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RESUMO 
 
Muitas similaridades existem entre isquemia cerebral e epilepsia a 
respeito de dano cerebral e mecanismos de autoproteção que são ativados 
próximos à lesão. Oxcarbazepina (OXC), droga anticonvulsivante, atua 
bloqueando os canais de sódio voltagem-dependentes, aumentando a 
condutância de potássio e modulando os canais de cálcio voltagem-
dependentes. Nosso objetivo nesse trabalho foi analisar o perfil de 
neuroproteção da OXC e investigar o possível envolvimento da via de 
sinalização celular PI3-K (fosfatidil inositol 3-cinase), uma via conhecida por 
seus efeitos proliferativos e antiapoptótico. Para mimetizar uma isquemia, 
culturas organotípicas de fatias hipocampais de ratos Wistar de 6-8 dias foram 
expostas à privação de oxigênio e glicose (POG). A adição da OXC (30µM) 
antes da indução da lesão aumentou a sobrevivência neuronal no hipocampo 
de culturas organotípicas expostas a POG por 60 minutos, observado pela 
diminuição da incorporação de IP. Este efeito neuroprotetor foi prevenido por 
LY294002 (inibidor de PI3-K). Este resultado indica um possível envolvimento 
da via Akt na neuroproteção. Para investigar se a proteína Akt, uma cinase 
ativada pela PI3-K, estava envolvida na neuroproteção das células as 
condições de POG, analisamos a fosforilação e o imunoconteúdo dessa cinase 
em 1, 6 e 24 horas depois da reperfusão. Nenhuma alteração foi observada 
nesses parâmetros, sugerindo que, nesse caso, a fosforilação da Akt não está 
envolvida na neuroproteção mediada pela OXC. Da mesma maneira não foi 
observada alteração em 1, 6 e 24 horas na GSK-3β, uma cinase logo abaixo na 
via Akt, e pró-apoptótica, sugerindo que, nesse caso, a fosforilação da GSK-3β 
não está envolvida na neuroproteção mediada pela OXC. Juntos, os resultados 
deste trabalho mostram um claro efeito neuroprotetor da OXC contra a lesão 
isquêmica, que entretanto, não envolve a via de sinalização da Akt/GSK-3β. 
Embora a reversão da proteção ao tratamento, com o inibidor da PI3-K, seja 
um indício de que uma via possa ser ativada pela PI3-K e estar envolvida na 
neuroproteção. Os dados suportam a idéia que a OXC poderia ser utilizada na 
profilaxia e/ou tratamento da isquemia cerebral. 
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ABSTRACT 
 
Many similarities exist between cerebral ischemia and epilepsy regarding 
brain-damaging and auto-protective mechanisms that are activated following 
the injurious insult. Oxcarbazepina (OXC), an anticonvulsant drug, acts blocking 
voltage-gated sodium channels, enhanced potassium current and modulating 
voltage-dependet calcium channels. Our goal in this study was to analyze the 
profile of neuroprotection presented by oxcarbazepine (OXC) and investigate a 
possible involvement of PI3-K (phosphatidil inositol 3-Kinase) pathway, a 
pathway known by its proliferative and pro-survival effects. To mimic the 
ischemia, organotypic hippocampal slice cultures from 6-8 days old Wistar rats 
were exposed to oxygen and glucose deprivation (OGD). The addition of 
oxcarbazepine (30µM) before the lesion induction, increased the cellular 
survival in organotypic culture of hippocampus exposed to OGD for 60 minutes, 
as observed by the decreased of PI incorporation. This effect was prevented by 
LY294002 (PI3-K inhibitor), suggesting that the PI3-K is involved in the 
neuroprotection by OXC observed in our model of cell death. To investigate 
whether Akt protein, a downstream kinase in PI3-K pathway, was involved in 
the neuroprotection after OGD conditions, we measured the phosphorilation 
and immunocontent of this protein after 1, 6 and 24 hours of reperfusion. No 
alterations were observed in these parameters, suggesting that, in this case, 
phosphorylation of Akt is not involved in the neuroprotection promoted by OXC. 
In the same way, GSK-3β, a downstream Kinase in the Akt pathway, and pro-
apoptotic enzyme, was analyzed in the neuroprotection of cells after OGD 
conditions. We measured the phosphorilation and immunocontent of this protein 
after 1, 6 and 24 hours of reperfusion. No alterations were observed in these 
parameters, suggesting that, in this case, phosphorylation of GSK-3β is not 
involved in the neuroprotection promoted by OXC. Taken together, the results 
of the present work show the ability of OXC to reduce cellular damage induced 
by OGD. Probably the PI3-K pathway is not a major player in the 
neuroprotection, but we can not discard the involvement of modulation of their 
activity on other proteins. This support to the idea that the OXC may be useful 
in the prophylaxis and/or treatment of brain ischemia. 
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APRESENTAÇÃO 
 
  Esta dissertação está apresentada na forma de artigo científico da 
seguinte maneira: 
Capítulo I: apresenta uma breve introdução sobre o tema a ser investigado, 
abordando aspectos que foram essenciais para a formulação da proposta de 
trabalho. 
Capítulo II: apresenta os métodos e resultados, assim como as referências 
bibliográficas específicas, na forma de artigo científico submetido à revista 
Neuroscience Research em janeiro de 2005. 
Capítulo III: nesta seção é feita uma discussão dos resultados obtidos bem 
como as conclusões gerais do trabalho. 
Capítulo IV: perspectivas sobre as possibilidades de desenvolvimento de 
projetos a partir dos resultados obtidos. 
Referências Bibliográficas: lista as referências citadas na introdução e 
discussão da dissertação. 
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1. Doenças Neurodegenerativas 
As doenças neurodegenerativas afetam um amplo espectro da 
população e, na maioria dos casos, elas levam à incapacidade física e/ou 
mental, envolvendo memória, cognição, linguagem e personalidade (Price, 
1999). Dentre essas doenças do Sistema Nervoso Central (SNC), podemos 
destacar as desordens cerebrovasculares, a epilepsia, a doença de Alzheimer, 
a doença de Parkinson e a esclerose múltipla. Para cada uma dessas doenças, 
na maioria das vezes, apenas tratamentos sintomáticos estão disponíveis. 
Felizmente, nos últimos anos, significativo avanço tem havido no sentido 
de esclarecer os aspectos genéticos e os mecanismos celulares e moleculares 
de algumas dessas doenças, assim como o desenvolvimento de modelos 
experimentais  in vivo e in vitro,  fundamentais para os estudos da grande 
variedade de mecanismos patogênicos envolvidos nas desordens do SNC. 
Basicamente, as linhas de pesquisa nesse campo visam a identificação de 
novos alvos terapêuticos e o desenvolvimento de novos tratamentos que 
possam ser testados em modelos experimentais e, subseqüentemente, em 
pacientes, sendo de grande valor as interações entre a neurociência básica e a 
aplicada (Price, 1999). 
 
1.1. Isquemia cerebral 
A isquemia cerebral, popularmente conhecida como acidente vascular 
cerebral (AVC) ou derrame, é uma das principais causas de morbidade e 
mortalidade entre adultos e idosos. Ela está intimamente ligada a uma 
variedade de fatores de risco como hipertensão, hipercolesterolemia e diabete 
(Price, 1999). Contudo, muitos pacientes que sofrem a isquemia sobrevivem e 
experimentam as conseqüências do dano por anos, muitas vezes em nível 
emocional, motor e/ou intelectual. Apesar dos constantes esforços, ainda não 
se conhece um tratamento que conduza à prevenção da ocorrência ou redução 
das conseqüências clínicas da isquemia (Juurlink & Sweeney, 1997). 
O metabolismo energético no cérebro apresenta algumas características 
especiais, como a alta taxa metabólica, reservas energéticas limitadas e uma 
alta dependência do metabolismo aeróbico da glicose. Por essa razão, o 
cérebro é mais vulnerável ao dano isquêmico do que os outros tecidos. A 
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isquemia é caracterizada por uma forte redução ou por um bloqueio completo 
do fluxo sangüíneo ao cérebro (Siesjo, 1978). Devido à própria natureza desta 
lesão, o dano resultante é produto da combinação de vários fatores 
patofisiológicos que interagem de forma complexa. O tipo mais freqüente de 
isquemia em humanos é a isquemia focal, que é definida como a interrupção 
do fluxo sanguíneo para uma parte do cérebro. Outro tipo é a isquemia global, 
que resulta da interrupção transitória do fluxo sangüíneo para todo o cérebro, 
como ocorre durante uma parada cardíaca. Além dos danos causados pela 
falta de oxigênio e metabólitos durante a isquemia, a volta da circulação 
sangüínea pode aumentar ainda mais a morte neuronal, em especial nas áreas 
mais vulneráveis do cérebro (Siegel et al., 1993; Taylor et al., 1996; White et 
al., 2000). 
Baseados nesses dados, podemos perceber a importância dos estudos 
nessa área, sempre na tentativa de diminuir a morbidade e as seqüelas dos 
pacientes vítimas de isquemia cerebral. Até o momento não existe um 
protocolo terapêutico efetivo que melhore as condições de vida dos pacientes, 
instigando-nos ainda mais na busca de compostos neuroprotetores e na 
tentativa de compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na morte 
neuronal pós-isquêmica. 
 
1.1.2. Eventos envolvidos na morte celular após isquemia 
A morte celular depois de uma isquemia pode ser imediata ou tardia. 
Ainda não há um consenso entre o tipo de morte que ocorre após a lesão 
isquêmica. Utilizando modelos in vivo, alguns pesquisadores observaram 
apenas necrose (Colbourne et al., 1999; Yamashima, 2000), enquanto outros 
observaram necrose combinada com apoptose ou apenas apoptose (Zeng & 
Xu, 2000; Cao et al., 2001; Niwa et al., 2001; Zhan et al., 2001). 
Estudos experimentais identificaram quatro processos dominantes que, 
sozinhos ou combinados, levam ao dano neuronal pós-isquêmico: falta de 
energia (ATP), aumento de cálcio intracelular, neurotoxicidade mediada por 
receptores glutamatérgicos e formação de radicais livres (Taylor et al., 1996; 
Juurlink & Sweeney, 1997; Dirnagl et al., 1999; Frantseva et al., 2001). 
Quando os estoques de energia esgotam-se (sendo o ATP depletado pelo 
uso e pela não formação devido à falta de oxigênio na cadeia respiratória) 
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ocorre diminuição da função das bombas iônicas, como a Na
+
-K
+
-ATPase, o 
mais importante transportador responsável pela manutenção das altas 
concentrações intracelulares de K
+
 (~155 mM) e pelas baixas concentrações 
intracelulares de Na
+
 (~12 mM). A perda funcional desta bomba iônica 
ocasiona a redução dos gradientes iônicos transmembrana, com isso, o 
potencial de membrana é perdido e os neurônios sofrem despolarização 
(Dugan & Choi, 1994). Conseqüentemente, os canais de Ca
2+
 dependentes de 
voltagem são ativados e estimulam a liberação dos estoques vesiculares de 
aminoácidos excitatórios no espaço extracelular, particularmente o glutamato 
(Choi, 1995; De Keyser et al., 1999). Ao mesmo tempo, os processos 
dependentes de energia, como a recaptação pré-sináptica de 
neurotransmissores, são bloqueados, aumentando ainda mais o acúmulo de 
aminoácidos excitatórios no espaço extracelular. A ativação de receptores 
glutamatérgicos leva ao aumento do cálcio intracelular pela abertura direta de 
canais de cálcio (receptores ionotrópicos), pela ligação aos receptores ligados 
a proteínas G (receptores metabotrópicos) e favorecendo a saída do Ca
2+
 do 
retículo endoplasmático. Como resultado da ativação glutamatérgica, íons Na
+
 
e Cl
-
 entram nos neurônios através de canais iônicos, juntamente com a água, 
levando a um inchamento das células – o edema (Dirnagl et al., 1999). 
O aumento no Ca
2+
 intracelular, um dos principais segundos mensageiros 
das células, inicia uma série de eventos citoplasmáticos e nucleares, causando 
danos no tecido através da ativação de enzimas proteolíticas, endonucleases, 
lipases e outras enzimas que causam danos em vários locais da célula, 
levando-a a morte (Mitani et al., 1993). Alguns exemplos que podem ser 
citados aqui são: a ativação da fosfolipase A
2
 e da ciclooxigenase geram 
radicais livres esgotando os estoques de antioxidantes, aumentando o dano 
através de peroxidação lipídica e danos na membrana; o aumento do óxido 
nítrico gerado pela enzima óxido nítrico sintase, que nessas condições, 
também promove danos ao tecido e pode levar à apoptose e a ativação de 
calpaínas, proteínas ativadas por cálcio que podem ativar as catepsinas 
lisossomais responsáveis pela ruptura da organela e proteólise do material 
citoplasmático (Sweeney et al., 1995; Phillis et al., 1996; Iadecola, 1997; 
Yamashima, 2000). 
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Como podemos observar, a liberação excessiva de glutamato e o 
aumento do cálcio intracelular são dois eventos inicias e cruciais na morte 
celular por lesão isquêmica. Combinados principalmente com a falta de ATP 
culminam no quadro que pode ser observado na figura 1, que nos mostra um 
panorama geral do que ocorre durante a isquemia e na recirculação sanguínea. 
Quando o fluxo sangüíneo é restaurado (recirculação), a disponibilidade 
de oxigênio aumenta, bem como as reações bioquímicas que geram radicais 
livres. A mitocôndria é a principal fonte geradora de radicais livres após a lesão 
(Frantseva et al., 2001). Outro componente do dano celular é a inflamação, que 
causa liberação de citocinas, contribuindo para o aumento da lesão (Aschner, 
1998). 
 
1.1.3. Vulnerabilidade seletiva do hipocampo 
Populações de células que se encontram próximas no cérebro podem 
apresentar uma vulnerabilidade diferente a equivalentes intensidades de 
isquemia. Apesar de, atualmente, saber-se muito sobre a anatomia, a fisiologia 
e a bioquímica do SNC, ainda resta muito a descobrir sobre as causas dessa 
vulnerabilidade diferenciada de populações específicas em resposta a esse tipo 
de lesão. O dano depois da isquemia global ocorre principalmente na região 
CA1 do hipocampo e, em menor extensão, em certas sub-regiões do 
neocórtex, tálamo e estriado (Schreiber & Baudry, 1995). 
No hipocampo, as células piramidais da região CA1 são sensíveis, 
enquanto as células piramidais da região vizinha CA3 são resistentes. No giro 
denteado (DG) as células granulares são resistentes, enquanto no hilo somente 
uma sub-população de células parece ser vulnerável (Hsu et al., 1994; Yang
 et 
al., 2000). Depois de 20-30 minutos de isquemia in vivo no rato, as áreas CA1, 
CA2 e o hilo são afetadas, enquanto as células das regiões CA3 e DG 
permanecem aparentemente normais. Os neurônios da região CA1 e do hilo 
são, talvez, os mais vulneráveis de todo o cérebro. Resumindo, a 
vulnerabilidade do hipocampo à isquemia segue a seqüência: CA1>hilo>CA2> 
CA3>DG. É importante ressaltar que, apesar de os neurônios morrerem depois 
da lesão, as células astrogliais e vasculares sobrevivem, garantindo a resposta 
plástica do cérebro (Schmidt-Kastner & Freund, 1991). Essa morte diferencial 
já foi demonstrada tanto in vivo  (Ordy et al., 1993; Hsu  et al., 1994; 
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Figura 1: Cascata neurotóxica na isquemia e na recirculação. Alguns eventos principais são: 
despolarização descontrolada, excitação por glutamato, aumento de cálcio intracelular, geração 
de radicais livres e ativação da inflamação. FSC: fluxo sangüíneo cerebral; ATP: adenosina 
trifosfato; AMPA: D-amino-3-hidroxil-5-etil-4-isoxazol propionato; NMDA: N-metil-D-aspartato; 
ON: óxido nítrico. Adaptada de Wahlgren & Ahmed, 2004. 
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Valentim et al., 2001) quanto in vitro (Bernaudin et al., 1998; Cimarosti et al., 
2001; Valentim et al., 2003, Horn et al., 2005). 
 
Morte celular tardia 
 Outra característica fascinante da isquemia cerebral global é que, in 
vivo, nenhum dano significativo é observado até 3 ou 4 dias depois da lesão. 
Este fenômeno é conhecido como “morte celular tardia” (Hsu et al.,1994; Bartus 
et al., 1998;  Kirino, 2000). As duas populações de células vulneráveis do 
hipocampo não sofrem degeneração de maneira semelhante. As do hilo 
degeneram dentro de 24 horas, enquanto as células piramidais da região CA1 
não morrem até 3-4 dias depois do insulto. A vulnerabilidade seletiva e o atraso 
no início da degeneração das células da região CA1 sugerem a presença de 
alguns neurônios ainda viáveis que podem estar comprometidos, mas ainda 
deixam uma janela de oportunidade para intervenção farmacológica alguns 
dias depois da isquemia (Ordy et al., 1993). 
Os fatores que determinam essa seletividade ainda não são 
completamente conhecidos. Alguns estudos mostram a expressão diferencial 
de algumas proteínas como Bcl-2 e Bcl-XL, principalmente expressas nas 
regiões CA3 e giro denteado, e Bax, especialmente expressa na região CA1 
(Grahan & Chen, 2001). Apesar desses achados, ainda há muito o que 
pesquisar nesse campo. 
 
1.1.4. Modelos experimentais de isquemia 
 
1.1.4.1. Modelos in vivo  
Os modelos experimentais de isquemia in vivo podem ser globais, 
quando afetam todo o cérebro, ou focais, quando afetam uma pequena região; 
permanentes quando sem recirculação sanguínea ou transitórios quando 
seguidos da recirculação. 
Isquemia cerebral global: Nestes modelos são interrompidos os 
grandes vasos extracranianos, simulando distúrbios circulatórios globais que 
acontecem durante um ataque cardíaco ou forte hipotensão (Schmidt-Kastner 
& Freund, 1991). O modelo experimental mais usado nesse caso é o da 
oclusão dos 4 vasos (4VO), que inclui a cauterização das artérias vertebrais 
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seguida de oclusão temporária das artérias carótidas comuns (Pulsinelli et al., 
1982; Farooqui et al., 1994; Valentim et al., 1999). 
Isquemia cerebral focal: Nestes modelos são interrompidas artérias 
cerebrais específicas, afetando somente uma pequena parte do cérebro. O 
modelo mais comum é a oclusão da artéria cerebral média (MCA) (Farooqui et 
al., 1994; Loetscher et al., 2001). 
 
1.1.4.2. Modelos in vitro 
As técnicas in vitro são ferramentas importantes para o estudo de 
diversas doenças neurodegenerativas, por serem um modelo mais simples 
para estudos moleculares do que o animal in vivo (Pringle  et al., 1997a). As 
culturas organotípicas têm tornado-se uma importante alternativa para estudar 
a morte neuronal induzida por excitotoxinas (Abdel-Hamid & Tymianski, 1997), 
hipóxia (Pringle et al., 1997b), hipoglicemia (Tasker et al., 1992) e 
hipóxia/hipoglicemia para simular a isquemia (Bernaudin et al., 1998; Cimarosti 
et al., 2001). 
Esse modelo de culturas foi desenvolvido em 1981 por Gähwiller e foi 
modificado por Stoppini e colaboradores em 1991. Basicamente, trata-se de um 
método que mantém fatias de um determinado tecido em cultivo, sobre uma 
interface entre o ar e o meio de cultivo, podendo assim permanecer por 
diversas semanas. Uma das principais características da cultura organotípica é 
a de manter a organização do tecido in vivo como, por exemplo, a organização 
existente no hipocampo (StoppinI et al., 1991; Gähwiler  et al., 1997). A idade 
dessas culturas é denotada em EPD, dia pós-natal equivalente (equivalent 
postnatal day), o qual corresponde à idade que o animal tinha quando as fatias 
foram preparadas e colocadas em cultivo somado ao número de dias de 
permanência in vitro (Bruce et al., 1995). 
"Isquemia" in vitro:  A cultura organotípica de hipocampo pode ser 
submetida a um modelo experimental que simula as condições de isquemia in 
vivo. Essas condições em parte, simulam a falta de fluxo sangüíneo da 
isquemia. Esse método consiste em expor as culturas a um meio sem glicose e 
a uma atmosfera saturada de nitrogênio, privação de oxigênio e glicose (POG) 
(Laake et al., 1999; Breder et al., 2000). 
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As culturas organotípicas de hipocampo são uma excelente alternativa 
para o estudo da isquemia cerebral, pois essas culturas mantêm muitos 
aspectos da isquemia in vivo, como a morte neuronal tardia e a vulnerabilidade 
seletiva no hipocampo (Strasser & Fischer, 1995; Laake et al., 1999; Noraberg 
et al., 1999; Cimarosti et al., 2001). 
 
1.2. Neuroproteção 
  Os mecanismos neuroprotetores contra a isquemia têm focalizado 
principalmente o bloqueio da excitotoxicidade, que leva à morte neuronal 
disparada pelo transmissor excitatório glutamato e mediada pelo influxo de 
cálcio em níveis citotóxicos (Meldrum, 1985; Rothman & Olney, 1986; Choi et 
al., 1988; Lee et al., 1999). 
  Além da excitotoxicidade e da morte celular por necrose participarem da 
patogênese da lesão cerebral isquêmica, surgem evidências crescentes 
indicando que várias células cerebrais sofrem apoptose após a lesão isquêmica 
(Johnson & Deckwerth, 1993; Hengartner & Horvitz, 1994). Então, com relação 
à neuroproteção, as pesquisas em torno de estratégias terapêuticas buscam 
não apenas a inibição da necrose excitotóxica, mas também a inibição de 
processos apoptóticos disparados pela condição isquêmica. 
 
1.2.1 Drogas Antiepilépticas 
Muitas similaridades existem entre isquemia cerebral e epilepsia a 
respeito de dano cerebral e mecanismos de autoproteção que são ativados 
próximos à lesão (Calabresi et al., 2003; Leker & Neufeld, 2003). Então, drogas 
que são efetivas em minimizar crises convulsivas que induzem dano cerebral 
podem também ter efeito na minimização da lesão isquêmica. A investigação 
dessa classe de drogas iniciou-se a partir da melhor compreensão dos 
fenômenos bioquímicos envolvidos nas lesões do SNC. Muitos 
anticonvulsionantes têm efeito neuroprotetor em animal (Bannan et al., 1994; 
Shuaib  et al., 1995; Wiard et al., 1995; Chan et al., 1998; Chen et al., 2000; 
Hanon & Klitgaard, 2001; Edmonds et al., 2001), e em modelo in vitro 
(Calabresi et al., 1996, 1999; Rekling, 2003) de isquemia cerebral e em lesão 
cerebral traumática (Taylor & Meldrum, 1995; Obrenovitch, 1997), podendo ser 
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considerado seu uso como drogas alternativas para neuroproteção em 
humanos. Dentre as drogas testadas, as bloqueadoras dos canais de sódio têm 
fornecido um forte mecanismo neuroprotetor, principalmente em modelos 
animais de isquemia cerebral global (Wiard et al., 1995; Chan et al., 1998; 
Edmonds  et al., 2001) e focal (Rataud et al., 1994; Smith & Meldrum, 1995; 
Minato  et al., 1997). As correntes persistentes de Na
+
 amplificam a 
despolarização e os potenciais sinápticos abaixo do patamar e servem como 
um marca passo para o disparo do potencial de ação; também podem manter 
um influxo prejudicial de Na
+
 nos neurônios durante crises convulsivas ou 
isquemia (Taylor & Meldrum, 1995; Obrenovitch, 1997). Durante a isquemia o 
bloqueio dos canais de Na
+
 reduziria a entrada de Na
+
 e a despolarização 
celular, que reduziria por sua vez o influxo de Ca
2+
 através do mecanismo de 
troca de Na
+
-Ca
2+
, atenuando a entrada de cálcio mediada pelos canais de 
cálcio dependentes de voltagem (figura 2) (Taylor & Meldrum, 1995). Foi 
descrito que as ações neuroprotetoras de diversos moduladores dos canais de 
Na
+
 (lamotrigina, carbamazepina, topiramato e fenitonína) foram atribuídos à 
redução da liberação de glutamato pelo bloqueio dos canais de Na
+
 (Rataud et 
al., 1994; Edmonds et al., 2001). A liberação de glutamato durante a isquemia 
pode ser diferente da liberação vesicular fisiológica de glutamato, e vários 
estudos indicam que a liberação de glutamato decorrentes de uma isquemia 
em alguns modelos tem pouca ou nenhuma dependência de Ca
2+
, e são 
mediados pelo transporte reverso de glutamato dependente de Na
+ 
(Taylor & 
Meldrum, 1995). Em fatias hipocampais privadas de oxigênio e glicose, a 
aplicação de tetrodotoxina (TTX, bloqueador dos canais de Na
+
) (Weber & 
Taylor, 1994; Breder et al., 2000) reduziu o excesso do fluxo de glutamato.  
Reduzir a liberação de glutamato pode ser uma forma principal da ação 
neuroprotetora de bloqueadores dos canais de Na
+
 dependentes de voltagem. 
É notável que muitos destes agentes sejam cerebroprotetores nas doses 
que são relativamente livres de efeitos adversos, em contraste aos 
antagonistas de aminoácido ou aos bloqueadores dos canais de Ca
2+
. 
Compostos como a fenitoína, carbamazepina, topiramato ou a lamotrigina 
podem agir nos canais de sódio impedindo a despolarização, inibindo a 
liberação de neurotransmissores tal como o glutamato e proteger assim o 
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[image: alt]cérebro contra o dano celular induzido pela isquemia, pela inibição pre- e pós-
sináptica de neurotransmissores excesso (Calabresi et al., 1996, 2003). 
 
1.2.1.1. Oxcarbazepina 
Oxcarbazepina (OXC; 10,11-dihidro-10-óxi-5H,dibenzazepine-5-carbóxiamida) 
(figura 3) é análogo do grupo ceto da carbamazepina (CBZ), com   
uma 
 
Figura 2: Funções do Na
+
 e canais de Na
+
 na isquemia. A abertura dos canais de Na
+
, 
despolariza o neurônio e ativa outros mecanismos dependentes de voltagem. Adaptada de 
Taylor & Meldrum, 1995. 
 
eficácia anticonvulsivante comparável (Wamil et al., 1994; Benes et al., 1999; 
Tecoma, 1999; White, 1999,). Tem a vantagem de uma baixa incidência de 
reações alérgicas. A oxcarbazepina é indicada como uma droga antiepiléptica 
de primeira linha para uso como monoterapia ou terapia adjuvante para o 
tratamento de crises parciais (as quais envolvem os subtipos simples, 
complexas e crises parciais evoluindo para crises com generalização 
 
11




[image: alt]secundária) e crises tônico-clônicas generalizadas (Shorvon, 2000; Kalis & 
Huff, 2001; Tecoma, 1999). A atividade farmacológica da OXC é primariamente 
manifestada através do metabólito MHD (10-monohidróxi derivado) da 
oxcarbazepina (Grant & Faulds, 1992). 
Acredita-se que o mecanismo de ação da OXC e seu metabólito MHD 
seja baseado principalmente no bloqueio dos canais de sódio voltagem-
dependentes, resultando então na estabilização de membranas neurais 
hiperexcitadas, inibição da descarga neuronal repetitiva e diminuição da 
 
MHD 
 
Figura 3: Estrutura química da Oxcarbazepina e seu metabólito MHD. Adaptada de Kalis & 
Huff, 2001. 
 
propagação de impulsos sinápticos (McLean et al., 1994; Schmutz et al., 1994; 
Wamil  et al., 1994). Muitas drogas anticonvulsivantes têm múltiplos alvos 
moleculares, e pode-se relacionar a OXC também. Em fatias hipocampais, a 
penicilina induz descargas elétricas que podem ser inibidas pela CBZ e pela 
OXC (Stefani et al., 1995). Propõe-se que no modelo da penicilina, o efeito da 
CBZ e da OXC seja devido ao aumento das correntes de potássio, que 
poderiam hiperpolarizar a membrana e possivelmente contribuir para o efeito 
anticonvulsivante. Além disso, há evidências que OXC inibe o influxo do cálcio 
dependente de voltagem em neurônios, que poderiam conduzir à atividade 
sináptica diminuída (Stefani et al., 1997). Conseqüentemente, a eficácia clínica 
da OXC no tratamento da epilepsia pode ser o resultado de diversos 
mecanismos de ação. 
A OXC e seu metabólito ativo (MHD) são anticonvulsivantes potentes e 
eficazes em animais (Schmutz et al., 1994). Foram eficazes em roedores com 
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crises tônico-clônicas generalizadas e, em menor grau, com crises clônicas, e 
aboliram ou reduziram a freqüência de crises parciais recorrentes cronicamente 
em símios com implantes de alumínio (Schmutz et al., 1994). Nenhuma 
tolerância foi observada (por ex.: atenuação de atividade anticonvulsivante) nas 
crises tônico-clônicas quando camundongos e ratos foram tratados diariamente 
por 5 dias ou 4 semanas respectivamente, com oxcarbazepina ou MHD 
(Schmutz et al., 1994). OXC e CBZ inibiram de uma maneira dose dependente 
(30-300 µM) a liberação de glutamato, aspartato, dopamina e GABA induzida 
pela veratridina (Waldmeier, 1995, 1996). Foi sugerido que CBZ e OXC inibem 
a liberação dos neurotransmissores induzido pela veratridina através de sua 
capacidade em bloquear os canais de sódio voltagem dependentes (Ambrósio 
et al., 2001) 
 
 
1.3 As proteínas de interesse 
 
1.3.1 Proteína Akt/PKB 
A serina/treonina proteína cinase B (PKB) foi identificada 
independentemente em 1991 por 3 diferentes grupos. Dois grupos identificaram 
a cinase pela sua homologia estrutural com PKC (73%) e PKA (68%), vindo daí 
os nomes PKB e RAC-PK (related to the A and C kinases). Ao mesmo tempo, a 
cinase foi identificada como o produto do oncogene viral v-Akt, surgindo então 
o nome Akt. A nomenclatura RAC-PK é evitada para que não haja confusão 
com a Rac GTPase, membro da família Rho. Os nomes Akt e PKB são 
igualmente usados (Downward, 1998). 
A proteína PKB/Akt é ativada em resposta a tratamentos com estímulos 
de crescimento, incluindo PDGF (Platelet-derived growth factor), EGF 
(Epidermal growth factor), insulina, trombina, NGF (Nerve growth factor) e 
bFGF (basic fibroblast growht factor). Muitos estudos indicam que a cinase de 
lipídeos PI3-K (Phosphoinisitide 3-OH kinase) está envolvida na regulação da 
PKB/Akt. Foi visto que sua ativação é dependente da sua fosforilação nos 
resíduos 308 e 473 (Kohn et al., 1996; Belham et al., 1999), como descrito 
abaixo. 
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1.3.1.1. Via da PI3-K e fosforilação da Akt 
A PI3-K é formada por duas subunidades: p85 (regulatória) e p110 
(catalítica). As subunidades estão dissociadas e juntam-se no momento da 
ativação, quando ela é capaz de fosforilar fosfoinositídeos (PtdIns) na posição 
3 do anel inositol, gerando PtdIns3P, PtdIns(3,4)P
2 
e PtdIns(3,4,5)P
3.
 Os 
primeiros estudos que sugeriram que a Akt era ativada pela PI3-K basearam-se 
em duas observações: 
1.  A ativação de Akt induzida por fatores de crescimento pôde ser 
completamente bloqueada por wortmanina, um inibidor de PI3-K; 
2.  O ponto de mutação do receptor de fator de crescimento que evita 
a ativação de PI3-K também inibe a ativação da Akt (Coffer et al., 
1998). 
A figura 4 mostra-nos um modelo de ativação da Akt por fatores de 
crescimento. Tomando como exemplo um receptor tirosina cinase, podemos 
observar que a fosforilação dos resíduos de tirosina é necessária para a 
ligação da subunidade p85 da PI3-K no receptor. Essa ligação dá-se através do 
domínio SH2
 
da proteína. Isso faz com que a subunidade p110 da PI3-K junte-
se ao complexo e desencadeando a fosforilação dos fosfoinositídeos de 
membrana (PtdIns3P, PtdIns(3,4)P
2 
e PtdIns(3,4,5)P
3
). Essa fosforilação 
sinaliza para as proteínas cinases dependentes de fosfoinositóis-3 (PDKs) 1 e 
2, que são recrutadas para o local. Essas proteínas possuem ativação 
constitutiva e são capazes de fosforilar a Akt em dois diferentes sítios (Belham 
et al., 1999). Estudos mostram que PDK1 fosforila Akt1 na treonina 308, sendo 
essa fosforilação dependente de Ca
2+
 (Yano et al., 1998), enquanto que PDK2 
fosforila na serina 473, parecendo que a fosforilação nos dois sítios é 
necessária para a completa ativação de Akt (Coffer et al., 1998; Datta et al., 
1999). A fosforilação da Akt pode ser melhor compreendida baseando-se na 
figura 4. 
A principal fosfatase capaz de inativar a cascata da PI3-K é a PTEN, já 
tendo sido mostrado que a sua deficiência leva a um aumento na fosforilação e 
na atividade da Akt (Sun et al., 1999). Outra forma de inativação da Akt é sua 
clivagem por caspase 3, o que anula seus efeitos antiapoptóticos (François & 
Grimes, 1999). 
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[image: alt]Uma via alternativa que pode ser disparada pela ativação de PI3-K é a via 
da PDK1, que, além da Akt, possui substratos como PKC, p70S6K e ERK, 
capazes de aumentar a transcrição de genes que codificam proteínas de 
sobrevivência (Belham et al., 1999; Kis et al., 2003). Parece que uma vez 
ativada, essa via comporta-se sempre como uma via em prol da sobrevivência 
da célula. 
 
Figura 4: Modelo do mecanismo de ativação de Akt/PKB por fatores de crescimento. Adaptada 
de Coffer et al., 1998. Akt/PKB:  homóloga celular ao oncogene viral v-Akt; PDK: proteína 
cinase dependente de fosfoinositóis-3; PI3-K: fosfoinositol-3 cinase; RTK: receptor tirosina 
cinase. 
 
1.3.1.2. Funções da Akt no bloqueio da apoptose 
Estando a via da PI3-K ativada, a apoptose é bloqueada de várias 
maneiras. A Akt é capaz de regular proteínas envolvidas no processo da 
apoptose (Coffer et al., 1998; Downward, 1998; Datta et al., 1999; Yuan & 
Yankner, 2000). Já foi demonstrada a interação da Akt com FKHR, (fator de 
transcrição do receptor Fas), BAD (atua na mitocôndria liberando citocromo c), 
Caspase 9 (ativa caspase 3) e GSK-3β, fosforilando-a e inativando-a para 
também por essa via bloquear a indução da apoptose. 
A Akt também é capaz de interagir com proteínas como a cinase do 
inibidor de NF-κB (IKK), fosforilando-a e liberando o fator de transcrição NF-κB 
(Ozes et al., 1999) e com a proteína responsiva ao cAMP (CREB), aumentando 
a transcrição direcionada por esses fatores (Du & Montminy, 1998). As 
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[image: alt]interações podem ser melhor visualizadas na figura 5. Dessa forma a proteína 
Akt pode atuar frente à indução de lesão celular como a falta de fatores de 
crescimento, por exemplo, diminuindo a morte celular. 
 
Figura 5: Vias de sinalização da proteína Akt. Adaptada de Yuan & Yankner, 2000. 
Akt/PKB: homóloga celular ao oncogene viral v-Akt; PDK: proteína cinase dependente de 
fosfoinositóis-3; PI3-K: fosfoinositol-3 cinase; NGF: fator de crescimento neuronal; IKK: cinase 
do inibidor de NF-κB; NF-κB: fator nuclear kappa B; CREB: proteína responsiva ao cAMP; 
MAPK: proteína cinase ativada por mitógenos. 
 
1.3.1.3. Alterações na Akt após isquemia 
  Alguns autores, utilizando modelos in vivo de isquemia, já demonstraram 
alterações na fosforilação da proteína Akt no hipocampo, utilizando tanto ratos 
(Ouyang et al., 1999; Friguls et al., 2001; Janelidze et al., 2001) quanto “gerbils” 
(Namura et al., 2000; Yano et al., 2001; Kawano et al., 2002). 
A maioria dos trabalhos que investigaram o envolvimento da proteína Akt 
na lesão isquêmica observaram um aumento na fosforilação da Akt em serina 
473 nos mais variados tempos após a lesão. O que parece ser um consenso é 
que essa fosforilação volta aos níveis basais após 24 horas de recuperação e 
que o imunoconteúdo da proteína não é alterado nesse tempo. Quando a 
fosforilação em treonina 308 foi investigada, não se observou nenhuma 
alteração (Kitagawa et al., 2002). 
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1.3.2. Proteína GSK-3β 
Glicogênio sintase cinase-3-beta (GSK-3β) foi identificada em 1980 
como uma das várias proteínas cinases que poderiam fosforilar a glicogênio 
sintase (Parker et al., 1982), e rapidamente tornou-se reconhecida como um 
regulador central de cascatas de sinalização celular por causa da grande 
variedade de substratos que fosforila. Estes incluem proteínas do 
citoesqueleto, proteínas do ciclo celular e metabólica, e um grande número de 
fatores de transcrição chave. GSK-3β é constitutivamente ativa, mas sua 
atividade pode ser modulada pela fosforilação. A atividade da GSK-3β é 
significativamente reduzida pela fosforilação de uma serina presente na 
extremidade N-terminal, Ser-9 (Plyte et al., 1992). Uma importante via que 
medeia esta modificação envolve a via PI3-K/Akt. Estimulação de PI3-K conduz 
a fosforilação e ativação da Akt por cinases dependentes de fosfoinositídios. 
Akt ativada, fosforila Ser-9 da GSK-3β, que inibi sua atividade (Cross et al., 
1995). Várias outras cinases são capaz de fosforilar Ser-9 da GSK-3β, 
incluindo p70S6 cinase, p90Rsk, PKC e PKA (Sutherland et al., 1993; Goode et 
al., 1992; Fang et al., 2000) (Figura 6). GSK-3β pode também ser inibida 
através da fosforilação pela via de sinalização Wnt, com isso, GSK-3β não 
fosforila  β-catenina evitando sua degradação (Dale, 1998). GSK-3β também 
modula a atividade de vários outros fatores chave, dentre eles, AP-1 (de Groot 
et al., 1993), CREB (Shaywitz & Greenberg, 1999), NF-κB , Myc (Grandori et 
al., 2000), HSF-1 (Chu et al., 1996), NFATc (Beals et al., 1997) e C/EBP (Ross 
et al., 1999). 
Nos últimos anos, GSK-3β tornou-se reconhecida como um importante 
modulador da apoptose. As intrigantes ligações entre GSK-3β e sobrevivência 
celular que foram identificadas são as recentes descobertas que a ativação da 
GSK-3β regula a atividade de vários fatores de transcrição que são necessários 
para sobrevivência celular. Por outro lado, a inibição da GSK-3β pela ativação 
da via PI3-K/Akt (figura 7) pode proteger neurônios de uma ampla variedade de 
lesões potencialmente letais. Estas observações implicam que GSK-3β pode 
ser um fator inicial na morte celular. A primeira evidência que a ativação da 
GSK-3β poderia estar envolvida com apoptose neuronal foi descrita por 
Takashima e colaboradores (1993), neste  estudo, tratamento de neurônios 
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Figura 6: Vias de sinalização de regulação da GSK-3β e fatores de transcrição regulados pela 
GSK-3β. O esquema descreve cinco cinases que são capaz de fosforilar em Ser-9, que inibi 
sua atividade. Quando ativa, GSK-3β fosforila oito fatores de transcrição, modulando suas 
atividades indicado pelas setas. Adaptada de Jope & Bijur, 2002.
 
 
hipocampais de ratos com a proteína β-amilóide aumentou a atividade da GSK-
3β e induziu a apoptose, e o tratamento com oligonucleotídeo antisenso da 
GSK-3β preveniu a apoptose. Em outro estudo, Pap & Cooper (1998), 
encontraram que a super expressão da GSK-3β, ativa em células PC12 e Rat-
1, foi suficiente para induzir a apoptose, sendo que a super expressão da forma 
cataliticamente inativa de GSK-3β reduziu a apoptose induzida por um inibidor 
da via da PI3-K. Estas importantes descobertas estabelecem a GSK-3β como 
um dos alvos da via de sinalização anti-apoptótica da PI3-k/Akt a qual causa 
inibição da GSK-3β, validando esta como uma enzima pró-apoptótica. 
Durante os últimos anos, tem se estabelecido uma ligação direta entre a 
via da PI3-K/Akt e lítio (De Sarno et al., 2002). Foi descrito que o lítio protegeu 
células contra apoptose induzida por staurosporina em células de 
neuroblatoma SH-SY5Y, através da inibição da GSK-3β. Além do lítio, os 
anticonvulsivantes, ácido valpróico e lamotrigine, mas não carbamazepina, 
mostraram proteger da apoptose induzida pela GSK-3β em células de 
neuroblastoma SH-SY5Y (Li et al., 2002). Estes resultados demonstram que 
drogas anticonvulsivantes podem prover neuroproteção pela inibição dos 
efeitos pró-apoptóticos da GSK-3β. 
  Reduzir a apoptose neuronal é uma importante estratégia terapêutica no 
contexto de trauma cerebral, isquemia, epilepsia e doenças neuronais motoras. 
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[image: alt]Portanto, a função emergente da GSK-3β como um fator pró-apoptótico em 
células neuronais faz desta proteína cinase um alvo terapêutico atrativo para o 
propósito do desenvolvimento de drogas inibitórias para tratar estas doenças. 
 
 
Figura 7: Envolvimento da via PI3-K/Akt na inibição da GSK-3β. Adaptada da página 
http://www.cellsignal.com
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2. Objetivos: 
 
O objetivo geral do trabalho foi: 
 
¾  Estudar a ação neuroprotetora da oxcarbazepina em um modelo in vitro 
de morte celular. 
 
Os objetivos específicos do trabalho foram: 
 
¾  Investigar o perfil de neuroproteção da oxcarbazepina em um modelo in 
vitro  de lesão isquêmica, usando culturas organotípicas de fatias 
hipocampais de ratos expostas à privação de oxigênio e glicose (POG); 
 
¾ Verificar se a neuroproteção mediada pela oxcarbazepina envolve a via 
de sinalização celular da PI3-K através do uso de inibidor específico. 
 
¾ Investigar possíveis alterações no imunoconteúdo e no estado de 
fosforilação da Akt e da GSK-3β. 
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Abstract 
Brain ischemia results in cellular degeneration and loss of function. Here, 
we investigated the neuroprotective profile of oxcarbazepine (OXC), 
anticonvulsant, in an in vitro model of ischemia. Organotypic hippocampal slice 
cultures were exposed to oxygen and glucose deprivation (OGD). Cellular death 
was quantified by measuring uptake of propidium iodide (PI). OXC (30 µM) was 
added to the medium before, during and after the OGD induction. A decrease of 
incorporation of PI was observed only when OXC was added before OGD, 
indicating a neuroprotective effect. To elucidate a possible mechanism by which 
OXC exercs its neuroprotective effect we used LY294002, a specific inhibitor of 
PI3-K pathway. The OXC neuroprotection was prevented by LY294002. 
Immunoblotting revealed that OXC 30 µM had no effect in the phosphorylation 
of Akt and glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β). These results show that 
OXC has a neuroprotective effect and suggest that its use in the treatment of 
some neurodegenerative diseases could be investigated. 
 
 
 
 
 
Keywords: Neuroprotection, Akt, GSK-3β, LY294002, Oxcarbazepine, oxygen 
and glucose deprivation, organotypic. 
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INTRODUCTION 
Neurodegeneration is a prominent feature of cerebrovascular disorders, 
particularly stroke syndromes that are a major cause of morbidity and mortality 
in middle and later life for which no efficient therapy is presently available. The 
brain is highly dependent on continuous blood flow for the supply of oxygen and 
glucose. The reduction in the supply of these molecules to the brain that occurs 
in cerebral ischemia leads to a complex cascade of cellular events, resulting in 
severe neuronal degeneration and, consequently, in loss of brain functions 
(Nieber, 1999; Lipton, 1999; White et al., 2000). 
Diverse  in vitro and in vivo systems have been utilized to study the 
mechanisms underlying neuronal degeneration and to evaluate potential 
neuroprotective effects of pharmacological treatments. Among the in vitro 
systems used to study ischemia-induced injuries, organotypic hippocampal slice 
cultures, combined with oxygen–glucose deprivation (OGD), offer great 
advantages in that they mimic closely the situation in vivo. Cultured slices 
maintain their cellular architectures and interneuronal connections, and neurons 
survive during the long-term culture and physiologically mature over this period, 
allowing an extended survival study (Muller et al., 1993; Stoppini et al., 1991; 
Xiang et al., 2000; Cho et al., 2004). 
Given the similarities in the death-promotiong mechanism between 
ischemia and seizures, anticonvulsivants may also have potential 
neuroprotective capabilities. The actions of anticonvulsivants usually target the 
initiation and spread of seizure activity. In doing so, they may also abort some 
of the toxic mechanisms leading to neuronal damage associated with ischemia 
(Leker and Neufeld, 2003). Some anticonvulsants have neuroprotective effects 
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in animal and in vitro models of cerebral ischemia and traumatic brain injury 
(Taylor and Meldrum, 1995; Obrenovitch, 1997; Calabresi et al., 2003), and 
consequently deserve consideration as putative neuroprotectants in humans. 
Oxcarbazepine (10,11-dihydro-10-oxo-carbazepine; OXC) is an 
anticonvulsant compound that is metabolized rapidly and completely in humans 
to the 10-monohydroxy compound (10-11-dihydro-10-hydroxy carbazepine; 
HCBZ) (Grant and Faulds, 1992; Kalis and Huff, 2001). It has been proposed 
that the antiepileptic activity of oxcarbazepine and HCBZ occurs as a result of 
blockade of voltage-gated sodium channels (Mclean et al., 1994; White, 1999) 
and suppress the frequency of sustained repetitive firing of action potentials in 
vitro (Wamil et al., 1994; Mclean et al., 1994). Neurochemical studies also 
showed that OXC binds to sodium channels and modulates sodium entry in 
cortical synaptosomes (Benes et al., 1999). Blockade of voltage-sensitive 
channels is believed to result in stabilization of neuronal membranes, inhibition 
of repetitive neuronal firing, decreased synaptic neurotransmission, and 
decreased seizure spread (Mclean et al., 1994; White, 1999; Tecoma, 1999). 
Thus, drugs that block sodium channels such as oxcarbazepine may prevent 
the release of excitotoxic amino acids and may also alter recurrent 
depolarizations. 
Molecular and cellular targets involved in brain damage after ischemic 
insults have been intensively studied and the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-
K)/Akt (also called protein kinase B) signaling pathway has been identified as a 
major mechanism supporting cellular proliferation and survival (Datta et al., 
1999; Brazil and Hemmings, 2001; Brunet et al., 2001). Akt activation depends 
upon its phosphorylation on Ser-473, located in the C-terminal domain of the 
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kinase, and on Thr-308, which is in the kinase activation loop (Alessi et al., 
1996; Chan et al., 1999). Activated Akt is then able to directly phosphorylate 
and modulate the activity of downstream target proteins, which influences 
multiple cellular functions such as glycogen synthesis, protein synthesis, gene 
expression, and the proliferation and survival of cells (Datta et al., 1999; Brazil 
and Hemmings, 2001; Brunet et al., 2001). One of the downstream targets of 
Akt is glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β), which is inactivated by 
phosphorylation on Ser-9 by Akt (Cross et al., 1995). The importance of this 
regulatory action of Akt has gained recognition as widespread effects of GSK-
3β have been identified on multiple transcription factors, metabolic enzymes, 
cytoskeletal proteins (Grimes and Jope, 2001) and which is able to induce 
cellular death (Pap and Cooper, 1998). De Sarno and colleagues (2002) 
reported that treatment with sodium valproate caused a gradual but relatively 
large increase in the activation-associated phosphorylation of Akt, and a 
similarly gradual but more modest increase in the inhibition-associated 
phosphorylation of GSK-3β. In addition, lamotrigine, but not carbamazepine, 
provided protection from GSK-3β-facilitated apoptosis in human neuroblastoma 
SH-SY5Y cells (Li et al., 2000). 
The potential importance of these actions in the therapeutic led us to 
investigate the profile of neuroprotection of the oxcarbazepine in organotypic 
cultures of rat hippocampus exposed to an in vitro model of neuronal death 
using OGD and on two key components of this signaling pathway, Akt and 
GSK-3β. Since several anticonvulsants recently have been shown to be 
effective neuroprotective, this was addressed by testing whether this agent 
altered the phosphorylation of Akt, which is associated with activation of Akt, or 
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the phosphorylation of Ser-9 of GSK-3β, which is associated with inhibition of its 
activity. 
 
EXPERIMENTAL PROCEDURE 
Organotypic Hippocampal slice cultures 
Organotypic hippocampal cultures were prepared according to the method 
of Stoppini et al. (1991). The local Animal Care Committee approved all animal 
procedures used. Hippocampal slices were obtained from 6–8-day-old Wistar 
rats by removing the brain, dissecting hippocampi and making transverse slices 
(400 µm), using a Mcllwain tissue chopper. Slices were separated in ice-cold 
Hank's balanced salt solution (HBSS) composed of (mM): glucose 36, CaCl
2 
1.26, KCl 5.36, NaCl 136.89, KH
2
PO
4
 0.44, Na
2
HPO
4
 0.34, MgCl
2
 0.49, MgSO
4
 
0.44, HEPES 25; fungizone 1% (Gibco, Grand Island, NY, USA) and 
gentamicine 36μL/100mL (Schering
®
); pH 7.2. Six slices were placed on one 
Millicell culture insert (Millicell
®
-CM, 0.4 µm, Millipore
®
, Bedford, MA, USA) and 
the inserts were transferred to a six-well culture plate (Cell Culture Cluster, 
Costar
®
) with 1 ml of culture medium consisting of 50% minimum essential 
medium (MEM) (Gibco), 25%  heat inactivated horse serum (Gibco) and 25% 
HBSS (Gibco), supplemented with (mM, final concentration): glucose 36, 
HEPES 25 and NaHCO
3
 4; fungizone 1% (Gibco) and gentamicine 36 
μL/100mL (Schering
®
); pH 7.2. The plates were then placed in an incubator at 
37
o
C in an atmosphere of 5% CO
2
. The medium was changed every 3 days and 
experiments were carried out after 14 days in vitro. 
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OGD 
OGD was achieved by combining hypoxia with aglycemia, according to the 
method described by Strasser and Fisher (1995), with some modifications 
(Cimarosti et al., 2001). After 14 days in vitro, the inserts were transferred to a 
sterilized 6-well plate, and incubated with 1mL of OGD medium consisting of 
HBSS lacking glucose for 15 min to deplete glucose from intracellular stores 
and extracellular space. After that, medium was replaced by one with the same 
composition but previously bubbled with N
2
 for 30 min and the plate 
immediately transferred to an anaerobic chamber at 37
o
C with N
2
-enriched 
atmosphere for 60 min. During this process control slices were maintained in an 
incubator with 5% CO
2
 atmosphere at 37°C. After the deprivation period, slice 
cultures were incubated in culture medium under normoxic conditions for 24 h, 
corresponding to the recovery period. 
 
Drug exposition 
Oxcarbazepine was obtained from Novartis (Basel, Switzerland), 
LY294002 was purchased from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). 
All drugs were dissolved in dimethylsulphoxide (DMSO) (Sigma Chemical, St. 
Louis, Mo, USA). Oxcarbazepine (30 µM), DMSO (0.01%) and LY294002 (5 
µM) were added to the culture medium and/or OGD medium. 
The experimental treatments were: (1) drug group in which OXC (30 µM) 
was added to the culture medium 1h before OGD period (BEFORE) or during 
the OGD period (INSULT) or in the recovery period (RECOVERY); (2) vehicle 
group in which DMSO 0.01% was added to the culture medium 1h before OGD 
period, during OGD period and in the recovery period; (3) LY group in which 
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LY294002 (5 µM) was added to the culture medium 2h before OGD period, and 
maintained during the OGD and the recovery period; (5) OXC+LY group in 
which LY294002 (5 µM) was added to the culture medium 2h before OGD and 
maintained during the OGD and the recovery period and OXC (30 µM) was 
added 1h before OGD; 
 
Quantification of neuronal cell death 
Cellular damage was assessed by fluorescent image analysis of propidium 
iodide (PI) uptake (Noraberg et al., 1999). After a recovery period of 22 h, 7.5 
μM PI (Sigma Chemical) was added to the cultures and incubated for 2 h. PI 
uptake is indicative of significant membrane injury (Macklis and Madison, 1990). 
Cultures were observed with an inverted microscope (Nikon Eclipse TE 300) 
using a standard rhodamine filter set. Images were captured and then analysed 
using Scion Image software (www.scioncorp.com). The area where PI 
fluorescence was detectable above background was determined using the 
“density slice” option of Scion Image software and compared to the total 
hippocampus area to obtain the percentage of damage (Valentim et al., 2003). 
 
Western blotting assay 
After obtaining the fluorescent images, cultured slices were homogenized 
in lysis buffer (4% sodium dodecylsulfate (SDS), 2.1mM EDTA, 50 mM Tris) 1, 
6 and 24 h after OGD. Aliquots were taken for protein determination and β-
mercaptoethanol was added to a final concentration of 5%. Proteins (Peterson, 
1983) were separated (40 µg per lane) on 10% SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis. After electrophoresis, proteins were electrotransferred to 
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nitrocellulose membranes using a semi-dry apparatus (Bio-Rad Trans-Blot SD, 
CA, USA). 
Membranes were incubated for 60 min at 4ºC in blocking solution (Tris-
buffered saline containing 5% powdered milk and 0.1% Tween-20), and further 
incubated with the appropriate primary antibody dissolved in blocking solution 
overnight at 4ºC. The primary antibody used were anti-phospho Akt (Ser-473) 
(pAkt, 1:1000; Cell Signaling Technology), anti-Akt (1:1000; Cell Signaling 
Technology), anti-phospho GSK-3β (ser-9) (pGSK-3β, 1:1000; Cell Signaling 
Technology), anti-GSK-3β (1:1000; Cell Signaling Technology). The 
membranes were then incubated with horseradish peroxidase-conjugated anti-
rabbit antibody (1:1000; Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA). 
Immunoreactive bands were revealed by an enhanced chemiluminescence kit 
(ECL, Pharmacia), and detected using X-ray films. The immunoblot films were 
scanned and the digitalized images analyzed with Optiquant software (Packard 
Instrument) (Cimarosti et al., 2005; Horn et al., 2005). 
For each experiment, the test groups were referred to vehicle treated 
control cultures not exposed to OGD, which were considered 100%, thus 
assuring the same signal intensity for control and test groups. Data are 
expressed as percentage of phosphorylated protein, which was obtained by the 
ratio of the immunocontent of phospho-protein (Akt or GSK-3β) with the whole 
amount of the protein (Akt or GSK-3β) provide by the immunodetection assay 
with the total (Akt or GSK-3β) antibody. 
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Statistical analysis 
Data are expressed as mean ± S.E.M. and analyzed for statistical 
significance by one-way analysis of variance (ANOVA) using a post-hoc 
Tukey’s test for multiple comparisons. Differences between mean values were 
considered significant when P < 0.05. 
 
RESULTS 
Oxcarbazepine protects against cell death induced by OGD 
The exposure of the cultures to 60 min of OGD and 24 h of recovery 
caused a marked fluorescence in the hippocampus, indicating a high 
incorporation of PI, as presented in the photomicrograph in figure 1A (OGD 
DMSO group). Quantification of PI fluorescence showed that OGD caused 
about 59% of damage in hippocampus, a significant increase compared to 
control cultures with a basal hippocampus damage of 3% (Fig. 1A). Propidium 
iodide uptake was used as a marker of cell death since studies have shown 
that, in organotypic cultures, this endpoint correlates well with the extent of cell 
death detected by other methods. 
Pretreatment with 30 µM OXC before OGD exposure significantly reduced 
damage in the hippocampus from 59%, without treatment, to 37%, with 
treatment (Fig. 1B). When 30 µM OXC was present only during the lesion 
induction and maintained during the recovery period (OGD 
INSULT+RECOVERY), no significant difference was observed. Also, no 
significant difference in the neuroprotective effects with 30 µM OXC was 
present only during the recovery period (OGD RECOVERY). Any difference 
among treatments in control slices has not been detectable, indicating that OXC 
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had no toxic effect in basal conditions (Fig. 1B). We have previously 
demonstrated (Horn et al., 2005) that cell death was not observed after a 
recovery period of 1 and 6 h as we have found in our results (data not show). 
 
Neuroprotective effect of OXC involves PI3-K 
In order to investigate whether the PI3-K signaling pathway was involved 
in the neuroprotective effect of OXC, we carried out experiments using 
LY294002, a specific inhibitor of PI3-K (Vlahos et al., 1994). LY294002 (5 µM) 
prevented the neuroprotective effect of OXC (30 µM), increasing the PI 
incorporation from 37% (OGD OXC) to 52% (OGD OXC+LY) (Fig. 2B). No 
neurotoxic effects were observed with inhibitors only in control culture (Fig. 2A). 
 
OXC does not change the Akt and GSK3-β phosphorylation after OGD 
treatment 
Considering that LY294002 abolished the neuroprotective effect of OXC, 
we hypothesized that OXC would induce Akt activation, a PI3-K-activated 
protein kinase. The status of Akt phosphorylation was examined after 1, 6 and 
24 h of recovery by Western blotting with antibodies against the active form of 
Akt, phosphorylated at Ser-473, as well as its total immunocontent. OXC 30 µM 
not changed the percentage of pAkt after OGD cultures in all recovery periods 
(Table 1). There were no differences in the pAkt intensity neither among 
controls slices nor in OGD DMSO treated group. No alteration in the total 
amount of Akt was observed (representative Western blotting in Fig. 3A). To 
confirm that LY294002 was effective in the blockage of the PI3-K pathway we 
measured the phosphorylation state of Akt in the presence of LY294002 after 
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24 h of recovery. Treatment with LY294002 reduced the ratio of pAkt/Akt (Fig. 
3B) in OGD exposed, confirming the efficacy of this inhibitor. 
As GSK-3β is a substrate of PI3-K pathway and since GSK-3β when 
phosphorylated has its proapoptotic activity inhibited, we investigated, by the 
same way to that performed to Akt/PKB, its phosphorylation state in our model 
after 1, 6 and 24 h after OGD and OXC treatment. We found that OXC not 
changed the GSK-3β phosphorylation in OGD cultures in all recovery periods 
tested (Table 1). No differences were detected in the percentage of pGSK-3β 
neither among controls slices nor OGD DMSO treated group. It was not 
detectable alteration in the total amount of GSK-3β. LY294002 does not change 
the ratio of pGSK-3β/GSK-3β mediated by OXC (data not shown). 
 
DISCUSSION 
In the present study, we tested the neuroprotective effect of OXC in 
ischemic injury and proposed an underlying mechanism by which this 
neuroprotection occurs. For this purpose, we have used organotypic 
hippocampal slice cultures to examine its profile in an in vitro model of 
‘ischemic-like insult’ using OGD, extensively employed in our research group 
(Tavares et al., 2001; Valentim et al., 2003; Cimarosti et al., 2005; Horn et al., 
2005). Models of oxygen–glucose deprivation based on organotypic cultures 
demonstrate that many of the elements of the in vivo situation are retained, 
including selective vulnerability of CA1 pyramidal cells, delayed neuronal cell 
death, and protection by glutamate receptor antagonists (Strasser and Fischer, 
1995; Pringle et al., 1997). Using this model, we have shown here that OXC at 
dose of 30 µM protects organotypic hippocampal slice cultures against OGD 
 
34




only when used before OGD induction. The protective effect of OXC is in 
accordance with the findings of Reckling (2003), showing that direct 
pharmacological blockade of the OXC (30 µM) protected the hipocampus from 
ischemic damage. Oxcarbazepine fail to protect when used only during OGD 
exposition and maintained in the recovery period and/or after OGD induction. 
The mechanisms by which OXC exert their anticonvulsant effect are not 
completely understood but may be partly due to effects on sodium and calcium 
ion flow across neuronal membranes. Such compounds as phenytoin, 
carbamazepine or lamotrigine may act at sodium channels to prevent 
depolarization, inhibit release of neurotransmitters such as glutamate and thus 
protects the cortex against cellular damage induced by focal ischaemia by both 
pre- and post-synaptic inhibition of abnormal neurotransmission (Rataud et al., 
1994). Therefore, these drugs would have little effect on normal neuronal 
signalling but would block Na
+
 channels under pathological conditions such as 
seizures or ischaemia. During ischaemia, blockade of Na
+
 channels would 
reduce Na
+
 loading and cellular depolarization, which would in turn reduce Ca
2+
 
influx via the Na
+
-Ca2
+
 exchange mechanism and consequently reduce 
glutamate release (Taylor and Meldrum, 1995). Tetrodotoxin (TTX) significantly 
reduces Na
+
 influx in rat hippocampal slices depolarized by hypoxia (Kass et al., 
1992), suggesting that voltage- dependent channel blockers might also reduce 
Na
+
 loading of neurones during ischaemia. The activation of voltage gated Na
+
 
channels thus appears to contribute to neuronal damage during the ischemic 
insult, but not during the recovery period (Breder et al., 2000). In the same way, 
OXC protect only when used before OGD period, but not during the recovery 
period. 
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The mechanisms of the neuroprotective effects of OXC are not fully 
understood, although some mechanisms have been proposed. In this study we 
proposed that OXC could mediate its neuroprotective effect by activating of 
signaling pathway implicated in supporting neuronal survive: PI3-K (Pettmann 
and Hendersen, 1998). We investigated whether OXC could activate the PI3-K 
pathway, therefore, we used LY294002, a specific inhibitor of PI3-K, to block its 
activity. The results presented here show that the neuroprotective effect of OXC 
was prevented by this inhibitor. These results suggest that the PI3-K is involved 
in the neuroprotection by OXC observed in our model of cell death. 
It has been shown that the protective effects of PI3-K are mediated 
primarily by one of its downstream targets – Akt (Franke et al., 1997). Akt has 
direct effects on the apoptosis pathway, by inhibiting the pro-apoptotic proteins 
as, among others, Bad, caspase 9, forkhead factors and GSK-3β (Song et al., 
1995). Several reports have suggested that apoptosis is underlying the delayed 
neuronal death in ischemic brain injuries (MacManus et al., 1993; Nitatori et al., 
1995). Studies have shown that blocking increased Akt phosphorylation by 
treatment with LY294002, increases subsequent DNA fragmentation (Noshita et 
al., 2001). Likewise, reverting the decrease in Akt phosphorylation seen 
immediately after brain ischemia by treatment with intraventricular 
administration of insulin-like growth factor-1 (IGF-1), rescued cells from 
neuronal cell death (Wang et al., 2000). Taken together, decreased Akt activity 
accounts for neuronal damage following brain ischemia, and increased Akt 
activity observed a few hours later could participate in endogenous 
neuroprotective responses to ischemia. 
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Therefore, we hypothesized that oxcarbazepine could protect neurons 
against cell death induced by OGD by activating PI3-k/Akt proteins. The authors 
observed that OXC did not change Akt phosphorylation levels after OGD, but it 
was abolished by LY294002, which is reported to be an irreversible inhibitor of 
PI3-K, suggesting that the PI3-K pathway is involved in Akt activation. No 
change in the amount of pAkt or Akt was observed in control slices treated with 
OXC. Furthermore, there was no increase in pAkt or Akt in OGD DMSO group. 
The current results indicate that Akt does not play a major role in inducing 
neuroprotection by OXC. Horn et al. (2005) did not observe any significant 
changes in Akt phosphorylation and immunocontent in CA1 or Dentate Gyrus 
areas of organotypic cultures exposed to OGD after 30 min, 6 and 24 h of 
reperfusion. However, another group reported a dramatically decrease in Akt 
phosphorylation at Ser-473 immediately following global brain ischemia in the 
hippocampus of Wistar rats. After this transient decrease in Akt 
phosphorylation, phosphorylation greatly increased within the next 24 h and 
declined to basal levels within 48 h (Ouyang et al. 1999). Transient upregulation 
of Akt phosphorylation was also observed in the global ischemic model using 4-
vessel occlusion in the rat (Jin et al., 2001). One possible explanation for these 
apparent controversies results is that the latter used an in vivo model of global 
brain ischemia and the former used an in vitro model of organotypic 
hippocampal slice cultures exposed to OGD. 
Following the PI3-K pathway, we investigated whether oxcarbazepine had 
effect on GSK-3β phosphoregulation and whether this effect could involve PI3-K 
using LY294002. Our results indicated that OXC did not change GSK-3β 
phosphorylation after OGD in any time studied (Table 1) and did not alter 
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inhibition by LY294002 (data not shown). No change in the amount of pGSK-3β 
or GSK-3β was observed in control slices treated with OXC. Furthermore, there 
was no increase in pGSK-3β or GSK-3β in OGD DMSO group. These results 
suggest that the neuroprotection mediated by OXC couldn’t involve change of 
GSK-3β phosphorylation after the insult. Despite the fact that organotypic 
cultures respond similarly to in vivo ischaemia, the mechanisms that result in 
cell death could be different and require an alternative response for this protein. 
There is growing evidence that GSK-3β is involved in the pathogenesis of 
central nervous system diseases. There are only a handful of research reports 
on the expression of GSK-3β in cerebral ischemia. GSK-3β is present in 
neurons following MCAO (Sasaki et al., 2001). De Sarno and collegues (2002) 
reported that treatment with sodium valproate caused a gradual but relatively 
large increase in the activation-associated phosphorylation of Akt on Ser-473, 
and a similarly gradual but more modest increase in the inhibition-associated 
phosphorylation of GSK-3β on Ser-9. In addition, lamotrigine, but not 
carbamazepine, provided protection from GSK-3β -facilitated apoptosis in 
human neuroblastoma SH-SY5Y cells (Li et al., 2000). 
Altogether, the authors suggest that probably the Akt/GSK-3β pathway is 
not a major player in the neuroprotection by oxcarbazepine in hippocampus, 
however, these results suggest that the PI3-K is involved in the neuroprotection 
by OXC observed in our model of cell death. This is the first report investigating 
the possible involvement of Akt/GSK-3 β activation by OXC. It is important to 
point out that although Akt and GSK-3β did not have their ratio altered in the 
hippocampus by OXC, we cannot discard the involvement of modulation of their 
activity in response to another model and/or determined brain regions. Despite 
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presenting data, suggesting that although our knowledge of the molecular 
mechanisms involved in the neuroprotective action of oxcarbazepine in 
ischemic damage is incomplete, its ability to reduce cellular damage induced by 
OGD lends support to the idea that the drug could be used in the prophylaxis 
and/or treatment of neurodegenerative diseases. In fact, it is possible that the 
drug that was used show a different pharmacological efficacy when used in 
vivo. Using electrophysiology and toxin probes, OXC could have shown 
neuroprotective effects to interact with Na
+
 channels in an in vitro model of 
OGD. 
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Legend to Figures 
 
Figure 1: Effect of OXC on cell damage induced by OGD for 60 min in 
organotypic hippocampal cultures. (A): Representative photomicrographs of 
slices stained with PI after 24 h after exposure to OGD. (B): Quantitative 
analysis of hippocampus damage 24 h after exposure to OGD. OGD, oxygen 
and glucose deprivation exposed cultures; DMSO, vehicle-treated cultures; 
BEFORE, Oxcarbazepine (30µM) was added 1h before OGD induction; 
INSULT+RECOVERY, OXC (30µM) was added during OGD induction and 
maintained during the recovery period; RECOVERY, OXC (30µM) was added 
after OGD period and maintained during the recovery period. Bars represent the 
mean ± S.E.M., n=12. # significantly different from control and DMSO-treated 
OGD cultures (one-way ANOVA followed by Tukey’s, P<0.001). 
 
Figure 2: Effect of LY294009 on neuroprotective effect of OXC on cell 
damage induced by OGD for 60 min in organotypic hippocampal cultures. A: 
Representative photomicrographs of cultures showing PI fluorescence 24 h 
after exposure to OGD. B: Quantitative analysis of hippocampus damage 24 h 
after exposure to OGD. OXC: Oxcarbazepine (30µM) was added 1h before of 
OGD induction. LY: LY294009 (5µM) was added 2 h before OGD, during OGD 
and maintained in the recovery period. OXC+LY: Oxcarbazepine (30µM) was 
added 1h before OGD medium and LY294009 (5µM) was added 2h before 
OGD medium and maintained during the recovery. Bars represent the mean ± 
S.E.M., n=9. * significantly different from control cultures (indicated by traced 
line). # significantly different from control cultures and OGD cultures treated with 
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DMSO, LY and OXC+LY (one-way ANOVA followed by Tukey’s test, * P<0.05; 
# P<0.001). 
 
Figure 3. Effect of treatment with oxcarbazepine and LY294002 on the 
percentage of phophorylated Akt in organotypic hippocampal cultures 24 h after 
OGD. A: Representative Western blottings of pAkt and Akt revealed using 
specifics antibodies. B: Histograms represent the quantitative Western blotting 
analysis of Akt phosphorylation state. The densitometric values obtained to 
phospho- and total-Akt from all treatments were first normalized to their 
respective vehicle-treated control non-exposed to OGD condition (DMSO bar) 
(100%). OXC: Oxcarbazepine (30µM) was added 1h before OGD induction. LY: 
LY294009 (5µM) was added to 2 h before OGD, during OGD and maintained in 
the recovery period. OXC+LY: Oxcarbazepine (30µM) was added 1h before 
OGD induction and LY294009 (5µM) was added to 2 h before OGD, during 
OGD and maintained in the recovery period. Data are expressed as a ratio of 
the normalized percentages of pAkt and Akt. Bars represent the mean ± S.E.M., 
n=6. * significantly different from controls cultures and OGD cultures treated 
with DMSO, OXC and OXC+LY (one-way ANOVA followed by Tukey’s test,  
P<0.01). 
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[image: alt]Table 1 
Immunoblot analysis of ratio pAkt/Akt and pGSK-3β/GSK-3β in hippocampus of organotypic culture at 1, 6 and 24 h 
after OGD induction 
 
 pAkt/Akt         pGSK3β/GSK3β 
   
 Control     OGD   Control     OGD 
   
 DMSO OXC DMSO OXC DMSO OXC  DMSO OXC 
 
1h 100 100 
+ 3 99 + 2 104 + 4 100 98 + 2 101 + 5 105 + 8 
6h 100 93 
+ 8 125 + 6 139 + 9 100 92 + 9 85 + 4 85 + 6 
24h 100 102 + 5 93 + 5 97 + 4 100 99 + 3 92 + 7 105 + 4 
 
Data represent mean 
+ S.E.M. of percentage of control for six samples per group. 
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Discussão e Conclusões 
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3. Discussão 
  Durante os últimos anos, diversas evidências têm mostrado similaridade 
na cascata de eventos sinápticos e intracelulares exibidos pela epilepsia e 
doenças cerebrais vasculares que conduzem à morte neuronal (Lee et al., 
1999; Moshe, 2000). Um grande número de estudos, tanto in vitro como in vivo, 
têm sugerido que as drogas antiepilépticas desempenham um papel 
neuroprotetor, sendo que, estas evidências têm impulsionado o interesse em 
determinar a sua eficácia na prevenção de doenças neurodegenerativas e 
cérebro vasculares em humanos. Estas drogas vêm sendo usadas na tentativa 
de regularizar o micro-ambiente ou de aumentar a resistência neuronal ao 
mesmo, “neuroproteção” (Calabresi et al., 2003). 
  O primeiro passo deste trabalho foi investigar o possível potencial 
neuroprotetor da oxcarbazepina, uma vez que, já foi demonstrado que algumas 
drogas antiepilépticas falharam em proteger quando administradas ou durante 
e/ou na reperfusão. Foi utilizada cultura organotípica de fatias hipocampais 
expostas à privação de oxigênio e glicose (POG) como modelo in vitro de 
“lesão isquêmica”. A escolha deste método de cultivo deve-se ao fato da 
manutenção da organização do tecido e da integridade das células, permitindo 
a comunicação entre neurônios e entre neurônios e glia, podendo ser 
importante para melhor entender os mecanismos envolvidos no efeito protetor 
da oxcarbazepina. Isto é sugerido pelos dados mostrando que a oxcarbazepina 
altera alguns parâmetros em células gliais em diversas doses (1-100 µg/mL) 
(Pavone & Cardile, 2003) e em neurônios (10-300 µM) (Ambrósio et al., 2001), 
com isso, algumas ações da oxcarbazepina pode ser diferente dependendo da 
presença ou ausência destas células gliais e sua interação com neurônios. 
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Neste modelo, a captação de iodeto de propídeo foi escolhida como um 
marcador de células mortas uma vez que este método correlaciona-se bem 
como extensão da morte celular detectada por outros métodos (Noraberg et al., 
1999; Cimarosti et al., 2005). 
  Os resultados apresentados demonstraram que a oxcarbazepina (30 
µM) foi neuroprotetora, prevenindo a morte neuronal quando usada apenas 
antes da exposição à POG. Os tratamentos com oxcarbazepina (30 µM) 
durante a exposição e mantendo-a na recuperação ou somente na 
recuperação, não mostraram proteção significativa, não prevenindo a morte 
neuronal. A ativação dos canais de Na
+
 dependentes de voltagem parece 
contribuir para dano neuronal antes e durante a lesão isquêmica, mas não 
durante o período de recuperação (Breder et al., 2000). Neste estudo foi 
utilizada uma dose semelhante à concentração terapêutica de oxcarbazepina 
no cérebro (10 - 50 µM) (Gram & Philbert, 1986). 
  Apesar da existência de várias especulações, os mecanismos 
envolvidos nos efeitos neuroprotetores das drogas antiepilépticas contra a 
lesão cerebral isquêmica ainda não foram completamente esclarecidos. 
  Conforme dados da literatura, as drogas antiepilépticas apresentam 
vários mecanismos de ação, sendo a ação de bloqueadora dos canais de sódio 
a que melhor tem sido caracterizada (Rataud et al., 1994; Taylor & Meldrum, 
1995). Durante a isquemia o bloqueio dos canais de Na
+
 reduziria a entrada de 
Na
+
 e a despolarização celular, que reduziria por sua vez o influxo de Ca
2+
 
através do mecanismo de troca de Na
+
-Ca
2+
, atenuando a entrada de cálcio 
mediada pelos canais de cálcio dependentes de voltagem e diminuindo a 
liberação do principal neurotransmissor excitatório, glutamato (Taylor & 
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Meldrum, 1995). Reduzir a liberação de glutamato pode ser uma forma 
principal da ação neuroprotetora de bloqueadores dos canais de Na
+
 
dependentes de voltagem. Muitas destas drogas têm outras ações além do 
bloqueio dos canais de Na
+
, e pode-se discutir que a neuroproteção pode ser 
causada por outros mecanismos. Entretanto, as evidências de que 
tetrodotoxina (TTX) foi significativamente neuroprotetora em diversos modelos 
sugerem que o bloqueio dos canais de Na
+
 sozinhos podem esclarecer a 
neuroproteção com alguns destes agentes (Kass et al., 1992; Breder et al., 
2000). Compostos como a fenitoína, carbamazepina, topiramato, zonisamida 
ou a lamotrigina podem agir nos canais de sódio impedindo a despolarização, 
inibindo a liberação de neurotransmissores tal como o glutamato e proteger 
assim o cérebro contra o dano celular induzido pelo isquemia focal por ambas 
inibições pre- e pós-sinápticas de neurotransmissores em excesso (Calabresi 
et al., 1996, 2003). 
A oxcarbazepina, droga antiepiléptica de terceira geração, foi proposta 
para que sua atividade ocorresse como resultado do bloqueio dos canais de 
sódio dependentes de voltagem. Desse modo, OXC e seu metabólito MHD 
ocasionam inibição da descarga neuronal repetitiva e dessa forma, diminuição 
da propagação de impulsos sinápticos resultando na estabilização de 
membranas neuronais hiperexcitadas (McLean et al., 1994; Schmutz et al., 
1994; Wamil et al., 1994). OXC e MHD também se ligam aos canais de sódio e 
inibem a captação de sódio dentro de sinaptossomas (Benes et al., 1999). 
Ambrósio  et al. (2001), demonstraram que a OXC inibiu a liberação de 
glutamato evocada pela 4-aminopiridina ou veratridina de uma maneira dose 
dependente. Além disso, usando condições de estimulação com KCl (30 mM), 
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onde canais de Na
+
 são inativados, a OXC não inibiu a liberação de glutamato 
nem cálcio-dependente ou independente. Os resultados apresentados sugerem 
que a OXC está prevenindo a morte neuronal induzida pela POG através do 
bloqueio dos canais de Na
+ 
(Ambrósio et al., 2001). Já foi demonstrado que o 
bloqueador específico dos canais de Na
+
, Tetrodotoxina, reduziu o dano 
neuronal em cultura de fatias hipocampais expostas a POG (Breder et al., 
2000). Desse modo, a OXC poderia estar diminuindo a liberação de glutamato 
prevenindo a morte neuronal. 
 Algumas drogas antiepilépticas recentemente demonstraram atuar em 
vias de sinalização celular regulando a morte neuronal através da ativação da 
Akt e/ou inibição da GSK-3 (Li et al., 2002; De Sarno et al., 2002; Ryves et al., 
2005). Com o objetivo de esclarecer o mecanismo pelo qual a OXC atuou como 
agente neuroprotetor em nosso estudo, investigamos o envolvimento desta via 
de sinalização celular. Para tal, utilizando o modelo in vitro, investigamos a via 
da PI3-K, a qual medeia vias de sinalização disparadas por diversos fatores 
tróficos numa variedade de tipos celulares incluindo células neuronais 
(Wymann & Pirola, 1998). Utilizou-se LY294002, um inibidor direto da enzima 
PI3-K, e este suprimiu o efeito neuroprotetor da OXC. Estes resultados 
sugerem fortemente que a via de sinalização da PI3-K esteja envolvida na 
neuroproteção pela OXC no modelo in vitro de morte celular. 
Na tentativa de elucidar um mecanismo molecular possivelmente 
envolvido com a via de sinalização da PI3-K, investigou-se a ativação da 
enzima Akt/PKB. Nesta cascata de transdução de sinal, a Akt/PKB é o efetor 
direto logo abaixo da PI3-K (Songyang et al., 1997) e estudos sugerem que 
esta via de sinalização de PI3-K para Akt/PKB esteja envolvida com o sinal de 
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sobrevivência celular em neurônios por inibição da apoptose (Crowder & 
Freeman, 1998). Nossos resultados mostraram que a OXC não induziu a 
fosforilação da Akt em nenhum do tempos testados (1, 6 e 24h). Nenhuma 
alteração foi encontrada no imunoconteúdo e na fosforilação da Akt, 
mostrando-nos o não envolvimento da proteína Akt na prevenção da morte 
neuronal induzida pela OXC. Horn et al. (2005) não observaram nenhuma 
mudança significativa no imunoconteúdo e na fosforilação da Akt em CA1 e 
giro denteado de culturas organotípicas expostas a POG depois de 30min, 6 e 
24 h de reperfusão. Entretanto, muitos pesquisadores já mostraram alterações 
na proteína Akt após isquemia in vivo utilizando ratos (Ouyang et al., 1999; 
Friguls  et al., 2001; Janelidze et al., 2001) ou “gerbils” (Namura et al., 2000; 
Yano  et al., 2001; Kawano et al., 2002). Horn et al. (2005) sugerem que a 
resposta para essa discrepância seja o fato das condições de cultura serem por 
si só um ambiente que ativa essas vias, deixando-as com um nível basal 
bastante alto. A quantidade de soro utilizada (25%) pode estar superativando 
essas vias, entretanto, a redução do soro durante a recuperação, adotada por 
alguns autores, pode induzir um estresse ainda maior. Já vimos em nosso 
laboratório que 2,5% de soro nessas culturas por 24 horas aumentam a 
fosforilação da Akt em serina 473 (Horn et al., 2005). 
Apesar de nossos resultados não mostrarem alteração na Akt, resolvemos 
testar o substrato GSK-3β, uma vez que drogas como o lítio mostraram serem 
neuroprotetoras por inibir a GSK-3β sem alterar os níveis de fosforilação da Akt 
(De Sarno et al., 2002). Além disso, a GSK-3β pode ser ativada por outras 
cinases como mostrado na figura 6. O principal mecanismo regulatório destas 
enzimas é por fosforilação. A Akt/PKB é ativada enquanto que a GSK-3β é 
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inibida pela fosforilação (Li et al., 2000). A ativação da GSK-3β promove a 
sinalização pró-apoptótica (Li et al., 2000). De Sarno e colaboradores (2002) 
demonstraram que o tratamento com Ácido Valpróico causou um aumento na 
ativação associado à fosforilação da Akt, e um aumento similar na inibição 
associado à fosforilação da GSK-3β. Além disso, lamotrigina, mas não 
carbamazepina, apresentou proteção pela inibição da apoptose mediada pela 
GSK-3β em células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (Li et al., 2000). 
Nossos resultados mostraram que a OXC não induziu a fosforilação da GSK-3β 
em nenhum do tempos testados (1, 6 e 24h). Ryves e colaboradores (2005) 
demonstraram que a CBZ não apresenta efeitos na atividade da GSK-3β in vivo 
ou  in vitro em células neocorticais de ratos. Além disso, ácido valpróico não 
afetou a atividade da GSK-3β nestas células, em contraste com outros estudos 
(Li et al., 2000; De Sarno et al., 2002). Nenhuma alteração foi encontrada no 
imunoconteúdo e na fosforilação da GSK-3β, sugerindo o não envolvimento da 
proteína GSK-3β na prevenção da morte neuronal induzida pela OXC. Apesar 
do fato que culturas organotípicas respondem similarmente à isquemia in vivo, 
os mecanismos que resultam em morte celular poderiam ser diferentes e 
requererem uma resposta alternativa para esta proteína. 
Nossos resultados sugerem que a via Akt/GSK-3β pode não estar 
envolvida na neuroproteção induzida pela OXC, embora a reversão da 
proteção, tratamento com o inibidor da PI3-K, seja um indício de que uma via 
possa ser ativada pela PI3-K e estar envolvida na neuroproteção. Outras 
proteínas podem estar envolvidas na neuroproteção regulada por PI3-K, entre 
as quais encontra-se a proteína PDK-1, capaz de interagir com vias como PKC, 
Erk e com a proteína p70S6K, que podem proteger a célula principalmente 
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ativando a transcrição de genes capazes de codificar proteínas que atenuam a 
morte, como, por exemplo, MnSOD (Mäntymaa et al., 2000; Kis et al., 2003). 
Potencialmente essas outras vias ativadas por PI3-K, que não a da Akt, podem 
estar envolvidas na neuroproteção, protegendo o hipocampo da morte celular 
induzida por POG. Possivelmente essas vias envolvem PKC, Erk e p70S6K, 
justamente pela sua capacidade de responder aos estresses protegendo a 
célula. 
No geral, nossos dados sugerem que a via de PI3-K, apesar de sua 
inibição prevenir o efeito protetor da OXC, não seja a única via envolvida neste 
efeito e sua ação parece não envolver as proteínas Akt e GSK-3β. Não 
podemos descartar o envolvimento da modulação de sua atividade em 
resposta a um outro modelo e/ou determinadas regiões do cérebro. O 
conhecimento das proteínas envolvidas na atenuação da morte celular, assim 
como a modulação dessas proteínas, é essencial para que se chegue a um 
tratamento que reduza o dano celular nos pacientes que sofreram isquemia 
cerebral. Com os resultados obtidos neste trabalho, sugerimos que, embora 
nosso conhecimento dos mecanismos molecular envolvidos na ação 
neuroprotetora da oxcarbazepina no dano isquêmico seja incompleto, sua 
habilidade de reduzir os danos celulares induzidos por POG foram claros e 
poderão guiar novas pesquisas para o esclarecimento do seu mecanismo de 
ação que poderão levar o uso da droga na profilaxia e/ou no tratamento de 
doenças neurodegenerativa. O uso de tais drogas em vítimas de um derrame 
pode ter importantes vantagens clínicas e financeiras. 
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[image: alt]4. Conclusões 
 
Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que: 
 
9  No modelo de culturas organotípicas de fatias hipocampais a presença de 
oxcarbazepina (30µM) 1h antes da indução por POG exerceu efeito 
neuroprotetor, prevenindo a morte neuronal em torno de 21%; 
 
9  LY294002, um inibidor da via de sinalização celular da PI3-K, preveniu o 
efeito neuroprotetor da oxcarbazepina; 
 
9  A OXC não teve efeito sobre o imunoconteúdo nem sobre a fosforilação da 
proteína cinase Akt em nenhum dos tempos testados, 1, 6 e 24h após a 
lesão; 
 
9  A OXC não teve efeito sobre o imunoconteúdo nem sobre a fosforilação da 
proteína cinase GSK-3β em nenhum dos tempos testados, 1, 6 e 24h após 
a lesão; 
 
Conclusão Geral 
Nossos resultados sugerem que oxcarbazepine mostrou efeito neuroprotetor 
contra o dano celular induzido pela privação de oxigênio e glicose. Este efeito 
em células de hipocampo parece envolver, pelo menos em parte, a via de 
sinalização da PI3-K, porém as proteínas Akt e GSK-3β não estão envolvidas. 
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Perspectivas 
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1.5 PERSPECTIVAS 
 
  Com base no conhecimento adquirido com o presente trabalho, temos como 
perspectivas o estudo dos mecansimos de ação envolvidos no efeito 
neuroprotetor da oxcarbazepina. Para isso, seguiremos os seguintes 
passos: 
 
¾  Investigar um possível envolvimento da PDK-1, também substrato de 
PI3-K, na neuroproteção da oxcarbazepina no hipocampo, utilizando 
anticorpos específicos para essa proteína, bem como seus substratos 
p70S6K e ERK; 
 
¾ Determinar se a neuroproteção pela oxcarbazepina envolve a 
modulação da função dos transportadores de glutamato gliais, GLAST e 
GLT-1, uma vez que são modulados pelo aumento na concentração 
intracelular de Na
+
. Também investigar o imunoconteúdo da GFAP (Glial 
Fibrilary Acidic Protein), na tentativa de analisar se a oxcarbazepina está 
diminuindo a gliose reativa induzida pela POG. 
 
¾  Investigar o efeito neuroprotetor da oxcarbazepina em um modelo in vivo 
de isquemia cerebral global. 
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