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3 RESUMO

A gestacgao reduz a intensidade das crises epilépticas em uma parcela da populagao
de uma linhagem de ratos susceptiveis a epilepsia audiogénica, os Wistar
Audiogenic Rats (WAR), como foi determinado por trabalho anterior de nosso
laboratério. Os mecanismos envolvidos nesta resposta, entretanto, ainda n&o foram
esclarecidos. De acordo com a literatura, a progesterona (P) e alguns de seus
metabdlitos apresentam agdo anticonvulsivante e apesar das controvérsias em
relacado aos efeitos dos estrogenos (E), estes sdo considerados principalmente como
pré-convulsivantes. O objetivo do presente trabalho foi investigar a possivel
participacao da progesterona e do estradiol na redugdo das crises convulsivas
induzida pela gestacao em WAR. O indice de severidade (IS) das crises convulsivas
foi determinado durante a gestacédo e dois sub-grupos de WAR foram comparados:
0os que apresentaram redugao do IS (RSI) e os que nao tiveram alteragao do IS
(NRSI). No Experimento 1, ratas Wistar e WAR foram sacrificadas aos 7, 14 e 20
dias de gestacao e as concentragdes plasmaticas de estradiol e progesterona foram
dosadas por radioimunoensaio. No 20° dia de gestacao, houve redugao das crises
em 50% das WAR, sendo que 33% delas apresentaram auséncia total de crises
(indice de Severidade ou 1S=0,0). As ratas com IS reduzido (RSI) apresentaram
concentragdes tanto de progesterona quanto de estradiol maiores do que aquelas
com severidade nao reduzida (NRSI). Além disso, o grupo RSI apresentou relagcéo
P/E similar ao grupo controle enquanto o grupo NRSI apresentou redugao da relagao
P/E em relagdo ao controle. Para confirmar a participagdo dos esterdides gonadais
na reducao das crises convulsivas, foi delineado outro experimento no qual ratas
Wistar e WAR foram ovariectomizadas (ovx) e receberam diariamente progesterona

(500 ug; im) e/ou estrégeno (1ug/100g, sc) nos seguintes esquemas de tratamento:



a) veiculo (3 semanas); b) estrogeno (3 semanas) e progesterona (3 semanas); c)
estrégeno (1 semana) seguido por progesterona (2 semanas) ou d) somente
progesterona (3 semanas). O tratamento com progesterona sem associagdo com
estrogenos ocasionou redugdo da gravidade das crises em 33% das ratas WAR,
enquanto a associagao dos dois hormdnios em ambos os regimes apresentou efeito
mais pronunciado, reduzindo as crises em 67% dos animais. Em conclusédo, este
trabalho demonstra o importante papel dos esterdides gonadais, progesterona e
estradiol, na reducdo das crises convulsivas em WAR. Mostra, também que o

estradiol intensifica a agdo anticonvulsivante da progesterona.

Palavras-chaves: epilepsia, crise audiogénica, gestagao, progesterona, estrégeno



4 ABSTRACT

Pregnancy reduces the intensity of epileptic seizure in part of the population of a
genetic model of reflex epilepsy in which seizures are induced by high intensity
sound stimulation, the Wistar Audiogenic Rats (WAR), as it has been shown by
previous studies of our lab. However, the mechanism involved in this reduction has
not been yet clarified. Several studies show that progesterone (P) and its metabolites
have anti-seizures effects and, in general, administration of estradiol (E) appears to
exacerbate epilepsy. The aim of the present work was investigate the involvement of
progesterone and estradiol in the seizure reduction induced by pregnancy in WAR.
The severity index (SI) of seizure was determined during pregnancy and two sub-
groups were compared: WAR displaying reduced severity index of seizure (RSI) with
the subgroup that did not show any alteration of the severity index (non-reduced
severity index, NRSI). In Experiment 1, Wistar and WAR rats were sacrificed at 7",
14" and 20" days of pregnancy and levels of estradiol and progesterone were
measured in plasma by radioimmunoassay. On the 20" day of pregnancy, the
seizures remitted in 50% of WAR, with 33% showing SI=0. The P and E levels were
higher in the RSI group than in NRSI. Moreover, P/E ratio of RSI group was similar to
the control, non epileptic rats, but this ratio was diminished in relation to the control in
the NRSI group. To confirm the gonadal steroids participation in the seizure
reduction, Wistar and WAR rats were ovariectomized (ovx) and separated in groups
that received daily injections of different schedules of treatment with progesterone
(500 ug; im) and/or estrogen (1ug/100g, sc): a) vehicle (3 weeks); b) estrogen (3
weeks) plus progesterone (3 weeks); c) estrogen (1 week) followed by progesterone
(2 weeks) or d) progesterone alone (3 weeks). When progesterone was administered

alone, seizure reduction occurred in 33% of WAR, while progesterone with estrogen



in both regimens reduced the audiogenic seizures in 67% of WAR. In conclusion, this
work demonstrated an important role for the gonadal steroids, progesterone and
estradiol, in seizure reduction in this genetically audiogenic susceptible strain of rats.
Moreover, shows that estradiol is important to enhance the anti-seizure effects of

progesterone.

Key words: epilepsy, audiogenic seizures, pregnancy, progesterone, estrogen
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1. INTRODUCAO

As epilepsias sao disturbios comuns do cérebro caracterizadas por descargas
elétricas subitas e excessivas dos neurbnios cerebrais. Nas epilepsias, as crises
epilépticas se expressam de forma recorrente e espontanea, com caracteristicas
convulsivas ou ndo-convulsivas. As bases dos atuais conceitos das epilepsias foram
propostas por John Hughlings Jackson em 1873. Segundo Jackson, “as crises
constituem o resultado de breves descargas eletroclinicas cerebrais e as
caracteristicas clinicas das crises dependerao da localizacdo e da funcédo do local
envolvido pela descarga” (Yacubian, 2000). Essas descargas elétricas sé&o
traduzidas em fendmenos eminentemente motores, sensitivos, autonémicos ou

psiquicos, podendo ocorrer diminuicao de consciéncia associada.

As crises epilépticas podem ser classificadas em parciais e generalizadas. As crises
parciais podem ser simples ou complexas e estao restritas a uma regiao do cérebro.
Nas crises parciais simples nao ocorre perda de consciéncia do individuo afetado e
estas podem evoluir para crises parciais complexas ou para crises generalizadas. As
crises parciais complexas iniciam-se em uma area determinada do cérebro, mas
espalham-se para outras areas, causando perturbacdo da consciéncia. As crises
generalizadas envolvem todo o cérebro e ocorre perda de consciéncia associada a

esse tipo de crise (Guerreiro e cols., 2000).

Varios fatores ambientais e/ou metabdlicos podem influenciar a ocorréncia de crises
epilépticas. Dentre esses fatores, destacamos os esterdides gonadais, que

influenciam fungdes cerebrais e podem afetar o inicio de crises epilépticas por



17

alteragbes do metabolismo celular e da transmissdo neural, pois varios desses
horménios tém o hipotdlamo e o cdrtex limbico como locais de agao (Morrel e cols.,

2002; Edwards e cols., 2000; Pimentel, 2000; Valente e cols., 2002).

A severidade e a frequiéncia das crises epilépticas em mulheres podem ser alteradas
de acordo com os varios estagios de vida que estdo associados a mudangas
hormonais, como na puberdade, durante o ciclo menstrual e na menopausa (Morrell,
2002). Individuos epilépticos podem apresentar diferengas na susceptibilidade as
crises dependendo da fase do ciclo menstrual ou do ciclo estral em que se
encontram (Herzog e cols., 1997; Reddy, 2004; Rhodes e cols., 2004). Além disso,
disfuncbes reprodutivas e alteracbes enddcrinas sdo comuns em mulheres e
homens com epilepsia (Edwards e cols., 2000; Morris |l & Vanderkolk, 2005). De um
modo geral, acredita-se que a administragcdo de estrogenos aumenta a gravidade
das crises, devido a diminuigdo do limiar convulsivante, enquanto a progesterona e
alguns de seus metabdlitos tém efeitos inibitérios sobre as crises epilépticas em
varios modelos animais (Morrel, 2002; Pimentel, 2000; Reddy, 2004; Reddy e cols,

2004; Rhodes e cols., 2004).

Em muitas mulheres com epilepsia, as crises aumentam em frequéncia e
intensidade em algumas fases do ciclo menstrual. Essa condigao é conhecida como
epilepsia catamenial. Variagdes ciclicas naturais das concentragbes de progesterona
durante o ciclo menstrual podem influenciar a ocorréncia de crises catameniais. A
frequéncia e/ou intensidade das crises diminui quando a progesterona plasmatica
estd elevada, aumentando no periodo perimenstrual, quando a progesterona

plasmatica diminui. Pode aumentar, também, quando ocorre elevagao do estradiol
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na fase pré-ovulatéria e em fases luteinicas inadequadas, onde a progesterona
encontra-se em concentragdes reduzidas (Herzog e cols., 1997). E interessante
observar que na fase luteinica normal, quando ocorre elevagao da concentragao de
progesterona, a concentragao de estradiol também se encontra elevada, indicando
que a relacao entre progesterona e estradiol talvez seja mais importante para a
determinagao das crises do que as suas concentragdes individuais (Reddy, 2004).
Varios estudos que associam diretamente as crises com mudancas nas
concentragdes hormonais sugerem que a relagao entre progesterona e estrogenos
influencia a atividade epileptiforme (Backstrom, 1976; Herzog, 1991). Os altos niveis
de estrogenos poderiam predispor a hiperexcitabilidade e a progesterona

apresentaria efeitos opostos.

No modelo de crise epiléptica induzida por acido cainico, ocorrem reducdes das
crises epilépticas durante a gestacao e isso seria devido a um aumento estavel das
concentragdes de progestinas (Rhodes e cols., 2004). Nesse modelo observam-se
também elevadas concentracbes de estradiol e 3-alfa didis resultantes do
metabolismo de andrdégenos, que apresentam reconhecida agao anticonvulsivante.
Mais uma vez observa-se uma elevada concentragcao de estradiol associada a
elevada concentragcdo de progesterona, reforcando a idéia de que a relagao entre
progesterona e estradiol apresenta papel importante na modulacdo das crises
epilépticas (Rhodes e cols., 2004). Esses dados sao refor¢ados pela observagao de
que as crises podem diminuir durante a gestacdo em algumas mulheres (Morrell,
1992) e durante a gestagao e lactacdo em modelos animais de epilepsia (Amado &
Cavalheiro, 1998; Doretto e cols., 2003b), quando a relagdo entre progesterona e

estrogenos esta elevada.
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Por outro lado, os efeitos dos estrogenos sobre as crises epilépticas sao
contraditérios. E comumente aceito que os estrégenos apresentam efeitos pro-
convulsivantes; entretanto, dados clinicos mostram que os estrogenos podem
apresentar efeitos pro-convulsivantes, nenhum efeito ou efeitos anticonvulsivantes
em individuos epilépticos (Harden, 2003; Jacono & Robertson, 1987; Peebles e
cols., 2000). Da mesma forma, em modelos animais, a administracdo de estrégenos
pode aumentar, ndo apresentar efeitos ou diminuir as crises (Budziszewska e cols.,
2001; Hoffman e cols., 2003; Perez e cols., 1988; Reibel e cols., 2000). Existem
também fortes evidéncias de que os estrogenos podem aumentar os efeitos
anticonvulsivantes da progesterona em modelos de crises induzidas por

pentilenotetrazol (PTZ) (Frye & Rhodes, 2005).

Existem varios modelos para o estudo das epilepsias e entre eles esta o da epilepsia
audiogénica, no qual a crise € induzida por estimulos sonoros de alta intensidade em
animais susceptiveis. Uma colénia de ratos com essa caracteristica foi
geneticamente selecionada através de cruzamentos endogamicos entre ratos Wistar
da populagdo geral, que apresentavam susceptibilidade natural a epilepsia
audiogénica, pela Profa. Maria Carolina Doretto, no Departamento de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (Doretto e cols., 2003a). Os animais foram
denominados Wistar Audiogenic Rats (WAR). Desta colbnia inicial partiu o ramo que
vem sendo mantido no Departamento de Fisiologia e Biofisica da Universidade
Federal de Minas Gerais. A grande vantagem deste modelo é a de apresentar

naturalmente os determinantes neuroquimicos da susceptibilidade a epilepsia.
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A severidade das crises epilépticas nesses animais é determinada pelo indice de
severidade (IS), que expressa uma escala linear de severidade gradual variando de
0 a 1 e é determinado de acordo com o comportamento do animal durante uma

estimulagao acustica (Garcia-Cairasco e cols., 1996).

Resultados anteriores dos nossos laboratérios (Doretto e cols., 2003b) mostraram
que ratas WAR podem apresentar reducao das crises epilépticas durante a lactacao.
Entretanto, algumas ratas cujos filhotes foram retirados no periodo pds-parto
também apresentaram reducgao das crises, indicando que alteracdes induzidas pela
gestacdo também influenciam na agdo anticonvulsivante. O mecanismo envolvido
nesta reducdo, entretanto, ndo foi esclarecido. O presente estudo buscou identificar
alteragdes das concentracdes de esterdides gonadais, estradiol e progesterona, que
pudessem explicar a redugcao da severidade das crises epilépticas, induzida pela
gestacdo, em uma parcela da populagdo de animais geneticamente predispostos a
epilepsia audiogénica. Além disto, buscou confirmar a hipdtese de que alteragdes
das concentragdes de estradiol e progesterona sdo responsaveis pela redugao da
severidade das crises utilizando-se da terapia com progesterona e estradiol em

diferentes esquemas de tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a relagdo entre alteragbes dos
hormdnios sexuais e as modificacbes na susceptibilidade as crises epilépticas em

fémeas WAR.

2.2. Objetivos especificos

- Determinar alteragdes de severidade das crises epilépticas durante a
gestacdo em ratas WAR e estabelecer possiveis relagdes entre as concentragdes
plasmaticas de estradiol e de progesterona e a severidade das crises.

- Investigar a participagdo do estradiol e da progesterona na redugdo da
severidade das crises epilépticas em fémeas WAR castradas utilizando diferentes

esquemas de tratamento.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento experimental

3.1.1. Experimento 1 — Gestacao

1) Ratas Wistar e WAR foram acasaladas com ratos Wistar resistentes a epilepsia

audiogénica.

2) O dia de acasalamento foi determinado por esfregaco vaginal diario.

3) Os animais foram divididos em grupos como na tabela abaixo:

Tabela 1 - Numero de animais por grupo no experimento de gestacao.

Wistar (n) WAR (n)
7 dias de gestacdo 9 10
14 dias de gestacéo 8 11
20 dias de gestacéo 6 12

4) Todos os animais foram submetidos a estimulagdo sonora, no dia anterior ao
sacrificio, para determinagdo da severidade das crises nos diferentes periodos de
gestacdo. Dessa forma, foi possivel comparar a severidade das crises antes e
durante a gestagéo.

5) Os animais foram sacrificados por decapitagao aos 7, 14 e 20 dias de gestacao
conforme a Tabela 1. O sangue foi retirado para dosagem plasmatica de

progesterona e estradiol.



25

3.1.2. Experimento 2 - Castracao

1) Ratas Wistar e WAR, selecionadas apds 3 testes de estimulagdo sonora, foram
ovariectomizadas.

2) No 21° dia apds a ovariectomia, os animais foram submetidos a estimulagéo
sonora e no 22° dia iniciou-se a terapia hormonal.

3) Novas estimulagbes sonoras foram realizadas aos 7, 14 e 21 dias de terapia
hormonal e 7 dias apds a suspensao do tratamento.

4) Ao final da quarta semana os animais foram sacrificados.

3.2. Animais

Em ambos os experimentos, foram utilizadas ratas Wistar ndo susceptiveis a
epilepsia audiogénica provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEBIO-UFMG) e ratas WAR susceptiveis a crise
audiogénica provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Biofisica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, com pesos variando entre
230 e 270 g. Todos os animais foram submetidos a ciclo claro-escuro de 14/10 horas

e receberam ragao comercial e agua ad libitum.

3.3. Testes audiogénicos

Aos 70, 74 e 78 dias de idade, todos os animais foram submetidos a estimulagao

sonora de alta intensidade para avaliacdo da susceptibilidade epiléptica

(“screening”). Neste teste, o animal é colocado na caixa de estimulagao e submetido
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a estimulo sonoro até que apresente uma crise generalizada ténico-clénica ou por
um tempo maximo de um minuto. O indice de severidade das crises (IS) foi
determinado de acordo com o comportamento do animal durante a estimulacdo. O IS
expressa uma escala linear de severidade gradual variando de 0 a 1 (Tabela 2).
Foram considerados animais resistentes os Wistar que apresentaram IS igual a 0,0 e

susceptiveis os WAR com IS maior ou igual a 0,85 nos trés testes do screening.

Tabela 2 - indice de severidade das crises epilépticas.

0,00 | Nenhum comportamento relacionado a crises.

0,11 | Um episddio de corridas.

0,23 | Um episodio de corridas seguido de pulos e quedas atdnicas.

0,38 | Dois episodios de corridas seguidos de pulos e quedas atonicas.

0.61 Tudo que foi citado acima, mais convulsdo ténica, com arqueamento tonico
’ dorsal da cabega (opistétomo).

Tudo acima mais convulsdes clonicas parciais (somente membros anteriores
0,73
ou posteriores) e generalizadas (membros anteriores e posteriores).

0,85 | Tudo acima mais espasmos clonicos.

0,90 | Tudo acima mais flexao ventral da cabega.

0,95 | Tudo acima mais hiperextensdo de membros anteriores.

1,00 | Tudo acima mais hiperextensdo de membros posteriores.

Durante os experimentos foram realizados novos testes audiogénicos para
determinacdo da severidade das crises dos animais nas diferentes condi¢des
analisadas, conforme citado no delineamento experimental. O bloqueio do

componente ténico da crise, ou 1S<0,38, foi considerado ag¢ao anticonvulsivante.

3.4. Esfregaco vaginal
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No Experimento 1, todas as ratas foram acasaladas com machos Wistar nao
susceptiveis a epilepsia audiogénica. O dia de acasalamento foi determinado por
esfregaco vaginal diario, realizado entre 7 e 9 hs, considerando-se como primeiro dia
de gestacdo aquele em que foi encontrado tampao vaginal e/ou espermatozéides

nas laminas de esfregaco.

3.5. Coleta de materiais

As ratas R e WAR foram sacrificadas aos 7, 14 e 20 dias de gestagdo, por
decapitagdo, no Experimento 1. O sangue foi coletado através de funis
heparinizados em tubos pré-gelados contendo inibidores de proteases (Pepstatina
5x10° M, PMSF 10° M, EDTA 10° M). Apés centrifugacdo do sangue (1.500.g, 20
min., 4°C), o plasma foi separado e conservado em freezer a -80°C até a realizagao

das dosagens hormonais por radioimunoensaio.

3.5.1. Radioimunoensaio para estradiol

Para a determinacdo do estradiol plasmatico utilizou-se o kit Maia (Adaltis).
Amostras de plasma diluidas 10 vezes (50 pl), em duplicata, foram incubadas com
20 pl de anticorpo anti-estradiol e 20 pl de '*°l-estradiol por uma hora a 37°C. A
separagao do imunocomplexo foi feita por precipitagdo com segundo anticorpo
marcado com ion metalico. Apos 10 minutos de incubagéo com o segundo anticorpo,
em temperatura ambiente, os tubos foram colocados em placa magnética por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e a radioatividade do imunocomplexo

determinada por contador gama.
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3.5.2. Radioimunoensaio para progesterona

Para a determinagéo das concentragbes de progesterona plasmatica utilizou-se o kit
Maia (Adaltis). Amostras de plasma (5 ul), em duplicata, foram incubadas com 40 pl
de anticorpo anti-progesterona e 40 pl de 12‘r’l-progesterona por uma hora a 37°C. A
separagao do imunocomplexo foi feita por precipitagdo com segundo anticorpo
marcado com ion metalico. Apés 10 minutos de incubagao com o segundo anticorpo,
em temperatura ambiente, os tubos foram colocados em placa magnética por 20
minutos. O sobrenadante foi retirado e a radioatividade do imunocomplexo foi

determinada por contador gama.

3.6. Anestesia e ovariectomia

No Experimento 2, os animais foram previamente anestesiados com tribromoetanol
2,5% (1mL/100g de peso corporal, ip) e submetidos a ovariectomia bilateral, 21 dias
antes do inicio da terapia hormonal. Apds incisao bilateral nos flancos, os ovarios
foram removidos e a pele suturada.

3.7. Terapia hormonal

As ratas Wistar e WAR, 21 dias apds a ovariectomia, foram submetidas a terapia

hormonal, de acordo com o esquema apresentado na Tabela 3:
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Tabela 3 - Tratamento hormonal e nUmero de animais do experimento de castracao.

12 semana 2% semana 3% semana 42 semana n

Grupo 1 Veiculo Veiculo Veiculo s/ tratamento 5

= Grupo 2 E+P E+P E+P s/ tratamento 5
'é Grupo 3 E P P s/ tratamento 5
Grupo 4 P P P s/ tratamento 6

Grupo 1 Veiculo Veiculo Veiculo s/ tratamento 5

o Grupo 2 E+P E+P E+P s/ tratamento 6
<§( Grupo 3 E P P s/ tratamento 6
Grupo 4 P P P s/ tratamento 6

Veiculo: 6leo de milho na dose de 0,1mL/100g de peso corporal; E: estrogeno (Hexaidrobenzoato
de Estradiol - Benzoginoestril), 1ug/100g de peso corporal; P: progesterona, (Acetato de

Medroxiprogesterona - Depo®-Provera®) 500pg.

3.8. Analise estatistica

Os resultados dos experimentos sdo apresentados como média = erro padréo da

média (EPM). A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o teste One-

way ANOVA (andlise de variancias) seguido por Newman-Keuls. O teste t de

Student e o teste Q de Cochran foram realizados quando apropriado. Valores com

p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1 — Gestacao

A Figura 1 mostra que as WAR né&o apresentaram diferengas nas concentragoes
plasmaticas de estradiol aos 7 e aos 14 dias de gestagdo em relagdo as ratas
Wistar, mas concentragao significativamente maior foi observada aos 20 dias de

gestacao (Wistar: 10,71+0,55 vs WAR: 13,04+0,52 pg/mL; p<0,05).

Observa-se na, Figura 2, que as concentragdes de progesterona das WAR foram
mais elevadas que a das ratas Wistar na primeira semana de gestacao (Wistar:
38,9714 ,41 vs WAR: 76,3415,51 ng/mL; p<0,05), mas permaneceram similares aos

14 e 20 dias.

Nenhuma alteracdo na severidade das crises epilépticas foi observada aos 7 e aos
14 dias de gestacdo nas WAR. Entretanto, na terceira semana de gestacdo (20
dias), houve reducédo das crises em 50% das WAR, sendo que 33% dos animais
desse grupo apresentaram 1S=0,0, conforme ilustrado na Figura 3. Devido a esses
resultados, analises foram feitas separando-se as duas populagdes de WAR: os
animais que apresentaram reducao da severidade das crises aos 20 dias de

gestagao e aqueles que nao apresentaram reducéo.

Como pode ser observado na Figura 4, a andlise individual dos animais aos 20 dias
de gestacédo revelou que as WAR com reducgdo das crises (RSI) apresentaram

concentracbes de estradiol maiores do que aqueles com severidade nao reduzida
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(NRSI) (14,38+0,26 e 11,70+0,64 pg/mL, respectivamente; p=0,0032). Também as
concentragbes de progesterona (Figura 5) foram significativamente maiores nas
ratas que apresentaram reducdo das crises do que nas que nao apresentaram
(52,45+12,92 e 17,61£3,29 ng/mL, respectivamente; p=0,0259). Além disso, a
concentragdo de estradiol plasmatica do grupo NRSI foi semelhante a do grupo
Wistar aos 20 dias de gestagcao, enquanto a concentragédo de progesterona em NRSI
foi menor que o controle. O grupo RSI apresentou concentragado de estradiol superior
a do grupo Wistar aos 20 dias de gestacao. A concentragdo de progesterona em RSI

permaneceu semelhante a do controle (dados n&do mostrados).

A Figura 6 mostra que ndo somente as concentragdes de estradiol e progesterona
sao maiores nas ratas que apresentaram reducido da severidade das crises
convulsivas aos 20 dias de gestacdo, mas também a relagcdo P/E encontra-se
aumentada (RSI: 3,66+0,91 vs. NRSI: 1,50£0,29; p=0,0474). Além disso, as WAR
com redugao das crises aos 20 dias de gestacao apresentaram relagdo P/E similar
as ratas Wistar enquanto os animais que nao tiveram reducdo das crises

apresentaram relagao P/E menor que a das ratas Wistar (p<0,05; Figura 7).
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Figura 1. Concentragéo plasmatica de estradiol em ratas R e WAR durante
a gestagao. *, p<0,05 em relagdo a R 20 dias.
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Figura 4. Concentragdo plasmatica de estradiol em ratas WAR que n&o
apresentaram e que apresentaram reducdo da severidade das crises
epilépticas aos 20 dias de gestagao. *, p=0,0032.
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Figura 5. Concentragéo plasmatica de progesterona em ratas WAR que nao
apresentaram e que apresentaram reducdo da severidade das crises
epilépticas aos 20 dias de gestacao. *, p=0,0259.

37



Relagao Prog/Est (x1000)

Nao reducgao IS Reducao IS

Figura 6. Relagcdo entre progesterona e estradiol plasmaticos em ratas
WAR que ndo apresentaram e que apresentaram reducdo da severidade
das crises epilépticas aos 20 dias de gestagao. *, p=0,0474.
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4.2. Experimento 2 — Castracao

A Tabela 4 mostra a severidade das crises epilépticas em fémeas resistentes e
WAR durante o screening, apdés 21 dias de ovariectomia e durante e apds o
tratamento hormonal. A Figura 8 mostra o numero de animais apresentando crises
convulsivas ténico-clénicas durante o experimento. Pode-se observar que a
severidade das crises audiogénicas nao sofreu alteragdes apds a ovariectomia dos
animais. Observa-se que a maior redugao no numero de animais com crises ténico-
clénicas ocorreu na terceira semana, em todos os grupos submetidos a terapia
hormonal, semelhante aos resultados do Experimento 1, no qual foi observada

redugao das crises somente aos 20 dias de gestacao.

Os grupos de WAR que receberam veiculo ndo apresentaram redugdo das crises
durante todo o experimento, enquanto os animais que receberam progesterona com
estrégeno por trés semanas apresentaram reducdo da severidade das crises na

terceira semana de terapia, p<0,05 (Figura 8).

A Figura 9 mostra que 67% dos animais susceptiveis a epilepsia audiogénica que
receberam progesterona com estrégeno, em ambos o0s regimes testados,
apresentaram reducdo das crises enquanto somente 33% dos animais que

receberam apenas progesterona apresentaram redugao do IS.

O grupo em que foi administrado estradiol por uma semana seguida por duas
semanas de progesterona apresentou reducdo da média do IS de 0,93+0,02 para

0,33+0,21 na terceira semana. A média do IS dos animais que receberam apenas
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progesterona foi de 0,98+0,02, antes da terapia, para 0,72+0,18, apds trés semanas
de terapia (Tabela 4). Nenhuma das ratas Wistar apresentou crise convulsiva em

qualquer etapa do experimento.
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Tabela 4

Severidade das crises epilépticas em fémeas resistentes e WAR durante o
screening, apos 21 dias de ovariectomia e, durante e apds o tratamento
hormonal.

Grupo 1 - Controle (6leo)
antes trat  1s trat 2s trat 3strat 1s s/ trat

Rata I1S1 1S2 1S3 Média testel teste2 teste3 teste4 testeb
R1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11
Média 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
EPM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02

Rata I1IS1 1S2 1S3 Média testel teste2 teste3 tested4 testeb
w1 0,85 0,95 0,85 0,88 0,95 1,00 1,00 1,00 1,00
W2 0,95 0,95 0,85 0,92 0,95 1,00 1,00 1,00 1,00
W3 0,85 0,95 0,90 0,90 1,00 0,95 1,00 1,00 1,00
W4 0,90 0,85 0,90 0,88 1,00 0,73 0,90 0,85 0,85
W5 0,85 0,85 0,85 0,85 0,90 0,95 0,95 0,95 0,95
Média 0,89 0,96 0,93 0,97 0,96 0,96
EPM 0,01 0,02 0,05 0,02 0,03 0,03

Grupo 2 - Estradiol + Progesterona
antes trat 1 est+prog 2 est+prog 3 est+prog 1s s/ trat

Rata I1S1 1S2 1S3 Média testel teste2 teste3 teste4 testeb
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EPM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Rata 1IS1 1S2 1S3 Média testel teste2 teste3 tested4 testeb
W6 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95 1,00 1,00 0,23 1,00
W7 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95 1,00 1,00 0,23 1,00
W8 0,85 0,85 0,85 0,85 0,95 0,95 1,00 0,00 0,95
W9 0,85 0,90 0,90 0,88 0,85 0,95 0,95 0,95 1,00
W10 0,95 0,95 0,95 0,95 0,90 0,95 0,00 1,00 1,00
W11l 0,85 0,90 0,85 0,87 1,00 0,00 0,95 0,00 0,95
Média 0,91 0,93 0,81 0,82 0,40 0,98

EPM 0,02 0,02 0,16 0,16 0,19 0,01



Continuag¢ao da tabela 4.

Grupo 3 - Progesterona com 1 semana estradiol
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antes trat  1s est 1sprog 2sprog 1s s/ trat

Rata 1S1 1S2 1S3 Média testel teste2 teste3 tested teste5
R11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EPM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Rata 1S1 1S2 1S3 Média testel teste2 teste3 tested teste5
w12 0,95 0,85 0,95 0,92 0,95 0,00 0,00 0,00 0,11
W13 0,90 0,85 0,85 0,87 0,95 0,95 1,00 0,00 1,00
W14 0,85 0,95 0,95 0,92 0,90 1,00 0,85 0,00 0,85
W15 0,90 0,85 0,90 0,88 0,95 0,85 1,00 0,00 1,00
W16 0,95 0,95 0,95 0,95 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
W17 0,90 0,90 0,90 0,90 0,85 0,23 0,95 1,00 0,85
Média 0,91 0,93 0,67 0,80 0,33 0,80
EPM 0,01 0,02 0,18 0,16 0,21 0,14

Grupo 4 - Progesterona

antestrat 1sprog 2sprog 3sprog 1ss/trat

Rata 1S1 1S2 1S3 Média testel teste2 teste3 tested teste5
R16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EPM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Rata 1S1 1S2 1S3 Média testel teste2 teste3 tested teste5
W18 0,90 0,95 0,85 0,90 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00
W19 0,85 0,90 0,85 0,87 1,00 0,95 1,00 1,00 1,00
W20 0,85 0,85 0,90 0,87 0,95 0,95 1,00 0,95 1,00
w21 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,95 0,95 1,00 1,00
W22 0,90 0,85 0,90 0,88 1,00 0,95 0,95 0,38 0,85
W23 0,90 0,85 0,90 0,88 1,00 0,95 0,95 1,00 0,95
Média 0,88 0,98 0,79 0,81 0,72 0,80

R, rata Wistar ndo-susceptivel a epilepsia audiogénica; W, Wistar Audiogenic Rats (WAR); IS,
indice de severidade da crise durante o screening; Teste 1, teste audiogénico realizado 21 dias
apos a ovariectomia; Testes 2, 3 e 4, testes audiogénicos realizados nos dias 7, 14 e 21 de
tratamento, respectivamente; Teste 5, realizado 7 dias apdés suspensido do tratamento; s,
semana; trat, tratamento; est; hexaidrobenzoato de estradiol (1ug/100g de peso corporal/dia);
prog, acetato de medroxiprogesterona (500ug/dia). O bloqueio do componente ténico da crise,
ou 1S<0,38, foi considerado agao anticonvulsivante. As células em azul representam redugéo
das crises; as células em laranja representam auséncia de crises.
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clénicas durante o experimento. A) 6leo de milho (0,1ml/100g de peso
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p<0,05, conforme detectado pelo teste Q de Cochran.

44



1.0 EEDE A VA OO
[ | A ®
—~ [ |
2
(0]
go]
©
S
o)
2 0.5
(0]
@ 038
(0]
©
8 “
©
.=
0.0 Ak -

Veiculo Est+prog Est (1s) prog Prog

Figura 9. indice de severidade das crises nas ratas WAR na terceira
semana de terapia hormonal. IS<0,38 indica bloqueio do componente ténico
da crise. S, semana; Est, hexaidrobenzoato de estradiol (1ug/100g de peso
corporal/dia); Prog, acetato de medroxiprogesterona (500ug/dia).

45



46

5. DISCUSSAO




47

5. DISCUSSAO

A gestacdo reduziu a intensidade das crises epilépticas audiogénicas em uma
parcela da populagdo de WAR, como havia sido observado anteriormente (Doretto e
cols., 2003b). Esta reducéo foi observada aos 20 dias de gestacdo em 50% das
WAR, sendo que 33% dos animais apresentaram auséncia total de crises nesse
periodo. Nenhuma alteracdo na severidade das crises epilépticas foi observada aos
7 ou 14 dias de gestacdo nas WAR. As ratas que tiveram reducédo das crises
epilépticas apresentaram concentragdes de progesterona e de estrogeno maiores do

que as que nao apresentaram reducao das crises.

A participacdo dos esterdides gonadais na redugdo das crises convulsivas foi
confirmada pelo tratamento de ratas WAR, ovariectomizadas, com progesterona
associada ou nao ao estradiol. O estradiol potenciou o efeito da progesterona, em
ambos os regimes testados, resultando em redugéo das crises em 67% das WAR.
No tratamento com progesterona sem estradiol, esta redugdo ocorreu em somente
33% das WAR. De forma semelhante ao ocorrido durante a gestacéo, o efeito so foi
observado na terceira semana de tratamento. Além disso, como pode ser observado,
nossos resultados sugerem um efeito anticonvulsivante mais pronunciado quando o
estradiol é aplicado anteriormente a aplicagdo da progesterona, ou seja, em regime

sequencial.

Na gestacgdo, a relagcao entre progesterona e estrogeno parece ser mais importante
para a reducdo das crises audiogénicas do que os niveis individuais desses

hormdnios. A presenca de uma relacdo P/E alta e estavel esteve associada aos
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efeitos anticonvulsivantes da gestacdo em WAR. A reducdo da severidade das
crises ocorreu na terceira semana em ambos os experimentos. Esses resultados
mostram que niveis elevados de progesterona auxiliam na redugdo das crises em
animais WAR e que os estrogenos apresentam um importante papel nos efeitos

anticonvulsivantes.

Existem dois mecanismos pelos quais a progesterona pode afetar a susceptibilidade
as crises. A progesterona ou a b5-alfa diidroprogesterona, produto de seu
metabolismo, podem se ligar ao receptor de progesterona, que é um fator de
transcricdo, levando a ativagdo ou ao silenciamento de genes nas células-alvo ou,
os produtos do metabolismo da progesterona, 5-alfa diidroprogesterona e
alopregnenolona, podem atuar sobre o receptor GABAA levando a redugdo da

susceptibilidade as crises (Reddy, 2004).

O estradiol poderia aumentar as agdes anticonvulsivantes da progesterona por
estimular a sintese de receptores para progesterona (Nussey & Whitehead, 2001),
apesar de nao termos avaliado este parametro no nosso modelo experimental. No
entanto, em outros modelos de epilepsia, os efeitos inibitérios da progesterona sobre
as crises nao estao relacionados as interagdes classicas com os receptores de
progesterona (PR), pois a atividade inibitéria da progesterona nao € bloqueada por
antagonistas do seu receptor (Mohammad e cols., 1998) e ndo é diminuida em
camundongos knockout para PR (Reddy e cols., 2004). A progesterona poderia
reduzir a severidade das crises, em parte, devido as acbdes de seu metabdlito
alopregnenolona, que se liga a seu sitio no receptor GABAa, causando abertura dos

canais de cloreto e diminuindo a excitabilidade neuronal (Herzog & Frye, 2003;



49

Reddy, 2004; Reddy e cols., 2004). Os efeitos anticonvulsivantes ou pro-
convulsivantes provenientes da progesterona, dependem das concentragbes de
alopregnenolona produzidas e da duragao da exposi¢cao a esse metabdlito (Frye &
Bayon, 1998; Hoffman e cols., 2003; Moran & Smith, 1998). As redug¢des nas crises
catameniais se correlacionam melhor ao aumento da alopregnenolona do que ao
aumento da progesterona durante o ciclo menstrual (Rhodes e cols., 2004). Além
disso, a inibicdo da alopregnenolona aumenta a ocorréncia de crises epilépticas em

modelos animais (Herzog & Frye, 2003).

Entretanto, nos trabalhos que mostram agbdes dos metabdlitos da progesterona
sobre o receptor GABAA, os efeitos ocorrem rapidamente, o que é inconsistente com
as agdes gendOmicas do horménio; enquanto nos animais WAR, os efeitos
anticonvulsivantes s6 ocorreram apos trés semanas em ambos os experimentos.
Portanto, as agdes genbmicas da progesterona, através da ligagdo ao PR, nao

podem ser descartadas nesse modelo.

Um estudo recente revela um efeito anticonvulsivante do estrégeno quando
administrado antes da progesterona (regime de priming). O priming de estrégeno
amplifica os efeitos anticonvulsivantes da progesterona, em parte, por aumentar a
formagdo de outras progestinas no modelo de crises induzidas por PTZ. A
alopregnenolona apresenta-se aumentada no hipocampo de animais que receberam
aplicagcao de estrégeno anterior a de progesterona quando comparados a animais
que receberam somente progesterona no modelo de PTZ (Frye & Rhodes, 2005).
Estudos tém tentado esclarecer como os estrogenos podem acentuar a sintese de

novo de progesterona no cérebro (Micevych e cols., 2003). Os estrégenos poderiam
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aumentar os efeitos anticonvulsivantes da progesterona em WAR por modificar a
sintese de progestinas (Cheng & Karavolas, 1975; Micevych e cols., 2003; Vongher

& Frye, 1999).

Em resumo, os resultados apresentados neste trabalho demonstram o envolvimento
dos esteréides gonadais, progesterona e estradiol, na redugdo das crises
convulsivas em WAR. Mostram, também, que o estradiol pode aumentar os efeitos
anticonvulsivantes da progesterona em animais susceptiveis a epilepsia
audiogénica. Para que os efeitos anticonvulsivantes ocorram € necessaria uma
exposicao continua e estavel a progesterona e ao estradiol, pois esses efeitos sé

foram alcangados apds trés semanas nos dois experimentos realizados.
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6. CONCLUSAO




52

6. CONCLUSAO

Em conclusdo, este trabalho demonstrou o importante papel dos esterdides
gonadais, progesterona e estradiol, na redugcao das crises convulsivas em WAR.
Mostrou também que o estradiol intensifica a acdo anticonvulsivante da

progesterona.

Como os hormdnios esterdides representam uma estratégia terapéutica emergente
como uma alternativa ou suplemento as drogas antiepilépticas tradicionais, torna-se

importante um melhor entendimento dos efeitos desses hormdnios sobre as crises.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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