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"Pai Nosso"

"que estás no céu,

Santificado seja o teu nome:

Venha o teu reino,

Seja feita a tua vontade,

Assim na terra como no céu;

O pão nosso de cada dia

Nos dá hoje;

Eperdoa-nos as dívidas,

Assim como nós perdoamos aos nossos devedores;
E não nos deixe

Cair em tentação;

Mas livra-nos do mal

Pois teu é o reino o poder e a glória

Para sempre

Amém...
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Alterações comporíamcntais, histopatológicas c ncuroquímicas cm ratos
adultos durante a fase aguda da convulsão induzida por pilocarpina.
RIVELÏLSQN MENDES DE FREITAS. Orientadora: Maria Maria de
França Ponteies. Dissertação de Mestrado. Pós-graduação em Farmacologia.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2003.

Estudos comportaiiientais, histopatológicos e neuroquímicos forani
realizados em ratos com 2 meses de idade, através da administração de pilocarpina
400mg/Kg, subcutânea, P400, a fim de investigar o mecanismo da fase aguda do
processo convulsivo. Os animais foram obsei'vados durante l e 24h, sendo
sacrificados logo depois o período de cada observação. Os estudos
comportamentais mostraram que a administração de P400, produziu sinais
colinérgicos periféricos e movimentos estereotipados em todos os animais nos dois
períodos de observação. Somente o índice de desenvolvimento de convulsões,
estado epiléptico, foi menor, e não houve morte nos animais com l h de
observação. O esfrudo da latência das convulsões e do estado epiléptico mostraram
que os animais com P400 apresentaram a primeira convulsão antes de uma hora de
observação que progrediram para o estado epiléptico após 32 minutos da primeira
convulsão. A análise histopatológica revelou que áreas como hipocampo, córtex
entorrinal, corpo esmado e substância negra sofreram alterações nos animais
adultos, observados 24h e mortos logo em seguida. No grupo observado por l h
nenhuma alteração foi vista. Os estudos neuroquímicos revelaram que a atividade
acetilconesterásica estnatal dos animais que tiveram convulsão e estado epüéptico
sofreu uma redução significativa apenas na primeira hora da fase aguda. Após a
observação de 24h, a atividade enzimátíca tendeu a retomar para o seu nível
normal, semelhante ao controle (NaCl 0,9%). A densidade dos receptores
colinérgicos e dopammérgicos estiatais após l e 24h de observação apresentou-se
diminuída e não alterada, respectivamente, nos animais adultos tratados com P400.
A constante de dissociação (Kd) dos receptores colmérgicos muscarímcos
(Mi+Mz) apresentou-se dimmuída apenas nos animais que apresentaram
convulsão, estado epüéptico e que foram sacrificados 24h depois do tratamento.
Quanto, aos receptores dopaminérgicos (Di e Dz) foi vista uma diininuição do Kd
em ambos os períodos de observação no grupo com P400. No que se refere à
determinação de monoaminas e seus metabólitos, o P400 reduziu a concentração
de dopamina (DA), 3,4 ácido dihidroxifenilacético (DOPAC) e da serotonina (5-
HT), no corpo estnado dos ammais no período de l e 24h de observação. Com
relação aos metabólitos, ácido homovanílico (HVA) e ácido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) as alterações observadas foram diferenciadas. O conhecimento da
fisiopatologia da convulsão e a identificação dos mecanismos de instalação,
propagação e manutenção do processo convulsivo devem ser melhores
investigados para facüitar o conhecimento de fatores inerentes à epilepsia.
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Behavioural histopathological and neurochemical alterations in adult rat
during the acute phase of pilocarpine-induced seizures. RIVELILSON
MENDES DE FREITAS. Supervisor: Marta Maria de França Ponteies.
Master's dissertation. Graduation in Pharmacology. Departament of
Physiology and Pharmacology, UFC, 2003.

Behavioral, histopathological and neurochemical studies were carried out
with 2 months-old rats treated wifh pilocarpine 400mg/Kg, s.c., (P400),
subcutaneous, ia 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 m all animals. Animals observed for Ih
presented convulsions, status epilepticus and death in less degree when compared
to 24h observation period. Histopafhological 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 Ih period, while no alteration was
observed m the 24h period. Histopathological alterations were not observed in the
Ih group. Biochemical studies showed that stnatum cholmergic receptors m adult
rats were decreased and unchanged, 24 and Ih, respectively. P400 decreases Kd
values ofmuscarinic receptors (Mi+Mz) only m animals that showed convulsions,
status epuepticus and were sacrij5ed after 24h offreatment. It was observed that m
dopaiüinergic receptors (D] and Dz) Kd values decreased in both periods of
obseivation, l and 24h after P400 treaünent. P400 decrease monoamine levels:
dopamine (DA) and 3,4-dÍhydroxyphenylacetic (DOPAC) and serotonine (5-HT)
on striatum in both periods of observation. However, nietaboutes levels of HVA
and 5-HLAA were alterated m different ways. The knowledge of seizures
physiopatology and its mechanism should be better investigated.
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AC- Adenilil ciclase

ACETIL CoA-Acetilcoenzima A

ACh- Acetilcolina

AMPc- Adenosína monofosfato cíclico

ANO VA- Análise de variância

Bmax- Núiüero máximo de receptores

BSA- Bovine serie albuiTiine

CAT- Colina acetil transferase

COMT- Catecol orto metiltransferase

DI e D2- Receptores dopaminérgicos do tipo l e 2

DA- Dopamina

DOPAC-Acido 3, 4 díhidroxifenilacético

EEG- Eletroencefalograma

EP - estado epiléptico

EUA - Estados Unidos da América

GABA- Acido gaiiia ammobutírico

HVA-Acido homovanílico

3H- NMS- 3H- N- Metilescopolamina

5- HT- 5- Hidroxitriptainina (serotonina)

5- HTi e 5- HT2- receptor serotonérgico dos tipos l e 2

5-HIAA - 5-liidroxiindolacético

i. p.- Intraperitoneal



Kd- Constante de dissociação

MAO- Monoaminoxidase

Mi e M2- Receptores muscarínicos do tipo l e 2

ME- Movimento estereotipado

MK-801- Antagonista para receptores de NMDA

NE- Noradrenalina

NMDA- N- metil- D- aspartato

PG- Proteína traiisdutora do sinal ligada ao GTP
PI- Fosfoinositídios

PIP2- Fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato

PIP-Fosfatidilinosítol 4-fosfato

PKC- Proteína quinase C

PLC- Fosfolipase C

PTZ- Pentilenotetrazol.

RCM- Receptores colínérgicos muscarínicos

RDi- Receptores dopaminérgicos Dz

RNAm- Acido ribonucleico mensageiro

SCH 23390-7-Cloro-2,3,4,5-tetralTÍdro-metil-5-feml-lH-3-benzazepma

SCP- Sinais colinérgicos periféricos

s.c.- Subcutâneo

SNC- Sistema Nen/oso Central

SNP - Sistema Nervoso Periférico

TSH- Hormônio tireotrófíco

v.o.- Via oral



l

INTRODUÇÃO

l. Epilepsia

1.1. Conceito e terminologia

A epilepsia é uina distúrbio neurológico com taxa de prevalência de

5% (DeLorenzo et al., 2001). Aproximadaniente 30 a 50% dos pacientes

epilépticos são sintomáticos, e esta condição pode ser adquirida através de

um stress ainbiental (Aminofet al., 1980, DeLorenzo et al., 2000).

A epilepsia é defmida como mna afecção crónica de etiologia

diversa, caracterizada por crises repetidas, devida a uma descarga excessiva

dos neurônios cerebrais, associada eventualmente com diversas

manifestações clínicas e paracluücas, podendo ocorrer também quando há

um aumento do nível basal de excitação do sistema nervoso, superior ao

lüiiiar da convulsão. DeLorenzo e colaboradores (2001) demonsü-arain,

ainda, que a atividade convulsiva pode ocorrer após a perda sujficiente e

duradoura de neurônios.

A epilepsia está associada a mudanças bioquímicas em algumas

áreas cerebrais afetando vários neurotransmissores (monoaiïimas,

aiiiinoácidos e peptídeos) (Michotte et al., 1997 e 2000), o metabolismo dos

carboidratos, os segundos mensageiros, a expressão gênica, envolvidos na

fisiopatologia responsável pelas alterações ao longo do tempo nos

neurônios (Meldrum et al., 1990; Simonic et al-, 2000).

Os modelos de epilepsia semelhante a dos humanos podem ser

utilizados para estudar as mudanças neuroquímicas relatadas durante o

desenvolvimento e na maautenção das convulsões, possibilitando o estudo

de drogas para o tratainento de pacientes epilépticos (Marinho et al., 1997),
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e também servmdo para caracterizar prontmiiente os mecauismos
envolvidos nas fases da epilepsia.

1.2. Fisiopatoíogia

A fisiopatologia da epilepsia, ainda não estar completainente
definida. Os modelos de conviúsão em anünais reproduzem alterações
comportaiïientais e eletroencefalográficas que são semeüiantes à epilepsia
do lobo temporal de humanos (Bem-Ari et al., 1980 e 1981). Estes modelos
são utilizados para estudar o envolvimento dos sistemas de
neuroüransmissores como moduladores da epileptogênese, como taiiibém
pennite obseryar as alterações comportamentais, histopatológicas, e outros
dados neuroqmmicos 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 alguiTias áreas cerebrais, a saber: hipocaiTipo, corpo
estriado, ainígdala, córtex pirifonTie, córtex entomnal, septum lateral,
tálamo, neocórtex e substância negra, sugerindo o envolvimento de
diferentes áreas durante o estabelecimento do processo epiléptico (Honchar
et al., 1983; Turski et al., 1983a; Clifford et al., 1987; Mai-inho et al., 1997;
Borelli et al., 2002). Entre as áreas em que ocorre dano neuronal, o
estriado, além de ser mna das áreas mais acometidas, pode estar
relacionada de foniia üïiportante com os mecanismos de propagação e
manutenção (epileptogênese) da convulsão (Marinho et al., 1998). Bai-one
et al., (1991) demonstraraiTi que através da adiTiinistração intracerebral em
corpo estriado de agonistas dopaiTÚiiérgico Dz havia proteção com relação
ao desenvolvimento de convulsão em ratos adultos, sugerindo taiubém a

participação dessa área cerebral nas convulsões límbicas.
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Em geral, as convulsões parecem depender da ativação do receptor
muscarmico, da alteração da atividade enzimática de alguns sistemas,
(SÜTionic et al., 2000; Naffah-Mazzacoratti et al., 2001; Liu et al., 2002), do
metabolismo dos fosfomositídios, (Marinho et al., 1998) como também da
participação de outros sistemas de neurotransiïüssão (dopamiüérgico
(Kulkami 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, uin modelo adequado para se investigar e esclarecer melhor a
fisiopatologia das convulsões.

1.3. Tipos de crises epilépticas

1.3.1. Crises epilépticas parciais:

Ocorrem geralmente quando apenas uiTia parte do cérebro é afetada,
sendo classificadas em:

- Crises epilépticas parciais Simples: caracterizadas pelo fato de o paciente
ficar consciente durante a crise. As mais frequentes são as motoras, que
podem se manifestar como abalos musculares das mãos, pés ou face; estas
crises podem progredir para um lado todo do corpo e pode desenvolver
uma cnse generalizada do tipo tônico-clônica.

- Crises epilépticas parciais Complexas: estão associadas a uma alteração
da consciência. O sinal transmitido antes da crise pode ser uma sensação de
sonho, de medo, opressão no estômago que sobe para a garganta, e ainda
um quadro de alucinações, tais como: ouvir sons, sentir cheiros e gostos
estranlios. Associadas as essas sensações ocorre perda de contato com o
meio ambiente, aumento da salivação, movimentos de mastigação, de
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marcha e/ou movimentos estereotipados com as iTiãos. Essas crises podem

ser seguidas de crises tônico-clônicas.

1.3.2. Crises epilépticas generalizadas:

Ocorrem geralniente quando todo o cérebro é afetado, sendo

classificadas em:

- Crises Tônico-clônicas: que podem se miciar com um grito acompanhado

de perda da consciência com queda ao solo, endurecimento do coipo e

abalos musculares generalizados. Pode ocorrer perda de saliva com sangue

devido à mordedura da língua, coloração arroxeada dos lábios, respiração

ruidosa, às vezes ocorre também aumento da micção. A duração é de

poucos minutos e após a crise há sonolência, podendo acordar com

vómitos, dor de cabeça e dores musculares.

- Crises Tónicas: ocorre perda da consciência, queda ao solo, o corpo fica

endurecido, com a respiração irregular, aumento da salivação, coloração

an-oxeada da pele.

- Crises Miclônicas: tem como característica principal ser de curta duração

e manifestar-se principahiiente após o despertar, com movünentos bmscos

de todo o corpo, semelliantes a lun choque ou susto, prmcipalmente nos

membros superiores.

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

com o ambiente externo, há interrupção da fala e das atividades motoras

por alguns segundos, voltando logo a seguir à atividade que estava

realizando antes da crise. Essas crises podem se repetir várias vezes ao dia,

ocorrendo perda de consciência de forma parcial ou completa.
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- Crises atípicas de ausência: caracterizada pela ocorrência de ataques com

aparecünento e término mais rápidos do que o habituai para as crises de

ausência, associados a um EEG mais heterogéneo.

- Crises atónicas: caracterizada pela perda do tônus postural, com

inclinação da cabeça e queda devido à perda do equilíbrio (Guyton & Hall,

1997).

1.4. Fases da convulsão límbica em anünais

A epilepsia do lobo temporal ou límbica é a forma mais comiun de

epilepsia. Sendo caracterizada por convulsões recorrentes espontâneas que

são, muitas vezes, bloqueadas por tratamentos com drogas anti epilépticas, e

pode estar a associada à esclerose do hipocampo (Meldmm et al., 1990;

Lothamn et al., 1981). A base molecular para o desenvolvimento da

epilepsia smtomática aLnda é pouco defímda (Zouhar et al., 1989).

A convulsão límbica é luna manifestação clínica resultante de

descargas neuronais anormais, produzindo uma superexcitação dos

neurônios, podendo ocorrer também através da quebra do equilíbrio entre

os mecanismos inibitónos e excitatórios (Zouliar et al., 1989). Os

mecanismos de ativaçâo, propagação e manutenção da convulsão são

largamente estudados e pouco conhecidos.

Cavalheiro e colaboradores (1991) detenïiinaram os efeitos à longo

prazo da convulsão através da adiïünistração da pilocaipina em ratos, que

são caracterizadas por três fases distintas:

ruNIVIRStDAH'HliHAt. &° CEARÂ
IftlftllMKA ^ r'SNflAS "A S.\^È_



6

oa Primeira fase: período agudo, de l a 2 dias de duração que

con-esponde ao modelo de convulsões límbicas repetidas e estado

epiléptico;

ca Segunda fase: período sem convulsão (período silencioso),

caracterizado por um progressivo retomo ao EEG e comportainento

nonnal, compreendendo a duração de 4 - 44 dias;

ca Terceira fase: período de convulsões espontâneas recorrentes,

começando enti-e 5-45 dias depois da admmistração da piJocarpina e

permanecendo por toda a vida do animal (Leite et al., 1990;

Cavalheiro et al., 1991).

Estudos recentes forajn feitos utilizando esse modelo para entender a

atividade convulsiva e o papel dos sistemas dos neuroti^nsmissores nesse

processo (Stan- & Stair, 1993; Mello et al., 1996; Cavalheiro et al., 1994;

Fujikawa, 1996; DeLorenzo et al-, 2000).

1.5. Epidemiologia

A epüepsia é a condição neurológica grave de maior prevalência no

mundo. A incidência da epilepsia varia de acordo com a localização

geográfica. Ela ocorre com maior frequência nos países em

desenvolvimento, onde há mais desnutiição, doenças mfecciosas e

deficiência no atendimento médico (DeLorenzo et al., 2001).

Em países mais desenvolvidos, a incidência é de aproximadamente

1%, ou seja, cinquenta miUiões de pessoas, são portadoras desta condição,

subindo para 2% em nações menos desenvolvidas (Beaglehole et al., 1996).
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A epüepsia é mais comum na infância, idade na qual ocorre um
aumento na vuhierabilidade a mfecções do sistema nervoso central

(meningite), acidentes (traumatismos do crânio) e doenças como sarampo,
vancela e caxiunba, cujas complicações podem causar crises epilépticas. O
problema também poderá se manifestar com o envelhecünento e suas
complicações vasculares (Leonard et al., 1994).

Estima-se que o núiTiero de novos casos por ano está em tomo de

dois milhões em todo o mundo. Pelo menos 50% dos casos começam na

infância ou adolescência, e sabe-se que, 70% a 80% das pessoas com

epilepsia podem ter uina vida normal se tiverem um tratamento adequado
(Beaglehole et al., 1996).

Nos países em desenvolvimento, 60 a 90% das pessoas com epilepsia
não recebem tratamento devido às deficiências do sistema de saúde e ao

estigma social, prejudicando seriamente a qualidade de vida do epiléptico
(Beaglehole et al., 1996).

1.6. Perspectivas

Muitos estudos indicam a importância das monoaminas e

aiïdnoácidos no fenómeno epüéptico (Mc Donald et al., 1991; El-Etn et al.,
1993; Michotte et al., 2000; Nadler et al., 2001). Os mecamsmos de como

estes neurotransmissores influenciam o processo convulsivo ainda não
estão completamente esclarecidos, portanto, devem ser melhor estudados
para contribuir com o conhecimento da epilepsia e determinar como as

concentrações das monoamianas variam em função do tempo com relação
às fases do processo convulsivo.

Os mecanismos envolvidos na indução e manutenção da epilepsia

ainda não são bastante conhecidos. A hipótese de que neurotransnüssores
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como: o glutamato e o GABA, participem durante as desordens convulsivas
sugerem que alterações na transmissão excitatória e inibitória,
respectivamente, podem contribuir para modificar a excitabilidade neuronal
(Patel & MeldnuTi, 1988; Meldmm et al., ] 990; Avoli et al., 1994; Costa-
Lotufo et al., 2002). Esta hipótese é sustentada pela eficiência das drogas
anticonvul si vantes que aumentam a transmissão GABAérgica ou diminuem
a glutamatérgica (Avoli et al., 1994; Lmg et al., 2001). A participação
primária do sistema GABA, glutamatérgico e de outros neurotransmissores
na epüepsia é, entretanto, pouco defínida, em particular fícando em geral
resürita a função dos receptores.

Inúmeras pesquisas visam descobrir novas esti-atégias faniiacológicas
contra a epilepsia, através de novos compostos eficazes para a epilepsia de
difícü controle ou de compostos com menor toxicidade para aquelas
epilepsias já tratadas pelo arsenal terapêutico atualraente disponível.
Obviamente, na ausência de um sistema isolado que funcione para o estudo
da epilepsia é impossível prever qual das vertentes acima mencionadas, ou
a melhor delas, vai gerar algum resultado de aplicação na epileptologia
clínica.
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2. O sistema colinérgico e a epilepsia

2.1. O sistema coïmérgico muscarmico

Inúmeros estudos sugerem o envolvüïiento do sistema cotmérgico na

epilepsia humana (Ohiey et al., 1983; Turski et al., 1983a,b,c,d; Jope et al.,
1986; Hü-sch et al., 1992; Nathanson et al., 1999; Michotte et al., 2000;

Persmgeretal.,2001).

O sistema colinérgico tem como neurotransmissor a acetilcolina
(ACh). A ACh é um üiiportante neurotransmissor excitatório no cérebro
(Ohiey et al., 1983 e 1986; Nafhanson et al., 1999). A estimulação cerebral
induzida pela ACh ocorre através da ativação dos receptores colinérgicos
cerebrais, onde cerca de 99% destes são muscarmicos, e 1% são nicotínicos

(Pepeu et al-, 1983; Elgoyhen et al., 2000). Assim, a maioria dos efeitos de
ativação colmérgica no cérebro é provavelmente devido à estimulação dos
receptores colinérgicos muscarínicos (RCM).

Os receptores inuscarínicos são amplainente distoribuídos em todo
corpo e exercem inúmeras funções vitais no cérebro e no sistema nervoso
autónomo (Lefkowítz et al., 1996; Jope, 1979b). No cérebro os receptores
muscarínicos são importantes na memória e na fisiopatologia das doenças
afetivas e na esquizofrenia (Davis et al., 1975 e 1980).

No fím de 1980, através de técnicas de biologia molecular, foram

identificados 5 subtipos de receptores muscarínicos (Mi, M^, Ms, M4, e M5)
(Banner et al., 1987; Lião et al., 1989; Nathanson et al., ] 999). Esses
receptores encontram-se distribuídos no SNC de forma diferenciada e
divergem quanto ao mecanismo de ativação. Os subtípos M], M3, e M5
transiTiitem sinais ati'aves da mobilização de Ca no SN C (Fisher &
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Agranoff, 1987; Berridge & Irvine, 1989b). Um determinado estímulo faz
com que o receptor ative mna enzima efetora, a fosfolipase C (PLC),
através de uma proteína G (Elgoyhen et al., 2000). A PLC promove uma
cascata de eventos, finalizando com a produção de dois segundos
mensageiros, o inositol 1,4,5-trifosfato ( 3) e 1,2-diacilglicerol (DAG) que
vão transmitir a iuformação do receptor para o mterior da célula.

Os subtipos MZ e M4 agem por inibição da adenilil ciclase (AC),
diminmndo os níveis de AMPc. O Quadro l sumariza as mfoniiações

gerais sobre a acetilcolina e o Quadro 2 sobre os receptores muscarímcos.
A administração periférica de altas doses de agonistas muscarínicos
colinérgicos, pilocarpina, produz convulsões em roedores (Turski et a].,
1989; Marinho et al., 1997).

O início das convulsões pode ser bloqueado pela atropina e atenuado
pela inibição da atívidade colinérgica endógena (Jope et al., 1986 e 1992;
Morrisett et al., 1987a; Marinho et al-, 1997).

O processo convulsivo decorrente do tratainento de ratos com
pilocarpina, agonista colinérgico, em doses convulsivas, parece depender
da ativação dos receptores muscarínicos, podendo envolver o metabolismo
dos fosfomositídios e sendo capaz de produzir lesões cerebrais e alterações
comportainentais (Marinho et al., 1997 e 1998).

A pilocarpina tanibém altera os níveis do neurotransmissor
colinérgico. Associado às convulsões induzidas em ratos pela
adiïmiisti-ação de agonistas colinérgicos (principalmente pilocarpina) está o
intenso aiunento observado na síntese e liberação da acetilcolina.

A pilocarpina pode produzir alterações nos níveis de outros
neurotrarismissores (noradrenalina, dopainina, serotonina, glutamato e
GABA), embora pouco se conheça sobre estas alterações (Michotte et al.,
2000; Delorenzo et al, 2000; Raol et al., 2001; Costa-Lotufo et al., 2002).
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Quadra 1 - Precursores e enzimas envolvidas na síntese e na

metabotízação da acetilcoliaa (ACh), e metabólitos formados

ACETILCOL1NA

Precursores colina e acetilcoenzüiia A (acetil-CoA)

Enzima sintetizadora colina acetiltransferas (CAT)

Enzima mefabolizadora Acetilcolmesterase (AChE)

Metabólitos Colina e ácido acético

Fonte: Ehlert et al., 1995.
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Quadra 2 - Localização dos receptores muscarínicos no Sistema
Nervoso Central (SNC) e segundos mensageiros

SUBÏIPOS DE
RECEPTORES

LOCALIZAÇÃO NO
SNC

SEGUNDOS
MENSAGEIROS

Ml

T cérebro
T hipocampo

T córtex frontoparietal
T caudado-putamen
núcleo accumbens,

amígdala

EPs+DAG

M2 4. cérebro AMPc
canais de K+

Ms
T córtex

t hipocampo
4< corpo esticado

IP3+DAG

M4
T córtex

T hipocainpo
T corpo estriado

AMPc

M.5 •I' menos do que 2% m + DAG

Abreviaturas:

(t): alta densidade; (4<): baixa densidade;
IPs: ti-ifosfato de inositol; DAG: diacilglicerol; AMPc: adenosina

monofosfato cíclico;

Fonte: Ehlert et al., 1995; Bemdge, 1984.
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2.1. AIíerações na concentração dos neurotransmissores durante a fase

aguda da convulsão induzida por pilocarpina

A interferência predominante da pilocarpina nas atividades dos

neurotransmissores durante a convulsão e estado epiléptico é sumárizada
no Quadro 3.

Quadro 3 - Alterações na concentração de neurotransmissores durante

a fase aguda da convulsão induzida por püocarpina

CONCENTRAÇÃO DOS NEUROTRANSMISSORES

Püocarpma NE DA DOPAC HVA 5-HT 5-HIAA

RCv -1 hora ^ T T T

RNCv-lhora ^ T T t

RCv - 24 horas ^ t t t t t

RNCv-24 horas

Abreviaturas:

RCv: Rato convulsivo e RNCv: Rato não convulsivo;

NE: noradrenalma; DA: dopamüia; DOPAC: 3,4-ácido
dihidroxifenilacético; HVA: ácido homovanílico; 5-HT; serotonina e 5-

HIAA: ácido 5-hidroxiindolacético;

(>!<): diminui a concentração; (T): aumenta a concentração; (-): não altera a
concentração;

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

aguda da convulsão induzida por püocarpina

Os efeitos da pilocarpina sobre os níveis dos segundos mensageiros
durante as convulsões e estado epiléptico está suinarizado no Quadro 4.

Quadro 4 - Efeito da piïocarpina sobre os níveis dos segundos

mensageiros

NÍVEIS DOS SEGUNDOS MENSAGEIROS

PI: estimiúaçâo da enzmia mositol fosfatase ->• TPI -^ T atividade
neuronal

AC: inibição da AC —> ^ atividade do AMPc -^ 4< ativddade neuronal

PG: alteração da função de várias proteínas G acopladas à AC e
fosfolipase C

PKC: modulação da fosforilação de proteínas específicas dependentes de
PKC

Expressão dos genes: alteração dos RNAm de proteínas envolvidas com a
regulação da função sináptica

Abreviaturas:

PI: metabolismo dos fosfoinositídios;

AC: adenilil ciclase;

PG: proteína G;

PKC: proteína quinase C;

Fonte: Ehlert et al., 1995.



15

3. O sistema dopaminérgico e a cpiiepsia

3.1. O Sistema dopaminérgico

Alguns estudos sugerem o envolvimento do sistema dopainiiiérgico

na manutenção e/ou propagação da epilepsia humana (Marinho et al., 1997
e 1998).

A dopamina exerce seus efeitos biológicos por interagir com os

receptores específicos. Esses receptores forain classificados originalmente
segundo Kebabian & Cable (1979), como receptores dopaminérgicos Di

(RD,) e DS (RDz).
Esses receptores realizam suas ações por se acoplarem e ativarem

diferentes complexos de proteína G. O receptor D] interage com o

complexo de proteína Gs, resultando em alivação da adcnilil ciclase e um

amiiento nos níveis de AMPc mtracelular. Os receptores Dz interagem com

um complexo de proteina Gi para inibir a produção de AMPc (Cooper et

al, 1991; Civelli et al, 1993).

Estudos indicam que os receptores dopaiïiinérgicos podem

influenciar a função celular através de outros mecamsmos, além de

estimular ou inibir a adenilil ciclase. O receptor D] parece fazer tainbém

um efeito estmiulatório no "turnover" do fosfoinositídio. Enquanto o

receptor Dz, além de inibir a adeni]il ciclase, auinenta a condutância para o
K e modula o metabolismo do fosfoinositídio (Cooper et al., 1991; Civelli
et al, 1993).

O avanço da biologia molecular (incluindo clonagem de genes) e o

aperfeiçoamento de técnicas de radioligantes possibilitou a identificação de

quati"o subtipos de receptores D^ (DzC, D2L, 03 e 04) e mn subtipo de

receptor Di (Ds). 0 receptor D^ foi dividido em dois subtipos: Dzc (curto) e

ÜNIVjHieAH i-kyMi».^ Mti í]!:AI<fi
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o DzL (longo), onde o DzL se diferencia do Dzc por possuir 29

amiaoacidos a inais na sua estrutura. Esses dois subtipos parecem ter uma

fannacologia idêntica. Um terceiro subtipo de receptor D2 determmado foi

DS, encontrado em altos níveis em certas regiões do sistema límbico

cerebral, enquanto, baixos níveis são observados no corpo estriado. O perfil

fanïiacológico do subtipo Ds é similar, mas não idênüco ao Dz. O

mecanismo efetor do subtipo D3 ainda não é conhecido (Cooper et al.,

1991).

O quarto subtipo de receptor Dz recentemente clonado foi 04. O gene

desse receptor possui alta homologia para os genes dos receptores D^ e Dy.

As características fanïiacológicas desse subtipo lembrain asdoDz eDs e o

mecanismo efetor do Ü4 também é desconhecido (Civelli et al., 1993).

O subtipo de receptor D} encontrado, chaiiiado de D5, é

farmacologicaiTiente similar ao receptor D], porém sua afinidade por

agonistas endógenos (dopaiTiina) é cerca de dez vezes maior. Simiiar ao D i,

o subtipo Dg estimula a ativação da adenilil ciclase, sendo esse o seu

mecanismo efetor. Sua localização está principalmente nas áreas límbicas

(Sokoloff& Schwartz, 1995; Sokoloffetal, 1995).

A ação da dopamina foi descoberta desde décadas passadas,

interpretada através das suas interações com somente dois receptores. A

descoberta de Dzc, DzL, DÏ, D^ e D5 imediataiiiente revelou a possibilidade

de que a atividade desses novos receptores tenha sido disfarçada pêlos

receptores clássicos Di e Ü2. A pesquisa para característica comum de

ambos, os novos receptores e os clássicos, pode ajudar a resolver essas

questões (Civelli et al., 1993).

Tendo em vista essa dúvida, quanto à nova classificação de

receptores dopanunérgicos em Di, Dz, Ds, D4 e Ds, alguns pesquisadores

preferem agmpar esses subtipos em Di-símile e Dz-símile, já que as
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propriedades fanïiacológicas e estruturais desses subtípos donados (Dsc,
DzL, D3, Ü4 e D^) não são suficientemente divergentes daquelas já
existentes (Di e D^~).

A dopaiüina está presente na maioria das regiões do SNC, sendo
originada de longos axônios que partem da substância negra e área
tegmentar ventiral e mervam os núcleos da base, partes do sistema hmbico e
o córtex frontal ({Cebabian & Calne, 1979).

O sistema dopaniinérgico compreende três vias neuronais principais:
nigroestnatal, mesocorticolünbica, tuberomfimdibular. A via nigroestnatal
está envolvida com disfunções extrapiraiïiidais. Esta via é responsável por
75% da dopainina cerebral, sendo constituída por neurônios que se
projetam da substância negra para o corpo estriado. A via nigroestriatal tem
üïiportante papel na locomoção (Civelli et al., 1993).

Um resumo do sistema dopaminérgico, no que se refere à síntese de
dopamina, metabolismo é apresentado no Quadro 5, a localização dos
receptores e o sistema de segundos mensageiros envolvidos é apresentado
no Quadro 6.
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Quadra 5 - Precursores e enzimas necessárias para a síntese de
dopamina (DA), enzimas metabolizadoras e metabólitos formados

DOPAMINA

Precursores tirosma (a) -^- L-diidroxifenilalanma
(L-dopa) (b) ^ dopamma

Enzimas sintetízadoras (a) tirosina hidroxilase;
(b) L-aininoácido descarboxilase

(dopa descarboxilase)

Enzimas metaboüzadoras MAOa (monoamino-oxidase)
COMT (catecol-0-metil transferase)

Metabólitos DOPAC (ácido 3,4 düdroxifenilacético)
HVA (ácido homovanílico)

Fonte: Civelli, 1995 e Sokolofifetal., 1995.



19

Quadro 6 - Localização no Sistema Nervoso Central (SNC) dos
receptores doparumérgicos e segundos mensageiros

SÜBÏIPOS DE
RECEPTORES

LOCALIZAÇÃO NO SNC SEGUNDOS
MENSAGEIROS

Fl corpo estriado
núcleo accumbens

ÏAMPc

D'2

corpo estriado
núcleo accumbens
substâiicia negi-a

área tegmentar ventral
hipocampo

^AMPc

D3
substância negra

área tegumentar ventral
núcleo accumbens

hipocampo

9

D'4

córtex frontal

hipocampo
cerebelo

9

D'5 FIipocaiïipo
núcleo parafascicular do tálaiTio

ÏAMPc

(T) aumenta ou (4') diminui o nível do segundo mensageiro.
Fonte: Civelli, 1995; Chen & Weiss, 1991 e Sokoloffet al, 1995.
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3. 2. O envolvimento da püocarpina com o sistema dopaminérgico

Cavalheiro e colaboradores (1994) demonstraraiii que a pilocarpina

em altas doses (350-380mg/Kg) afetava a taxa de metabolização de

monoammas sugerindo um importaiite papel desses neurotransmissores nas

convulsões recorrentes em ratos. O papel das monoaiTunas e, em particular,

da dopainina, no processo convulsivo, ainda não foi estabelecido (El-Eti-i et

al., 1993).

Os efeitos da pilocarpma sobre o sistema dopaininérgico são opostos

de acordo com o tipo de receptor ativado. Receptor Dz, mas não D], tem

atividade anticonvulsivante mduzida por eletrochoque ou por

petilenotetrazol em roedores (Barone et al., 1990a;b).

Al-Tajir e colaboradores (1990a;b;c) estudaraiïi a expressão das

convulsões motoras, e demonstraraiTi que receptores Di e D^ medeiam

efeitos pró-convulsivantes e anticonvulsivantes em ratos ü-atados com

pilocarpina, respectivainente.

Cavalheiro e colaboradores (1994) mosti-aram que há um aumento na

concenta'acao e lima diminuição da taxa de metabolização da dopamina,

sugerindo que a liberação de dopaiiiina no hipocampo pode estar diminuída

durante o estado epiléptico, período silencioso e no período crónico do

processo convulsivo.

El-Etri e colaboradores (1993) demonstraram efeitos centrados no

locus cereleus, portanto, sugere-se que após as convulsões e estado

epiléptico as alterações nos níveis dos neurotransmissores nas áreas

cerebrais podem ocorrer de forma diferente.

As diferenças observadas no efeito da pilocaipina sobre os níveis de

dopamina podem ser explicadas pelas características particulares das

inervações do sistema dopaiTiinérgico em cada uma de suas regiões. O

f. :' ?üNivissiftsH n^ini 11" u
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sistema nigroestnatal inervando o caudato-putamen tem a capacidade de
regular, por si só, a síntese de dopamma. Com a formação de dopaiTiina
nessa região, os autoceptores, que regulam a síntese, deixarão de agir e os
níveis endógenos serão mantidos de fonna constante (Stephen & Corcoran,
1979).

A administração aguda de pilocarpina produz um auinento na
atividade motora e uma concomitante diiYÚnuição na dopaiTiina esfa'iatal. O
sistema dopainmérgico é, particulanïiente, interessante, no que se refere aos
seus efeitos no processo convulsivo, já que a ativação dos receptores Di e
DZ produz repostas opostas para a atividade epiléptica.

O lüïiiar das convulsões é inversamente proporcional ao conteúdo
nigroestnatal de dopamma. A depleçâo da dopamina é UITI bom índice de
resistência as convulsões (Barone et al., 1990a). Altos níveis de dopamina
no cérebro podem induzir convulsões em diferentes espécies de animais
(Kilian & Frey, 1973; Anlezark & Meldrum, 1975; King & Bumham,
1980; Quesney, 1981). Por outo-o lado, uma redução na concentração de
dopamina cerebral foi vista nas proximidades de um foco epiléptico (Mori
et al., 1987) e no fluído cerebrospinhal de epilépticos (Hirai-natsu et al.,
1982). Esses achados sugerem que a resistência de um animal para
desencadear convulsão depende mai-cadamente do balanço da atividade
dopaininérgica no cérebro.

Estudos realizados por Barone et al. (1990a) caracterizando os
efeitos dos agonistas dopaiTiinérgicos sobre os receptores dopaminérgicos
DI e D2, mostoraram que o ü-atamento com SKF38393 (agonista
dopaiTiinérgico) auiiienta a atividade dopaminérgica Di, provavelmente
através de uma açâo direta ou indireta sobre as proteínas G acopladas ao
receptor, podendo refletir alterações no processo de acoplamento e/ou na
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capacidade das proteínas G, uma vez ativadas, de estimulareni a adenilil
ciclase e aumentarem o nível de AMPc intoracelular.

O sistema dopaininérgico parece exercer um papel regulatório na
atividade epüeptogêmca cerebral (Anlezark & Meldmm, 1975; Engle &
Shaq)less, 1979; Loscher & Czuczwar, 1986; Turski et al., 1988; Warter et
al., 1988; Al-Tajir et al., 1990a,b; Barone et al., 1990a,b; Marmho et al-,
1997).

O mecanismo de ação e a área cerebral afetada pela dopamina para
controlar a propagação das convulsões ainda não forain detenïiinados, mas
acredita-se que receptores Di localizados em várias estruturas cerebrais
podem controlar a propagação da atividade convulsiva.

A dopaiiiina exerce seus efeitos no cérebro, principalmente, através
dos receptores D] e Dz (Seeman et al., 1981). Esses dois subtipos de
receptores interagem cooperativamente para controlar o comportamento
motor nonnal, mas a maneira pela qual influenciam na propagação das
convulsões ainda não foi estabelecida (Waddington & 0'Boyle, 1989).

Utilizando altas doses de pilocaq)ina como modelo de epilepsia,
diferentes drogas dopaminérgicas foraiïi estudadas (Turski et al., 1988; Al-
Tajir et al., 1990a,b; Barone et al., 1990a,b). A estimulação de receptores
dopaminérgicos do tipo Di parece potencializai-, enquanto, que o bloqueio
desses receptores previne as convulsões induzidas por altas doses de
pilocarpina. O inverso parece ocorrer com os receptores D2 (Barone et al.,
1991).

O modelo de epilepsia induzido por pilocarpina em altas doses,
auxiliará no esclarecimento das ações do sistema dopamiiiérgico, como
também sobre a participação de outros sistemas, tais como serotonérgico,
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 serotoaérgico

Alguns estudos sugerem o envolvimento do sistema serotoiiérgico na

manutenção e/ou propagação da epilepsia hmnana (Peroutka, 1988). O
sistema serotonérgico tem como neurotransmissor a serotonina (5-HT). A

5-HT é um importante neurotransmissor inibitório em muitas áreas do

Sistema Nervoso Central (SNC) (Julius, 1991).

A estimulação imbitória induzida pela 5-HT ocorre ati'aves da
ativação de muitas vias da 5-hidroxitonptaiïiina (5-HT) em neurônios da rafe
ou nas regiões da parte superior do tronco cerebral (Peroufka, 1988). A 5-
HT está presente em fibras não-mielinizadas que inervam difüsainente

muitas regiões do SNC, mas a sua densidade de inervação é diferente para
as áreas cerebrais (Peroutka, 1988). Os receptores serotonérgicos,

principalmente o 5-HT] exercem efeitos predominantemente inibitórios e
estão relacionados com o humor e o comportamento (Cooper et al., 1991).

Acredita-se que a maioria dos efeitos de ativação serotonérgica no cérebro
é provavelmente devido à estimulação dos receptores serotonérgicos do

tipo 5-HTiA.

Os receptores serotonérgicos são amplaiTiente distribuídos em todo
corpo e exercem inúmeras funções 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
muscarínicos (5-HTiA, 5-HTiB, 5-HTiD, 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C, 5-HT3, 5-
HÏ4) (Hartig., 1989). Esses receptores encontram-se distribuídos no SNC
de forma diferenciada e divergem quanto ao mecanismo de ativação. Os
subtipos 5-HTiA, 5-HTiB e 5-HTio, agem por inibição da adenilil ciclase
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(AC), dimmuíndo os níveis de AMPc. Já os subtipos 5-HT2A, 5-HTzB e 5-
HTzc transmitem sinais aü-avés da mobilização de Ca" no SNC (Hartig.,
1989).

Um deteniiinado estímulo faz com que o receptor ative uma enzima
efetora, a fosfolipase C (PLC), através de uma proteína Gs (Elgoyhen et al.,
2000). A PLC promove uiïia cascata de eventos, finalizando com a
produção de dois segundos mensageiros, o inositol 1,4,5-trifosfato (IPs) e
1,2-diacilglicerol (DAG) que vão transniitir a infonïiação do receptor para
o interior da célula.

O subtipo S-HTs é um canal iônico, receptor do tipo l,enquanto que,
o 5-HÏ4 age por estimulação da adenilil ciclase (AC), aumentando os níveis
de AMPc. O Quadro 7 sumariza as informações gerais sobre a serotonina
e o Quadro 8 sobre os receptores serotonérgicos.
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Quadro 7- Precursores e enzimas envolvidas na síntese è na
metabolização da serotonina (5-HT), e metabólitos formados

SEROTONIJSA

Precursor Triptofano (a) -^ 5-hidroxitoptofano

5-hidroxitriptofano (b) -^ 5-HT

Enzima sintetizadora (a) Triptofano 5-hidroxilase

(b) L-descarboxilase

EDzüna metabolizadora MAUA (monoamino-oxidase)

Metabólitos 5-HIAA (ácido 5-hidroixindolacético)

5-HTOL (5-hidroxitriptofol)

Fonte: Erspamer, 1978d.
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I Quadro 8 - Localização dos receptores scrotonérgicos no Sistema

Nervoso Central (SNC) e segundos mensageiros

SUBTIPOS DE
RECEPTORES

5-HTIA

5-HTiB

5-HTiD

5-HT2A

5-HT2B

5-HT2C

5-HTs

5-HÏ4

LOCALIZAÇÃO

SNC

SNC

SNC
Vasos sangumeos

SNC
SNP

Musculatura lisa

Fundo gástrico

SNC
Plexo coróide

SNP
SNC

SNP (TGI)
SNC

SEGUNDOS
MENSAGEIROS

4. AMPc

4<AMPc

4.AMPC

IP3+DAG

IP3+DAG

IP3+DAG

Canal iônico

tAMPc

Abreviaturas:

(T): aumenta e (4') diminui a concentração;
IPs: trifosfato de inositol; DAG: diacilglicerol; AMPc: adenosina

monofosfato cíclico; SNP: sistema ïiervo periférico; TGI: trato

gastrointestinal;

Fonte: Cooper et al., 1991.
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4.2. O envolvimento da püocarpina com o sistema serotonérgico

O início das convulsões pode ser produzido através da estimulação
da atividade colinérgica endógena (Jope et al., 1986 e 1992; Momsett et al-,

1987a; Marinho et al., 1998).
O processo convulsivo decorrente do ti-atamento de ratos com

pilocarpma, agonista colinérgico, em doses convulsivas, parece interagir
com o sistema serotonérgico, uma vez que a ativação do receptor
serotonérgico do tipo 5-HTi pode inibir a estimulação colinérgica
(Peroutka, 1988), sendo, assim, um mecanismo compensatório para inibir
ou cessar as convulsões.

A pilocarpina também altera os níveis do neurotransmissor

serotonérgico. Associado às convulsões induzidas em ratos pela
adiTiinistração de agonistas colinérgicos (principahTiente pilocarpina) está o
aumento observado na concentração da serotonina durante as 24h da fase

aguda das convulsões (El-Etri et al., 1993).

A pilocaq)ina modifica também a concentração de outros

neuroti-ansmissores (acetilcolina, noradrenalina, dopamina, glutamato e
GABA), sendo üiiportante mil estudo mais detalhado para uma melhor
compreensão da participação das monoaniinas no processo convulsivo
(Michotte et al., 2000; Delorenzo et al, 2000; Raol et al., 2001).

ÜN!V^§!?&9^ ?SÜ[Uk. üü UftKA
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5. Modelos colinérgicos de convulsão

Em condições fisiológicas, a estünulação colinérgica mduzida por
ACh é importante para os processos cerebrais como memória e
aprendizagem (Bartus et al., 1982). Contudo, a acetilcolina em alta
concentração, como ocorre depois de uina exposição por organofosforados,
que são agentes anticolinesterásicos ou colinérgicos indiretos, apresenta
intensos efeitos sobre a energia celular (Pazdemik et al., 1985; El-Etri et al,
1993) e metabolismo dos fosfoinositídios (Flynn & Weaker, 1987; Marinho
et al., 1998; Chamberlain et al., 2000).

Essas mudanças estão associadas a uma hiperexcitação elétrica dos
neurônios (Konopacki et al., 1987; Morrisett et al., 1987a,b), e
frequentemente são acompanhadas por convulsões (Oüiey et al., 1986;
Momsett et al., 1987a,b e 1992; Piredda & Gale, 1985; Jope et al., 1987;
Savolamen et al., 1988a,b; Turski et al., 1983a,b,c).

A ACh, os anticolinesterásicos e análogos da ACh são efetivos
agentes epileptogênicos quando aplicados mtracerebralmente (Cavalheiro
et al., 1983; Cohen et al., 1981; Olney et al., 1983) ou sistemicajTiente
(Lundy & Shaw, 1983; Turski et al., 1983d; Cavalheiro et al, 1996 e
1999). Injeções dü-etas na aimgdala (Turski et al., 1983b) e no hipocampo
(Turski et al., 1983c) de agonistas colinérgicos muscarínicos e
colinomiméticos, em ratos, mostrain ocorrências eleti-oencefalográficas e
comportamentais de convulsões límbicas acompanhadas por lesões
cerebrais semelhantes àquelas produzidas por ácido caínico (Ben-Ari et al.,
1980;1981) e folatos (Ohiey et al, 1986).

A hipótese da participação do sistema colinérgico na propagação das
convulsões é dada através de estudos demonstrando que lesões dos
neurônios colinérgicos na substância inoiTunata, mibem a produção de
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convulsões estimuladas eleti^camente, na amígdala (Kimura et al., 1981). A

atropina, um antagonista muscarínico, suprimiu a propagação das

convulsões estimuladas na amígdala (Marinho et al., 1997), enquanto que,

injeções locais de colinoiTiiméticos intensificaram a atividade convulsiva

hipocainpal (Burchfíeld et al., 1979).

A pesquisa sobre epileptogênese colinérgica tem favorecido o

conhecimento das propriedades excitatórias da ACh (Oüiey et al., 1986;

Savolainen & Hirvonen, 1992). Vários modelos animais de convulsões

induzidas por agentes colinérgicos têm recentemente sido desenvolvidos

para explorar esses mecanismos e o papel do sistema colinérgico cerebral

na fisiopatologia da epilepsia humana (Ohiey 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 convulsão com lítío e pilocarpina

O lítio é capaz de potencializar in vivo a ação da físostígmma, e ratos

tratados com lítio e colinomiméticos apresentam convulsões (SaiTiples et

al., 1977; Davis & Hatoun, 1980). Em colaboração a esses dados, foi

descrito um modelo de estado epiléptico que era produzido pela

admmistração de pilocarpma em ratos pré-tratados com lítio (Jope et al.,

1986).

A administração de doses subconvulsivas de pilocarpina (30mg/Kg,

por via subcutânea) 24h depois de cloreto de lírio (3mEq/Kg, via

intraperitoneal) resulta em convulsões (Jope et al., 1986; Marinho et al.,

1998).

As alterações comportamentais dos animais que exibem convulsões

com lítio-pilocarpina são semelhantes àquela 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 5 a 10
minutos depois da injeção de pilocarpina, de sinais colinérgicos periféricos
(piloereção, salivação, cromodacriorréia, ti-emor e diarreia).

Os sinais colinérgicos persistem cerca de 20 minutos depois da
injeção, mas tendem a diminuir com a manifestação das outras
características da síndrome. Quase que paralelainente às manifestações de
estimulação colinérgica, surgem os comportamentos estereotipados
incluindo movimentos orais, aumento na mastigação, cheirar, coçar e
tainbém de ranger os dentes e balançar a cabeça.

A segunda fase ocorre dentro de 20 a 30 minutos depois da
administração da pilocarpina, sendo caracterizada pela ocorrência de
convulsões que se iniciam com um notável aumento nas ações de cheirar e
mastigar, associados aos olhos cintilantes e balanço da cabeça dos animais,
progredindo, denti-o de 5 a 30 segundos, para conti-ações das extremidades
superiores, desenvolvendo o ato de empinar-se e uma subsequente queda
ocasional, devido à perda de equilíbrio.

Os episódios de convulsões recorrentes aparecem cerca de 35
mmutos depois da administi-ação da pilocarpina, progredindo para o estado
epiléptico e morte dos animais dentro de 24 horas (Marinho et al., 1997 e
1998).

5.2. Modelo de convulsão com pilocarpina em alta dose

Em roedores, a administração sistémica de altas doses de pilocarpina
produz convulsões e subsequente desenvolvünento de estado epi]éptico
(Turski et al., 1983a,b e 1989; Persinger et al., 1993 e 2001), acompanhado
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por lesões cerebrais que são semelhantes, em muitos aspectos, às lesões

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) demonstrarain que a injeção sistêiruca de

pilocarpma (300 - 380 mg/kg), por via intraperitoneal, é capaz de produzir

automatismo facial, e convulsões motoras límbicas que se desenvolvem

após 30 minutos e progridem para o estado epiléptico.

A adiiúnistração sistémica de pilocarpina (400mg/Kg, subcutânea,

s.c., P400), um potente agonista colinérgico muscarínico, produz mudanças

comportamentais semelhantes à observada no modelo com lítio-pilocarpina

e eletroencefalográfícas nas convulsões límbicas em ratos. Estas

convulsões são acompanhadas de danos cerebrais que topograficainente se

assemelham às produzidas por KA (ácido caínico) e folatos (Olney et al.,

1983), sendo também frequentemente é observado na autópsia de humanos

epilépticos (Corsellis & Bruton, 1983).

Vários estudos utilizam metilescopolamina (Img/Kg), 30 mmutos

antes da adminisü-ação de pilocarpina, com a intenção de reduzir os sinais

colinérgicos periféricos (Cavatheiro et al., 1996 e 1999). No entanto, em

nossos experimentos, não foi adotado este procedimento a fim de se evitar

possíveis alterações neuroquínücas e metabólicas, que prejudicariam a

interpretação e análise dos dados devido à adininistração de mais mna

droga ao animal.
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Várias pesquisas têm sido realizadas, utilizando os modelos de
convulsão (lítio-pilocarpina e pilocarpina em alta dose) com o objetivo de
caracterizar o modelo, investigar a fisiopatologia, identificar agentes
terapêuticos para a epilepsia (Kulkami & George, 1995 e 1996; Fujikawa,
1995 e 1996; Costa-Lotufo et al., 2002).

Neste mesmo sentido, Alterações comportamentais, histopaïológicas
e neuroquímicas em ratos adultos durante a fase aguda da convulsão
induzida por pilocarpina, também foram estudadas utilizando o modelo
pilocarpina em alta dose (P400). Os animais foram tratados com uma única
dose de cloridrato de pilocarpina (400mg/kg, subcutânea, s.c.), e
observados por l e 24h, sendo sacrificados após o período de observação
aqueles que apresentaraiTi convulsões, estado epiléptico e que sobreviveram
ao ti-ataiïiento.

Estudos comportamentais, histopatológicos e neuroquímicos foranri
realizados nesses animais com a fmalidade de fornecer subsídios para
esclarecer a fase aguda do processo convulsivo.
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OBJETIVOS

O mecanismo do processo convulsivo ainda não foi completainente

esclarecido. Dessa forma, com o intuito de investigar a fisiopatologia das

convulsões, decidiu-se estudar as convulsões induzidas por pilocarpma em

alta dose (400mg/Kg; P400) em ratas adultas fêmeas com 2 meses de idade

que apresentaram convulsão, estado epiléptico e que foram sacrificadas

após l e 24h de observação, ati'aves dos seguintes aspectos:

^ Estudo comportamental dos animais adultos tratados com

pilocarpina;

^ Estudo da latência das convulsões e na instalação do estado

epiléptico;

J2á Análise histopatológica das áreas cerebrais dos animais adultos

tratados com pilocarpina;

^ Determinação da atividade enzimática da acetílcolinesterase

(AChE) em corpo estriado de ratos adultos;

IJNiVtiB'tii^iH HtíÍkAÍ. é^i i,U-->
Êi§ll9TEU N EJÊNCÍÃS DA HOP?
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J^ Determinação da densidade máxima dos receptores colinérgicos

muscarínicos (Mi+Mz) e dopaminérgicos (RDi- e RDz-símile);

J2^ Determinação dos níveis das monoaminas: dopamina (DA), 5-

hidroxitriptamina (5-HT) e seus metabólitos: ácido 3,4

dihidroxifenüacético (DOPAC), ácido homovanílico (HVA) e

ácido 5-hidroxiindol-3-acético (5-HIAA);

^$ Determinação da taxa de metabolização das monoaminas:

dopamina (DA) e 5-hidroxitriptamina (5-HT);



f

35

MATERIAL E MÉTODOS

l. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar fêmeas 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 Ceará.

Durante todos os experimentos, os anüiiais forain mantidos em

gaiolas plásticas com no máximo 6 animais, em condições ambientais
semelhantes, com ciclo claro/escuro alternado de 12 horas, recebendo ração

padrão tipo Purüia e água ad libitum.

2. Tratamento dos grupos experimentais

2. l. Preparo da droga e tratamento dos animais

O Cloridrato de pilocarpina (Sigma Chemical Co., USA) foi

dissolvido em água bidesülada, obtendo-se a concenti-ação fmal 400

mg/mL.

Os aniiiiais foram ti-atados com pilocarpina 400mg/Kg, via

subcutânea e observados por l e 24h após a admmisüração. Os conü-oles
foram ti-atados com salma NaCl 0,9%. O Quadro l sumariza os protocolos

experimentais de tratamento e observação.

Após l e 24h da administi-ação de pilocarpina, os animais que

apresentaram convulsões, estado epiléptico e sobreviveram ao ti-atainento
foram sacrificados, seus cérebros removidos e o corpo estriado dissecado

sobre gelo e armazenado em condições apropriadas para estudos
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neuroquímicos. Com relação aos estudos histopatológicos, os cérebros

foram colocados diretamente em formalina a 10%.

ft
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2.1.1. Protocolo experimental realizado com ratas:

O Quadro l apresenta o resumo esquemático dos protocolos

experimentais utilizados para o estudo. No protocolo l, as ratas adultas

foram tratadas com uma única dose de pilocarpina (400mg/Kg, s.c; P400),

ou com NaCl 0,9% (controle) e observadas durante Ih após a administração

e, em seguida, sacrificadas. Por sua vez, no protocolo 2 as ratas adultas

foram tratadas também com uma única dose de pilocarpina (400mg/Kg, s.c;

P400), ou com NaCl 0,9% (controle) e observadas durante 24h após a

adininisti-ação e, em seguida, sacrificadas.

O Quadro l sumariza os protocolos experimentais de tratamento

Quadro l - Protocolos experimentais de tratamentos dos animais

Pilocarpina
400mg/Kg, s.c.

Protocolo l

Período de observação
l.h após a administração

ç- •i

/i_K

Sn r^
v

Protocolo 2

Período de obsei'vacao
24 h após a administração

SACRIFICADOS

^
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3. Materiais utilizados nos experiinentos

^ Agitador de tubos (modelo 251, FANEN, São Paulo, Brasil);

^ Balança analítica (modelo H5, Mettler, Suiça);

^ Banho maria (FANEN, modelo 102/1, SP, Brasil);

^ Centrífuga (modelo J-21C, Beckinan, CA, USA);
^ Contador de Cintilação Líquida (modelo LS 100, Beckinaii,

Fullerton, CA, USA);

^ Contador de Cintilação Líquida (modelo LS 6500, CA, USA);
^ Cubetas de plástico para leitura em espectrofômetro (Sarstedt,

Alemanha Oriental);

^ Espectofômetro (modelo DU 640 B, Beckman, CA, USA);

^ Equipamento de Millipore para filtração à vácuo (Millipore

apparatus, Bedford, MA, USA);

^ Estufa de secagem e esterilização (modelo 315 SE FANEN, SP,

Brasil);

^ Frascos de vidro para contagem de cintilação (yials, Beckman,
Fullerton, CA, USA);

^ Homogeneizadores (Bellico, USA);

^ Guilhotina (Harvard, USA);

^ Micropipetas (H,E. Pedersen, Dmaiiiarca)

^ Medidor de pH, modelo B3 74 (Micronal, SP, Brasil);

^ Cortador (aparelho para obtenção de fatias de tecidos frescos,
desenvolvido no Laboratório de Fannacologia-bioqiumica do

Departainento de Fisiologia e Fannacologia da Universidade Federal

do Ceará);

^ Carbogênio (tubo contendo 5 % COz + 95 % Oï);
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^ Microscópio ático (Nikon, t^/pe 119, binocular);
^ Micrótomo (820 Spencer, American Optical Corporation);
^ Centrífuga refiigerada (modelo Eppendorf);
^ Filtros de fíbra de vidro (GF/B Whatinan, Maidstone, England);
^ Homogeneizadores (Bellico, EUA);
v Equipamento de HPLC-Cromatografía Líquida de Alta Performance-

Detector eletroquüiuco (Shimadzu, Japão), constanto de: Detector
eleti-oquímico ÇVtodelo L-ECD-6A; Shimadzu, Japão) e Eletrodo de
carbono (Shimadzu); Degaseifícador (DGU-2A Stímadzu , Japão);
Integrador (C-R6A Chromatopac, Shimaàzu, Japão);

^ Injetor (Shimadzu Corp., Japan);
^ Micropipetas (H,E. Pedersen, Dinamarca);
^ Medidor de pH, modelo B374 (Micronal, SP, Brasil);
^ Sonicador (Modelo PT 10-35. Brinkinann Instruments Inc. N Y,

EUA).

^
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4. Estudo comportamental

Os animais tratados e controles forain divididos em gaiolas contendo
no máximo 6 animais e colocados em ambiente reservado, sendo feita à

observação direta. Todos os gmpos experimentais foram observados após a

administração da pilocarpina, de acordo com o tratajinento previsto,
perfazendo mn total de Ih e 24h de observação. No período notumo os
aniiTiais foraiïi obseivados a cada l hora.

Os seguintes parâmetros foram obsen/ados: presença de sinais

colmérgicos periféricos (SCP), tremores, movimentos estereotipados,

convulsões motoras, desenvolvimento ou não de estado epiléptico e número

de animais que morreram em cada grupo.

O Quadro 2 apresenta estes parâiTietoros juntainente com suas

características, segundo descrito previainente por Arnold et al., 1973 e
Turski et al., 1983a;b e 1984. Depois do período de observação, os animais
forain sacrificados, os cérebros removidos, sendo dissecado o corpo

estriado para a realização de estudos específicos, tais COITIO, análise

histopatológica e estudos neuroqumücos.

^'
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Quadro 2 - Parâmetros comportamentais observados após tratamento
agudo com pilocarpina 400mg/Kg

PARÂMETROS CARACTERÍSTICAS

Sinais colinérgicos periféricos
(SCP)

iiuose, cromo dacriorréia, piloereção,

diarreia, salivação e diurese.

Treniores

Movünentos estereotipados

(ME)

aumento das atividades de roer, coçar-se,

mastigar e wet-dog shakes (ato de sacudü-
- semelhante a um cachorro molhado).

Convulsões tônico/clônica coin ou sein rearing ( ato

de empinar-se)

Estado epüéptico convulsões intenTiitentes

durante até 30 min

Número de animais que

morreram em cada grupo

determinado durante o período de l h e 24
horas depois da administração da

pilocarpina

Fonte: Turski et al., 1983a;b e 1984.
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5. Detenninação da Atividade Acetilcolinesíerásica (AChE)

5.1. Método

A atividade acetilcolinesterásica foi deteniiinda segundo EUman e

colaboradores (1961), tendo como priüdpio à medida da velocidade de

produção de tiocoliua à proporção que a acetiltiocolina (ATC), utilizada

como substrato é hidrolisada.

Isto é acompanhado pela reação coütínua do tiol com o íon 5:5-

ditiobis-2-nitrobenzoato (l) para produzir o ânion aiiiarelo do ácido 5-tio-2-

nitoro-benzóico (H), cuja coloração é medida em 412 nm, através de um

espectrofotômetro Beckman DU, o que penTiitiu leituras automáticas em

sistema digital e forneceu maior sensibilidade.

A atividade eDzimática é medida através da leitura da variação da

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

pelo menos 10 minutos. A aüvidade específica foi expressa em nanoiiio]es

de ATC hidrolisados por miligrama de proteína por minuto (nmoles/mg de

proteína/min).
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5.2. Soluções Reagentes

Foram utilizadas as seguintes soluções reagentes:

tí> Tampão fosfato de sódio

NaH2P04H20 (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) 0,1 M em água
bidestilada, pH 7,0.

t!> Solução de iodeto de acetíítiocolina

ATC (Sigma, S ï. Louis, MO, EUA) 75 mM em água bidestilada.

tí>Solução de ácido 5:5-ditiobis-2-nitrobenzoato

- DTNB (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 10 mM em tampão fosfato de sódio.
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6. Estudo Iiistopatológico

6.1. Procedimento experimental

Os cérebros de ratos tratados e controles foraiii submetidos à análise
histopatológica. Os animais foram observados durante Ih e 24 horas. Os
animais que apresentaram convulsão, estado epiléptico e sobreviveram
após os respectivos períodos de observação foraiïi decapitados, os cérebros
removidos e fixados em fonTialina a 10% por 72 horas. Cortes sagitais,
feitos em intervalos de l mm, forain obtidos a partir de um corte inicial
próximo aos corpos mamilares.

Para o estudo microscópico, secções de 10 p, foram feitas, coradas
em Hematoxilina-Eosma, e analisadas com auxílio de um microscópio
óptico. As áreas cerebrais foram observadas e classificadas de acordo com
o Atlas de Paxinos &Watson (1986).

Para a análise das lesões cerebrais, foram observados os seguintes
parainetros: aspectos nonïiais semelhantes aos controles ou a presença das
células tumefeitas, atrofiadas, núcleos picnóticos, morte neui-onal, gliose e
vacuolização.

O grau de lesão foi expresso através de uma escala percentual de O
(nenhum) a 100 (total) para cada estrutura exaininada (Peredery et al.,
1992; Bureau et al., 1994). Os animais foram definidos como tendo lesão
cerebral quando havia pelo menos 50% de alteração em uma ou mais
estmturas.
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6.2. Método de coloração

O método de coloração utilizado para a análise histopatológica dos

tecidos cerebrais foi o que usa coino corante a Hematoxilina-Eostna (HE).

As soluções utilizadas e as etapas do método encontrain-se sumanzadas no

Quadro 3.

Quadro 3 - Coloração em Hematoxilina - Eosina (HE)

MÉTODO: HEMATOXILINA - EOSINA

CORANTE

Hematoxilina - 7 g - Eosina - 0,5 g

álcool absoluto - 50 a 80 inl.

alúmen de potássio amónio - 100 mL

água destilada q.s.p - 100 mL

óxido ainarelo de mercúrio - 2,5 g

água destilada q.s.p -1000 mL

ETAPAS

l. desparafínização do material por

10 min

6. eosina por l min

2. álcool: 70, 80 e 96% 7. lavagem com HsO

3. lavagem com HsO 8. álcool: 70, 80 e 96 %

4. hematoxilma por 5 ITULU 9. clarear material com xilol HzO

5. lavagem com água destilada 10. montar lâininas (lamínulas

bálsamo do Canada)



^

46

",

7. Dissecação das áreas cerebrais

Os animais foram decapitados com uma guiUiotma (Harvard, USA)
e, em seguida, os encéfalos foraiu rapidamente retirados e colocados sobre
papel alumínio numa placa de petri com gelo.

Acompanliando a físsura sagital media.na, a camada cordcal cerebral
foi retirada das leptomeninges com o auxíüo de uma pinça reta de
microdissecação, a qual, progredindo delicadamente e tangencialmente aos
ventrículos laterais, divulsionou o córtex em toda a sua extensão fi-onto-

occiptal. O córtex já divulsionado foi rebatido para os lados, expondo parte

do hipocampo que, com divulsionamento, foi descolado e retirado.
O coi-po estriado (caudado, putâiuen e globo pálido) foi isolado das

estruturas circunjacentes por divulsionamento com uma tesoura de
microdissecação, sendo a sua retirada orientada pelo diâinetoro da porção
tuberosa visível desses núcleos, após o rebatimento lateral do córtex

(Figura l).

X--*ïaf~ÍMïíSyi^u^i^Hiü^.rïïTiiTTTr
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Figura l- Dissecação cerebral mostrando a retirada do corpo estriado de

rato adulto.

Após o ténnino da dissecação, cada área foi colocada em papel de

alumínio devidamente identijScado, pesada e conservada a -80°C para uso

posterior. Quando as áreas foram estocadas dm'ante um certo período de

tempo (no máximo 2 meses), os tecidos foram considerados como tendo a

mesma viabilidade para experiinentação daqueles que foram ensaiados

imediatamente ou 24 h após a dissecação (Burke & Greenbaun, 1987;

Fielder et al, 1987).
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8. Determinação da densidade de receptores muscaríïiicos

8.1. Método

A densidade de receptores muscariiiicos (Mi+Mz) foi deteniiinada
através de ensaios de hinding, executados em homogenatos cerebrais,
utilizando-se o ligante específico H-N-metilescopolamina ( H-NMS, 85
Ci/mmol-New England), de acordo com método previaiiiente descrito
(Dombrowski et al-, 1983).

A H-1SMS Uga-se a sítios específicos dentre os quatro primeiros
segmentos transmembrana dos receptores muscarüiicos que existem nos
fragmentos de membranas dos tecidos homogeneizados. Desse modo, o
ligaate tntiado marca especificaiTiente os receptores colinérgicos presentes
no tecido estudado.

A atropina é um outro antagonista clássico utilizado nos "brancos"
dos ensaios para detenTiinar a radioatividade de background ou ligações
não específicas. A atropina, acrescentada em concentração muito maior do
que a da 3H-NMS, interage, seletivamente, com os mesmos sítios de
ligação do receptor, deslocando e deixando livre toda a droga
radioativaiTiente marcada, que é logo depois filtrada. A radioatividade
contida no filtro é, então, contada por emulação líquida.

8.2. Procedimento experimental

Teniiiiiada a dissecação das áreas cerebrais em gelo, como
mencionado anterionnente, forain feitos homogenatos a 10% de corpo
estriado (CE) em tampão fosfato de sódio, 150 mM, pH 7,4.

\
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Rapidamente, os homogenatos contendo 130-160 p.g (Íe proteína
foram mcubados em tampão fosfato de sódio contendo 2,35 nM de 3H-
NMS, na presença ou na ausência de sulfato de atropina 12,5 ^M em um

voliune final de 0,2mL, para experimentos de pontos uaicos. Para
experimentos de saturação o ligante foi utilizado em concentrações que
variavam entre 0,0031 e 5,95 nM.

Após mcubaçâo a 37°C por 30 minutos, a reação foi tenninada por
filtração à vácuo através de filtros Whatinan GF/B. Os fíltros forain lavados

três vezes com 4 mL de solução salina 0,9 % gelada, secos a 60°C por no
mínimo 2 h e colocados em frascos de vidro (vials) com 3 mL de um

coquetel de cintilação líquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilação líquida

Beckiuan LS-100 com uma eficiência de 67%. A ligação específica foi

calculada como a ligação total menos a ligação não-específíca feita na
presença de afropina 12,5 uM. Os resultados para a densidade máxima de
receptores (Bmax) e para a constante de dissociação (Kd) foram expressos
em fentomoles por miligrama de proteína e nM, respectivaiTiente. A
concentração de proteína foi determinada segundo o método de Lowry et
al. (1951), utilizando-se albumina sérica bovma (BSA) como padrão.

;1
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8.3. Soluções reagentes

As seguiates soluções reagentes foram empregadas nessa técnica:

tí> Solução estoque de 3H-N-metiI-escopolamina (3H-NMS)

Cloridrato de H-NMS (85 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston,
MA, USA), em tainpão fosfato de sódio 150 mM, pH 7,4 para obter una
solução de concentração de 23,52 nM.

tí> Solução estoque de atropina

Sulfato de atropina (Sigina, St. Louis, MO, USA) em água

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

*ï> Tampão fosfato de sódio

NaH2P04 (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) foi dissolvido em água
bidestilada, para obter luna solução 150mM e o pH foi ajustado para 7,4
com solução de HC1 IN (Merck, Rio de Janeiro, Brasil).

tí> Coquetel de cintilação

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

USA).
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9. Dcícrniiïiação da densidade dos Receptores Dopamincrgicos

A determinação dos receptores dopaininérgicos foi feita através de

ensaios de binding executados em homogenatos cerebrais, variando os

seguintes parâmetros:

tí> Receptores Di-símile

Foi utilizado o ligante específico [3H]-SCH 23390 (87,0 Ci/mmol -
New England Nuclear, EUA), de acordo CODI método previaiiiente descrito
(Meltzer et al., 1989).

^> Receptores D2-símile

r3iFoi utilizado o ligante específico [JH]-espiroperidol (114,0 Ci/mmol

- New England Nuclear, EUA), segimdo mna adaptação do método

previamente descrito (Kessler et al., 1991 e Meltzer et al., 1989).

9.1. Método para os receptores dopaminérgicos (RDi e RDz)

9.1.1. Método

O [3H]-SCH 23390 é um antagonista dopaiïiinérgico que possui alta
afímdade pêlos receptores Di-sínule. O ligante [3H]-espiropeiidol é um
antagonista dopainuiérgico que possui alta afínidade pêlos receptores Dz-
símile, possuindo também afinidade pêlos receptores serotonérgicos do tipo
5-HT2 (Kessler et al., 1991). Para bloquear os receptores serotonérgicos no
hinging de D2-símile, foi utilizado iun antagonista especíj5co, a mianseriiia.

^wmf^^ïT^~ïTÏÏïïTi
S15UOTIGA DE CtJ^iT's'n: ;!^pi
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A dopamina, um agonista dopaminérgico, foi adicionada, na fonna
não marcada^ nos brancos dos ensaios para receptor D] para detenninar a
radioatividade de background ou ligações não-específicas, em mna
concentração elevada para interagir com os mesmos sítios de ligação do
receptor, impedindo assün a ligação do [3H]-SCH23390, que fica'livre. O
mesmo foi feito com relação ao receptor Dz, mas neste caso foi utilizado o
butaclamol, um antagonista de receptores dopaminérgicos, também com o
intuito de determinar as ligações não-específicas. Esses ligantes livres são
retirados do filtro através de lavagens sucessivas, e a radioatividade é,
então, contada por cmtilação líquida.

9.1.2. Procedimento experimental

Logo após a dissecação da área cerebral em gelo, como mencionado
anterionnente, foram feitos homogenatos a 10% de CE em tampão tris-HCl
50 mM, pH 7,4. Os homogenatos, contendo 50-100 p.g de proteína, foram
incubados eni tampão Tris-HCl modifícado (50 mM, pH 7,4). No caso dos
receptores Di-símile, o tainpão continha 0,115 a 9,2 nM de [H]-SCH
23390 para experimentos de saturação. No caso dos receptores D2-símile, o
taiïipão contiDlia 10 [iM de miatiserina (incubada por 30 minutos à
temperatura ainbiente) para bloquear os receptores serotonérgicos, e 0,09 a
4,76 nM de [ H]-espiroperidol para experimentos de saturação.

Em ainbos os ensaios, os respectivos ligantes erain incubados na

presença e na ausência de dopamina 100 p.M (durante 10 minutos), no caso
dos receptores Di, ou butaclainol 10 pM, no caso dos receptores Dz sendo o
volume final do ensaio de 0,2 mL.

Após mcubação a 37 OC durante 60 müiutos, a reação foi terminada
por filtração a vácuo através de filt-os Wliaünaa GF/B. Os discos de papel
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de filtro foraiii lavados três vezes com 4 mL de solução salina 0,9% gelada,

secos a 60 °C por no miniino 2 h e colocados em frascos de vidro (vials)

contendo 3 mL de vm coquetel de cmtilação liquida contendo toíueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilação líquida

Beckman LS-6500 com a eficiência de 61%. O binding específíco foi

calculado como binding total menos o binding não-específico feito na

presença de dopaiiiina 100 {iM ou butaclamol 10 p.M, respectivamente para

os receptores Di e Dz.

Os resultados para a densidade máxima de receptores (Bmax) e para

a constante de dissociação (Kd) foram expressos em fentomoles por

miligrama de proteína e nM, respectivamente. A concentração de proteína

foi detenninada segundo o método de Lowry e colaboradores (1951),

utilizando-se albuiTiina sérica bovina (BSA) como padrão.

9.1.3. Soluções reagentes

lí> [ Hj-espiroperidol (114 Ci/mmol, AiiiershaiTi Life Science, EUA)

5 JJ-L de [ H]-espiroperidol foram diluídos em tanipão tris-PICl, pH
7,4, de forma a obter luma concentração fínal de 43,28 nM.
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^ [3H]- SCH 23390 (87 Ci/miïiol, Amersham Life Science, EUA) •

5 ^Ll de [3H]-SCH 23390 foram diluídos em tampão íris HCl, pH 7,4
de forma a obter uma concentração fínal de 11,5 vM

^ Tampão Tris-HCl

Seis gramas de Tris-HCl (Trizina base, Sigina, Brasil) foram diluídos

em 1000 mL de água bidestilada, obtendo-se vma concentração de 50 mM.

O pH foi ajustado com solução HC1 OJN (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil)

para pH 7,4.

tí> Tris HC! modificado

Nad 120 mM; KC1 ImM; CaC12 2 mM; MgC12 l mM, NaEDTA l

mM e ascorbato sódico l mM forain dissolvidos em tainpão tris-HCl 50

mM pH 7,4

t!> Miauserina

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

foram macerados e diluídos em tampão tiis-HCl, obtendo-se uma

concentração iinal de 10 pM.
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tí> Dopamina (cíoridrato de dopamina)

l Omg de dopamina (Sigina) foram diluídas em 2 ml de tampão tris-
HC1, tendo uma concentração fíjial de 5 mg/ml. A esta solução, foi
acrescentado ácido ascórbico 0,1%.

*í> Butaclamol (Cloridrato de butaclamol)

Butaclamol (RBI, MA, EUA) foi dissolvido em ácido ascórbico a

0,1%, de fonüa a se obter uma concentoração final de 10 p.M.

lí> Coquetel de cintííação

0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxa2olil) benzeno, POPOP (Sigina, 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 (Beckiiian, Fullerton, CA,

EUA).

10. Dosagem de proteína

10.1. Méíodo

A quantidade de proteína em homogenatos de cérebro foi
detemúnada a 25 °C utilizando albmïiina sérica bovina com padrão, de

acordo com o método previamente descrito por Lowry et al., 1951, que

emprega duas reações de fonnação de cor para anaüsar a concentração

proteica fotometncamente.
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Iniciahiiente é feita miia reação de biureto de baixa eficiêDcia na qual

os ions de cobre alcalino produzem uma cor azulada na presença de

ligações peptídicas. Esta cor biureto é característica de todas as proteínas e

fornece lima cor básica de fundo para a próxima etapa de ensaio.

Depois o método emprega uma mistura complexa de sais

inorgânicos, o reagente Folin-Ciocalteau, que produz uina cor verde

azulada intensa na presença de tirosina ou toriptofano livres ou ligados às

proteínas. Como as quantidades desses dois aminoácidos são geralmente

constantes nas proteínas solúveis, com poucas exceções, a cor das reações

(verde-azulada) é indicativa da presença de proteína e a intensidade da cor

proporcional à concent-ação. Esta coloração é medida em 750 nm, através

de um espectrofotômeti-o Beckiüan DU, acoplado a um sistema de

modernização da GiJford, USA.

10.2. Soluções reagentes

*í> Reagente A

Na2C03 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2 % em NaOH

(Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasü) 0,1 N.

^ Reagente B

CuS04.5H20 a 0,5 % em NaKC4H406.4H20 (Grupo Química, Rio de

Janeiro, RJ, Brasil) a l %.

-• "I7,^FET?^^^l)l:siA\&,u ;^l n,"l"llO"ItE«" ""_(iÍiIlÍUi-siM
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ti

tí> Reagente C

Solução de cobre alcalino (24 mL do reagente A com ImL do
reagente B, misturados no momento de usar).

t!> Reagente de Folin - Ciocalteau - Fenol (Labordin, Piraquara, PR,
Brasil)

l: l em água bidestilada.

tí> Solução de albumina sérica bovina (Sigma, St Louis, MO, USA)

l mg/mL em água bidestilada.

11. Determmação de monoaminas e metabólitos com HPLC

11.1. Método

Para a detemiinação dos mveis de catecolaiTiinas, foi utilizado o
equipamento de HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
(Figura 2). Na cromatografia líquida clássica, mn adsorvente (aluinina ou
sílica) é empacotado em luna coluna e é eluído por um líquido ideal (fase
móvel). Uma mistura para ser separada é mtroduzida na coluna, e é
carregada através da mesma por um líquido eluente. Se um composto da
mistura (soluto) é adsorvido íracaniente pela superfície da fase sólida
estacionária, ele atravessará a coluna mais rapidamente que um outro soluto
que seja mais rapidamente adsorvido. Então, a separação dos solutos é

.Í
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possível se existem diferenças na adsorção pelo sólido. Os detectores
eletroquímicos raedem a condutância do eluente, ou a corrente associada
com a oxidação ou redução dos solutos. Para ser capaz de detectar, no
primeiro caso os solutos devem ser iônicos, e no segundo caso os solutos
devem ter a característica de serem relativainente fáceis de se oxidarem ou
reduzirem.

Detectores eletroquímicos que medem corrente associada com a
redução ou oxidação de solutos são chaniados detectores amperométricos
ou coulométdcos. Neste estudo, foi utilizado o tipo amperométorico que
reage com uiTia quantidade muito menor de soluto, em tomo de l %. Todas
as técnicas eletoroquímicas envolvem a aplicação de um potencial para um
eletrodo (gerahiiente de carbono vítreo), oxidação da substância que está
sendo estudada próximo à superfície do eleto'odo, seguindo a amplificação e
medida da corrente produzida. As catecolamiüas são oxidadas nos grupos
de anel hidroxil para produzir um derivado ortoquinona com a liberação de
dois elétrons.

11.2. Procedimento Experimental

Os anünais foraiïi decapitados Ih e 24h após a administração 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 ácido perclórico (HCL04) por 30 s e
centrifugados por 15 minutos em centi^íiiga refrigerada a 15.000 rpm. Uma
alíquota de 20 p.1 do sobrenadante foi, então, injetada no equipamento de
HPLC (Figura 2), para a análise quimica.

Para a análise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS(M) com
compmiiento de 25 cm, calibre 4,6 IIMII e diâineti-o da partícula de 3 |jm, da
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Shimadzu-Japão, foi utilizada. A fase móvel utilizada foi coinposta por
tampão ácido cítrico 0,163M, pH 3,0, contendo ácido octanosulfônico
sódico, 0,69 M (SÓS), como reagente fonnador do par iônico, acetonitrila 4
% v/v e tetrahidrofurano 1,7 % v/v.

DopaiTiina (DA), ácido düdroxifenilacético (DOPAC), ácido
homovamlico (HVA), serotonina (5-HT) e ácido 5-hidroxiindolacético (5-
HIAA) foram eletromcaiiiente detectados usando lun detector
amperométdco (Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Japão) pela oxidação em
um elefa'odo de carbono vítreo fixado em 0,85 V relativo a um eletrodo de

referência de Ag-AgCl.

11.3. Soluções Reagentes

tí> Fase Móvel

Foram pesados 15,75 g de ácido cítrico (gmpo quíiTiica, RJ, Brasil) e
completado para um voliune de 400 mL com água puríssima (Milli-Q).
Esta solução foi ajustada para pH 3,0 com hidróxido de sódio 12,5 M
(Reagen, RJ Brasü). A esta solução foi adicionado o SÓS 75 mg (Sigina,
MO, EUA) e completado o voliune para 471,5 ml com água Milli-Q. Em

seguida, foi procedida a filtração e degaseifícação, e posterionnente adição
de 20 ml de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Itália) e 10 ITÚ de
tetrahidrofürano (SigiTia, MO, EUA) para um volume fínal de 500 ml.
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^ Ácido Perclórico 0,1 M

Foram adicionados 1,8 ml de ácido perclórico (Sigma, MO, EUA)

em ura. balão volmiiétdco e completado o volume para 300 ml.

tí> Padrões

Os padrões forain preparados em imia concentoração final de 4 ng de
DA, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HTAA (Sigina, MO, EUA) (Figura 3). A
partir da altura ou área dos picos desses padrões, as ainostras forain
calciúadas no prograina Microsolf Excel em uiii computar PC e os

resultados expressos em ng/g de tecido
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Figura 2 - Aparelho de HPLC com detecção de fluorescência e

eletroquímica. Laboratório de Neurofarmacologia do Departamento de

Fisiologia e Farmacologia-UFC.
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12. Análise Es ia tís fica

A análise estatística dos dados foi acompanhada por um computador

PC, utilizando o programa Jnstar. Para os dados paramétricos, o teste "t" de

Student-Neuman-Keuls foi utilizado para comparação das médias de dois

gmpos e a Análise de Vadância como post hoc para comparações

múltiplas. As diferenças foram consideradas estatisticamente signifícativas

quando p< 0,05.
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RESULTADOS t

l. Estudo comportamental

1.1. CoiüportaHiento de ratas adultas observadas durante l h e 24h

após admiiiisíração de pilocarpma.

Os estudos comportamentais foram realizados como descrito

anteriormeiite. Os resultados são apresentados como a percentagem das

alterações dos parâinetros comportainentais observados no número de

animais em parênteses.

Todos os amniais adultos tratados com dose elevada de püocarpina

(400 mg/kg, s.c; n=60), durante l hora de observação, apresentarain

sinais colinérgicos periféricos, tais como, miose, piloereção,

cromodacriorréia, salivação, diarreia, diurese, e tainbém movimentos

estereotipados, envolvendo o aumento da atividade de roer, coçar,

mastigar e ^vet-dog shakes (ato de sacudir - semelliante a um cachorro

molhado). Os tremores ocorreram em 50% (30) e as convulsões em 58%

(35) que aparecerain nos 20 minutos iniciais, sendo instalado o estado de

mal epiléptico logo em seguida, em 50% (30) dos animais, não havendo

nenhuma morte nesse gmpo (Figura l e 2).

Por sua vez, durante o período de 24 horas de observação, todos os

animais (60) apresentaram também sinais coünérgicos periféricos e

movimentos estereotipados, e 54% (32) de tremor. As convulsões

ocorreram em 75% (45) dos animais, que progrediram para o estado de

mal epüéptico em 75% (45) dos animais. Houve cerca de 63% (37) de

morte nesse grupo (n = 60) (Figura l e 2).
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Figura l - Percentagena de animais adultos que apresentarain smais

colinérgicos periféricos, tremores e movimentos estereotipados após

administração de pyocarpina 400 mg/Kg (P400)

BP4001h
•P40024h

120 ^
.«2
s
S 100 -\
E
^

80o
Q.
E
o

ï 60
io
u"

402
d)
a;
VS

^ 20
^

o
SCP Tremor ME

Parâmetros observados

Ratas Wistar fêmeas (250-280g, 2 meses) foraiii tratadas com uma única

dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n==60) e os conü-oles com salina 0,9%

(n=60). Os animais foram observados durante de l e 24h.

SCP - Sinais colinérgicos periféricos: miose, piloereção,

cromodacrion-éia, diarreia;

- ME - Movünentos estereotipados: coçar o nariz, lamber pata,

mastigação, e rearing (ato de empinar-se).
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Figura 2 - Percentagem de anunais adultos que apresentaram
convulsões, estado epiléptico, e mortalidade após administração de
pilocarpina 400 mg/Kg (P400)
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Parâmetros observados

Ratas Wistar fêmeas (250-280g, 2 meses) foram tratadas com uma única
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=60) e os conti-oles com salina 0,9%
(n=60). Os animais foram submetidos a um período de l e 24h de
observação.
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1.2. Latência das convulsões e de instalação do estado epiíéptico em
ratas adultas com 2 meses de idade tratadas com piiocarpina
400mg/Kg (P400).

A tabela l apresenta a média ± EPM da latência das convulsões e de
instalação do estado epüéptico expressas em minutos. Nos aniinais adultos
(n=22) observados após a administração da pilocarpina, a primeira
convulsão ocorreu em tomo de 35 minutos, que progrediu para a instalação
do estado epiléptico após 32 minutos do aparecimento da primeira
conviilsão, não havendo, no entanto, morte dos animais até o final da
primeira hora de observação.
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Tabela l: Latência das convulsões e de instalação do estado epUéptico

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

GRUPO Latência da Convulsão

(minutos)

Estado epiléptico

(mmutos)

Ratas adultas 35 ± 0,7 (22) 67 ± 3,5 (22)

Ratas Wistar (2 5 0-2 80g, 2 meses de idade) foram to-atadas com uiïia única
dose de pilocarpina (400mg/Kg, s.c.; n=22) e os controles com salma 0,9%.
Os animais foram submetidos a um período total de 24h de observação e
após esse período foraiii sacrificados. Os valores representain a média ±
EPM e o número de animais observados em parênteses.
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Tabela l: Latência das convulsões e de instaïação do estado epüéptico
em ratas com 2 meses de idade tratados com pilocarpina 400 mg/Kg

GRUPO Latênda da Convulsão

(minutos)

Estado epiléptico

(mmutos)

Ratas adultas 35 ± 0,7 (22) 67 ± 3,5 (22)

Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foraiii tratadas com uiiia única
dose de pilocarpma (400mg/Kg, s.c.; n=22) e os controles com salma 0,9%.
Os animais foram submetidos a um período total de 24h de observação e

após esse período foraiii sacrificados. Os valores representajn a média ±
EPM e o número de animais observados em parênteses.
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2. Análise histopatoïógica de animais aduiíos com 2 meses de
idade tratados com piíocarpina 400mg/Kg.

A Tabela 2 mostra a percentagein de animais com lesão cerebral

observada em ratos adultos com 2 meses de idade, tratados com püocarpina
na dose de 400mg/kg. Os animais tratados com dose elevada de pilocarpina
(400 mg/kg; P400; n = 6-8) apresentarain 0% e 81% de animais com lesão
cerebral, para os gmpos observados por l e 24h após a adiüÍDÍstraçâo de

P400, respectivaiTiente.

Dos seis cérebros dos animais controles submetidos à análise

histopatológica nenhuni apresentou perda neuronal, gliose e degeneração
vacuolar típica em nenhiuna das áreas estudadas (Figura 3), conio também

nenhmna outra alteração histopatológica.

Os aniinais (n=6) que desencadearaiTi convulsão, estado epiléptico e

foram sacrificados após uma hora de observação não apresentaram

alterações, apenas no hipocampo ocorreu mïia vacuolização citoplasmática
discreta nos neurônios em apenas um dos animais. Entretanto, para os oito

cérebros dos animais que também apresentaraiTi convulsão, estado
epiléptico e foram sacrificados após uma 24h de observação e foram

submetidos à análise histopatológica^ seis apresentaram perda neuronal,

gliose e degeneração vacuolar típica, afetando várias estruturas, tais como,
hipocanipo (60% de comprometimento), córtex fronto-parietal, entomnal

(56% de comprometimento para cada estmtura), corpo estriado, córtex

piriforme e substância negra (55% para cada), tálaiiio (52%), área

parasseptal (36%) e núcleo aimgdalóide (42%).
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As fotografias apresentando o corpo estriado dos ratos controles e

P400 Ih sem alterações são apresentadas na Figura 3, e o corpo eshriado
dos ratos controles sem alterações e as lesões evidenciadas em ratos adultos

observados por 24 h (P400 24h) são vistas na Figura 4.
A Tabela 3 mosüra as estmturas cerebrais mais afetadas com a

administração de pilocarpina 400mg/Kg que foram, em ordem decrescente

de comprometiinento, o hipocainpo (60%), córtex fronto-parietal (56%) e
entorrmal (56%), seguidos do córtex piriforme (55%), corpo estoriado (55%)

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

lesão cerebral após tratamento com püocarpina (400mg/Kg).

GRUPO NUMERO
TOTAL DE
ANIMAIS

^TMERO DE
ANEVIAIS

COM LESÃO

% DE ANIMAIS
COM LESÃO

Controle 06 00 00

P400 l h 06 00 00

P400 24h 08 06 81

Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) forain tratadas com uiiia única

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

0,9% {n=-6). Os anünais forain observados durante l e 24h após

adiTiinistração da pilocarpina e em seguida forain sacrificados. Os cérebros

dos animais forain retirados l e 24h depois da administração para estudo

histopatológico. O grau de lesão foi expresso através de uma escala

percentual de O (nenhuin) a 100 (total) para cada estiTitura examinada. Os

animais forain defímdos como tendo lesão cerebral quando havia pelo

menos 50% de alteração em uina ou mais estmturas.
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Figura 3:

a, Ausência de alterações histopatológicas em corpo estriado de ratos

adultos observados por l h após administi-ação de salina CNaCl 0,9%, s. c.;

n=6) (HematoxiUna-Eosina X50).

b. Ausência de alterações histopatológicas em corpo estriado de ratos

adultos observados por l h após admimsti'acao de P400 (pilocarpina

400mg/Kg, s.c.; n=6) (Hematoxilina-Eosma X50).
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a. Ausência de alterações histopatológicas em corpo estaado de ratos

adultos (2 meses de idade) que desencadeai-ain convulsão, estado epiléptico

e foram sacrificados 24h após a admimsü-ação de salina 0,9% (NaCl 0,9%,

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

b. Corpo estnado de ratos adultos que desencadearam convulsão, estado

epiléptico e foram sacnficados 24h após a administração de P400

apresentando degeneração neuronal, gliose e vacuolização (n=8)

(Hematoxilina-Eosma X50).
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Tabela 3 - Percentagem de alterações histopatológicas em estruturas
cerebrais de ratas adultas (2 meses de idade) tratados com P400.

% ALTERAÇÕES HISTOPATOLÔGICAS

Estruturas Cerebrais Controle P400 Ih P400 24h

Córtex frontal e parietal 56

Córtex entorrinal 56

Córtex piriforme 55

Núcleo amigdalóide 42

Corpo estriado 55

Tálamo 52

Hipocampo 60

Area parasseptal 36

Substância negra 55

Número total de animais 06 06 08

Número de aniniais coni lesão 00 00 06

Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma única
dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=6-8) e os contToles com salina
0,9% (n=6). Os animais foram observados durante l e 24h após
adininistracao da püocarpina e em seguida forain sacrificados. Os cérebros
dos animais foram retirados l e 24h depois da adininistração para estudo
histopatológico. O grau de lesão foi expresso através de uma escala
percentual de O (nenhum) a 100 (total) para cada estmtura examinada. Os
animais foram definidos como tendo lesão cerebral quando havia pelo
menos 50% de alteração em uina ou mais estruturas (Peredery et al., 1992;

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

3.1. Efeitos da administração da piíocarpma 400mg/Kg sobre a
atividade acetilcolinesterásica em corpo estriado de ratos tom 2
meses de idade.

Os resultados das detenninações da atividade enzimátíca da
acetilcolinesterase (AChE) em corpo estnado de ratas com 2 meses de
idade tratadas com luna única dose de pilocarpina na dose de 400mg/Kg,
s.c., e sacrificados Ih e 24h após a aduiinistração, forain expressos em
nmoles/mg de proteína/minuto.

Foi observada uma dimiauição de 35,2% (controle = 20,4 j: 0,75;
P400 Ih = 13,24 ± 0,75), [T(12) = 7,044; p < 0,001] da atividade da
emdina no gmpo de animais que apresentaraiii convulsões, estado
epiléptico e forain sacrificados l h após o tratamento. No grupo onde os
aaimais foram sacrii5cados após 24 horas não foi verificada alteração
significativa no valor da atividade acetílcolinesterásica (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 atívidade da acetilcolinesterase (AChE) em

corpo estriado de ratos com 2 meses de idade tratados com püocarpina

400 mg/Kg (P400).
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Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma única

dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c., n==6) e os controles com salina 0,9%

(n=8). Os animais estudados apresentaram convulsão, estado epiléptico e

foram sacrificados l e 24h após o ti-atamento. Os valores representam a

média ± EPM. A atividade da acedlcolinesterase foi detemúnada em 5 p,L

de homogenato. Para análise estatística 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 administração da pilocarpina 400mg/Kg sobre a
densidade dos receptores muscarínicos (Mi+M2) e sobre a
constante de dissociação (Kd) em corpo esfriado de ratos com 2
meses de idade.

Os resultados da densidade dos receptores colinérgicos muscanncios
(Mi+Mz) (Bmax) e da constante de dissociação do ligante específico aos
receptores muscarínicos (Kd) em corpo estriado de ratos tratados com uina
única dose de püocarpina foram expressos em fentomoles/mg de proteína e
nM, respectivauiente, os valores apresentados abaixo representain a média
j_ EPM e são mostrados na tabela 4, e a relação entre os efeitos produzidos
e o período de observação, sobre o Bmax e Kd podem ser vistos na figura
6 e 7.

Ocorreu uma do^vnregulation no Bmax de 77,5 e 37,0%, durante l e
24 h de observação, respectivaiTiente (controle = 433,75 ± 45,8; P400 Ih
= 97,58 ± 3,32), FT(9) = 5,421; p < 0,0004], (controle = 433,75 ± 45,8;
P400 24h = 273,50 ± 40,9), [T(9) = 2,333; p < 0,0445]. Observou-se,
tainbem, uin amnento significativo no Bmax de aproximadaiuente 180%
em 24 h com relação ao grupo observado por l h (P400 l h = 97,58 ± 3,32;
P400 24h = 273,50 ± 40,9), [T(6) = 4,285; p < 0,0052].

Com relação ao Kd, não houve alteração significativa entre o gmpo
de lh e o controle (controle = 1,38 ± 0,13; P4001h= 1,36 ±OJ l), [T(10)
= 0,1195, p = N.S.], mas houve mna redução de 65,2 e 64,7% no valor da
constante de dissociação no gmpo observado por 24h, quando comparado
aos gmpos controle e Ih, respectivaiTiente (controle = 1,38 ± 0,13; P400
24h = 0,48 ± 0,11), [T(10) = 4,350; p < 0,0014], (P400 lh = 1,36 ± 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 cotínérgicos muscarínicos (Mi+M;) e sobre a constante
de dissociação (Kd) em corpo estriado de ratos com 2 meses de idade.

GRUPO
Bmax

fmoV mg de proteína
Kd
nM

Controle 433,75 ± 45,8 (8) 1,38 ±0,13 (8)

P400 Ih 97,58 ± 3,32 (4)a 1,36 ±0,11 (4)

P400 24h 273,50 ± 40,9 (4)a'b 0,48 ±0,11(4)'a,b

Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foraiTi tratadas com lima única
dose de püocaq)ina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os controles com salina 0,9%
(n=8). Os animais estudados apresentaram convulsão, estado epiléptico e
foram sacrificados l e 24 h após o trataiTiento. Os valores representam a
média ± EPM do número de animais enti-e parênteses. O H-NMS foi
utilizado como ligante. Para análise estatística foram usados ANOVA e
teste t-Student-Neuman-Keuls comoposí-hoc. a e b quando comparado aos
gmpos controle e P400 Ih, respectivaiïiente (p<0,05).
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Figura 6 - Percentagein do número de receptores muscarínicos (Bmax)

em corpo estriado de ratos com 2 meses de idade tratados com

püocarpina 400 mg/Kg (P400) relativo ao período de observação.
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Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma única
dose de pilocarpma (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os controles com salma 0,9%

(n==8). Os animais foram sacrificados após l e 24 hde observação. Os

valores representam a percentagem da média ± EPM do número de
experimentos entre parênteses. O 3H-NMS foi utilizado como ligante. Para
análise estatística foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls

como post-hoc. a e b quando comparado aos gmpos confcrole e P400 Ih,
respectivamente (p<0,05).
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Figura 7 - Percentagem do valor da constante de dissociação (Kd) dos

receptores muscarínicos em corpo estriado de ratos com 2 meses de

idade tratados com püocarpina 400 mg/Kg (P400) relativo ao período

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

dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os conti-oles com salina 0,9%

(n=8). Os animais foram sacrificados após l e 24 hde observação. Os

valores representam a média ± EPM do número de experimentos entre

parênteses. O 3H-NMS foi utilizado como ligante. Para análise estatística
foram usados ANO VA e teste t-Student-Nemüan-Keuls comopost-hoc. a e

b quando comparado aos gmpos controle e P400 Ih, respectivamente

(p<0,05).
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3.3. Efeitos da administração da pilocarpina 400mg/Kg sobre a

densidade dos receptores dopaminérgicos Di e sobre a constate

de dissociação (Kd) em corpo estriado de ratos com 2 ineses de

idade.

Os resultados da densidade dos receptores dopaminérgicos Di-like

(Bmax) e da constante de dissociação do ligante específico aos receptores

dopaiiiinérgicos Di (Kd) em corpo estnado de ratos tratados com uma única

dose de pilocarpina foram expressos em fentoinoles/mg de proteína e nM,

respectivamente, os valores apresentados abaixo representain a média j_

EPM e são mostrados na tabela 5, e a relação entre os efeitos produzidos e

o período de obseryação, sobre o Bmax e Kd podem ser vistos na figura 8
e 9.

Nenhuma alteração foi observada nos níveis de RD] nos diferentes

tempos de observação do estudo em relação ao confrole (controle = 346,18

± 21,39; P400 lh = 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 tão pouco quando feita à comparação entre os dois tempos

de observação (P400 Ih = 348,61 ± 28,23; P400 24h = 353,48 ± 13,07),

[T(6) =0,1555; p =N.S.].

Com relação ao Kd houve uma redução significativa de 26% tanto no

gmpo de Ih como no de 24 h com relação ao controle (controle = 1,65 ±

0,08; P400 Ih = 1,22 ± 0,02), FT(IO) = 3,607, p < 0,0048], (controle = 1,65
± 0,08; P400 24h = 1,22 ± 0,02), [T(10) = 3,620, p < 0,0047], e não houve
alteração no valor da constante de dissociação entre os gmpos de l h e 24h

quando comparado entre si (P400 Ih = 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 número de
receptores dopaminérgicos Di e sobre a consíaníe de dissociação (Kd)

em corpo estriado de ratos com 2 nieses de idade.

GRUPO
Bmax

fmoï/nig de proteína
Kd
nM

Controle 346,19 ±21,40 (8) l,65 ±0,08 (8)

P400 Ih 348,61 ±28,43(4) 1,22 ± 0,02 (4)a

P400 24h 353,48 ±13,07(4) 1,22 ± 0,02 (4)a

Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram fratadas com tuna única

dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os conti'oles com salina 0,9%

(/?=8). Os animais estudados apresentaram convulsão, estado epiléptico e

foram sacrificados l e 24 h após o tratamento. Os valores representam a
média ± EPM do número de experimentos entre parênteses. O 3H-SCH foi
utilizado como Ugante. Para ajiáüse estatística 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 8 - Percentagem do número de receptores (Bmax)

dopamüiérgicos Di-Uke em corpo estriado de ratos com 2 meses de

idade tratados com pilocarpüia 400mg/Kg (P400) relativo ao período
de observação.
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Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uma única

dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os controles com salina 0,9%

(n=8). Os animais foram sacrificados após l e 24 hde observação. Os

valores representam a percentagem da média ± EPM do número de

experimentos entre parênteses. O H-SCH foi utilizado como ligante. Para
análise estatística foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls

comoposí-hoc.



84

Figura 9 -Percentagem do valor da constante de dissociação (Kd) dos

receptores dopammérgicos Di-like em corpo estriado de ratos com 2

meses de idade tratados piïocarpina 400mg/Kg (P400) relativo ao

período de observação.

200

o
in
o"
.5

(ft
.2

3^ ioo
I
I
Ü

o

•Kd

a a

T 1

Controle P400/1h P400/24h

Tratamento/Tempo de observação

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

dose de pilocarpina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os controles com salina 0,9%

(n:=8). Os animais foram sacrificados após l e 24 hde observação. Os

valores representaiu a percentagem da média ± EPM do número de

experimentos entre parênteses. O H-SCH foi utilizado como ligante. Para
análise estatística 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 administração da pilocarpina 400mg/Kg sobre a
densidade dos receptores dopaminérgicos Dz-ïike e sobre a
constate de dissociação (Kd) em corpo estoriado de ratos com 2
meses de idade.

Os resultados da densidade dos receptores dopaminérgicos Dz-like

(Bmax) e da constante de dissociação do ligaate específico aos receptores

dopaminérgicos Dz (Kd) em corpo esticado de ratos tratados com miia única
dose de püocarpina foraiii expressos em fentomoles/mg de protema e nM,
respectivamente, os valores apresentados abaixo representam a média ±
EPM e são mostrados na tabela 6, e a relação entre os efeitos produzidos e
o período de observação, sobre o Bmax e Kd podem ser vistos na figura
10 e 11.

Nenhuma alteração foi observada nos níveis de RDz nos diferentes
tempos de observação em relação ao controle (controle = 378,4 J: 23,4;
P400 Ih = 316,9 ± 25,59), [T(14) = 1,404; p - N.S.], (conh-ole - 378,4 ±
23,4; P400 24h = 325,7 ± 26,02), [T(16) = 1,384; p = N.S.], nem tão pouco
quando foi feita a comparação entre os dois tempos de obseryação (P400
Ih = 316,9 ± 25,59; P400 24h = 325,7 ± 26,02), [T(8) = 0,2272; p = N.S].

Com relação ao Kd, houve unia redução significativa de 55% e 79%
para o gmpo de l e 24 h, respectivamente com relação ao controle
(conh-ole = 3,19 ± 0,48; P400 lh = 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], e houve também uma redução de 54,4% no Kd do gropo de 24h
quando comparado ao gmpo observado por l h (P400 Ih = 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 püocarpma 400 mg/Kg (P400) sobre o número de
receptores dopaminérgicos D2-Iike e sobre a constante de dissociação
(Kd) em corpo estriado de ratos com 2 meses de idade.

GRUPO
Bmax

fmol/ing de proteína
Kd
nM

Controle 378,4 ±23,4 (12) 3,19 ±0,48 (8)

P400 Ih 316,9 ±25,59(4) 1,45 ± 0,08 (4)a

P400 24h 325,7 ±26,02(4) 0,67 ± 0,03 (4);a,b

Ratas Wistar fêmeas (250-280g, 2 meses de idade) foram tratadas com uina
única dose de pilocaq>ina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os controles com salina
0,9% (n=8-12). Os animais estudados apresentarain convulsão, estado
epiléptico e foram sacrificados l e 24h após o trataiiiento. Os valores
representaiïi a média ± EPM do número de animais entre parênteses. O H-
espiroperidol foi utilizado como ligante. Para análise estatística foram
usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc. a e b
quando comparado ao conü-ole e P400 Ih, respectivamente (p<0,05).

t
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Figura 10 - Percentagem do número de receptores (Bmàx)

dopamüiérgicos Dz-like em corpo estriado de ratos com 2 meses de

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

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

dose de püocarpina (400 mg/Kg, s.c., n=4) e os controles com salina 0,9%

(n=12). Os animais foram sacrificados após l e 24 hde observação. Os

valores representam a percentagem da média ± EPM do número de animais

entre parênteses. O 3H-espiroperidol foi utilizado como ligante. Para análise
estatística forani usados teste t-Student-Neuman-Keuls e a ANO VA como

post-hoc.
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Figura 11 - Percentagem entre a constante de dissociação (Kd) dos

receptores dopaminérgicos Dz-like em corpo estriado de ratos com 2

meses de idade tratados com pilocarpina 400 mg/Kg (P400) relatívo ao

período de observação.
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Ratas Wistar (250-280g, 2 meses de idade) forajn tratadas com uma única

dose de pilocaq)ina (400 mg/Kg, s.c.; n=4) e os controles com salina 0,9%

(n=8). Os anmiais foram sacrificados após l e 24 hde observação. Os

valores representam a percentagem da média ± EPM do número de animais

entre parênteses. O H-espiroperidol foi utilizado como ligante. Para análise

estatística foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como

post-hoc. a e b quando comparado ao controle e P400 Ih, respecdvamente

(p<0,05).
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3.5. Efeitos da administração da pilocarpina 400mg/Kg (P400) sobre as

coneenírações de monoamínas e seus metabólitos DA, DOPAC,

HVA, 5-HT e 5-HIAA em corpo estriado de ratas com 2 meses de

idade.

Os resultados das determinações dos níveis de monoaminas em corpo

estriado de ratos tratados com uma única dose de pilocarpina (400mg/Kg;

P400; s.c.) que apresentaram convidsões, estado epiléptico e sobreviverain

durante a primeira hora de observação, sendo sacrificados após o período

de observação, foraiii expressos em ng/g de tecido.

A Figura 12 apresenta uma redução nos níveis da dopamina de

40,0% (controle = 3465 ± 185; P400 lh = 2080 ± 392), [T(18) = 3,647;

p<0,0018], após uma hora de obsen/ação.

Com relação aos metabólitos da dopamina, houve luïia dimiiiuição

nos mveis de DOPAC de 24,0 % (controle - 3144 ± 253; P400 lh = 2390

± 243), [T(22)] = 2,120; p < 0,0455], e na concentração de HVA não houve

alteração significativa (controle = 1221 ±51; P400 Ih = 1259 ± 183),

[T(18) = 0,2553; p = N.S.], quando comparado ao grupo controle (Figura

12).
A serotonina quando deteniiinada em ratos tratados com P400,

apresentou uma diminuição significativa de 42% quando comparado ao

controle (controïe = 501 ± 23; P400 lh = 350 ± 64), [T(17) - 2,720; p <

0,0146]. Os níveis de seu metabólito 5-HIAA aumentaram em tomo de

191% em relação ao controle (controle = 675 ± 46; P400 Ih - 1966 ±

213), [T(15) = 6,248, p < 0,0001] (Figura 13).

Por sua vez, os ratos que apresentaram convulsões, estado epiléptico

e que foram sacrificados após as 24h de observação, mostraram uma

r
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redução taiiibém nos níveis 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 relação aos metabóUtos da DA, houve uma redução nos níveis

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 relação ao controle

(Figura 12).

Os níveis da 5-HT quando determmados em corpo estriado de ratos

convulsivos demonstraram mn decréscimo significativo de 40,5% quando

comparado ao conti-ole (controle - 501 ± 23; P400 24h = 298 ±41), [T(14)

= 2,340; p<0,0346]. O metabólito 5-HIAA dimmuiu em tomo de 27% em

relação ao controle (controle = 675 ± 46; P400 24h = 492 ± 87), [T(12) =

2,065, p=N.S.] (Figura 13).

Fazendo-se uma comparação entre os dois tempos de observação,

verificou-se que os níveis de DA (P400 Ih = 2080 ± 392; P400 24h = 1826

± 268), [T(9) = 0,8309; p=N.S.], DOPAC (P400 l h - 2390 ± 243; P400

24h - 1826 ± 268), [T(16)] = 1,848; p=N.S.], HVA (P400 lh = 1259 ±

183; P400 24h = 760 ± 127), fT(l l) = 2,021; p=N.S.] (Figura 13), e 5-HT

(P400 Ih =350 ± 64; P400 24h = 298 ±41), [T(l l) = 0,5367, p-N.S.], não

foram alterarada de forma significativa, no entanto, o metabólito da

serotonina, o 5-HIAA sofreu uma redução de 77% nos animais observados

por 24h com relação ao grupo de Ih (P400 Ih = 1966 ± 213; P400 24h =

492 ± 87), [T(12) = 5,832, p < 0,0001] (Figura 13).
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3.6. Efeitos da adnunistração da pilocarpina 400mg/Kg (P400) sobre a
taxa de metabolização das monoaminas DA e 5-HT era corpo
estriado de ratas com 2 meses de idade.

A administração de pilocarpina não produziu em nenhmn gmpo
experimental alterações na taxa de metabolização da DA, (Controle = 0,88
± 0,07; P400 lh = 1,07 ± 0,10), [T(16) = 1,515, p = N.S.]; (Controle =
0,88 ± 0,07; P400 24h = 1,07 ± OJ2), [T(17) = 1,482, p = N.S.]; (P400 Ih
= 1,07 ± 0,10; P400 24h = 1,07 ± 0, 12), [T(l l) = 0,0383, p = N.S.] (Figura
14).

A taxa de metabolização da 5-HT nos animais sacrificados após Ih
em relação ao controle aiunentou sigrüficativainente (Controle = 1,31 ±
0,04; P400 lh = 5,29 ± 0,62), [T(14) = 7,286, p<0,0001], enquanto que no
gmpo sacrificado após 24 h não houve alteração (Controle = 1,31 ± 0,04;
P400 24h = 1,14 ± 0,09), [T(13) = 1,842, p = N.S.].

Fazendo-se uma comparação entre os dois tempos de observação
verifícou-se uiTia redução no valor da taxa de metabolização no grupo
observado por 24h (P400 Ih = 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 - Concentração dos neurotransmissores dopamina (DA) e

seus metabólitos 3,4 ácido dihidroxifenüacético (DOPAC), ácido
homovanflico (HVA) em corpo estriado de ratos coin 2 naeses de idade

tratados com pilocarpina 400 mg/Kg.
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Ratas Wistar (250-280g), foraiïi tratadas com mna única dose de

pilocarpma 400 mg/Kg, s.c.; (n=7), e os conü-oles com salina 0,9% (n=13).
O neurotransmissor DA (dopamma) e seus metabólitos DOPAC (3,4 ácido
dihidroxifenilacético), HVA (ácido homovanílico) foraiTi detemiinados em

HPLC. Os animais estudados apresentaram convulsão, estado epiléptico e

foram sacrificados l e 24 h após o tratamento. Os valores representam a
média ± EPM do número de experimentos em parênteses. Para análise
estatística foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como

posí-hoc. St, quando comparado ao controle, (p<0,05).
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Figura 13 - Concentração dos neuroh-ansmissores serotonina (5-HT), e

seu metabólito ácido 5-hidroxündolacético (5-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 única dose de pilocarpina

400mg/Kg, s.c.; (n~=6\ e os conti'oles com salina 0,9% (n=13). O

neurotransmissor 5-HT (serotonina), e seu metabólito 5-HIAA (ácido 5-

hidroxiindolacético), foram detenninados em HPLC. Os animais estudados

apresentaram convulsão, estado epiléptico e foram sacrificados l e 24 h após

o tratamento. Os valores representam a média ± EPM do número de

experimentos em parênteses. Para análise estatística, foram usados ANO VA

e teste t-Student-Nemnan-Keuls como post hoc. a e b, quando comparado

aos gmpos controle e P400 Ih, respectivamente (p<0,05).
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Figura 14 - Taxa de metaboUzação 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 única dose de pilocarpma
400mg/Kg, s.c. (n=6), e os controles com saliaa 0,9% (n=13). O
neurotransmissor DA (dopamina), e 5-HT (serotonina), foram determinados
em HPLC. Os animais estudados apresentaram convulsão, estado epiléptico

e foram sacrificados l e 24 h após o tratamento. Os valores representam a
média ± EPÍvI do número de experimentos em parênteses. Para análise
estatística foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como

post-hoc. a e b, quando comparado aos grupos controle e P400 Ih,
respectivamente, (p<0,05).
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DISCUSSÃO

O modelo de convulsão com püocarpina em alta dose (400mg/Kg)
em animais reproduz alterações comportamentais e eletroencefalográficas
que são semelhantes à epilepsia do lobo temporal de humanos (Bem-Ari et
al., 1980). Este modelo foi utiüzado para estudar o envolvimento dos
sistemas de neurotrai.smissores como moduladores da epileptogênese,
como também para observar as alterações comportamentais,
histopatológicas, e outros aspectos neuroquímicos relacionados com a fase
aguda do processo convulsivo (Cavalheü^o et al., 1994; Marinho et al., 1997
e 1998; Costa-Lotufo et al., 2002).

Este to'abalho objetivou estudar as alterações comportamentais,
histopatológicas e neuroquimicas (atividade acetilcolinesterásica, níveis de
monoaminas DA, DOPAC, HVA, 5-HT, 5-HIAA, densidade máxima e a
constante de dissociação dos receptores muscarínicos (Mi+Mz) e
dopaminérgicos (Di e Dz), desencadeadas através da adiTiinistração da luna
única dose de pilocarpma (400mg/tCg, s.c; P400). Os aniiitais que
apresentaram convulsão, estado epiléptico e que foram sacrificados após l
e 24 h da administração e foi enfatizado o estudo da epilepsia durante a fase
aguda, no mtuito de esclarecer o processo inicial da fisiopatologia das
convulsões.

I u.^"j^"?ni""T<rm~n"n
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ESTUDOS COMPORTAMENTAIS

Turski e colaboradores (1983a) descreveram que imediatainente após
a adiiumstraçâo de pilocaipina, os ratos apresentavsun persistentes
mudanças comportamentais, incluindo acinesia inicial, ataxia, tremores,
automatismos mastigatórios como mioclonia dos múscuios faciais, e
movimentos como os de uin cachorro molhado, que persisti ain de 10 a 15
mmutos.

Estas alterações comportaiiientais prosseguem para convulsões
motoras límbicas incluindo movimentos clônicos das extremidades
superiores que ocorrem em aproxiiTiadamente 30 minutos após
administração da pilocarpina e ainda pode desenvolver estado epiléptico no
ïuiüïial. As conviilsões motoras lüiibicas foraiTi definidas como contínuas
quando ocorressem por um período maior que 30 minutos (Turski et al-,
1986a;b; Marmho et al., 1997; Barone et al., 1990b; Segarra et al., 2002).

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

Nosso estudo comportamental feito em animais tratados com uma
única dose convulsiva de pilocarpma (400mg/Kg, s.c.; P400) apresentou as
características 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 obseryados por l e 24h apresentarau-i süiais
colmérgicos periféricos (miose, cromodacriorréia, püoereção, diarreia,
salivação e diurese) e movmientos estereotipados (aumento das atividades
de roer, coçar-se, mastigar e weï-dog shakes (ato de sacudü' - semelhante a
um cachorro molhado). Após 35 minutos da adiïiinistração de pilocaqïina
400mg/Kg, surgiram às convulsões motoras lünbicas nos animais
observados e, em seguida, as convulsões recorrentes foram instaladas em
50% (30) e 75% (45) dos animais, nos gmpos P400 Ih e 24h,
respectivamente.

No gmpo de Ih nenhum animal morreu, enquanto que, no grupo
observado durante 24h, 38 (63%) anünais morreram. Estas obsCTvações são
semelhantes às características comportaiïientais expressas por Clifford e
colaboradores (1987) que deterfflinarain uni percentual de 81% dos animais
com estado epiléptico, bem como Jope et al., 1986, Cavalheiro et al-, 1996;
Turski et al., 1983a, Marinho et al., 1997.

Observa-se, portanto, que no processo convulsivo há um aumento
significativo no nuuiero de morte dos anüiiais com relação ao período de
tempo da fase aguda, mostrando uma possível relação entre o tempo e o
número de mortes dos animais durante o desenvolvimento do processo
convulsive.

Nossos resultados tainbém mostraram que as convulsões eram
induzidas em 35 minutos, bem como o estado epiléptico era instalado em
tomo de Ih, de acordo com o que já havia sido previamente descrito para
animais com a mesma idade por Turski et al., 1983a,b,c.
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ESTUDOS HISTOPATOLôGICOS

A literatura relata que as convulsões induzidas por piiocarpina,
produzem danos neuronais, especialiüente nas estruturas límbicas,
causando perda neuronal no hipocaiTipo, amígdala, córtex pirifonne, córtex
entomnal, septum lateral, tálamo, neocórtex e substância negra (Honchar et
al, 1983 e 1990; Turski et al, 1983a; Cüfford et al, 1987).

Neste trabalho, vários animais observados, do ponto de vista
comportamental, foram distonbuídos para o estudo histológico, sendo
detectada lesão cerebral, vacuolização e gliose nos grupos tratados com
pilocarpina (400mg/Kg) e observados durante 24h, indicando a
participação do sistema colinérgico nesse processo. As estmturas cerebrais
mais afetadas com a adininistração de pilocarpina 400 mg/Kg foraiïi, em
ordem decrescente de acometimento, o hipocampo, córtex íronto-panetal e
entorrmal, seguidos do córtex piriforme, corpo estriado e substância negra
para o período de 24h de observação.

Nosso estudo mostrou uma alta percentagem de lesão cerebral após
adiTiinistração da pilocaq?ma, nos animais que apresentrarain convulsão,
estado epiléptico e foraiTi sacrificados após 24h de observação.

Por sua vez, nos animais que apresentaram convulsão, estado
epiléptico e foram sacrificados após l h de observação, não foi vista
nenhum tipo de alteração histopatológica cerebral, sugerindo, assüïi, que as
lesões decorrentes do processo convulsivo, durante a primeira fase da
epilepsia nos animais adultos podem não ocorrer de forma aguda, levando
um certo tempo para serem observadas. Portanto, a atividade convulsiva em
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huinanos parece não provocar após o início da convulsão danos cerebtais
imediatos.

Turski et al. (l 983 a,b) identifícaraiTi o hipocaiiipo como sendo o sítio
de origem da atividade convulsiva indiizida por pilocarpina. Por outro lado,
Clifford e colaboradores (1987) sugeriram como sítio inicial dessas
convulsões, o pálido ventral ou núcleo accumbens. Estudos
eletoroencefalográficos e autoradiográficos (com 2-deoxiglicose),
respectivaniente, têm focalizado como local das convulsões induzidas por
pilocarpina o núcleo accumbens e o hipocampo (Labandeira-Garcia et al.,
1994; Kulkarni & George, 1995). Outro estudo encontrou tainbém
expressivos danos cerebrais no giro cingulado, giro dentado, na transição
amigdalóide-estriatal e no tálamo interanteromedial (Bureau et al., 1994).

Tem sido sugerido que os aiuiTiais tratados com pilocarpina que não
convulsionaiTi, não exibem lesão cerebral, e que as convulsões podem
evocar necrose (Persinger et al., 1993). Devido a estas condições em nossos
estudos histológicos somente foram utilizados anünais que convulsionaram.

Nehlig e colaboradores (2001) observaram que nos animais em
estado epüéptico ocomaiii menos lesões no hipocainpo após um ti-ataiiiento
crónico com a vigabatrina, por outro lado, esta droga GABAmini ética não
foi capaz de produzir efeito antíepileptogênico no modelo da epilepsia do
lobo temporal induzido por lítio-pilocarpina (3mEq/Kg, i.p; 25mg/Kg, s.c.).
Estes resultados sugerem uma possível interação direta e/ou indireta enti'e
os sistemas colinérgico e GABAérgico. E ainda, mostrain que a ativação da
transmissão GABAérgica pode ser útil na düiimuição das lesões em
algiunas áreas cerebrais; no entanto, não é capaz de impedir a instalação
e/ou cessar a manutenção da atividade convulsiva.

Nossas observações, nesse contexto, concordam com aquelas
apresentadas por vários pesquisadores (Turski et al., 1986a;b; Cüfford et
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al., 1987; Hirvonen et al., 1993; Marinho et al., 1997), que demonstraram

que a pilocarpina sozinlia, provoca mudanças histológicas em áreas

cerebrais tais como: hipocampo, córtex entomnal, neocórtex, aimgdala,

área septal, substância negra e tálaiïio.

Nos modelos animais que apresentaiii convulsões recorrentes

espontâneas, entre eles, o modelo de epilepsia com püocarpma, têm sido

extensivainente analisado, por que as mudanças histopatológicas no

hipocampo reproduzem muitas alterações vistas em humanos (epilepsia do

lobo temporal), mcluindo perda neuronal e remoção do tecido de

sustentação do sistema nervoso (Mello et al, 1993 e 1996; Avoli et al.,

1994; Marinho et al., 1997, De Bmm et al., 1999).

Mello e colaboradores (1996) observaram danos morfológicos

através da coloração Nissl. Foi visto o alargaiïiento dos ventrículos e um

extenso dano no córtex pirifonne e na ajTiígdala. Os animais sofreram,

ainda, deformação do giro dentado com moderada dispersão das células

granulares, e taiiibém perda das células do tálamo. Houve também

alterações como perda neuronal em outras áreas (córtex cerebral, corpo

estriado e na área septal). A perda neuronal taiiibém foi observada no

hipocampo com a fonnação de uma região diferenciada. A

neurodegeneração foi vista nos animais que entrarain em estado epüéptico,

ou naqueles que apresentarain convulsões recorrentes espontâneas, mas não

resultou em toxicidade aguda para a püocarpina.
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ESTUDOS NEUROQUÍMICOS

ESTUDOS DA ATIVÍDADE ACETILCOLÍNESTER.ÍSICA
(AChE)

Foi observada müa diminuição da atividade acetilcolinesterásica no
coipo estriado de ratos sacrificados após Ih de observação, mas que
apresentaram convulsão e estado epiléptico, já que no gmpo observado por
24h a atividade enzimálica pratícainente se normalizou. Os efeitos da
pilocarpina em nível enzimático, nos experimentos "in viíro ", revelou que
no processo convulsivo a interferência na atividade da enzima, ocorre de
forma aguda e a curto prazo, devido à ausência de alterações após 24h da
administração da püocarpina.

Cérebros de ratos, apresentam uma alta concentração de
acetilcolinesterase (AChE), principalmente em neurônios do striatum, no
núcleo lateral do tálamo, no tubérculo olfatório e no núcleo accumbens e,
em oufras áreas, a atividade acetilcoliiiesterásica apresenta-se em menor
grau (Guyton & HaU, 1997).

Drogas agonistas colinérgicas, pilocarpina, podem reduzir a atívidade
da AChE no estriado de ratos adultos durante a primeira hora da convulsão,
enfa-etanto, este efeito não pode ser relacionado com a instalação da
convulsão, uma vez que este efeito não ocorreu no grupo obser/ado por
24h e uin maior índice de convulsões foi observado também neste gmpo.

SÜTionic e colaboradores (2000) demonstraram tainbém, através do
estudo das convulsões, utilizando o modelo lítio-pilocarpina (125mg/Kg +
30mg/íCg; i.p) alterações na atividade de outras enzimas, a saber:
superóxido dismutase (SOD), glutation peroxidase (GPX), glutamato
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desidrogenase (GLDH), aspartato-ai'ninotransferase (AST), alanina-
an-iinotransferase (ALT), creatina kinase (CK), demonstrando que as
convulsões e o estado epüéptico induzidos através dos modelos
colinérgicos de convulsão, podem alterar também outros sistemas
enzimáticos, além do colinérgico que pode estar relacionado diretamente a
ativação do processo convulsivo e possiveünente interage com outros
sistemas de neurotransiidssâo responsáveis pelas etapas de propagação e
manutenção das convulsões.

Novos estudos são necessários para se avaliar de forma mais
detalhada as alterações na atívidade enzimática de diferentes sistemas, a
fím de contribuir para o esclarecimento da físiopatologia das convulsões
luubicas.
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ESTUDOS DA DETERMINAÇÃO DA DENSíDADE
MÁXIMA (Bmax) DOS RECEPTORES MUSCARÍNICOS

(RMi+RMz) E DOPAMINÉRGICOS (RDie RD,) •
E DAS CONSTANTES DE DISSOCIAÇÃO (Kd)

AOS LIGANTES

O efeito da püocarpina em alta dose, sobre a densidade máxima
(Bmax) dos receptores colinérgicos (Mi+Mz) e dopammérgicos RDi-símile
e RDz-süiuile e sobre a constaate de dissociação (Kd) aos ligantes foram
estudados em corpo estriado de ratas com 2 meses de idade que
apresentarain convulsão e estado epiléptico.

Os pacientes com epilepsia do lobo temporal apresentaram o foco
epileptogênico no hipocainpo. Neurônios piraiiüdais, no hipocainpo, estão
envolvidos com o início da atividade convulsiva epiléptica e são lesionados
por convulsões recorrentes (Wyss & Van Groen, 1995). As vias estriatais
parecem, também, estar envolvidas no processo convulsivo, modulando o
limiar das convulsões no sistema hmbico (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 dimimiição no número dos receptores
muscarúiicos, não havendo alteração na densidade máxima dos receptores
dopaiTiinérgicos Di e Dz, após l e 24h do tratamento agudo com a
pilocarpina. Através dos nossos estudos, pode-se confírmar a
downregulation produzida por agonistas colmérgicos, já que foi observado
este efeito sobre a densidade apenas dos receptores muscarínicos. De
qualquer forma, não se pode excluir uma relação direta ou indireta entre os
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sistemas colinérgico e dopaniinérgico, devido às alterações observadas na
constante de dissociação (Kd) e o ligante do sistema dopaiiiinérgico, uma
vez que nossos resultados demonstraraiTi uina maior afinidade do ligante do
sistema dopamiaérgico pelo receptor, através da diminuição do valor do
Kd.

Agonistas coünérgicos e anticoünesterásicos, reconhecidamente,
promovem uma diminmção na densidade dos receptores colinérgicos
(Dilsaver, 1984; El-Etn et al., 1993). A presença de downregulation após a
administração de püocaq)ina foi, provavelniente, decorrente do tratamento
agudo, pois este fenómeno foi demonstrado depois do período de l e 24h
de observação, sendo que ambos correspondem a fase aguda do processo
convulsivo.

A downregulation dos receptores muscarínicos em todo o cérebro, ou
no hipocampo e córtex cerebral, pode ser induzida por um
anticolinesterásico ou por agonistas drretos como a pilocarpina (Düsaver,
1984). Essa alteração ocorre de certa forma, rapidamente, pois, no caso,
depois de Ih de observação e morte, em seguida, dos animais, esta
diminuição foi observada.

O tratainento com a pilocarpina resulta numa exarcebação da
atividade colinárgica. A hipótese proposta para essa interação é que a
pilocarpina pode influenciar diretamente a transmissão colinérgica por
amnentar a ação da acetilcolina circulante, modificando o binding dos
receptores muscarínicos (Hmska et al., 1984) e diminuindo possivelmente a
atividade aceíilcolinesterásica.

Alternativamente, os efeitos da pilocarpina podem afetar a
transmissão dopaminérgica. A püocarpina aumenta a afinidade dos
receptores Di (Al-Tajir et al., 1990a), aumentando a susceptibilidade para
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os efeitos pró-convulsivantes da estiinulação dos receptores
dopaminérgicos Di.

No entanto, nenhuma alteração na densidade dos receptores
dopaminérgicos Di e Dz foi detectada com a pilocaqpina em alta dose no
corpo estilado dos animais adultos. Somente uma diminuição foi vista na
constante de dissociação do ügaate aos receptores dopauimérgicos Di e Dz
no corpo estriado das ratas observadas por l e 24h após administração da
pilocarpma, de maneira sigmficativa, aumentando, assim, a
susceptibüidade para os efeitos pró-convulsivantes e anticonvulsivantes
mediados pêlos receptores, respectivamente.

Experimentos de saturação não mostrarain modifícações
significativas nos valores de Kd no binding do H-NMS no corpo esticado
de ratos adultos tratados com pilocaq)ina em alta dose, quando observados
por lh; entretanto, para os animais que apresentarain convulsões, estado
epiléptico e que foram sacrificados após 24h de observação, ocorreu uma
diiïtüiuição significativa no valor de Kd, ocasionando um possível aiunento
da sensibilidade dos receptores muscarínicos à acetilcoljna nestas
condições.

No binding referente ao ligante 3H-SCH, no esticado, os valores de
Kd foram dmiinuídos nos dois grupos analisados, indicando uma maior
afmidade do Ugante pêlos sítios dopamiaérgicos D], facilitando os efeitos
pró-convulsivantes nos animais. Já no binding referente ao ligante ''H-
espiroperidol, no estriado, os valores de Kd também foram diminuídos em
todos os grupos anaüsados, indicando uma maior afinidade do ligante
também pêlos sítios dopaminérgicos Ds. Contudo, a diminuição da
constante de dissociação foi bastante maior no gmpo sacrificado após 24h
de observação, demonstrando que é necessário um maior período de tempo
para que ocorra uma alteração de fonna mais drástica na afinidade pelo

l
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ligante aos receptores RDz, já que para os receptores RD] a alteração foi a
mesma independente do tempo de observação. Na convulsão parece que a
mteração entre o sistema colmérgico e o dopaminérgico tende a mfluenciar
mais o processo anticonvulsivante mediado pêlos RDs, talvez sendo uma
resposta compensatória do próprio organismo.

Existe evidência de que há o envolvimento do sistema
dopamiiiérgico no conti-ole das convulsões e na excitabiüdade do lobo
frontal, observada através da evidência do limiar das convulsões induzidas

pelo pentilenotetrazol que é inversamente proporcional ao conteúdo de
dopaiiiina nigroestriatal. Portanto, a depleção da dopaiïiina pode ser um
bom índice de resistência as convulsões (Barone et al, 1991; Kullcami et al.,
1996).

De acordo com Kebabian et al. (1979) e Marmho et al. (1998) ainda
é incerto como os receptores dopaiiiinérgicos, Di e Dz, medeiaiTi diferentes
funções no SNC. Foi visto que agonistas dos receptores Dz, mas não de Di,
apresentam atividade anticonvulsivante em convulsões induzidas por
eleteochoque e/ou por pentilenotetrazol em roedores (Loscher et al., 1986).
Assim, acredita-se que a estimulação dos receptores D] pode reduzir o
limiar da atividade convulsiva.

Barone e colaboradores (1990a) determinaram que, agonistas Di,
induzem atividade convulsiva generalizada, em IUTI processo dose
dependente. Assim, quanto maiores as doses de agonistas dopaminérgicos
D 1 maior seria a propagação das convulsões. ObservarajTi tainbém que o
amiiento da dose provocava a instalação de forma mais rápida do estado

epüéptico em ratos após o tratainento com pilocarpma em altas doses,
portanto, quanto maior a dose de agonistas dopaminérgicos Di, menor seria
a latência das convulsões e o tempo necessário para o estabelecimento do

estado epüéptico.
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A estimulação de receptores D], mas não de Dz, desenvolvem
comportamentos convulsivos em ratos tratados com pilocarpina, e o
bloqueio das convulsões motoras lünbicas pode ser feito através do uso de
antagonistas do receptor Di (Barone et al., 1990b; Al-Tajir et al., 1991a e
b). De acordo com os resultados enconti'ados por Warter e colaboradores
(1988) sugere-se que os receptores Di podem controlar a propagação das
descargas epilépticas através da modulação da liberação de GABA pela
substância nigraestnatal.

Ati-avés dos dados da Uteratura obserya-se que a ativação do sistema
colinérgico pode induzir de maneira direta a ativação do sistema
dopamiaérgico no processo convulsivo, ocasionando ações excitatórias e
inibitórias mediante os receptores Di e D^, respectivamente (Al-Tajir et al.,
1990c), e ainda pode influenciar de forma indireta através dos receptores
DI a liberação do neurotransiiussor GABA, podendo alterar os seus efeitos
inibitórios (Lousher and Czuczwar, 1986; Loup et al., 1999).

Barone e colaboradores (1990a) determinaram, também, que Di após
ser ativado reduz o liniiar da atividade convulsiva induzida pela
pilocarpina. Este efeito pode ser prevenido através do bloqueio dos
receptores Di. Portanto, acredita-se que os receptores Di podem estar
localizados em estmturas cerebrais responsáveis pelo controle da
propagação das convulsões.

Nossos resultados mosü-aram que há uma possível participação dos
receptores Di na propagação das convulsões, pois foi vista uina
supersensibilidade dos receptores durante os dois períodos de observação
nos animais convulsivos. Evidências indicam que a substância mgra é a
principal estmtura cerebral envolvida na propagação e expressão das
convulsões motoras (Lousher and Czuczwar, 1986). Foi observado que
microinjeções de agonistas GABA reduzem as convulsões em modelos de
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epüepsia, mdicando que as projeções mgroestriatais GABA-érgicas inibem
a propagação da atividade epiléptica (Loup et al., 1999).

A propagação da epilepsia focal pode ser inibida pela Liberação de
GABA, de fato doenças que ocasionam lesões dos neiirônios nigroestriatais
podem induzir convulsões (Tursld et al., 1987). A substância nera é rica em
receptores dopammérgicos dos subtipos Di e D2, assim, com o uso de
antagonistas Di e agonistas Dz, poderia se tentar reduzir ou inibir a
propagação da convulsão.

O modelo de epilepsia induzido por pilocarpma é bastante utilizado
para se estudar a propagação da atividade epiléptica (Turski et al., 1983). A
pilocaq)ina em alta dose produz convulsões, estado epiJéptico e morte de
uma grande parte dos anünais, no entanto, no período de l h de observação
não houve morte dos animais, possivehnente devido à falta de tempo
suficiente para ativação completa e/ou propagação das convulsões de fonna
generalizada.

Estudos envolvendo o processo de atívação dos receptores
colinérgicos muscarímcos, da enzima acetilcolmesterase e de outi-os
componentes da transmissão colinérgica seriam importantes para esclarecer
a participação desse sistema de fonna direta ou indireta através interaçâo
com outi-os sistemas de neurotransmissão envolvidos na epilepsia, uma vez
que já se sabe que o sistema colmérgico pode ser o responsável pela
ativação das convulsões.

iiaaitai'aF.,
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ESTUDOS DA DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DAS
MOiNOAMINAS (DA e 5-HT) E SEUS METABÒLITOS

(DOPAC, HVA e 5-HIAA)

O efeito da pilocaq)üia em alta dose, sobre os níveis das monoaiiiinas
DA, 5-HT, e seus metabólitos DOPAC, HVA e 5-HIAA, respectivamente,
foi estudado em corpo estriado de ratas com 2 meses de idade.

Nossos resultados sugerem que as convulsões são ativadas pelo
sistema coliaérgico (Cardone et al., 1994), através da admimstração da
pilocarpina em alta dose e isto tem sido confirmado pela literattjra vigente
(Turski et al., 1983a, Marinho et al., 1997; 1998). Entretanto, vários
sistemas de neurotransmissores, tais como: dopammérgico,, serotonérgico,
glutaiTiatérico, estão envolvidos na instalação e/ou propagação e
manutenção das convulsões estabelecidas neste modelo de epi;epsia. A
dependência entre esses sistemas parece ser difícil de se mensur.i}r, sendo
esta, uma limitação dos nossos estudos para se esclarecer os mecanismos
envolvidos na atividade epiléptica.

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

Houve uma diminuição nas concentrações dos neurotransmissores,
DA e 5-HT, durante o estado epüéptico em ratos adultos sacrificados após
l e 24 h de observação. Esses resultados sugerem que pode ter ocorrido um
aumento na taxa de metabolização das monoaiiiinas durante o estado
epiléptico, e/ou somente unia diminuição na sua taxa de liberação.
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A participação do sistema dopaminérgico na epüeptogênese tem sido
geralmente negügenciada, por que a DA não tem efeito no
desenvolvunento de kindling, fenómeno em que a apücação focal repetida
de estímulos elétricos ou químicos, inicialmente subconvulsivos, resulta em
intensas crises parciais e generalizadas (Goddard, 1967). Enlretanto, o
nível de DA é alterado durante as convulsões de origem genética (Jope et
al., 1986). Por outro lado, agonistas dopaiiiinérgicos como a apomorfma
não induzem convulsões em cainundongos (Anlezark and Meldrun, 1975).

Nenhmna alteração foi vista na taxa de metabolização da DA após l
e 24h da fase aguda do processo convulsivo, no entanto, uiTia diminuição da
concentração da DA nas mesmas condições de observação foi detectada
sugerindo possivelmente, uma diminuição na taxa de síntese e/ou liberação
da dopaiiiina em corpo estriado de ratas convulsivas.

Por sua vez, a diminuição siinultânea em mvel de 5-HT e na taxa de
metabolização detectada durante a fase aguda do processo convulsivo nas
ratas sacrificadas após 24h possibilita também sugerir que ocorra uma
diminuição na taxa de síntese e/ou liberação de serotoDÍna em corpo
estriado de ratas convulsivas, mas, é importante salientar que na primeira
hora da convulsão ocorreu uma diminuição na concentração da 5-HT e um
aumento da taxa de metabolização. Este fato pode justificar a necessidade
de um maior período de tempo para uina mteração entre os sistemas
colinérgico e serotonérgico, uma vez que os efeitos inibitórios na
concentração e metabolização da 5-HT são mais proeminentes nos ratos
convulsivos sacrificados após 24 h.

Durante a fase aguda das convulsões a concentração de DA e 5-HT
diminuíram, sugerindo-se, assim, que mudanças nessas monoaminas
poderiam ocorrer durante esta fase do modelo de epüepsia com pilocaq)üia,
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sem descartar a hipótese de sua alteração taiübém nos períodos silencioso e
crónico, já que não foram ainda estudados nas mesmas condições.

El-Etn e colaboradores (1993) estudando também as convulsões em
sua fase aguda, observaram que na primeira hora não havia alteração na
concentração de DA e 5-HT, mas durante as 24h de observação, os autores
detenumaraiTi um auinento tanto na concentração de DA quanto de 5-HT
no loctis coendetis de ratos adultos comailsivos.

As ativações dos receptores serotonérgicos do tipo 5-HT; podem
produzir inibição da estmiulação colinérgica (Peroufka, 1988). Logo, como
a pilocaqpina produz mtensa estmiulação colinérgica, a düiiÍDuição da 5-HT
no corpo estriado de ratas convulsivas dificultaria a estimulação dos
receptores 5-HTi, sugerindo que a redução na concentração da serotonina
facilitaria a manutenção das convulsões.

Conhece-se, que no modelo de kmdling de epilepsia, a concentração
de norepinefiina (NE) e da serotonina (5-HT) em hipocampo, dünmui
facilitando o desenvolvimento das convulsões em ratos (Cavalheiro et al,
1991; El-Etri et al., 1999). Nesse modelo uiïi marcado incremento dos
metabólitos da dopamma (DA) e 5-HT foi observado (El-Eto-i et al., 1993),
sugerindo um aumento na taxa de produção dos neurônios
monoaminérgicos ünediataiiiente após a injeção sistémica de ácido caínico
(KA) (Albala et., 1984).

O decréscimo nos níveis de norepineírina (NE) e 5-HT foram
descritos na epilepsia de origem genética em ratos (Jope et al., 1991).
Estudos mostrani que a atividade da enzmia tü-osina hidroxüase, a etapa
limitante da síntese de NE, é incrementada durante as convulsões de origem
genética, sugerindo a presença de um mecanisiiio conipensatório para
prevenir ou suprimir as convulsões. O déficit da atívidade da enzima
precede as convulsões, sendo a atividade anormalmente alta após as
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convulsões. Os dados confírmain a ideia de que a relação inversa entre as
convulsões e os níveis de monoaiTiinas pode ser de origein genética (Jope et
al., 1989).

Já se detenmnou que as concentrações de noradrenalma e de seu
metabólito (5-HIAA) auiiientam em todas as fases da epilq^sia. A
concentração da NE durante o período silencioso decresce e a sua taxa de
metabolização foi semetliante ao dos controles (Cavalheiro et al., 1994).
Infelizmente, não foi possível, nos nossos experimentos de determinação de
neurotransmissores na situação de ratos convulsivos, detectar os níveis de
NE.

Os dados de Cavalheiro e colaboradores, (1994), mostraram que há um
amnento no conteúdo de DA, no hipocampo durante os períodos agudo,
silencioso e crónico do processo convulsivo. Simultaneamente a
metabolização da DA mensurada pela relação (DOPAC/DA) foi diiiiinuída,
indicando redução da metabolização da DA, diu-ante estes três períodos.

Nossos dados em corpo estriado de ratas adultas mostrarain uma
diminuição na concentração e nenhuma alteração na taxa de metabolização
da DA durante as convulsões e estado epiléptico (período agudo) nos ratos
observados por l e 24h. Portanto, com relação aos achados obtidos para
hipocampo por CavaUieiro et al. (1994) nossos dados são contraditórios
para a área cerebral estudada, corpo estriado, mostrando uina diferente
participação da DA no corpo estilado durante a fase aguda do processo
convulsivo.

Cavalheiro e colaboradores (1994) obsen/arain tanibém um
incremento na concentração hipocainpal de 5-HT e na sua taxa de
metabolização, mensurada através da taxa (5-HIAA/5-HT), durante o
estado epiléptico. Nossos estudos demonstrarajTi que no corpo estriado de
ratas adultas, há mna redução na concentração de 5-HT em ambos os
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períodos de observação, mostrando que a serotonina pode estar

pailicipando da propagação e ma.nutenção das convulsões mduzidas por

pilocaipina.

Inúmeros estudos mdicam claramente a importância das monoaminas

e aminoácidos no fenómeno epiléptico, os mecanismos de como estes
neurotransinissores influenciam as convulsões ainda não foram

estabelecidos e são necessários mais estudos para o esclarecünento da

participação das monoaminas e seus metabólitos nas convulsões.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

Nossos achados indicaiTi que a ativação do sistema muscaríüico está

claramente envolvida nas alterações comportamentais e nas lesões cerebrais

observadas, desde que a püocarpma (400mg/Kg) em dose elevada produziu

alterações do comportamento normal dos ratos e induziu danos cerebrais

com alta intensidade no corpo estriado e em outras áreas cerebrais.

Com relação à atividade acetílcolinesterásica em corpo estriado de

ratas adultas, foi detectada uma diminuição acentuada na atividade

enzimática in vitro na primeira hora da fase aguda do processo convulsivo,

enquanto que, nas 24 horas seguintes da mesma fase, houve uma tendência

à normaüzação da atividade.

E possível que a downregiilation dos receptores muscarínicos

(Mi+Ms), vista no corpo estilado, tenha IUTI papel nas lesões, pois, esse

efeito foi evidente no gmpo com püocarpina que apresentou alterações em

algumas estruturas cerebrais. Talvez ocorra uma interferência da

pilocarpina direta e/ou mdu-eta sobre a interação das vias colinérgicas e

dopaiiiinérgicas, no entanto, pouco se conhece sobre essa interação.

Os efeitos diretos da püocarpma sobre a densidade de receptores

colmérgicos (Mi+M2) e dopaminérgicos (D] e Dz) não determinaram

claraiïiente o mecanismo do processo convulsivo. Ainda, não peniiitem

uma afirmação concreta sobre a relação direta ou indireta ente os sistemas

colinérgico e dopaiuinérgico.

Estudos utilizando um ligante específico para marcar receptores

colinérgicos do tipo Mi, como a pirenzepina, teriam sido convementes.

Maslanski et al. (1994) sugeriram zun papel desses receptores Mi nas
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convulsões üiduzidas por pilocaipma (400 mg/Kg), e que os receptores N2

seriam importantes na modulação da atividade neuronal. Estudos

bioquímicos mostraraiTi que os receptores M] estímulaiTi fortemente a

fosfolipase C (PLC) e elevam as concentrações de cálcio mtracelular,

enquanto, que os receptores M2 fracamente estiniulam a PLC e respostas

mediadas por cálcio (Felder et al-, 1990; Sandinann et al-, 1991). Sendo

assüïi, parece importante à realização de um estudo dos receptores

colinérgicos muscarínicos Mi e Mz, de fonna independente, objetivando

conhecer melhor as suas ações no quadro epiléptico, como também os

outros sistemas afetados que podem contnbuir para as alterações

comportamentais, histopatológicas e neuroquímicas no corpo estriado de

ratos convulsivos.

Vários autores sugerem que o tratamento com doses elevadas de

pilocarpina produz alterações coinportamentais, eletroencefalográficas,

metabóUcas e neuropatológicas (Clifford et al., 1987; Persinger et al., 1988;

Piredda & Galé; 1985; Paruszewski et al., 2001), sugerindo que o imcio, a

propagação das convulsões e a atívidade neurotóxica dependem pelo menos

dos sistemas colmérgico e dopaminérgico nesse modelo de convulsão.

Nossos estudos de detecção eletroquímica das monoaiTiinas e seus

metabólitos e dados da literatura sugerem taiïibém a participação do

sistema serotonérgico na propagação e/ou manutenção das convulsões.

Embora sejain necessários estudos mais detalhados e aprofundados para a

obtenção de dados conclusivos da participação isolada, do envolvimento

e/ou da interação dos sistemas de neurotransmissores no mecanismo das

convulsões.

Nossos resultados apontam para efeitos da pilocarpma sobre a

ativação dos receptores muscarüücos. Uma ação da pilocarpma tainbém
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sobre a constante de dissociação do ligante aos receptores dopaminérgicos
DI e DZ estriatais pode ser impUcada na convulsão e no estado epiléptico.

A identificação de alvos intracelulares para as ações da püocarpma
poderá fornecer subsídios para o desenvolvünento de novos e meUiores
agentes terapêuticos da epüepsia hmnana, como também avaliar os
benefícios e efeitos colaterais dos tratamentos já existentes e, em
consonância com os avanços da genética molecular, poderá facüitar o
entendünento dos fatores que facilitain o aparecimento das convulsões.
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CONCLUSÕES

l. A püocarpina produz alterações comportamentais, tais como: sinais
colinérgicos periféricos, movimentos estereotipados, tremores,
convulsão, estado epiléptico e morte. Apresentando lun auiiiento no
percentual de tremores, convulsão, estado epiléptico e mortalidade com
relação ao período de observação.

2. A pilocarpina induziu lesões em áreas cerebrais, como: hipocampo,
córtex, substância nigra e tálamo. E o corpo estriado tanibém sojfreu
degeneração neuronal, gUose e vacuolização, apenas no período de 24h
da fase aguda.

3. A pilocarpma altera a atividade acetilcolinesterásica no corpo estriado de
ratas adultas apenas de forma aguda e drástica. Essa alteração parece
ocorrer devido a uma menor síntese proteica ou uma iTiodalção inibitória
da atividade enzimática.

4. È possível que a downregiilation dos receptores muscarínicos (Mi+Mz)
no corpo estnado dos animais adultos participe no processo das lesões
cerebrais, já que esse efeito foi observado nos animais que
apresentaram lesões após tratamento com P400. Em adição, o
tratamento não mostrou alteração na densidade dos receptores
dopaminérgicos D] e Dz, aumentando apenas a afínidade pelo ligante

no corpo estriado. Talvez haja uma relação direta e/ou mdü-eta dos

sistemas colinérgicos e dopaiïiinérgicos.

rAt.t»L>tï.l;ai&s=ztïllïl;3SS. issïs^^üitsïitta^iïtiï?^

liit^RsiD/s^ ïnn^ M ^...
fligtlOTÊCA N UÉNÉIAS BA §APF



118

5. Foi vista uma redução na concentração de serotonina no corpo estriado

dos animais tratados com P400, sugerindo vaia participação direta e/ou

indireta entre os sistemas colmérgico e serotonCTgico, possivehnente

coni o intuito de reduzir ou cessar as ações anticonvulsivaiites

mediadas pela 5-HT através dos receptores serotonérgicos 5-HTi,

facilitando a manutenção das convulsões.

6. No modelo colmérgico com püocarpina 400mg/Kg, sugere-se que a

ativação do receptor muscannico pode estar envolvida na origem da

convulsão, e a propagação poderia ocorrer devido a lun aui-nento na

afinidade dos receptores dopaininérgicos Di e uma possível diminuição

na concentração da serotonina, e as alterações que ocorrem em

diferentes áreas cerebrais durante a fase aguda do processo convulsivo.

7. Observou-se os efeitos diretos da püocaq)ma (400mg/Kg) em nível de

concentrações das monoaminas e seus metabólitos, priiicipalmente na

dopamiaa e serotonina. Isto sugere, taiïibém, a participação das

transmissões dopaminérgicas e serotonérgicas nas convulsões. A

concenfação do HVA não se alterou de fonna signifícatíva na primeira

hora, no entanto, no decorrer das primeiras 24h da fase aguda, houve

uma diminuição expressiva da sua concentração. Por sua vez, a

concentração do 5-HIAA aumentou na primeira hora e se nonnalizou

durante as 24h de observação após o tratamento com P400.
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8. O conhechnento da fisiopatologia das convulsões, envolvendo a
identificação dos mecanismos de mstalação, propagação, maautenção,

as áreas cerebrais e sistemas envolvidos durante o processo convulsivo

poderão foniecer subsídios para o desenvolvünento de agentes

terapêuticos mais eficazes e facilitar o conhecimento de fatores

intrínsecos e extínsecos responsáveis pelo desencadeamento da

epilepsia.

9. Devido à complexidade do processo convulsivo, o tratainento da
epilepsia necessita de estratégias que contemplem a multiplicidade de
neurotransmissores eüvolvidos e a participação de mais de uiiia droga

poderá ser necessána.
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