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Resumo

Apesar da disponibilidade de varios farmacos anticonvulsivantes, um terco
dos pacientes com epilepsia continuam a apresentar crises. Em certos casos,
os farmacos disponiveis sdo eficazes, mas promovem efeitos colaterais e
toxicidade incompativeis com a manutencdo do tratamento. O Bromo
Benzaldeido Semicarbazona (BrBS) é um composto da classe das
semicarbazonas, o0 qual apresenta boa eficacia terapéutica e baixa
toxicidade. O objetivo desse trabalho foi investigar a atividade
anticonvulsivante do BrBS no modelo de crise audiogénica (CA) em ratas
wistar audiogénicas (WAR), em crises induzidas por pentilenotetrazol (PTZ)
em ratos Wistar e em caes sem raga definida. No modelo de CA, foram
analisados os parametros de indice de gravidade (IS), laténcia e
porcentagem de ocorréncia de primeira corrida (C1) e crise generalizada
tonica clénica (CVT). No modelo de PTZ em ratos, foram analisados os
limiares de PTZ para ocorréncia dos comportamentos abalo mioclénico (AM),
mioclonia parcial (MP) e crise generalizada ténico-clonica (CVT). No modelo
de PTZ em cées foram analisados os limiares de PTZ para ocorréncia dos
comportamentos mioclonia parcial (MP) e abalo mioclénico
generalizado (AMG). No modelo de CA em WARs, na dose
maxima (400 mg/kg), o BrBS bloqueou todos os comportamentos
relacionados a crise (IS=0) para todos os animais sem apresentar efeitos
colaterais evidentes. A porcentagem de animais que apresentou o
comportamento CVT diminuiu em 50 % nas doses de 100 e 150 mg/kg em

relagédo ao controle. A porcentagem de animais que apresentou C1 diminuiu



em 43 % na dose de 200 mg/kg, acompanhado do aumento da sua laténcia
em relacado ao controle. No modelo de PTZ em ratos, o BrBS apresentou um
modelo de regressdo quadratica na curva dose-resposta dos trés
comportamentos avaliados. Nao foi observado efeito pro-convulsivante. As
doses 150 e 200 mg/kg foram eficazes no AM. A dose de 200 mg/kg foi eficaz
no MP e CVT, com decréscimo significativo na dose de 400 mg/kg para AM e
CVT. O cao mostrou ser um modelo estavel para o estudo de crise convulsiva
por PTZ. No entanto, o BrBS n&o foi eficaz na crise induzida por PTZ em céo.
Foi observado a ocorréncia de dois grupos de animais com respostas
distintas ao BrBS. Isso sugere a existéncia de animais com diferentes
respostas farmacoldgicas a crise convulsiva. Podemos concluir que o BrBS,
apresentou o6tima eficacia no modelo de crise generalizada em WARs,
moderada atividade, dependente de dose, no modelo de crises parciais e
generalizadas de PTZ em ratos e auséncia de efeito no modelo de crises

parciais e generalizadas de PTZ em caes.



Abstract

Despite the availability of wide range of anticonvulsant drugs, at least 25% of
patients continue to have seizures. Furthermore, among those in whom
seizures are effectively inhibited, substantial number of patients experience
persistent and undesirable effects of these drugs. BrBS is a semicarbazone
compound that has shown to possess excellent anticonvulsant activity in rats,
besides their low or absent neurotoxicity. The objective of this present study
was examine the ability of BrBS to prevent audiogenic seizures (AS) in Wistar
Audiogenic Rats (WAR) and seizures induced by Pentilenetetrazole (PTZ) in
Wistar rats and mongrel dogs. The behaviors observed in the WARs were
severity index (IS), latency to the first wild running episode (FR), latency to the
tonic-clonic phase (TCS) and the presence or absence of these seizure
components. The endpoints used to evaluate the threshold for PTZ in rats
was the first myoclonic twitch (MT), partial clonus (PC) and generalized tonic-
clonic seizure (TCS). In dogs, PTZ model was evaluated by the threshold for
generalized myoclonic twitch (MT) and partial clonus (PC). In the AS, the
maximum dose of BrBS tested (400 mg/kg) blocked all the seizure
components (IS = 0) for all animals and no adverse effect was noted. At the
dose of 200 mg/kg, BrBS suppress the FR in 43% of rats and only 28 % still
showed the TCS. The doses of 100 and 150 mg/kg, BrBS suppressed 50 % of
the TCS in the rats. In the PTZ model in rats a restricted dose response was
found for the three behaviors tested. No proconvulsant properties were
observed. At the doses of 150 and 200 mg/kg, BrBS effectively increased the

threshold for MT. The effective dose for PC and TCS was 200 mg/kg. The
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anticonvulsant effect decreased at 400 mg/kg for MT and TCS components.
The mongrel dogs showed to be a suitable model for PTZ seizures studies.
However, BrBS showed no anticonvulsant efficacy in this model. Two groups
of animals were characterized in their responses to BrBS anticonvulsant
activity. These results suggest the existence of animals with individual
differences in pharmacological anticonvulsant responses. In conclusion, this
study showed the pharmacology efficacy of BrBS against AS in WAR model,
against partial and generalized seizure in PTZ model in rats and no activity

against PTZ model in dogs.
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1. Introducéo

1.1 Epilepsiae Crise Convulsiva

Epilepsia é um disturbio do encéfalo caracterizado por predisposi¢cao
persistente a gerar crises epilépticas e suas consequéncias neurobioldgicas,
cognitivas, psicologicas e sociais. Essa patologia requer a manifestacao de
pelo menos uma crise epiléptica, que é definida pela ocorréncia de sinais
e/ou sintomas devido a atividade anormal excessiva ou sincronica de

neurdnios encefalicos (Fisher e cols., 2005; Guilhoto e cols., 2006).

A epilepsia afeta aproximadamente 1 a 2% da populagdo mundial. A taxa de
incidéncia varia de 50 a 122 pessoas por 100.000 por ano. A faixa etaria mais
acometida é a infantil, principalmente abaixo dos 2 anos, seguida pelos
idosos com mais de 65 anos e com predominio nos homens em relagao as

mulheres, sendo de 1,1 a 1,7 vezes (Engel, 2001).

A gravidade das crises varia de episddios de perda de atengdo até
convulsdes graves, associadas a perda de consciéncia (Lees & Jones, 2000).
Esses episddios ocorrem periodicamente, de maneira imprevisivel na maioria
dos casos clinicos, comprometendo a realizacdo de atividades como
conducao de veiculos ou tarefas do trabalho cotidiano, além da ocorréncia de

ferimentos durante as crises convulsivas (McKeouwn & McNamara, 2001).
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Os aspectos sociais da epilepsia refletem a evolucdo histérica das crencas
relacionadas as doencas em diferentes épocas da sociedade. O nome
epilepsia deriva da palavra grega epilambaniem que significa ser acometido
ou apossado. Na antiguidade, acreditava-se que as doengas eram
consequéncias de castigos divinos, e o aspecto bizarro e inconsciente das
crises convulsivas sustentou essa crenca - que o paciente epiléptico era
apossado por forgas sobrenaturais (Gross, 1992; Engel, 1995; Lees & Jones,
2000). Apesar do desenvolvimento da ciéncia com o esclarecimento de
substratos neurobioldgicos da epilepsia, os pacientes ainda se encontram
sob o fantasma da discriminagao social, com dificuldades para trabalhar e até
mesmo em relacionamentos pessoais, muitas vezes, mantendo-se reclusos
com medo da iminéncia de crise no ambiente social (Fernandes & Li Min,

2006).

A Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE) desenvolveu uma classificagao
das crises epilépticas considerando critérios clinicos para a determinacao do
tipo de crise que um paciente apresenta. A semiologia ictal &€ importante para
essa classificagdo, que leva em conta dois parametros basicos: o grau de
envolvimento do sistema nervoso central (generalizado ou focal) e o
comprometimento ou n&do da consciéncia do paciente. Assim, as crises
podem ser parciais ou generalizadas, e as parciais podem ocorrer sem perda
da consciéncia — crises parciais simples — ou com perda da consciéncia —
crises parciais complexas — ou com evolugdo para crises generalizadas.
Também se leva em conta a presenca ou ndo de fenbmenos motores — crises

convulsivas e n&o convulsivas (Commission, 1989; Yacubian, 1999).
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Existem mais de 40 tipos de epilepsias ou sindromes epilépticas
caracterizadas por diferentes tipos de crise, etiologia, anatomia, fatores
precipitantes, idade de inicio, gravidade, cronicidade, comportamento
circadiano, prognéstico e caracteristicas eletroencefalograficas (Commission,
1989; Loscher, 1998; Lees & Jones, 2000, Guilhoto e cols., 2006). Nas
ultimas décadas, a pesquisa sobre os seus mecanismos etiopatologicos,
eletroencefalograficos e farmacoldgicos trouxe descobertas como o
envolvimento de genes associados a diversas sindromes, bem como aos
aspectos de neuroplasticidade envolvidos no desenvolvimento de maior
susceptibilidade a crises convulsivas em pacientes pods - lesdo encefalica —
trauma craniano ou acidentes vasculares encefalicos. Apesar disso, ainda
nao existe tratamento algum que possa impedir o desenvolvimento da

epilepsia.

A farmacoterapia ainda é o principal tratamento para epilepsia, sendo que a
sua abordagem é direcionada para o controle dos sintomas, isto €, supressao
das crises (Loscher, 1998; Lees & Jones, 2000). A esses compostos, damos
o nome de farmacos anticonvulsivantes. O objetivo da terapia com farmacos
anticonvulsivantes € manter o paciente livre de crises com a menor
interferéncia na fungdo encefalica normal. A selecdo do medicamento
anticonvulsivante é baseada primariamente na sua eficacia para os diferentes
tipos de epilepsias (Loscher, 1998; Aiken & Brown, 2000).

Componentes especificos da convulsdo, como a manifestacdo clonica e

tbnica, sdo gerados por variados substratos anatbmicos, que apresentam
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diferentes sensibilidades a varios farmacos; a sua identificacdo permite uma
abordagem racional no desenvolvimento de novos farmacos e na escolha da

terapia anticonvulsivante (Browning & Nelson, 1986; Gale, 1988).

1.2 Farmacos anticonvulsivantes

Os farmacos mais utilizados na clinica — fenitoina, carbamazepina, valproato,
benzodiazepinicos, etosuximida, fenobarbital e primidona - foram
desenvolvidos e introduzidos entre 1910 e 1970 e s&o referidos como
farmacos de primeira geragao (Loscher, 1998). Posteriormente, outros
medicamentos foram desenvolvidos, incluindo os farmacos de segunda
geragdo como lamotrigina, felbamato, oxcarbazepina, vigabatrina, tiagabina,
topiramato, gabapentina, zonisamida e levetiracetam (Loscher & Leppik,
2002). Outros farmacos estdo em desenvolvimento pré-clinico e/ou

clinico (Kitano e cols., 2005).

Apesar da disponibilidade dessas varias drogas, aproximadamente um tergo
dos pacientes com epilepsia continuam a ter crises convulsivas devido a
refratariedade medicamentosa (Lees & Jones, 2000; McKeouw & McNamara,
2001). Embora a ressecgao cirurgica da area encefalica alterada seja uma
alternativa, essa intervencado nido seria necessaria se houvesse farmacos
com toxicidade e efeitos colaterais menores e que atuassem nesses

pacientes refratarios (Loscher, 1998).
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Pacientes com tipos de crises idénticas podem apresentar uma grande
diferenga na resposta ao mesmo farmaco anticonvulsivante, indicando que
pode haver diferengas fisiopatoldogicas multifatoriais individuais (L6scher,
1998; Stables e cols., 2002). Entretanto, os mecanismos responsaveis pela
resisténcia clinica aos medicamentos ndo sdo conhecidos, mas podem incluir
a insensibilidade do sitio de acdo do farmaco, falha do farmaco em alcancar
algumas regides do cérebro, desenvolvimento de tolerancia ou presencga de
proteinas droga-resistentes (para revisdo ver Stables e cols., 2002). Alguns
preditores da intratabilidade sao propostos, como por exemplo, o tipo de
crise, alta frequéncia de ocorréncia das crises, inicio da crise na infancia,
etiologia sintomatica, disturbios psicéticos, presenga de multiplos tipos de
crise e resultado terapéutico a curto prazo ruim. Apesar disso, ainda nao é
possivel predizer se um paciente sera refratario ao tratamento

anticonvulsivante (Loscher, 1998).

Diante desse quadro, ha uma grande necessidade do desenvolvimento de

farmacos anticonvulsivantes e/ou novas estratégias terapéuticas.

O conhecimento dos mecanismos de acao dos primeiros anticonvulsivantes
surgiu anos apos o seu uso na clinica. Hoje, os diversos farmacos podem ser
agrupados de acordo com o seu mecanismo de agao (Ochoa & Riche, 2005).
Os principais grupos incluem os bloqueadores de canal para sodio, inibidores
de corrente de calcio, gabamiméticos, bloqueadores glutamatérgicos,

inibidores da anidrase carbdnica, hormdnios, entre outros (Ochoa & Riche,
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2005). No entanto, a eficacia clinica dos diversos medicamentos se deve,

provavelmente, a combinagéo dos diferentes mecanismos (Loscher, 1998).

A fenitoina, por exemplo, atua em canais de sodio, inibindo os disparos
neuronais de alta frequéncia. Uma vez que esse canal é ativado, a fenitoina é
capaz de manté-lo na conformacdo “inativada®, evitando disparos
subsequentes, bloqueando assim, o inicio da crise convulsiva (Lees & Jones,
2000). Outros farmacos, como a carbamazepina, valproato, lamotrigina,
oxcarbazepina, topiramato e felbamato também atuam em canais de

sodio (para reviséo ver Loscher, 1998).

Por outro lado, a potencializagdo da inibicdo gabaérgica esta envolvida na
atividade anticonvulsivante do valproato, barbituratos, benzodiazepinicos,
bem como vigabatrina, tiagabina, gabapentina, felbamato e topiramato. A
inibicdo glutamatérgica também faz parte do efeito anticonvulsivante de
alguns farmacos antigos e novos, como por exemplo, o topiramato (para

reviséo ver Loscher, 1998).

Levando em conta que a epilepsia se constitui em um processo multifatorial,
o desenvolvimento de anticonvulsivantes com diversos mecanismos de agao
apresenta vantagens comparadas aos farmacos de efeito seletivo que atuam

em apenas um canal ou neurotransmissor especifico (Loscher, 1998).

Existem trés estratégias pré-clinicas utilizadas para o desenvolvimento de

novos farmacos anticonvulsivantes (Loscher, 1998):
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1. Selecgao aleatdria de novos compostos quimicos sintetizados, os quais
fazem parte de diversas categorias estruturais com atividade
anticonvulsivante em modelos animais;

2. Variacéao estrutural de farmacos anticonvulsivantes conhecidos;

3. Desenvolvimento racional "mecanismo-relacionado", baseado no
conhecimento de eventos fisiopatoldgicos basicos envolvidos na crise

ou epilepsia.

Os modelos de epilepsia em animais experimentais ainda fazem parte dos
pré-requisitos importantes na busca pré-clinica por novos farmacos
anticonvulsivantes (Loscher, 1998; White, 2003). O efeito anticonvulsivante
de todos os farmacos de primeira geragdo, exceto os brometos e o
fenobarbital, foi primariamente determinado em modelos animais de
eletrochoque maximo ou teste de pentilenotetrazol (PTZ), demonstrando a
predicdo da atividade clinica do farmaco nesses modelos (Loscher, 1998).
Assim como os farmacos de primeira geragéo, o efeito anticonvulsivante de
novos compostos clinicamente efetivos, como o levetiracetam e remacemida,
por exemplo, foi determinado por modelos experimentais em animais,
substanciando a premissa de que a atividade clinica pode ser predita dessa

maneira (Loscher, 1998; Nehlig & Boehrer, 2003).
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1.3 Modelos Experimentais

Os modelos experimentais sdao de grande utilidade no estudo de
epileptogénese e estratégias de tratamento de crises epilépticas. Entre os
modelos experimentais mais utilizados, cabe ressaltar o eletrochoque
maximo (Loscher e cols., 1991), os modelos quimicos, incluindo o
PTZ (Velisek e cols, 1992) e a pilocarpina (Turski e cols., 1987) e os modelos
audiogénicos genéticos como o WAR — Wistar Audiogenic Rat (Doretto e
cols, 2003), GEPR — Genetically Epilepsy Prone Rat (Dailey & Jobe, 1985); e
AS — Wistar Audiogenic Sensitive Rat (Kiesmann e cols, 1988; Rigoulot e

cols., 2003).

E possivel relacionar manifestacdes epilépticas clonicas e tonicas a
diferentes substratos anatémicos (Gale, 1988; Magistris e cols., 1988). Assim,
os modelos animais podem ser classificados em modelos de prosencéfalo e
de tronco encefalico, de acordo com os substratos neurais primariamente
envolvidos (Browning & Nelson, 1986; Browning, 1987). As crises que
envolvem o prosencéfalo sao caracterizadas por espasmos clénicos,
imobilidade, abalos mioclénicos, mioclonia de face e membros anteriores,
progredindo para elevagdo do corpo e quedas (Racine, 1972; Browning,
1987). Doses baixas de agentes pro-convulsivantes como o PTZ, pilocarpina,
bicuculina e correntes de intensidade baixa de eletrochoque transcorneal sao
exemplos de modelos animais que recrutam o prosencéfalo. J4 as crises
mediadas pelo tronco encefalico envolvem convulsées ténico-clénicas que

podem ou né&o ser precedidas pela corrida em fuga (Browning e cols., 1987,
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Gale, 1988). Essas crises podem ser induzidas por correntes de intensidade
baixa ou alta de eletrochoque, eletrochoque transcorneal e frontal em altas
correntes, altas doses de PTZ e bicuculina ou estimulo sonoro apropriado em
animais audiogénicos (Browning e cols., 1985; Browning & Nelson, 1986;
Browning, 1987; Browning e cols., 1994; Doretto e cols., 2003). Tanto o
prosencéfalo quanto o tronco encefalico possuem condigdes de originar
crises convulsivas, sendo que cada um deles pode inicia-las e sustenta-las

na auséncia do outro (Browning & Nelson, 1986; Browning e cols., 1993).

Uma das limitacbes centrais dos modelos utilizados para selecao de
anticonvulsivantes € que a eficacia de um farmaco € avaliada pela sua
habilidade em limitar uma convulsdo evocada num animal normal, sendo que
as convulsbes clinicas associadas a epilepsia humana surgem
espontaneamente de um substrato do sistema nervoso central
alterado (Stables e cols., 2002). Assim, os modelos genéticos de crises
convulsivas generalizadas tém uma fungdo importante na elucidagado de
aspectos farmacoldgicos, eletrofisiologicos e neuroetolégicos de crises

generalizadas (Garcia-Cairasco e cols., 1996; Moraes e cols., 2000).

1.3.1 Crise audiogénica em WAR

Uma linhagem de ratos Wistar selecionados geneticamente, Wistar
Audiogenic Rat (WAR), com susceptibilidade epiléptica audiogénica é
estudada em nosso laboratério - Nucleo de Neurociéncia (NNC). Nesses

animais, um estimulo sonoro de alta intensidade (120 dB SPL) induz crise
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convulsiva do tipo tbnico-clénica generalizada seguida por espasmos

clénicos (Kiesmann e cols., 1988, Doretto e cols., 2003).

Os substratos neurais da crise audiogénica incluem o coliculo inferior,
camadas profundas do coliculo superior, formacao reticular, substancia negra
e substancia cinzenta periaquedutal. O coliculo inferior parece ser uma das
areas mais criticas do mesencéfalo envolvido na génese da crise (Garcia-
Cairasco e cols., 1993, 1996; Faingold, 1999; Garcia-Cairasco, 2002). As
crises audiogénicas compartilham substratos neuroanatémicos e
neuroquimicos com outros modelos de crise tdnico-clénica

generalizada (Faingold, 1999; Garcia-Cairasco, 2002).

O sistema gabaérgico tem um importante papel nas crises
audiogénicas (Doretto e cols., 1994, Faingold, 1999; Garcia-Cairasco, 2002).
Aparentemente os WARs, de maneira semelhante aos GEPERs apresentam
deficiéncia nesses mecanismos inibitorios. As anormalidades neuroquimicas
responsaveis pela susceptibilidade das crises audiogénicas também incluem
os sistemas noradrenérgicos, serotoninérgicos, opioidérgico, histaminérgico e
purinérgico (Dailey & Jobe, 1985; Faingold, 1999; Faingold & Casseber,

1999; Feng & Faingold, 2000).

Nas crises audiogénicas, a repeticdo dos estimulos sonoros de acordo com
protocolos apropriados modifica a expressao motora dessas crises para um
padrao semelhante a crises limbicas, também chamadas de crises do lobo

temporal (Vergnes e cols., 1987; Naritoku e cols., 1992; Garcia-Cairasco e
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cols., 1996; Garcia-Cairasco, 2002). Essa modificagdo na expressdo motora
ocorre devido ao recrutamento de novos substratos neurais, tais como a
amigdala, hipocampo e cortex (Garcia-Cairasco e cols., 1996; Moraes e cols.,
2000). Esse recrutamento de estruturas limbicas através de estimulagdes
repetitivas foi denominado abrasamento audiogénico (Vergnes e cols., 1987).
Se o recrutamento limbico for re-avaliado com um novo estimulo sonoro,
ap6s um intervalo de tempo sem estimulo, observa-se permanéncia da
fenomenologia da crise limbica, dependente de rearranjos na amigdala,
cortex piriforme e perirrinal (Garcia-Cairasco e cols., 1996). Esses dados
mostram interagdo e modulacdo existente entre os substratos neuronais
mesencefalicos e prosencefalicos (Garcia-Cairasco, 2002; Moraes e cols.,

2000).

Os WARs sao utilizados em estudos de mecanismos neurais epileptogénicos,
de memdria e neuroplasticidade, além da avaliacdo de farmacos, como a
dipirona e semicarbazonas (Garcia-Cairasco e cols., 1996; Doretto e cols.,

1998; Beraldo e cols., 2002; Teixeira e cols., 2003; Pimenta, 2004).

1.3.2 Modelo de PTZ

O PTZ é um derivado tetrazol com atividade convulsivante consistente em
varias espécies, como ratos, camundongos, gatos, caes e primatas, quando
administrado por via sistémica (Fisher, 1989, Sechi e cols., 1997). Esse
convulsivante é empregado como modelo quimico de crises convulsivas

agudas, comumente utilizado em estudos de epilepsia, pesquisa estrutura-
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atividade, desenhos de farmacos mecanismo-orientado e outras abordagens
envolvendo o} desenvolvimento de novos compostos
anticonvulsivantes (Loscher e cols., 1991; Isoherranen e cols., 2001; Kitano e
cols., 2005). A sua administragao repetida, em doses subconvulsivantes, em
ratos, produz sensibilizagdo ou abrasamento quimico (Giorgi e cols., 1991).
Alguns farmacos como etosuximida, trimetadiona e valproato foram

identificados com atividade anticonvulsivante nesse modelo (Léscher, 2002).

O tipo e a gravidade da crise induzida pelo PTZ estao relacionados a dose e
via de administracdo utilizada (Léscher e cols., 1991). No teste de PTZ
subcutaneo (s.c.), doses entre 80 a 100 mg/kg em camundongos e 70 a
90 mg/kg em ratos sao capazes de induzir crises clonicas generalizadas em
todos os animais do grupo. Doses maiores sdo necessarias para induzir

crises ténicas (Ldscher e cols., 1991).

Os eventos comportamentais apés a infusdo de PTZ s&o sequenciais. Apoés a
sua administragdo sistémica, i.v. ou i.p., inicialmente observa-se abalos
mioclénicos, que se tornam continuos, podendo levar a crises tonico-clénicas

generalizadas (Fisher, 1989; Browning, 1994).

As crises motoras clonicas podem ser denominadas crises minimas, e as
generalizadas tonico-clénicas, crises maximas (Velisek e cols., 1992). Em
1987, Pohl e Mares estabeleceram a seguinte escala comportamental do

modelo de PTZ:
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1. Abalos mioclénicos isolados;

2. Crises minimas atipicas (apenas poucos componentes
presentes);

3. Crises minimas (mioclonia de cabeca e membros anteriores,
com elevacgao de cauda e mastigagao eventuais);

4. Crises maximas sem o componente ténico;

5. Crises maximas ténico-clénicas.

Esses comportamentos s&o utilizados amplamente em estudos de avaliagao
de farmacos anticonvulsivantes. Swinzard, em 1989, propés um ponto de
corte — limiar para crise — como sendo o primeiro episddio de atividade
clénica generalizada de pelo menos 5 segundos (Loscher e cols., 1991).
Green e Murray, no mesmo ano, propuseram o abalo mioclénico como ponto
de corte. A escolha do abalo mioclénico, como ponto de corte, € mais
confiavel para a diferenciagcdo de diferentes classes de farmacos
anticonvulsivantes. Esses autores também sugeriram o uso da TIDy, (dose
que aumenta o limiar da crise em 20 %) para a determinagdo da poténcia
desses farmacos em ratos, mostrando resultados preditiveis com esse
parametro quando relacionado com crises em humanos — valor que se

aproxima a concentracao plasmatica de pacientes.

Considerando a relagdo entre estruturas encefalicas e geragdo de padrdes
motores, podemos localizar as bases neurais associadas a esses
comportamentos convulsivos. Ja que crises minimas nao podem ser

induzidas em animais com transec¢ao mesencefalica, sua origem pode estar
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localizada em camadas profundas no prosencéfalo (Browning, 1985;
Browning & Nelson, 1986). Estudos em felinos corroboram essa
hipétese (Magistris e cols., 1988). Por outro lado, o gerador de crises
generalizadas  ténico-clénicas pode estar localizado no tronco
encefalico (Browning, 1985; Browning & Nelson 1986; Magistris e cols.,
1988). Estudos realizados com injecéo direta de convulsivantes no tecido
encefalico mostraram baixa sensibilidade do tronco encefalico ao PTZ, com
maior ativagdo de regides da formacédo reticular mesencefalica (Faingold &
Caspary, 1987). A injecado de y-vinil-GABA, um inibidor da degradacéo de
GABA, bloqueia crises induzidas por PTZ quando injetadas na formacéao
reticular, hipotdlamo medial anterior e hipotalamo caudal (Miller e cols.,

1987).

Enfocando a sua farmacodinémica, o PTZ parece interagir com o complexo
receptor GABA-benzodiazepinico-ionéforo-cloreto (Fisher, 1989). A sua
atividade convulsivante utilizando o mecanismo via ions cloreto foi descrita
por Pellmar & Wilson em 1977 (Faingold & Caspary, 1987). Estudos
eletrofisiologicos confirmam essa hipotese, mostrando que o PTZ inibe a
corrente de ions cloreto ativados por GABA de maneira concentragao-
dependente e voltagem-independente (Huang e cols., 2001). Wash e
cols. (1999) observaram que infusdo dose unica de PTZ em ratos, promove
alteragdes transitorias nos niveis de mRNA do receptor GABAa, além de
afetar a estimulagcdo em sitios benzodiazepinicos no receptor GABAa. Alguns
estudos sugerem a contribuigdo de aminoacidos excitatorios nos efeitos

convulsivantes do PTZ, sendo que essa atividade nos receptores n-metil-d-
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aspartato (NMDA) pode estar relacionada a redugdo da neurotransmissao

gabaérgica (Sechi e cols., 1997).

Loscher e cols., em 1991, avaliaram o efeito de oito farmacos
anticonvulsivantes apds a infusdo de PTZ s.c. e i.v., delineando alguns
fatores técnicos, bioldégicos e farmacoldgicos que devem ser controlados
durante um experimento. Género, idade, dieta, temperatura e ritmo circadiano
devem ser mantidos padronizados e constantes para garantir resultados
validos. Segundo o autor, a variabilidade de resposta entre os diferentes
trabalhos, empregando um mesmo farmaco no modelo de PTZ, se deve a
esses fatores, bem como a escolha do ponto de corte, via de administracao,
farmacocinética do farmaco, dose-resposta nao linear e linhagens (Loscher e
cols., 1991). A sazonalidade também pode interferir no limiar de PTZ apesar
da padronizagdo das condi¢des ambientais em laboratorio — temperatura e
fotoperiodo. Alteragbes sazonais no campo geomagnético podem levar a
variagao na producao de melatonina pela pineal atuando como um Zeitgeber

— sincronizador sazonal (Loscher & Fiedler, 1996).

O modelo experimental de crise convulsiva utilizando dose limiar de PTZ em
cao também é bem estabelecido na literatura, sendo utilizado para avaliagéo
e selecdo de farmacos anticonvulsivantes (Sechi e cols., 1997; Loscher e

cols., 2004).
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1.4 Semicarbazonas

As semicarbazonas fazem parte de uma classe de compostos com amplo
perfil farmacoldgico; com efeitos antichagasico, anticonvulsivante, hipnético,
pesticida e herbicida (para revisdo ver Beraldo, 2004). A atividade
anticonvulsivante do grupo tem sido investigada em modelos experimentais
de epilepsia induzida por eletrochoque maximo e PTZ em ratos, mostrando-
se mais eficaz em eletrochoque maximo (Dimmock e cols., 1993; Dimmock e
Baker, 1994; Pandeya e cols., 2000). Quando utilizadas por via oral, as
semicarbazonas apresentam maior poténcia e menor neurotoxicidade. Esses
compostos, assim como muitos outros farmacos usados na clinica,
apresentam o0s requisitos  estruturais necessarios a  atividade
anticonvulsivante, mas ndo contém a funcéo dicarboximida (COM(R)CO), a
qual pode contribuir para o aparecimento de efeitos téxicos (Dimmock e cols.,
1993). A atividade anticonvulsivante ocorre devido a caracteristica
bifuncional, possuindo grupamento lipofilico (anel aromatico) e ligante de
hidrogénio (grupo terminal semicarbazona, N1-N2-C8(0O)-N3 (Dimmock e

cols., 1995).

Beraldo e colaboradores, em 2002, empregaram a estratégia host-guest,
preparando compostos de inclusdo de benzaldeido semicarbazona (BS) em
R-ciclodextrina (3-CD) e em hidroxipropil- 3 -ciclodextrina (HP-R3-CD) com o
objetivo de alterar a farmacocinética do BS. Essa estratégia melhora a
atividade anticonvulsivante do farmaco, permitindo a utilizacdo de doses

menores com menos efeitos colaterais. Esses compostos foram testados
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quanto a atividade anticonvulsivante no modelo do eletrochoque maximo e no
modelo audiogénico em ratos, observando um decréscimo significativo da
sua dose anticonvulsivante eficaz (Beraldo e cols., 2002; Teixeira e cols.,

2003).

Foram realizadas varias modificacdes estruturais na molécula do benzaldeido
semicarbazona, tais como a introdugdo do atomo bromo no seu anel
aromatico. Esta nova estrutura foi denominada 4-bromobenzaldeido
semicarbazona (BrBS) (Figura 1), escolhida como protétipo pelo "National
Institute of Health” (NIH) americano devido a sua excelente poténcia e alto
indice de protecdo no modelo de eletrochoque maximo. A sua atividade
anticonvulsivante frente a diferentes crises epilépticas e seus efeitos
adversos ainda €& assunto de investigagdo (Dimmock & Baker, 1994;

Dimmock e cols., 1995).

O composto nao apresenta propriedades pro-convulsivantes em
camundongos, bem como ndo foram observadas tolerancia e indugao
enzimatica apds sua administragcdo em ratos. Alguns testes foram realizados,
como rotarod test em camundongos e avaliagdo para ataxia, perda de
resposta de posicionamento e tdnus muscular em ratos. O BrBS apresentou
baixa  toxicidade comparado a fenitoina, carbamazepina e

valproato (Dimmock & Baker, 1994).

O mecanismo de acédo do BrBS ainda nao foi elucidado. O BrBS produziu

efeito protetor nas crises induzidas por picrotoxina e inibiu a ligacdo de
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[PH]JGABA ao receptor em 21 %, sugerindo fraca atividade farmacodinamica
gabaérgica. Porém, esse farmaco ndo promoveu inibicdo de GABA
transaminase ou alterou as concentracdes de [PHJGABA no encéfalo de rato
apos doses de 100 a 600 mg/kg. O BrBS também ndo deslocou o
[*H]flunitrazepam do seu sitio, mostrando auséncia de interacdo a receptores
benzodiazepinicos. Além do mais, esse farmaco nao foi eficaz nos modelos
de bicuculina e estriquinina. Assim, apesar de aparentemente interagir com
receptores de GABA nos canais para cloreto, o BrBS apresenta um fraco
efeito antagonista gabaérgico e parece ter assim mecanismos de agao
anticonvulsivante diferentes da maioria dos farmacos em uso

clinico (Dimmock & Baker , 1994)

A investigagao da atividade anticonvulsivante do BrBS é parte do projeto que
esta sendo desenvolvido pelo Nucleo de Neurociéncias do Instituto de
Ciéncias Biol6gicas em colaboracdo com a Profa. Dra. Heloisa Beraldo do
Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da UFMG (Beraldo

e cols., 2002).

Br.

/
/

o NH, o NH,

Figura 1 - Benzaldeido Semicarbazona e Bromo Benzaldeido Semicarbazona.
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1.5 Epilepsiaem cées

Epilepsia € a patologia neurolégica crbnica mais comum em caes, com
prevaléncia estimada entre 0,5 a 5,7 % (Shell, 1993; March, 1998; Chandler,
2006). Ha uma grande necessidade de estudos descritivos em epilepsia
canina (Berendt & Dam, 2003), pois muito do que se conhece vem de
observacdes e estudos da epilepsia no homem. Em medicina veterinaria,
existem poucos trabalhos clinicos padronizados que mostram dados
epidemioldgicos, analises descritivas e registros eletroencefalograficos em
cées. Licht e cols., em 2002, num estudo descritivo, desenvolveram um
sistema de classificacao de epilepsias para caes baseado na classificacdo da
ILAE utilizada em seres humanos. A padronizagdo dessa classificagao
permite a comparacao entre os diferentes trabalhos de epilepsia canina além
da comparacgao dos tipos de crise e sindromes epilépticas encontradas em

caes com as encontradas em humanos.

Em cées, as epilepsias ndo sio diferenciadas em sindromes, no entanto,
similarmente aos humanos, as crises sado classificadas em parciais ou
generalizadas (Berendt, 2004). As crises parciais podem ser subdivididas em
simples e complexas, dependendo do comprometimento da consciéncia. Nas
crises parciais simples, geralmente ocorrem sintomas sensoriais ou motores
sem o comprometimento da consciéncia como, por exemplo, as crises focais
faciais ou mordedura excessiva de uma determinada regido do corpo. Os
animais com crise parcial complexa apresentam comprometimento da

consciéncia acompanhado de varios disturbios motores, podendo exibir
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atividades comportamentais bizarras como “morder o ar’. Essas crises
parciais podem progredir para generalizagdo secundaria (Podell, 1996). As
crises generalizadas sao subdivididas em convulsivas e ndo-convulsivas. As
convulsivas séo caracterizadas pelo comprometimento da consciéncia
associado a sinais motores bilaterais tonico—clonicos, tonicos, mioclénicos ou
atbnicos e as nao-convulsivas sao pouco documentadas na clinica de

pequenos animais (Podell, 1996).

O fenobarbital € o farmaco de escolha para caes, devido ao seu baixo custo,
tolerdncia e boa eficacia. No entanto, alguns efeitos adversos como
sonoléncia, polifagia, polidipsia e degeneragédo hepatica dificultam o seu uso
em muitos animais. Além disso, o uso continuo leva a uma reducéao
progressiva na meia-vida de eliminagdo devido a auto-indugdo das enzimas

microssomais hepaticas (Podell, 1996).

O brometo € o segundo farmaco utilizado na epilepsia canina e € utilizado em
casos refratarios ao fenobarbital. Aproximadamente 25 % desses pacientes
tém boa resposta ao brometo de potassio. Apesar de ser um medicamento
bem tolerado pelos cées, pode levar a alguns efeitos colaterais como ataxia,
depressdo, estupor, dor muscular, alteragbes dermatologicas e
gastrointestinais (Podell, 1996). O brometo de potassio foi introduzido como
tratamento anticonvulsivante para humanos, em 1853, devido a suas
caracteristicas antiafrodisiacas, numa época em que a epilepsia era atribuida

a masturbagao. Foi amplamente utilizado por 59 anos, sendo substituido por
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outros farmacos devido a sua alta toxicidade envolvendo o sistema nervoso

central, a pele e o trato gastrointestinal (Ryan & Baumann, 1999).

Enquanto esses farmacos podem melhorar a qualidade de vida de muitos
pacientes, aproximadamente 30% nao respondem a terapia e eventualmente
morrem devido a complicagdes associadas a crises recorrentes (Dyer e Shell,

1993) ou sao eutanasiados.

Existem muitas limitacbes na selecdo de farmacos anticonvulsivantes na
medicina veterinaria. Muitos dos anticonvulsivantes disponiveis para o
homem sao inadequados para uso continuo em caes (Loscher e cols., 2004),
devido principalmente a toxicidade, tolerancia, farmacocinética inapropriada e
custo (Knowles, 1998; Podell, 1996). Assim, muitos farmacos
anticonvulsivantes licenciados para uso em seres humanos, como a
carbamazepina, oxcarbazepina, acido valproico, gapabentina, felbamato,
vigabatrina entre outras, ndo tem a mesma eficacia em caes (Berendt, 2004).
A fenitoina, por exemplo, apresentou uma eficacia menor que 2 % nos
animais estudados comparados com 48 % e 53 % nos caes submetidos ao
tratamento com fenobarbital e primidona, respectivamente. Muitos outros
medicamentos, quando usados em caes, apresentam o mesmo problema. A
meia-vida curta resulta em incapacidade de manter concentragdes séricas no
nivel terapéutico e o desenvolvimento de tolerancia metabdlica, com o seu
uso cronico, exige dose maior para manutengdo da mesma concentragéo

terapéutica (Podell, 1996; Berendt, 2004).

32



Esses fatos mostram a necessidade do desenvolvimento de novos
compostos com boa tolerancia e eficacia para o controle de crises epilépticas
em caes, uma vez que estas crises e as medica¢des usadas para controla-
las comprometem a qualidade de vida desses animais e de seus proprietarios

(Licth e cols., 2002).

1.6 Calculo alométrico

A alometria se iniciou com os trabalhos na pediatria em 1960, quando os
meédicos calculavam as dosagens de medicagdo para criangas através da

medida da superficie corporal (mg/m?) (para revisdo ver Sousa, 2006).

O calculo alométrico considera a relacdo entre as diferentes caracteristicas
dos animais relacionadas a seus tamanhos corporais. Um pequeno animal,
quando comparado com um maior, apresenta tempo total de circulacéo
menor, maior densidade de capilares por area de tecido, maior superficie de
trocas gasosas, taxa de filtracdo glomerular mais alta, mais elementos
hepaticos e maior numero de mitocdndrias e citocromos em uma &area

corporal (Sedgwick,1993).

Os principios de extrapolacdo alométrica pressupdem que a variagdo desses
parametros fisioldégicos apresente a mesma proporcionalidade da variagéo
dos parametros farmacocinéticos. Partindo dessa premissa e utilizando
dados disponiveis de uma determinada espécie em que tenham sido

efetuados estudos farmacocinéticos e farmacodindmicos ou em que existam
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doses medicamentosas estabelecidas empiricamente, pode-se determinar
doses para animais alvos a partir daquelas utilizadas em “animais

modelos” (para reviséo ver Sousa, 2006).

A taxa metabdlica basal - gasto energético minimo - € considerada o melhor
caminho para comparagao entre organismos diferentes e € a base para o
desenvolvimento da escala alométrica, uma vez que a absorgcdo, a
distribuicao e a eliminacao de todos os farmacos ocorrem em fungao da taxa

metabdlica basal (para revisdo ver Sousa, 2006).
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2.

2.1

Objetivos

Objetivo Geral

Investigar a atividade do composto Bromo Benzaldeido

Semicarbazona (BrBS) em trés modelos experimentais de epilepsia.

2.2

Objetivos Especificos

. Avaliar a eficacia anticonvulsivante do BrBS no modelo de crise

audiogénica em WARs pela determinacdo do indice de gravidade,
laténcia e porcentagem de ocorréncia da primeira corrida (C1) e do
componente ténico (CVT) nos animais que receberam diferentes
doses de BrBS;

Padronizar a metodologia para determinagdo do limiar de PTZ em
ratos Wistar utilizando a via intravenosa pela veia da cauda em ratos
nao anestesiados;

Avaliar a eficacia anticonvulsivante do BrBS no modelo de crise
induzida por PTZ em dose limiar em ratos;

Padronizar a metodologia para determinagdo do limiar de PTZ
utilizando a via intravenosa pela veia cefalica em caes nao
anestesiados;

Avaliar a eficacia anticonvulsivante do BrBS no modelo de crises

induzidas por PTZ em dose limiar em caes.
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3. Material e métodos

3.1 Animais

Foram utilizadas 44 ratas fémeas de 250 gramas da colénia WAR, criadas e
mantidas no biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG (Doretto e cols., 2003), e 49 Wistar normais
fémeas procedentes da populagéo geral do Centro de Bioterismo do Instituto
de Ciéncias Biologicas da UFMG (CEBIO). Os animais tiveram livre acesso a
agua e ragao comercial, e ciclo de claro-escuro de 14/10 horas, iniciando o

periodo de luz as 6 horas da manha.

Foram utilizados 5 (cinco) cdes machos, jovens, sem raga definida, de peso
entre 5 e 10 kg, procedentes do canil do Centro de Controle de Zoonoses da
Prefeitura de Belo Horizonte, MG e mantidos no canil experimental da Escola
de Veterinaria da UFMG durante todo o experimento, com livre acesso a
agua e ragcado comercial, com passeios diarios nas cercanias do canil. No
periodo de quarentena (30 dias) os animais foram examinados para possiveis
doengas infecto-contagiosas e patologias neurolégicas. Foram também
vacinados (Recombitek/Merial Saude Brasil), submetidos a tratamento
antiparasitario (Cardomec e Frontline Plus/Merial Saude Brasil) e exames
complementares tais como: hemograma, bioquimica serica e pesquisa para

leishmaniose. Foram mantidos no experimento, 0s animais que se
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apresentaram sadios. Ao final dos experimentos, os animais foram

eutanasiados conforme item 3.3.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFMG (CETEA) e os protocolos conduzidos de acordo com as normas éticas

estabelecidas por esse comité.

3.2 Farmacos

O PTZ (Research Biochemical International®) foi diluido em solugao de salina
0,9%. O BrBS foi sintetizado no Departamento de Quimica do Instituto de
Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Esse
composto foi preparado para administragao oral na forma de suspenséo a 4%

em carboximetilcelulose 5% (CMC).

3.3 Eutanasia

Ao término dos experimentos, os ratos foram eutanasiados por decapitagao
em guilhotina. Os cées foram submetidos a anestesia geral com tiopental
sédico (25 mg/kg; i.v.) e eutanasiados com cloreto de potassio. Os caes

foram submetidos a necrépsia para avaliagdo anatomohistopatolégica.
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3.4 Crise audiogénica em WAR
3.4.1 Estimulacado sonora e avaliagcdo comportamental das

crises

As WARs foram submetidas a avaliagdo da susceptibilidade epiléptica
audiogénica — screening — aos 70, 74 e 78 dias de idade. O estimulo sonoro
foi aplicado dentro de um cilindro de acrilico transparente de 32 cm de altura,
com base de 30 cm de didmetro, o qual ndo interfere na expressdo motora da
crise audiogénica e ao mesmo tempo facilita sua visualizacdo. Esse cilindro
de acrilico é posicionado dentro de uma camara de 45X45X40 cm cujas
paredes internas sao revestidas por material que garante isolamento
acustico. O acesso visual é possivel em toda parte frontal da camara de

estimulagao (Garcia-Cairasco & Sabbatini, 1983; Moraes, 1998).

O sistema de estimulagao sonora consiste de um amplificador de 15 watts,
IHF, um alto falante (tweeter - 4W, TLXle, 5-20 KHz) e uma fonte de
alimentacgao (12V, 3A). Nesse sistema € aplicado o sinal de uma campainha
elétrica, gravado em CD e executado por um tocador de CD. A intensidade
do estimulo é ajustada por meio do controle de volume audio, sendo que se
colocado no maximo da escala, a intensidade sonora equivale a 120 dB
SPL (Sound Pressure Level). O alto-falante, instalado no teto do cilindro de
acrilico, se conecta ao amplificador por meio de uma chave que possui a
finalidade de iniciar e interromper o som abruptamente quando assim se

desejar (Moraes, 1998).
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Cada animal foi colocado na caixa de estimulacdo e o som de intensidade
maxima foi aplicado até que o animal apresentasse convulsido ou até o tempo
maximo de 1 (um) minuto. A gravidade das crises foi avaliada pelo indice de
gravidade (IS), de acordo com a metodologia previamente descrita por
Garcia-Cairasco & Sabbatini (1983) e posteriormente aprimorada por Garcia-
Cairasco e cols. (1996). Esse indice representa uma escala linear de
gravidade gradual variando de 0 a 1 e leva em conta a sequéncia de eventos
caracteristicos das crises audiogénicas. Sdo considerados os aparecimentos
das fases procursiva e convulsiva, sendo que quanto mais grave for o
comportamento, maior sera o seu valor no indice (Garcia-Cairasco e cols,
1996). As fases procursivas consistem de episddios de corrida e pulos e
quedas atbnicas. Os valores de IS freqlentemente observados estédo

representados na tabela 1.

INDICE COMPORTAMENTO
0,00 Auséncia de qualquer comportamento convulsivo

0,11 Um episddio de corrida

0,23 Um episddio de corrida + pulos e quedas atbnicas

0,38 Dois episédios de corrida + pulos e quedas aténicas

Todos os comportamentos anteriores + convulsao ténica com

0,61 arqueamento dorsal da cabeca

Todos os comportamentos anteriores + convulsdes clénicas

0,73 e :
parciais e generalizadas

0,85 Todos os comportamentos anteriores + Espasmos clonicos

Todos os comportamentos anteriores + flexdo ventral da

0,90 cabeca

Todos os comportamentos anteriores + hiperextensao dos

0,95 X
membros anteriores

1,00 Hiperextensao de membros anteriores e posteriores

Tabela 1. Comportamentos mais freqlientemente observados nos animais submetidos a
estimulagéo sonora e seus respectivos indices de gravidade (Garcia-Cairasco e Sabbatini,
1983 e Garcia-Cairasco e cols., 1996).
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Todos os animais WARs utilizados neste trabalho apresentaram IS > 0,85 ao
inicio dos experimentos, o que significa a presenga de convulsdes tdnico-
clénicas generalizadas seguidas de espasmos clonicos nos trés testes do

screening (Doretto e cols., 1998).

3.4.2 Protocolo Experimental

Todos os experimentos foram realizados entre 16 e 20 h, para evitar
interferéncia de variacbes circadianas na resposta obtida. A sala e os
pesquisadores foram mantidos constantes durante todo o protocolo. Cada

animal foi utilizado uma unica vez.

Os animais foram divididos em 7 grupos de acordo com os tratamentos

seguintes:

1. Controle (CMC 0,5%), n=9
2. BrBS (50 mg/kg), n=5

3. BrBS (100 mg/kg), n=6

4. BrBS (150 mg/kg), n=6

5. BrBS (200 mg/kg), n=7

6. BrBS (300 mg/Kg), n=5

7. BrBS (400 mg/Kg), n=6
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Todos os animais receberam BrBS por via oral, na dose referente ao grupo,
através de uma canula de gavagem, 2 (duas) horas antes do estimulo sonoro

indutor de crise audiogénica, realizado de acordo com o item 3.4.1

Os comportamentos avaliados e quantificados foram: indice de gravidade,
laténcia e porcentagem de ocorréncia de primeira corrida (C1) e componente
ténico (CVT) e porcentagem de bloqueio do componente ténico (quando IS <

0,61).

3.4.3 Anédlise Estatistica

Os dados de IS foram expressos em mediana seguida pelos 1 ° e 3 2 quartis.
O teste de Kruskal-Wallis, post-hoc Dunn foi utilizado para comparacgdes

multiplas.

Os dados da laténcia de C1 e CVT foram expressos em média + desvio

padrdao da média (DPM), analisados por ANOVA — one way, post hoc Tukey.

Os dados de porcentagem de ocorréncia dos comportamentos C1 e CVT e
bloqueio do componente ténico foram analisados por tabela de contingéncia
(Teste exato de Fisher). A hipétese nula foi rejeitada para p < 0,05.

O programa utilizado para analise dos dados foi o Prism® verséao 4, 2003.
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3.5 Crise aguda induzida por PTZ endovenoso em ratos.

3.5.1 Protocolo experimental

Todos os experimentos foram realizados entre 11 e 16 h, para evitar
interferéncia de variagdes circadianas na resposta obtida (Loscher e cols.,
1991). A sala e os pesquisadores foram mantidos constantes durante todo o

protocolo. Cada animal foi utilizado uma unica vez.

Os animais foram previamente mantidos em uma caixa de madeira aquecida
com uma lampada incandescente, durante 5 (cinco) minutos, para promover
uma vasodilatagao periférica. Cada animal foi colocado em um contensor de
madeira para imobilizacdo e exposicdo da cauda, permitindo a identificacao
da sua veia coccigea e posterior cateterizagdo, utilizando-se um cateter
endovenoso (Angiocath 24/BD). O cateter foi fixado com esparadrapo e

mantido até o momento da infusdo de PTZ.

Os animais foram divididos em 7 (sete) grupos, de acordo com o0s

tratamentos seguintes:

1. Controle (CMC 0,5 %),n =8
2. BrBS (50 mg/kg), n =6

3. BrBS (100 mg/kg), n =8

4. BrBS (150 mg/kg), n =6

5. BrBS (200 mg/kg), n =9

6. BrBS (300 mg/Kg),n=5
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7. BrBS (400 mg/Kg),n=7

Todos os animais receberam BrBS por via oral, na dose referente ao grupo,
através de uma canula de gavagem, 2 (duas) horas antes do inicio da infusdo

de PTZ.

A solucao de PTZ (10 mg/ml em salina 0,9 %) foi infundida na veia da cauda,
utilizando-se uma bomba de infuséo (Infusion Pump 680 — Samtronic) na taxa
de 1 ml/min. Durante a infusdo os animais permaneceram com livre
movimentacdo dentro de uma caixa de acrilico de 45cm®. Esses

procedimentos foram realizados de acordo com Ldscher e cols. (1991).

Os comportamentos avaliados e selecionados como ponto de corte, foram:
abalo mioclénico, mioclonia parcial e crise generalizada ténico-clonica. A
quantidade de PTZ, em mg por kg, necessaria para indugdo desses
comportamentos, em cada animal, foi calculada e definida como limiar

convulsivo do PTZ.

A administragdo do PTZ foi interrompida no momento da crise generalizada

ténico-clénica ou até completar 5 minutos de infuséo.

3.5.2 Analise Estatistica

O delineamento inteiramente ao acaso (ANOVA - one way) foi utilizado para

comparagdes multiplas (estudo dose resposta). O contraste ortogonal (Tukey)

43



foi selecionado a partir do calculo do coeficiente de variagdo da analise de
variancia. Os dados foram expressos em média e desvio padrdao da
meédia (DPM). A hipotese nula foi rejeitada para p <0,05. O programa

utilizado para analise dos dados foi o Prism® versao 4, 2003.

3.6 Criseinduzida por PTZ endovenoso em cées

3.6.1 Protocolo experimental

Todos os experimentos foram realizados entre 10 e 15h, para evitar
interferéncia de variagdes circadianas na resposta obtida (Loscher e cols.,
1991). A sala e os pesquisadores foram mantidos constantes durante todo o

protocolo.

As doses utilizadas em caes foram determinadas por meio de calculos

alométricos, utilizando as doses definidas em ratos no protocolo anterior.

1. Controle (CMC 0,5 %),n=5
2. BrBS (50 mg/kg), n=5

3. BrBS (100 mg/kg), n =5

4. BrBS (150 mg/kg), n=5

5. BrBS (200 mg/kg), n = 5
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Todos os procedimentos experimentais foram realizados nos animais
contidos fisicamente, sem qualquer contengcdo quimica. Para a determinacéao
da eficacia anticonvulsivante aguda da BrBS foram selecionados 05 (cinco)

animais distribuidos de maneira cruzada 5X5 da seguinte maneira :

Delineamento experimental

Cées
Dia 1 2 3 4 5
1 50 100 150 200 0
2 100 150 200 0 50
3 200 0 50 100 150
4 0 50 100 150 200
5 150 200 0 50 100

O BrBS foi administrado por via oral 2 (duas) horas antes da determinagéo do
limiar convulsivo. Para determinagao do limiar convulsivo do PTZ, os caes
foram canulados com cateter (BD/Angiocath 24G) na veia cefélica e
infundidos via i.v. com uma solugéo a 3 % de PTZ em salina 0,9 % numa taxa
de 3 ml/min, utilizando-se uma bomba de infusdo (Infusion Pump 680 —
Samtronic). A administragdo do PTZ foi interrompida no momento do
primeiro abalo mioclonico. As quantidades de PTZ, em mg por kg,
necessarias para inducao de crise mioclonica parcial e abalo mioclénico em
cada animal, foram calculadas e definidas como limiar convulsivo do PTZ

para cada comportamento. Esse procedimento foi realizado 5 (cinco) vezes
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em cada animal, em intervalos de sete dias para nao produzir o abrasamento

quimico. Todo o procedimento foi filmado em fita mini-DV.

Os parametros temperatura, frequéncias cardiaca e respiratoria foram
aferidos antes e apds o término do protocolo da infusdo de PTZ em cada
animal. Todos os animais foram pesados imediatamente antes de cada
experimento. Foram coletadas amostras de sangue para analise de
hemograma e bioquimica sérica, antes e depois de todo o experimento. O
hemograma reflete o quadro eritrocitario e leucocitario dos animais. O perfil
bioquimico sérico oferece informagao especifica a respeito da distribuicdo e
da atividade do disturbio hepatobiliar bem como uma estimativa do grau de
comprometimento funcional com possiveis alteragées na excre¢cado de drogas

(Nelson & Couto, 1992).

Ao término da infusdo de PTZ, apds o primeiro abalo mioclénico, cada
animal recebeu diazepam injetavel (Valium), 1 mg/kg; i.v., oxigénio e
fluidoterapia (salina 0,9%). Quando necessario, o animal era induzido, por
meio de mascara, e mantido sob anestesia geral inalatéria com isoflurano
para bloquear a crise convulsiva. Todos os animais recuperaram os padrdes
clinicos no mesmo dia da infusdo de PTZ e, assim, retornaram para o canil
experimental com livre acesso a agua e ragdo. Esses cuidados permitiram a
sobrevivéncia de todos os cées apos a infusdo do convulsivante e a utilizagcao

desses animais por cinco vezes cada.
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3.6.2 Histopatologia

Apods a eutanasia, foram coletados fragmentos do figado e de todo o encéfalo
dos animais, incluindo o cortex frontal, parietal, occiptal e temporal,
hipocampo, amigdala e cerebelo. As amostras foram fixadas em formalina
10 % em tampédo fosfato, processadas e incluidas segundo as técnicas
rotineiras de inclusdo em parafina. Secgdes de 5 uym foram coradas pela
técnica de HE e avaliadas sob microscopia optica para analise morfologica.
Esses procedimentos foram realizados no laboratério de patologia da Escola

de Veterinaria do DCCV-UFMG.

3.6.3 Analise Estatistica

Os dados paramétricos foram expressos em média e desvio padrdo da
média (DPM). Os parametros frequéncia cardiaca, respiratoria e temperatura
antes e depois de cada experimento e os parametros de hemograma e
bioquimica sérica antes e depois de todo o protocolo foram analisados pelo
test t de Student. O peso e as diferengas dos limiares entre os caes e dos
limiares entre os dias apresentaram distribuicdo gaussiana, assim foram
avaliados por analise de variancia (Quadrado Latino), seguido por post hoc
Tukey. O programa utilizado para analise dos dados paramétricos foi o

Prism® versao 4, 2003.

Os dados néo paramétricos foram expressos por mediana seguida pelos 1° e

3° quartis. A escolha do teste ndo paramétrico partiu do principio de que os
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grupos nao apresentaram distribuicdo normal (Triola, 1999). A diferenca dos
limiares entre as doses foi analisada pelo teste de Friedman. O programa
utilizado para analise dos dados paramétricos foi o MINITAB® versédo 13.20,

2000. A hipbtese nula foi rejeitada para p < 0,05.
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4. Resultados

4.1 Crise audiogénicaem WAR

As figuras 2 e 3 mostram os resultados do BrBS no modelo de crise
audiogénica em WAR. No grupo controle, todos os animais tratados com
CMC 0,5 % apresentaram os comportamentos primeira corrida (C1) e crise
convulsiva ténica-clénica (CVT). Nesse grupo, as laténcias para os
comportamentos C1 e CVT foram 3,1+12s e 216+£157s,
respectivamente. O valor da mediana seguido do primeiro e terceiro quartis

para o indice de gravidade (IS) foi 0,90 + 0,85/0,95.

Nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg n&o houve diferengas na porcentagem de
ocorréncia e na laténcia para o comportamento C1 em relacdo ao controle.
No entanto, a porcentagem de animais que apresentou o comportamento
CVT diminuiu 50 % nas doses de 100 e 150 mg/kg em relacdo ao
controle (p <0,05). A laténcia para CVT so foi maior na dose de
150 mg/kg (48,0 £ 7,1 vs 21,6 + 15,7; p <0,05). O IS foi similar ao controle

nas doses 50, 100 e 150 mg/kg.

Nas doses de 200 mg/kg foi observado diminuicdo da porcentagem de
animais que apresentaram C1 em 43% (p < 0,05), acompanhado do aumento
da sua laténcia em relagao ao controle (25+13 vs 3,1+1,2s;p<0,05). O

comportamento de CVT diminuiu em 72% (p < 0,005) em relagéo ao controle.
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A crise tonico-clénica foi observada somente em dois animais do grupo;
assim nao foi possivel avaliar a sua laténcia nesse grupo. O IS, expresso em
mediana seguido do primeiro e terceiro quartis, para a dose de 200 mg/kg, foi

menor que o controle (0 + 0/0,85 vs 0,90 + 0,85/0,95 , p<0,05).

Na dose de 300 mg/kg somente dois animais apresentaram o comportamento
C1. A crise tdnico-clnica foi observada somente em um animal do grupo. O
IS foi menor  em relagio ao  controle (0 + 0/0, 38 vs

0,90 + 0,85/0,95; p < 0,01).

Na dose de 400 mg/kg nenhum animal apresentou C1 e CVT. O IS foi menor
comparado ao controle (0 +£0/0 vs 0,90 £ 0,85/0,95, p<0,001), com a
auséncia completa de qualquer comportamento convulsivo em todos os

animais.
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Figura 2. Efeito de dose unica de BrBS ou CMC 0,5% (controle) no comportamento de C1 (a e

b) e CVT (c e d). O estimulo acustico foi realizado duas horas apds a administragdo do BrBS ou
CMC 0,5% via gavagem. A porcentagem de ocorréncia do comportamento foi analisada por tabela de
contingéncia — teste exato de Fisher. a — * 200 e 300 vs controle (p <0,05); *** 400 vs controle
(p <0,0001); ¢ — *100 e 150 vs controle (p < 0,05); **200 e 300 vs controle (p < 0,005); *** 400 vs
controle (p <0,0001). Os dados da laténcia sao expressos como média + desvio padrao da
média (DPM), analisados por ANOVA, post hoc, Tukey. O niumero de animais que apresentaram o
comportamento sobre o numero total de animais utilizados foi especificado em cada grupo. b —* 200
vs controle (25 + 13 vs 3,1+ 1,2 s; p <0,05); d —*150 vs controle (48,0 £ 7,1 vs 21,6 £ 15,7; p <0,05).
ND: ndo determinado
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Figura 3. Efeito de dose unica de BrBS ou CMC 0,5% (controle) no indice de gravidade e bloqueio

do componente tonico (IS < 0,61) para crise audiogénica em WAR. O estimulo acustico foi realizado
duas horas ap6és a administracéo do BrBS ou CMC 0,5% via gavagem. Os dados do IS sdo expressos
como mediana seguidos dos 12¢ 32 quartis. Analise estatistica — Kruskal-Wallis, post-hoc, Dunn
a—-*200 vs controle (0+0/0,85 vs 0,90+0,85/0,95 ,p<0,05); 300 vs controle
(0,90 + 0,85/0,95; p < 0,01); **400 vs controle (0 £ 0/0 vs 0,90 £ 0,85/0,95, p < 0,001). O bloqueio do
componente ténico foi analisado por tabela de contingéncia — Teste exato de Fisher.

b-*100 e 150 vs controle (p<0,05); **200 e 300 vs controle (p < 0,005); *** 400 vs controle
(p <0,0001).
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4.2 Criseinduzida por PTZ endovenoso em ratos

Os dados do limiar para abalo, mioclonia parcial e crise generalizada tonico-
clénica apds a infusao continua de PTZ estédo representados na figura 4. No
grupo controle, tratado com CMC 0,5%, as laténcias para os
comportamentos  foram: abalo  mioclonico (20,50 £ 3,12), mioclonia

parcial (25,67 £ 4,34) e crise generalizada ténico-clonica (57,51 £ 10,59).

Para o comportamento abalo mioclénico foi observado diferenca entre as
doses: controle vs 150 (20,50 + 3,12 vs 26,49 £ 3,05; p < 0,05); controle vs
200 (20,50 £ 3,12 vs 31,88 +7,19; p<0,001) e 200 vs 400 (31,88 £ 7,19 vs

24,64 £ 4,23; p < 0,05).

Para o comportamento mioclonia parcial observamos diferengca entre as
doses: controle vs 200 (25,67 £4,34 vs 36,11 +7,82; p<0,01), 50 vs

200 (25,91 £ 3,51 vs 36,11 £ 7,82; p < 0,05).

Para o comportamento crise generalizada tonico-clénica observamos
diferenga entre as doses: controle vs 200 mg/kg (57,51 £10,59 vs
84,86 £ 9,39; p<0,001), 50 vs 200 mg/kg (58,32 + 8,17 vs 84,86 + 9,39;
p <0,001), 100 vs 200 mg/kg (66,17 + 17,54 vs 84,86 + 9,39; p <0,001) e

200 vs 400 mg/kg (84,86 + 9,39 vs 66,21 + 12,87; p < 0,05).

A curva dose resposta encontrada nos trés graficos apresenta um modelo de

regressao quadratica. No entanto, ndo observamos efeito pro-convulsivante
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do BrBS, isto €, ndo ocorreu diminuigao do limiar de PTZ em nenhuma dose

em relagcao ao controle.
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Figura 4. Efeito de dose unica de BrBS ou CMC 0,5% (controle) no limiar de
Pentilenotetrazol (PTZ) para crises convulsivas em ratos Wistar. O limiar foi calculado duas horas apés
a administracdo do BrBS ou CMC 0,5% via gavagem. Os dados foram expressos como meédia + DPM.
Desenho experimental utilizado — ANOVA- One Way, post-hoc, Tukey. a —*controle vs 150 e
200 (p<0,05); #200 vs 400 mg/kg (p<0,05); b —*controle e 50 vs 200 mg/kg (p<0,05); ¢ —*controle, 50 e
100 vs 200 mg/kg (p < 0,001); #200 vs 400 mg/kg (p<0,05).
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4.3 Criseinduzida por PTZ endovenoso em cées

A figura 5 mostra os resultados do peso, da temperatura e das frequéncias
cardiaca e respiratéria. Os pesos dos animais mantiveram-se constantes
durante todo o experimento (tabela 6, em anexo). Os parametros da
temperatura e das frequéncias cardiaca e respiratéria foram similares antes e

depois de cada protocolo (tabela 7, 8 e 9, em anexo).
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Figura 5. Pesos, temperaturas, freqliéncias cardiaca e respiratéria dos caes utilizados

como animais experimentais para indugdo de PTZ. o antes; mdepois do experimento. O peso
foi avaliado no modelo Quadrado Latino e os demais paradmetros por teste t Student pareado;
p < 0,05.
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Os eritrogramas e leucogramas realizados de amostras sanguineas coletadas

antes e depois do experimento estao representados nas tabelas 2 e 3.

Antes Depois
Valores de
Pardmetros Caes Referéncia
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Volume
Globular (%) 42 50 47 40 38 40 40 46 42 38 37,0-550
Hemoglobina
(g/dL) 136 16,5 153 128 121 12,7 129 149 135 122 12,0-18,0
Hemaécias
(x10° céls/ 59 72 73 57 52 58 57 7 58 54 55-8,5
VCM (fL) 71 692 645 703 728 704 704 656 725 704 60,0-77,0
CHCM (g/dL) 32,7 33 326 32 318 318 323 324 321 321 32,0-36,0
HCM (pg) 232 229 21 225 232 219 226 212 234 225 195-245
RDW (%) - - 142 152 12,8 14,2 148 14 142 13,3 0
Plaquetas
(x10° céls/ 515 342 176 285 187 547 352 280 195 373 175 - 500
Tabela 2. Eritrograma dos cédes utilizados como animais experimentais para indugao

de PTZ antes e depois do experimento. Os parametros antes e depois foram avaliados por
teste t student pareado; p < 0,05.

Antes Depois
Valores de
Parametros Caes Referéncia
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Bastonetes 0 0 - 0 - 0 0 0 0 0 0-300
3000-
Segmentados 4056 7750 - 5900 - 3274 4284 9088 5700 6058 11500
Eosindéfilos 4784 750 - 1600 - 1733 1037 1408 950 1580 100-1250
Basoéfilos 0 0 - 0 - 0 0 0 0 0 raros
Linfécitos 832 3125 - 2400 - 834 760 1408 2185 439 1000-4800
Monécitos 728 875 - 100 - 1220 829 1024 665 702 150-1350
Leucocitos 6000-
totais 10400 12500 9420 10000 8640 6420 6910 12800 9500 8780 17000
Tabela 3. Leucograma dos cées utilizados como animais experimentais para inducéo

de PTZ antes e depois do experimento. Os parametros antes e depois foram avaliados por
teste t Student pareado; p < 0,05.
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Os parametros hepaticos e renais estdo representados nas tabelas 4 e 5. O
animal 1 apresentou aumento de uréia apds o experimento. Apenas o animal
4 apresentou alteracdes nos valores de creatinina e uréia séricas. O animal 1
apresentou aumento de AST antes do experimento € 0 animal 2 e 5 apds o

término do experimento.

Antes Depois
Valores de
Parédmetros Caes Referéncia
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Uréia 30,0 350 52,0 97,0 36,0 73,0 40,0 32,0 76,0 48,0 20-56
Creatinina o4 08 06 18 07 08 09 09 09 08 0,5-1,5
Tabela 4. Perfil Renal dos cées utilizados como animais experimentais para indugéo de

PTZ antes e depois do experimento. Uréia e creatinina em mg/dL. Os pardmetros foram
avaliados por teste t Student pareado; p < 0,05.

Antes | Depois
Valores de
Parametros Caes Referéncia
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Albumina 34 32 38 33 30 33 33 38 37 34 2,3-3,1
Globulina 25 29 29 43 22 26 25 21 24 23 2,7-4,4

Albumina/globulina 14 11 13 08 14 13 13 18 15 15 0,6-1,1
Fosfatase alcalina 23,0 87,0 23,0 20 42,0 220 56,0 250 220 390 20-156

Proteinas totais 59 61 67 76 52 59 58 59 61 57 5,4-7,5

ALT 67,0 48,0 60,0 64,0 63,0 79,0 67,0 53,0 62,0 81,0 10-109

AST 81,0 490 540 520 61,0 630 81,0 50,0 68,0 71,0 23-66
Tabela 5. Perfil hepatico dos caes utilizados como animais experimentais para indugéo

de PTZ antes e depois do experimento. Os parametros foram avaliados por teste t student
pareado; p <0,05. Albumina —g/dL, globulina—g/dL, fosfatase alcalina- U/L, proteinas
totais - /dL, TGP - U/L e AST — U/L.
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A figura 6 representa os dados do limiar de PTZ para a mioclonia parcial e
generalizada. Os limiares de PTZ no grupo controle (CMC 0,5 %) foram:
mioclonia parcial (28,5 + 20,5/31,4) e abalo mioclénico
generalizado (29,7 + 28,9/31,7). Nao houve diferenca entre os limiares de
PTZ para as doses de BrBS (50, 100, 150 e 200 mg/kg) comparados ao
controle em todos os comportamentos avaliados. Os dados estdo nas tabelas

10 e 11 em anexo.
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Mioclonia parcial

Abalo mioclénico generalizado
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Figura 6. Efeito de dose unica de BrBS ou CMC 0,5% (controle) no limiar de PTZ para

mioclonia parcial e abalo mioclénico generalizado em caes. O limiar foi calculado duas horas
apos a administragao do BrBS ou CMC 0,5% via oral. Os dados foram expressos como
mediana + 1° e 3° quartis de um grupo de cinco caes. Dados analisados pelo teste de
Friedman. p < 0,05.
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A figura 7 mostra os resultados do limiar de PTZ entre os caes e entre os
dias. O limiar de PTZ observado em todos os animais permaneceu constante
durante todos o0s cinco dias experimentais para mioclonia parcial:
1° dia (28,21 £ 9,41) vs 2°dia (32,52 +8,09) vs 3°dia (28,36 +8,79) vs
4° dia (26,86 =+ 7,74) vs 5° dia (29,46 £ 7,44). No entanto, houve diferenga
entre os animais. Destarte, podemos separar os animais em dois grupos
distintos de resposta ao PTZ. Os caes 1 (36,09 £ 4,84), 2 (33,70 +4,01) e
3 (34,47 £ 2,75) apresentaram limiar maior que os caes 4 (19,10 + 2,56) e

5 (22,85 £ 5,67), considerando p < 0,01.
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Figura 7. Limiar de PTZ para mioclonia parcial, considerando os diferentes animais e

os diferentes dias de experimento. Os dados foram expressos como média + DPM de um
grupo de cinco caes. Desenho experimental utilizado — Quadrado Latino seguido do post-
hoc, Tukey. P <0,05.A-*cdes 1,2e3vs4e5(p<0,01).
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Ao realizar a necropsia, foi observado que os animais 1, 2, 3 e 5 nao
apresentavam nenhuma alteracdo anatomopatolégica, além de mucosas
ciandticas e esplenomegalia congestiva devido aos farmacos utilizados para
eutanasia: tiopental sédico e cloreto de potassio. Além dessas alteracdes, o
animal 4 apresentou linfoadenomegalia discreta, intensa quantidade de
calculo dentario nos molares, areas multifocais de pneumonia em fase de
consolidacédo nos lobos pulmonares cranial esquerdo e caudal direito e area

focal de infarto agudo no rim direito.

A andlise morfolégica, o animal 5 apresentou meningoencefalite
linfoplasmocitaria moderada (fig. 8), caracterizada por infiltrado inflamatoério
linfohistiocitario e especialmente plasmocitario, focalmente extenso, que se
estendia do cortex frontal direito até o cerebelo. Nos nucleos da base, esse
infiltrado se difunde por um segmento do neurdpilo promovendo areas de

desmielinizagdo associado a manguitos multifocais e congestdo moderada.

A andlise morfolégica do figado observou-se degeneracdo hidrépica
difusa (fig. 9) em todos os animais, que variou de discreta a acentuada. Além
da degeneracgao hidropica, foi observada no animal 1 discreta retengdo de

pigmentos biliares.
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Figura 8. Fotomicrografia de cérebro (nucleos da base) do animal 5. Meningoencefalite
linfoplasmocitaria. HE. 400X

Figura9. Fotomicrografia de figado (regido porta). Degeneragéo hidropica moderada a
acentuada difusa. HE. 400X
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5. Discussao

5.1 Crise audiogénica em WAR

Foi observado o efeito supressor do BrBS na crise audiogénica em fémeas
WARs. Esse farmaco foi eficaz tanto na inibicdo de C1 e CVT, como também

no aumento da laténcia para esses comportamentos.

Doses de 50 a 100 mg/kg de BrBS n&o foram suficientes para alterar o IS e a
laténcia de C1. Entretanto, na dose de 100 mg/kg, quando foi modificado o
critério de avaliagcdo para porcentagem de ocorréncia do componente ténico
foi observado efeito do farmaco com diminuigdo no numero de animais que
apresentaram CVT. Esse resultado manteve-se em doses maiores. Isso
mostra a necessidade de avaliar mais de um parametro na crise audiogénica,
permitindo a comparacdo e complementagcdo dos dados na avaliagao final,

pois a observacao de poucas variaveis poderia ocultar dados relevantes.

ApoOs a administragdo de BrBS, apesar da ocorréncia de C1 em alguns
animais, houve aumento da laténcia ou bloqueio de CVT. Esse padrao de
resposta, possivelmente reflete o mecanismo de ag¢do do BrBS nos
substratos envolvidos na propagagao e generalizagao da crise audiogénica. A
rede neuronal das crises audiogénicas € iniciada no coliculo inferior,
progredindo para camadas profundas do coliculo superior, formagao reticular

pontina e sustancia cinzenta periaquedutal (Faingold, 2004). Segundo
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Faingold (1999) o coliculo inferior e camadas profundas do coliculo superior
sdo areas criticas para o inicio da crise audiogénica e comportamento de C1,
enquanto que areas do nucleo reticular pontino e substancia periaquedutal

sao cruciais para a fase ténico-clénica.

Para bloquear essa crise, alguns farmacos atuam inibindo disparos neuronais
no coliculo inferior ou em outros substratos envolvidos na crise. Entretanto,
alguns compostos, como o MK-801 - antagonista de receptores NMDA - ndo
atuam em nenhum desses substratos apesar de inibir a crise audiogénica. O
MK-801 aumenta os disparos de neurdnios da substancia negra, promovendo
um efeito indireto via desinibicdo, alterando a modulacdo da crise (para

revisao ver Faingold, 2004).

O BrBS poderia atuar no recrutamento dessas areas mesencefalicas, como
também na conex&o nigro-collicular, envolvida na modulagdo da crise

audiogénica (Browning, 1985; Gale, 1988; Garcia-Cairasco, 2002).

A diminuicdo da inibicdo mediada por receptores GABA,, originada de
interneurdnios intrinsecos e projegdes gabaérgicas extrinsecas do coliculo
inferior esta envolvida na génese da crise audiogénica (para revisdo ver
Faingold, 2004). Microinjec&o bilateral de antagonistas de receptores NMDA
no coliculo inferior também bloqueia crises, sugerindo outro mecanismo
neuroquimico importante para o inicio da crise (Faingold e cols., 1992). Da
mesma maneira que o coliculo inferior € mais sensivel aos inibidores de

receptores NMDA, o coliculo superior o é aos agonistas noradrenérgicos
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comparado ao coliculo inferior e formac&o reticular pontina (Faingold &

Casseber, 1999).

Como vimos, os sistemas glutamatérgicos bem como gabaérgicos tém um
importante papel na etiopatogenia das crises audiogénicas (Faingold e
cols.,1992; Garcia-cairasco, 2002). Dimmock e Baker, em 1994, avaliaram a
atividade do BrBS no sistema gabaérgico e observaram que as
concentracdes de GABA ou GABA-T encefélicas ndo sofrem alteracao apos
doses de 100 a 600 mg/kg de BrBS em ratos. No entanto, o BrBS foi capaz
de inibir a ligagéo de [PH]GABA ao receptor associado a canais de cloreto em
21 %. Esses autores também observaram efeito inibitério na recaptacédo de
adenosina e auséncia de deslocamento de [*H]flunitrazepam em sitios
benzodiazepinicos. A incapacidade do BrBS em inibir crises de bicuculina e

estriquinina também indica pouco ou fraco efeito gabaérgico.

Outros neurotransmissores também estdo envolvidos na crise aguda, como
noradrenalina, serotonina, e histamina. (Dailey & Jobe, 1985; Faingold, 1999;
Faingold & Casseber, 1999; Feng & Faingold, 2000). Assim, pode-se inferir
possiveis interferéncias do BrBS nesses diferentes sistemas, apesar de nao
se conhecer as suas atividades na liberagdo desses neurotransmissores

encefalicos.
De maneira semelhante ao BrBS, farmacos validados na clinica, como a

fenitoina e carbamazepina sao eficazes na inibigdo do componente ténico em

modelos genéticos de crise audiogénica (Dailey & Jobe, 1985; Gower, 1995;
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Moraes e cols., 2005). Entretanto, os diferentes componentes observados na
crise respondem diferentemente a esses farmacos. Os GEPR-9, que
apresentam crises tdnicas semelhantes ao IS =1 dos WARs, tém maior
sensibilidade a farmacos como a fenitoina e carbamazepina comparado ao
GEPR-3 que apresentam crise mioclénicas. Esse padrdo de resposta pode
refletir o mecanismo anticonvulsivante desses farmacos. Ambas fenitoina e
carbamazepina suprimem disparos neuronais repetitivos sem influenciar a
inibicdo gabaérgica. O efeito anticonvulsivante também pode estar
relacionado a outros mecanismos de agao como, por exemplo, a alteracéo de
neurotransmissores encefalicos (Dailey & Jobe, 1985). Considerando que o
padrao de resposta anticonvulsivante da fenitoina e carbamazepina em
GEPR se assemelha aos antidepressivos triciclicos, a serotonina parece
contribuir para o mecanismo de acdo desses farmacos no modelo
audiogénico (Dailey e Jobe, 1985; Graumlich e cols., 1999). Além disso, os
GEPR-9 exibem aumentos maiores na serotonina extracelular encefalica em
resposta a menores doses de carbamazepina (Dailey e cols., 1997;

Graumlich e cols., 1999).

As crises audiogénicas também sao sensiveis a farmacos como
benzodiazepinicos, topiramato e levetiracetam, como mostrado em animais
audiogénicos da linhagem Wistar AS (Gower e cols., 1995; Rigoulot e cols.,
2003). Esses animais também foram uteis na avaliacdo da remacemida,
farmaco que bloqueia receptores NMDA e inativa canais para sodio voltagem

dependente. Esse mesmo farmaco, remacemida, foi ineficaz em crises
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induzidas por antagonistas gabaérgicos como o PTZ, bicuculina e picrotoxina

(para reviséo ver Nehlig & Boehrer, 2003).

Em relagdo ao género, Doretto e cols. (2003) analisaram o tempo de laténcia
de C1 e IS em varias geragdes de animais da colbénia WAR. As diferencas
entre 0s sexos para esses parametros ndo foram significativas. No entanto,
em GEPRs, as fémeas apresentam menor laténcia de tempo de C1 e CVT e
maior IS comparadas aos machos (Mishra e cols., 1988). Da mesma
maneira, Maguire e cols, em 2005, observaram variagdo da excitabilidade
neuronal em diferentes fases do ciclo estral, com maior inibicdo tdnica

mediada pelo receptor & GABAa na fase lutea.

5.2 Criseinduzida por PTZ endovenoso em ratos

O BrBS aumentou a laténcia de maneira moderada nos trés diferentes tipos
de comportamento - abalo mioclénico, mioclonia parcial e ténico-clénica. O
padrdo da curva de resposta segue o modelo de regressao quadratica, isto &,

apresenta efeito apenas em doses intermediarias.

O padrdao de curva quadratica observado no BrBS se assemelha aos
resultados encontrados por Loéscher e cols. (1991) para fenitoina,
carbamazepina e primidona no comportamento de mioclonia. Essa
caracteristica permitiu a diferenciacdo entre esses farmacos e outros como o
fenobarbital, valproato e etosuximida. Além disso, foi observado dissociagao

do comportamento de mioclonias generalizadas e perda do reflexo de
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posicionamento para fenitoina, carbamazepina e primidona (Loscher e

cols.,1991).

O modelo de curva encontrado nesse protocolo pode ser consequéncia da
interacdo do BrBS e do PTZ, tanto do ponto de vista farmacodindmico como
farmacocinético. A ligagdo de farmacos as proteinas plasmaticas pode ser
um mecanismo farmacocinético envolvido nesse padrdo de resposta.
Moléculas que se ligam em porcentagem elevada a proteinas plasmaticas
podem competir com outros compostos que também se ligam fortemente as
proteinas (Rang e cols., 2001). Maiores concentracbes de BrBS poderia
reduzir a ligagcdo de PTZ as proteinas plasmaticas, aumentando a sua
quantidade livre, com consequiente aumento de PTZ disponivel no sitio de

acao.

Dimmock & Baker (1994), ao avaliar o efeito anticonvulsivante do BrBS em
camundongos apd6és PTZ s.c.,, observou efeito anticonvulsivante
aproximadamente duas vezes maior que o valproato (215 mg/kg vs
371 mg/kg; 2.56 vs 6,62 ; EDsp; slope). No entanto, esses autores nao
observaram atividade anticonvulsivante em ratos, em doses abaixo de
250 mg/Kg. Esse efeito, também nao ocorreu apos administragdo de fenitoina
e carbamazepina. Esses autores também avaliaram o efeito de BrBS, apos
PTZ, i.v., em camundongos, observando aumento do limiar para crises
clénicas (220 mg/Kg), sem produzir efeitos pro-convulsivantes em doses

altas.
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Ao contrario dos achados de Dimmock & Baker (1994), o BrBS aumentou o
limiar de PTZ, i.v., em ratos, para os trés comportamentos avaliados — abalo,
mioclonia parcial e tdnico-clénica, na dose 200 mg/kg. As espécies utilizadas
— camundongo e rato — ou a via de administracédo — i.v e s.c. — podem
explicar essas diferengcas encontradas na resposta do BrBS no modelo de

PTZ.

A infusdo i.v., por ser continua, permite a observacdo dos diferentes
componentes clénico e tonico, parcial e generalizado em um mesmo
animal (Loéscher e cols., 1991). Esse tipo de infusdo do PTZ i.v. permitiu a
avaliacdo do efeito do BrBS em diferentes tipos de comportamento
convulsivo utilizando um menor numero de animais. Além disso, considerar
varios tipos de comportamento, ao invés de apenas um ponto de corte

especifico, facilita a comparagao do BrBS com outros farmacos.

A avaliagdo de cada comportamento nos revela um processo especifico de
propagacéo e inibicdo da crise convulsiva induzida pelo PTZ (Browning &
Nelson, 1986; Gale, 1988). A interferéncia do BrBS no limiar para abalo e
crises parciais reflete atividade no inicio da crise convulsiva, em areas
prosencefalicas. Por outro lado, a inibicdo da crise generalizada ténico-
clénica induzida por PTZ sugere que o BrBS inibe a propagacéo e
generalizagdo da crise, atuando em areas do tronco encefalico. Segundo
Meldrum (1988), a expressao sequencial do componente ténico relaciona-se

a eventos progressivos em grupos neuronais do tronco encefalico.

72



O PTZ tem mostrado ser um modelo preditivo da eficacia clinica de farmacos
contra crises parciais, generalizadas de auséncia, mioclénicas e tdnico-
clénicas (Kitano e cols., 2005). Sabemos que compostos que suprimem a
condutancia do Ca** através de canais tipo T de baixo limiar (trimetadiona,
etosuximida ou acido valproéico) e os que aumentam a condutancia do cloreto,
mediado pelo receptor GABAa (benzodiazepinicos) s&o efetivos nesse
modelo (Rho & Sankar, 1999). Entretanto, farmacos ineficazes em crise de
auséncia (fenitoina, carbamazepina e primidona) apresentam resultados
controversos em relagao a sua eficacia em crises induzidas por PTZ s.c ou
i.v.. Farmacos como a gabapentina, que ndo atuam em crises de auséncia,
bloqueiam crises induzidas por PTZ. Esse modelo também foi eficaz na
identificacdo de farmacos que inibem crises mioclénicas, como o fenobarbital,
mas apresenta resultados contraditorios na avaliagdo de outros farmacos
com mecanismos similares, como vigabatrina e progabide (para revisao ver

Loscher e cols., 1991).

Essas colocagbes mostram a existéncia de grande variabilidade na resposta
de um mesmo farmaco testado no modelo de PTZ. Essa variabilidade deve-
se, em grande parte, as diferengas nas espécies, linhagem, género,
temperatura ambiente, dieta, ritmo circadiano, sazonal e/ou hormonal durante
a avaliagdo laboratorial do farmaco anticonvulsivante (Loscher e cols., 1991),
critérios esses, que foram respeitados e mantidos constantes durante o

nosso protocolo.
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5.3 Criseinduzida por PTZ em caes

Neste experimento, observou-se a presencga de crises clonicas parciais em
todos os animais ap6s a infusdo de PTZ i.v. Alguns desses apresentaram
crises tbnico-clébnicas mesmo apos a interrupgao do PTZ. Da mesma maneira
Sechi e cols., em 1997, observaram crises clénicas que progrediam para
ténico-clonicas, em cées, apos PTZ dose unica (200-300 mg/kg ;i.v.).
Adicionalmente, esses autores avaliaram 0s parametros
eletroencefalograficos, encontrando picos isolados bilaterais nos primeiros
30 s, seguidos de polipontas, mais prolongadas durante as crises clonicas,
separados por periodos variaveis de supressao eleroencefalografica. Durante
as crises tbénico-clonicas, foram observadas repetidas descargas de picos

paroxisticas generalizadas, de 50 a 60 s.

Sechi e cols, em 1997, ainda observaram hipéxia e aumento de temperatura
aos 10 e 30 minutos apés o PTZ. Ao contrario desses autores, no nosso
estudo, nao foi encontrado variagao na temperatura apds 30 min da infusédo
de PTZ i.v. Esse tempo de recuperacdo — 30 min — foi suficiente para a
estabilizacdo tanto da temperatura como da frequéncia cardiaca nos caes
experimentais. Devemos considerar que neste trabalho, foi realizada a
interrupcdo da crise com diazepam, i.v., no momento do primeiro abalo
mioclénico. Essa variavel pode ser responsavel pela boa recuperacao dos
animais no nosso experimento. As frequéncias respiratérias mantiveram-se
elevadas em relagdo aos niveis normais. Essa alteragéo foi observada antes

e depois do protocolo de infusdo.

74



Podemos observar no limiar de PTZ dos caes nos diferentes dias que o uso
repetido do mesmo animal 5 (cinco) vezes com intervalos de 1 (uma) semana
para infusdo dessa droga via i.v., ndo promoveu abrasamento quimico.
Léscher e cols. (2004) também utilizaram o mesmo animal em varias infusées
de PTZ, com intervalos de 7 dias entre as aplicagdes, sem notar efeito de
abrasamento quimico. Essa observacdo foi essencial para validagdo do
desenho experimental escolhido neste estudo — cruzado — permitindo o uso
de um menor numero de animais experimentais, sem interferéncias no limiar

de PTZ causadas pelas administracdes anteriores de BrBS e PTZ.

Apesar da tendéncia de aumento do limiar nos comportamentos de
mioclonias parcial e generalizada, ndo houve diferencas entre as doses de
BrBS e o controle (CMC 0,5%). Por outro lado, esse composto mostrou-se
eficaz no mesmo modelo quimico em ratos (protocolo anterior) e em
camundongos (Dimmock & Baker, 1994). Loscher e cols.(1991) observaram
diferengas entre espécies — camundongo vs rato — ao analisar a poténcia de
diferentes farmacos anticonvulsivantes. Os autores também observaram que
nessas espécies o tempo de efeito pico dos farmacos depende da dose
examinada, sendo que em altas doses mais tempo é necessario pra alcangar

a concentragdo maxima no sangue e encéfalo.

Considerando as diferencas especificas, a farmacocinética pode ser a
responsavel por esses resultados em caes. O tempo de meia-vida pode

diferir entre espécies. A etosuximida, por exemplo, exibe um maior tempo de
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acao em ratos quando comparado a camundongos, podendo explicar as suas
diferengas de poténcias anticonvulsivantes entre essas espécies (Loscher e
cols., 1991). O diazepam apresenta um metabolismo de primeira
passagem (pré-sistémico) mais rapido em camundongos comparado a ratos.
Como o metabdlito € menos potente que a pro-droga, isso pode levar a falsas
conclusdes na comparacao de poténcia do diazepam nessas diferentes

especies (Loscher e cols., 1991)

O céao, apesar de ser amplamente utilizado em modelos farmacocinéticos,
apresenta diferencas na metabolizacdo e eliminagdo de farmacos
comparados a outras espécies como o rato e o homem. Assim, o BrBS pode
estar atuando como uma pré-droga, podendo apresentar diferengas na
poténcia entre o metabdlito e a droga mée. O metabolismo de primeira
passagem apos infusdo oral pode acelerar ou retardar a eliminagdo do

farmaco.

Também devemos considerar interagdes farmacocinéticas do PTZ com o
BrBS nos cades. Um estudo farmacocinético do PTZ em caes realizado por
Jun, 1976, mostrou um declinio biexponencial de PTZ plasmatico, sugerindo
que o perfil farmacocinético dessa droga em caes segue um modelo corporal
de dois compartimentos. A principal via de eliminacdo ocorreu pela
biotransformacao hepatica. Estudos posteriores sobre a farmacocinética do

BrBS em caes poderéo elucidar essas questdes.
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Sechi e cols., em 1997, mostraram as variagdes de aminoacidos no sangue,
LCR e fluido intersticial do cérebro de cdes SRD apés PTZ, dose unica. O
perfil dos niveis de aminoacidos no fluido intersticial evidenciou um aumento
dos neurotransmissores - glutamato e aspartato - nos primeiros 10 min, assim
como de glicina, taurina, glutamina e fosfoserina, mais evidentes nos minutos
seguintes. Segundo os autores, esse aumento de glutamato e aspartato pode
ser devido a uma excessiva liberacdo sinaptica ou ativacdo de vias
bioquimicas nas células neuronais ou gliais. A glicina pode estar envolvida na
manutencdo das crises, devido a seu efeito modulador nos receptores

NMDA, potenciando a resposta excitatéria (Sechi e cols., 1997).

A resposta a infusdo de PTZ nas diversas doses de BrBS foi diferente para
os diferentes animais. A resposta pode ser dividida em dois grupos distintos:
os caes 1, 2, 3 apresentaram maiores limiares que os caes 4 e 5. Essa
diferenca pode refletir as possiveis individualidades presentes na resposta ao
tratamento anticonvulsivante como observado na clinica de pequenos
animais. Podemos descartar influéncia de raca e idade, sendo que todos os
animais utilizados eram SRD e jovens. A analise dos dados referentes aos
exames fisicos, patologias clinicas e anatomohistopatolégicos torna-se
importante para interpretagdo das diferengas encontradas entre os grupos de

animais.

O animal 1 n&o apresentou alteragbes evidentes ao exame fisico e
eritrograma. O leucograma, realizado antes do experimento, relatou aumento

de eosindfilos e linfopenia. A eosinofilia é relativamente comum em pequenos
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animais e pode ter varias causas, uma delas é a presenca de parasitas.
Apesar da medicacdo antiparasitaria e eliminacdo de endo e ectoparasitas
confirmada na necropsia, houve persisténcia do aumento de eosindfilos ao
término do experimento. Outras causas que podem ser levantadas sao
disturbios alérgicos, infecciosos sistémicos ou outros parasitos ndo sensiveis
ao antiparasitario administrado. A existéncia prévia de eosinofilia, que
persistiu nesse animal apos a administragcado dos farmacos, ndo sugere agéao
antiinflamatéria do PTZ ou BrBS. O perfil renal mostrou uréia aumentada
apos o experimento, com nivel de creatinina normal. O perfil hepatico
evidenciou discreta elevagcdo de AST, antes do experimento, que néao
persistiu apos o seu término. Quando associado aos outros testes de fungéo
hepatica (albumina, fosfatase alcalina, proteinas e ALT), essa elevagao de
AST nao demonstra alteracdo no metabolismo hepatico e colestase, embora
tenha sido observada degeneracédo hidropica difusa, moderada a acentuada,
associada a discreta retengdo de pigmentos biliares, ndo observada nos

demais animais.

O animal 2 n&o apresentou alteragbes evidentes ao exame fisico e
eritrograma. Foi observado linfopenia e discreto aumento de AST ao término

do experimento.

O animal 3 ndo apresentou alteracbes evidentes ao exame fisico,

eritrograma, perfil bioquimico. O leucograma mostrou aumento de eosindfilos

ao término do experimento. Nao foram encontrados endo e/ou ectoparasitas.
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O animal 4 ndo apresentou alteragbes ao exame fisico e eritrograma. Este
animal apresentou eosinofilia e azotemia antes do experimento. Ao término
de todo o experimento os niveis de eosindfilos e creatinina voltaram aos
valores normais. A uréia manteve-se aumentada associada a discreta
elevagdo de AST. O exame macroscoépico diagnosticou calculo dentario em
grande quantidade nos molares, além de focos de inflamagdo pulmonar e
renal, alteracbes que geram modificagdes fisioldégicas. Essas alteragdes
podem ter interferido tanto na agcdo convulsivante do PTZ, evidenciado pelo
menor limiar observado nesse animal, como também na sua refratariedade

ao tratamento pelo anticonvulsivante BrBS.

O animal 5 ndo apresentou alteragbes ao exame fisico, eritrograma e perfil
renal. Foi observado linfopenia, aumento de eosindfilos e AST ao término do
experimento. A andlise morfolégica observou-se meningoencefalite
linfoplasmocitaria moderada. Esses achados sugerem a ocorréncia de
encefalopatia viral, como a cinomose. Uma vez que essas areas fazem parte
do substrato neural envolvido na crise de PTZ, esses achados podem
justificar o menor limiar observado nesse animal, tornando-o mais susceptivel

a crise convulsiva.

A analise morfolégica do figado observou-se degeneragéo hidrépica difusa
em todos os animais, que variou de discreta a acentuada. Essa alteragdo nao
pode ser explicada pelos momentos de hipoxia secundaria as crises
convulsivas induzidas pelo PTZ, uma vez que a hipoxia acarreta

degeneracgao hidrépica multifocal. Outra possibilidade seria agdo toxica dos
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farmacos empregados, BrBS e PTZ, considerando a biotransformacao
hepatica do PTZ como mostrado por Jun (1976). Porém, neste experimento
nao foi possivel comprovar e distinguir o agente agressor. Embora ndo haja
evidéncias de insuficiéncia hepatica, esses resultados acentuam a
necessidade de acompanhamento cronico de parametros hematolégicos e

bioquimicos de animais sob tratamento farmacoldgico.

5.4 Discussao geral

Para cada tipo ou conjunto de manifestagdes epilépticas ha um conjunto

especifico de medicagdes mais efetivas e adequadas (Melo, 1999).

Uma vez que a ativacao de circuitos subcorticais e corticais especificos sao
cruciais para iniciar, disparar e controlar a propagagdo da atividade
convulsiva (Gale, 1988), é importante identifica-los a fim de definir o papel

anticonvulsivante na atividade do BrBS

Este estudo mostrou que o BrBS atua tanto em comportamentos procursivos,
como no componente tdnico-clénico de crise audiogénica e crises parciais e

ténico-clénicas induzidas por PTZ em ratas.

A progressao de mioclonia parcial (facial e membros anteriores) para crise

tébnica envolve o recrutamento de neurdnios até o envolvimento de todo o

80



encéfalo, resultando em convulsdes tonicas (Browning, 1994). Considerando
que o componente tdnico de diferentes modelos animais de epilepsia
compartilham substratos anatémicos (Browning, 1985), podemos inferir
alguns substratos neuronais mesencefalicos sensiveis ao BrBS como a
formacédo reticular, substancia cinzenta periaquedutal e substancia

negra (Browning, 1985).

A susténcia negra representa um sitio no qual a transmissdo mediada pelo
GABA pode controlar a propagacdo de diversos tipos de crises com
diferentes origens e mecanismos de indugdo. A transmissdo gabaérgica na
substancia negra tem a fungéo de limitar a propagacao da crise. O efeito de
rede da atividade gabaérgica na substéncia negra € de desinibicdo de
neurénios alvo de regides como talamo, tecto (coliculo) e tegmento (Gale,

1988).

Os mecanismos de acao dos farmacos anticonvulsivantes incluem além de
efeitos nos sistemas de neurotransmissores, interferéncia em mecanismos de
disparo neuronal repetitivo, em redes neuronais e em transporte i6nico
neuronal (White, 1999; Faingold, 2004). A combinagcdo desses efeitos
presentes em cada agente individual juntamente com as suas propriedades
farmacocinéticas determinam a utilidade de cada farmaco no uso

clinico (Faingold & Browning, 1987; Dimmock e cols., 1993).
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Segundo Melo (1999), “0 somatorio da eficacia em varios sistemas pode ser
suficiente para um grande efeito anticonvulsivante, ao passo que os efeitos
toxicos ocorrendo em baixa intensidade em sistemas variados e
independentes podem nao se somar e nao representar um problema de fato.
Assim, farmacos anticonvulsivantes eficientes parecem depender de

mecanismos de acdo multiplos e n&o unicos”.

Os possiveis mecanismos de acdo do BrBS devem ser investigados,
podendo incluir algumas vias neuroquimicas - colinérgicas, dopaminérgicas,
opidides, serotoninérgicas ou adrenérgicas, ou até mesmo sobre receptores
glutamatérgicos NMDA ou AMPA/Cainato. Essas vias estdo envolvidas na
etiopatogenia dos modelos utilizados. Novos estudos sdo necessarios para
esclarecer tanto a atividade encefdlica como as bases moleculares alvos

desse novo composto.

Outro composto da mesma familia, o 4[4-fluorofenoxy]benzaldeido
semicarbazona, o qual apresenta atividade anticonvulsivante potente no
modelo de eletrochoque maximo e moderada no modelo de PTZ, é um
potente bloqueador de canais para sédio voltagem dependente, interagindo

seletivamente em estados inativados do canal (Ramu e cols., 2000).
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6. Conclusao

Este trabalho representa um passo importante na definicdo da eficacia
anticonvulsivante do composto BrBS. Os resultados mostram a necessidade
de continuidade nesses estudos, definindo o seu perfil famacocinético e
farmacodindmico de maneira a permitir a sua inclusdo na gama
farmacolégica de anticonvulsivantes disponiveis aos pacientes — seres

humanos e caes.
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Anexos

Peso
Semanas
Caes 1 2 3 4 5 Média DPM
1 6,00 5,80 5,50 5,30 5,90 5,70 0,29
2 8,30 8,10 8,00 7,90 8,60 8,18 0,28
3 8,85 9,00 8,50 8,70 8,80 8,77 0,19
4 10,50 11,00 10,90 10,90 10,80 10,82 0,19
5 6,60 6,70 6,70 6,60 6,70 6,66 0,05
Média 8,05 8,12 7,92 7,88 8,16 - -
DPM 1,80 2,03 2,04 2,13 1,92 - -
Tabela 6. Média + DPM em kg do peso de todos os animais durante o experimento de
PTZ. * p< 0,05.
Temperatura
Dia Antes | Depois
Caes
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1 - - - - - - - - - -
2 38,7 39,4 38,7 38,9 39,8 38,4 39,1 39,0 39,0 39,5
3 39,0 38,7 38,7 38,0 39,9 38,6 38,7 38,8 39,0 39,4
4 39,0 39,2 38,7 39,2 39,6 38,7 38,8 39,2 38,5 39,0
5 38,3 39,3 38,9 39,2 39,0 38,9 38,0 39,0 38,7 39,1
Média 38,8 39,2 38,8 38,8 39,6 38,7 38,7 39,0 38,8 39,3
DVM 0,3 0,3 0,1 0,6 0,4 0,2 0,5 0,2 0,2 0,2
Tabela 7. Média + DPM em °C da temperatura retal de todos os animais antes e

depois de cada protocolo de PTZ. * p< 0,05.
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Frequéncia cardiaca

Dia Antes | Depois
Cées
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1 - - - - - - - - - -
2 106 124 116 120 120 120 140 112 104 120
3 134 112 124 134 104 100 104 116 132 116
4 84 120 116 96 124 96 88 126 108 96
5 140 120 120 140 100 102 120 120 108 126
Média 116 119 119 123 112 105 113 119 113 115
DVM 26 5 4 20 12 11 22 6 13 13
Tabela 8. Média + DPM em batimentos por minuto (BPM) da frequéncia cardiaca de
todos os animais antes e depois de cada protocolo de PTZ. * p< 0,05.
Frequéncia Respiratéria
Dia Antes Depois
Caes
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1 - - - - - - - - - -
2 - - - - - 60 48 80 - 120
3 168 156 184 156 104 80 100 - 84 84
4 84 120 116 96 124 72 100 64 - 100
5 140 152 172 138 92 160 180 152 180 160
Média 131 143 157 130 107 93 107 99 132 116
DVM 43 20 36 31 16 45 54 47 68 33
Tabela 9. Média £+ DPM em movimentos por minuto da freqiiéncia respiratéria de todos

0s animais antes e depois de cada protocolo de PTZ. * p< 0,05.
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Mioclonia parcial

Limiar de PTZ
Cao 0 50 100 150 200 Média DPM
1 31,4 30,5 41,4 38,1 39,0 36,1 4.8
2 28,5 30,9 34,0 37,6 37,5 33,7 4,0
3 31,9 32,8 34,8 39,0 33,8 34,5 2,8
4 20,5 19,2 15,3 18,4 22,1 19,1 2,6
5 15,5 29,3 24,6 26,2 18,6 22,8 57
Mediana 28,5 30,5 34,0 37,6 33,8
1° quartil 20,5 29,3 24,6 26,2 22,1
3° quartil 31,4 31,0 34,8 38,1 37,5

Tabela 10.

Efeito de dose unica de BrBS ou CMC 0,5%(controle) no limiar de PTZ, em

mg/kg, para mioclonia parcial. O limiar foi calculado duas horas apds a administracdo do
BrBS ou CMC 0,5% via oral. Os dados paramétricos foram expressos como média = DPM e

os dados ndo paramétricos foram expressos como mediana seguidos de 1° e 3° quartis.

Abalo mioclénico generalizado

Limiar de PTZ

Céo 0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 Média DPM

1 31,7 313 46,3 42,5 39,0 38,1 6,6

2 28,9 334 38,0 42,0 37,5 36,0 5,0

3 31,9 32,6 34,8 48,0 37,2 36,9 6,5

4 29,7 19,2 21,1 18,4 36,1 24,9 7,7

5 18,4 345 29,6 29,8 29,1 28,3 5,9
Mediana 29,7 32,6 34,8 42,0 37,2
1° quartil 289 31,3 29,6 29,8 36,1
3° quartil 31,7 334 38,0 42,5 37,5

Tabela 11. Efeito de dose unica de BrBS ou CMC 0,5%(controle) no limiar de PTZ, em

mg/kg, para abalo mioclénico generalizado. O limiar foi calculado duas horas apds a
administracao do BrBS ou CMC 0,5% via oral. Os dados paramétricos foram expressos como
média + DPM e os dados n&o paramétricos foram expressos como mediana seguidos de 1° e

3° quartis.
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Livros Gratis
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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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