas. Como as quantidades desses dois aminoécidos sdo geralmente
constantes nas proteinas solaveis, com poucas excegdes, a cor das reagdes
(verde-azulada) ¢ indicativa da presenca de proteina e a intensidade da cor
proporcional a concentragdo. Esta coloragdo ¢ medida em 750 nm, atraveés
de um espectrofotdmetro Beckman DU, acoplado a um sistema de

modernizagdo da Gilford, USA.
10.2. Solucdes reagentes

% Reagente A

Na,CO; (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2 % em NaOH
(Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 0,1 N.

% Reagente B

CuS04.5H,0 a 0,5 % em NaKC4HO6.4H,0 (Grupo Quimica, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) a 1 %.
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% Reagente C

Solugdo de cobre alcalino (24 mL do reagente A com ImL do

reagente B, misturados no momento de usar).

% Reagente de Folin - Ciocalteau - Fenol (Labordin, Piraquara, PR,
Brasil)

1:1 em agua bidestilada.
% Solucdo de albumina sérica bovina (Sigma, St Louis, MO, USA)
1 mg/mL em agua bidestilada.

11. Determinacio de monoaminas e metaboélitos com HPLC

11.1. Método

Para a determinagdo dos niveis de catecolaminas, foi utilizado o
equipamento de HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
(Figura 2). Na cromatografia liquida classica, um adsorvente (alumina ou
silica) ¢ empacotado em uma coluna e ¢ eluido por um liquido ideal (fase
mével). Uma mistura para ser separada ¢ introduzida na coluna, e €
carregada através da mesma por um liquido eluente. Se um composto da
mistura (soluto) é adsorvido fracamente pela superficie da fase solida
estacionaria, ele atravessara a coluna mais rapidamente que um outro soluto

que seja mais rapidamente adsorvido. Entdo, a separacdo dos solutos €
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possivel se existem diferengas na adsor¢do pelo solido. Os detectores
eletroquimicos medem a condutincia do eluente, ou a corrente associada
com a oxida¢do ou reducdo dos solutos. Para ser capaz de detectar, no
primeiro caso os solutos devem ser idnicos, ¢ no segundo caso os solutos
devem ter a caracteristica de serem relativamente faceis de se oxidarem ou
reduzirem.

Detectores eletroquimicos que medem corrente associada com a
redugfio ou oxidagdo de solutos sdo chamados detectores amperométricos
ou coulométricos. Neste estudo, foi utilizado o tipo amperométrico que
reage com uma quantidade muito menor de soluto, em torno de 1%. Todas
as técnicas eletroquimicas envolvem a aplicagdo de um potencial para um
eletrodo (geralmente de carbono vitreo), oxidagdo da substincia que esta
sendo estudada proximo a superficie do eletrodo, seguindo a amplificagédo e
medida da corrente produzida. As catecolaminas sdo oxidadas nos grupos
de anel hidroxil para produzir um derivado ortoquinona com a liberagdo de

dois elétrons.
11.2. Procedimento Experimental

Os animais foram decapitados 1h e 24h apoés a administragdo de
pilocarpina 400 mg/Kg e, imediatamente, tiveram seus cérebros dissecados
sob gelo. O CE foi utilizado para preparar homogenatos a 10%. Os tecidos
cerebrais foram sonicados em acido perclorico (HCLO4) por 30 s e
centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 15.000 rpm. Uma
aliquota de 20 ul do sobrenadante foi, entdio, injetada no equipamento de
HPLC (Figura 2), para a anélise quimica.

Para a analise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS(M) com

comprimento de 25 cm, calibre 4,6 mm € didmetro da particula de 3 pm, da
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Shimadzu-Japdo, foi utilizada. A fase moével utilizada foi composta por
tampéo 4cido citrico 0,163M, pH 3,0, contendo &cido octanosulfonico
sédico, 0,69 M (SOS), como reagente formador do par 16nico, acetonitrila 4
% v/v e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. _
Dopamina (DA), &cido diidroxifenilacético (DOPAC), acido
homovanilico (HVA), serotonina (5-HT) e 4cido 5-hidroxiindolacético (5-
HIAA) foram eletronicamente detectados usando um detector
amperométrico (Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Japdo) pela oxidagdo em
um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85 V relativo a um eletrodo de

referéncia de Ag-AgClL
11.3. Solucdes Reagentes
% Fase Movel

Foram pesados 15,75 g de 4cido citrico (grupo quimica, RJ, Brasil) e
completado para um volume de 400 mL com 4gua purissima (Milli-Q).
Esta solugdo foi ajustada para pH 3,0 com hidréxido de sodio 12,5 M
(Reagen, RJ Brasil). A esta solugdo foi adicionado o SOS 75 mg (Sigma,
MO, EUA) e completado o volume para 471,5 ml com dgua Milli-Q. Em
seguida, foi procedida a filtragdo e degaseificagdo, e posteriormente adi¢do
de 20 ml de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Itdlia) ¢ 10 ml de
tetrahidrofurano (Sigma, MO, EUA) para um volume final de 500 ml.
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% Acido Perclérico 0,1 M

Foram adicionados 1,8 mi de 4cido perclorico (Sigma, MO, EUA)

em um baldo volumétrico e completado o volume para 300 ml.

% Padrdes

Os padrdes foram preparados em uma concentragio final de 4 ng de
DA, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma, MO, EUA) (Figura 3). A
partir da altura ou 4rea dos picos desses padrdes, as amostras foram
calculadas no programa Microsolf Excel em um computar PC e os

resultados expressos em ng/g de tecido
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Figura 2 - Aparelho de HPLC com detecgdo de fluorescéncia e
eletroquimica. Laboratério de Neurofarmacologia do Departamento de

Fisiologia e Farmacologia-UFC.
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C

B

Figura 3 — Modelo de Cromatograma padrdo das monominas (DA, 5-HT)
e metabolitos (DOPAC, 5-HIAA e HVA), obtido através do aparelho de
HPLC com detecgdo de fluorescéncia e eletroquimica do Laboratorio de

Neurofarmacologia do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFC.



63

12. Analise Estatistica

A anélise estatistica dos dados foi acompanhada por um computador
PC, utilizando o programa Instar. Para os dados paramétricos, o teste “t” de
Student-Neuman-Keuls foi utilizado para comparagdo das médias de dois

grupos ¢ a Andlise de Varidncia como post hoc para comparagdes

multiplas. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p< 0,05.

mernw 0 FEDRRAL MO (P,
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RESULTADOS

1. Estudo comportamenial

1.1. Comportamento de ratas adultas observadas durante 1h e 24h

ap6s administracio de pilocarpina.

Os estudos comportamentais foram realizados como descrito
anteriormente. Os resultados sdo apresentados como a percentagem das
alteragdes dos pardmetros comportamentais observados no nimero de
animais em parénteses.

Todos os animais adultos tratados com dose elevada de pilocarpina
(400 mg/kg, s.c; n—=60), durante 1 hora de observagdo, apresentaram
sinais  colinérgicos periféricos, tais como, miose, piloeregéo,
cromodacriorréia, salivagdo, diarréia, diurese, e também movimentos
estereotipados, envolvendo o aumento da atividade de roer, cogar,
mastigar e wet-dog shakes (ato de sacudir — semelhante a um cachorro
molhado). Os tremores ocorreram em 50% (30) e as convulsdes em 58%
(35) que apareceram nos 20 minutos iniciais, sendo instalado o estado de
mal epiléptico logo em seguida, em 50% (30) dos animais, nfo havendo
nenhuma morte nesse grupo (Figura 1 e 2).

Por sua vez, durante o periodo de 24 horas de observagio, todos os
animais (60) apresentaram também sinais colinérgicos perféricos e
movimentos estereotipados, € 54% (32) de tremor. As convulsGes
ocorreram em 75% (45) dos animais, que progrediram para o estado de
mal epiléptico em 75% (45) dos animais. Houve cerca de 63% (37) de
morte nesse grupo (# = 60) (Figura 1 e 2).
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Figura 1 — Percentagem de animais adultos que apresentaram sinais
colinérgicos periféricos, tremores e movimentos estereotipados apos

administracio de pilocarpina 400 mg/Kg (P400)
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Ratas Wistar fémeas (250-280g, 2 meses) foram tratadas com uma tnica
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=60) e os controles com salina 0,9%
(n=60). Os animais foram observados durante de 1 e 24h.
- SCP - Sinais colinérgicos periféricos: miose, piloeregdo,
cromodacriorréia, diarréia;
- ME - Movimentos estereotipados: cogar o nariz, lamber pata,

mastigagdo, e rearing (ato de empinar-se).
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Figura 2 — Percentagem de animais adultos que apresentaram
convulsdes, estado epiléptico, e mortalidade apés administracao de

pilocarpina 400 mg/Kg (P400)
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Ratas Wistar fémeas (250-280g, 2 meses) foram tratadas com uma unica
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=60) e os controles com salina 0,9%
(n=60). Os animais foram submetidos a um periodo de 1 e 24h de

observagdo.
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1.2. Laténcia das convulsdes e de instalacdo do estado epilépﬁco em
ratas adultas com 2 meses de idade tratadas com pilocarpina

400mg/Kg (P400).

A tabela 1 apresenta a média + EPM da laténcia das convulsdes e de
instalagdo do estado epiléptico expressas em minutos. Nos animais adultos
(n=22) observados ap6s a administragdo da pilocarpina, a primeira
convulsio ocorreu em torno de 35 minutos, que progrediu para a instalacdo
do estado epiléptico apods 32 minutos do aparecimento da primeira
convulsio, ndo havendo, no entanto, morte dos animais até o final da

primeira hora de observagéo.
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Tabela 1: Laténcia das convulsdes e de instalacdo do estado epiléptico

em ratas com 2 meses de idade tratados com pilocarpina 400 mg/Kg

GRUPO Laténcia da Convulsido Estado epiléptico
(minutos) (minutos)
Ratas adultas 35+0,7 (22) 67 +3,5(22)

Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma {nica

dose de pilocarpina (400mg/Kg, s.c.; n=22) e os controles com salina 0,9%.

Os animais foram submetidos a um periodo total de 24h de observagdo ¢

apos esse periodo foram sacrificados. Os valores representam a média +

EPM e o namero de animais observados em parénteses.
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Tabela 1: Laténcia das convulsdes e de instalacio do estado epiléptico

em ratas com 2 meses de idade tratados com pilocarpina 400 mg/Kg

GRUPO | Laténcia da Convulsido Estado epiléptico
(minutos) (minutos)
Ratas adultas 35+0,7 (22) 67 +3,5(22)

Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma tnica

dose de pilocarpina (400mg/Kg, s.c.; n=22) e os controles com salina 0,9%.

Os animais foram submetidos a um periodo total de 24h de observagdo e

ap6s esse periodo foram sacrificados. Os valores representam a média +

EPM e o numero de animais observados em parénteses.
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2. Anilise histopatolégica de animais adultos com 2 meses de

idade tratados com pilocarpina 400mg/Kg.

A Tabela 2 mostra a percentagem de animais com lesdo cerebral
observada em ratos adultos com 2 meses de idade, tratados com pilocarpina
na dose de 400mg/kg. Os animais tratados com dose elevada de pilocarpina
(400 mg/kg; P400; n = 6-8) apresentaram 0% e 81% de animais com lesdo
cerebral, para os grupos observados por 1 e 24h ap6s a administragdo de
P400, respectivamente.

Dos seis cérebros dos animais controles submetidos & analise
histopatolégica nenhum apresentou perda neuronal, gliose e degeneragdo
vacuolar tipica em nenhuma das 4reas estudadas (Figura 3), como também
nenhuma outra alteragfo histopatoldgica.

Os animais (#=6) que desencadearam convulsfo, estado epiléptico e
foram sacrificados ap6s uma hora de observagdo néo aprese}ltaram
alteragGes, apenas no hipocampo ocorreu uma vacuolizagdo citoplasmatica
discreta nos neurénios em apenas um dos animais. Entretanto, para os oito
cérebros dos animais que também apresentaram convulsdo, estado
epiléptico e foram sacrificados ap6s uma 24h de observagio e foram
submetidos & analise histopatoldgica, seis apresentaram perda neuronal,
gliose e degeneragdo vacuolar tipica, afetando vérias estruturas, tais como,
hipocampo (60% de comprometimento), cortex fronto-parietal, entorrinal
(56% de comprometimento para cada estrutura), corpo estriado, cortex
piriforme e substincia negra (55% para cada), talamo (52%), arca

parasseptal (36%) e nacleo amigdal6ide (42%).
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As fotografias apresentando o corpo estriado dos ratos controles e
P400 1h sem alteragdes sdio apresentadas na Figura 3, e o corpo estriado
dos ratos controles sem alteragdes e as lesdes evidenciadas em ratos adultos
observados por 24 h (P400 24h) sdo vistas na Figura 4.

A Tabela 3 mostra as estruturas cerebrais mais afetadas .com a
administracdo de pilocarpina 400mg/Kg que foram, em ordem decrescente
de comprometimento, o hipocampo (60%), cortex fronto-parietal (56%) ¢
entorrinal (56%), seguidos do cortex piriforme (55%), corpo estriado (55%)

e substancia negra (55%).
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Tabela 2 — Percentagem de animais adultos (2 meses de idade) com

lesdo cerebral apés tratamento com pilocarpina (400mg/Kg).

GRUPO NUMERO NUMERO DE | % DE ANIMAIS
TOTAL DE ANIMAIS COM LESAO
ANIMAIS COM LESAO
Controle 06 00 00
P400 1h 06 00 00
P400 24h 08 06 81

Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma tinica

dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=6-8) e os controles com salina

0,9% (n=6). Os animais foram observados durante 1 e 24h apds

administra¢do da pilocarpina e em seguida foram sacrificados. Os cérebros

dos animais foram retirados 1 e 24h depois da administragdo para estudo

histopatologico. O grau de lesdo foi expresso através de uma escala

percentual de 0 (nenhum) a 100 (total) para cada estrutura examinada. Os

animais foram definidos como tendo lesdo cerebral quando havia pelo

menos 50% de alteragdo em uma ou mais estruturas.
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Figura 3:

a, Auséncia de alteragdes histopatologicas em corpo estriado de ratos
adultos observados por 1 h ap6s administragdo de salina (NaCl 0,9%, s.c.;
n=6) (Hematoxilina-Eosina X50).

b, Auséncia de alteragdes histopatologicas em corpo estriado de ratos
adultos observados por lh apos administragdo de P400 (pilocarpina
400mg/Kg, s.c.; n=6) (Hematoxilina-Eosina X50).
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Figlh a-

a, Auséncia de alteragSes histopatologicas em corpo estriado de ratos
adultos (2 meses de idade) que desencadearam convulsgo, estado epiléptico
e foram sacrificados 24h apds a administragdo de salina 0,9% (NaCl 0,9%,

s.c.; n=6) (Hematoxilina-Eosina X50).

b, Corpo estriado de ratos adultos que desencadearam convulsdo, estado
epiléptico e foram sacrificados 24h apds a administragdo de P400
apresentando degeneracdo neuronal, gliose e vacuolizagdo (n=38)

(Hematoxilina-Eosina X50).
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Tabela 3 — Percentagem de alteracdes histopatolégicas em estruturas

cerebrais de ratas adultas (2 meses de idade) tratados com P400.

% ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS
Estruturas Cerebrais Controle P400 1h P400 24h
Cortex frontal e parietal - - 56
Cortex entorrinal - - 56
Cortex piriforme - - 55
Nucleo amigdaloide - - 42
Corpo estriado - - 55
Talamo - - 52
Hipocampo - - 60
Area parasseptal - - 36
Substincia negra - - - 55
Numero total de animais 06 06 08
Numero de animais com lesdo 00 00 06

Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma tunica
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=6-8) e os controles com salina
0,9% (n=6). Os animais foram observados durante 1 e 24h apos
administragdo da pilocarpina e em seguida foram sacrificados. Os cérebros
dos animais foram retirados 1 e 24h depois da administragdo para estudo
histopatolégico. O grau de lesdo foi expresso através de uma escala
percentual de 0 (nenhum) a 100 (total) para cada estrutura examinada. Os
animais foram definidos como tendo lesdo cerebral quando havia pelo

menos 50% de alteragdo em uma ou mais estruturas (Peredery et al., 1992;

Bureau et al., 1994).
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3. Estudos neuroquimicos

3.1. Efeitos da administracio da pilocarpina 400mg/Kg sobre a
atividade acetilcolinesterdsica em corpo estriado de ratos tom 2

meses de idade.

Os resultados das determinagbes da atividade enzimatica da
acetilcolinesterase (AChE) em corpo estriado de ratas com 2 meses de
idade tratadas com uma tnica dose de pilocarpina na dosc de 400mg/Kg,
s.c., e sacrificados 1h e 24h ap6s a administragdo, foram expressos em
nmoles/mg de proteina/minuto.

Foi observada uma diminui¢do de 35,2% (comtrole = 20,4 & 0,75;
P400 1h = 13,24 + 0,75), [T(12) = 7,044; p < 0,001} da atividade da
enzima no grupo de animais que apresentaram convulsdes, estado
epiléptico e foram sacrificados 1h ap6s o tratamento. No grupo onde 0s
animais foram sacrificados apds 24 horas ndo foi verificada alteragdo
significativa no valor da atividade acetilcolinesterasica (controle = 20,4 +

0,75; P400 24h = 20,5 + 0,8), [T(12) = 0,04265; p =N.S ] (Figura 5).
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Figura 5 - Efeitos sobre a atividade da acetilcolinesterase (AChE) em

corpo estriado de ratos com 2 meses de idade tratados com pilocarpina
400 mg/Kg (P400). '
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Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma tnica
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c., n=6) e os controles com salina 0,9%
(n=8). Os animais estudados apresentaram convulséo, estado epiléptico e
foram sacrificados 1 e 24h apds o tratamento. Os valores representam a
média + EPM. A atividade da acetilcolinesterase foi determinada em 5 pL
de homogenato. Para analise estatistica foram usados ANOVA e teste t-

Student-Neuman-Keuls como post-hoc. a, quando comparado ao controle,
(p<0,05).
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3.2. Efeitos da administracio da pilocarpina 400mg/Kg sobre a
densidade dos receptores muscarinicos (M;+M;) e sobre a
constante de dissociacio (Kd) em corpo estriado de ratos com 2

meses de idade.

Os resultados da densidade dos receptores colinérgicos muscarincios
(M;+M,) (Bmax) e da constante de dissociagdo do ligante especifico aos
receptores muscarinicos (Kd) em corpo estriado de ratos tratados com uma
tinica dose de pilocarpina foram expressos em fentomoles/mg de proteina e
nM, respectivamente, os valores apresentados abaixo representam a média
+ EPM e sio mostrados na tabela 4, ¢ a relagdo entre os efeitos produzidos
e o periodo de observagio, sobre o Bmax e Kd podem ser vistos na figura
6el.

Ocorreu uma downregulation no Bmax de 77,5 ¢ 37,0%, durante 1 e
24 h de observacdo, respectivamente (controle = 433,75 + 45.8; P400 1h
= 97,58 + 3,32), [T(®) = 5421; p < 0,0004], (controle = 433,75 45.8;
P400 24h = 273,50 + 40,9), [T(9) = 2,333, p < 0,0445]. Observou-se,
também, um aumento significativo no Bmax de aproximadamente 180%
em 24 h com relagdo ao grupo observado por 1 h (P400 1h = 97.58 + 3,32,
P400 24h = 273,50 + 40,9), [T(6) =4,285;p < 0,0052].

Com relagdo ao Kd, ndo houve alteragdo significativa entre 0 grupo
de 1h e o controle (controle = 1,38 + 0,13; P400 1h=1,36+0,11), [T(10)
=0,1195, p = N.S.], mas houve uma redugio de 65,2 ¢ 64,7% no valor da
constante de dissociagdo no grupo observado por 24h, quando comparado
aos grupos controle e 1h, respectivamente (controle = 1,38 + 0,13; P400
24h = 0,48 + 0,11), [T(10) = 4,350; p < 0,0014], (P400 1h =136 + 0,11,
P400 24h = 0,48 + 0,11), [T(6) = 5,438, p < 0,0016].
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Tabela 4: Efeitos da pilocarpina 400 mg/Kg (P400) sobre a densidade
dos receptores colinérgicos muscarinicos (M+M;) e sobre a constante

de dissociacdo (Kd) em corpd estriado de ratos com 2 meses de idade.

Bmax Kd
GRUPO fmol/ mg de proteina nM
Controle 433,75 + 45,8 (8) 1,38 + 0,13 (8)
P400 1h 97.58 + 3,32 (4)° 1,36 + 0,11 (4)
P400 24h 273,50 + 40,9 (4)™" 0,48 + 0,11 (4)*°

Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com umabl'mica
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e 0s controles com salina 0,9%
(n=8). Os animais estudados apresentaram convulsfio, estado epiléptico e
foram sacrificados 1 € 24 h apds o tratamento. Os valores representam a
média + EPM do namero de animais entre parénteses. O *H-NMS foi
utilizado como ligante. Para analise estatistica foram usados ANOVA e
teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc. aeb quando comparado aos

grupos controle € P400 1h, respectivamente (p<0,05).
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Figura 6 - Percentagem do niimero de receptores muscarinicos (Bmax)
em corpo estriado de ratos com 2 meses de idade tratados com

pilocarpina 400 mg/Kg (P400) relativo ao periodo de observacao.
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Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma unica
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os controles com salina 0,9%
(n=8). Os animais foram sacrificados apés 1 e 24 h de observagdo. Os
valores representam a percentagem da média + EPM do nuamero de
experimentos entre parénteses. O SH-NMS foi utilizado como ligante. Para
analise estatistica foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls
como post-hoc. a e b quando comparado aos grupos controle e P400 1h,

respectivamente (p<0,05).
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Figura 7 - Percentagem do valor da constante de dissociacdo (Kd) dos
receptores muscarinicos em corpo estriado de ratos com 2 meses de
idade tratados com pilocarpina 400 mg/Kg (P400) relativo ao periodo

de observacgio.
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Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma {inica
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os controles com salina 0,9%
(n=8). Os animais foram sacrificados ap6s 1 e 24 h de observagdo. Os
valores representam a média + EPM do niimero de experimentos entre
parénteses. O SH-NMS foi utilizado como ligante. Para analise estatistica
foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc. a e
b quando comparado aos grupos controle e P400 1h, respectivamente

(p<0,05).
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3.3. Efeitos da administracdo da pilocarpina 400mg/Kg sobre a
densidade dos receptores dopaminérgicos D; e sobre a constate

de dissociacdo (Kd) em corpo estriado de ratos com 2 meses de

idade.

Os resultados da densidade dos receptores dopaminérgicos D;-like
(Bmax) e da constante de dissociagdo do ligante especifico aos receptores
dopaminérgicos D, (Kd) em corpo estriado de ratos tratados com uma tnica
dose de pilocarpina foram expressos em fentomoles/mg de proteina € nM,
respectivamente, os valores apresentados abaixo representam a média +
EPM e sdo mostrados na tabela 5, e a relagéo entre os efeitos produzidos e
o periodo de observagdo, sobre o Bmax ¢ Kd podem ser vistos na figura 8
¢9, |

Nenhuma alteragdo foi observada nos niveis de RD, nos diferentes
tempos de observagio do estudo em relagdo ao controle (controle = 346,18
+ 21,39; P400 1h = 348,61 + 28,23), [T(10) = 0,06668; p = N.S.],
(controle = 346,18 + 21,39; P400 24h = 353,48 + 13,07), [T(10) = 0,2264;
p = N.S.]. Nem td0 pouco quando feita & comparagdo entre os dois tempos
de observagio (P400 1h = 348,61 + 28,23; P400 24h = 353,48 + 13,07),
[T(6)=0,1555;p=N.S.].

Com relagdo ao Kd houve uma redugfo significativa de 26% tanto no
grupo de 1h como no de 24 h com relagio ao controle (controle = 1,65 +
0,08; P400 1h = 1,22 + 0,02), [T(10)=3,607, p < 0,0048], (controle = 1,65
+0,08; P400 24h = 1,22 + 0,02), [T(10) = 3,620, p < 0,0047], e nfio houve
alterag@o no valor da constante de dissociagdo entre os grupos de 1 h e 24h
quando comparado entre si (P400 1h = 1,22 + 0,02; P400 24h = 1,22 +
0,02), [T(6)=0,07077; p=N.S.].
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Tabela 5 - Efeitos da pilocarpina 400 mg/Kg (P400) sobre o numero de
receptores dopaminérgicos D; e sobre a constante de dissociaciio (Kd)

em corpo estriado de ratos com 2 meses de idade.

Bmax Kd
GRUPO fmol/mg de proteina nM
Controle 346,19 + 21,40 (8) 1,65 + 0,08 (8)
P400 1h 348,61 + 28,43 (4) 1,22 + 0,02 (4)*
P400 24h 353,48 + 13,07 (4) 1,22 + 0,02 (4)*

Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma unica
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os controles com salina 0,9%
(n=8). Os animais estudados apresentaram convulsdo, estado epiléptico e
foram sacrificados 1 e 24 h ap6s o tratamento. Os valores representam a
média + EPM do namero de experimentos entre parénteses. O *H-SCH foi
utilizado como ligante. Para analise estatistica foram usados ANOVA e
teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc. a, quando comparado ao

controle (p<0,05).

O RIVERSIDALE FEUGKAL DO CRARA
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Figura 8 - Percentagem do numero de receptores (Bmax)
dopaminérgicos Ds-like em corpo estriado de ratos com 2 meses de
idade tratados com pilocarpina 400mg/Kg (P400) relativo ao periodo

de observacéo.
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Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma tnica
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; »=4) e os controles com salina 0,9%
(n=8). Os anmimais foram sacrificados ap6és 1 e 24 h de observagdo. Os
valores representam a percentagem da média + EPM do numero de
experimentos entre parénteses. O “H-SCH foi utilizado como ligante. Para
analise estatistica foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls

como posi-hoc.
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Figura 9 —Percentagem do valor da constante de dissociacio (Kd) des
receptores dopaminérgicos D;-like em corpo estriado de ratos com 2
meses de idade tratados pilocarpina 400mg/Kg (P400) relativo ao

periodo de observacio.
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Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma tnica
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os controles com salina 0,9%
(n=8). Os animais foram sacrificados apds 1 e 24 h de observagdo. Os
valores representam a percentagem da média + EPM do namero de
experimentos entre parénteses. O *H-SCH foi utilizado como ligante. Para
andlise estatistica foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls

como post-hoc. a, quando comparado ao controle (p<0,05).
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3.4. Efeitos da administracio da pilocarpina 400mg/Kg sobre a
densidade dos receptores dopaminérgicos D;-like e sobre a

constate de dissociagdo (Kd) em corpo estriado de ratos com 2

meses de idade.

Os resultados da densidade dos receptores dopaminérgicos Do-like
(Bmax) e da constante de dissociagdo do ligante especifico aos receptores
dopaminérgicos D, (Kd) em corpo estriado de ratos tratados com uma unica
dose de pilocarpina foram expressos em fentomoles/mg de proteina e nM,
respectivamente, os valores apresentados abaixo representam a média +
EPM e sio mostrados na tabela 6, ¢ a relagdo entre os efeitos produzidos e
o periodo de observagéo, sobre 0 Bmax e Kd podem ser vistos na figura
10 e11.

Nenhuma alteragdo foi observada nos niveis de RD, nos diferentes
tempos de observacdo em relagdo ao controle (controle = 378,4 + 23.4;
P400 1h = 316,9 + 25,59), [T(14) = 1,404; p =N.S.], (controle = 378,4 +
23,4: P400 24h = 325,7 + 26,02), [T(16) = 1,384; p = N.S.], nem tdo pouco
quando foi feita a comparagdo entre os dois tempos de observagdo (P400
1h = 316,9 + 25,59; P400 24h = 325,7 + 26,02), [T(8) = 0,2272; p = N.S].

Com relagdo ao Kd, houve uma reducdo significativa de 55% e 79%
para o grupo de 1 e 24 h, respectivamente com relagdo a0 controle
(controle = 3,19 + 0,48; P400 1h = 1,45 + 0,08), [T(8) = 2,920, p<0,0193],
(controle = 3,19 + 0,48; P400 24h = 0,67 + 0,03), [T(8) = 4,230, p<
0,0029], ¢ houve também uma redugéo de 54,4% no Kd do grupo de 24h
quando comparado ao grupo observado por 1 h (P400 1h = 1,45 + 0,08,
P400 24h = 0,67 + 0,03), [T(6) = 8,331; p <0,0002].
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Tabela 6: Efeitos da pilocarpina 400 mg/Kg (P400) sobre o nimero-de
receptores dopaminérgicos D,-like e sobre a constante de dissociaciao

(Kd) em corpo estriado de ratos com 2 meses de idade.

Bmax Kd
GRUPO fmol/mg de proteina nM
Controle 378,4 + 23,4 (12) 3,19+ 0,48 (8)
P400 1h 316,9 + 25,59 (4) 1,45 + 0,08 (4)*
P400 24h 325,7+ 26,02 (4) 0,67 + 0,03 (4)""

Ratas Wistar fémeas (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com umna
tinica dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e 0s controles com salina
0,9% (n=8-12). Os animais estudados apresentaram convulsio, estado
epiléptico e foram sacrificados 1 ¢ 24h ap6s o tratamento. Os valores
representam a média + EPM do niimero de animais entre parénteses. O H-
espiroperidol foi utilizado como ligante. Para analise estatistica foram
usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc. a e b

quando comparado ao controle e P400 1h, respectivamente (p<0,05).
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Figura 10 — Percentagem do namero de receptores (Bmax)
dopaminérgicos D,-like em corpo estriado de ratos com 2 meses de

idade tratados com pilocarpina 400 mg/Kg (P400) relativo ao periodo

de observacao.
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Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma tnica
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c., =4) e os controles com salina 0,9%
(n=12). Os animais foram sacrificados apds 1 e 24 h de observagdo. Os
valores representam a percentagem da média + EPM do nimero de animais
entre parénteses. O 3H-espiropen'dol foi utilizado como ligante. Para analise
estatistica foram usados teste t-Student-Neuman-Keuls e a ANOVA como
post-hoc.
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Figura 11 — Percentagem entre a constante de dissociacio (Kd) dos
receptores dopaminérgicos D,-like em corpo estriado de ratos com 2
meses de idade tratados com pilocarpina 400 mg/Kg (P400) relativo ao

periodo de observacao.
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Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma unica
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os controles com salina 0,9%
(n=8). Os animais foram sacrificados ap6s 1 e 24 h de observagdo. Os
valores representam a percentagem da média + EPM do niimero de animais
entre parénteses. O 3H-espiroperidol foi utilizado como ligante. Para analise
estatistica foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como
post-hoc. a e b quando comparado ao controle e P400 1h, respectivamente
(p<0,05).
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3.5. Efeitos da administracio da pilocarpina 400mg/Kg (P400) sobre as
concentracdes de monoaminas e seus metabolitos DA, DOPAC,
HVA, 5-HT e 5-HIAA em corpo estriado de ratas com 2 meses de
idade.

Os resultados das determinagdes dos niveis de monoaminas em COTpo
estriado de ratos tratados com uma unica dose de pilocarpina (400mg/Kg;
P400; s.c.) que apresentaram convulsdes, estado epiléptico e sobreviveram
durante a primeira hora de observagéo, sendo sacrificados apo6s o periodo
de observagdo, foram expressos em ng/g de tecido.

A Figura 12 apresenta uma redugfo nos niveis da dopamina de
40,0% (controle = 3465 + 185; P400 1h = 2080 + 392), [T(18) = 3,647,
p<0,0018], ap6s uma hora de observagio.

Com relagdo aos metabdlitos da dopamina, houve uma diminuigdo
nos niveis de DOPAC de 24,0 % (controle = 3144 + 253; P400 1h = 2390
+243), [T(22)] = 2,120; p < 0,0455], e na concentragdo de HVA néo houve
alteracdo significativa (controle = 1221 + 51; P400 1h = 1259 + 183),
[T(18) = 0,2553; p = N.S.], quando comparado ao grupo controle (Figura
12). |

A serotonina quando determinada em ratos tratados com P400,
apresentou uma diminui¢do signiﬁcativa de 42% quando comparado ao
controle (controle = 501 + 23; P400 1h = 350 + 64), [T(17) = 2,720; p <
0,0146]. Os niveis de seu metabdlito 5-HIAA aumentaram em tormo de
191% em rela¢do ao controle (controle = 675 + 46; P400 1h = 1966 +
213), [T(15) = 6,248, p < 0,0001] (Figura 13).

Por sua vez, os ratos que apresentaram convulsdes, estado epilépticb

e que foram sacrificados apdés as 24h de observagdo, mostraram uma
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reducdo também nos niveis da dopamina de 47%, quando comparado ao
controle (controle = 3465 + 185; P400 24h = 1717 + 60), [T(16) = 2,805;
p<0,0127] (Figura 12).

Com relagfo aos metabolitos da DA, houve uma redugio nos niveis
de DOPAC de 40% (controle = 3144 + 253; P400 24h = 1826 + 268),
[T(15)] = 2,814; p<0,0131], e de 38,7% no HVA (controle = 1221 + 51;
P400 24h = 760 + 127), [T(15) = 4,254; p<0,0007], em relagdo ao controle
(Figura 12).

Os niveis da 5-HT quando determinados em corpo estriado de ratos
convulsivos demonstraram um decréscimo significativo de 40,5% quando
comparado ao controle (controle =501 + 23; P400 24h =298 + 41), [T(14)
= 2,340; p<0,0346]. O metabolito 5-HIAA diminuiu em torno de 27% em
relagdo ao controle (controle = 675 + 46; P400 24h = 492 + 87), [T(12) =
2,065, p=N.S.] (Figura 13).

Fazendo-se uma comparagdo entre os dois tempos de observagio,
verificou-se que os niveis de DA (P400 1h = 2080 + 392; P400 24h = 1826
+ 268), [T(9) = 0,8309; p=N.S.], DOPAC (P400 1h = 2390 + 243; P400
24h = 1826 + 268), [T(16)] = 1,848; p=N.S.], HVA (P400 1h = 1259 +
183; P400 24h =760 + 127), [T(11) = 2,021; p=N.S.] (Figura 13), e 5-HT
(P400 1h =350 + 64; P400 24h =298 + 41), [T(11)=0,5367, p=N.S.], ndo
foram alterarada de forma significativa, no entanto, o metabolito da
serotonina, o 5-HIAA sofreu uma redugdo de 77% nos anmimais observados
por 24h com relag@o ao grupo de 1h (P400 1h = 1966 + 213; P400 24h =
492 + 87), [T(12) = 5,832, p < 0,0001] (Figura 13).
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3.6. Efeitos da administracio da pilocarpina 400mg/Kg (P400) sobre a
taxa de metabolizacdo das monoaminas DA e 5-HT em corpo

estriado de ratas com 2 meses de idade.

A administragio de pilocarpina néo produziu em nenhum g.rupo
experimental alteragbes na taxa de metabolizacdo da DA, (Controle = 0,88
+0,07; P400 1h = 1,07 + 0,10), [T(16) = 1,515, p = N.S.]; (Controle =
0,88 + 0,07, P400 24h =1,07 £ 0,12), [T(17)=1,482,p= N.S.]; (P400 1h
= 1,07+ 0,10; P400 24h = 1,07 £ 0,12), [T(11)=0,0383,p= N.S.] (Figura
14).

A taxa de metabolizagdo da 5-HT nos animais sacrificados apos 1h
em relagdio ao controle aumentou significativamente (Controle = 1,31 £
0,04; P400 1h =529 + 0,62), [T(14) = 7,286, p<0,0001], enquanto que no
grupo sacrificado ap6s 24 h ndo houve alteracdo (Controle = 1,31 + 0,04;
P400 24h = 1,14 +0,09), [T(13) =1,842,p = N.S.].

Fazendo-se uma comparacdo entre 0s dois tempos de observagao
verificou-se uma reducgdo no valor da taxa de metabolizagdo no grupo
observado por 24h (P400 1h = 5,29 + 0,62; P400 24h = 1,14 + 0,09),
[T(14) = 7,286, p<0,0001] (Figura 14).
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Figura 12 — Concentra¢io dos neurotransmissores dopamina (DA) e
seus metaboélitos 3,4 acido dihidroxifenilacético (DOPAC), acido
homovanilico (HVA) em corpo estriado de ratos com 2 meses de idade

tratados com pilocarpina 400 mg/Kg.
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Ratas Wistar (250-280g), foram tratadas com uma unica dose de
pilocarpina 400 mg/Kg, s.c.; (#=7), ¢ os controles com salina 0,9% (n=13).
O neurotransmissor DA (dopamina) e seus metabolitos DOPAC (3,4 acido
dihidroxifenilacético), HVA (4cido homovanilico) foram determinados em
HPLC. Os animais estudados apresentaram convulsdo, estado epiléptico e
foram sacrificados 1 e 24 h apés o tratamento. Os valores representam a
média + EPM do nimero de experimentos em parénteses. Para analise
estatistica foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como

post-hoc. a, quando comparado ao controle, (p<0,05).
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Figura 13 — Concentrac¢io dos neurotransmissores serotonina (5-HT), e
seu metabolito acido 5-hidroxiindolacético (S5-HIAA), em corpo
estriado de ratos com 2 meses de idade tratados com pilocarpina 400

mg/Kg.
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Ratas Wistar (250-280g), foram tratadas com uma tnica dose de pilocarpina
400mg/Kg, s.c.; (n=6), e os controles com salina 0,9% (n=13). O
neurotransmissor 5-HT (serotonina), e seu metabdlito 5-HIAA (4&cido 5-
hidroxiindolacético), foram determinados em HPLC. Os animais estudados
apresentaram convulsdo, estado epiléptico e foram sacrificados 1 € 24 h apés
o tratamento. Os valores representam a média + EPM do namero de
experimentos em parénteses. Para anélise estatistica, foram usados ANOVA
e teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc. a e b, quando comparado

aos grupos controle e P400 1h, respectivamente (p<0,05).
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Figura 14 — Taxa de metabolizaciio dos neurotransmissores dopamina
(DA) e serotonina (5-HT), em corpo estriado de ratos com 2 meses de

idade tratados com pilocarpina 400 mg/Kg.
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Ratas Wistar (250-280g), foram tratadas com uma tinica dose de pilocarpina
400mg/Kg, s.c. (n=6), e os controles com salina 0,9% (n=13). O
neurotransmissor DA (dopamina), € 5-HT (serotonina), foram determinados
em HPLC. Os animais estudados apresentaram convulséo, estado epiléptico
¢ foram sacrificados 1 e 24 h apos o tratamento. Os valores representam a
média + EPM do niimero de experimentos em parénteses. Para analise
estatistica foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como
post-hoc. a e b, quando comparado aos grupos controle ¢ P400 1h,

respectivamente, (p<0,05).
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DISCUSSAO

O modelo de convulsio com pilocarpina em alta dose (400mg/Kg)
em animais reproduz alteragdes comportamentais e eletroencefalograficas
que sdo semelhantes a epilepsia do lobo temporal de humanos (Bem-Ari et
al., 1980). Este modelo foi utilizado para estudar o envolvimento dos
sistemas de neurotransmissores como moduladores da epileptogénese,
como também para observar as alteracgoes comportamentais,
histopatologicas, € outros aspectos neuroquimicos relacionados com a fase
aguda do processo convulsivo (Cavalheiro et al., 1994; Marinho et al., 1997
¢ 1998: Costa-Lotufo et al., 2002).

Este trabalho objetivou estudar as alteragoes comportamentais,
histopatologicas e neuroquimicas (atividade acetilcolinesterasica, niveis de
monoaminas DA, DOPAC, HVA, 5-HT, 5-HIAA, densidade méaxima e a
constante de dissociagdo dos receptores muscarinicos (M;+My) e
dopaminérgicos (D; e D), desencadeadas através da administragdo da uma
tmica dose de pilocarpina (400mg/Kg, s.c; P400). Os animais que
apresentaram convulsdo, estado epiléptico e que foram sacrificados apos 1
e 24 h da administragdo e foi enfatizado o estudo da epilepsia durante a fase
aguda, no intuito de esclarecer o processo inicial da fisiopatologia das

convulsdes.
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ESTUDOS COMPORTAMENTAIS

Turski e colaboradores (1983a) descreveram que imedia.tamefﬁe apoés
a administragio de pilocarpina, o0s ratos apresentavam persiétentes
mudancas comportamentais, incluindo acinesia inicial, ataxia, tremores,
automatismos mastigatérios como mioclonia dos musculos faciais, e
movimentos como os de um cachorro molhado, que persistiam de 10 a 15
minutos.

Estas alteragSes comportamentais prosseguem para convulsoes
motoras limbicas incluindo movimentos clonicos das extremidades
superiores que Ocorrem em aproximadamente 30 minutos apos
administragdo da pilocarpina e ainda pode desenvolver estado epiléptico no
animal. As convulsdes motoras limbicas foram definidas como continuas
quando ocorressem por um periodo maior que 30 minutos (Turski et al.,
1986a;b; Marinho et al., 1997; Barone et al., 1990b; Segarra et al., 2002).

Cavalheiro e colaboradores (1994) observaram também que essas
convulsdes limbicas podiam persistir por aproximadamente 45 a 60
minutos, envolvendo estado epiléptico em 75% dos ratos convulsivos com
retorno progressivo ao normal depois de 3-5 horas e remanescendo ena
maior parte dos animais. O estado epiléptico pode persistir por 12 horas e
aproximadamente 30% dos ratos em estado epiléptico morrem durante este
periodo.

Nosso estudo comportamental feito em amimais tratados com uma
Gimica dose convulsiva de pilocarpina (400mg/Kg, s.c.; P400) apresentou as
caracteristicas descritas na literatura (Turski et al., 1987a:b; Marinho et al.,

1997; Barone et al., 1990a; Clifford et al., 1985; Cavalheiro et al., 1999;
Costa-Lotufo et al., 2002).
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Todos os animais observados por 1 e 24h apresentaram sinais
colinérgicos periféricos (miose, cromodacriorréia, piloeregdo, diarréia,
salivagdo e diurese) e movimentos estereotipados (aumento das atividades
de roer, cocar-se, mastigar e wet-dog shakes (ato de sacudir — semelhante a
um cachorro molhado). Apés 35 minutos da administragdo de pilocaipina
400mg/Kg, surgiram as convulses motoras limbicas nos animais
observados e, em seguida, as convulsoes recorrentes foram instaladas em
50% (30) e 75% (45) dos animais, Nnos grupos P400 1h e 24h,
respectivamente.

No grupo de 1h nenhum animal morreu, enquanto que, no grupo
observado durante 24h, 38 (63%) animais morreram. Estas observagdes sao
semelhantes s caracteristicas comportamentais expressas por Clifford e
colaboradores (1987) que determinaram um percentual de 81% dos animais
com estado epiléptico, bem como Jope et al., 1980, Cavalheiro et al., 1996;
Turski et al., 1983a, Marinho et al., 1997.

Observa-se, portanto, que no processo convulsivo ha um aumento
significativo no namero de morte dos animais com relagdo ao periodo de
tempo da fase aguda, mostrando uma possivel relagdo entre 0 tempo € O
nimero de mortes dos animais durante o desenvolvimento do processo
convulsivo.

Nossos resultados também mostraram qué as convulsdes eram
induzidas em 35 minutos, bem como 0 estado epiléptico era instalado em
torno de 1h, de acordo com o que ja havia sido previamente descrito para

animais com a mesma idade por Turski et al., 1983a,b,c.
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ESTUDOS HISTOPATOLOGICOS

A literatura relata que as convulsdes induzidas por pilocarpina,
produzem danos neuronais, especialmente nas estruturas limbicas,
causando perda neuronal no hipocampo, amigdala, cortex piriforme, cortex
entorrinal, septum lateral, tdlamo, neocortex e substancia negra (Honchar et
al., 1983 e 1990; Turski et al., 1983a; Clifford et al., 1987).

Neste trabalho, varios animais observados, do ponto de vista
comportamental, foram distribuidos para o estudo histolégico, sendo
detectada lesdo cerebral, vacuolizagdo e gliose nos grupos tratados com
pilocarpina (400mg/Kg) e observados durante 24h, indicando a
participagdo do sistema colinérgico nesse processo. As estruturas cerebrais
mais afetadas com a administragio de pilocarpina 400 mg/Kg foram, em
ordem decrescente de acometimento, o hipocampo, cortex fronto-parietal e
entorrinal, seguidos do cortex piriforme, corpo estriado e substancia negra
para o periodo de 24h de observagéo.

Nosso estudo mostrou uma alta percentagem de lesdio cerebral apos
administracdo da pilocarpina, nos animais que apresentraram convulsdo,
estado epiléptico e foram sacrificados ap6s 24h de observagao.

Por sua vez, nosS animais que apresentaram convulsdo, estado
epiléptico e foram sacrificados apés 1h de observagdo, nao foi vista
nenhum tipo de alterago histopatologica cerebral, sugerindo, assim, que as
lesdes decorrentes do processo convulsivo, durante a pn'meira‘fase da
epilepsia nos animais adultos podem néo ocorrer de forma aguda, levando

um certo tempo para serem observadas. Portanto, a atividade convulsiva em
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humanos parece ndo provocar apos o inicio da convulsdo danos cerebrais
imediatos.

Turski et al. (1983a,b) identificaram o hipocampo como sendo o sitio
de origem da atividade convulsiva induzida por pilocarpina. Por outro lado,
Clifford e colaboradores (1987) sugeriram como. sitio inicial dessas
convulsdes, o palido ventral ou nicleo accumbens. Estudos
eletroencefalograficos e  autoradiograficos  (com 2-deoxiglicose),
respectivamente, tém focalizado como local das convulsdes induzidas por
pilocarpina o nucleo accumbens e 0 hipocampo (Labandeira-Garcia et al.,
1994: Kulkarni & George, 1995). Outro estudo encontrou também
expressivos danos cerebrais no giro cingulado, giro dentado, na transigéo
amigdaloide-estriatal e no talamo interanteromedial (Bureau et al., 1994).

Tem sido sugerido que os animais tratados com pilocarpina que néo
convulsionam, ndo exibem lesdo cerebral, ¢ que as convuls6es podem
evocar necrose (Persinger et al., 1993). Devido a estas condi¢des em nossos
estudos histologicos somente foram utilizados animais que convulsionaram.

Nehlig e colaboradores (2001) observaram que nos animais em
estado epiléptico ocorriam menos lesdes no hipocampo apo6s um tratamento
crénico com a vigabatrina, por outro lado, esta droga GABAmimética nio
foi capaz de produzir efeito antiepileptogénico no modelo da epilepsia do
lobo temporal induzido por litio-pilocarpina (3mEqg/Kg, i.p; 25mg/Kg, s.c.).
Estes resultados sugerem uma possivel interagdo direta e/ou indireta entre
os sistemas colinérgico e GABAérgico. E ainda, mostram que a ativagdo da
transmissio GABAérgica pode ser util na diminuigdo das lesées em
algumas éreas cerebrais; no entanto, ndo é capaz de impedir a instalagdo
e/ou cessar a manutencio da atividade convulsiva.

Nossas observagdes, nesse contexto, concordam com aquelas

apresentadas por varios pesquisadores (Turski et al., 1986a;b; Clifford et
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al., 1987; Hirvonen et al., 1993; Marinho et al., 1997), que demonstraram
que a pilocarpina sozinha, provoca mudangas histologicas em éareas
cerebrais tais como: hipocampo, cortex entorrinal, neocortex, amigdala,
area septal, substdncia negra e talamo.

Nos modelos animais que apresentam convulsdes recorrentes
espontineas, entre eles, o modelo de epilepsia com pilocarpina, tém sido
extensivamente analisado, por que as mudangas histopatologicas no
hipocampo reproduzem muitas alteragdes vistas em humanos (epilepsia do
lobo temporal), incluindo perda neuronal e remogdo do tecido de
sustentagdo do sistema nervoso (Mello et al, 1993 e 1996; Avoli et al,,
1994; Marinho et al., 1997, De Bruin et al., 1999).

Mello e colaboradores (1996) observaram danos morfologicos
através da coloragdo Nissl. Foi visto o alargamento dos ventriculos e um
extenso dano no cortex piriforme e na amigdala. Os animais sofreram,
ainda, deformagfo do giro dentado com moderada dispersdo das células
granulares, ¢ também perda das células do tdlamo. Houve também
alteragdes como perda neuronal em outras areas (cortex cerebral, corpo
estriado e na area septal). A perda neuronal também foi observada no
hipocampo com a formagdo de wuma regido diferenciada. A
neurodegeneragdo foi vista nos animais que entraram em estado epiléptico,
ou naqueles que apresentaram convulsdes recorrentes espontineas, mas ndo

resultou em toxicidade aguda para a pilocarpina.



101

ESTUDOS NEUROQUIMICOS

ESTUDOS DA ATIVIDADE ACETILCOLINESTERASICA
(AChE)

Foi observada uma diminuicdo da atividade acetilcolinesterasica no
corpo estriado de ratos sacrificados apos 1h de observagio, mas que
apresentaram convulsdo e estado epiléptico, ja que no grupo observado por
24h a atividade enzimatica praticamente se normalizou. Os efeitos da
pilocarpina em nivel enziméatico, nos experimentos “in vitro”, revelou que
no processo convulsivo a interferéncia na atividade da enzima, ocorre de
forma aguda e a curto prazo, devido 3 auséncia de alteragdes apoOs 24h da
administragdo da pilocarpina.

Cérebros de ratos, apresentam uma alta concentragao de
acetilcolinesterase (AChE), principalmente em neurdnios do striatum, no
nticleo lateral do talamo, no tubérculo olfatério e no nucleo accumbens e,
em outras areas, a atividade acetilcolinesterasica apresenta-se em menor
grau (Guyton & Hall, 1997).

Drogas agonistas colinérgicas, pilocarpina, podem reduzir a atividade
da AChE no estriado de ratos adultos durante a primeira hora da convulsdo,
entretanto, este efeito ndo pode ser relacionado com a instalagdo da
convulsio, uma vez que este efeito ndo ocorreu no grupo observado por
24h e um maior indice de convulsdes foi observado também neste grupo.

Simonic e colaboradores (2000) demonstraram também, atraves do
estudo das convulsdes, utilizando o modelo litio-pilocarpina (125mg/Kg +
30mg/Kg; ip) alteragdes na atividade de outras enzimas, a saber:

superdxido dismutase (SOD), glutation peroxidase (GPX), glutamato
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desidrogenase (GLDH), aspartato-aminotransferase (AST), alanina-
aminotransferase (ALT), creatina kinase (CK), demonstrando que as
convulsdes e o estado epiléptico induzidos através dos modelos
colinérgicos de convulséo, podem alterar também outros sistemas
enzimaticos, além do colinérgico que pode estar relacionado diretamente a
ativacdo do processo convulsivo e possivelmente interage com outros
sistemas de neurotransmissdo responsavéis pelas etapas de propagacao €
manutengio das convulsdes.

Novos estudos sdo necessarios para se avaliar de forma mais
detalhada as alteragdes na atividade enzimatica de diferentes sistemas, a

fim de contribuir para o esclarecimento da fisiopatologia das convulsdes

limbicas.
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ESTUDOS DA DETERMINACAO DA DENSIDADE
MAXIMA (Bmax) DOS RECEPTORES MUSCARINICOS
(RM,+RM,) E DOPAMINERGICOS (RD; e RD,) -
E DAS CONSTANTES DE DISSOCIACAO (Kd)
AOS LIGANTES

O efeito da pilocarpina em alta dose, sobre a densidade maxima
(Bmax) dos receptores colinérgicos (M+M;) e dopaminergicos RD;-simile
e RD,-simile e sobre a constante de dissociagdo (Kd) aos ligantes foram
estudados em corpo estriado de ratas com 2 meses de idade que
apresentaram convulsfo e estado epiléptico.

Os pacientes com epilepsia do lobo temporal apresentaram o foco
epileptogénico no hipocampo. Neurénios piramidais, no hipocampo, estdo
envolvidos com o inicio da atividade convulsiva epiléptica e sdo lesionados
por convulsdes recorrentes (Wyss & Van Groen, 1995). As vias estriatais
parecem, também, estar envolvidas no processo convulsivo, modulando o
limiar das convulsdes no sistema limbico (Patel et al, 1986 e 1988; Turski
et al, 1986a e 1987b,c, Costa-Lotufo et al., 2002).

Nossos resultados evidenciaram no corpo estriado de ratas
convulsivas somente uma diminuigdo no numero dos receptores
muscarinicos, ndo havendo alteragdo na densidade méxima dos receptores
dopaminérgicos D; e D,, apés 1 e 24h do tratamento agudo com a
pilocarpina. Através dos mnossos estudos, pode-se confirmar a
downregulation produzida por agonistas colinérgicos, ja que foi observado
este efeito sobre a densidade apenas dos receptores muscarinicos. De

qualquer forma, ndo se pode excluir uma relagdo direta ou indireta entre oS
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sistemas colinérgico ¢ dopaminérgico, devido as alteragdes observadas na
constante de dissociagdo (Kd) e o ligante do sistema dopaminérgico, uma
vez que nossos resultados demonstraram uma maior afinidade do ligante do
sistema dopaminérgico pelo receptor, atraves da diminuigdo do valor do
Kd.

Agonistas colinérgicos € anticolinesterasicos, reconhecidamente,
promovem uma diminui¢do na densidade dos receptores colinérgicos
(Dilsaver, 1984; El-Etri et al., 1993). A presenca de downregulation ap0s a
administracio de pilocarpina foi, provavelmente, decorrente do tratamento
agudo, pois este fendmeno foi demonstrado depois do periodo de 1 e 24h
de observagéo, sendo que ambos correspondem a fase aguda do processo
convulsivo.

A downregulation dos receptores muscarinicos em todo o cérebro, ou
no hipocampo e cortex cerebral, pode ser induzida por um
anticolinesterasico ou por agonistas diretos como a pilocarpina (Dilsaver,
1984). Essa alteragdo ocorre de certa forma, rapidamente, pois, no caso,
depois de 1h de observagdo € morte, em seguida, dos animais, esta
diminuigdo foi observada.

O tratamento com a pilocarpina resulta numa exarcebagdo da
atividade colinérgica. A hipétese proposta para essa interacdo € que a
pilocarpina pode influenciar diretamente a transmissdo colinérgica por
aumentar a acdo da acetilcolina circulante, modificando o binding dos
receptores muscarinicos (Hruska et al., 1984) e diminuindo possivelmente a
atividade acetilcolinesterasica.

Alternativamente, os efeitos da pilocarpina podem afetar a
transmissio dopaminérgica. A pilocarpina aumenta a afinidade dos

receptores Dy (Al-Tajir et al., 1990a), aumentando a susceptibilidade para
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os efeitos pro-convulsivantes da estimulagio dos receptores
dopaminérgicos D;.

No entanto, nenhuma alteragio na densidade dos receptores
dopaminérgicos D; e D, foi detectada com a pilocarpina em alta dose no
corpo estriado dos animais adultos. Somente uma diminuig¢do foi vista na
constante de dissociacdo do ligante aos receptores dopaminérgicos Dy e D,
no corpo estriado das ratas observadas por 1 e 24h ap6s administragdo da
pilocarpina, de maneira significativa, aumentando, assim, a
susceptibilidade para os efeitos pro-convulsivantes e anticonvulsivantes
mediados pelos receptores, respectivamente.

Experimentos de saturagdo ndo mosiraram modificagdes
significativas nos valores de Kd no binding do 3H-NMS no corpo estriado
de ratos adultos tratados com pilocarpina em alta dose, quando observados
por 1h; entretanto, para os animais que apresentaram convulsdes, estado
epiléptico e que foram sacrificados apos 24h de observagdo, ocorreu uma
diminuigdo significativa no valor de Kd, ocasionando um possivel aumento
da sensibilidade dos receptores muscarinicos a acetilcolina nestas
condigdes.

No binding referente ao ligante SH-SCH, no estriado, os valores de
Kd foram diminuidos nos dois grupos analisados, indicando uma maior
afinidade do ligante pelos sitios dopaminérgicos D, facilitando os efeitos
pro-convulsivantes nos animais. Ja no binding referente ao ligante H-
espiroperidol, no estriado, os valores de Kd também foram diminuidos em
todos os grupos analisados, indicando uma maior afinidade do ligante
também pelos sitios dopaminérgicos D,. Contudo, a diminui¢do da
constante de dissociagdo foi bastante maior no grupo sacrificado ap6s 24h
de observagio, demonstrando que € necessario um maior periodo de tempo

para que ocorra uma alteragdo de forma mais drastica na afinidade pelo
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ligante aos receptores RD,, j& que para os receptores RD; a alteragdo foi a
mesma independente do tempo de observagdo. Na convulsio parece que a
interagdo entre o sistema colinérgico e o dopaminérgico tende a influenciar
mais o processo anticonvulsivante mediado pelos RD», talvez sendo uma
resposta compensatoria do proprio organismo. .

Existe evidéncia de que ha o envolvimento do sistema
dopaminérgico no controle das convulsdes ¢ na excitabilidade do lobo
frontal, observada através da evidéncia do limiar das convulsdes induzidas
pelo pentilenotetrazol que é inversamente proporcional ao conteado de
dopamina nigroestriatal. Portanto, a deplegdo da dopamina pode ser um
bom indice de resisténcia as convulsdes (Barone et al, 1991; Kulkarni et al.,
1996). _
De acordo com Kebabian et al. (1979) e Marinho et al. (1998) ainda
& incerto como os receptores dopaminérgicos, D; e D,, medeiam diferentes
fungdes no SNC. Foi visto que agonistas dos receptores D,, mas ndo de Dy,
apresentam atividade anticonvulsivante em convulsdes induzidas por
eletrochoque e/ou por pentilenotetrazol em roedores (Loscher et al., 1986).
Assim, acredita-se que a estimulagdo dos receptores D, pode reduzir o
limiar da atividade convulsiva.

Barone e colaboradores (1990a) determinaram que, agonistas D,
induzem atividade convulsiva generalizada, em um processo dose
dependente. Assim, quanto maiores as doses de agonistas dopaminérgicos
D, maior seria a propagagdo das convulsdes. Observaram também que 0
aumento da dose provocava a instalagdo de forma mais rapida do estado
epiléptico em ratos apés o tratamento com pilocarpina em altas doses,
portanto, quanto maior a dose de agonistas dopaminérgicos Di, menor seria

a laténcia das convulsdes e o tempo necessario para o estabelecimento do

estado epiléptico.
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A estimulacdio de receptores Dj, mas ndo de Dy, desenvol'vem
comportamentos convulsivos em ratos tratados com pilocarpina, ¢ 0
bloqueio das convulsdes motoras limbicas pode ser feito através do uso de
antagonistas do receptor D (Barone et al., 1990b; Al-Tajir et al., 1991a e
b). De acordo com os resultados encontrados por Warter e colaboradores
(1988) sugere-se que os receptores D; podem controlar a propagagdo das
descargas epilépticas através da modulagdo da liberagdo de GABA pela
substincia nigraestriatal.

Através dos dados da literatura observa-se que a ativagdo do sistema
colinérgico pode induzir de maneira direta a ativagdo do sistema
dopaminérgico no processo convulsivo, ocasionando agles excitatorias €
inibitérias mediante os receptores D; € Do, respectivamente (Al-Tajir et al.,
1990c), e ainda pode influenciar de forma indireta através dos receptores
D, a liberagdo do neurotransmissor GABA, podendo alterar os seus efeitos
inibitorios (Lousher and Czuczwar, 1986; Loup et al., 1999).

Barone ¢ colaboradores (1990a) determinaram, também, que DI apos
ser ativado reduz o limiar da atividade convulsiva induzida pela
pilocarpina. Este efeito pode ser prevenido através do bloqueio dos
receptores D;. Portanto, acredita-se que o0s receptores D; podem estar
localizados em estruturas cerebrais responsaveis pelo controle da
propagacdo das convulsdes.

Nossos resultados mostraram que hd uma possivel participagﬁﬁo dos
receptores D; mna propagagdo das convulsdes, pois foi vista uma
supersensibilidade dos receptores durante 0s dois periodos de observagdo
nos animais convulsivos. Evidéncias indicam que a substéncia nigra € a
principal estrutura cerebral envolvida na propagagdo e expressdo das
convulsdes motoras (Lousher and Czuczwar, 1986). Foi observado que

microinje¢des de agonistas GABA reduzem as convulsdes em modelos de
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epilepsia, indicando que as proje¢des nigroestriatais GABA-érgicas inibem
a propagagdo da atividade epiléptica (Loup et al, 1999).

A propagagio da epilepsia focal pode ser inibida pela liberagédo de
GABA, de fato doengas que ocasionam lesdes dos neurdnios nigroestriatais
podem induzir convulsdes (Turski et al., 1987). A substincia nera ¢ rica em
receptores dopaminérgicos dos subtipos D; e D,, assim, com o uso de
antagonistas D; e agonistas D, poderia se tentar reduzir ou inibir a
propagagdo da convulsdo.

O modelo de epilepsia induzido por pilocarpina ¢ bastante utilizado
para se estudar a propagagdo da atividade epiléptica (Turski et al., 1983). A
pilocarpina em alta dose produz convulsdes, estado epiléptico e morte de
uma grande parte dos animais, no entanto, no periodo de 1 h de observagédo
ndo houve morte dos animais, possivelmente devido a falta de tempo
suficiente para ativagiio completa e/ou propagagdo das convulsdes de forma
generalizada.

Estudos envolvendo o processo de ativagdo dos receptores
colinérgicos muscarinicos, da enzima acetilcolinesterase e de outros
componentes da transmissdo colinérgica seriam importantes para esclarecer
a participagdo desse sistema de forma direta ou indireta através interagao
com outros sistemas de neurotransmissdo envolvidos na epilepsia, uma vez
que ja se sabe que o sistema colinérgico pode ser o responsavel pela

ativagdo das convulsdes.

E‘uy(:z'-
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ESTUDOS DA DETERMINACAOQ DOS NIVEIS DAS -
MONOAMINAS (DA e 5-HT) E SEUS METABOLITOS
(DOPAC, HVA e 5-HIAA)

O efeito da pilocarpina em alta dose, sobre os niveis das monoaminas
DA, 5-HT, e seus metabolitos DOPAC, HVA e 5-HIAA, respectivamente,
foi estudado em corpo estriado de ratas com 2 meses de idade.

Nossos resultados sugerem que as convulsdes sdo ativadas pelo
sistema colinérgico (Cardone et al., 1994), através da administragdo da
pilocarpina em alta dose e isto tem sido confirmado pela literatura vigente
(Turski et al., 1983a, Marinho et al, 1997;1998). Entretanto, varios
sistemas de neurotransmissores, tais como: dopaminérgico, serotonérgico,
glutamatérico, estdo envolvidos na instalagdo e/ou propazacgdo e
manutencdo das convulsdes estabelecidas neste modelo de epiepsia. A
dependéncia entre esses sistemas parece ser dificil de se mensurar, sendo
esta, uma limitagdo dos nossos estudos para se esclarecer os mecanismos
envolvidos na atividade epiléptica.

No presente trabalho, diferengas significativas no contetido das
monoaminas foram evidenciadas no corpo estriado de ratas durante o
desenvolvimento do estado epiléptico depois da indugdo de danos
cerebrais em ratas por pilocarpina na dose de 400mg/Kg.

Houve uma diminuicio nas concentragdes dos neurotransmissores,
DA e 5-HT, durante o estado epiléptico em ratos adultos sacrificados apos
1 e 24 h de observagdo. Esses resultados sugerem que pode ter ocorrido um
aumento na taxa de metabolizagio das monoaminas durante o estado

epiléptico, e/ou somente uma diminui¢do na sua taxa de liberagdo.



110

A participagdo do sistema dopaminérgico na epileptogénese tem sido
geralmente negligenciada, por que a DA ndo tem efeito no
desenvolvimento de kindling, fendbmeno em que a aplicagdo focal repetida
de estimulos elétricos ou quimicos, inicialmente subconvulsivos, resulta em
intensas crises parciais e generalizadas (Goddard, 1967). En1retzinto, 0
nivel de DA é alterado durante as convulsdes de origem genética (Jope et
al., 1986). Por outro lado, agonistas dopaminérgicos como a apomorfina
ndo induzem convulsdes em camundongos (Anlezark and Meldrun, ],975).

Nenhuma alteraco foi vista na taxa de metabolizagdo da DA apos 1
¢ 24h da fase aguda do processo convulsivo, no entanto, uma diminui¢ao da
concentracdo da DA nas mesmas condi¢des de observagdo foi detectada
sugerindo possivelmente, uma diminuigdo na taxa de sintese e/ou liberacio
da dopamina em corpo estriado de ratas convulsivas.

Por sua vez, a diminuicdo simultinea em nivel de 5-HT e na taxa de
metabolizagdo detectada durante a fase aguda do processo convulsivo nas
ratas sacrificadas ap6s 24h f)ossibi]jta também sugerir que ocorra uma
diminuigdo na taxa de sintese e/ou liberagdo de serotonina em COrpo
estriado de ratas convulsivas, mas, é importante salientar que na primeira
hora da convulsdo ocorreu uma diminuigdo na concentragdo da 5-HT e um
aumento da taxa de metabolizagdo. Este fato pode justificar a necessidade
de um maior periodo de tempo para uma interagdo entre os sistemas
colinérgico e serotonérgico, uma vez que os efeitos inibitérios na
concentragdo e metabolizagdo da 5-HT sdo mais proeminentes nos ratos
convulsivos sacrificados apds 24 h.

Durante a fase aguda das convulsdes a concentragdo de DA e 5-HT
diminuiram, sugerindo-se, assim, que mudangas nessas monoaminas

poderiam ocorrer durante esta fase do modelo de epilepsia com pilocarpina,
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sem descartar a hipotese de sua alteragdio também nos periodos silencioso e
crénico, ja que nfio foram ainda estudados nas mesmas condigdes.

El-Etri e colaboradores (1993) estudando também as convulsdes em
sua fase aguda, observaram gue na primeira hora néo havia alteragdo na
concentragio de DA e 5-HT, mas durante as 24h de observagdo, 0s autores
determinaram um aumento tanto na concentragdo de DA quanto de 5-HT
no locus coeruleus de ratos adultos convulsivos.

As ativagbes dos receptores Serotonérgicos do tipo 5-HT; podem
produzir inibi¢do da estimulagio colinérgica (Peroutka, 1988). Logo, como
a pilocarpina produz intensa estimulagdo colinérgica, a diminuigdo da 5-HT
no corpo estriado de ratas convulsivas dificultaria a estimulagfo dos
receptores 5-HT), sugerindo que a redugéo na concentracdo da serotbnina
facilitaria a manutengdo das convulsoes.

Conhece-se, que no modelo de kindling de epilepsia, a concentragdo
de norepinefrina (NE) e da serotonina (5-HT) em hipocampo, diminui
facilitando o desenvolvimento das convulsdes em ratos (Cavalheiro et al,
1991; El-Etri et al., 1999). Nesse modelo um marcado incremento dos
metabolitos da dopamina (DA) e 5-HT foi observado (El-Etri et al., 1993),
sugerindo um aumento na taxa de produgdo dos mneurdnios
monoaminérgicos imediatamente apos a injegdo sistémica de acido cainico
(KA) (Albala et., 1984).

O decréscimo mos niveis de norepinefrina (NE) e 5-HT foram
descritos na epilepsia de origem genética em ratos (Jope et al., 1991).
Estudos mostram que a atividade da enzima tirosina hidroxilase, a etapa
limitante da sintese de NE, é incrementada durante as convulsdes de origem
genética, sugerindo a presenga de um mecanismo compensatorio para
prevenir ou suprimir as convulsdes. O déficit da atividade da enzima

precede as convulsdes, sendo a atividade anormalmente alta apoOs as
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convulsdes. Os dados confirmam a idéia de que a relagdo mversa entre as
convulses e os niveis de monoaminas pode ser de origem genética (Jope et
al., 1989).

J4 se determinou que as concentragdes de noradrenalina e de seu
metabolito (5-HIAA) aumentam em todas as fases da epilepsia. A
concentragdo da NE durante o periodo silencioso decresce e a sua taxa de
metabolizagdo foi semelhante ao dos controles (Cavalheiro et al., 1994).
Infelizmente, ndo foi possivel, nos nossos experimentos de determinagio de
neurotransmissores na situagdo de ratos convulsivos, detectar os niveis de
NE.

Os dados de Cavalheiro e colaboradores, (1994), mostraram que ha um
aumento no conteido de DA, no hipocampo durante os periodos agudo,
silencioso € cronico do processo convulsivo. Simultancamente a
metabolizagio da DA mensurada pela relagéo (DOPAC/DA) foi diminuida,
indicando reducdo da metabolizagdo da DA, durante estes trés periodos.

Nossos dados em corpo estriado de ratas adultas mostraram uma
diminui¢&o na concentragdo e nenhuma alteragdo na taxa de metabolizagio
da DA durante as convulsdes = estado epiléptico (periodo agudo) nos ratos
observados por 1 e 24h. Portanto, com relagéo aos achados obtidos para
hipocampo por Cavalheiro et al. (1994) nossos dados sdo contraditorios
para a area cerebral estudada, corpo estriado, mostrando uma diferente
participagio da DA no corpo estriado durante a fase aguda do processo
convulsivo.

Cavalheiro e colaboradores (1994) observaram também um
incremento na concentragio hipocampal de 5-HT e na sua taxa de
metabolizagio, mensurada através da taxa (5-HIAA/5-HT), durante o
estado epiléptico. Nossos estudos demonstraram que 1o COrpo estriado de

ratas adultas, ha uma reduc;ﬁo na concentragdo de 5-HT em ambos os
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periodos de observagio, mostrando que a serotonina pode estar
participando da propagacio e manutengdo das convulsdes mduzidas por
pilocarpina.

Intmeros estudos indicam claramente a importancia das monoaminas
¢ aminoacidos no fendmeno epiléptico, os mecanismos de como estes
neurotransmissores  influenciam as convulsdes ainda ndo foram
estabelecidos e sdo necessarios mais estudos para o esclarecimento da

participagio das monoaminas € seus metabolitos nas convulsoes.

TI .




CONSIDERACOES FINAIS

Nossos achados indicam que a ativacdo do sistema muscarinico estd
claramente envolvida nas alteragGes comportamentais e nas lesGes cerebrais
observadas, desde que a pilocarpina (400mg/Kg) em dose elevada produziu
alteragdes do comportamento normal dos ratos e induziu danos cerebrais
com alta intensidade no corpo estriado e em outras areas cerebrais.

Com relagdo a atividade acetilcolinesterasica em corpo estriado de
ratas adultas, foi detectada uma diminuigdo acentuada na atividade
enzimatica in vitro na primeira hora da fase aguda do processo convulsivo,
enquanto que, nas 24 horas seguintes da mesma fase, houve uma tendéncia
a normalizacdo da atividade.

E possivel que a downregulation dos receptores muscarinicos
(M;+M,), vista no corpo estriado, tenha um papel nas lesdes, pois, esse
efeito foi evidente no grupo com pilocarpina que apresentou alteragdes em
algumas estruturas cerebrais. Talvez ocorra uma interferéncia da
pilocarpina direta e/ou indireta sobre a interagdo das vias colinérgicas e
dopaminérgicas, no entanto, pouco se conhece sobre essa interagdo.

Os efeitos diretos da pilocarpina sobre a densidade de receptores
colinérgicos (M;+M,) e dopaminérgicos (D; e D;) ndo determinaram
claramente o mecanismo do processo convulsivo. Ainda, ndo permitem
uma afirmacdo concreta sobre a relagdo direta ou indireta ente os sistemas
colinérgico e dopaminérgico.

Estudos utilizando um ligante especifico para marcar receptores
colinérgicos do tipo M,;, como a pirenzepina, teriam sido convenientes.

Maslanski et al. (1994) sugeriram um papel desses receptores M; nas
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convulsdes induzidas por pilocarpina (400 mg/Kg), e que os receptores M,
seriam importantes na modulagdo da atividade neuronal. Estudos
bioquimicos mostraram que os receptores M; estimulam fortemente a
fosfolipase C (PLC) e elevam as concentragdes de célcio intracelular,
enquanto, que os receptores M, fracamente estimulam a PLC e resl;ostas
mediadas por calcio (Felder et al., 1990; Sandmann et al., 1991). Sendo
assim, parece importante a realizacdo de um estudo dos receptores
colinérgicos muscarinicos M; e M,, de forma independente, objetivando
conhecer melhor as suas a¢des no quadro epiléptico, como também os
outros sistemas afetados que podem contribuir para as alteragdes
comportamentais, histopatolégicas e neuroquimicas no corpo estriado de
ratos convulsivos. |

Viarios autores sugerem que o tratamento com doses elevadas de
pilocarpina produz alteragdes comportamentais, eletroencefalograficas,
metabolicas e neuropatologicas (Clifford et al., 1987; Persinger et al., 1988;
Piredda & Galé; 1985; Paruszewski et al., 2001), sugerindo que o inicio, a
propagacdo das convulsdes e a atividade neurotoxica dependem pelo menos
dos sistemas colinérgico e dopaminérgico nesse modelo de convulsio.
Nossos estudos de detecgdo eletroquimica das monoaminas e seus
metabolitos ¢ dados da literatura sugerem também a participagdo do
sistema serotonérgico na propagacdo e/ou manuten¢do das convulsdes.
Embora sejam necessarios estudos mais detalhados e aprofundados para a
obtenc¢do de dados conclusivos da participagdo isolada, do envolvimento
e/ou da interagdo dos sistemas de neurotransmissores no mecanismo das
convulsdes.

Nossos resultados apontam para efeitos da pilocarpina sobre a

ativagdo dos receptores muscarinicos. Uma ac¢do da pilocarpina também
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sobre a constante de dissociagdo do ligante aos receptores dopaminérgicos
D, e D, estriatais pode ser implicada na convulsdo e no estado epiléptico.
A identificacdo de alvos intracelulares para as agdes da pilocarpina
podera fornecer subsidios para o desenvolvimento de novos e melhores
agentes terapéuticos da epilepsia humana, como também avaliar 0s
beneficios e efeitos colaterais dos tratamentos ji existentes e, em
consondncia com os avangos da gendtica molecular, podera facilitar o

entendimento dos fatores que facilitam o aparecimento das convulsdes.
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CONCLUSOES

1. A pilocarpina produz alteragdes comportamentais, tais cOIDO: sinais
colinérgicos periféricos, movimentos estereotipados, —tremores,
convulsdo, estado epiléptico e morte. Apresentando um aumento no
percentual de tremores, convulsdo, estado epiléptico e mortalidade com

relagdo ao periodo de observagéo.

2. A pilocarpina induziu lesdes em éreas cerebrais, como: hipocampo,
cortex, substancia nigra e talamo. E o corpo estriado também sofreu
degeneragdo neuronal, gliose ¢ vacuolizagdo, apenas no periodo de 24h

da fase aguda.

3. A pilocarpina altera a atividade acetilcolinesterasica no corpo estriado de
ratas adultas apenas de forma aguda e drastica. Essa alteragdo parece
ocorrer devido a uma menor sintese protéica ou uma modul¢do inibitoria

da atividade enzimatica.

4. E possivel que a downregulation dos receptores muscarinicos (M;+M,)
no corpo estriado dos animais adultos participe no processo das lesoes
cerebrais, ja que esse efeito foi observado nos animais que
apresentaram lesdes apOs tratamento com P400. Em adicdo, o
tratamento ndo mostrou alteragdo na densidade dos receptores
dopaminérgicos D e D,, aumentando apenas a afinidade pelo ligante
no corpo estriado. Talvez haja uma relagdo direta e/ou indireta dos

sistemas colinérgicos ¢ dopaminérgicos.
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Foi vista uma reducfio na concentragdo de serotonina no corpo estriado
dos animais tratados com P400, sugerindo uma participagdo direta e/ou
indireta entre os sistemas colinérgico e serotonérgico, possiveimente
com o intuito de reduzir ou cessar as acdes anticonvulsivantes
mediadas pela 5-HT através dos receptores serotonérgicos 5-HTy,

facilitando a manutengfo das convulsdes.

No modelo colinérgico com pilocarpina 400mg/Kg, sugere-se que a
ativagdo do receptor muscarinico pode estar envolvida na origem da
convulsfio, e a propagagdo poderia ocorrer devido a um aumento na
afinidade dos receptores dopaminérgicos D, e uma possivel dimmuigdo
na concentracio da serotonina, e as alteracbes que ocorrem em

diferentes areas cerebrais durante a fase aguda do processo convulsivo.

Observou-se os efeitos diretos da pilocarpina (400mg/Kg) em nivel de
concentracdes das monoaminas e seus metabolitos, principalmente na
dopamina e serotonina. Isto sugere, também, a participagdo das
transmissdes dopaminérgicas e serotonérgicas nas convulsdes. A
concentragdo do HV A nio se alterou de forma significativa na primeira
hora, no entanto, no decorrer das primeiras 24h da fase aguda, houve
uma diminuigdo expressiva da sua concentragdo. Por sua vez, a
concentragdo do 5-HIAA aumentou na primeira hora e se normalizou

durante as 24h de observagdo apods o tratamento com P400.
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8. O conhecimento da fisiopatologia das convulsdes, envolvendo a
identificagdo dos mecanismos de instalagdo, propagagdo, manutencéo,
as 4reas cerebrais e sistemas envolvidos durante o processo convulsivo
poderio fornecer subsidios para o desenvolvimento de aéentes
terapéuticos mais eficazes e facilitar o conhecimento de fatores
intrinsecos e extrinsecos responsaveis pelo desencadeamento da

epilepsia.

9. Devido & complexidade do processo convulsivo, o tratamento da
epilepsia necessita de estratégias que contemplem a multiplicidade de
neurotransmissores envolvidos e a participagdo de mais de uma droga

podera ser necessaria.
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