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1. RESUMOS

1.1. Resumo em Portugués

A eletroconvusoterapia (ECT) é amplamente usada para tratar transtornos psiquidtricos
desde os anos 30. E um tratamento seguro e efetivo para depressio, transtorno bipolar e
alguns casos de esquizofrenia. Embora vérios avancos tenham ocorrido nos tltimos 20 anos
no refinamento do uso e administracio de ECT para minimizar efeitos colaterais do
tratamento, pouco progresso tem se obtido na compreensdo dos mecanismos envolvidos na
resposta terapéutica e efeitos adversos. Apesar disso, criticos ainda véem o método como
potencialmente danoso e capaz de provocar lesdes cerebrais, fatos que carecem de
comprovacao cientifica. Nesta dissertacao utilizamos modelos de choque eletroconvulsivo
(ECS) e simulacdo de ECS (SHAM) em ratos para investigar marcadores de estresse
oxidativo tardio em tecido cerebral. Ratos Wistar machos com 250-300g foram alocados a
dois estudos. No primeiro, denominado seguimento tardio, os individuos receberam um
modelo tradicional de choque agudo e cronico (8ECS), sendo sacrificados apds 45, 60, 90 e
120 dias do protocolo de ECS. Foram medidos pardmetros oxidativos no hipocampo, cortex
e estriado. No segundo modelo, chamado manutencdo, os ratos receberam choques
eletroconvulsivos reproduzindo um tratamento de manutencio (ECSM) e foram
sacrificados 0, 48 horas ou 7 dias apds protocolo ECSM. Foram medidos parametros
oxidativos nas dreas cerebrais: hipocampo, coértex, cerebelo e estriado. No seguimento
tardio foi encontrado algum aumento na peroxidacdo de lipideos apés ECS crénico no
hipocampo e estriado. Houve também maiores taxas de carbonilacdo de proteinas no
protocolo agudo e crdonico. Neste estudo, foi demonstrado aumento de catalase no cortex
em contraste com diminuicdo no estriado e hipocampo, que foram menores em diferentes
tempos apds protocolo agudo e cronico. A Superéxido Dismutase diminuiu em diferentes
tempos apenas apos protocolo cronico no hipocampo. Na manuten¢do, apds o termino do,
niao houve indicacdo de dano a lipideos e proteina em nenhuma das quatro estruturas,
inclusive com diminui¢do de peroxidacdo de lipideos em cerebelo e hipocampo e redugdo
de carbonilacio em cerebelo e cértex. Em conclusdao, os resultados do primeiro
experimento apdiam a proposta de que o choque eletroconvulsivo produz algum dano
neural tardio, mas os resultados nao foram observados no segundo, modelo de
Eletroconvulsoterapia de Manutencdo. Neste ultimo houve maior nimero de ECS e ndo
houve dano, o que sucita a possibilidade do choque eletroconvulsivo produzir alguma
atividade de natureza protetora.



1.2. Abstract

Electroconvulsive therapy is widely used to treat certain psychiatric disorders since 1930s.
Is an effective and safety treatment for depression, bipolar disorder and for same cases of
schizophrenia. Although several advances has occurred over the past 20 years concerning
refining the use and administration of electroconvulsive therapy to minimize side effects of
this treatment, little progress has been made in understanding the mechanisms underlying
its therapeutic or adverse effects. In spite of that, critics still look at the method as
potentially injurious and capable of inducing brain lesions, facts that lack the support of
scientific evidence. In this dissertation we used models of electroconvulsive shock (ECS)
and simulated ECS (SHAM) in rats to investigate its effects on markers of long term
oxidative stress in the rat brain. Wistar male rats of 250-300g were assigned to two studies.
In the first, named follow-up long lasting, the individuals received a traditional model
Acute (1ECS) and Cronic (8ECS), and were subsequently sacrificed at 45, 60, 90 and 120
days after convulsion. We measured oxidative parameters in hippocampus, cortex, and
striatum. In the second model, named maintenace, the rats received a mimicking
therapeutic of maintenance and were subsequently sacrificed 0, 48 hours and 7 days after a
maintenance electroconvulsive shock protocol. We measured oxidative parameters in
hippocampus, cortex, cerebellum, and striatum. In long lasting, we demonstrated same
increase in lipid peroxidation after multiple ECS in the hippocampus and striatum. This
was also the case for protein carbonyls in the single or multiple protocols. In this way, we
demonstrated an increase on activity of catalase in cortex in contrast to striatum and
hippocampus, were there were decreases sometimes in chronic ECS. The superoxide
dismutase activities decrease in different times after single and multiple ECS in the
hippocampus only. In Maintenance, after the end of protocol, we demonstrated no
alteration in the lipid peroxidation and protein damage in the four structure, inclusive was
decrease lipid peroxidation in cerebellum and hippocampus and decreased protein
carbonyls in cerebellum and cortex. In conclusion, the results of our first experiment
support the proposal that the electroconvulsive shock produce any neural injury, but this
results not were observed in the second, the maintenance model of electroconvulsive shock.
Probably, were more number of ECS than first and does not have injury, what can support
the proposal that the electroconvulsive shock produce activity of a protective nature.



2. LISTA DE ABREVIATURAS

BDNF - Fator neurotréfico derivado do cérebro (brain-derived neurotrophic factor)
CAT - Catalase
DNPH - Dinitrophenylhidrazine

ECS — Choque eletroconvulsivo (electroconvulsive schok)

ECSM - Choque eletroconvulsivo de manutencdo (electroconvulsive schok maintenance )
ECT - Eletroconvulsoterapia

ECTM - Eletroconvulsoterapia de Manutencao

FGF-2 — basic fibroblast growth factor

GABA — Acido gama-aminobutirico

GFAP - Proteina glial fibrilar acida (glial fibroblast acid protein)

IEGs — immediate early genes

N-CAM - Molécula neuronal de adesao celular (Neural-cecular adesion molecule)
NMDA — N-metil-D-aspartato

RNA — Acido ribonucleico

ROS — Espécies reativas de oxigeénio (reactive oxigene species)

SNC - Sistema nervoso central

SOD - Superéxido dismutase

TBARS - Espécie reativa de 4cido thiobarbitirico ( Thiobarbituric Acid Reactive Species)

5-HT - Serotonina (5-Hidréxi-Triptamina)



3.INTRODUCAO

3.1. Eletroconvulsoterapia (ECT)

Esta préximo de completar 70 anos que a eletroconvulsoterapia (ECT) foi utilizada pela
primeira vez, porém ela ainda continua a ter um importante papel terapéutico no tratamento
de vdrios transtornos psiquidtricos. A ECT é um tratamento eficaz, com resultados
superiores a simulacdo de ECT (realiza¢do dos mesmos procedimentos exceto passagem de
corrente pelo cérebro e conseqiiente convulsdo), e também superior a emprego de
psicofarmacos tradicionais em pacientes com transtorno depressivo maior (Janicak et
al,1988; Carney et al , 2003) e episddios maniacos (Small et al, 1988; Sikdar et al 1994),
bem como util para alguns casos de esquizofrenia refratdria, testada em combinacdo com
antipsicéticos de primeira geracdo (Klapheke, 1993; Champattana & Chakrabhand, 2001) e
com clozapina — um antipsicético de segunda geracdo (Fink, 1998 ; Kupchik et al, 2000 ).

E um procedimento que consiste na inducio de convulsdes generalizadas, com
duracdo de 20 a 150 segundos, pela passagem de corrente elétrica pelo cérebro (Sadock &
Sadock, 2000). E uma terapia considerada benéfica, embora apresente alguns efeitos
adversos cardio-circulatérios, convulsdo e apnéia prolongada, cefaléia, dores musculares,
ndusea, precipitacdo de surto maniaco e disfunc¢des cognitivas. Estes efeitos tém sido
minimizados através de uma avaliacdo clinica individualizada dos pacientes e adaptacdes
da técnica (APA, 2001), permanecendo um dos mais importantes efeitos colaterais, as
disfungdes cognitivas (Rami-Gonzales et al, 2001). Existem teorias de que os déficits
cognitivos poderiam refletir dano cerebral (Friedberg, 1977; Breggnin, 1993), no entanto

investigacdes nao tém encontrado resultados que suportem a hipétese de dano cerebral

(Devanand et al., 1994; Zachrisson et al., 2000).
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E comum a ocorréncia de recaida apds um breve periodo ou recorréncia apés um
longo tempo de sucesso de um curso de ECT. Com isso, tem sido empregada a continuagdo
e a manutencdo de ECT (Bourgon & Kelner, 2000; Sackeim et al, 1990). Um numero
menor de estudos igualmente sugere eficidcia e seguranca do tratamento ambulatorial
prolongado, apds sucesso na fase aguda(remissao dos sintomas). Este tipo de terapia visa a
prevencdo de recaida (continuacdo) e recorréncia (manuten¢do) (Andrade & Kurinji, 2002;
Sackeim et al, 2001). Na prética, a distincdo entre continua¢do e manutengdo € arbitraria
(Fink et al, 1996). O presente texto empregard o termo mais genérico, eletroconvulsoterapia
de manutencdo (ECTM), para o tratamento prolongado ou estendido apds a resolugdo

agudo do episddio da doenga.

3.2. Histoérico

O inicio do desenvolvimento da ECT foi em 1934, com o tratamento bem sucedido da
catatonia e de outros sintomas esquizofrénicos empregando-se convulsdes induzidas com
monobrometo de canfora (Meduna, 1985). Von Meduna utilizou esse método de tratamento
com base nas observagdes prévias de que os sintomas esquizofrénicos freqiientemente
diminuiam apés uma convulsdo e de que, conforme se supunha incorretamente, a
esquizofrenia e a epilepsia ndo poderiam coexistir em um mesmo paciente, de modo que a
inducdo de convulsdes poderia “livrar” o paciente da esquizofrenia. A canfora foi em
seguida substituida por pentilenotetrazol, mas a agonizante fase de espera pela crise
convulsiva e o mal estar profundo do paciente nesse periodo levam a procurar outros
métodos de inducdo da crise convulsiva (Thuillier, 1999). Posteriormente, em abril de
1938, Ugo Cerletti e Lucio Bini relataram que convulsdes poderiam ser induzidas com

seguranca em humanos por um estimulo elétrico (Cerletti, 1940), inaugurando assim o
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emprego médico da ECT. Os principais problemas associados a ECT foram os desconfortos
dos pacientes devido ao procedimento e as fraturas decorrentes da atividade motora durante
a convulsdo. Essas intercorréncias foram eliminadas pelo uso da anestesia geral e dos
relaxantes musculares durante o procedimento (Busnello, 1995).

No Brasil, Alvaro Murillo da Silveira introduziu a eletroconvulsoterapia em 1942, no
Hospital Psiquidtrico Sao Pedro (Porto Alegre — RS), usando um aparelho construido pelo
engenheiro Olmiro Ilgenfritz (Busnello, 1995). Nos anos 1960 e 70, hd uma marcada
diminuicdo na utilizacdo da ECT, ndo sé pelo advento da psicofarmacologia, mas
principalmente pelo movimento antipsiquiatrico, que influenciou as elites universitdrias
gerando um sentimento de desconforto e raiva na sociedade contra as internagdes
psiquidtricas e a psiquiatria de um modo geral. Nos Estados Unidos, houve uma queda de
46% no uso de ECT, entre os anos de 1975 a 1980 foi demonstrado em um levantamento
do National Institutes of Mental Health (Thompson et al., 1994). Recomenda-se que a ECT
seja realizada por centros de referéncia, em bloco cirtirgico com a presenca de anestesista,
psiquiatra e enfermeira, apds criteriosa avaliacdo de sua indicacdo e riscos (Eranti e
McLoughlin, 2003). Atualmente, caracteriza-se claramente ma pratica médica, sua
realizacdo em enfermarias psiquidtricas com pacientes acordados ou apenas sedados, sem

toda uma equipe técnica, investigacdo e preparacao do paciente.

3.3. Aspectos Socio-Culturais
Talvez ndo exista outro método tdo controverso quanto a ECT. Embora sua eficicia e
seguranca tenha sido demonstrada em muitas condi¢des psiquidtricas (APA, 2001; McCall

et al, 1999) e muitos pacientes tenham declarados satisfeitos com os resultados (Taieb et al,
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2001 ; Iodice et al, 2003) , permanece uma imagem negativa na midia (Freeman &
Cheshire, 1986 ; McDonald & Walter, 2001 ) e populagdo Geral (Lauber et al, 2005).

Ao longo de sua histoéria, as indica¢des para uso da ECT tém sido ditadas ndo pelos
resultados que demonstra em estudos clinicos, mas pela percepcdao do publico, meio
cultural, inclinacdes dos profissionais que lidam com transtornos mentais graves e
peculiaridades da legislacao local (Winslade et al, 1984). A midia, em diversas partes do
mundo e no Brasil ndo € diferente, comumente reporta-se somente a ECT realizada sem
anestesia, sem muitos critérios clinicos, ndo raramente como método puramente punitivo e
causador de danos grosseiros e irreparaveis .

Dados demonstram que hd, proporcionalmente, um maior emprego de ECT em
membros de classe média e alta (Babigian & Guttmacher, 1984), hospitais privados do que
publicos (Thompson & Blaine, 1987) e em centros académicos (Hermann et al, 1994),
também, negros sdo sub-representados entre aqueles que recebem ECT (Thompson et al,
1994). A eficécia, principalmente em tratamentos de quadros depressivos e, de certa forma,
o seu subemprego foi citado em consagrados periddicos, podendo-se citar: uma revisao
sistemdtica e meta-andlise publicada no The Lancet (Carney et al. 2003), bem como os
editoriais do The New England Journal of Medicine (Potter & Rudorfer,1993) e British
Journal of Psychiatry (Eranti & McLoughlin, 2003) .

Isso nos faz pensar, que atualmente a terapia eletroconvulsiva tem colaborado para
exclusdo social de uma forma oposta de algumas idéias de senso comum, em determinadas
circunstancias, classes menos privilegiadas tem tido menos acesso a um tratamento seguro

e eficaz.
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3.4. Aspectos Clinicos

O relatério da forca tarefa americana em ECT identificou populagdes de pacientes
para os quais o tratamento € particularmente benéfico e indicado (APA, 2001), ndo sendo
um tratamento de excecao, foi considerando a ECT como primeira escolha quando:

e Ha necessidade de uma melhora rdpida e consistente, seja por complicacdes

clinicas ou psiquiétricas;

e Osriscos de outros tratamentos sao maiores do que os riscos da ECT;

e Existe uma histéria prévia de resposta pobre a drogas e/ou boa resposta prévia a

ECT;

® O paciente prefere esse tipo de tratamento.

Ainda de acordo com a mesma Associagdo (APA,2001), os critérios para indicacdo de
ECT como o tratamento de segunda escolha sdo:

® Auséncia de resposta terapéutica adequada;

e Efeitos colaterais graves e inevitdveis ou maiores do que podem ser provocados

pela ECT;

e Deterioragao do quadro clinico psiquidtrico.

Nao hd contra-indicagdes absolutas a ECT, entretanto, algumas condicdes clinicas
podem aumentar o risco de complicagdes da ECT, devendo, entdo, haver uma avaliacdo
mais precisa do caso e medidas necessdrias para a realizagdo do procedimento (Fiegel et al.,
1998). Essas condi¢des abrangem: infarto agudo do miocardio; qualquer condi¢@o clinica
que aumente a pressdo intracraniana; doencas hemorrdgicas; aneurismas; glaucoma; hipo
ou hipercalcemia; hipertensdo arterial sist€mica grave nado tratada; condi¢des médicas que

podem romper a barreira hematoencefalica (AVC recente, esclerose multipla).
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Todos os pacientes que irdo se submeter a ECT devem assinar um termo de
consentimento o qual deve incluir a natureza e a gravidade do transtorno psiquidtrico, seu
curso provavel sem ECT, a natureza do procedimento, o risco e o beneficio e as alternativas
terapéuticas, incluindo a op¢ao de ndo tratar o problema.

A taxa de mortalidade da ECT € de 0,002% por sessdao e 0,01% por paciente. As
alteracOes mais freqiientes sdo cardiovasculares e do sistema nervoso central. Cerca de 75%
dos 6bitos que ocorrem imediatamente apds a ECT sdo de causa cardiovascular. A maioria
dos efeitos colaterais € transitoria e benigna (Sadock & Sadock, 2000; APA,2001). Os
efeitos sobre a memoria, geralmente transitorios, possivelmente sejam a maior fonte de
pressdes negativas quanto ao tratamento. A ECT esta associada adificuldades de recordacao
(amnésia retrégrada) e déficit de novos aprendizados (amnésia anter6grada) (Andrade et al,
2002a; Rami-Gonzalez et al, 2001). Todavia, ressaltamos que existem relatos de amnésia
permanente para eventos ocorridos proximos aos dias do tratamento (Squire & Slater,
1983).

Ap06s sucesso no curso de ECT tende-se a instituir uso de psicofarmacos, a limita¢do
tem sido altas taxas de recaida ou intolerancia a medicacdo (Sackeim el al, 1990 ;
Grunhaus, Pande e Haskett, 1990). Em ambas situacdes a ECTM tem sido uma opg¢ao de
escolha (Andrade & Kurinji, 2002). O uso a longo termo, ECTM, tem gerado
questionamentos acerca do comprometimento cognitivo. Embora, efeitos colaterais sobre a
memoria tém sido associados ao nimero de secdes, ndo tém sido relatados efeitos
cognitivos severos em pacientes com longos periodos de ECTM (Wijkstra & Nolen,2005 ).
Apesar da auséncia de estudos controlados, de longa duragdo, ndo existe evidéncia de um

nimero maximo de tratamentos (Barnes et al, 1997).
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3.5. Aspectos da Técnica

A disposicdo dos eletrodos pode ser unilateral ou bilateral, estando esta tultima
associada na maioria dos estudos a melhor resposta clinica, porém ha maiores taxas de
comprometimento cognitivo (Carney et al., 2003). Entretanto um ensaio randomizado
controlado (Sackeim, Prudic e Devanand, 2000) achou eficicias semelhantes quando
empregadas dosagens elevadas. A forma de onda elétrica empregada pode ser sinusoidal ou
de pulso breve, estando esta ultima associada a melhor recuperacao dos efeitos cognitivos
(Carney et al., 2003).

As secOes (ou tratamentos) sdo geralmente administradas no inicio da manha, em dias
alternados, trés vezes por semana (Fiegel et al., 1998), podendo ser empregado duas vezes
por semana ou diariamente, conforme efeitos colaterais ou urgéncia de resposta (APA,
2001). O numero de se¢des de ECT € varidvel, sendo avaliado por meio da resposta clinica.
Em média em um curso de tratamento sdo necessarias de 8 a 12 sessdes. Contudo, alguns
pacientes necessitam até 20 se¢des de terapia eletroconvulsiva para remissdo dos sintomas.
Esta fase do tratamento agudo habitualmente € descrita como um curso de ECT ( derivado
da expressdo ECT Course).

ECTM refere-se ao tratamento com intervalos de uma semana a um més,
administrado apds sucesso em um curso de ECT. Comumente as secOes ficam semanais no
primeiro més, quinzenais no segundo e, a partir do terceiro, uma vez ao més (Andrade &
Kurinji, 2002). Existem relatos e série de casos com periodos prolongados com sucesso,
incluindo o de uma senhora de 77 anos, que se submeteu a ECM por mais de sete anos
(Wijkstra & Nolen, 2005) e outro paciente que foi submetido a 1250 tratamentos sem

evidéncia de comprometimento cerebral (Lippman et al 1985).
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3.6. Efeitos Neurobiolégicos da ECT
Os mecanismos de acdo (eventos neurobioldgicos implicados nos efeitos positivos) da
ECT permanecem obscuros, isso ndo deve ser uma surpresa, visto que a informag@o sobre
muitos transtornos psiquidtricos ainda é muito incompleta. Mais de cem teorias ja propostas
para explicar os beneficios terapéuticos do ECT. Elas variam de hipéteses de processos
psicologicos e psicodindmicos a alteracbes em neurotransmissores, efeitos
neuroendocrinos, alteracdes em sistemas de segundos mensageiros € expressdo génica
(Sackeim, 1994). Os fatos disponiveis t€m demonstrado ser muito mais féacil descobrirem-
se alteracdes em diversos sistemas fisiologicos do que acusar precisamente quais dessas
respondem pela eficicia do ECS. Obviamente, um evento tal qual a crise convulsiva, ainda
mais provocada pela aplicagdo de uma descarga elétrica direta, € a manifestacdo dramdtica
de uma diversidade de processos bioquimicos subjacentes.

A problematica na identificacdo dos mecanismos de acdo do ECT recai no fato de que
o ECT afeta muitos sistemas no sistema nervoso central, alem da dificuldade de definir
neuroquimicamente as doengas para as quais é empregado. Dessa forma, a estimulagdo
eletroconvulsiva (ECS), aplicada experimentalmente a animais tem sido largamente
utilizada como um modelo de ECT (Green & Nutt, 1987). Os modelos de ECS crénico (3 a
8 secdes) e agudo (1 secdo) sdo rotineiramente publicados e aceitos como o equivalente
animal da ECT em humanos (Cereser et al, 2006; Wennstrom et al, 2006; Hellsten et al,
2005). A técnica mais comum, e também a utilizada neste estudo, consiste da colocagdo de
dois clipes, um em cada orelha da cobaia. Para que o circuito elétrico seja fechado a
corrente tem que necessariamente passar pelo cérebro do animal, tal qual ocorre nas
descargas elétricas num procedimento de ECT em humanos. Os parametros do estimulo

elétrico sdo 150 volts, 60 hertz, por dois segundos (Barrichelo et al, 2004). Choques dentro
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dessas especificacOes sdo capazes de induzir nos animais uma crise convulsiva tonico-
clonica, generalizada, muito semelhante a que o procedimento de ECT induz em humanos.

Dentre as alteracbes enddcrinas, a prolactina foi um dos hormdnios mais
investigados. Ela € liberada de maneira aguda apds cada aplicacdo, atingindo um pico em
15 a 30 minutos (Whalley et al., 1987). O eixo hipotdlamo-hipofise-tiredide demonstra um
rdpido aumento nos niveis de Hormonio Tireoestimulante (TSH) logo ap6s o ECS. Esse
aumento diminui a cada choque, o que pode ser relacionado com a também decrescente
duracdo das convulsdes ao longo das diversas sessdes de tratamento. Esse fendmeno €
comum a maioria dos cursos de ECT, nao se relacionando com desfecho clinico
(Papakostas et al., 1990).

Outra teoria do mecanismo de acdo da ECT, a hipétese diencefélica, assume que a
resposta da ECT estd relacionado com a estimulacdo das estruturas subcorticais que
regulam a atividade do eixo enddcrino hipotdlamo-hipéfisario. A estimulacdo desse sistema
resultou na liberacdo de hormonios hipofisdrios como a adrenocorticotrofina (ACTH),
tirotrofina, prolactina, ocitocina e vasopressina. Este eixo neuroenddcrino € extensamente
estudado em depressdao, e € controlado por vdrios sistemas de neurotransmissores que
podem estar envolvidos no desenvolvimento da doenga (Esel et al., 2002).

O metabolismo cerebral de glicose e o fluxo sangiiineo cerebral foram avaliados em
animais e humanos submetidos a ECT (Obergriesser et al., 2003; Sartorius et al., 2003).
Estudos em ratos demonstraram significante reducdo no metabolismo da glicose um dia
ap6s o udltimo ECS (Ackermann et al., 1986). Do mesmo modo, em humanos, uma
diminui¢do nos indices metabdlicos foi demonstrada apés um curso de ECT (Obergriesser

et al., 2003). Um estudo conseguiu demonstrar correlacio entre melhor taxa de remissao de
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episddio depressivo e diminui¢do no metabolismo cerebral de glicose imediatamente apds a
ultima aplicacdo da série de ECSs (Ackermann et al., 1986).

Em animais, o uso do eletrochoque foi reportado como potenciador serotoninergico
nos neurdnios corticais (De Montigny et al., 1984). Foi demonstrado que o receptor 5-HT
foi potencializado apds repeticio de ECSs em ratos (Ishiara & Sasa, 1999) e houve um
aumento na densidade do receptor no giro dentado do hipocampo (Hayakawa et al.,1994).

Estudos prévios sugerem que a ECT promove alteragdes duradouras na expressao
génica. Estas alteracdes na atividade gendmica sdo mediadas por immediate early genes
(IEGs) que funcionam como cddigo para a transcricdio de fatores via estimulos
extracelulares na futura expressdo de genes (Duman & Hosoda, 1992). Um tnico ECT
resulta em rdpido aumento na expressdo de IEGs, incluindo c-fos e, ECT cronica resulta
em reducdo de c-fos. Isto € possivel porque a ECT cronica modifica o sistema SHT em
particular 5SHT;4, via IEGs como a prépria c-fos (Moorman et al., 1996). O basic fibroblast
growth factor (FGF-2) estd implicado na diferenciacdo de progenitores celulares de
neuronios, astrocitos e oligodendrdcitos, sendo encontrado, também, na formacado de novas
sinapses, além de ter um efeito neuroprotetor. Apds convulsdes induzidas por ECT, ocorre
aumento na expressdo de RNAm para FGF-2 no hipocampo, que permanece por muitas
horas ap6ds a convulsdao (Gwinn et al., 2002).

Estimulos elétricos induzem ativacdo de proteinas de regulacdo associadas ao
citoesqueleto (Yamagata et al., 2002). E levantada a possibilidade de que muitos
tratamentos antidepressivos, incluindo a ECT, regulem fatores neurotréficos. A sinapsina é
uma proteina associada as vesiculas sindpticas, tendo um papel regulador na liberacio de
neurotransmissores, € também na organizacdo da arquitetura do citoesqueleto no terminal

pré-sindptico (Yamagata et al., 2002; Yamagata, 2003). Essa proteina € fosforilada por
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vérias proteinas quinases. A ECT induz uma mudanca bidirecional na fosforilagdo da
sinapsina. Imediatamente apds a convulsdo, ocorre um rapido aumento na desfosforilagao
da sinapsina, o que implica em uma maior rigidez na organizacdo da actina-citoesqueleto
que modula a liberac@o de vesiculas sindpticas. Este fato impede que ocorra uma liberagao
macic¢a de neurotransmissores na fenda sindptica, provocada pela ECT, promovendo, assim,
um efeito protetor. No entanto, alguns minutos apds a convulsdo ocorre um aumento na
fosforilagdo da sinapsina, desaparecendo a rede de actina e aumentando a liberacdo de
neurotransmissores e, possivelmente induzindo plasticidade neural, tal como uma
reorganizacao sindptica (Yamagata et al., 2002; Yamagata, 2003).

Estudos ja comprovaram previamente a existéncia de um aumento de moléculas de
adesdo celular neuronal (N-CAM), as quais sdo envolvidas na sinaptogénese, seguido de
uma série de ECSs em ratos sob condi¢des experimentais (Kragh et al., 1993). Isso sugere
que 0s novos circuitos ndao sdo somente formados entre neurdnios pré-existentes, mas
podem também envolver um grande nimero de novos neurdnios. A proliferagdo,
diferenciacdo e sobrevivéncia de neur6nios granulares do giro dentado sdo influenciados
por condigdes fisiologicas e ambientais.

A eletroconvulsoterapia, o procedimento pode causar diminui¢cdo na memoria,
caracterizando a amnésia retrograda e anterégrada, podendo ser explicadas por uma
redu¢d@o no ndmero de receptores muscarinicos em diversas regides do cérebro (Gleiter &
Nutt, 1989). Adicionalmente, mudangas no sistema glutamatérgico podem estar vinculadas
(Chamberlin & Tsai, 1998). De acordo com essas hipéteses, a ECT causa um insulto
neuronal por excessiva liberagdo de aminodcidos excitatérios e ativacdo de seus receptores.
Esses insultos no hipocampo durante as sessdes de ECT provavelmente sdo importantes

para a disfun¢@o no processo de consolidacdo da memoria. Além disso, a ECT aumenta a
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afinidade no sitio de ligacdo de receptores 5-HT,s, sendo que a estimulacdo da
neurotransmissdo serotoninérgica prejudica o processo de aprendizado e memdria
(Erakovic et al., 2001).

A peroxidacdo de lipideos, indicador de estresse oxidativo, foi alterada em tecido
cerebral de ratos em convulsdes induzidas por pilocarpina e dcido kainico ( Dal-Pizzol et
al., 2000). Diferentemente, até 30 dias apés ECS (uma sec¢do e curso de 8 se¢des), ndo foi
encontrado evidéncia de dano oxidativo (Barrichello et al, 2004 a, Barrichello et al., 2004
b). Estas pesquisas, realizada no nosso laboratério, inclusive foi achado aumento na

atividade de enzimas antioxidantes.

3.7. Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e Estresse Oxidativo

A necessidade do O, obscurece o fato de que € um gés potencialmente téxico e mutagénico
oferecendo sérios riscos, as espécies aerébicas sobrevivem devido a defesas antioxidantes
que as protegem. Os efeitos dos danos em organismos aerdbicos variam consideravelmente
com o tipo de organismo, a idade, estado fisiolégico e a dieta. A toxicidade do oxigénio €
influenciada pela presenca na dieta de variadas quantidades de vitaminas A, E, e C, metais
tais como Zinco, Cobre e Ferro, antioxidantes sintéticos e dcidos graxos poliinsaturados
(Halliwell & Gutteridge, 1999).

Para formar o oxigénio molecular O2, os dois elétrons do subnivel p de um oxigénio
fazem intercambio com os dois elétrons de outro oxigénio, formando um composto estavel
com 12 elétrons na ultima camada (L). Em condicdes fisiolégicas do metabolismo celular
aerobico, o O, sofre redugdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na
formagdo de agua, durante este processo sdo formados intermedidrios reativos como 0s

radicais superéxido (O,— e), hidroperoxila (HO,e), hidroxila (OH), e o perdxido de
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hidrogénio (H,O,) (Ferreira & Matsubara, 1997; Cuzzocrea et al, 2001), conforme figural.
Normalmente a reducdo completa do O, ocorre na mitocondria, e a reatividade das ROS ¢é
neutralizada pela entrada de quatro elétrons (Cohen, 1989).

O radical superéxido reage com alvos bioldgicos, sendo que o efeitos nos tecidos é

resultado da formacdo secundaria de novos radicais livres em adicdo a reacdo do
superdxido com lipidios, catecolaminas (Macarthur et al, 2000), e Dna (Dix et al,1996).
O H202 é capaz de atravessar camadas lipidicas, podendo reagir com a membrana
eritrocitaria e com proteinas ligadas ao ferro, sendo assim altamente toxico para as células,
podendo ser aumentada esta toxicidade em presenca de ferro (Eaton,1991). O radical mais
reativo proposto muitos anos atrds é o HO,e-, produzido pela interacdo do O,— ® ¢ H,O,
pela reacdao quimica conhecida como Haber-Weiss, tracos do metal ferro na forma de fons,
reage com H,O,, produzindo o radical hidroxil, o fon ferro ndo esta presente em vivo, mas
os ions sdo produzidos pela acdo do superoxido sobre os fons ferro armazenados em
proteinas (Cuzzocrea et al,2001).

O cérebro consome grandes quantidades de oxigénio, em torno de 20% do oxigénio
consumido pelo corpo todo, 160 umol por 100g do peso cerebral por minuto (Magistretti et
al,1999). Pelo constante uso do oxigénio nas mitocondrias para suprir a energia necessdria
sdo gerados os radicais livres, tornado o cérebro particularmente suscetivel ao estresse
oxidativo (Gilgun-Sherki et al., 2002). As ROS tem sido foco de interesse como possiveis
candidatos para a elucidacdo de varias respostas na patogénese do dano agudo do sistema
nervoso central e como alvo terapéutico (Bromont et al., 1989, Oliver, et al., 1990), € bem

conhecido que as células gliais sdo mais resistentes ao estresse oxidativo do que os
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neurOnios, provavelmente devido a up regulation da sintese de glutationa (Rice & Russo-
Mena, 1998; Iwata-Ichikawa et al., 1999).

Quando existe um aumento na producdo ou diminui¢do das defesas antioxidantes
existe uma condi¢do chamada de estresse oxidativo, em que os radicais livres em excesso
comecam a produzir danos a lipidios, proteinas, DNA, carboidratos (Halliwell &
Gutteridge, 1999), inibicao das enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial, inativacdo do
gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase, inibicio da atividade da SODIO/POTASSIO
ATPase na membrana plasmética (Cuzzocrea, et al.,2001), levando a subseqiiente morte
celular pela necrose ou apoptose (Evans,1993). A capacidade das células em diminuir os
efeitos do estresse oxidativo é determinada pelo balanco entre as quantidades de espécies
oxidantes geradas e a capacidade dos processos metabdlicos de sintetizar antioxidantes
(Beutler,1989).

O estresse oxidativo gerado tem sido implicado principalmente no mecanismo
neuronal de vérias patologias cerebrais, incluindo doenca de Alzheimer (Calabrese et al.,
2003), isquemia cerebral, doenca de Parkinson, esclerose lateral amiotréfica familiar,
transtorno degenerativo dos neurdnios motor (Ames et al.,1993, Moosmann & Behl, 2002),
doenca de Huntington, esquizofrenia (Rao & Balachandran,2002), Ataxia de Friedreich,
citopatologias mitocondriais e outras doencas neuromusculares (Baker & Tarnoplski,
2003). Indicado também como potencial contribuinte para patologias agudas do sistema
nervoso central, apds dano por acidente hemorrdgico cerebral, as espécies ativas de
oxigénio podem aumentar muitas vezes ocorrendo danos teciduais por diferentes caminhos

molecular e celulares (Gilgun-Sherki et al.,2002).
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3.8. Sistemas de defesas antioxidantes

Existem distintas estratégias celulares de defesa contra os processos mediados pelas
espécies ativas de oxigénio que incluem defesas enziméticas e ndo enzimaticas. Entre as
defesas enzimdticas encontramos a superdxido dismutase (SOD) e catalase conforme

esquema abaixo (Halliwell & Gutteridge,1999):

02—+ 02— +2H+ — H202 + 02
Enzima-Cu2+ + O2—e + 2H+ — Enzima-Cu+ + O2 CuZnSOD

Enzima-Cu+ + O2— + 2H+— Enzima-Cu2+ + H202

MnII) + O2— e < [Mn(IIl) - O2— ¢]— Mn+2 + O2
MnSOD
Mn+2 + 02— < [Mn+2 - O2— ¢] — Mn(III) + H202

H202 > 2H20+02}  Catalase

Nos animais as CuZnSODs estdo amplamente distribuidas e compreendem um total
de 90% do total das SODs, a maioria da CuZnSOD esté localizadas no citosol, algumas
aparecem nos lisossomos e nucleo (Halliwell & Gutteridge,1999, Desideri & Falconi
2003). Esta enzima que requer Cobre e Zinco para a sua atividade, tem grande significado
fisiolégico e potencial terapéutico. As subunidades estdo estabilizadas por uma ligagcdo
dissulfeto entre cadeias. Esta enzima requer Cu e Zn para a sua atividade bioldgica e a
perda do Cu resulta em completa inativagdo levando em muitos casos ao desenvolvimento
de doengas em humanos (Noor et al., 2002). A MnSOD estd amplamente distribuida nas

mitocOndrias. A remog¢do do Mn do sitio de atividade da MnSOD causa perda da atividade
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catalitica (Halliwell & Gutteridge,1999, Noor et al.,2002). A SOD converte superéxido em
peroxido de hidrogénio e representa a primeira linha de defesa contra a toxicidade do

oxigénio (Gilgun-Sherki et al.,2002).

A catalase em mamiferos é uma hemeproteina de ampla distribui¢ao tecidual,
localizada em organelas subcelulares conhecidas como peroxissomos. Contém quatro
subunidades proteicas, cada qual contém um grupo heme com Fe ligado ao sitio ativo.
Forma uma reacdo altamente eficiente com perdxido de hidrogénio, seu tnico substrato,

para formar dgua e oxigénio molecular (Halliwell & Gutteridge,1999; Llesuy et al.,2002).

3.9. Problema

O cérebro consome grandes quantidades de oxigénio, em torno de 20% do oxigénio
consumido pelo corpo todo, 160 umol por 100g do peso cerebral por minuto (Magistretti et
al.,1999). Pelo constante uso do oxigénio nas mitocondrias para suprir a energia necessaria
sdo gerados os radicais livres, tornado o cérebro particularmente suscetivel ao estresse
oxidativo (Gilgun-Sherki et al., 2002).

Niao foi encontrado na literatura revisada dados sobre efeitos tardios de atividade
oxidativa da ECT. Tanto em modelos clinicos quanto animais, ndo dispomos de dados
sobre estressse oxidativo dos tecidos cerebrais em periodos superiores um més de ciclo de
ECT. No que se refere a ECTM nao foi encontrado sequer modelo animal de experimento.

Este estudo visou o desenvolvimento de estratégias para investigar parametros de
estresse oxidativo tardios em modelo animal de eletroconvulsoterapia, com curso de

tratamento agudo e de manutencao.
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4. OBJETIVOS:

4.1. Geral: Avaliar parametros de estresse oxidativo tardio em modelo animal de

ECT.

4.2. Especificos: A - Determinar pardmetros de estresse oxidativo em 45, 60, 90 e 120
dias ap6s ECS agudo e cronico (8 secdes) em cortex, estriado e hipocampo de ratos, através
de indicadores de dano a lipideos, dano a proteinas e dosagem de enzimas Catalase e
Superéxido Dismutase.

B - Determinar parametros de estresse oxidativo apds Oh, 48hs e 7
dias de ECSM, em cortex, estriado, cerebelo e hipocampo de ratos, através de indicadores

de dano a lipideos e dano a proteinas.
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Abstract

This work was performed in order to determine the level of oxidative damage and
antioxidant enzymes activities late after acute and chronic electroconvulsive shock (ECS)
in rats. We measured oxidative parameters in hippocampus, cortex, and striatum, at 45, 60,
90 and 120 days after a single or multiple ECS. We demonstrated an increase in lipid
peroxidation after multiple ECS in the hippocampus and striatum. This was also the case
for protein carbonyls in the single or multiple protocols. In this way, we demonstrated an
increase in catalase in cortex in contrast to striatum and hippocampus, were there were
decreases sometimes in chronic ECS. The superoxide dismutase activities decrease in
different times after single and multiple ECS in the hippocampus. Our findings
demonstrated that there is a delayed increase after ECS in oxidative damage and decrease in

antioxidant enzymes activities in hippocampus and striatum.

Key Words: electroconvulsive shock, electrical stimulation, seizure, oxidative stress
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Introduction

Electroconvulsive therapy (ECT) has been used since the late 1930s as an effective
and fast-acting treatment for a variety of psychiatric disorders (1) and is defined as a
medical procedure in which a brief electrical stimulus is used to induce a cerebral seizure
under controlled conditions (2). However, its mechanism of action is not completely
understood (2).

Electroconvulsive shock (ECS) in rats is a common animal model of ECT in
humans (3,4). ECS has been widely studied, and this has contributed to explain several
aspects of ECT effects (5,6,7). In contrast to several other animal models of convulsions,
previous studies did not find biochemical and structural evidence of brain damage
following a therapeutic course of ECS (4,6,7). In this way, reactive oxygen species (ROS)
when produced in excess can cause tissue injury including lipid peroxidation, DNA damage
and enzyme inactivation (8,9,10). Under normal circumstances, endogenous antioxidants
limit damage unless the oxidant-anti-oxidant balance is disturbed (11). ROS has been
implicated in a variety of acute and chronic neuropsychiatric conditions, including
convulsion (8,9,10). Although the involvement of ROS during both acute and chronic
period of drug-induced status epilepticus has been studied (8), there is no study
investigating the putative role of oxidative stress late after ECS-induced convulsions. ECS
affects several brain regions, particularly the hippocampus, frontal cortex, striatum,
entorhinal cortex, temporal-parietal cortex, and because the greatest benefits of
antidepressants and ECT are derived with chronic treatment, the chronic molecular effects
of ECS may reveal mechanisms of their therapeutic efficacy (12). Instead of this, few
studies have been performed to evaluate the time course and persistence of these effects.

Thus, this work was performed in order to determine the level of oxidative damage and
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antioxidant enzymes activities late after acute and chronic ECS in multiple brain regions

involved in ECT effects.

Experimental Procedure
Animals and study design

Adult and male Wistar rats (250-300g) were obtained from our own breeding
colony. They were caged in groups of 5 with free access to food and water and were
maintained on a 12-h light-dark cycle (lights on 7:00 am) at a temperature of 23° + 1°. The
experiments were performed between 2 p.m. and 5 p.m.

The rats were divided in two protocols: acute and chronic treatment as we described
previously (6,7). In the acute treatment the animals received a single ECS. In the chronic
treatment animals received a single ECS per day every other day to a total of eight ECS
administrations (this protocol represents a typical ECT section in humans). In both
protocols the animals were sacrificed by decapitation at different times after last ECS: 45,
60, 90 and 120 days after (n=5 animals per group). The cortex, hippocampus and striatum
(these structures are studied since are involved in the therapeutic and/or adverse effects of
ECT in humans) were dissected out immediately after the rat was sacrificed and stored at —
80°C. In vivo studies were performed in accordance with National Institutes of Health

guidelines and with the approval of the local ethics committee.

Electroconvulsive stimulation
The electroconvulsive shock was applied via bilateral ear clip electrodes (6,7). The
stimulus parameters were 150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds. Each stimulation

elicited a tonic-clonic seizure. The sham groups (acute and chronic) were handled
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identically to the ECS-treated rats except that no current was passed. A single sham group
was included in the results section because there was no significant difference among sham
groups at different time points. This was done including animals from all sham groups in a

single group.

Drugs and chemicals
Thiobarbituric acid, catalase, superoxide dismutase, dinitrophenylhidrazine,
adrenaline, hydrogen peroxide, were purchased from Sigma, St. Louis, MO. Glycine was

purchased from Nuclear, Diadema, SP, Brasil.

Thiobarbituric Acid Reactive Species (TBARS)

As an index of ROS production we used the formation of TBARS during an acid-
heating reaction, which is widely adopted as a sensitive method for measurement of lipid
peroxidation, as previously described (13). Briefly, the samples were mixed with 1 mL of
trichloroacetic acid 10% (TCA) and 1 mL of thiobarbituric acid 0.67% (TBA), then heated
in a boiling water bath for 15 min. TBARS were determined by the absorbance at 535 nm.

Results are expressed as MDA (malondialdehyde) equivalents (nmol / mg protein).

Measurement of protein carbonyls

The oxidative damage to proteins was assessed by the determination of carbonyl
groups based on the reaction with dinitrophenylhidrazine (DNPH) as previously described
(14). Briefly, proteins were precipitated by the addition of 20% trichloroacetic acid,
centrifuged at 8000g for 10min and redissolved in DNPH and the absorbance read at

370nm.
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Superoxide dismutase activity (SOD)
Brain structures were homogenized in 50 mM glycine buffer (pH 10.2). SOD activity
was assayed by measuring the inhibition of adrenaline auto-oxidation, as previously

described (15).

Catalase activity (CAT)

To determine CAT activity brain structures were sonicated in 50 mM phosphate
buffer (pH 7.0) and the resulting suspension was centrifuged at 3000g for 10 min. The
supernatant was used for enzyme assay. CAT activity was assayed by measuring the rate of

decrease of H,O, absorbance at 240 nm (16).

Protein Quantification

All the results were normalized by the protein content (17).

Statistical analysis

All data are presented as means + S.E.M. Differences among experimental groups in
experiments evaluating oxidative parameters were determined by One-way ANOVA
Multiple comparisons between ECS and sham were performed by a Student-Newman-
Keuls test. In all experiments, P values less than 0.05 were considered to indicate statistical

significance.
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Results
Oxidative damage parameters

TBARS levels were not different form control in all times tested after a single
ECS (Figure 1A). In the chronic protocol, TBARS levels were increased in relation to sham
at the hippocampus after 60, 90 and 120 days and at the striatum at 90 and 120 days, but not
at the cortex (Figure 1B). As demonstrated for the TBARS, protein carbonyls after the
single ECS were not different from control in the cortex and striatum brain, but were
increased in the hippocampus at 60, 90 and 120 days (Figure 2A). For the chronic
treatment, the protein carbonyl levels were increased in the hippocampus at 60, 90 and 120

days and in the striatum at 90 and 120 days after the treatment (Figure 2B).

SOD and CAT activities

The adaptation of central nervous system (CNS) after ECS seems to include
modulation of antioxidant enzymes. A single ECS produced an increase in CAT activity
after 60 and 120 days in the cortex (Figure 3A). In addition SOD activity decreased in the
hippocampus 60, 90 and 120 days after, and in the striatum 90 days after a single ECS
(Figure 4A). Similarly, during the chronic ECS protocol there was an increase in the cortex
CAT activity at 90 and 120 days (Figure 3B), and a decrease in the hippocampus and
striatum at 60, 90 and 120 days after chronic ECS (Figure 3B). SOD activity in the cortex
decreased in the hippocampus at 45, 60, 90 and 120 days after and increased in the striatum

at 45 days after ECS (Figure 4B).
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Discussion

All living organisms can suffer oxidative damage, yet the animal brain is often said
to be especially sensitive. One reason is its high oxygen consumption: in humans, the brain
accounts for only a few percent of the body weight, but about 20% of basal oxygen
consumption. Hence it processes a large amount of oxygen in a relatively small tissue mass.

We here demonstrated that after ECS there was a structure-related occurrence of
delayed oxidative damage to biomolecules mainly after multiple ECS in the hippocampus
and striatum. This was in contrast to previous studies from our group that demonstrated a
decrease in oxidative damage parameters in several brain regions immediately after and up
to 30 days after a single or multiple electroconvulsive shock (6,7). This delayed occurrence
of oxidative damage could be related to different aspects of ECS effects on CNS. The
increase in oxidative markers could reflect an increase in metabolic rate, or activation of
metabolic pathways important to the therapeutic effects of ECS/ECT. In this way, SPECT
and PET studies on the effects of ECT on brain activities in depressed patients have led to
conflicting results, ranging from overall decrease (18,19,20) to increase (21). In addition,
Yuuki et al (22) demonstrated hypometabolism in some parts of prefrontal regions and
hypermetabolism in the parietal and occipital lobes after ECT treatment. In addition,
several genes involved in the metabolic regulation are up-regulated chronically after ECS,
mainly in the hippocampus (12). The delayed clinical effects of antidepressants and ECT
could result from either indirect regulation of neural signal transduction systems or
regulation of gene transcription. Indeed, selective effects of antidepressants on specific
immediate early genes and transcription factors have been described. These molecules may

be important for adaptive neuronal changes resulting
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from chronic antidepressant treatment. Region-specific effects of chronic antidepressant
treatment on the DNAbinding activities of CRE-, SP1-, and GRE-binding elements in rat
hippocampus and frontal cortex are known (2). Taken together, these data demonstrate the
possible role of gene expression alternations in the mechanism underlying antidepressant
action.

These effects are quite different from other animal models of convulsion. We
previously demonstrated that the increase in lipid peroxidation in the hippocampus during
the acute period of status epileticus can be extended for several hours after the spontaneous
recovery from the status epileticus (at least 12 h) in both pilocarpine or kainic acid models
(8). However, during the interictal period, the TBARS levels in the hippocampus are
diminished in the pilocarpine model (8). This is in accordance with the results from Altar
and cols (12) that demonstrated that none of the 282 gene changes in the hippocampus and
temporal lobe associated with epileptogenesis during kindling overlapped with the genes
altered after ECS. The mechanisms responsible for these differences and its
physiologic/therapeutic significance are not clear, but it is clear that several differences in
oxidative parameters occur between these models.

In conclusion, our findings demonstrated that after ECS there was a delayed
increase in oxidative damage and decrease antioxidant enzymes activities in several brain
regions. Further research must be carried in order to elucidate the mechanism underlying

our findings.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure Legends

Figure 1

A - Thiobarbituric acid reactive species in the brain regions of rats submitted to a
single (A) or chronic (B) electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single
electroconvulsive shock (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds). Sham manipulated,
45, 60,90 and 120 days after treatment animals were sacrificed, and the cortex, cerebellum,
hippocampus and striatum were collected for determination of thiobarbituric acid reactive
species as described under “Materials and Methods”. Oxidative parameters were not
statistically differents between sham groups when comparing all time point analyzed, thus
we presented in the graphs only one sham group. Values are expressed as means + S.E.
(n=5 for each group).

* different from sham (control) (p<0.05).

Figure 2

A - Protein carbonyls in the brain regions of rats submitted to a single (A) or chronic
(B) electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock (150
V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds). Sham manipulate, 45, 60, 90 and 120 days after
treatment animals were sacrificed, and the cortex, cerebellum, hippocampus and striatum
were collected for determination of protein carbonyls as described under “Materials and
Methods”. Oxidative parameters were not statistically differents between sham groups
when comparing all time point analyzed, thus we presented in the graphs only one sham
group. Values are expressed as means + S.E. (n=5 for each group).

* different from sham (control) (p<0.05).
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Figure 3

A - Catalase activity in the brain regions of rats submitted to a single (A) or chronic
(B) electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock (150
V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds). Sham manipulate, 45, 60, 90 and 120 days after
treatment animals were sacrificed, and the cortex, cerebellum, hippocampus and striatum
were collected for determination of catalase activity as described under “Materials and
Methods”. Oxidative parameters were not statistically differents between sham groups
when comparing all time point analyzed, thus we presented in the graphs only one sham
group. Values are expressed as means + S.E. (n=5 for each group).

* different from sham (control) (p<0.05).

Figure 4

A - Superoxide dismutase activity in the brain regions of rats submitted to a single (A)
or chronic (B) electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive
shock (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds). Sham manipulate, 45, 60, 90 and 120
days after treatment animals were sacrificed, and the cortex, cerebellum, hippocampus and
striatum were collected for determination of superoxide dismutase activity as described
under “Materials and Methods”. Oxidative parameters were not statistically differents
between sham groups when comparing all time point analyzed, thus we presented in the
graphs only one sham group. Values are expressed as means + S.E. (n=5 for each group).

* different from sham (control) (p<0.05).

45



2. Effects of Maintenance Electroshock on the Oxidative Parameters in the Rat
Brain”

Artigo publicado no periédico Neurochemical Research 2007 Mar, 32(3)389-394.

Neurochemical Research

Area(s):

Bioquimica. Biofisica

Neurofisiologia. Neuropsicofarmacologia
Neurologia

Analisado JCR 2004: sim  Fator de Impacto: 2.218 (JCR-2004)

Editor/distribuidor: Springer ISSN: 0364-3190 e-ISSN: 1573-6903

46



Effects of Maintenance Electroshock on the Oxidative
Parameters in the Rat Brain

Luciano K. J ornadal, Gustavo Feierl, Tatiana Barichellol,

Angeles M. Vitalil, Adalisa Reinkez, Felipe Dal-Pizzol® and Jodo Quevedo1

"Laboratorio de Neurociéncias, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da
Saiide, Universidade do Extremo Sul Catarinense, 88806-000 Cricivima, SC, Brazil; and
?Laboratorio de F isiopatologia Experimental, Programa de Pos-Graduac¢do em

Ciéncias da Sauide, Universidade do Extremo Sul Catarinense, 88806-000, Cricitima, SC,

Brazil;

Correspondence: Prof. Joao Quevedo, M.D., Ph.D. - Laboratorio de Neurociéncias,
PPGCS, Universidade do Extremo Sul Catarinense, 88806-003 Criciima, SC, Brazil. Fax:

#55 48 3443 4817. E-mail: quevedol @terra.com.br

47



Abstract

Although several advances has occurred over the past 20 years concerning refining
the use and administration of electroconvulsive therapy to minimize side effects of this
treatment, little progress has been made in understanding the mechanisms underlying its
therapeutic or adverse effects. This work was performed in order to determine the level of
oxidative damage and antioxidant enzymes activities in the different times after the
maintenance electroconvulsive shock. The Wistar rats (25-300g) received a mimicking
therapeutic of maintenance or simulated ECS (SHAM) and were subsequently sacrificed
immediately after, 48 hours and 7 days after a maintenance electroconvulsive shock
protocol. We measured oxidative parameters in hippocampus, cortex, cerebellum, and
striatum. We demonstrated no alteration in the lipid peroxidation and protein damage in the
four structure immediately after, 48 hours and 7 days after a maintenance electroconvulsive
shock protocol. Our findings, for the first time, demonstrated that after ECS maintenance

protocol no occurred oxidative damage in the rat brain.

Key-Words: electroconvulsive shock, electrical stimulation, seizure, oxidative stress,

maintenance
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Introduction

Electroconvulsive therapy (ECT) has been used as a treatment for mental disorder
since 1930s. Particulary is the most effective treatments for refractary depression (1).
However, several features of this treatment elicit concern among professionals and the
public. These include the passage of electricity through the brain, the elicitation of grand
mal seizure, and the images of patients receiving ECT during the early unmodified era,
without anesthesia or muscle relaxation. Continuation or maintenance ECT refers to
treatments spaced at intervals of one week to one month, administered after successful ECT
course (2).

In recent years, maintenance electroconvulsive therapy (M-ECT) has been a
common treatment within psychiatric practice (3) M-ECT is a reliable and safe option for
patients with psychiatric disorders who are resistant or intolerant to medication (4). Despite
of this, little progress has been made in understanding the mechanisms and the long-term
benefits and risks of M-ECT (5) The animal equivalent of ECT, electroconvulsive shock
(ECS) has been shown to have many effects in experimental animals, and these findings
have contributed to explain the therapeutic and side effects of ECT (6). In contrast to
several others animal models of convulsions, previous studies did not find biochemical and
structural evidence of brain damage following a therapeutic course of ECS (7).

Reactive oxygen species (ROS) are a part of normal human metabolism. When
produced in excess can cause tissue injury including lipid peroxidation, DNA damage and
enzyme inactivation. ROS has been implicated in a variety of acute and chronic
neuropsychiatric conditions, including convulsion (8,9,10).

In previous study this group (11), were demonstrated that there is a delayed increase

after ECS in oxidative damage in n rats of received a traditional model Acute (1ECS) and
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Cronic (8ECS), and were subsequently sacrificed at 45, 60, 90 and 120 days after a single
or multiple ECS. We demonstrated an increase in lipid peroxidation after multiple ECS in
the hippocampus and striatum. This was also the case for protein carbonyls in the single or
multiple protocols in the same etructure. There is none study investigating the putative role
of oxidative stress after Maintenance ECS-induced convulsions.

Thus, this work was performed in order to determine the level of oxidative damage

early and late after post maintenance ECS.

Experimental Procedure

Animals and study design

Adult and male Wistar rats (250-300 g) were obtained from our own breeding
colony. They were caged in group of 5 with free access to food and water and were
maintained on a 12-h light-dark cycle (lights on 7:00 am), at a temperature of 23° + 1°C.
The experiments were performed between 4 p.m. and 5 p.m.

In the maintenance treatment, animals received eight ECS per day every other day.
After the eight shocks the rats were divided in 5 groups as demonstrated in figure-1. In all
protocols (M-1, M-4, M-6, M-7) the animals were sacrificed by decapitation at different
times after last ECS: immediately after, 48 hours, 7 days (n=5 animals per group). The
cerebellum, hippocampus, striatum and cortex were dissected out immediately after the rat
to be sacrificed, and storage at —80°C. In vivo studies were performed in accordance with

National Institutes of Health guidelines and with the approval of the local ethics committee.
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Electroconvulsive stimulation

The electroconvulsive shock was applied via bilateral ear clip electrodes. The stimulus
parameters were 150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds. Each stimulation elicited
tonic-clonic seizure. The sham groups (acute and chronic) were handled identically to the

ECS-treated rats except no current was passed.

Drugs and chemicals
Thiobarbituric acid, dinitrophenylhidrazine, were purchased from Sigma, St. Louis,

MO. Glycine was purchased from Nuclear, Diadema, SP, Brasil.

Thiobarbituric Acid Reactive Species (TBARS)

As an index of ROS production we used the formation of TBARS during an acid-
heating reaction, which is widely adopted as a sensitive method for measurement of lipid
peroxidation, as previously described (12). Briefly, the samples were mixed with 1 mL of
trichloroacetic acid 10% (TCA) and 1 mL of thiobarbituric acid 0.67% (TBA), then heated
in a boiling water bath for 15 min. TBARS were determined by the absorbance at 535 nm.

Results are expressed as MDA (malondialdehyde) equivalents (nmol / mg protein).

Measurement of protein carbonyls

The oxidative damage to proteins was assessed by the determination of carbonyl
groups based on the reaction with dinitrophenylhidrazine (DNPH) as previously described
(13). Briefly, proteins were precipitated by the addition of 20% trichloroacetic acid and

redissolved in DNPH and the absorbance read at 370nm.

51



Protein Quantification

All the results were normalized by the protein content (14).

Statistical analysis

All data are presented as means + S.E. Differences among experimental groups in
experiments evaluating oxidative parameters were determined by One-way ANOVA
Multiple comparisons were performed by a Newman-Keuls test. In all experiments, P

values less than 0.05 were considered to indicate statistical significance.

Results
Oxidative damage parameters

In the cerebellum TBARS levels increased in comparison to the control group at Oh
and 7d in the M4 group. In contrast, in the M-7 group we demonstrated a decrease in
TBARS levels as compared to the control group (Figure 2A). This was similar to protein
carbonyl in the M-7 group (Figure 3A).

We observed a similar patter of lipid peroxidation in the hippocampus after
maintenance ECS. In the M-4 group we demonstrated a significant increase in the levels of
TBARS at Oh, 48h and 7d, but not in M-7 group (Figure 2B). These were not true to protein
carbonyls (Figure 3B).

In the cortex we observed the huge effect after maintenance ECS (Figure 2C and
3C). We demonstrated a significant decrease in TBARS levels in the M-1, M-4 and M-7

groups at Oh, 48h and 7d. Protein oxidative damage the M-4 group was significantly
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increased at 48h, but was decreased in the M-7 group 7d after the last ECS section (Figure
30).
For both TBARS and protein carbonyls we did not observed significant differences

at any time or group in the striatum (Figures 2D and 3D).

Discussion

The animal brain is especially sensible to oxidative damages in virtue of its high
consumption of oxygen. Virtually all livings organisms can suffer from oxidative damage.
In this work we demonstrate that after maintenance ECS oxidative damage can occur in
some brain regions depending on the time and number of ECS sections, but oxidative
damage after maintenance ECS is not a universal finding in the rat brain. This is in
accordance with previous studies of our group (15,16) that demonstrated a reduction in
oxidative damage parameters in several brain regions up to 30 days, in contrast to followed
by increase in oxidative damage up to 90 days after multiple (11). Here we demonstrated
oxidative damage in the hippocampus of the M-4 group. In contrast, we found a significant
decrease in TBARS and protein carbonyls in several brain regions at several times after
maintenance ECS, and this could reflect metabolic adaptations of the CNS to the
convulsion induced by ECS.

The selective effect of antidepressants in specific immediate advanced genes and
factors of the transcription had been described. These molecules can be important for
adaptable changes neuronal resulting of the chronic treatment of antidepressant. The
Region-specific effect of the chronic treatment of antidepressant in the activities of
DNAbinding of CRE -, SP1 -, and the elements GRE-binding in hippocampus of the rat and

frontal cortex are known (17). Analyzing the graphs we can assume the possible
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implication of this alterations of the expression of the genes in the underlying action of the
mechanism antidepressant of this therapy.

We prove these possible alterations comparing the ECT of maintenance with other
models of convulsions previously studied by us. These joined results are in accordance
with other animal models of convulsion. We demonstrate previously that an increase in
peroxidation of lipid in hippocampus occurs during the acute period of epileticus of the
status this increase can after be drawn out by diverse hours the spontaneous recovery of
epileticus of the status (to the little 12 h) in pilocarpine or in models kainic of the acid one
(8). However, during the interictal period, the levels of TBARS in hippocampus are
diminished in the model of pilocarpine (8).

Moreover, previous works as of Altar and cols demonstrate to occur changes in the
transcription and gene expression in diverse ways you study ECS after. The changes of the
transcription of the gene had been measured in cortex frontal and hippocampus after ECS.
Hippocampus produced three times more than the number of the seen changes of the gene
in cortex and many changes hippocampal of the gene had persisted with chronic ECS, in
contrast in cortex. Distinct the multiple genes had been identified inside of pathways (18).

In conclusion, our results demonstrate that after the treatment with the maintenance
ECT does not occur significant oxidative damage in the brain regions in the different times
and studied numbers of maintenances. Research you add must be carried through the end to

elucidate the mechanisms underlying to our results.
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Figure 3
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Figure Legends

Figure 1

In the maintenance treatment, animals received eight ECS per day every other day.
After the eight shock the rats received 1 ECS once a week per 4 weeks resulting in the
groups M-1 (after 1 week post last ECS), M-2 (after 2 week’s post last ECS), M-3 (after 3
week’s post last ECS), M-4 (after 4 week’s post last ECS). In the groups M-5 (after 6
week’s post last ECS) and M-6 (after 8 week’s post last ECS) they had received 1 shock to
each 2 weeks. In the last group M-7 (after 12 week’s post last ECS) they had received 1

shock for month. All the rats had necessarily they had passed for the other protocols.

Figure 2

Thiobarbituric acid reactive species in the cerebellum (A), hippocampus (B), cortex
(C) and striatum (D) of rats submitted to a maintenance protocol. Rats were submitted
to a maintenance protocol (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate.
Immediately after, 48h and 7 days after treatment animals were sacrificed, and the
cerebellum, hippocampus, striatum and cortex were collected for determination of
thiobarbituric acid reactive species as described under “Materials and Methods”. Oxidative
parameters were not statistically differents between sham groups when comparing all time
point analyzed, thus we presented in the graphs only one sham group. Values are expressed
as means + S.E. (n=5 for each group).

* different from sham (control) (p<0.05).
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Figure 3

Protein carbonyls in the cerebellum (A), hippocampus (B), cortex (C) and striatum
(D) of rats submitted to a maintenance protocol. Rats were submitted to a maintenance
protocol (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately
after, 48h and 7 days after treatment animals were sacrificed, and the cerebellum,
hippocampus, striatum and cortex were collected for determination of protein carbonyls as
described under “Materials and Methods”. Oxidative parameters were not statistically
differents between sham groups when comparing all time point analyzed, thus we presented
in the graphs only one sham group. Values are expressed as means + S.E. (n=5 for each
group).

* different from sham (control) (p<0.05).
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PARTE III

DISCUSSAO GERAL
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1. Sistema Nervoso Central (SNC) e Estresse Oxidativo

O SNC € propenso ao dano oxidativo por varias razoes:

a) A presenca de aminodcidos excitotéxicos, tem sido sugerido que podem promover o
estresse oxidativo, pela liberacdo de aminodcidos excitatérios em neuronios (Halliwell &
Gutteridge,1999). A exotoxicidade do glutamato esta envolvida na génese de uma série de
doencas do SNC, epilepsia, ezquizofrenia e acidente vascular encefilico (Ritter et al.,2004)
b) As membranas neuronais cont€m niveis elevados de dcidos graxos poliinsaturados
capazes de sofrer peroxidacdo lipidica (Halliwell & Gutteridge 1999; Floyd &
Hensley,2002).

c) A presenca da barreira hematoencefdlica com o intuito de manter a constancia dos
liquidos intersticiais, age seletivamente sobre muitos substratos, mas permite a passagem de
ferro e cobre, capaz de participar da reacdo de Haber-Weiss/Fenton (Andreazza et al.,
2004). O cérebro tem uma alta concentragdo de ferro e ascorbato, os quais sdo ingredientes
chaves na peroxidacao dos lipidios de membrana (Floyd & Hensley,2002).

d) A grande concentra¢io de Ca*™" que atravessa a membrana neuronal, interfere com os
transportes de fons, podendo produzir rdpida elevagdo do Ca*" livre intracelular, muitas
vezes levando ao estresse oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 1999; Koutsilieri et al,2002).
e) O cérebro ndo possui grande concentragdo de defesas antioxidantes existindo um grande
potencial para danos oxidativos (Floyd, 1999).

A ECT apresenta-se como uma rica oportunidade para comegar a construir um
entendimento mais sélido entre a neurociéncia e a psiquiatria clinica. Nenhum outro
método antidepressivo apresenta um inicio de acao tao rdpido e uma melhora tdo dramatica
quanto ela. Portanto, as sutis alteracdes cerebrais que representam a mudanca de humor t€ém

uma chance consideravelmente superior de serem vistas se a procurarmos numa situagao
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como esta, aonde as manifestagdes clinicas sdo tao evidentes. Para isso utilizamos o modelo
de ECS em ratos para observar sua influéncia sobre importantes marcadores de dano
cerebrais que poderiam apontar sistemas aonde ha influéncia da ECT.

E, principalmente pelo fato de haver um desconforto publico quanto a aplicacdo da
ECT, a sua associacdo a uma psiquiatria rigorosa quanto aos seus diagndsticos e precisa nas
suas indicagOes terapéuticas é fundamental para uma mudanca na percepcdo errdnea que a
sociedade tem dela (UK ECT Review Group, 2003). Nos dois estudos empregaram-se
propositalmente choques bilaterais e de onda em sino, ambos associados a maior

comprometimento cognitivo (Carney et al., 2003).

2. Efeitos tardios em parametros oxidativos do cérebro apos ECS

Nosso primeiro trabalho avaliou os efeitos do ECS em diferentes areas do cérebro
de ratos em periodo tardio. Assim desenhamos um estudo com modelo agudo e cronico
para estudar parametros de estresse oxidativo de um tnico choque e de uma série de 8
semelhante a cursos clinicos de ECT. Para tal, foi empregada dosagem de espécies reativa
do 4cido thiobarbitirico (TBARS) como indicador de dano a lipideos e dosagem de
dinitrophenylhidrazine (DNPH) para detectar reacdo com grupo carbonil e conseqiiente
dano a proteina. Neste estudo também foram avaliadas enzimas antioxidantes Catalase
(CAT) e Superéxido dismutase (SOD).

Em hipocampo e estriado, foi encontrado algum aumento tardio na peroxidacdo de
lipideos apds ECS cronico. Houve também maiores taxas de carbonilagdo de proteinas no
protocolo agudo e cronico nestas duas estruturas. A Superéxido Dismutase diminuiu em
diferentes tempos apenas apds protocolo cronico do hipocampo. Em contraste com isso,

Barichelo et al. (2004a) estudando hipocampo, demonstraramem seguimento mais curto
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(até 30 dias apés ECS), um aumento das atividades da CAT e da SOD no sistema nervoso
central (SNC), acompanhado de uma diminui¢do dos parametros de dano oxidativo.

Em outro estudo prévio, com metodologia semelhante (Barichelo et al, 2004b), nao
foi encontrado dano oxidativo até 30 dias apés ECSs agudo e cronico: em hipocampo,
estriado e cerebelo, parecendo possuir mecanismos antioxidantes suficientes para evitar
dano oxidativo nestas estruturas. Em contraste, a ocorréncia de dano oxidativo no cortex,
sugere que esta estrutura é mais suscetivel ao estresse agudo apds o ECS. Nosso estudo,
novamente encontrou resultado diferente, aumento de catalase no cértex em contraste com
diminui¢do no estriado e hipocampo, que foram menores em diferentes tempos apds
protocolo agudo e cronico.

N6s demonstramos com isso que apds o ECS ha ocorréncia de dano oxidativo em
biomoléculas dependente da estrutura cerebral e do tempo de seguimento. Nos supomos
que a heterogeneidade das regides podem, em parte, responder pelos resultados observados.
Estudos futuros deverao investigar esses eventos.

Comparando-se com modelos farmacolégicos, o dano oxidativo nos modelos da
pilocarpina e do acido kainico parece ser, a0 menos em parte, relacionado aos efeitos
cronicos da administra¢do dos farmacos (Klamt et al., 2001). A diferenca nos parametros de
dano oxidativo pode explicar os diferentes progndsticos apés ECS ou modelos da
pilocarpina ou acido kainico. No modelo da pilocarpina, todos os animais invariavelmente
desenvolvem convulsdes espontaneas recorrentes € no modelo do dcido kainico cerca de 50
% dos animais apresentam convulsdes espontineas recorrentes (Dal-Pizzol et al., 2000).
Nas convulsdes induzidas por ECS, inclusive no protocolo crénico, ndo se observam
convulsdes espontdaneas recorrentes em nenhum animal. Parece que hd mecanismos

diferentes envolvidos nos efeitos do ECS no SNC, quando comparados a outros modelos de
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convulsdes animais. Supde-se que essas diferencas podem explicar parte do valor
terapéutico do ECT em contraste aos prejudiciais efeitos de convulsdes em situacdes

clinicas (estado epiléptico).

3. Efeitos em parametros oxidativos do cérebro de ratos apés ECSM

Nosso segundo trabalho avaliou os efeitos do ECSM em diferentes areas do cérebro
de ratos. Assim desenhamos um estudo com modelo inédito para estudar parametros de
estresse oxidativo com semelhante ao tratamento clinico de manutencdo. Além de 8ECS
iniciais em dias alternados, os cobaios receberam ECS semanais no primeiro més,
quinzenais no segundo e um mensal, completando 3 meses de “tratamento de manuten¢do”
apo6s curso inicial. Para andlise bioquimica, foi empregado dosagem de espécies reativa do
acido thiobarbitirico (TBARS) como indicador de dano a lipideos e dosagem de
dinitrophenylhidrazine (DNPH) para detectar reacdo com grupo carbonil e consequente
dano a proteina.

Novamente, nas convulsdoes induzidas por ECS, ndo se observam convulsoes
espontaneas recorrentes em nenhum animal. Como jia mencionado, no modelo da
pilocarpina, todos os animais invariavelmente desenvolvem convulsdes espontaneas
recorrentes € no modelo do 4cido kainico cerca de 50 % dos animais apresentam
convulsdes espontaneas recorrentes (Dal-Pizzol et al., 2000).

Na manuteng¢do, apds o termino do protocolo, no artigo referido como M7, o unico
aumento de taxa de dano foi lipideos no cértex. Houve reducdo do dano em cerebelo e
hipocampo. Nao houve indicacdo de dano a proteina em nenhuma das quatro estruturas,
inclusive com diminui¢@o da carbonilagdo em cerebelo e cortex.A maioria dos achados de

dano oxidativo ocorreram no periodo M4 (curso de 8 ECS + 4semanais), ou seja um més de
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manuten¢do. A estabilizacdo e até uma certa melhora dos indicadores, sugere o papel
adaptativo com o passar dos ECSs.

Os tratamentos antidepressivos farmacoldgicos sdo conhecidos pelo longo periodo de
tempo necessdrio para obterem uma resposta terapéutica e ainda maior para ocasionarem a
remissdo do quadro de humor (Katz et al, 1996). Esse intervalo ja foi relacionado com o
periodo de tempo necessdrio para colocar em andamento alteracdes plasticas (Santarelli et
al, 2003). Sob esse aspecto, ¢ importante identificar sistemas que apresentem alteracdes
sustentadas ap6s o inicio do tratamento.

Estudo de Busnello et al (2006), encontrou elevagdes de S100B que podem
representar uma valiosa ativagdo glial. Concentracdes moderadas de S100B tem sido
associadas com processos tréficos, como crescimento de processos neuronais (Haglid et al,
1997), e atividades neuroprotetoras e neurotréficas (Brewton et al, 2001), enquanto niveis
altamente elevados estimulam a a¢@o de citoquinas pré-inflamatérias (Koppal et al, 2001)
ou refletem diretamente dano cerebral (Leviton & Damman, 2002). Outros tipos de
tratamento antidepressivo também se mostraram capazes de elevar os niveis de S100B em
modelos experimentais (Manev et al, 2001). Um envolvimento da glia nos mecanismos de
acdo da ECT ja foi sugerido. Ativagdo astrocitdria, entdo chamada gliose astrocitica reativa,
foi descrita ap6s a ECT j4 na década de 1940 (Riese, 1948). Estudos em cérebros de
caddveres tém indicado de forma consistente que estados depressivos estdo relacionados
com um aumento do ndmero de células gliais, mas ndo do nimero de neurdnios, sendo que
o ECT ¢€ capaz de induzir mudancas que restabelecam o equilibrio entre esses dois tipos de
células (Ongur & Heckers, 2004).

Os modelos de ECS cronico e agudo também demonstraram serem capazes de induzir

elevacdes do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e da expressao de seu gene
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receptor, trk B, no cérebro de ratos (Lindefors et al, 1995). Os niveis de RNA mensageiro
do BDNF mostraram-se elevados no giro denteado e cortex piriforme de ratos apds os
modelos cronico e agudo, conforme hibridizagdo in situ (Zetterstrom et al, 1998). Esses
resultados, quando observados conjuntamente com nossos achados, podem sugerir que a
estimulagdo eletroconvulsiva mobiliza ndo apenas atividade tréfica glial, mas também
neuronal. Sua maior eficicia frente aos demais tratamentos antidepressivos pode ser
resultado dessa capacidade de mobilizar diferentes mecanismos cerebrais.

Saliento, mais uma vez o aspecto inédito do modelo animal de ECTM empregado,
bem como uma ampla oportunidade de estudos comportamentais e bioquimicos com este
tipo de protocolo. Existem diversas alteragdes ja descritas ocasionadas por ECSs em
sistemas cerebrais, e certamente muitas outras ainda serdo relatadas. Os resultados dos
estudos desta dissertacdo contribuem com dados preliminares, em um modelo experimental

bem estabelecido de ECS.

4. Conclusao

Em conclusdo, os resultados do primeiro experimento apdiam a proposta de que o choque
eletroconvulsivo produz algum dano neural, mas os resultados ndo foram observados no
segundo, modelo de Eletroconvulsoterapia de Manutencdo. Neste udltimo houve maior
nimero de ECS e ndo houve dano, o que pode suportar a proposta que o choque

eletroconvulsivo produz alguma atividade de natureza protetora.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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