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EFEITOS DE LEVETIRACETAM NO MODELO DE CONVULSOES INDUZIDAS
POR PILOCARPINA EM CAMUNDONGOS. ALINE DE ALBUQUERQUE
OLIVEIRA. Orientadora: Marta Maria de Franca Fonteles. Dissertacdo de
Mestrado. Curso de Pos-graduacdo em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, UFC, 2005.

O levetiracetam (LEV) ¢ uma nova droga antiepiléptica, com eficicia na terapia
adicional das convulsdes parciais e em varios modelos experimentais de convulsdo,
inclusive nas convulsdes induzidas por pilocarpina em roedores. Objetivando investigar se
o mecanismo de agdo anticonvulsivante do LEV esta relacionado a alteragdes no sistema
colinérgico muscarinico, camundongos machos adultos receberam inje¢cdes de LEV uma
hora antes da administragdo de agonistas muscarinicos. O pré-tratamento com LEV (30,
50, 100 ou 200 mg/Kg, i.p.) aumentou significativamente as laténcias de convulsdo, de
estatus epilepticus ¢ de morte no modelo de convulsdes induzidas por pilocarpina, 400
mg/Kg, s.c. (P400). O pré-tratamento com LEV (200 mg/Kg, i.p., LEV200) levou a
auséncia de convulsdes em 53% (20/38) dos animais; reduziu a ocorréncia de estatus
epilepticus em 58% (22/38); aumentou a laténcia de morte em 116% comparada ao grupo
P400; protegeu 61% (23/38) dos animais da morte e, ainda, reduziu a intensidade dos
tremores induzidos por oxotremorina (0,5 mg/kg, i.p). Ensaios de binding com [*H]-N-
metilescopolamina em hipocampo mostraram que o pré-tratamento com LEV200 reverte a
downregulation dos receptores muscarinicos de acetilcolina, induzida por P400,
normalizando a densidade desses receptores. Todavia, ensaios para subtipos especificos de
receptores muscarinicos revelaram que a administragdo de P400 ou LEV200, isoladamente,
resulta em downregulation dos subtipos M; e M,, respectivamente. A agdo agonista-simile
do LEV nos receptores pré-sindpticos inibitoérios M,, observada no presente estudo, poderia
contribuir para explicar a redu¢@o nos tremores induzidos por oxotremorina e o retardo na
instalacdo das convulsdes induzidas por P400, através da atenuacao da atividade neuronal
mediada pelos receptores M;. Ensaios de binding com [*H]-espiroperidol demonstraram
uma downregulation dos receptores dopaminérgicos D,, induzida pela administragdo
isolada de LEV200. Embora esse efeito tenha sido revertido na presenga de P400, talvez
possua alguma influéncia na ag¢do protetora oferecida por LEV200, considerando que a
estimulacdo desses receptores reduz a intensidade das convulsdes induzidas pela
pilocarpina. Objetivando investigar se o efeito protetor demonstrado pelo LEV envolve
propriedades antioxidantes, andlises neuroquimicas foram realizadas em hipocampo e
corpo estriado. A administracdo de P400 aumentou a ocorréncia de peroxidagao lipidica no
hipocampo, considerado principal foco de instalagdo das convulsdes provocadas por
agentes colinérgicos, demonstrando e confirmando o envolvimento de espécies deletérias
na injiria cerebral produzida por esse modelo de convulsdes. O pré-tratamento com
LEV200 reverteu esse efeito, fornecendo indicios de uma atividade antioxidante dessa
droga. Nossos estudos também mostraram uma diminuicdo da produgdo de nitrito e
estabilizacdo da atividade da catalase no hipocampo e corpo estriado ¢ o aumento dos
niveis de glutationa reduzida no hipocampo, decorrentes do tratamento com LEV antes de
P400. A acdo antioxidante do LEV foi evidenciada em vdarias etapas envolvidas no
processo de dano oxidativo, sugerindo um novo mecanismo através do qual essa droga
poderia exercer seus efeitos protetores.
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EFFECTS OF LEVETIRACETAM ON PILOCARPINE-INDUCED SEIZURES IN
MICE. ALINE DE ALBUQUERQUE OLIVEIRA. Supervisor: Marta Maria de
Franca Fonteles. Master degree’s thesis. Graduation Course in Pharmacology.
Department of Phisiology and Pharmacology- UFC, 2005.

Levetiracetam (LEV) is a new antiepileptic drug effective as adjunctive therapy for
partial seizures and in experimental models of seizures, including pilocarpine-induced
seizures in rodents. Objectifying to clarify if anticonvulsant activity of LEV occurs near
cholinergic muscarinic alterations, adult male mice received LEV injections before
muscarinic agonists’ administration. Pretreatment with LEV (30, 50, 100 or 200 mg/Kg,
i.p.) increased the latency of seizures, latency of status epilepticus and latency of death on
the seizure model induced by pilocarpine, 400 mg/Kg, s.c. (P400). LEV (200 mg/Kg, i.p.,
LEV200) pretreatment abolished seizures in 53% (20/38) of the animals; reduced status
epilepticus appearance in 58% (22/38); increased death’s latency in 116% compared to
P400 group; protected 61% (23/38) of the animals from death and also reduced the
intensity of tremors induced by oxotremorine (0,5 mg/kg, i.p). ['H]-N-methylscopolamine
binding assays in mice hippocampus showed that LEV200 pretreatment reverts the
downregulation on muscarinic acetylcholine receptors (mAChR), induced by P400
administration, bringing back these density values to control ones (0,9% NaCl, i.p.).
However, subtype-specific binding assays revealed that P400 and LEV200 alone treatments
results in M; and M, subtypes decrease, respectively. The agonist-like behavior of LEV200
on the inhibitory M> mAChR subtype, observed in this work, could contribute to explain
the reduction on oxotremorine-induced tremors and the delay on pilocarpine-induced
seizures, by an increase in the attenuation of neuronal activity mediated by the M,
receptors. ['H]-spiroperidol binding assays also showed a downregulation of dopaminergic
D, receptors, induced by LEV200 alone treatment. Although this effect was reverted on
P400 presence, maybe it posses some influence on LEV200 protective effect, since the
stimulation of these receptors can reduce the intensity of pilocarpine induced-seizures.
Objectifying to investigate if LEV’ mechanism of action also involves anti-oxidant
proprieties, neurochemical analysis were carried out in hippocampus and striatum and
showed that P400 produced an increased lipid peroxidation in hippocampus, main
epileptogenic focus on cholinergic agents induced-seizures, demonstrating and confirming
the involvement of free radical oxygen injury in the P400 induced brain injury. However,
LEV200 pretreatment abolished this increase, bringing lipid peroxidation levels back to
normal values, suggesting an anti-oxidative property of LEV. Our finds also showed a
decrease of nitrite levels and stabilization of catalase activity in hippocampus and striatum,
beyond an increase on reduced glutathione levels on hippocampus, induced by LEV200
treatment before P400 administration. In this way, the anti-oxidative action of LEV was
showed in several stages involved on oxidative injury, suggesting a novel mechanism of its
protector effects.
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INTRODUCAO

1. Considerac0es gerais

A epilepsia, transtorno cerebral mais freqiiente na populacao geral, ¢ uma sindrome
complexa, de etiologia diversa e caracteriza-se por crises recorrentes e espontaneas,
decorrentes de descargas anormais e desordenadas de células nervosas, numa parte do
cérebro ou em seu todo. DeLorenzo et al (2001) demonstraram, ainda, que a atividade
convulsiva pode ocorrer apds a perda suficiente e duradoura de neurénios. Os mecanismos
envolvidos no aparecimento desta atividade elétrica exacerbada sdo bastante variados,
podendo ser deflagrados de diferentes maneiras, o que torna o estudo desta doenga

extremamente dificil.

As causas de epilepsia compreendem a predisposicdo genética, lesdes cerebrais,
intoxicacdo e tumores. Estimativas indicam que mais de 80% das pessoas com epilepsia
vivem em paises em desenvolvimento, onde ha mais desnutri¢do, doencas infecciosas e
deficiéncia no atendimento médico, e grande nimero de pacientes pode permanecer sem
tratamento (Relatorio sobre Satde Mental no Mundo/OMS/ONU, 2001). Nesses paises, 60
a 90% das pessoas com epilepsia ndo recebem tratamento devido as deficiéncias do sistema
de saude e ao estigma social, prejudicando seriamente a qualidade de vida do epiléptico
(Beaglehole et al., 1996). Somente 25 a 45% das pessoas que recebem tratamento para

epilepsia estdo completamente livres de crises apos 12 meses de tratamento (Mattson et al.,

1992).

Estima-se que o nimero de novos casos por ano esta em torno de dois milhdes em
todo o mundo (Beaglehole et al., 1996). Pelo menos 50% dos casos comeg¢am na infancia
ou adolescéncia, pelo aumento na vulnerabilidade a infec¢des do sistema nervoso central
(meningite), acidentes (traumatismos do cranio) e doencas como sarampo, varicela e
caxumba, cujas complicagdes podem causar crises epilépticas. O problema também podera

se manifestar com o envelhecimento e suas complicagdes vasculares (Leonard et al., 1994).
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Sabe-se que, 70% a 80% das pessoas com epilepsia podem ter uma vida normal se tiverem
um tratamento adequado (Beaglehole et al., 1996). Se um episddio convulsivo inicial
contribui para o desenvolvimento da epilepsia, o tratamento apds a primeira convulsao

pode ser um fator de extrema importancia para reducdo deste risco (Musicco et al., 1997;

Fuchs et al., 2004).

Embora drogas antiepilépticas sejam comumente usadas para controlar e prevenir
convulsdes, seu uso prolongado carrega um risco consideravel de morbidade. A decisdo de
iniciar uma terapia com anticonvulsivantes ¢ tomada apenas quando os riscos de novas
convulsdes superam os riscos do tratamento (Sirven, 2002). Aproximadamente 50 milhdes
de pessoas no mundo tém epilepsia refrataria aos atuais tratamentos medicamentosos
(Porter e Rogawski, 1992) e, além disso, muitas vezes, o fracasso do tratamento ¢ atribuido

a necessidade de retirada, devida aos efeitos colaterais.

Desta forma, novos medicamentos antiepilépticos eficazes sdo necessarios para
melhorar a qualidade de vida de muitas pessoas acometidas pela epilepsia e o estudo de
drogas anticonvulsivantes com baixa toxicidade, poucos efeitos colaterais e grande
potencial terap€utico pode contribuir sobremaneira para o tratamento da epilepsia,
melhorando a qualidade de vida e restabelecimento fisico e mental dos portadores dessa
doengca em todo o mundo. Substincias com propriedades anticonvulsivantes tém sido
exaustivamente estudadas na tentativa de se conhecer drogas com eficicia para tipos
especificos de convulsdo, bem como os mecanismos controladores do aparecimento dessas
convulsdes (Turski et al., 1987; Fisher, 1989). Neste contexto, insere-se o levetiracetam
(LEV, Keppra®), uma nova droga antiepiléptica, quimicamente relacionada ao piracetam,
que ja foi registrada em 46 paises como terapia adjunta das convulsdes parciais, com ou

sem generalizagcdo secunddria, em adultos com epilepsia (Bialer et al., 2004).

Estudos tém demonstrado que o tratamento com LEV resulta em boa tolerabilidade,
além de um significativo aumento na qualidade de vida dos pacientes, reduzindo a
preocupacdo com as convulsdes (Cramer et al., 2000). Observagdes experimentais

demonstram que o LEV oferece potente protecdo contra convulsdes epilépticas numa
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variedade de modelos animais de epilepsia (Loscher e Honack, 1993), dentre estes, o
modelo de convulsdes e estado epiléptico induzidos por pilocarpina, que se assemelha em
muitos aspectos a epilepsia lobo-temporal humana, que ¢ particularmente resistente aos
medicamentos anticonvulsivantes, representando um grande problema na terapéutica
(Turski et al., 1987). No entanto, o mecanismo de a¢do do LEV ainda nao foi elucidado e
muitos estudos, envolvendo diferentes modelos de epilepsia, vém sendo realizados na

tentativa de esclarecé-lo.

2. Levetiracetam

2.1. Descricao

O levetiracetam (Keppra®, LEV) ¢ uma nova droga antiepiléptica, quimicamente
relacionada ao piracetam (um agente nootrépico). Enquanto piracetam e outras drogas que
melhoram a func¢do cognitiva apresentam pouca ou nenhuma atividade anticonvulsivante, o
levetiracetam apresenta grande eficacia na terapia adicional das convulsdes parciais, com
ou sem generalizagdo secundaria e foi, recentemente, aprovado para o tratamento dessas
convulsdes em adultos com epilepsia (Cereghino et al., 2000; Shorvon et al., 2000;
Hovinga, 2001; Nash e Sangha, 2001; Bialer et al., 2004). Embora extensas investigacoes
experimentais e clinicas venham sendo realizadas como o objetivo de identificar o
mecanismo através do qual essa droga exerce seus efeitos anticonvulsivantes, seu
mecanismo preciso de acdo permanece nao esclarecido. Sabe-se, no entanto, que sua acao
ndo parece estar ligada a nenhum dos principais mecanismos conhecidos para drogas
antiepilépticas convencionais, que seriam a facilitagio GABAérgica, inibicao dos canais de

Na' ou dos canais de Ca*" ativados por baixa voltagem (Marini et al., 2004).

Em abril de 2000, os EUA tornaram-se o primeiro pais a aprovar o LEV para o
tratamento das convulsdes parciais, seguido pela Suica, em maio de 2000. Em setembro de
2000, a Comissdao Européia (The European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products) autorizou a introdu¢ao do LEV no mercado de toda a Uniao Européia, com base

nas evidéncias de adequadas eficdcia e seguranga, apresentadas pelo Comité das
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Especialidades Farmacéuticas em junho do mesmo ano. LEV atualmente estd disponivel
em 46 paises, incluindo Argentina, Austria, Bélgica, Bulgaria, Republica Tcheca,
Dinamarca, Finlandia, Franca, Alemanha, Grécia, Hong-Kong, Irlanda, Italia, Luxemburgo,
Meéxico, Holanda, Noruega, Poldnia, Singapura, Africa do Sul, Espanha, Suécia, Suica,
Reino Unido, Estados Unidos ¢ Canada (Menachem et al., 2003). Estudos recentes
mostraram que, pela boa tolerabilidade e eficacia, LEV pode ser particularmente util no
tratamento de pacientes que ndo respondem ao tratamento com outros agentes

antiepilépticos (Hovinga, 2001).

et

LEY

Figura 1 — Estrutura molecular do levetiracetam (Fonte: Bialer et al., 2004).
2.2. Apresentacao

LEV ¢ um pd branco, cristalino, com odor fraco, gosto amargo e bastante
hidrossoltvel (104g/100mL). Esta disponivel na forma de comprimidos para administragcdo
oral, nas doses de 250, 500 e 750 mg e como solugdo oral a 10% (bioequivalente em
relacdo aos comprimidos), que demonstrou ser uma alternativa bem tolerada para pacientes

com dificuldades no ato de engolir (Bialer et al., 2004).
2.3. Farmacocinética

E rapidamente e quase completamente absorvido apds administragdo oral, com
picos de concentra¢do plasmatica apos aproximadamente lhora. A biodisponibilidade oral
ndo ¢ afetada pela alimentagdo, liga-se fracamente as proteinas plasmaticas (menos de
10%) e seu volume de distribui¢do é préximo ao volume dos liquidos intra e extracelulares.

Tem caracteristicas farmacocinéticas favoraveis (boa biodisponibilidade, farmacocinética
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linear, baixa ligacdo as proteinas plasmaticas) e baixo potencial de interagdo com outras
drogas antiepilépticas (fenitoina, carbamezepina, acido valpréico, fenobarbital, lamotrigina,
gabapentina, primidona), ndo sendo necessario o ajuste da dosagem de LEV de acordo com
a medicagdo concomitantemente prescrita para tratamento da epilepsia (Perucca et al.,
2003). Do LEV administrado oralmente, 66% sido excretados inalterados na urina. A
principal via metabolica envolve hidrolise do grupo acetamida e ndo depende da enzima
citocromo P450 hepatica (Coupez et al.,, 2003). Os metabdlitos nao tém atividade
farmacoldgica conhecida e s3o excretados pelos rins. A meia-vida plasmatica ¢ de
aproximadamente 6-8h. Os aspectos farmacocinéticos do LEV tém se mostrado constantes
e, independente da dose administrada, semelhantes aos observados em estudos previamente

conduzidos em voluntarios sadios € em pacientes com epilepsia (Perucca et al., 2003).

2.4. Eficacia

Estudos clinicos com portadores de epilepsia refrataria caracterizada por episodios
convulsivos com ou sem generalizacdo secundaria, apesar de um regime posologico estavel
e de, no maximo, dois farmacos, demonstraram um beneficio clinicamente relevante
proporcionado pelo LEV. Administrado como terapia adjuvante, em doses de 1000-3000
mg/dia, reduz significativamente a freqiiéncia de convulsdes em pacientes com epilepsia

parcial refrataria, comparando com o placebo (Cramer et al., 2003).

2.4.1. Eficacia como tratamento adjuvante das convulsdes parciais em adultos

Os dados de eficacia que resultaram na autorizacao da comercializagdo do LEV
vém sendo confirmados em diversos estudos e ensaios clinicos. De todos os pacientes que
estavam em monoterapia com outro farmaco antiepiléptico antes da adi¢do de LEV, 19,8%
tornaram-se livres das convulsdes apos sua introdugdo no esquema posologico por, pelo
menos, seis meses (Menachem et al., 2003). 65% de todos os pacientes (1422) tornaram-se
totalmente livres das convulsdes desde o primeiro até o ultimo dia de tratamento ou final
dos ensaios. A duracdo média do periodo sem convulsdes foi 385 dias. A melhora na

qualidade de vida (medida por QOLIE-31) se manteve estavel por um longo prazo, apds
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tratamentos com duracao de, em média, mais de 4 anos (Cramer et al., 2003). Em estudos
de farmacologia clinica (fase IV) incluindo 1030 pacientes, 57,9% dos pacientes tiveram a
freqliéncia das convulsdes diminuida em, pelo menos, 50%, enquanto 20% se tornaram
livres das convulsdes (Leppik et al., 2003). Em um grupo de pacientes (78) com idade
acima de 65 anos, resultados similares foram observados, com 76,9 e 40% desses pacientes
demonstrando 50 e 100% de resposta, respectivamente. Uma auditoria clinica recentemente
publicada relatou 77% dos pacientes continuando o tratamento com LEV apds um ano,
com 26% de todos os pacientes ndo apresentando convulsdes por um ano (Betts et al.,

2003).

2.4.2. Eficicia em criangas

Um estudo prospectivo forneceu evidéncias preliminares da eficicia do LEV na
populacdo pediatrica contra diferentes tipos de convulsdo, com 47% dos pacientes
mostrando uma reducdo na freqiiéncia das convulsdes de mais de 50%. LEV foi iniciado na
dose de 10 mg/Kg/dia, sendo aumentada a cada 4 dias at¢ uma dose maxima de 60

mg/Kg/dia (Lagae et al., 2003).

2.4.3. Eficacia em convulsdes generalizadas

Estudo sugere que LEV possui eficacia no tratamento de pacientes com epilepsia

idiopatica generalizada (Krauss et al., 2003).

2.5. Tolerabilidade

Estudos de fase IV tém confirmado os achados de boa tolerabilidade nos estudos
iniciais. Em pacientes idosos com desordens do Sistema Nervoso Central, o perfil de
seguranca do LEV se assemelha aos de pacientes mais jovens. Efeitos colaterais
comportamentais associados ao LEV tém sido observados em incidéncia similar aos
achados dos estudos clinicos iniciais, 10,1% e raramente (6,9%), levando a necessidade de

interrup¢do do tratamento (Mula et al., 2003). Os efeitos colaterais mais freqiientemente
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observadas estdo relacionados a agdo central: astenia, sonoléncia e tonturas (The European
Agengy for the Evaluation of Medicinal Products-EMEA, 2001). Estudos em modelos
experimentais e estudos clinicos demonstraram que, ao contrario da maior parte das drogas
antiepilépticas, LEV ndo exerce impacto negativo na fun¢do cognitiva (aprendizado) e na
memoria, mesmo em doses superiores as necessarias para acgdo anticonvulsivante

(Lamberty et al, 2000).

2.6. Outras indicacOes

Em 2003, relatos de caso de uma pequena série de pacientes descreveram uma
potencial eficacia do LEV em diversas desordens do Sistema Nervoso Central, incluindo o
tratamento da espasticidade associada a esclerose multipla, mioclonia, neuralgia pos-
herpética refrataria, discinesia tardia, mania aguda, etc. No entanto, ainda ndo foram

realizados estudos controlados confirmando estas indicac¢des (Bialer et al., 2004).

2.7. Estudos em andamento

Estudos estdo em andamento para avaliar a eficdcia do LEV em pacientes com
convulsdes generalizadas e a eficacia da sua utilizacdo, como monoterapia, em pacientes
com diagnostico recente de epilepsia. Além disso, alguns estudos estdo investigando a sua

utilizac¢ao no tratamento de outras desordens nervosas centrais (Bialer et al., 2004).

3. Epilepsia

3.1. Classificacdo das Crises Epilépticas

Crise epiléptica ¢ definida como a manifestagdo excessiva e/ou hipersincronica
resultante da atividade epiléptica, autolimitada ou ndo, de neurdnios cerebrais. Quando as
mesmas ndo apresentam curso autolimitado sdo denominadas crises continuas e configuram
o quadro de estado epiléptico. O Estado epiléptico (EP) pode ser definido como uma crise

duradoura, que ndo mostra sinais clinicos de interrup¢ao apos o tempo habitual da maioria
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das crises recorrentes sem que a fung¢do do sistema nervoso central retorne ao periodo

interictal (entre as crises convulsivas) (Engel, 2001).

As crises epilépticas podem se desenvolver com graus diferentes de envolvimento
muscular. O evento motor consiste de um aumento ou diminui¢cdo da contragdo muscular.
O aumento da contragdo muscular pode ser do tipo tonico (significando contragdo muscular
mantida durante segundos ou minutos), clonico (contracdes musculares, seguidas de
relaxamentos gerando abalos musculares sucessivos) ou mioclonico (contragdes
musculares muito breves, semelhantes a choques). A diminuicdo da contracdo muscular

caracteriza as mioclonias negativas e as crises atonicas (Engel, 2001).

As crises parciais ou focais, clinica e eletrencefalograficamente, sdo caracterizadas
pela ativagdo de uma parte do cérebro, sendo subdividas em crises parciais simples,
quando ha preservagdo da consciéncia e crises parciais complexas, quando ha
comprometimento da mesma. AS crises generalizadas sdo aquelas em que ha
envolvimento, desde o inicio, de amplas areas de ambos os hemisférios cerebrais. Sao
consideras ndo classificaveis, as crises que ndo se enquadram nos dois subtipos acima

(Engel, 2001).

3.1.1. Crises epilépticas parciais

- Crises epilépticas parciais simples: Caracterizadas pelo fato de o paciente ficar

consciente durante a crise. As mais freqiientes sdo as motoras, que podem se manifestar
como abalos musculares das maos, pés ou face; estas crises podem progredir para um lado

todo do corpo e podem desenvolver uma crise generalizada do tipo tdnico-clonica.

- Crises epilépticas parciais complexas: estdo associadas a uma alterag¢do da consciéncia. O

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

contato com o meio ambiente, aumento da salivagdo, movimentos de mastigagdo, de



33

marcha e/ou movimentos estereotipados com as maos. Podem ser seguidas de crises tonico-

clonicas.

3.1.2. Crises epilépticas generalizadas

- Crises tbnico-clbnicas: que podem se iniciar com um grito acompanhado de perda da

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

vOomitos, dor de cabeca e dores musculares.

- Crises tonicas: ocorre perda da consciéncia, queda ao solo, o corpo fica endurecido, com

a respiracao irregular, aumento da salivagao, coloragdo arroxeada da pele.

- Crises miclonicas: tem como caracteristica principal ser de curta duragdo e manifestar-se
principalmente apds o despertar, com movimentos bruscos de todo o corpo, semelhantes a

um choque ou susto, principalmente nos membros superiores.

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

externo, ha interrup¢ao da fala e das atividades motoras por alguns segundos, voltando logo
a seguir a atividade que estava realizando antes da crise. Essas crises podem se repetir

varias vezes ao dia, ocorrendo perda de consciéncia de forma parcial ou completa.

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

término mais rapidos do que o habitual para as crises de auséncia, associados a um EEG

mais heterogéneo.

- Crises atbnicas: caracterizada pela perda do tonus postural, com inclina¢do da cabega e

queda devido a perda do equilibrio.
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O Quadro 1 contém os trés subgrupos de crises isoladas ou auto-limitadas, as
continuas, configurando o estado epiléptico, e os fatores precipitantes envolvidos nas crises
reflexas, que podem desencadear crises focais ou generalizadas, além dos diferentes tipos

de crises.

Quadro 1: Classificacao dos diferentes tipos de crises epilépticas.

Crises autolimitadas

Crises generalizadas Crises focais
- Crises tonico-clonicas; - Crises neonatais;
- Crises clonicas; - Crises focais sensitivo-sensoriais;
- Crises tonicas; - Crises motoras focais;
- Crises de auséncias tipicas e atipicas; | - Crises gelasticas;
- Crises de auséncias mioclonicas; - Crises hemiclonicas;
- Espasmos; - Crises secundariamente generalizadas;
- Crises mioclonicas; - Crises reflexas em sindromes de
- Crises mioclonias palpebrias; epilepsias focais;

- Mioclonias negativas;

- Crises atbnicas;

- Crises reflexas nas sindromes de
epilepsias generalizadas;

Crises continuas

Estado epiléptico generalizado Estado epiléptico focal
- Tonico-cldnico; - Parcial continua;
- Clonico; - Estado epiléptico limbico;
- Tonico; - Estado hemiconvulsivo com
- Mioclonico; hemiparesia;
- Auséncia;

Fatores precipitantes envolvidos nas crises reflexas

- Estimulos visuais (luz intermitente);
- Pensamento;
- Musica, leitura;
- Alimentacao;
- Agua quente;
- Estimulos sensitivo-sensoriais e proprioceptivos;
Fonte: Engel, 2001.
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3.2. Fisiopatologia da epilepsia

A fisiopatologia da epilepsia ainda ndo esta completamente definida. Os modelos de
convulsdo em animais reproduzem alteracdes comportamentais e eletroencefalograficas
que sdo semelhantes a epilepsia em humanos (Bem-Ari et al., 1980; 1981). Estes modelos
sdo utilizados para estudar o envolvimento dos sistemas de neurotransmissores como
moduladores da epileptogénese, como também permitem observar as alteragdes
comportamentais, histopatologicas, e outros dados neuroquimicos relacionados ao processo

convulsivo (Cavalheiro et al., 1994; Marinho et al., 1997; 1998; Costa-Lotufo et al., 2002).

Sabe-se que atividade convulsiva estd associada a mudangas bioquimicas em
algumas areas cerecbrais e afeta diversos neurotransmissores: dopamina, glutamato,
serotonina, acido y-aminobutirico (GABA) (Cavalheiro et al., 1994; Marinho et al., 1997);
o metabolismo dos carboidratos; os sistemas de segundos mensageiros € a expressao
génica, processos envolvidos na fisiopatologia das alteracdes neuronais (Simonic et al.,

2000).

3.2.1. O sistema colinérgico muscarinico e a epilepsia

Diversos estudos sugerem o envolvimento do sistema colinérgico na epilepsia
humana (Turski et al., 1983a; Jope et al., 1986; Hirsch et al., 1992; Nathanson et al., 1999;
Michotte et al., 2000; Persinger et al., 2001). Este sistema tem como neurotransmissor a
acetilcolina (ACh). A estimulagdo cerebral induzida pela ACh ocorre através da ativagdo
dos receptores colinérgicos cerebrais. 99% destes sdo muscarinicos (M;, My e Ms) e 1%
nicotinicos (Pepeu et al., 1983; Elgoyhen et al., 2000). Assim, a maioria dos efeitos de
ativacdo colinérgica no cérebro ¢ provavelmente devido a estimulagdo dos receptores

colinérgicos muscarinicos (RCM).

Os RCM sao amplamente distribuidos em todo corpo e exercem inimeras fungdes
vitais no cérebro e no sistema nervoso autonomo (Jope, 1979; Letkowitz et al., 1996). No

cérebro, sdo importantes na memoria e na fisiopatologia das doencas afetivas e na
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esquizofrenia (Davis et al., 1975; 1980). No fim de 1980, através de técnicas de biologia
molecular, foram identificados 5 subtipos de RCM (M, M,, M3, My, e Ms) (Bonner et al.,
1987, Liao et al., 1989; Nathanson et al., 1999). Esses receptores encontram-se distribuidos
no SNC de forma diferenciada e divergem quanto ao mecanismo de ativagdo. Os subtipos
M, M3, e M5 transmitem sinais através da mobilizacdo de Ca™ no SNC (Fisher e Agranoff,
1987). Um determinado estimulo faz com que o receptor ative uma enzima efetora, a
fosfolipase C (PLC), através de uma proteina G (Elgoyhen et al., 2000). A PLC promove
uma cascata de eventos, finalizando com a producdo de dois segundos mensageiros, o
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e 1,2-diacilglicerol (DAG) que vao transmitir a informacao do
receptor para o interior da célula. Os subtipos M; e My agem por inibi¢ao da adenilil ciclase
(AC), diminuindo os niveis de AMPc (Ehlert et al., 1995). O Quadro 2 sumariza as
informagdes gerais sobre a acetilcolina e o0 Quadro 3 sobre os receptores muscarinicos € o

Quadro 4 sobre os segundos mensageiros.

Quadro 2 - Precursores e enzimas envolvidas na sintese e na metabolizacdo da

acetilcolina (ACh), e metabdlitos formados.

ACETILCOLINA

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

Fonte: Ehlert et al., 1995.
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Quadro 3 — Localizacdo dos receptores muscarinicos no Sistema Nervoso Central

(SNC) e segundos mensageiros.

SUBTIPOS DE LOCALlZACAO NO SNC SEGUNDOS
RECEPTORES MENSAGEIROS
T hipocampo
My T cortex frontoparietal IP;+ DAG

T caudado-putamen
nucleo accumbens, amigdala

M, d cérebro AMPc
canais de K*
T cortex
M3 T hipocampo IP;+ DAG
{ corpo estriado
T cortex
My T hipocampo AMPc

1T corpo estriado

Ms { menos do que 2% IP;+ DAG

Abreviaturas:
(1): alta densidade; (¥): baixa densidade; IPs: trifosfato de inositol; DAG: diacilglicerol;
AMPc: adenosina monofosfato ciclico;

Fonte: Ehlert et al., 1995; Berridge, 1984.
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Quadro 4 - Efeitos da estimulacdo colinérgica sobre os niveis dos segundos

mensageiros

NIVEIS DOS SEGUNDOS MENSAGEIROS
PI: estimulag¢io da enzima inositol fosfatase — T PI — T atividade neuronal
AC: inibicdo da AC — { atividade do AMPc — { atividade neuronal
PG: alteragdo da funcdo de varias proteinas G acopladas a AC e fosfolipase C
PKC: modula¢ao da fosforilacao de proteinas especificas dependentes de PKC

Expressdo dos genes: alteracdo dos RNAm de proteinas envolvidas com a regula¢do
da fun¢do sindptica
Abreviaturas:

Pl: metabolismo dos fosfoinositidios;
AC: adenilil ciclase;
PG: proteina G;
PKC: proteina quinase C;
Fonte: Ehlert et al., 1995.

A administragdo periférica de altas doses do agonista muscarinico colinérgico
pilocarpina produz convulsdes em roedores (Turski et al., 1989; Marinho et al., 1997). O
inicio dessas convulsdes pode ser bloqueado pela atropina e atenuado pela inibigdo da
atividade colinérgica endogena (Jope et al., 1986; 1992; Morrisett et al., 1987a; Marinho et
al., 1997). Assim, o processo convulsivo, decorrente do tratamento de ratos com
pilocarpina em doses convulsivas, parece depender da ativacdo dos receptores
muscarinicos, podendo envolver o metabolismo dos fosfoinositidios e sendo capaz de

produzir lesdes cerebrais e alteragdes comportamentais (Marinho et al., 1997; 1998).

A pilocarpina também altera os niveis do neurotransmissor colinérgico (associado

as convulsdes induzidas em ratos pela administragdo de agonistas colinérgicos,
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principalmente pilocarpina, estd o intenso aumento observado na sintese e liberacdo da
ACh), podendo, ainda, produzir alteragdes nos niveis de outros neurotransmissores
(noradrenalina, dopamina, serotonina, glutamato ¢ GABA), embora pouco se conheca
sobre estas alteragdes (Michotte et al., 2000; DeLorenzo et al, 2000; Raol et al., 2001;
Costa-Lotufo et al., 2002).

3.2.2. O sistema dopaminérgico e a epilepsia

Alguns estudos sugerem o envolvimento do sistema dopaminérgico na manutencao
e/ou propagagdo da epilepsia humana (Marinho et al., 1997; 1998). A dopamina exerce
seus efeitos biologicos por interagir com os receptores especificos. Esses receptores foram
classificados originalmente segundo Kebabian e Calne (1979), como receptores
dopaminérgicos D; (D;-simile) e D, (D,-simile). Esses receptores realizam suas agdes por
se acoplarem e ativarem diferentes complexos de proteina G. O receptor D, interage com o
complexo de proteina Gs, resultando em ativagao da adenilil ciclase e um aumento nos
niveis de AMPc intracelular. Os receptores D, interagem com um complexo de proteina Gy

para inibir a producdo de AMPc (Cooper et al., 1991; Civelli et al., 1993).

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

Civelli et al., 1993).

O avango da biologia molecular (incluindo clonagem de genes) e o
aperfeicoamento de técnicas de radioligantes possibilitaram a identificacdo de quatro
subtipos de receptores D, (D,c, D,L, D3 e D4) € um subtipo de receptor D; (Ds). O receptor
D, foi dividido em dois subtipos: Dsc (curto) e o D,L (longo), onde o D,L se diferencia do
D,c por possuir 29 aminodcidos a mais na sua estrutura. Esses dois subtipos parecem ter

uma farmacologia idéntica. Um terceiro subtipo de receptor D, determinado foi Dsj,
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encontrado em altos niveis em certas regides do sistema limbico cerebral, enquanto, baixos
niveis sdo observados no corpo estriado. O perfil farmacoldgico do subtipo D; € similar,
mas nao idéntico ao D,. O mecanismo efetor do subtipo D3 ainda nao ¢ conhecido (Cooper
et al., 1991). O quarto subtipo de receptor D, recentemente clonado foi Ds. O gene desse
receptor possui alta homologia para os genes dos receptores D, e D;. As caracteristicas
farmacoldgicas desse subtipo lembram as do D; e D3 e o mecanismo efetor do D4 também ¢
desconhecido (Civelli et al., 1993). O subtipo de receptor D; encontrado, chamado de Ds, ¢
farmacologicamente similar ao receptor D;, porém sua afinidade por agonistas enddgenos
(dopamina) ¢ cerca de dez vezes maior. Similar ao D, o subtipo Ds estimula a ativagdo da
adenilil ciclase, sendo esse o seu mecanismo efetor. Localiza-se principalmente nas areas

limbicas (Sokoloff et al., 1995).

A acdo da dopamina foi descoberta e interpretada através das suas interagdes com
somente dois receptores. A descoberta de D,c, D,L, D3, D4 e Ds imediatamente revelou a
possibilidade de que a atividade desses novos receptores tenha sido disfarcada pelos
receptores classicos D; e D, (Civelli et al., 1993). Tendo em vista as diividas remanescentes
quanto a nova classificagcdo de receptores dopaminérgicos em D;, D,, D3, D4 € Ds, alguns
pesquisadores preferem agrupar esses subtipos em Di-simile e D;-simile, j& que as
propriedades farmacologicas e estruturais desses subtipos clonados (D¢, D,L, D3, D4 € Ds)

nao sao suficientemente divergentes daquelas ja existentes (D; e D).

A dopamina estd presente na maioria das regides do SNC, sendo originada de
longos axonios que partem da substancia negra e area tegmentar ventral e inervam os
nucleos da base, partes do sistema limbico e o cortex frontal (Kebabian e Calne, 1979). O
sistema dopaminérgico compreende trés vias neuronais principais: nigroestriatal,
mesocorticolimbica, tuberoinfundibular. A via nigroestriatal estd envolvida com disfungdes
extrapiramidais. Esta via é responsavel por 75% da dopamina cerebral, sendo constituida
por neurénios que se projetam da substincia negra para o corpo estriado. A via

nigroestriatal tem importante papel na locomogao (Civelli et al., 1993).
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Um resumo do sistema dopaminérgico, no que se refere a sintese e metabolismo de
dopamina ¢ apresentado no Quadro 5. A localizagdo dos receptores e o sistema de

segundos mensageiros envolvidos ¢ apresentado no Quadro 6.

Quadro 5 - Precursores e enzimas necessarias para a sintese de dopamina (DA),

enzimas metabolizadoras e metabdlitos formados.

DOPAMINA

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

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

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

Metabolitos DOPAC (4cido 3,4 diidroxifenilacético)
HVA (acido homovanilico)

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

dopaminérgicos e segundos mensageiros

SUBTIPOS DE LOCALIZACAO NO SNC SEGUNDOS
RECEPTORES MENSAGEIROS
D1 corpo estriado T AMPc

nucleo accumbens

corpo estriado
nacleo accumbens
D, substancia negra 3 AMPC
area tegmentar ventral
hipocampo

substancia negra
Ds area tegumentar ventral ?
nacleo accumbens
hipocampo

cortex frontal

D4 hipocampo ?
cerebelo
Ds Hipocampo T AMPc

nucleo parafascicular do tdlamo

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

Fonte: Civelli, 1995; Chen e Weiss, 1991 e Sokoloff et al., 1995.
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3.2.3. Outros neurotransmissores e a epilepsia

Estudos sugerem o envolvimento do sistema GABAérgico na manutencdo e/ou
propagagdo da epilepsia humana. O sistema GABAérgico tem como neurotransmissor o
acido y-amino butirico (GABA), um importante neurotransmissor inibitério cerebral
(Luddens e Wisden, 1991). A estimulagdo inibitoria induzida pelo GABA ocorre através da
ativacdo de muitas vias GABA¢érgicas diferentes do sistema nervoso central (Isokawa,
1998). Os estudos mais detalhados das inervacdes GABAérgicas foram realizadas nas

seguintes areas cerebrais: cerebelo, cortex cerebral, hipocampo e corpo estriado.

O GABA exerce um efeito inibitorio nas terminacdes nervosas pré-sinapticas em
muitos locais do cérebro e no sistema nervoso periférico (por exemplo, terminagdes que
liberam dopamina no estriado e simpaticas periféricas) (Luddens e Wisden, 1991). No fim
de 1988, através de técnicas de biologia molecular, foram identificados 2 subtipos de
receptores GABA¢érgicos (GABAA e GABAB). Esses receptores encontram-se distribuidos
no SNC de forma diferenciada e divergem quanto ao mecanismo de ativagdo. O subtipo
GABA, exerce efeito inibitorio pos-sinaptico. Ja, o subtipo GABAp estd localizado
principalmente nos terminais pré-sinapticos e pertence a familia dos receptores acoplados a
proteina G e atuam através de segundos mensageiros intracelulares. Os detalhes desta
transmissao ainda, ndo bem conhecidos, porém os resultados finais sdo uma condutancia
aumentada para o potassio (causando hiperpolarizacdo da membrana) e inibi¢do dos canais

de célcio voltagem-sensiveis, levando a inibi¢ao do transmissor (Bormann, 1988).

Alguns estudos indicam o envolvimento do sistema glutamatérgico na manutengao
e/ou propagacdo da epilepsia humana (Ling et al., 2001). O sistema glutamatérgico tem
como neurotransmissor o glutamato, que, juntamente com o aspartato, ¢ um dos mais
abundantes neurotransmissores excitatorios extremamente potentes sobre neurdnios, em
virtualmente todas as regides do Sistema Nervoso Central. Devido as suas altas
concentragdes e larga distribuicdo estes aminodcidos influenciam todas as fung¢des do
sistema nervoso central. Por exemplo, podem contribuir para anormalidades associadas

com a epilepsia, danos cerebrais caracteristicos das desordens neurodegenerativas tais
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como, doenca de Huntington, doenca de Alzheimer e doenga de Parkinson, além das
alteragdes associadas a isquemia cerebral, traumatismo cerebral e encefalopatia devido a

SIDA (Meldrum et al, 1990).

A hipodtese de que neurotransmissores como glutamato ¢ GABA (4cido gama-
aminobutirico) participem durante as desordens convulsivas sugere que alteracdes na
transmissdo excitatoria e inibitdria, respectivamente, podem contribuir para modificar a
excitabilidade neuronal (Patel et al., 1988; Meldrum et al, 1990; Avoli et al, 1994; Costa-
Lotufo et al, 2002). Esta hipotese ¢ sustentada pela eficiéncia das drogas anticonvulsivantes
que aumentam a transmissdo GABA¢érgica ou diminuem a glutamatérgica (Avoli et al,
1994; Ling et al, 2001). A participacao primaria do sistema GABA¢érgico, glutamatérgico e
de outros neurotransmissores na epilepsia ¢, entretanto, pouco definida, ficando, em geral,

restrita a fungdo dos receptores.

O sistema serotonérgico parece estar também envolvido na manuten¢ao e/ou
propagagdo da epilepsia humana (Peroutka, 1988). Seu neurotransmissor, a serotonina (5-
HT), tem importante efeito inibitério em muitas areas do Sistema Nervoso Central (SNC)
(Julius, 1991). A estimulagdo inibitoria induzida pela 5-HT ocorre através da ativagdo de
muitas vias em neuronios da rafe ou nas regides da parte superior do tronco cerebral. A 5-
HT esta presente em fibras nao-mielinizadas que inervam difusamente muitas regides do
SNC, mas a sua densidade de inervacdo ¢ diferente para as areas cerebrais (Peroutka,
1988). Os receptores serotonérgicos, principalmente o 5-HT; exercem efeitos
predominantemente inibitérios e estdo relacionados com o humor e o comportamento
(Cooper et al., 1991). Acredita-se que a maioria dos efeitos de ativacdo serotonérgica no
cérebro ¢ provavelmente devido a estimulacdo dos receptores serotonérgicos do tipo 5-

HTja.

Algumas pesquisas realizadas com diferentes modelos de convulsao sugerem, ainda,
a participacdo do sistema noradrenérgico na epilepsia do lobo temporal em humanos
(Cavalheiro et al., 1994; Shipley et al., 1999). O sistema noradrenérgico tem como

neurotransmissor a noradrenalina (NE), que ¢ um importante neurotransmissor excitatorio e
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inibitorio (Cooper et al., 1991). As mais importantes fungdes comportamentais mediadas
pelo sistema noradrenérgico sdo: sistema de recompensa ¢ humor, estado de vigilia, pressao

sanguinea e regulacdo neuroenddcrina (Attwell et al., 1993).

Os receptores noradrenérgicos sdo amplamente distribuidos em todo corpo e
exercem inumeras fungdes vitais no cérebro e no sistema nervoso autonomo (Forray et al.,
1995). Existe, no entanto, um grande abismo entre os mecanismos neuronais € as respostas
comportamentais e fisiologicas mediadas pelos neurdnios noradrenérgicos e muitos estudos

estdo sendo realizados com o proposito de esclarecé-lo (Cooper et al., 1991).

3.3. Modelos experimentais de epilepsia:

Na tentativa de aproximar os modelos animais dos fendmenos observados em
humanos, varias técnicas tém sido desenvolvidas mimetizando tipos especificos de
epilepsia (revisado por Fisher, 1989). Para que um modelo experimental seja classificado
como um modelo de epilepsia ele deve preencher os seguintes requisitos: demonstrar a
presenca de atividade epileptiforme nos registros eletroencefalograficos e clinicamente
apresentar uma atividade semelhante aquelas observadas durante uma crise epiléptica. Em
modelos genéticos, o aparecimento das crises epilépticas espontineas ou induzidas esta
relacionado com aspectos associados a formagdo e ao desenvolvimento do sistema nervoso;
e em nao genéticos, as crises epilépticas sao desencadeadas através da estimulacdo quimica

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

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

crises (Queiroz, et al 2002).
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Nas décadas de 1980 e 1990, dois outros modelos foram extensamente utilizados: o
modelo da pilocarpina e o modelo do 4cido cainico, e ambos replicam caracteristicas

fenomenolodgicas das epilepsias humanas do lobo temporal (Turski et al., 1983; 1989).

A administragdo local ou sistémica desses compostos resulta em um padrao de crise
limbica duradoura bastante caracteristica (Status epilepticus), que apds um periodo
conhecido como silencioso (de 3 a 14 dias), leva o animal a apresentar crises espontaneas e
recorrentes (Turski et al., 1983a). A lesdo cerebral induzida pelo status epilepticus nesses
modelos pode ser considerada como equivalente a um evento epileptogénico no ser
humano, como, por exemplo, uma convulsdo febril. No Quadro 7 estdo alguns modelos
experimentais e sua relacdo com as diferentes formas de epilepsia no ser humano. Ao lado

do modelo, entre parénteses, encontra-se o ano de sua descricao (Mello et al., 1986).



Quadro 7: Modelos experimentais de epilepsia

MODELO EXPERIMENTAL (ANO

DA DESCRICAO)

Injecdo ou aplicacdo topica de metais

Cobalto (1960)
Acido tangstico (1960)

Estimulacdo quimica
Penicilina (1945)
Estricnina (1900)

Pentilenotetrazol (1960)

Picrotoxina (1960)
Bicuculina (1970)

Substancias colinomiméticas (1949)

Hidrazinas e piridoxais (1949)
Insulina (1940)

Oxigénio hiperbarico (1943)

Modelos com predisposi¢ao genética

Crise audiogénica em camundongo

(1924)

Fotossensibilidade genética (1966)

Estimulagao elétrica

Eletrochoque (1870)
Kindling (1969)

Neurotoxinas

Acido cainico (1970)

TIPO DE EPILEPSIA

Epilepsia focal (1)
Epilepsia focal (1), grande mal

Pequeno mal mioclénico,
epilepsia corticoreticular
generalizada

Crises com foco cortical

Pequeno mal e crises
generalizadas

Epilepsias do lobo temporal (2)
Epilepsia de longa duracéo (2)

Epilepsias focais e do lobo
temporal

Crises generalizadas
Crises metabolicas

Crises de grande mal

Crises tonico-clonicas

Crises centro-encefalicas

Epilepsia focal

Crises parciais e generalizadas,
pequeno mal e auras

Epilepsia do lobo temporal

47

SITUACAO

Semicronico

Agudo

Agudo

Agudo
Agudo

Agudo e cronico (2)

Agudo e cronico (2)
Agudo e cronico

Agudo
Agudo
Agudo

Agudo

Agudo

Agudo

Agudo e cronico

Agudo e cronico

Legenda: (1) apesar de ndo produzir lesdes cronicas; (2) quando aplicada na amigdala.

Fonte: Queiroz et al, 2002.
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3.4. Modelo colinérgico de convulsao

Em condi¢des fisioldgicas, a estimulacdo colinérgica induzida por ACh ¢
importante para os processos cerebrais como memoria e aprendizagem (Bartus et al., 1982).
No entanto, altas concentracdes de ACh, como ocorre depois de uma exposi¢do por
organofosforados, que sdo agentes anticolinesterasicos ou colinérgicos indiretos,
apresentam intensos efeitos sobre a energia celular (Pazdernik et al., 1985; El-Etri et al,
1993) e metabolismo dos fosfoinositidios (Flynn e Wecker, 1987; Marinho et al., 1998;
Chamberlain et al., 2000). Essas mudancas estdo associadas a uma hiperexcita¢ao elétrica
dos neurénios (Morrisett et al., 1987a,b) e, freqlientemente, sdo acompanhadas por
convulsoes (Piredda e Gale, 1985; Jope et al., 1987; Savolainen et al., 1988a,b; Turski et
al., 1983a,b,c Morrisett et al., 1992).

A ACh, os anticolinesterasicos ¢ andlogos da ACh s3o efetivos agentes
epileptogénicos quando aplicados intracerebralmente (Cavalheiro et al., 1983; Cohen et al.,
1981) ou sistemicamente (Lundy e Shaw, 1983; Turski et al., 1983d; Cavalheiro et al.,
1996; 1999). Injecdes diretas na amigdala (Turski et al., 1983b) e no hipocampo (Turski et
al., 1983c) de agonistas colinérgicos muscarinicos € colinomiméticos, em ratos, mostram
ocorréncias  eletroencefalograficas e comportamentais de convulsdes limbicas
acompanhadas por lesoes cerebrais semelhantes aquelas produzidas por 4cido cainico (Ben-

Ari et al., 1980; 1981) e folatos (Olney et al., 1986).

A hipoétese da participacao do sistema colinérgico na propagagdo das convulsdes €
dada através de estudos demonstrando que lesdes dos neurdnios colinérgicos na substancia
inominata, inibem a producdo de convulsdes estimuladas eletricamente, na amigdala
(Kimura et al., 1981). A atropina, um antagonista muscarinico, suprimiu a propagagao das
convulsdes estimuladas na amigdala (Marinho et al., 1997), enquanto que, injecdes locais
de colinomiméticos intensificaram a atividade convulsiva hipocampal (Burchfield et al.,

1979).
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A pesquisa sobre epileptogénese colinérgica tem favorecido o conhecimento das
propriedades excitatorias da ACh (Savolainen e Hirvonen, 1992). Varios modelos animais
de convulsdes induzidas por agentes colinérgicos t€ém sido desenvolvidos para explorar
esses mecanismos e o papel do sistema colinérgico cerebral na fisiopatologia da epilepsia
humana (Turski et al., 1983a,b,c,d; Jope et al., 1986; Fisher, 1989; Hirsch et al., 1992;
Costa-Lotufo et al., 2002).

O litio ¢ capaz de potencializar in vivo a ac¢do da fisostigmina, e ratos tratados com
litio e colinomiméticos apresentam convulsdes (Samples et al., 1977; Davis e Hatoun,
1980). A administracdo de doses subconvulsivas de pilocarpina seguida por cloreto de litio
resulta em convulsdes (Jope et al., 1986; Marinho et al., 1998). As alteragdes
comportamentais dos animais que exibem convulsdes com litio-pilocarpina sdo
semelhantes aquelas observadas com altas doses de pilocarpina (Clifford et al., 1987;

Marinho et al., 1998).

O modelo de convulsdes decorrentes da administragdo do agonista muscarinico
pilocarpina em roedores assemelha-se, em muitos aspectos, a epilepsia “lobo-temporal”,
“psicomotora” ou “limbica”, como, por exemplo, nos padrdes eletroencefalograficos,

comportamento e seqiiclas morfologicas (Leite et al., 1990; Cavalheiro et al., 1991).

A epilepsia do lobo temporal humana ¢ uma desordem cronica, freqiientemente
associada a um estimulo inicial precipitante como estado epiléptico, trauma e convulsdes
febris prolongadas (Engel e Pedley, 1997). E um dos distarbios neurologicos mais comuns,
apresentando taxa de prevaléncia de 5% (DeLorenzo et al., 2001). Aproximadamente 30 a
50% dos pacientes epilépticos sdo sintomaticos, e esta condi¢do pode ser adquirida através
de stress ambiental (Aminof et al., 1980, DeLorenzo et al., 2000). Este tipo de epilepsia ¢
particularmente resistente a medicamentos anticonvulsivantes, representando um grande

problema na terapéutica (Turski et al., 1987).
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Cavalheiro et al (1991) determinaram os efeitos em longo prazo da convulsdo
através da administracdo da pilocarpina em ratos, que sdo caracterizadas por trés fases

distintas:

L

Primeira fase: periodo agudo, de 1 a 2 dias de duragdo que corresponde ao modelo
de convulsdes limbicas repetidas e estado epiléptico;

= Segunda fase: periodo sem convulsdo (periodo silencioso), caracterizado por um
progressivo retorno a0 EEG e comportamento normal, compreendendo a duragdo de 4 - 44
dias;

= Terceira fase: periodo de convulsdes espontaneas recorrentes, comegando entre 5 -
45 dias depois da administracao da pilocarpina e permanecendo por toda a vida do animal

(Leite et al., 1990; Cavalheiro et al., 1991).

Na fase aguda podem ser identificados compostos com eficdcia no tratamento da
epilepsia refrataria e/ou neuroprotecao contra danos induzidos por convulsdes sustentadas
(Jope et al., 1986; Cavalheiro et al., 1987, Turski et al., 1987; Hirsch et al., 1992; Leite et
al., 2002).

Viarios estudos foram realizados utilizando esse modelo para entender a atividade
convulsiva e o papel dos sistemas dos neurotransmissores nesse processo (Starr e Starr,
1993; Cavalheiro et al., 1994; Fujikawa, 1996, DeLorenzo et al., 2000; Freitas et al., 2003).
Em geral, as convulsdes parecem depender da ativacdo do receptor muscarinico, da
alteragdo da atividade enzimatica de alguns sistemas (Simonic et al., 2000; Naffah-
Mazzacoratti et al., 2001; Liu et al., 2002), do metabolismo dos fosfoinositidios (Marinho
et al,, 1998), como também da participacdo de outros sistemas de neurotransmissao
(dopaminérgico (Kulkarni e George, 1996), serotonérgico (Cavalheiro et al., 1995),
GABA¢érgico (Loup et al., 1999; Costa-Lotufo et al., 2002) e glutamatérgico (Massieu et
al., 1994; Chamberlain et al., 2000)), sendo, portanto, um modelo adequado para se

investigar e esclarecer melhor a fisiopatologia das convulsdes.
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Cavalheiro et al (1994) demonstraram que a pilocarpina em altas doses (350-
380mg/Kg) afetava a taxa de metabolizagdo de monoaminas sugerindo um importante
papel desses neurotransmissores nas convulsdes recorrentes em ratos. O papel das
monoaminas e, em particular, da dopamina, no processo convulsivo, ainda ndo estd bem

estabelecido (EI-Etri et al., 1993).

Os efeitos da pilocarpina sobre o sistema dopaminérgico sao opostos de acordo com
o tipo de receptor ativado. A ativacdo do receptor D,, mas ndo D;, tem atividade
anticonvulsivante induzida por eletrochoque ou por pentilenotetrazol em roedores (Barone
et al., 1990a,b). Al-Tajir et al (1990a,b,c) estudaram a expressao das convulsdes motoras, €
demonstraram que receptores D; e D, medeiam efeitos proé-convulsivantes e
anticonvulsivantes em ratos tratados com pilocarpina, respectivamente. Cavalheiro et al
(1994) mostraram que ha um aumento na concentragdo ¢ uma diminuicdo da taxa de
metabolizacdo da dopamina, sugerindo que a liberagdo de dopamina no hipocampo pode
estar diminuida durante o estado epiléptico, periodo silencioso e no periodo cronico do
processo convulsivo. El-Etri et al (1993) demonstraram efeitos contrarios no locus
cereleus, sugerindo que, apds as convulsdes e estado epiléptico, as alteragdes nos niveis

dos neurotransmissores nas areas cerebrais podem ocorrer de forma diferente.

As conseqiiéncias da administracao de pilocarpina sobre o sistema noradrenérgico
hipocampal sdo semelhantes independente da fase da convulsdo estudada. Foi verificada no
modelo de epilepsia induzido por pilocarpina em alta dose, uma diminui¢do nos niveis da
noradrenalina. Da mesma forma, foi vista uma reduc¢ao no conteudo deste neurotransmissor
durante a convulsdo parcial em roedores (Cavalheiro et al., 1994). Parece haver, ainda,
algum tipo de interacdo com o sistema serotonérgico, uma vez que a ativagdo do receptor
serotonérgico do tipo 5-HT; pode inibir a estimulacdo colinérgica (Peroutka, 1988), sendo,

assim, um mecanismo compensatorio para inibir ou cessar as convulsoes.

A pilocarpina também altera os niveis de GABA no cérebro, onde sua concentragao
estd aumentada apds o estado epiléptico e diminuida apds 24h da fase aguda das

convulsdes (El-Etri et al., 1993) e parece interagir de forma indireta com o sistema
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glutamatérgico, uma vez que a ativacao do receptor glutamatérgico do tipo NMDA pode
estd aumentada durante as convulsdes em resposta ao estimulo colinérgico. Pode ocorrer
um aumento da concentragao do calcio intracelular, havendo, em reposta a esse efeito, uma
diminuicdo da resposta dos receptores GABA4, que sdo capazes de inibir o aparecimento

das convulsdes quando estimulado por seus agonistas (Isokawa, 1998).

Dessa forma, o modelo de epilepsia induzido por pilocarpina em altas doses podera
auxiliar no esclarecimento das acdes dos sistemas noradrenérgico, dopaminérgico,
serotonérgico, glutamatérgico e GABAérgico, que interagem de forma direta ou indireta

com o sistema colinérgico no processo convulsivo.

3.5. As éreas cerebrais e 0 modelo de epilepsia induzido por pilocarpina

De uma maneira geral, as convulsdes induzidas por pilocarpina podem produzir
danos neuronais em diversas areas e, especialmente, nas estruturas limbicas, causando
perda neuronal no hipocampo, amigdala, cortex piriforme, cortex entorrinal, septum lateral,
tdlamo, neocortex e substancia negra, sugerindo o envolvimento de diferentes areas durante
o estabelecimento do processo epiléptico (Honchar et al., 1990; Turski et al., 1983a;
Clifford et al., 1987; Marinho et al., 1997; Borelli et al., 2002). Além dessas areas, outras
estruturas mostraram também expressivos danos cerebrais, tais como: giro cingulado, giro
dentado, transi¢cdo amigdaloide-estriatal e tidlamo interanteromedial apds convulsdes

induzidas por pilocarpina (Bureau et al., 1994).

O hipocampo tem sido sugerido como sendo o sitio de origem da atividade
convulsiva induzida por pilocarpina (Turski et al. 1983a,b). Outros achados sugerem como
sitio inicial dessas convulsdes, o palido ventral ou nucleo accumbens (Clifford et al., 1987).
Estudos eletroencefalograficos e autoradiograficos realizados posteriormente sugeriram
ambas as areas como locais de inicio das convulsdes (Labandeira-Garcia et al., 1994;

Kulkarni e George, 1995).
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O corpo estriado, além de ser uma das areas mais acometidas, pode estar
relacionado de forma importante aos mecanismos de propagacdo € manutengdo
(epileptogénese) da convulsdo (Marinho et al., 1998). Barone et al (1991) demonstraram
que através da administracdo intracerebral em corpo estriado de agonistas dopaminérgico
D, havia protecdo com relagdo ao desenvolvimento de convulsio em ratos adultos,

sugerindo também a participacao dessa area cerebral nas convulsdes limbicas.

O modelo de epilepsia com pilocarpina tem sido extensivamente analisado, uma vez
que exibe convulsdes recorrentes espontaneas e pode esclarecer muitas das alteragdes vistas
na epilepsia do lobo temporal. As mudancas histopatoldgicas observadas no hipocampo
reproduzem muitas destas alteracdes em humanos, incluindo perda neuronal e remocao do
tecido de sustentacdo do sistema nervoso (Mello et al., 1996; Avoli et al., 1994; Marinho et

al., 1997).

A literatura registra danos morfoldgicos em diversas estruturas cerebrais apoés
convulsdo e estado epiléptico. As principais alteracdes que podem ser associadas ao
processo convulsivo sdo: o alargamento dos ventriculos, deformacdo do giro dentado com
moderada dispersdo das células granulares e perda neuronal em diversas areas (hipocampo,
cortex cerebral, corpo estriado, cortex piriforme, amigdala, tdlamo e area septal). A
pilocarpina pode ndo ser capaz de produzir toxicidade aguda, mas sua administragdo pode
acarretar neurodegeneracao apos o estado epiléptico (fase aguda) e convulsdes recorrentes

espontaneas (fase cronica) (Mello et al., 1996).
3.6. Espécies reativas derivadas do oxigénio (ERO) e a epilepsia
3.6.1. Radicais livres e “espécies reativas de oxigénio”
Os radicais livres tém sido implicados na toxicidade de numerosos agentes quimicos
e na patogénese de muitas doengas, tais como doencas inflamatorias, doenga de Parkinson,

de Alzheimer e epilepsia, dentre outras. A lista dessas doencas ¢ cada vez maior e isso se

deve, pelo menos em parte, ao fato de que essas moléculas reativas podem produzir a maior
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parte das alteragdes teciduais identificadas em uma grande variedade de processos danosos.
Muitas dessas alteragdes, porém, podem ser conseqiliéncia e ndo causa do dano (Kehrer,

1993).

De maneira simples, um radical ¢ qualquer espécie quimica independente, um
atomo ou molécula altamente reativo, que contém um ou mais elétrons desemparelhados
em sua ultima camada eletronica. Em geral, sdo instaveis e tém vida muito curta, devido a
natureza livre de seus elétrons que os tornam habeis a reagir com diversos compostos ou
alvos celulares, de modo a obter uma maior estabilidade quimica conferida pelo
emparelhamento de elétrons (Halliwell, 1994). A expressao “espécies reativas de oxigénio”
(ERO) ¢ usada para designar os agentes potencialmente patogénicos derivados do
metabolismo do oxigénio (O,): radicais livres e moléculas, como o peroxido de hidrogénio
(H20,), 4cido hipocloroso (HCIO) e outros, que, embora tenham grupos funcionais
contendo oxigénio quimicamente reativo, ndo possuem elétrons desemparelhados e

portanto, nao sdo radicais (Ferreira e Matsubara, 1997).

O organismo humano estd exposto a radicais livres e ERO geradas por radiagdes
ionizantes, agentes toxicos, poluentes ambientais, etc. Porém, as células sdo também
capazes de produzir ERO, tais como: o perdéxido de hidrogénio e os radicais superoxido,
hidroxila e 6xido nitrico. Visto que participam de reagdes essenciais para o organismo, as
ERO sdo constantemente formadas e podem ser prejudiciais, quando sua produgdo foge do

controle exercido por sistemas antioxidantes, endogenos de defesa (Sies, 1991).

3.6.2. Sistemas de defesa antioxidante

Em sistemas aerobicos, ¢ essencial o equilibrio entre os agentes 6xido-redutores
(como as EROs) e o sistema de defesa antioxidante. Esses agentes sdo gerados
endogenamente como conseqiiéncia direta do metabolismo do oxigénio e também em
situacdes ndo-fisiologicas, como a exposicdo da célula a xenobiodticos que provocam a
reducdo incompleta de O,. Para proteger o organismo humano, as células dispdem de

sistemas de defesa, que incluem enzimas como: glutationa reduzida (GSH), superoxido-
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dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GSH-
Rd) (Ferreira e Matsubara, 1997) e outros antioxidantes (Halliwell e Gutteridge, 1992).

A catalase ¢ uma hemeproteina citoplasmdtica que catalisa a redu¢do de peroxido de
hidrogénio em 4gua e oxigénio (Scott et al., 1991). Pode ser encontrada no cérebro, sangue,
medula 6ssea, mucosas, rim e figado. Sua atividade ¢ dependente de NADPH (Ferreira ¢

Matsubara, 1997).

As GSH-Px sdo as principais enzimas responsaveis pela remocdo de perdxido de
hidrogénio gerado pelas SOD no citosol e mitocdndria e peroxidos organicos para seus
correspondentes alcoois, as custas da conversao da GSH a GSSG (Ferreira e Matsubara,
1997). Elas promovem a reducdo de H,O,, as custas de glutationa reduzida (GSH), para
formar glutationa oxidada (GSSG) e 4gua, de acordo com a seguinte reagao:

GSH-Px
GSH + H,0, — GSSG +2H,0

A glutationa (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina), um tripeptideo formado por
residuos de glicina, cisteina e acido glutdmico, existe em concentragdes milimolares em
todas as células humanas e desempenha outros papéis igualmente importantes no
metabolismo de xenobidticos e na sintese de leucotrienos (Halliwell, 1994). A GSH pode
ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da
célula, protegendo-a contra a lesdo resultante da exposi¢do a agentes como ions ferro,
oxigénio hiperbarico, radiagdes ionizantes e luz ultravioleta (Ferreira e Matsubara, 1997).
Além disto, diminui a suscetibilidade a lesdao renal decorrente da isquemia e reperfusao;
atua como transportadora e reservatorio da cisteina e participa da detoxificagdo de agentes
quimicos e da eliminag@o de produtos da lipoperoxidacdo. Pode ser requerida, ainda, para a

sintese de DNA, de proteina e de algumas prostaglandinas (Shan et al., 1990).
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3.6.3. Estresse oxidativo e epilepsia

O estresse oxidativo foi definido por Sies (1991) como "uma pertubagdo do
equilibrio: pré-oxidante — antioxidante, em favor do primeiro, a qual ¢ potencialmente
capaz de causar dano celular’. Uma conseqiiéncia desse desequilibrio ¢ a oxidagdo de
acidos graxos poliinsaturados da membrana celular, processo denominado de
lipoperoxidagdo. A ocorréncia da lipoperoxidacdo pode comprometer a estrutura da

membrana, danificando-a ou eventualmente causar completa destrui¢do culminando com a

morte celular (Halliwell, 1994; Ferreira e Matsubara, 1997).

O cérebro ¢ mais vulneravel que outros tecidos, por que contém uma grande
quantidade de lipidios e metais oxidaveis, e tem, em relagdo aos outros tecidos, menos
mecanismos antioxidantes (Walz et al., 2000). O estresse oxidativo pode alterar
dramaticamente a funcdo celular e modificar a liberacdo e/ou sintese de outros compostos
que podem estar relacionados com a morte neuronal induzida pela convulsdo. Por isso, tem
sido implicado em uma variedade de condi¢des neuroldgicas agudas e cronicas, incluindo a

epilepsia (Frantseva et al., 2000; Walz et al., 2000).

Foi sugerido que o dano neuronal apds o estado epiléptico induzido por pilocarpina,
seria resultante da producdao exagerada de perdxido de hidrogénio, radical hidroxil e
superoxido decorrentes da disfuncdo mitocondrial (Boveris et al., 1986). A ligacdo entre a
disfuncdo mitocondrial e a epilapsia ¢ refor¢ada pelo fato de que alguns pacientes com
epilepsia do lobo temporal apresentam deficiéncia mitocondrial no foco das convulsdes
(Kunz et al., 2000). Apesar dessas evidéncias, o envolvimento das EROs no mecanismo

das convulsdes epilépticas ainda ndo estd bem esclarecido.

4. Acdes do levetiracetam nos modelos experimentais de epilepsia

Embora tenha se mostrado destituido de atividade anticonvulsivante em dois
modelos animais classicos para estudo de drogas antiepilépticas (convulsdes induzidas por

eletrochoque maximo ou por pentilenotetrazol em roedores) (Ldscher e Honak, 1993), LEV
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exerce atividade anticonvulsivante, com alto indice terapéutico, em varios modelos animais
de epilepsia, incluindo convulsdes induzidas por acido cainico ou pilocarpina em
camundongos ¢ ratos; modelos genéticos de epilepsia; ¢ epilepsia induzida por kindling,
que podem refletir os processos patologicos subjacentes a epilepsias parcial cronica e
primaria generalizada em humanos, sugerindo um amplo espectro de agdo. (Loscher et al,

1998, 2000; Klitgaard, 1998, 2001, 2003; Glien et al, 2002; Motamedi et al, 2003).

Descobriu-se, inicialmente, a potente habilidade do LEV para proteger
camundongos sensibilizados ao som de todas as fases da convulsdo induzida por estimulos
acusticos (Gower et al., 1995). Resultados obtidos com outros modelos animais de
epilepsia revelaram protecdo contra convulsdes induzidas por estimulagdo postural em
camundongos epilépticos (De Deyn et al., 1992), como também contra convulsdes
induzidas por estimulagdo acustica em ratos sensiveis ao som (Gower et al., 1995).
Posteriores estudos revelaram potente protecdo contra os efeitos secundarios generalizados
em convulsdo focal induzida por pilocarpina em camundongos, e por pilocarpina e acido

cainico em ratos (Klitgaard et al, 1998).

Um grande numero de estudos tem demonstrado que o LEV ndo exerce nenhum
tipo de efeito convencional sobre o sistema GABAérgico, embora exerca efeito
anticonvulsivo em alguns modelos de convulsdo que, sabidamente, envolvem alteragdes
nesse sistema (Frazer et al, 1997; Sills et al, 1997; Rigo et al, 2000; Tong e Patsalos,
2001). Seu mecanismo de acdo ainda ndo estd claro, mas estudos demonstraram que o
LEV nao interfere na sintese ou metabolismo do GABA nem nas concentragdes cerebrais
de GABA, glutamato ou glutamina (Sills et al., 1997) e ndo esta relacionado a modulagao
neuronal dos canais de Na' voltagem-dependentes ou canais de Ca ** ativados por baixa

voltagem (tipo T) (Zona et al., 2001).

Achados recentes também revelaram que LEV reduz a atividade dos canais de Ca*"
ativados por alta voltagem no hipocampo (Niespodziany et al., 2001), exerce um bloqueio
seletivo dos canais de calcio tipo N (Lukyanetz et al., 2002) e retarda as correntes de K

nos neurdnios hipocampais (Madeja et al., 2003). Alguns estudos demonstraram, ainda, que
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o LEV exerce uma modula¢do indireta da atividade dos canais ligados ao receptor GABA,
antagonizando moduladores negativos de GABA, (Poulain ¢ Margineanu, 2002; Rigo et
al., 2002). Segundo Klitgaard (2003), o LEV pode neutralizar alteragdes induzidas por
convulsdes nas concentragdes de aminodcidos e de suprimir a sincronizacdo do pico
neuronal e explosdo da atividade elétrica no hipocampo de ratos, sem afetar a

excitabilidade neuronal normal.

Estudos de eletrofisiologia em diferentes modelos experimentais sugerem que o
LEV exerce uma agdo seletiva em vias anormais de atividade neuronal, o que,
provavelmente, explica sua protecdo seletiva em animais epilépticos com peculiar
tolerabilidade. Essa acdo seletiva em animais “epilépticos” diferencia LEV dos
antiepilépticos classicos e de novos agentes antiepilépticos, que demonstram efeitos

equipotentes em animais normais e com epilepsia (Stratton et al., 2003).

LEV também induz menos alteragdes comportamentais em camundongos € ratos
estimulados por kindling, revelando uma alta margem de seguranca em modelos animais,
tanto na epilepsia parcial como na primdria generalizada. Além disso, experimentos com
modelos de kindling sugerem que LEV possui propriedades antiepileptogénicas,
bloqueando o desenvolvimento das convulsdes causadas por estimulacdo da amigdala em
ratos e camundongos, impedindo o desenvolvimento de estado epiléptico, revelando um
potencial modificador da doenga, a medida que o tratamento com esta droga durante o
kindling pode produzir modificagdes duradouras, que podem alterar a sensibilidade da
amigdala a estimulagdes focais subseqiientes ou generalizagdo dessas convulsdes focais
Esse efeito parece derivar de novos mecanismos de agdo, que ndo envolvem uma interagao
convencional com alvos das drogas tradicionais, implicados na modulagdo da
neurotransmissao inibitéria ou excitatoria, conferindo ao LEV um perfil distinto das outras
drogas antiepilépticas e sugerindo que esta droga pode ser a primeira representante de uma
nova classe de drogas antiepilépticas (Stratton et al., 2003). Até o momento, a influéncia da
administracdo do LEV sobre as alteracdes cerebrais causadas pela pilocarpina ainda nao foi

elucidada completamente.
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OBJETIVOS

Com o intuito de investigar as agdes do levetiracetam (LEV) em modelo colinérgico
de epilepsia e considerando os efeitos da sua pré-administracdo nas convulsdes induzidas
por pilocarpina (400 mg/Kg; P400) em camundongos, foram estabelecidos os seguintes

objetivos:

» Realizar estudo comportamental dos animais tratados com LEV e/ou P400;

» Investigar o efeito do LEV sobre os tremores induzidos por oxotremorina;

» Determinar a densidade dos receptores colinérgicos muscarinicos (M;-+ M-, M- ¢

M,-simile) e dopaminérgicos (D;- e D»-simile) em hipocampo de animais pré-

tratados ou ndo com LEV e que apresentaram convulsao induzida por pilocarpina;

» Investigar a atividade da enzima acetilcolinesterase em hipocampo e corpo estriado;

» Determinar a taxa de peroxidagdo lipidica e producdo de nitrito em hipocampo e

corpo estriado;

» Verificar a atividade da enzima antioxidante catalase ¢ niveis de gutationa reduzida

(GSH) em hipocampo e corpo estriado.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, com peso variando de 25 - 30 g,
provenientes do Biotério Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da

Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

Durante todos os experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas plasticas
com no maximo 20 animais, em condi¢cdes ambientais semelhantes, com ciclo claro /
escuro alternado de 12 horas, com luzes acesas as 06:00h, recebendo ragdo padrdo tipo
Purina e agua ad libitum.

2. Preparacéao das drogas
2.1. Levetiracetam

Levetiracetam (Keppra®), doacdo do laboratorio UCB Pharma (Chemin du Foriest,
Bélgica), foi dissolvido em solucdo salina 0,9%, obtendo-se uma concentracao final de 20
mg/mL.

2.2. Pilocarpina

Cloridrato de pilocarpina (Sigma Chemical Co., USA) foi dissolvido em agua
bidestilada, obtendo-se concentragdes finais de 100mg/mL e usada para induzir convulsdes
tonico-clonicas.

2.3. Oxotremorina

Oxotremorina (Sigma Chemical, Co, USA) foi dissolvida em agua destilada e

administrado na dose de 0,5 mg/Kg, via intraperitoneal, no teste da indugdo de tremores.
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2.4. Atropina

Atropina (Sigma Chemical, Co, USA) foi dissolvida em 4&4gua destilada e
administrada na dose de 10 mg/Kg, i.p., como droga padrdo de efeito anticolinérgico no

teste dos tremores induzidos por oxotremorina.

3. Tratamento dos grupos experimentais

Os experimentos foram conduzidos entre 8:00 e 10:00 horas. Os animais receberam
injecodes intraperitoniais de levetiracetam (LEV), nas doses de 30, 50, 100 ou 200 mg/kg ou
do veiculo de dissolugdo dessa droga (solugdo salina - NaCl 0,9%). Ap6s 60 minutos da
ultima injecdo de levetiracetam ou veiculo, foi administrada pilocarpina na dose 400
mg/Kg, s.c. (P400). Outros dois grupos receberam apenas LEV 200 mg/Kg, i.p. (LEV200)

ou salina 0,9% (controle).

Ap0s a injegdo de pilocarpina, os animais tratados e controles foram colocados em
ambiente reservado para observacdo dos grupos pelo periodo de 1 hora (estudo
comportamental). Os animais que nao sobreviveram até o final do periodo de observagao
foram decaptados logo ap6és a morte e os sobreviventes foram sacrificados por
deslocamento cervical e decapitados logo apos estudo comportamental. Hipocampo e corpo
estriado foram imediatamente isolados, removidos sobre gelo e armazenados a -70°C para a

realizag¢ao dos estudos neuroquimicos.

4. Estudo comportamental

4.1. Alteracdes comportamentais apds indugao de convuls@es e estado epiléptico pela
administracao de pilocarpina.

Os animais tratados e controles foram divididos em gaiolas contendo 5 a 10 animais
e colocados em ambiente reservado, sendo feita a observagdo direta. Todos os grupos

experimentais foram observados durante 1 hora apos a Ultima injecdo da droga, de acordo
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com o tratamento previsto. Os seguintes parametros foram observados: presenga de sinais
colinérgicos periféricos, convulsdes motoras, instalagdo de estado epiléptico, nimero de
mortes, laténcia de convulsdo e laténcia de morte em cada grupo. O Quadro 1 apresenta
estes parametros juntamente com suas caracteristicas. Depois desse periodo de observagao,

os animais foram utilizados para estudos neuroquimicos.

Quadro 1 - Parametros comportamentais observados

Parametros Caracteristicas

1. Sinais colinérgicos periféricos (SCP) Miose, cromodacriorréia, piloerecao,
diarréia

2. Convulsao Tonico / clonica

3. Estado epiléptico Convulsdes intermitentes

4. N°® de mortes Determinado durante o periodo de 1 hora

depois da ultima administracao realizada

5. Laténcia de convulsao Intervalo de tempo em minutos entre a
ultima inje¢do e o aparecimento da

primeira convulsao

6. Laténcia de morte Intervalo de tempo em minutos entre a

ultima inje¢do e a morte do animal

Fonte: Adaptado de Turski et al., 1983a.

4.2. Teste dos tremores induzidos por oxotremorina (avaliacdo dos efeitos

colinérgicos):

O experimento foi realizado segundo a técnica descrita por Fukuzaki et al. (1999):
LEV 200mg/Kg, i.p. (LEV200), salina 0,9% ou atropina (10 mg/Kg) foram administrados,
intraperitonealmente, a camundongos, 30 min antes da injecao de oxotremorina (OXO). Os

tremores foram visualmente avaliados (durante um minuto) em cada animal 10, 20 ¢ 30
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minutos apds a administracdo de OXO (0,5 mg/kg, i.p.), usando uma escala proporcional
de 0 a 3, como descrito por Coward (1977): 0 (sem tremores); 1 (tremores isolados e
ocasionais); 2 (tremores moderados e intermitentes); 3 (tremores pronunciados e

continuos).
5. Material utilizado nos experimentos

@ Agitador de tubos (modelo 251, FANEN, Sao Paulo, Brasil);

@ Balanca analitica (modelo H5, Mettler, Suica);

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

® Centrifuga refrigerada (modelo Eppendorf);

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

& Contador de Cintilagao Liquida (modelo LS 6500, CA, USA);

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

& Espectrofotometro (Modelo Beckman DU, Fullerton, CA, USA) com medidor de

absorbancia digital e outros acessorios (acoplado ao sistema de modernizagao Gilford,

Oberlin, Ohio, USA);

® Equipamento de Millipore para filtragio a vacuo (Millipore apparatus, Bedford,

MA, USA);

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

@ Filtros de fibra de vidro (GF/B Whatman, Maidstone, England);

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

€ Guilhotina (Harvard, USA);

® Homogeneizadores (Bellico, USA);

& Micropipetas (H,E. Pedersen, Dinamarca)

& Medidor de pH, modelo B374 (Micronal, SP, Brasil);
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6. Dissecacdo das areas cerebrais em estudo

Os animais foram decapitados com uma guilhotina (Harvard, USA). Em seguida, os
encéfalos foram rapidamente retirados e colocados sobre papel aluminio numa placa de
petri com gelo para posterior dissecacdo das areas cerebrais a serem estudadas (Figura 1).

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

parte do hipocampo (Figura 2) que, com divulsionamento, foi descolado e retirado.

O corpo estriado foi isolado das estruturas circunjacentes por
divulsionamento com uma tesoura de microdissecacdo, sendo a sua retirada orientada pelo
diametro da por¢do tuberosa visivel desses nucleos, apds o rebatimento lateral do cortex

(Figura 3).

Figura 1 - Dissecacdo cerebral mostrando a retirada do encéfalo.
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Figura 2 - Dissecagdo cerebral mostrando a retirada do hipocampo.

Figura 3 - Dissecacao cerebral mostrando a retirada do corpo estriado.

Apoés o término da dissecagdo, hipocampo e corpo estriado foram colocados em
papel de aluminio devidamente identificados, pesados e conservados a -70°C para uso

posterior. Quando as areas foram estocadas durante um certo periodo de tempo (no maximo
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2 meses), os tecidos foram considerados como tendo a mesma viabilidade para
experimentacdo daqueles que foram ensaiados imediatamente ou 24 h apods a dissecacao

(Burke e Greenbaun, 1987; Fielder et al., 1987).

7. Determinacdo da densidade de receptores muscarinicos (M; + My -, Mi- e M-

simile)
7. 1. Método

A densidade de receptores muscarinicos (M; + M) foi determinada através de
ensaios de binding, executados em homogenatos cerebrais, utilizando-se o ligante
especifico [3H]—N—metilescopolamina (’H]-NMS, 85 Ci/mmol - New England), de acordo

com método previamente descrito (Dombrowski et al., 1983).

A [PH]-NMS liga-se a sitios especificos dentre os quatro primeiros segmentos
transmembrana dos receptores muscarinicos que existem nos fragmentos de membranas
dos tecidos homogeneizados. Desse modo, o ligante tritiado marca especificamente os

receptores colinérgicos presentes no tecido estudado.

A atropina ¢ um outro antagonista classico utilizado nos “brancos” dos ensaios para
determinar a radioatividade de background ou ligagdes ndo especificas. A atropina
acrescentada em concentragio muito maior do que a da ["H]-NMS interage, seletivamente,
com os mesmos sitios de ligacdo do receptor, deslocando e deixando livre toda a droga
radioativamente marcada, que ¢ logo depois, filtrada. A radioatividade contida no filtro &,

entdo, contada por cintilagdo liquida.
7. 2. Procedimento experimental
Terminada a dissecagdo das dreas cerebrais em gelo, como mencionado

anteriormente, foram feitos homogenatos a 10 % de hipocampo em tampao fosfato de

sodio, 150 mM, pH 7.4.
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Rapidamente, os homogenatos contendo 130 - 160 ug de proteina foram incubados
em tampao fosfato de sdédio contendo 2,38 nM de [*H]-NMS, na presenca ou na auséncia
de sulfato de atropina 12,5 pM em um volume final de 0,2 mL, para experimentos de
pontos unicos. Para experimentos de saturacdo o ligante foi utilizado em concentragdes que
variavam entre 0,119 to 5,95 nM. Como [H]-NMS ¢ um ligante ndo-especifico dos
receptores muscarinicos, pode ligar-se a todos os subtipos destes receptores (M- + M,-
simile). Assim, os ensaios de ligacdo para os subtipos especificos M;-simile e M;-simile
foram realizados na presenca de 100 uM de carbacol, para bloquear os sitios Ma, e 40 uM

de pirenzepina, para bloquear os sitios M, respectivamente.

Apds incubagdo a 37°C por 30 minutos, a reagdo foi terminada por filtragdo a vacuo
através de filtros Whatman GF / B. Os filtros foram lavados trés vezes com 4 mL de
solucdo salina 0,9 % gelada, secos a 60°C por no minimo 2 h e colocados em frascos de

vidro (vials) com 3 mL de um coquetel de cintilagdo liquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilagdo liquida Beckman LS-
6500. A ligagdo especifica foi calculada como a ligagdo total menos a ligacdo ndo-
especifica feita na presenca de atropina 12,5 mM. Os resultados foram expressos em
fentomoles por miligrama de proteina. A concentracdo de proteina foi determinada segundo

o método de Lowry et al (1951), utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrao.
7. 3. Solugdes reagentes

As seguintes solugdes reagentes foram empregadas nessa técnica:
> Solucdo estoque de [*H]-N-metil-escopolamina (*H-NMS)

Cloridrato de [3H]-NMS (85 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston, MA, USA),

em tampao fosfato de s6dio 150 mM, pH 7,4 para obter uma solucao de concentracao de

23,52 nM.
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> Solucéo estoque de atropina
Sulfato de atropina (Sigma, St. Louis, MO, USA) em agua bidestilada, para obter

uma concentragao de 0,5 mM.

> Tampéo fosfato de sédio
NaH,PO,4 (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) foi dissolvido em agua bidestilada, para
obter uma solucao 150 mM e o pH foi ajustado para 7,4 com solugao de HCI 1N (Merck,

Rio de Janeiro, Brasil).

> Coquetel de cintilacdo

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

8. Determinacéo da densidade dos Receptores Dopaminérgicos

A determinag¢do dos receptores dopaminérgicos foi feita através de ensaios de
binding executados em homogenatos cerebrais de hipocampo, variando os seguintes

parametros:

> Receptores D;-simile
Foi utilizado o ligante especifico ["H]-SCH 23390 (87,0 Ci/mmol - New England

Nuclear, EUA), de acordo com método previamente descrito (Meltzer et al., 1989).

> Receptores D,-simile
Foi utilizado o ligante especifico [3H]-espiroperid01 (114,0 Ci/mmol - New England
Nuclear, EUA), segundo uma adaptacdo do método previamente descrito (Kessler et al.,

1991 e Meltzer et al., 1989).



69

8. 1. Método

O [’H]-SCH 23390 ¢ um antagonista dopaminérgico que possui alta afinidade pelos
receptores Dj-simile. O ligante [*H]-espiroperidol é um antagonista dopaminérgico que
possui alta afinidade pelos receptores D,-simile, possuindo também afinidade pelos
receptores serotonérgicos do tipo 5-HT, (Kessler et al., 1991). Para bloquear os receptores
serotonérgicos no binging de D,-simile, foi utilizado um antagonista especifico, a

mianserina.

A dopamina, um agonista dopaminérgico, foi adicionada, na forma ndo marcada,
nos brancos dos ensaios para receptor D; para determinar a radioatividade de background
ou ligacdes ndo-especificas, em uma concentracio elevada para interagir com 0s mesmos
sitios de ligagdo do receptor, impedindo assim a ligagdo do [*H]-SCH23390, que fica livre.
O mesmo foi feito com relagdo ao receptor D,, mas neste caso foi utilizado o butaclamol,
um antagonista de receptores dopaminérgicos, também com o intuito de determinar as
ligagdes ndo-especificas. Esses ligantes livres sdo retirados do filtro através de lavagens

sucessivas, e a radioatividade ¢, entdo, contada por cintila¢do liquida.
8. 2. Procedimento experimental

Logo apos a dissecacdo da area cerebral em gelo, como mencionado anteriormente,
foram feitos homogenatos a 10 % de hipocampo em tampao tris-HCI 50 mM, pH 7,4. Os
homogenatos, contendo 50-100 pg de proteina, foram incubados em tampao tris-HCI
modificado (50 mM, pH 7,4). No caso dos receptores D;-simile, o tampao continha 2,82
nM de [’H]-SCH 23390 para experimentos de ponto tnico ¢ 0,14 a 5,63 nM para
experimentos de saturagdo. No caso dos receptores D,-simile, o tampao continha 10 uM de
mianserina (incubada por 30 minutos a temperatura ambiente) para bloquear os receptores
serotonérgicos, ¢ 4,72 nM de [*H]-espiroperidol para experimentos de ponto tnico ¢ 0,09 a

6,60 nM para experimentos de saturacao.
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Os respectivos ligantes foram incubados na presenca e na auséncia de dopamina
100 uM (durante 10 minutos), no caso dos receptores D, ou butaclamol 10 uM, no caso
dos receptores D;, sendo o volume final do ensaio de 0,2 mL. Apos incubagdo a 37 °C
durante 60 minutos, a reacao foi terminada por filtracdo a vacuo através de filtros Whatman
GF/B. Os discos de papel de filtro foram lavados trés vezes com 4 mL de solugao salina 0,9
% gelada, secos a 60 °C por no minimo 2 h e colocados em frascos de vidro (vials)

contendo 3 mL de um coquetel de cintilagdo liquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilagdo liquida Beckman LS-
6500. O binding especifico foi calculado como binding total menos o binding nao-
especifico feito na presenca de dopamina 100 uM ou butaclamol 10 uM, respectivamente

para os receptores D € D,

Os resultados foram expressos em fentomoles por miligrama de proteina. A
concentracdo de proteina foi determinada segundo o método de Lowry (1951), utilizando-

se albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

8. 3. Solucbes reagentes

As seguintes solugdes reagentes foram empregadas nessa técnica:

> [*H]-espiroperidol (114 Ci/mmol, Amersham Life Science, EUA)
5 uL de [*H]-espiroperidol foram diluidos em tampdo tris-HCI, pH 7,4, de forma a

obter uma concentragao final de 43,28 nM.

> [*H]- SCH 23390 (87 Ci/mmol, Amersham Life Science, EUA)
5 uL de [’H]-SCH 23390 foram diluidos em tampdo tris HCI, pH 7,4 de forma a

obter uma concentragao final de 11,5 nM
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> Tampéo Tris-HCI
Seis gramas de Tris-HCI (Trizma base, Sigma, Brasil) foram diluidos em 1000 mL
de agua bidestilada, obtendo-se uma concentragdo de 50 mM. O pH foi ajustado com

solu¢do HC1 0,1 N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 7,4.

> Tris HCI modificado
NaCl 120 mM; KCl 1mM; CaCl2 2 mM; MgCIl2 1 mM, NaEDTA 1 mM e

ascorbato sodico 1 mM foram dissolvidos em tampao tris-HCl 50 mM pH 7,4.

> Mianserina
Comprimidos de mianserina (Tolvon 30 mg, Organon, SP, Brasil) foram macerados

e diluidos em tampao tris-HCI, obtendo-se uma concentragao final de 10 uM.

> Dopamina
10mg de cloridrato de dopamina (Sigma) foram diluidas em 2 ml de tampao tris-
HCI, tendo uma concentra¢ao final de 5 mg/ml. A esta solucdo, foi acrescentado acido

ascorbico 0,1 %.

> Butaclamol (Cloridrato de butaclamol)
Butaclamol (RBI, MA, EUA) foi dissolvido em &cido ascérbico a 0,1%, de forma a

se obter uma concentragao final de 10 uM.
> Coquetel de cintilagdo
0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e

4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foram dissolvidos em 1000
mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, EUA).
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9. Dosagem de proteina

9. 1. Método

A quantidade de proteina em homogenatos de cérebro foi determinada a 25°C
utilizando albumina sérica bovina com padrdo, de acordo com o método previamente
descrito (Lowry et al., 1951), que emprega duas reacdes de formacao de cor para analisar a
concentragdo proteica fotometricamente. Inicialmente ¢ feita uma reacdo de biureto de
baixa eficiéncia na qual os ions de cobre alcalino produzem uma cor azulada na presenga
de ligagoes peptidicas. Esta cor biureto é caracteristica de todas as proteinas e fornece uma

cor basica de fundo para a proxima etapa de ensaio.

Depois 0 método emprega uma mistura complexa de sais inorganicos, o reagente
Folin-Ciocalteau, que produz uma cor verde azulada intensa na presenca de tirosina ou
triptofano livres ou ligados as proteinas. Como as quantidades desses dois aminoacidos sao
geralmente constantes nas proteinas soliveis, com poucas excec¢des, a cor das reacdes
(verde-azulada) ¢ indicativa da presenca de proteina e a intensidade da cor proporcional a
concentragdo. Esta coloracdo ¢ medida em 750 nm, através de um espectrofotometro

Beckman DU, acoplado a um sistema de modernizagao da Gilford, USA.
9. 2. Solugdes reagentes
As seguintes solucdes reagentes foram empregadas nessa técnica:
> Reagente A
Na,COs3 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2% em NaOH (Reagen, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) 0,1 N.
> Reagente B

CuS04.5H,0 a 0,5% em NaKC4H406.4H,O (Grupo Quimica, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) a 1%.
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> Reagente C
Solugao de cobre alcalino (24 mL do reagente A com ImL do reagente B,

misturados no momento de usar).

> Reagente de Folin

Ciocalteau - Fenol (Labordin, Piraquara, PR, Brasil) 1:1 em agua bidestilada.

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

1 mg/mL em agua bidestilada.

10. Determinacédo da Atividade Acetilcolinesterasica (AChE)

10.1. Método

A atividade acetilcolinesterasica foi determinda segundo Ellman et al (1961), tendo
como principio a medida da velocidade de produgdo de tiocolina, a propor¢do que a
acetiltiocolina (ATC), utilizada como substrato, ¢ hidrolisada. O acompanhamento ¢
realizado pela reacao continua do tiol com o ion 5:5-ditiobis-2-nitrobenzoato (I) para
produzir o anion amarelo do acido 5-tio-2-nitro-benzodico (II), cuja coloracdo ¢ medida em
412 nm, através de um espectrofotometro Beckman DU, o que permitiu leituras

automaticas em sistema digital e forneceu maior sensibilidade.

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

proteina por minuto (nmoles/mg de proteina/min).
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10.2. Solucbes Reagentes

Foram utilizadas as seguintes solucdes reagentes:

% Tampéo fosfato de sodio
- NaH,PO4H;0 (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) 0,1 M em agua bidestilada, pH 7,0.

% Solucéo de iodeto de acetiltiocolina
- ATC (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 75 mM em agua bidestilada.

% Solugéo de acido 5:5-ditiobis—2-nitrobenzoato
- DTNB (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 10 mM em tampao fosfato de sédio.

11. Determinagdo da producdo de substéncias &cidas reativas com o &cido
tiobarbitarico (TBARS)

11. 1. Método

O grau de lipoperoxidagao nas areas cerebrais foi medido através da determinacao
dos niveis de TBARS, conforme o método de Huong et al (1998), seguindo o protocolo a

seguir.

Foi preparado o homogenato a 10% em solucao de cloreto de potassio (KCl) 0,15
M. Do homogeneizado 0,25 mL foram colocados em tubos de ensaio, adicionados 0,5 mL
de tampdo fosfato de potdssio monobasico 50 mM, pH 7,4 e 0,25 mL do sistema
catalisador da formacao de radicais livres. Apds incubagdo dessa mistura a 37° C, por 30
minutos, a reacdo foi interrompida pela adicido de 0,5 mL de solucdo de acido
tricloroacético a 10%. Em seguida, a mistura foi submetida a centrifugagdo a 3000 rpm por
15 minutos, o sobrenadante foi separado e acrescido de 0,5 mL de solugdo de &cido

tiobarbitrico 0,8%. Apds a agitagdo, essa mistura foi mantida em um banho de agua
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fervente (95-100°C) por 15 min., a seguir resfriada em banho de gelo por alguns minutos e
posteriormente tomada para leitura em espectrofotometro a 532 nm. Os resultados foram

expressos em micromol de malonildialdeido (MDA) por mg de proteina.

> Curva-padréao de malonildialdeido (MDA)

A partir da solucao padrao de MDA (6mols), foram preparadas as solugdes a 0,627;
1,247; 2,463; 4,8; 9,16 e 16,77umol. O branco foi feito com agua destilada. A leitura da

absorbancia foi feita a 532nm para determina¢do da equacao da curva-padrao de MDA.
11. 2. Solug0es reagentes
Foram utilizadas as seguintes solugdes reagentes:
> Solucéo de Cloreto de potéssio
EDTA (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 521,1mg em 70 mL de 4gua bidestilada, para
preparar EDTA 0,2M. Em seguida foi retirado 30 mL desta solugdo inicial e acrescido mais

270 mL de agua bidestilada.

> Tampao Fosfato
NaH,PO4H,0 (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) 50mM em 4gua bidestilada, pH 7,4.

> Solucéo de acido tricloroacético
ATC (Sigma, MO, EUA) 10 mL mais 90mL de adgua bidestilada.

> Solucéo de acido tiobarbiturico (TBA)
TBA (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50mg em 50mL de dgua bidestilada.
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12. Determinacdo da producédo de nitrito

12. 1. Método da Preparacao da Curva-Padréo

Foi pesado 7mg de NaNO, e dissolvido em 10 mL de dgua bidestilada (estoque-
10mM) foi feita as dilui¢des em série (10 e 20x), ficando ImM, 100uM, 10uM, S5uM,
2,5uM, 1,25uM, 0,625uM, 0,312uM. Foi feita uma equagao da reta para o calculo das

concentragdes do teste (Green et al., 1981).

12. 2. Procedimento Experimental

Em um tubo branco foi adicionado 500uL do reagente e 500uL de dgua destilada,
em um outro tubo teste foi adicionado 500uL do reagente e 500ul do homogenato de tecido
a 10% em 4agua destilada. Foi feita a leitura em espectrofotometro a 560nm e os resultados

expressos em nM.

12. 3. Solucéo reagente

A seguinte solugdo reagente foi empregada nessa técnica:

> Solugéo de NaNO, (10mM)
NaNO; (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 7mg em 10mL de agua bidestilada.

Em seguida, foi procedida a filtracdo e degaseificacdo, e posteriormente adi¢ao de
20 mL de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Itilia) e 10 mL de tetrahidrofurano
(Sigma, MO, EUA) para um volume final de 500 mL.
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13. Determinacéo da atividade enzimatica da Catalase (CAT)

13. 1. Método

A atividade da catalase tem como principio a medida da velocidade de produgdo de
0, e H,0 a propor¢ao que a H,O,, utilizado como substrato ¢ hidrolisado, de acordo com
Macehly e Chance (1954) e Chance ¢ Maehly, (1955).

A atividade da enzima ¢ medida em 230 nm, através de um espectrofotometro
Beckman DU, acoplado a um sistema de modernizacdo da Gilford, USA, o que permitiu
leituras automaticas em sistema digital e forneceu maior sensibilidade. A atividade
enzimatica ¢ medida através da leitura da variagdo da absorbancia por minuto, durante 6

minutos e os resultados expressos em uM/min/pg de proteina.
13. 2. Procedimento Experimental

Foi preparado o meio da reagdo com H,O, (18 mL) mais Tampao Tris HCI 1M,
EDTA 5 mM pH 8,0 (1,0 mL) e H,O Milli Q (0,8 mL). Em seguida foi colocado na cubeta

de quartzo 980 uL do meio de reagdo mais 20 pL. do homogenato a 10%.

E feita a leitura durante 6 min a temperatura de 37°C em espectrofotometro a

230nm. A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry et al (1951).

13. 3. Solucbes reagentes

As seguintes solucdes reagentes foram empregadas nessa técnica:

> Tampao Tris HCI 1M, EDTA 5 mM, pH 8,0

12,11 g de Trisma Base (1 M) e 0,19 g de EDTA (5 mM) (Sigma, St. Louis, MO,
EUA) e diluidos em 100 mL de 4gua Mill-Q. O pH foi acertado com HCI 1 M.
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> H,0, para meio de reacao
10 uL de peridol 30% (Sigma, St. Louis, MO, EUA) diluidos em 10 mL de agua

Mill-Q (gsp).

14. Determinacéo da concentracdo da glutationa reduzida (GSH)

14. 1. Método

A determinacdo da concentragao da GSH basea-se na reacdo do reagente de Ellman,
o 5,5'-ditiobis (4cido 2-nitrobenzdico) (DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto
misto mais acido 2-nitro-5-tiobenzdico. A medida do produto de reagdao formado ¢ feita por
leitura da absorbéancia a 412 nm, conforme descrito anteriormente por Sedlak e Lindsay

(1988).

14. 2. Procedimento Experimental

Preparou-se o homogenato a 10% das areas cerebrais a serem estudadas, em EDTA
0,02 M, em seguida foi retirado 400 puL desse homogenato e adicionado 320 pL de agua

destilada e mais 80 pL de 4cido tricloroacético a 50%.

O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 min. Em seguida foi
recolhido 400 pL. do sobrenadante e acrescido 800 puL de tampao Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9 e
mais 20 uL. de DTNB 0,01 M e apds 1 minuto da reacdo foi feita a leitura da coloragdo em
412 nm, através de um espectrofotometro Beckman DU, acoplado a um sistema de
modernizagdo da Gilford, USA, o que permitiu leitura automaticas em sistema digital e
forneceu maior sensibilidade. A concentracdo da glutationa reduzida foi expressa em

nanograma de GSH por grama de tecido.
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> Curva-padrao de Glutation (GSH)

A partir da solucao padrao de GSH (1mg/mL), foi preparado 4 mL (em triplicata) de
solugdes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. O branco foi feito com agua destilada (4 mL) e
a cada tudo das solu¢des de GSH foi acrescentado 4 mL de tampao Tris HCI 0,4 M (pH
8,9). Adicionou-se ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB (0,01M) e feita a leitura da
absorbancia a 412 nm apds 1 min da adicdo do DTNB, e determinada a equagao da curva

padrdao de GSH.

14. 3. Solucbes reagentes

Foram utilizadas as seguintes solu¢des reagentes:

> Solucéo de acido etilenodiaminotetraceético
EDTA (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 521,1 mg em 70 mL de 4gua bidestilada, para
preparar EDTA 0,2M. Em seguida foi retirado 30 mL desta solucdo inicial e acrescido mais

270 mL de 4gua bidestilada.

> Tampao Tris-HCI

14,352 gramas de Tris-HCI (Trizma base, Sigma, Brasil) foram diluidos em 30 mL
de EDTA 0,2 mM, mais 300 mL de 4gua bidestilada, obtendo-se uma concentracao de 0,4
M. O pH foi ajustado com solugdo HCI 0,1 N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH
8.9.

> Solucéo de &cido 5:5-ditiobis—2-nitrobenzoato
DTNB (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 39,6mg em 10 mL de metanol absoluto.

> Solucéo de &cido tricloroacético
ATC (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50 mL mais 50 mL de 4gua bidestilada.
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> Solucéo de Glutation
GSH (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50 mg em 50 mL de agua bidestilada.

15. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi acompanhada por um computador PC, utilizando
o programa Prism 3.0. A analise de Variancia (ANOVA) foi utilizada para comparagio das
médias de dois grupos e o teste Student Newman Keuls como teste post hoc para

comparagdes multiplas. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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RESULTADOS

1. Estudo comportamental

1.1. AlteragBes comportamentais induzidas por pilocarpina em camundongos pré-
tratados ou ndo com levetiracetam (LEV).

Poucos minutos ap6s a administragdo de pilocarpina, 400mg/Kg, i.p. (P400) os
animais mostraram sinais colinérgicos periféricos (miose, piloere¢do, cromodacriorréia,
diarréia, tremores), e movimentos estereotipados, seguidos por convulsdes motoras
limbicas em 100% (40/40) dos animais tratados. O processo convulsivo persistiu e
progrediu para status epilepticus (estado epiléptico) em 90% (36/40) desses camundongos,
levando a morte de todos os animais (Tabela 1). A administra¢cdo de LEV, i.p., 60 min
antes de P400, aumentou a laténcia de convulsdo em todas as doses testadas, de forma
dose-dependente (Tabela 1), todavia, a dose de 200 mg/kg, selecionada para as analises
seguintes, mostrou um aumento mais expressivo nas laténcias de convulsdo e de morte
comparado as demais doses, P < 0,001 (Figura 1); levou a auséncia de convulsdes em 53%
(20/38) dos animais; reduziu a ocorréncia de estado epiléptico em 58% (22/38); aumentou a
laténcia de morte em 116% comparada ao grupo P400 e protegeu 61% (23/38) dos animais
da morte (Tabela 1). Sinais colinérgicos periféricos e movimentos estereotipados
permaneceram inalterados em todos os grupos pré-tratados com levetiracetam. Nenhum
animal, dos grupos que receberam apenas salina isotonica ou apenas LEV apresentou

atividade convulsiva.
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Tabela 1 — Efeitos do LEV nas altera¢des comportamentais e convulsées induzidas

por P400 em camundongos

LEV N Convulsido Laténcia de Morte Laténcia de Estado
(mg/Kg) (%) Convulsao (%) morte epiléptico

(min) (min) (%)

= 40 100 8,45+ 0,23 100 14,87 + 0,62 90
(n=36) (n=36)

30 14 100 12,52 +0,69%* 100 14,74 £ 0,95 100
(n=14) (n=14)

50 15 100 14,58 £1,20° 100 16,39 + 1,62 100
(n=15) (n=15)

100 20 90 16,31 £0,90° 55 21,71 +£1,95% 55
(n=18) (n=11)

200 38 47 25,58 +1,30%* 39 32,20 + 2,90* 42
(n=18) (n=15)

Camundongos Swiss, machos, receberam salina 0,9% ou diferentes doses de LEV, i.p., 60

min antes de P400. Os animais foram observados durante lhora apods a injecao de P400.

* p <0,0lcomparado ao grupo controle; ** p < 0,05 comparado ao grupo controle;

*p < 0,001 comparado aos demais grupos (andlise estatistica por ANOVA seguido por

Student-Newman-Keuls).
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Figura 1- Curva dose-resposta do LEV: Efeito sobre as laténcias de convulsédo e morte

induzidas pela administracdo de P400
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Camundongos Swiss, machos, foram observados durante 1 hora apds a injecdo de P400,
s.c. Salina 0,9%, ou LEV em diferentes concentracdes, foram administrados, i.p., 1 hora
antes da pilocarpina. As barras representam a média + E.P.M do n de animais representado
no interior das barras. * p < 0,01 comparado ao grupo controle; ° p < 0,05 comparado ao
grupo controle; “p < 0,001 comparado aos demais grupos (analise estatistica por ANOVA

seguido por Student-Newman-Keuls).
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1.2. Efeitos do pre-tratamento com LEV nos tremores induzidos por oxotremorina

O pré-tratamento com LEV, 200 mg/Kg, i.p. (LEV200) reduziu a intensidade dos
tremores causados por oxotremorina, determinados segundo a escala proporcional de 0 a 3,

descrita por Coward, 1977, em 48%, p < 0,001 (Tabela 2).

Tabela 2 — Efeitos do LEV na intensidade dos tremores induzidos por oxotremorina

Grupos N Média de intensidade

dos tremores (escala Coward)
Oxotremorina 13 2,64 £0,18
Atropina 05 0,00 £0,0
Atropina + Oxotremorina 10 0,00 £0,0
Levetiracetam 10 0,00 £0,0
Levetiracetam + 12 1,37 £0,07*
Oxotremorina

LEV 200, salina 0,9% ou atropina (10 mg/Kg) foram administrados, i.p, 30 min antes da
inje¢do de oxotremorina (0,5 mg/kg, i.p.) em camundongos machos. Os tremores foram
visualmente avaliados (durante 1 minuto) em cada animal 10, 20 e 30 minutos apds a
administracdo de OXO (0,5 mg/kg, i.p.), usando uma escala proporcional de intensidade,
de 0 a 3, como descrito por Coward (1977): 0 (sem tremores); 1 (tremores isolados e
ocasionais); 2 (tremores moderados e intermitentes); 3  (tremores pronunciados e
continuos). Foram obtidas as médias das 3 observagoes (10, 20 e 30 min) para cada animal
dos diferentes grupos e estes resultados foram utilizadas p/ calculo das médias finais de
cada grupo. *p < 0,05 comparado ao grupo oxotremorina (analise estatistica por ANOVA

seguido por Student-Newman-Keuls).
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2. Estudo neuroquimico

2.1. Densidade de receptores muscarinicos (M; + My, Mi- e My- simile) em
hipocampo de camundongos pré-tratados ou ndo com levetiracetam e administrados

ou nédo com pilocarpina.

O numero de sitios de ligagdo para ["H]-NMS foi determinado em membranas de
hipocampo de camundongos dos seguintes grupos de tratamento: Controle (salina 0,9%);
Levetiracetam, 200mg/Kg, i.p. (LEV200); pilocarpina, 400mg/Kg, s.c. (P400) e LEV200 +
P400. Foram realizados experimentos de ponto Gnico com base nas curvas de saturagdo e
Scatchards representativos, com concentragdes crescentes do ligante radioativo (Figura 3).
Os resultados foram expressos em fentomoles/mg de proteina.

A administragao de LEV200 antes de P400 acarretou em diferencas na densidade
dos receptores muscarinicos (M;+M,) comparado ao grupo P400. O pré-tratamento com
LEV200 reverteu a downregulation induzida por P400, trazendo a densidade desses
receptores de volta a valores similares aos do grupo controle. De forma interessante,
LEV200 e P400, quando administrados isoladamente, induziram diminui¢des de 38% e
34%, respectivamente, na densidade de M;+M,, comparado ao controle. Em relagdo aos
receptores M;, no grupo P400 ocorreu downregulation (aproximadamente 60%, P<0,001),
comparado aos demais grupos. Os receptores M, no entanto, sofreram downregulation
apenas na presenca de levetiracetam, tanto no grupo LEV200 como no LEV200+P400.
Dessa forma, a administracio de P400 ou LEV200, isoladamente, causou uma

downregulation nos subtipos M; and M,, respectivamente (Tabela 3 e Figura 2).
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Tabela 3 — Efeitos do LEV200, administrado antes das convulsfes induzidas por

P400, sobre a densidade (fentomoles/mg de proteina) de receptores colinérgicos

muscarinicos em hipocampo de camundongos

Grupo M,;+M, M, M,
Controle 232,20+ 19,11 (7) 129,01 £12,11 (6) 54,03 + 4,98 (6)
LEV200 144,20 £ 10,80 (8) * 13030+ 11,61 (6) 14,21 + 1,74 (6)*
P400 151,70 + 14,65 (7) ¢ 50,52 405,39 (7)* 43,15 4,38 (7)
LEV200 +

P400 222,80 + 15,66 (9) 120,50+ 11,93 (7) 32,63 +2,61 (7)*

Camundongos Swiss, machos, foram administrados com levetiracetam, 200mg/Kg, i.p.

(LEV200); com pilocarpina, 400mg/Kg, s.c. (P400) ou com LEV200, 60 min. antes de

P400. O grupo controle recebeu salina 0,9%. Os animais foram decapitados apds 1h de

observagio para remocio do hipocampo. Os ensaios de binding foram realizados com [*H]-

NMS e as ligagdes ndo-especificas determinadas em presenca de atropina. Os ensaios

subtipo-especifico para receptores M; e M, foram realizados na presen¢a de carbacol, para

bloquear M, e pirenzepina, para bloquear M;, respectivammente. Médias + EPM do n de

animais entre parénteses. * dp < 0,01 comparado aos grupos Controle e LEV200 + P400 ,

respectivamente; * p < 0,001comparado aos demais grupos (ANOVA seguido por Student-

Newman-Keuls ).
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Figura 2- Efeitos do LEV200 sobre a densidade de receptores colinérgicos

muscarinicos em hipocampo de camundongos tratados ou ndo com P400
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Sitios de ligacdo para [*H]-NMS (Receptores M;+M,, M; and M;) em hipocampo de
camundongos tratados ou ndo com LEV, 200 mg/Kg, i.p. (LEV 200), e administrados ou
ndo com 400 mg/Kg, s.c. (P400). As barras representam média + E.P.M do numero de
animais representados no interior destas. ® d p < 0,01 comparado aos grupos Controle e
LEV200 + P400 , respectivamente; * p < 0,001comparado aos demais grupos (ANOVA

seguido por Student—-Newman-Keuls ).
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Figura 3- Plot de Scatchard representativo e Curva de saturacéo de binding [*H]-NMS

600 -
g
= 500 1 + Controle
[5]
S 400 - = LEV200
fg 200 a P400
g’ x LEV200 + P400
S 200 -
E
w 100 -
o)
0 \
0 400
B (fmol/ mg of protein)
B
300 +
c 250
3
g. 200 + Controle
k] 150 2 LEV200
(@)
£ a P400
g 100 x LEV200 + P400
e
m 50

0 I I I I 1
PH]-NMS (nM)

Plot de Scatchard representativo (A) e curva de saturacdo (B) de binding para [’H]-NMS
(receptores muscarinicos: M; + M,) em hipocampo de camundongos (Controle- Bmax=
288,30, Kd= 0,77; LEV200- Bmax= 166,30, Kd= 0,68; P400- Bmax= 165,40, Kd= 0,34;
LEV200 + P400- Bmax= 285,50, Kd= 1,04).
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2.2. Densidade de receptores dopaminérgicos (D;- e D,- simile) em hipocampo de
camundongos pré-tratados ou ndo com levetiracetam e administrados ou ndo com

pilocarpina.

O nimero de sitios de ligagdo para ['H]-SCH 23390 e [*H]-espiroperidol foi
determinado em membranas de hipocampo de camundongos dos seguintes grupos de
tratamento: Controle (salina 0,9%); Levetiracetam, 200 mg/Kg, i.p. (LEV200); pilocarpina,
400 mg/Kg, s.c. (P400) e LEV200 + P400. Foram realizados experimentos de ponto Uinico
com base nas curvas de saturacdo e Scatchards representativos, com concentracdes
crescentes dos ligantes radioativos (Figuras 5 e 6). Os resultados foram expressos em

fentomoles/mg de proteina.

Ocorreu uma downregulation dos receptores D,-simile no grupo LEV200,
comparado aos demais. Observa-se, ainda, que a densidade de receptores dopaminérgicos
(D; ou D;) ndo sofreu alteracdo significativa na fase aguda do processo convulsivo
induzido por P400, como também no grupo tratado com LEV200 antes de P400 (Tabela 4
e Figura 4).
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Tabela 4 — Efeitos do LEV200, administrado antes das convulsfes induzidas por

P400, sobre a densidade (fentomoles/mg de proteina) de receptores dopaminérgicos

em hipocampo de camundongos

Grupo D1 D2
Controle 127,20 + 6,08 (6) 266,50 + 5,24 (6)
LEV200 116,50 £ 8,83 (6) 210,40 £ 11,76 (6)*
P400 136,10 £ 7,33 (8) 294,60 + 20,32 (8)
LEV200 + P400 121,60 £ 6,87 (8) 274,30 + 18,16 (7)

Camundongos Swiss, machos, foram administrados com levetiracetam, 200mg/Kg, i.p.

(LEV200); com pilocarpina, 400mg/Kg, s.c. (P400) ou com LEV200, 60 min. antes de

P400. O grupo controle recebeu salina 0,9%. Os animais foram decapitados apds 1h de

observagdo para remog¢dao do hipocampo. Os ensaios de binding foram realizados com

[*H]-SCH23390 (receptores dopaminérgicos D;) e [’H]-espiroperidol (receptores

dopaminérgicos D,) e as ligagdes ndo-especificas foram determinadas na presenca de

dopamina ou butaclamol, respectivamente. Na determinagdo de D, foi, ainda, usada

mianserina, para bloquear receptores serotonérgicos. Médias + E.P.M do n de animais entre

parénteses. * p < 0,05 comparado aos demais grupos (ANOVA seguido por Student—

Newman-Keuls test).
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Figura 4 - Efeitos do LEV200 sobre a densidade de receptores dopaminérgicos em

hipocampo de camundongos tratados ou ndo com P400
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Sitios de ligagdo para [*H]-SCH23390 (receptores dopaminérgicos D) e [*H]-espiroperidol
(receptores dopaminérgicos D,) em hipocampo de camundongos tratados ou ndo com LEV,
200 mg/Kg, i.p. (LEV 200), e administrados ou ndo com 400 mg/Kg, s.c. (P400). As barras
representam média = E.P.M. do nimero de animais representados no interior destas.

* P < 0,05 comparado aos demais grupos (ANOVA seguido por Student—-Newman-Keuls
test).
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Figura 5 - Plot de Scatchard representativo e curva de saturacéo de binding —
[*H]- SCH 23390

A
S'1000 -
c
2 800 -
% + Controle
w g 600 - a LEV200
m o
£ x LEV200+P400
e 200 -
E
0 !
0 200
B (fmol/mg de proteina)
B
T 200 -
i
g 150 - ¢ Controle
< A a LEV200
S 100 - X
2 - 4 P400
g 50 - x LEV200+P400
m O
0 2 4 6

[’H]-SCH (nM)

Plot de scatchard representativo (A) e curva de saturacdo (B) de binding para [*H]- SCH
23390 (receptores D;) em hipocampo de camundongos (Controle- Bmax= 130,30 Kd=
0,30; LEV200- Bmax= 116,20, Kd= 0,45; P400- Bmax= 142,50, Kd= 0,15; LEV200 +
P400- Bmax= 111,30, Kd=0,12).



93

Figura 6 - Plot de Scatchard representativo e curva de saturacéo de binding —

[*H]- espiroperidol
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Plot de scatchard representativo e curva de saturacdo de binding para [*H]-espiroperidol
(receptores D,) em hipocampo de camundongos (Controle- Bmax= 254,00 Kd= 0,77,
LEV200- Bmax= 218,90, Kd= 0,93; P400- Bmax= 304,70, Kd= 1,76; LEV200 + P400-
Bmax= 284,00, Kd= 1,81).
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2.3. Efeitos do LEV200 sobre a atividade da acetilcolinesterase em hipocampo e corpo

estriado de camundongos tratados ou ndo com P400.

Os resultados das determinagdes da atividade enzimatica da acetilcolinesterase
(AChE) em hipocampo e corpo estriado de camundongos adultos, tratados ou ndo com
LEV 200mg/Kg, i.p. (LEV200) antes da administragdo da pilocarpina 400mg/Kg, s.c.
(P400) e sacrificados 1h apos a administragao de P400, foram expressos em nmoles/mg de

proteina/minuto.

Nenhuma alterag@o significativa foi evidenciada no hipocampo ou corpo estriados
dos animais pertencentes aos diferentes grupos de tratamento. Hipocampo: (Controle =
32,15 + 3,13; LEV200 = 29,48 + 1,85; P400 = 29,20 + 1,99; LEV200+P400 = 29,97 +
1,95) (Figura 7); Corpo estriado: (Controle = 73,82 + 5,36; LEV200 = 79,96 + ,8,97;
P400 = 74,38 + 9,89; LEV200+P400 = 87,49 + 4,02) (Figura 8).
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Figura 7 — Efeitos do LEV200 sobre a atividade da AChE em hipocampo de

camundongos durante as convulsées induzidas por P400
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Atividade da AChE em hipocampo de camundongos Swiss adultos, tratados ou ndo com
LEV, 200 mg/Kg, i.p. (LEV 200), e administrados ou ndo, apdés 60 minutos, com
pilocarpina 400 mg/Kg, s.c. (P400). Os controles receberam salina 0,9% . Os animais
foram submetidos a um periodo de 1h de observagdo. As barras representam média + EPM
e numero de animais estd representado no interior destas. A atividade da acetilcolinesterase
foi determinada em 5 uL de homogenato. Para andlise estatistica foram usados ANOVA e

teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc.
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Figura 8 — Efeitos do LEV200 sobre a atividade da AChE em corpo estriado de

camundongos durante as convulsdes induzidas por P400
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Atividade da AChE em corpo estriado de camundongos Swiss adultos, tratados ou nao
com LEV, 200 mg/Kg, i.p. (LEV 200), e administrados ou ndo, apds 60 minutos, com
pilocarpina 400 mg/Kg, s.c. (P400). Os controles receberam salina 0,9% . Os animais
foram submetidos a um periodo de 1h de observagdo. As barras representam média + EPM
e numero de animais esta representado no interior destas. A atividade da acetilcolinesterase
foi determinada em 5 puL de homogenato. Para andlise estatistica foram usados ANOVA e

teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc.
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2.4. Efeitos do LEV200 sobre a producéo de substéncias acidas reativas com o acido
tiobarbitarico (TBARS) em hipocampo e corpo estriado de camundongos tratados ou

ndo com P400.

Os resultados da andlise da producdo de substancias reativas com o dacido
tiobarbitirico (TBARS) em hipocampo e corpo estriado de camundongos tratados ou ndo
com levetiracetam 200mg/Kg, i.p. (LEV200), 60 minutos antes da administragao de
pilocarpina na dose de 400mg/Kg, s.c. (P400), e sacrificados 1h apds a ultima
administracdo, foram expressos em pmol de MDA (malonildialdeido)/ mg de proteina.

Um aumento significativo na concentragdo de MDA em relacdo aos demais grupos
foi evidenciado no hipocampo dos animais tratados com pilocarpina. Esse aumento foi
revertido pelo pré-tratamento com levetiracetam (grupo L200 + P400) (Controle = 6,79 +
0,22; LEV200 = 6,90 + 0,34; P400 = 8,41 + 0,24; LEV200+P400 = 5,89 + 0,54) (Figura
9). Ja no corpo estriado, nenhuma alteracdo significativa foi observada (Controle = 6,98 +
0,29; LEV200 = 6,73 + 0,29; P400 = 6,59 + 0,12; LEV200+P400 = 6,72 + 0,41) (Figura
10).
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Figura 9 - Determinacdo da producdo de substancias reativas com o &cido
tiobarbitarico (TBARS) ap6s a administracdo de P400 em hipocampo de
camundongos pré-tratados ou ndo com LEV200
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Camundongos Swiss adultos foram tratados ou ndo com LEV, 200 mg/Kg, i.p. (LEV 200)

e apo6s 60 minutos com pilocarpina, 400mg/kg, s.c. (P400). Os controles receberam salina
0,9% . Os animais foram submetidos a um periodo de lh de observacdo. Os valores
representam a média + EPM, o niimero de animais esta representado no interior das barras.
Foi determinada a ocorréncia de lipoperoxidacao, com base na concentragdo de MDA, em
homogenatos de hipocampo submetidos a condigdes (temperatura e oxigenacao)
controladas. Para analise estatistica foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls

como post-hoc. * p < 0,01 comparado aos demais grupos.
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Figura 10 - Verificacdo da producdo de substancias reativas com o acido
tiobarbitarico (TBARS) ap6s a administracdo de P400 em corpo estriado de

camundongos pré-tratados ou ndo com LEV200
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Camundongos Swiss adultos foram tratados ou ndo com LEV, 200 mg/Kg, i.p. (LEV 200)
e apo6s 60 minutos com pilocarpina, 400mg/kg, s.c. (P400). Os controles receberam salina
0,9% . Os animais foram submetidos a um periodo de l1h de observacdo. Os valores
representam a média + EPM, o nimero de animais esta representado no interior das barras.
Foi determinada a ocorréncia de lipoperoxidacao, com base na concentragdo de MDA, em
homogenatos de corpo estriado, submetidos a condigdes (temperatura e oxigenagao)
controladas. Para andlise estatistica foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls

como post-hoc.
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2.5. Efeitos do LEV200 sobre a producéo de nitrito em hipocampo e corpo estriado de

camundongos tratados ou ndo com P400.

Os resultados da verificagdo da produgdo de nitrito em hipocampo e corpo estriado
de camundongos tratados ou ndo com levetiracetam 200mg/Kg, i.p. (LEV200), 60 minutos
antes da administragdo de pilocarpina na dose de 400mg/Kg, s.c. (P400), e sacrificados 1h
apos a ultima administragdo, foram expressos em nM.

Um aumento significativo na concentracdo de nitrito foi evidenciado no hipocampo
dos animais tratados apenas com pilocarpina em relacdo aos demais grupos. O pré-
tratamento com levetiracetam (grupo LEV200 + P400) reverteu esse aumento (Controle =
49,73 + 1,04; LEV200 = 48,88 + 1,41; P400 = 59,18 + 3,42; LEV200+P400 = 45,53 +
4,48) (Figura 11). No corpo estriado, ocorreu redug¢@o na concentra¢ao de nitrito no grupo
tratado apenas com levetiracetam em relacdo ao grupo controle (salina) e no grupo que
recebeu pilocarpina + levetiracetam em relagcdo aos grupos tratados apenas com salina ou
apenas com levetiracetam. Nenhuma alteracao significativa foi observada no grupo tratado
apenas com pilocarpina em relagdo ao controle (Controle = 59,95 + 3,23; LEV200 = 47,22
+4,55; P400 = 56,47 + 3,10; LEV200+P400 = 43,22 + 1,50) (Figura 12).
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Figura 11 - Verificacdo da producdo de nitrito ap6s administracdo de P400 em
hipocampo de camundongos pré-tratados ou ndo com LEV200
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Camundongos Swiss adultos foram tratados ou nao com LEV, 200 mg/Kg, i.p. (LEV 200)
e, apos 60 minutos, com pilocarpina, 400mg/kg, s.c. (P400). Os controles receberam salina
0,9% . Os animais foram submetidos a um periodo de l1h de observacdo. Os valores
representam a média + EPM, o numero de animais esta representado no interior das barras.
A producdo de nitrito foi determinada em 100 pl. de homogenato. Para analise estatistica

foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc. * p < 0,05

comparado aos demais grupos.
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Figura 12 — Verificacao da producéo de nitrito apés administracdo de P400 em corpo

estriado de camundongos pré-tratados ou ndo com LEV200
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Camundongos Swiss adultos foram tratados ou ndo com LEV, 200 mg/Kg, i.p. (LEV 200)
e, apos 60 minutos, com pilocarpina, 400mg/kg, s.c. (P400). Os controles receberam salina
0,9% . Os animais foram submetidos a um periodo de lh de observacdo. Os valores
representam a média + EPM, o nimero de animais esta representado no interior das barras.
A producdo de nitrito foi determinada em 100 pL. de homogenato. Para analise estatistica
foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc. a e ¢, p < 0,05

comparado ao grupo controle (salina) e ao grupo P400, respectivamente.
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2.6. Efeitos do LEV200 sobre a atividade da catalase em hipocampo e corpo estriado

de camundongos tratados ou ndo com P400.

Os resultados da determinagdo da atividade enzimatica da catalase em hipocampo e
corpo estriado de camundongos tratados ou ndo com levetiracetam 200mg/Kg, i.p.
(LEV200), 60 minutos antes da administragdo de pilocarpina na dose de 400mg/Kg, s.c.
(P400), e sacrificados 1h apos a tltima administragdo, foram expressos em pmol/minuto/pug
de proteina.

Foi observado um aumento significativo, em relacdo aos demais grupos, da
atividade da catalase tanto em hipocampo como em corpo estriado dos animais tratados
apenas pilocarpina. Em ambas as areas, esse aumento foi revertido pelo tratamento com
levetiracetam antes da pilocarpina (grupo L200+P400): Hipocampo (Controle = 37,56 +
3,26; LEV200 = 37,10 + 3,05; P400 = 59,62 + 5,46; LEV200+P400 = 37,88 + 3,63);
Corpo estriado (Controle = 26,30 + 3,92; LEV200 = 22,17 + 2,45; P400 = 62,48 + 6,18;
LEV200+P400 = 36,13 + 3,16) (Figruras 13 ¢ 14).
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Figura 13 - Atividade da catalase, apds a administracdo de P400, em hipocampo de

camundongos pré-tratados ou ndo LEV200

Atividade da catalase
uM/min/ug de proteina

0 200 0 200 Levetiracetam
(mg/Kg)

P400

Camundongos Swiss adultos foram tratados ou ndo com LEV, 200 mg/Kg, i.p. (LEV 200)
e, apos 60 minutos, com pilocarpina, 400mg/kg, s.c. (P400). Os controles receberam salina
0,9% . Os animais foram submetidos a um periodo de lh de observacdo. Os valores
representam a média + EPM, o nimero de animais est4 representado no interior das barras.
A atividade da catalase foi determinada em 20 pL de homogenato. Para anélise estatistica
foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc. * p < 0,01

comparado aos demais grupos.
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Figura 14 - Atividade da catalase, apds a administracédo de P400, em corpo estriado de

camundongos pré-tratados ou ndo LEV200
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Camundongos Swiss adultos foram tratados ou nao com LEV, 200 mg/Kg, i.p. (LEV 200)
e, apos 60 minutos, com pilocarpina, 400mg/kg, s.c. (P400). Os controles receberam salina
0,9% . Os animais foram submetidos a um periodo de lh de observacdo. Os valores
representam a média + EPM, o numero de animais esta representado no interior das barras.
A atividade da catalase foi determinada em 20 pL de homogenato. Para andlise estatistica
foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc. * p < 0,001

comparado aos demais grupos.
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2.7. Efeitos do LEV200 sobre a concentracdo da glutationa reduzida (GSH) apos a

administracdo de P400 em hipocampo e corpo estriado de camundongos.

Os resultados da determinacdo da concentracdo da glutationa reduzida (GSH) em
hipocampo e corpo estriado de camundongos tratados ou ndo com levetiracetam
200mg/Kg, i.p. (LEV200), 60 minutos antes da administracdo de pilocarpina na dose de
400mg/Kg, s.c. (P400), e sacrificados 1h apds a tltima administragdo, foram expressos em

ng/grama de tecido.

Foi constatada uma redugdo significativa na concentragdo de GSH no hipocampo
dos animais tratados apenas com levetiracetam, em relagdo aos demais grupos. Essa
reducdo foi revertida quando os animais foram tratados com levetiracetam antes da
pilocarpina (Controle = 1104,00 + 81,42; LEV200 = 1063,01 + 56,65; P400 = 850,80 +
34,26; LEV200+P400 = 1020,00 + 57,86) (Figura 15). No corpo estriado, houve redugao
na concentracdo de GSH em todos os grupos que receberam pilocarpina, ndo sendo esse
efeito alterado pela pré-administracdo de levetiracetam (Controle = 2824,00 + 205,80;
LEV200 = 2867,01 + 202,80; P400 = 1619,20 + 167,10; LEV200+P400 = 1404,10 +
140,03 (Figura 16)
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Figura 15— Efeito do LEV200 sobre a concentracédo de glutationa reduzida (GSH) em
hipocampo de camundongos tratados ou nao com P400

1500+

GSH
(ng/g de tecido)

0 200 0 200 Levetiracetam (mg/Kg)

P400

Camundongos Swiss adultos foram tratados ou ndo com LEV, 200 mg/Kg, i.p. (LEV 200)
e, apos 60 minutos, com pilocarpina, 400mg/kg, s.c. (P400). Os controles receberam salina
0,9% . Os animais foram submetidos a um periodo de lh de observacdo. Os valores
representam a média + EPM, o nlimero de animais esta representado no interior das barras.
A concentragdo de GSH foi determinada em 200 pL de homogenato. Para anilise
estatistica foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc. * p <

0,05 comparado aos demais grupos.
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Figura 16— Efeito do LEV200 sobre a concentracéo de glutationa reduzida (GSH) em
corpo estriado de camundongos tratados ou ndo com P400
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0 200 0 200 Levetiracetam (mg/KQ)

P400
Camundongos Swiss adultos foram tratados ou nao com LEV, 200 mg/Kg, i.p. (LEV 200)

e, apos 60 minutos, com pilocarpina, 400mg/kg, s.c. (P400). Os controles receberam salina
0,9% . Os animais foram submetidos a um periodo de lh de observacdo. Os valores
representam a média + EPM, o nimero de animais esta representado no interior das barras.
A concentragdo de GSH foi determinada em 200 pL de homogenato. Para analise
estatistica foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post-hoc. a e b, p

< 0,001 comparados aos grupos controle (salina) e LEV200, respectivamente.
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DISCUSSAO

O foco epileptogénico dos pacientes com epilepsia do lobo temporal apresenta-se no
hipocampo. Nesta area, neurdnios piramidais estdo envolvidos com o inicio da atividade
convulsiva epiléptica e sdo lesionados por convulsdes recorrentes (Wyss e Van Groen,

1995).

Anadlises comportamentais e eletroencefalograficas demonstraram que a
administracdo sistémica de pilocarpina em roedores induz convulsdes com foco de inicio
no sistema limbico, principalmente no hipocampo (Turski et al., 1983a). Essa atividade
convulsiva torna-se secundariamente generalizada, sugerindo que este modelo mimetiza
diversos aspectos das convulsdes parciais complexas com generalizagdo secundaria em
humanos. Essas convulsdes generalizadas mostram-se resistentes a grande parte dos
medicamentos anticonvulsivantes. O levetiracetam (LEV), um novo agente
anticonvulsivante, no entanto, demonstra prote¢do significativa contra essas convulsdes

(Klitgaard et al., 1998).

Estudos recentes sugerem que o estresse oxidativo mitocondrial, pela geracao de
radicais livres, em conseqiiéncia do status epilepticus induzido por agentes como a
pilocarpina, pode resultar em dano oxidativo e lesdes no DNA, que podem deixar o cérebro

mais susceptivel a convulsdes epilépticas (Patel et al., 2004).

Dessa forma, o presente trabalho objetivou estudar os efeitos do LEV sobre as
convulsdes induzidas por pilocarpina (400mg/Kg, s.c; P400) em camundongos, através da
analise das alteragdes comportamentais e neuroquimicas (incluindo efeito sobre sistemas de
neurotransmissores, enzimaticos € aspectos envolvidos no estresse oxidativo) relacionadas
a densidade de receptores muscarinicos (M;, M, e M;+M;-simile) e dopaminérgicos (D, e
D,-simile) no hipocampo, além da atividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e
catalase (CAT), dos niveis da glutationa reduzida (GSH), do conteudo de nitrito e do indice

de lipidio peroxida¢ao em hipocampo e corpo estriado.
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ESTUDOS COMPORTAMENTAIS E NEUROQUIMICOS

Estudos prévios revelaram que o LEV apresenta espectro de ag¢dao amplo e
diferenciado, tanto em modelos experimentais quanto no tratamento das convulsdes em
humanos (Gower et al, 1992; Loscher and Honac 1993). Atualmente, diversas
investigagdes foram realizadas, objetivando esclarecer o mecanismo de agdo dessa droga.
Resultados obtidos no presente estudo confirmam a atividade anticonvulsivante do LEV
nas convulsdes induzidas por P400, reportada em estudos prévios (Klitgaard et al, 1998,
2003; Glien et al., 2002), mostrando um aumento significativo na laténcia do inicio das
convulsdes e na laténcia de morte dos animais tratados, bem como, uma significante
redu¢do na ocorréncia das convulsdes, status epilepticus e morte, decorrentes da

administracao de P400.

A andlise comportamental e a elaboragdo de curvas dose-resposta para laténcias de
convulsdao e de morte permitiram observar uma prote¢ao mais significativa na dose de 200
mg/Kg, que, portanto, foi escolhida para tratamento dos animais utilizados nos estudos
neuroquimicos, considerando seu amplo efeito protetor e referéncias prévias da baixa
toxicidade e alta margem de seguran¢a do LEV (Klitgaard et al., 1998) e poucos efeitos

adversos em roedores, mesmo em doses de até 1000 mg/Kg (Mazarati et al, 2004).

Sabe-se que a oxotremorina ¢ capaz de induzir tremores, que sdo bloqueados pela
atropina (Coward et al., 1977) e mediados, possivelmente, através da estimulacdo central
do sistema colinérgico (Bebbington et al., 1996). O efeito protetor contra as convulsdes
induzidas por P400, somado a reducdo na intensidade dos tremores induzidos pela
oxotremorina, sugere uma modulacdo do sistema colinérgico pelo LEV. Nesse contexto,
ensaios de binding com [’H]-NMS foram realizados no hipocampo de camundongos

tratados com LEV e/ou P400.

A ativacdo colinérgica ¢ essencial para o inicio do processo convulsivo em modelos
de epilepsia do lobo temporal, visto que estas convulsdes podem ser bloqueadas pelo pré-

tratamento com o antagonista muscarinico atropina (Marinho et al., 1998; De Bruin et al.,



111

2000). A pilocarpina exacerba a atividade colinérgica, provavelmente por influéncia direta,
aumentando a a¢do da ACh circulante, modificando o binding dos receptores muscarinicos

(Hruska et al., 1984) e diminuindo a atividade acetilcolinesterasica (Imperato et al., 1998).

Os fendmenos de up ou downregulation constituem exemplos de adaptagdes
quantitativas cerebrais que ocorrem numa determinada via, em resposta a um certo
estimulo (Hyman e Nestler, 1996). A downregulation dos receptores muscarinicos,
mediada por agonistas, ¢ um fendmeno ja reportado em diversos estudos (Koppen e Kaiser,
2003). Existem varios relatos da ocorréncia de dessensibilizagdo aguda dos receptores
muscarinicos em curto prazo (em minutos), induzida pelo tratamento com agonistas,
envolvendo a fosforilagdo do receptor por proteinas quinases (Stope et al., 2003). A
administragdo de P400, como esperado, causou downregulation dos receptores M;+M,. O
pré-tratamento com LEV aboliu a donwregulation induzida pela P400, levando a
normaliza¢do da densidade desses receptores. Todavia, a administragdo do LEV sozinho,
surpreendentemente, causou uma downregulation desses receptores quando comparado ao

grupo controle (salina).

Vérias evidéncias indicam que receptores acoplado a proteina G, incluindo
receptores muscarinicos, podem adotar multiplas conformagdes, que seriam geradas
espontaneamente ou induzidas/estabilizadas pela interagao do receptor com agonistas ou
antagonistas classicos (ortostéricos), os quais se ligariam ao sitio de ligacdo do agonista
endogeno, bem como compostos alostéricos, os quais se ligariam a outros sitios no receptor

(Koppen et al., 2003).

A ligacdo de moduladores alostéricos a sitios de ligacdo alostéricos leva a uma
mudan¢a na conformacdo do sitio de ligagdo classico, o que, usualmente, resulta em
mudanga na afinidade do receptor para agonista e antagonista classicos. Todos os subtipos
de receptores muscarinicos sdo susceptiveis a modulagdo alostérica e as caracteristicas

dessa regulacdo sdo unicas para cada subtipo de receptor. (Koppen et al., 2003).
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Em 1989, Wulfert et al demonstraram que o LEV foi capaz de induzir contrag¢do do
ileo de cobais (numa preparagdo in vitro) e que esse efeito era inibido pela atropina e
potencializado pela fisiostigmina, sugerindo uma facilitagdo da fungdo colinérgica. Nossos
resultados podem sugerir um tipo de modulagdo alostérica exercida pelo LEV sobre os
receptores colinérgicos M;+M,, desde que ja se sabe que varios compostos (ex: estricnina e
alcurénio) podem modificar alostericamente a ligagdo de agonistas dos receptores
muscarinicos, como carbacol, pilocarpina e oxotremorina, € que alguns desses moduladores
alostéricos podem atuar como agonistas na auséncia do agonista ortostérico desses

receptores (Jakubik et al., 1997).

No entanto, os ensaios de binding seguintes mostraram uma downregulation nos
sitios de ligagdo do subtipo M; de receptores muscarinicos apenas apoOs o tratamento com a
P400 sozinha, confirmando sua acdo agonista em M; e o papel crucial, previamente
estabelecido, dos receptores M; na instalacdo das convulsdes no modelo de epilepsia
induzida por pilocarpina (Turski et al., 1989; Hamilton et al., 1998; Eglen et al., 2001). A
administracdo do LEV sozinho ndo alterou a densidade dos receptores M;. Os ensaios
realizados nos receptores do subtipo M, todavia, demonstraram que a agdo agonista-simile

do LEV (levando a downregulation) parece ser seletiva para o subtipo M.

Segundo Eglen et al (2001) a agdo estimulante da acetilcolina endégena sobre os
receptores M, na musculatura lisa resulta em reversdo do relaxamento induzido por AMPc,
favorecendo, indiretamente, a contragdo. Ainda no mesmo trabalho, observou-se que
camundongos knockout (com auséncia da expressdo do receptor, decorrente de modificagdo
genética) para receptor M, apresentam uma reducao na intensidade dos tremores induzidos
pela oxotremorina (sugerindo a participagdo desse subtipo de receptores no mecanismo
desses tremores) e uma pequena reducdo na poténcia de agonistas de receptores
muscarinicos para induzir contra¢do do musculo liso do ileo. Considerando a agdo
agonista-simile do LEV sobre os receptores M,, observada nos ensaios de binding do
presente trabalho, uma competi¢do (entre LEV e oxotremorina) por esses receptores
poderia contribuir para a redu¢do dos tremores induzidos pela oxotremorina nos animais

pré-tratados com LEV.
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A ativacdo dos receptores M, reverte a abertura dos canais de potassio por agonistas
dos receptores beta adrenérgicos, diminuindo o relaxamento da musculatura lisa (in vitro)
induzido pela ativagdo do sistema simpatico (Kume et al., 1991). Interessantemente,
Madeja et al (2003) demonstraram que LEV reduz a ativacdo dos canais de potéssio
voltagem-dependentes no hipocampo de ratos e cobaias, reduzindo a geragao de potenciais

de acdo repetitivos, o que poderia contribuir para sua acao anticonvulsivante.

Os receptores M, podem atuar normalmente atenuando a atividade neuronal
mediada pelos receptores M;. Essa atenuacdo pode ocorrer tanto pela acdo pds-sinaptica,
reduzindo a responsividade dos receptores M; a agonistas como pela fun¢do auto-
receptores, inibindo a liberagdo de ACh dos neurdnios pré-sinapticos (Maslanski, et al.,
1994). Dessa forma, um aumento na atividade dos receptores M,, induzido pelo LEV,
poderia favorecer sua acdo anticonvulsivante no modelo de convulsdes em estudo. Estudos
com outras drogas antiepilépticas (ex. valproato ou benzodiazepinicos) poderiam ser uteis

para saber se esse efeito € seletivo para o LEV.

Recentemente, foi relatado que o LEV apresenta, além dos efeitos
anticonvulsivantes, efeitos antihiperalgésicos em modelos de dor neuropatica (Ardid et al.,
2003). A contribuicdo dos receptores M, na mediacdo central da antinocicepgao ja foi
atestada em estudos que demonstraram uma reducdo nos efeitos analgésicos de agonistas
muscarinicos injetados intracerebroventricularmente em camundongos knockout para
receptores M, (Gomeza, 1999; Wess et al., 2003). Dessa forma, a agdo agonista-simile do
LEV sobre os receptores M, poderia ser tutil para explicar, pelo menos em parte, outros

efeitos relacionados ao LEV, além da sua acao anticonvulsivante.

Burke et al (1990) demonstraram que, em camundongos tratados com pilocarpina, a
estimulagdo e o bloqueio dos receptores dopaminérgicos do tipo D; agrava ou ameniza,
respectivamente, a expressdo das convulsdes nesse modelo, enquanto a estimulagdo e o
bloqueio de D, tem, exatamente, efeitos opostos. Outros estudos ja haviam sugerido que

ativacao dos receptores dopaminérgicos centrais do tipo D, pela administra¢do sistémica
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de agonistas seletivos, aumentava a freqiiéncia e a severidade das convulsdes induzidas por
pilocarpina e que, por outro lado, ratos eram protegidos das convulsdes induzidas por
pilocarpina quando pré-tratados com agonistas dos receptores D, (Markstein et al., 1986).
Além disso, Barone et al (1991) demonstram que antagonistas dos receptores D, facilitam

as convulsdes induzidas por litio e pilocarpina.

Tais estudos sugerem que o sistema dopaminérgico tem uma importante
participagdo no mecanismo de propagacdo das convulsdes, observada através da
potencializacdo dos efeitos convulsivantes decorrentes da estimulagdo dos receptores Dj,
bem como pela reducdo na intensidade das convulsdes através da ativagdo dos receptores
D, (Barone et al., 1990a; 1992). Estas observagdes indicam que estes dois receptores

dopaminérgicos parecem possuir efeitos opostos na regulagdo da atividade epiléptica.

A evolucao das convulsdes induzidas por pilocarpina inicia-se no hipocampo, desde
que distirbios na atividade eletrografica sao primeiramente detectados nesta regido (Turski
et al., 1989). Embora a inervacdo dopaminérgica no hipocampo seja escassa em
comparagdo a densa proje¢do nigroestriatal (Ishikawa et al., 1982), existem crescentes
evidéncias que a dopamina hipocampal pode exercer um importante papel regulatério no
desenvolvimento das convulsdes. La Grutta e Sabatino (1990) demonstraram que a
estimulagdo elétrica da substancia nigra (pars compacta) suprime os picos epileptiformes
hipocampais induzidos por penicilina em gatos e que a dopamina liberada dos neurdnios

nigrohipocampais exerce seus efeitos antiepilépticos ativando os receptores D,.

Receptores muscarinicos do tipo M, também atuam como heterorreceptores nas
terminagdes dopaminérgicas centrais, interferindo na neurotransmissdo dopaminérgica
(Eglen et al., 2001). Em ratos, uma droga experimental (PTAC), agonista parcial dos
receptores M-simile e antagonista dos receptores M;-simile, exibiu efeitos antipsicoticos e
induziu uma redu¢do da neurotransmissdo dopaminérgica no sistema limbico (Eglen et al.,

2001).
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Nesse contexto, considerando a influéncia da neurotransmissdo dopaminérgica nas
convulsoes, foram realizados ensaios de binding em receptores dopaminérgicos no
hipocampo, objetivando verificar possiveis alteracdes no comportamento desses receptores,

decorrentes do tratamento com LEV e/ou P400.

Nossos resultados demonstraram uma auséncia de variagdes significativas na
densidade dos receptores D; entre os diferentes grupos de tratamento. Todavia, uma
downregulation dos receptores D, foi observada nos animais tratados apenas com LEV. De
acordo com Bozzi e Borrelli (2002) a sinalizacdo mediada pelos receptores D, interfere nos
efeitos neurotoxicos induzidos pelo aumento na neurotransmissdo colinérgica. Esses
autores caracterizam esse subtipo de receptor dopaminérgico como modulador geral
essencial das convulsdes epilépticas, exibindo um controle inibitdrio da atividade epiléptica
cerebral em camundongos. Alam e Starr (1993) j4 haviam demonstrado que inje¢des focais
de agonistas seletivos dos receptores D, no hipocampo aumentam significamente o limiar
das convulsdes induzidas por pilocarpina. Dessa forma, a downregulation exercida pelo
LEV sobre os receptores D,, considerada um mecanismo compensatorio, decorrente da
ativacdo desses receptores na presenca dessa droga, pode constituir uma outra via de
modula¢do induzida pelo LEV, contribuindo para seu efeito anticonvulsivante no modelo

em estudo, muito embora esse efeito seja revertido na presencga de P400.

Um estudo realizado em roedores mostrou que a liberagdo de dopamina hipocampal
diminui o limiar das convulsdes induzidas por pilocarpina, pela ativagdo dos receptores D
(Starr, 1993). O fato de ndo ter sido observada alteragdo significativa na densidade dos
receptores D; no presente estudo, mesmo no grupo tratado apenas com pilocarpina, pode
ser explicado por uma possivel alteracdo na afinidade, e ndo na quantidade, desses
receptores na fase aguda do processo convulsivo. Nosso Scatchard representativo mostrou
que a constante de dissociagdo (Kd) dos receptores D; foi reduzida a metade no hipocampo
de camundongos tratados apenas com pilocarpina comparado ao controle e ao grupo
tratado somente com com LEV, sugerindo um aumento na afinidade desses receptores pela
dopamina no grupo tratado somente com pilocarpina. No entanto, outros Scatchards seriam

necessarios para verificar se esse efeito ¢, de fato, significativo.
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Sabe-se que drogas anticolinesterasicas (colinérgica indiretas) também podem
exercer efeitos excitatorios similares a agonistas colinérgicos exdgenos (pilocarpina,
carbacol e oxotremorina). Acredita-se que a diminuicdo do metabolismo da acetilcolina,
pela diminuicdo ou bloqueio da atividade da acetilcolinesterase (AChE), pode facilitar a
instalacdo da atividade epiléptica em virtude do aumento da concentragdo da acetilcolina
endogena, que pode ativar diretamente o sistema colinérgico e, de forma direta ou indireta,
pode induzir mudangas neuroquimicas em outros sistemas de neurotransmissdo, dentre
eles, o dopaminérgico, serotonérgico, glutamatérgico e GABAérgico, uma vez que podem
estar implicados durante o estabelecimento e desenvolvimento das convulsdes limbicas

(Imperato et al., 1998).

Nossos resultados, no entanto, demonstraram que ndo ocorrem alteragdes
significativas na atividade acetilcolinesterasica em hipocampo e corpo estriado decorrentes
do tratamento com LEV e/ou pilocarpina. Embora Freitas (2003b) tenha demonstrado uma
reducdo na atividade da AChE no corpo estriado de ratos na fase aguda das convulsdes
induzidas por pilocarpina, essa alteragdo ndo parece evidente no cérebro dos camundongos,
nao havendo correlagdo possivel entre os efeitos do LEV sobre o sistema colinérgico

evidenciados no presente estudo e a atividade enzimatica da AChE.

DETERMINAGCAO DO INDICE DE PEROXIDACAO LIPIDICA

A peroxidagao lipidica pode ser produzida por danos na membrana celular e
mitocondrial de diferentes células, inclusive neuronais (Patel et al., 2004) e, ainda, pode ser
capaz de produzir outras alteracdes moleculares, através da inibicdo da enzima ATPase,
que estdo implicadas nos mecanismos dos receptores GABAérgicos e que podem ser

importantes no processo convulsivo (Lees, 1991).

O modelo de epilepsia pela administragdo de pilocarpina pode induzir uma
variedade de processos bioquimicos, incluindo a ativacdo de fosfolipases de membrana,

proteases e nucleases. Os fosfoinositidios participam na transduc¢do do sinal celular e
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podem iniciar uma cascata de eventos que culminam na formagdo de segundos
mensageiros, que podem estar envolvidos na atividade epiléptica durante a propagacao dos
efeitos convulsivantes nas demais areas envolvidas no processo (Bruce e Baudry, 1995). As
alteracdes no metabolismo dos fosfolipidios de membrana podem resultar também na

liberagdo de diacilglicerol (DAG), eicosandides, lipidios peroxidos e radicais livres.

Os radicais livres estdo envolvidos em iniimeras condigdes patologicas e parece
que, indiretamente, refletem nos mecanismos de defesa para o estresse oxidativo, como o
aumento da atividade das enzimas removedoras dos radicais livres (superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase); oxidacdo de lipidios e proteinas estruturais e alteracdes
no nivel de glutationa reduzida (GSH) (Ahlemeyer e Krieglsthein, 2000). Assim, o estresse
oxidativo pode participar dos mecanismos de intimeras desordens neuroldgicas agudas e

cronicas, inclusive da atividade epiléptica.

Modelos experimentais em roedores mostraram que o estresse oxidativo parece
contribuir para a morte de células neuronais e gliais. Kim et al. (1997) demonstraram uma
elevacao de oxidagdo protéica e lipidica no hipocampo de animais apos 4 e 24 horas da
administracdo de 4cido cainico. Freitas et al. (2004b) também mostraram niveis
aumentados de peroxidacao lipidica durante o periodo agudo das convulsdes induzidas por

pilocarpina em varias areas cerebrais de ratos.

Nossos dados revelaram que no hipocampo, mas ndo em corpo estriado, a
administracao de pilocarpina produziu um aumento da peroxidagao lipidica (expressa pelo
aumento na concentracdo de MDA), confirmando o envolvimento de radicais livres na
injaria cerebral, especialmente no hipocampo, induzida pelas convulsdes decorretes da
pilocarpina. De maneira interessante, o pré-tratamento com LEV inibiu o aumento na
peroxidagdo lipidica, induzido pela pilocarpina, no hipocampo, sugerindo uma ag¢do
antioxidante dessa droga no modelo em estudo, evidenciada pela estabilizagao dos niveis
hipocampais de MDA. Marini et al (2004) ja haviam demonstrado que o LEV reduz o
aumento niveis de MDA, induzido pela administragdo de 4acido cainico, no cortex de ratos.

Assim, continuamos os estudos dos efeitos do LEV, investigando outros aspectos
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envolvidos na producdo de radicais livres e EROs, a fim de investigar uma provavel acdo

antioxidante.

EFEITO SOBRE A PRODUCAO DE NITRITO

A excessiva producdo de espécies reativas derivadas do oxigénio (EROs),
decorrente de excitotoxicidade, induz morte neuronal e diversas alteracdes neurologicas,
que participam na etiologia de varias patologias, incluindo a epilepsia (Lipton e Rosenberg,
1994). As EROs, produzidas durante as convulsdes e estado epiléptico, podem ativar os
mecanismos envolvidos na excitotoxicidade glutamatérgica in vitro (Bonfoco et al., 1995) e

in vivo ( Shulz et al., 1995; Ueda et al., 1997).

A estimulagdo de receptores de glutamato induz a libera¢dao de 6xido nitrito (NO)
neuronal (Nakaki et al., 2000). O NO desempenha um importante papel em praticamente
todos os sistemas do organismo (Eiserich et al., 1998). Embora exerca diversas fungdes
fisiologicas uteis, quando em excesso, o NO pode exercer efeitos nocivos. Em
determinadas condi¢des, 0 NO e o O, podem interagir, resultando na formagdo de
peroxinitrito (ONOQO’), um produto extremamente toxico. Esse composto ¢ capaz de reagir
com diversas moléculas: proteinas, lipideos, carboidratos e acidos nucléicos, danificando-
as. Além disso, seus provaveis produtos de decomposicao, o radical OH e o dioxido de

nitrogénio, dentre outros, tém semelhante potencial deletério (Radenovic et al., 2003).

O nitrito (metabolito estdvel do NO) pode ser associado com a fisiopatologia de
varias doencas (Vanhatalo e Riikonen, 2001) e tem sido implicado em muitos mecanismos
moleculares envolvidos nas convulsdes, podendo modular uma cascata de efeitos

excitotoxicos no SNC e participar do subseqiiente dano neuronal (Dalkara et al., 1994).

Estudos recentes relatam aumento na produgdo de nitrito em diversas areas
cerebrais, incluindo hipocampo e corpo estriado, em modelos de convulsdes induzidas por
pilocarpina ou dacido cainico (Radenovic et al., 2003; Freitas et al., 2004b). Nossos

resultados demonstraram um aumento na producgdo de nitrito no hipocampo dos animais
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tratados com pilocarpina, confirmando a participagdo desse metabolito no processo
epiléptico. O pré-tratamento com LEV, todavia, reduziu a produgdo de nitrito no
hipocampo, diminuindo, dessa maneira, os niveis de nitrito no foco epileptogénico. No
corpo estriado, todavia, ndo foi verificado aumento significativo na producao de nitrito pelo
tratamento com a pilocarpina, no entanto, a administragdo de LEV, sozinho, ou antes da
pilocarpina, reduziu significativamente a concentra¢do de nitrito nessa area em relagdo aos
controles. Dessa forma, nossos dados revelam que os efeitos protetores do LEV contra as
convulsdes podem estar relacionados a diminui¢do nos niveis de nitrito, refor¢cando a

ocorréncia de efeito antioxidante nas areas cerebrais envolvidas no processo convulsivo.

ACOES SOBRE A ATIVIDADE DA CATALASE

Os anions superoxido (Oy’), produtos da interagdo entre as moléculas de oxigénio e
elétrons provenientes da cadeia transportadora nas mitocondrias, sdo convertidos, por acao
da SOD (superdxido desmutase), a peroxido de hidrogénio, que, por sua vez, ¢ detoxificado
pelas enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT). Essas enzimas
constituem, assim, um sistema antioxidante enddgeno, que atua prevenindo o dano
neuronal induzidos pelos radicais livres e EROs (Remmen et al., 2004). O status
epilepticus pode alterar esses sistemas antioxidantes, indicando uma resposta celular ao

aumento dos radicais livres (Naffah-Mazzacoratti et al., 2001; Freitas et al., 2004a).

No presente estudo, foi observado um corportamento semelhante na atividade da
CAT no hipocampo e no corpo estriado, com aumento significativo na atividade dessa
enzima durante o processo convulsivo, provavelmente relacionado a maior liberacdo de
radicais toxicos nessas areas. Ao investigar as agdes do LEV, foi visto que o pré-tratamento
dos animais, antes da indu¢do do processo convulsivo, resultou em um efeito estabilizante
da atividade da CAT, mantendo-a em niveis normais, tanto no hipocampo como no corpo
estriado, sugerindo uma diminui¢ao da producao de radicais livres na presenca dessa droga
e confirmando sua ac¢do protetora contra as alteragdes bioquimicas induzidas pelo processo

convulsivo.
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EFEITOS SOBRE A CONCENTRACAO DA GLUTATIONA REDUZIDA

A glutationa reduzida (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina), presente em muitos
tecidos de mamiferos, tem um importante envolvimento no estoque e transporte de cisteina
e na defesa celular contra radicais livres, perdxidos e xenobioticos eletrofilicos. A GSH-Px
converte a GSH em glutationa oxidada (GSSG), na presenga de perdxido de hidrogénio,
que por sua vez ¢ utilizada para a regeneracdo a GSH, por acdo catalitica da glutationa

redutase (Raps et al., 1989; Philbert et al., 1991).

No cérebro, a GSH esté localizada quase que exclusivamente nas células astrogliais,
podendo também ser encontrada em terminais nervosos e em alguns neuronios (Raps et al.,
1989; Philbert et al., 1991), e sua concentra¢ao ¢ de, aproximadamente, 2 mM. A maior
parte encontra-se no compartimento intracelular, na forma reduzida, e somente 1,2% ,ou

menos, na forma oxidada (Rehncrona et al., 1980).

O poder antioxidante da GSH foi demonstrado pelo aumento da sobrevida de 90%
de ratos submetidos a hipdxia, podendo ser também util na protecdo contra o estresse
oxidativo (Deneke & Fanburg, 1989). Nossos resultados mostrarm uma deplecdo
significativa do antioxidante enddégeno GSH no hipocampo e corpo estriado, em
conseqiiéncia da administracdo de pilocarpina, confirmando, assim, o papel defensivo dessa
molécula. No hipocampo, todavia, o pré-tratamento com LEV preveniu a perda de GSH,
potencializando, dessa forma, o mecanismo de defesa antioxidante nessa area cerebral
durante o processo convulsivo, efeito este que, certamente, contribui para a agdo protetora

dessa droga no modelo em estudo.

CONSIDERACOES SOBRE OS EFEITOS ANTIOXIDANTES DO LEV

O desenvolvimento de alteragdes neuroldgicas, em geral, ¢ acompanhado pela
liberacao de glutamato e estd relacionado a inimeros eventos fisiopatologicos, que sdo
mediados pela sobrecarga de cdlcio nas células neuronais (Doble, 1999; Meldrum, 2000).

Esses eventos também envolvem ativacdo de lipases e proteases (com conseqiiente dano da
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membrana celular); ativagdo de oOxido nitrico sintases indutiveis (que, juntamente com
EROs, destroem lipidios); danos das proteinas de membrana e do DNA e aumento da

liberacao de acido aracdonico, que inicia a formagao de EROs (Marini et al., 2004).

O status epilepticus ¢ considerado uma condi¢do emergencial, onde as convulsodes
duram por um longo periodo e, se ndo controladas, levam a injlria neuronal (Cherlyee e
Thomos, 1995). Os radicais livres e EROs parecem exercer papel fundamental na génese

dessa neurotoxicidade.

Evidéncias experimentais revelaram que o LEV ¢é capaz de reduzir a atividade dos
canais de Ca”" ativados por alta voltagem (Niespodziany et al., 2001), além de exercer um
bloqueio seletivo dos canais de célcio tipo N (Lukyanetz et al., 2002) no hipocampo. Essa
habilidade de bloquear o influxo de Ca*" nas células poderia favorecer a agdo do LEV

contra o estresse oxidativo cerebral, evidenciada neste estudo.

A diminui¢do na producdo de nitrito e estabilizacdo da atividade da catalase em
hipocampo e corpo estriado e, ainda, a significativa redug¢do da peroxidagdo lipidica e o
aumento nos niveis de glutationa no hipocampo, evidenciados no presente estudo,
revelaram que o LEV exerce um amplo efeito anti-oxidativo cerebral, que pode explicar,

pelo menos em parte, as agdes protetoras e anticonvulsivantes dessa droga.

Nossos resultados permitiram, ainda, estabelecer uma correlagdo entre a
diminui¢do do estresse oxidativo e conseqiiente protecdo contra danos nas areas cerebrais
estudadas, envolvidas na instalagdo e propagag¢dao das convulsdes, a medida que o pré-
tratamento com LEV aumentou significativamente a laténcia para a instalacdo das
convulsoes e a laténcia de morte, além de inibir a instalagao das convulsoes em 53% dos
animais e proteger 61% da morte. Todavia, mais estudos sdo necessarios para esclarecer os
mecanismos precisos através dos quais o LEV exerce seu efeito protetor contra o estresse

oxidativo.
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CONCLUSOES

A administragdo de pilocarpina 400mg/Kg (P400) causou convulsdes motoras
limbicas em 100% dos animais tratados, que progrediram para Status epilepticus,
levando a morte. O pré-tratamento com levetiracetam (LEV) aumentou a laténcia
de convulsdao de forma dose-dependente e a dose de 200mg/kg, selecionada para
tratamento dos animais utilizados nas andlises seguintes, mostrou um efeito
protetor mais acentuado, aumentando as laténcias de convulsdo e de morte
significativamente em relagdo as demais doses e protegendo 53% e 63% dos
animais das convulsdes e da morte, respectivamente. Sinais colinérgicos
periféricos € movimentos estereotipados permaneceram inalterados em todos os

grupos pré-tratados com levetiracetam;

LEV reduziu a intensidade dos tremores induzidos por oxotremorina, efeito esse
que, somado a agdo protetora contra as convulsdes induzidas por P400, sugeriu

uma possivel acdo moduladora do sistema colinérgico pelo LEV;

Os ensaios de binding em receptores muscarinicos demonstraram que o LEV
reverte a downregulation induzida por P400, estabilizando a concentragdo desses
receptores. Todavia, a administragdo do LEV isoladamente também causou uma
downregulation de M;+M,. No entanto, ensaios realizados para quantificagdo dos
subtipos especificos de receptores muscarinicos demonstraram que somente oS
receptores M; sofrem downregulation na presenga de P400, confirmando a
importancia desses receptores na instalagdo do processo convulsivo, ao passo que
a acdo agonista-simile do LEV se mostrou seletiva para o subtipo My, efeito que,
possivelmente, contribuiu para sua acao protetora contra as convulsdes no modelo

em estudo;
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4. Os ensaios de binding em receptores dopaminérgicos demonstraram uma
downregulation em D, na presenga de LEV, efeito que pode exercer alguma
influéncia sobre a agdo protetora dessa droga, a medida que a ativagdao desses
receptores esta relacionada a diminuicdo da intensidade das convulsdes em
modelos colinérgicos, muito embora esse efeito tenha sido revertido na presenga
de P400. Nenhuma alteragdo significativa na densidade dos receptores D; foi
evidenciada, sugerindo uma possivel alteracao na afinidade, e ndo na quantidade,

desses receptores durante o processo convulsivo em estudo;

5. O tratamento com LEV e/ou P400 ndo resultou em nenhuma alteracdo
significativa na atividade da acetilcolinesterase (AChE), fato que impossibilitou
qualquer correlagdo entre as acdes da P400 e do LEV no modelo em estudo e a

acdo dessa enzima;

6. A administracdo de P400 aumentou a ocorréncia de peroxidagdo lipidica no
hipocampo, considerado principal foco de instalagdo das convulsdes provocadas
por agentes colinérgicos, confirmando o envolvimento de espécies deletérias na
injuria cerebral produzida por esse modelo de convulsdes. O pré-tratamento com
LEV reverteu esse efeito, normalizando a taxa de peroxidagdo lipidica e
fornecendo indicios de uma atividade antioxidante do LEV nesse modelo de

convulsoes;

7. Foi observada uma diminui¢do da produgdo de nitrito e estabilizagdo da atividade
da catalase (CAT) no hipocampo e corpo estriado, bem como um aumento dos
niveis de glutationa reduzida (GSH) no hipocampo, decorrentes do tratamento
com LEV antes da P400. Assim, a acdo antioxidante do LEV foi evidenciada em
varias etapas envolvidas no processo de dano oxidativo, sugerindo um novo
mecanismo através do qual essa droga poderia exercer seus efeitos protetores

contra a injuria cerebral induzida pelas convulsodes e status epilepticus.
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