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RESUMO

A Pilocarpina € um agonista colinérgico caracteristico por induzir convulsdes que
evoluem para status epilépticus, similar a epilepsia do lobo temporal humana. Neste presente
trabalho, ndés avaliamos a possivel acdo neuroprotetora da doxiciclina, uma tetraciclina de
segunda geracdo, nas convulsdes induzidas pela pilocarpina em ratos Wistar machos, que
receberam pilocarpina (300mg/kg i.p) presenca ou na auséncia de doxiciclina (25 & 100
mg/kg) administrada intraperitonealmente uma vez ao dia durante sete dias. Apds a inje¢do de
pilocarpina, foram observados os sinais colinérgicos periféricos, as laténcias de 1° convulsio
e de morte. Foram determinadas as concentracdes de aminoacidos no cértex temporal através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia HPLC, e a atividade do sistema antioxidante,
catalase e as dosagens dos niveis de TBARS e nitrito. Os resultados mostraram que a
doxiciclina ndo alterou os sinais colinérgicos periféricos, contudo aumentou a laténcia
decorrida para a primeira convulsdo (1.6 a 5 vezes), quando comparada ao grupo (P300).
Resultados semelhantes foram demonstrados com a laténcia de morte, que foi aumentada de
1.9 a 9.9 vezes. Observou - se que o pré-tratamento com doxiciclina 50 mg/kg foi capaz de
reduzir em 25% os niveis de MDA, 64% os niveis de nitrito € 67.7% a atividade da catalase
no cortex temporal desses animais, demonstrando com clareza seu potencial antioxidante.
Interessantemente, a doxiciclina diminuiu as concentragdes de glutamato de 28 a 33%, e
aumentou GABA em 112 e 91%, nas dose de 50 e 100mg/kg respectivamente nos animais
administrados com P300, Na maior dose, a droga alterou os niveis de aspartato e taurina,
diminuindo em 61% aspartato enquanto elevou os niveis de taurina em cerca de 34%.
Surpreendentemente, somente a menor dose alterou os niveis de glicina, aumentendo a
concentracdo deste aminodcido em 132%. Em conclusdo, mostramos que o inicio e a
intensidade das convulsdes induzidas pela pilocarpina foram significativamente reduzidos
pela doxiciclina. Portanto, pelo menos em parte, este mecanismo de agdo parece estar
relacionado a uma diminui¢do nos niveis de aminodcidos excitatérios e a um aumento nas

concentragdes de aminodcidos inibitérios no cértex temporal desses animais.

Palavras-chave: Epilepsia. Doxiciclina. Agentes Neuroprotetores.



ABSTRACT

Pilocarpine is known to induce convulsions leading to status epilepticus, similar to the
temporal lobe epilepsy in humans. In the present work, we evaluated the possible protection
affored by doxycyvline, a 2nd generation tetracycline, agaist pilocarpine- induced convulsions
in male Wistar rats (P300mg/kg, i.p) in the absence and in the presence of doxicycline (25 to
100 mg/kg i.p.) daily for 7 days.After the pilocarpine injection, all groups were observed for
cholinergic signs, latency to the first convulsion and latency to death. Besides, amino acid
concentrations in temporal cdrtices were determined by RP-HPLC, as well catalase activity
and levels of TBARS and Nitrite. Results showed that doxycycline did not alter cholinergic
signs but increased the latency time to the first convulsion (1.6 to 5 times increase), as
compared to P300, and the highest effect was observed with the dose of 25 mg/kg. Similar
results were demonstrated to death latency that increased from 1.9 to 9.9 times with
doxyciclyne at the doses of 25, 50 and 100 mg/kg. In fact we showed that the pre-treatment
with doxycycline decreased in 25% MDA levels, 64% nitrite levels and 67.7% catalase
activity. Interestingly, doxycycline decreased glutamate concentrations in 28 and 33% and
increased GABA in 112 and 91% at the doses of 50 and 100mg/kg respectively. At the higher
dose the drug altered aspartate and taurine concentrations, decreased aspartate levels in 61%,
while increasing taurine levels in 34%. Surprisingly, only the lower dose altered glycine
levels, increasing its concentration by 132%. In conclusion, we showed that the onset and
intensity of pilocarpine-induced seizures were significantly reduced by doxycycline.
Furthermore, at least in part, its mechanism of action seems to be mediated by the decrease
and increase of excitatory and inhibitory aminoacids, respectively. In addiction the
doxycycline capacity to reduce the oxidative stress associated with the pilocarpine-induced

may also play a role.

Keywords: Epilepsy. Doxycycline. Neuroprotective Agents.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

A epilepsia € uma desordem cerebral caracterizada por crises epilépticas cronicas e
repetidas, clinicamente diversificadas provenientes de descargas elétricas anormais e
recorrentes, dentre as quais podemos citar as convulsdes (FUCHS et al., 2004). Em geral, ndo
existe nenhuma causa reconhecivel, embora surja freqiientemente apds alguma lesao cerebral,
como traumatismo, infeccdo (meningite) ou crescimento de tumor ou outros tipos de doenga

neurolégica (HOPKINS et al., 1995)

Trata-se do disturbio cerebral sério mais comum em todo o mundo. E, possivelmente,
a mais universal de todas as entidades médicas. Aproximadamente 100 milhdes de pessoas
terdo epilepsia em algum momento de suas vidas e 5% da humanidade terdo pelo menos uma

crise epiléptica durante a vida (o que também nio € epilepsia).

Em paises mais desenvolvidos, a incidéncia € de aproximadamente 1%, ou seja,
cinquenta milhdes de pessoas sdo portadoras desta condi¢cdo, subindo para 2% em nagdes
menos desenvolvidas (BEAGLEHOLE et al., 1996). Nos paises desenvolvidos, espera-se que
1% da populacido desenvolva epilepsia até os 20 anos de idade. Mais de 3% da populacdo
deverd ter epilepsia aos 80 anos. Nesses paises, a tendéncia dos dltimos anos sugere que a

freqiiéncia dos casos novos em criangas diminua e na populagio idosa aumente.

Epilepsia ocorre principalmente nos extremos de faixa etdria, acometendo mais as
criangas (particularmente abaixo de 2 anos de idade) e os idosos (mais de 65 anos). Os
homens sdo 1,1 a 1,7 vezes mais acometidos que as mulheres nas epilepsias recém-

diagnosticadas.

A taxa de incidéncia de epilepsia € variada na literatura, indo de 11 a 131 por 100.000
pessoas por ano e a prevaléncia de 1,5 a 30 por 1000. Nos Estados Unidos, a prevaléncia de
epilepsia € maior na populacio ndo branca, embora ndo esteja claro se essa diferenca decorra

de fatores raciais ou socioecondmicos ou de ambos.
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Estima-se que o nimero de novos casos por ano estd em torno de dois milhdes em
todo o mundo. Pelo menos 50% dos casos comeg¢am na infincia ou adolescéncia, e sabe-se
que, 70% a 80% das pessoas com epilepsia podem ter uma vida normal se tiverem um
tratamento adequado (BEAGLEHOLE et al., 1996). Embora drogas antiepilépticas sejam
comumente usadas para controlar e prevenir convulsdes, seu uso prolongado carrega um risco
considerdavel de morbidade. A decisdo de iniciar uma terapia com anticonvulsivantes € tomada
apenas quando os riscos de novas convulsdes superam os riscos do tratamento (SIRVEN,
2002). Aproximadamente 50 milhdes de pessoas no mundo tém epilepsia refratdria aos atuais
tratamentos medicamentosos (PORTER; ROGAWSKI, 1992) e, além disso, muitas vezes, o

fracasso do tratamento € atribuido a necessidade de retirada, devida aos efeitos colaterais.

Crise epiléptica pode durar de segundos a minutos, porém a sua repercussdo pode
durar uma vida inteira. Estima-se que cerca de 3,5 milhdes de pessoas tém epilepsia na
América Latina e aproximadamente 100 mil casos novos somam-se a cada ano, de cada 100
pessoas, 1 a 2 tém epilepsia. Pelo menos 50% dos casos comecam na infancia ou
adolescéncia. O Ministério da Satde ndo tem uma estimativa real da prevaléncia e incidéncia
de epilepsia no Brasil. Na América Latina, 1,5 a 2 % das pessoas sdo acometidas e fazendo-se
uma estimativa supde - se que, em grandes capitais, como em Teresina, por exemplo, temos
de 7.590 a 15.180 portadores e que 37.900 a 53.130 pessoas terdo pelo menos uma crise

epiléptica ao longo da sua vida.

A grande prevaléncia das epilepsias na América Latina é muito preocupante, pois além
das grandes dificuldades econdmicas temos baixo investimento em dreas sociais, com altas
taxas de desemprego e subemprego, dificuldades geogrificas e falta de uma politica de saide
para as epilepsias. Essa alta prevaléncia também afeta a economia, aumentando os custos

diretos e indiretos das epilepsias.

A epilepsia € a condig@o neuroldgica mais comum em todo o mundo. No Brasil, foram
feitos apenas alguns poucos estudos epidemioldgicos sobre essa condicdo, como, por
exemplo, na cidade de Sdo Paulo em 1986 pela liga Brasileira de Epilepsia. Marino et al.
(1986) encontraram na grande Sdo Paulo, uma prevaléncia de 11,9 em 1 000 individuos.
Fernandes et al. (1998), utilizando o questionério de rastreamento neuroldgico para epilepsia,
numa combinacdo de trés protocolos, o da Organizacio Mundial da Saide (OMS), do
International Community-Based Epilepsy Research Group (ICBERG) e o de Porto Alegre

constataram taxas de prevaléncia de 16,5 em 1 000 individuos para epilepsia ativa (presenca
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de crise, em vigéncia de tratamento ou ndo, nos ultimos 24 meses) e de 20,3 em 1 000 para
epilepsia inativa. Borges et al. (2004) encontraram uma prevaléncia de epilepsia de 18 em 1
000 habitantes em Sao José do Rio Preto, uma cidade do interior do Estado de Sdo Paulo (LI

et al., 2005).

O tratamento medicamentoso eficaz estd disponivel hd mais de 100 anos. Com o
diagnéstico e o tratamento adequados, aproximadamente 80-90% das criangas e 75 % nos
adultos terdo sua crises facilmente controladas com medicac¢do de baixo custo e um minimo
de efeitos indesejados. Isso lhes permitird acesso a uma vida inteiramente normal, desde que o
diagnéstico seja feito precocemente e o acompanhamento médico seja apropriado. Por outro

lado, se nao tratada, pode levar a morte.

Acredita-se que pelo menos 25% dos pacientes com epilepsia no Brasil sdo portadores
em estagios mais graves, ou seja, com necessidade do uso de medicamentos por toda a vida,
sendo as crises freqiientemente incontroldveis e entdo candidatos a intervencdo cirtdrgica. No
Brasil, existem somente sete a oito centros de tratamento cirdrgico para epilepsia aprovados

pelo Ministério da Saude.

Apesar do progresso da ciéncia, as elevadas taxas de epilepsia nos paises do Terceiro
Mundo continuam sendo problema de satude publica. Com o custo cumulativo do uso de
determinadas drogas, muitos pacientes abandonam o tratamento. Os principais problemas
associados as epilepsias derivam principalmente de limitacdes impostas pelas prdprias crises,

seu tratamento e a eventuais lesdes neuroldgicas.

1.2 Tipos de crises epilépticas

Admite-se epilepsia como um grupo de doengas que t€m, em comum, crises
epilépticas que recorrem na auséncia de condigdo toxico-metabdlica ou febril. Crises
epilépticas sdo eventos clinicos que refletem disfuncdo temporaria de um conjunto de
neurdnios de parte do encéfalo (crises focais) ou de drea mais extensa envolvendo os dois
hemisférios cerebrais (crises generalizadas). A crise epiléptica € causada por uma descarga

elétrica anormal excessiva e transitoria das células nervosas, decorrente de correntes elétricas.

Crises parciais sdo aquelas nas quais, em geral, as primeiras manifestacdes clinicas e

N

eletroencefalograficas indicam ativagdo de um sistema neuronal limitado a parte de um
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hemisfério cerebral. Na classificacdo das crises epilépticas, a consciéncia € entendida como a
capacidade de responsividade e percepcdo consciente. Quando estd alterada, diz-se que ha
comprometimento da consciéncia. O que distingue a crise parcial simples da complexa € o
comprometimento da consci€éncia na ultima. Na crise parcial complexa, admite-se o
envolvimento hemisférico bilateral, principalmente das estruturas mesiais temporais durante o

periodo de alteracdo da consciéncia.

Nas crises generalizadas, as descargas neuronais sdo bilaterais e envolvem
simultaneamente amplas dreas de ambos os hemisférios cerebrais. A consciéncia é quase
sempre comprometida e as manifestacdes motoras afetam os dois lados do corpo. As crises
podem ser convulsivas (com fendmenos motores) ou ndo. No primeiro caso, sdo classificadas
como tdnicas, quando o corpo fica rigido, clonicas, quando ha contragdes ritmicas seguidas de
relaxamento, tdnico-clonicas, se os dois sintomas estiverem presentes e mioclOnicas, caso
haja contracdes nio ritmadas e errdticas de apenas alguns grupos musculares. Caso nao haja
fendmenos motores, as crises sdo denominadas atdnicas (perda do tdnus muscular, sem
rigidez) ou de auséncia (perda de contato com o ambiente) (COMMISION, 1989; LOSCHER,
1997).
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Quadro 1 - Tipos de crises epilépticas

1. Crises Parciais (ou focais)
Crises parciais simples (CPS)

* com sinais motores

* com sinais sensitivos somatossensoriais ou especiais
* com sinais ou sintomas autondmicos

 com sintomas psiquicos.

Crises parciais complexas (CPC)

* inicio de crise parcial simples seguida por alteracdo da consciéncia
» alteracdo de consciéncia no inicio

Crises secundariamente generalizadas

» CPS evoluindo para crises tonico-clonicas generalizadas (CTCG)
* CPC evoluindo para CTCG
* CPS evoluindo para CPC e entao para CTCG.

2. Crises Generalizadas (desde o inicio)

CTCQG Crises de auséncia
Crises de auséncia atipica
Crises mioclonicas

Crises tonicas

Crises clonicas

Crises atoOnicas.

3. Crises nao classificaveis (informacoes incompletas ou inadequadas)
Fonte: Adaptado de Brunton et al. (2006)
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1.3 Fisiopatologia das crises epilépticas

A fisiopatologia da epilepsia ainda ndo estd completamente definida. Os modelos de
convulsdo em animais reproduzem alteragdes comportamentais e eletroencefalograficas que
sao semelhantes a epilepsia em humanos (BEN-ARI et al., 1980, 1981). Estes modelos sdo
utilizados para estudar o envolvimento dos sistemas de neurotransmissores como
moduladores da epileptogénese, como também permitem observar as alteracdes
comportamentais, histopatoldgicas, e outros dados neuroquimicos relacionados ao processo
convulsivo (CAVALHEIRO et al., 1994; MARINHO et al., 1997, 1998; COSTA-LOTUFO et
al., 2002).

Sabe-se que atividade convulsiva estd associada a mudangas bioquimicas em algumas
areas cerebrais e afeta diversos neurotransmissores: dopamina, glutamato, serotonina, dcido y-
aminobutirico (GABA) (CAVALHEIRO et al., 1994, MARINHO et al., 1997); o
metabolismo dos carboidratos; os sistemas de segundos mensageiros e a expressao génica,

processos envolvidos na fisiopatologia das alteragdes neuronais (SIMONIC et al., 2000).

1.4 Farmacos antiepilépticos

O controle da epilepsia é realizado com drogas, que sdo capazes de controlar até 80%
dos casos, porém, cerca de 20% dos pacientes portadores desta condicdo possuem uma
epilepsia ndo controlada, daf a necessidade da investigacdo de novas alternativas terap€uticas

para o desenvolvimento de novos agentes capazes de controlar tal condigao.

Atualmente, o tratamento farmacoldgico da epilepsia consiste na utilizacdo de drogas
capazes de potencializar a acdo de neurotransmissores inibitérios, tais como o GABA, que,
através da abertura dos canais anidnicos de cloreto, hiperpolariza a célula e, desta forma,
impedindo ou minimizando o desenvolvimento de descargas elétricas mais fortes e

recorrentes.

A grande maioria dos fiarmacos atualmente utilizados possui boa tolerabilidade,

contudo os riscos de morbidade desenvolvidos pelo paciente podem ser, em alguns casos,
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drasticos. Os benzodiazepinicos consistem na maior classe de farmacos utilizados
(principalmente no grande mal), e o diazepam, midazolan, e o bromazepam sao os principais
representantes desta classe que atuam facilitando a abertura dos canais de cloreto e, desta
forma, potencializando as acdes do GABA (Quadro 3). Outra classe de fairmacos s@o os
barbitiricos, que também atuam potencializando os efeitos gabaérgicos e cujos representantes
principais sdo o fenobarbital, muito utilizado em crises generalizadas e juvenis e o

pentobarbital, comumente utilizado em modelos experimentais de indugdo de sono.

Quadro 2 - Farmacos antiepilépticos

Subclasse Protétipos Outros exemplos
Barbittricos Fenobarbital Metharbital
Benzodiazepinicos Diazepam Clonazepam, Nitrazepam
Acidos carboxilicos Acido valpréico
Hidantoinas Fenitoina Mefenitoina
Succinimidas Fensuximida
Triciclicos Carbamazepina
Novos Agentes Felbamato

Gabapentina

Lamotrigina

Tiagabina

Topiramato

Vigabatrina

Pesquisas mostram que a epilepsia apresenta-se associada ao status epilepticus (SE)
em 12% dos pacientes (JANZ, 1983), este corresponde a crises continuas ou reentrantes, com
duracdo superior a trinta minutos, sem que haja recuperacido da consciéncia entre as crises
(FUCHS et al., 2004). Apds SE agudo sintomadtico, a chance de uma segunda convulsao é de
aproximadamente 41% (HESDORFFER et al., 1998). Além disso, estudos retrospectivos
indicam uma correlacdo entre epilepsia lobo temporal em pacientes adultos, ocorréncia de
convulsio e SE durante a infincia desses pacientes (FALCONER, 1971; SAGAR e

OXBURY, 1987). Se um episédio convulsivo inicial contribui para o desenvolvimento da
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epilepsia, o tratamento apds a primeira convulsdo pode ser um fator de extrema importancia

para reducio deste risco (MUSICCO et al., 1997; FUCHS et al., 2004).

A classificag@o clinica aceita da epilepsia reconhece duas categorias principais, as
crises parciais, onde a descarga neuronal € iniciada localmente ou crises generalizadas, onde a

descarga envolve todo o cérebro.

O estudo da epilepsia em roedores € realizado através da administracdo sist€mica de
altas doses de pilocarpina, ocasionando convulsdes e subsequente desenvolvimento de estado
epiléptico (TURSKI et al., 1983a, 1983b, 1989), acompanhado por lesdes cerebrais que sdo
semelhantes, em muitos aspectos, as lesdes observadas em cérebro de pacientes epilépticos

(TURSKIT et al., 1983a; LEITE et al., 1990; CAVALHEIRO et al., 1991).

Quadro 3 - Mecanismos de acao dos farmacos antiepilépticos

Farmacos Mecanismo de Acao

Benzodiazepinicos, Barbittricos, Potencializagdo Gabaérgica

Gabapentina, Tiagabina e Vigabatrina

Carbamazepina, Fenitoina e Barbittiricos | Bloqueio dos canais de S6dio

e Acido Valproéico em altas doses

Etosuximida e Acido Valpréico Bloqueio dos canais de Célcio

Felbamato, Lamotrigina e Topiramato Antagonismo ao Acido Glutdmico
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@ Lamotrigine
henytoin valproate
Na* tgpira%tate Na* zonisamide

FIGURF 19-1 Antiseizure drug—enh d Na* ch | inactivation. Some antiseizure drugs (shown in blue text)
prolong tne inactivation of the Na* channels, thereby reducing the ability of neurons to fire at high frequencies. Note that
fhe inactivated channel itself appears to remain open. but is blocked by the inactivation gate (I). A, activation gate

Figura 1 — Bloqueadores de canais de sodio.
Fonte: Brunton et al. (2006)

GABA
G /a0

- succinic
semialdehyde
SuCCU‘ICl

semialdehyde
dehydrogenase )
metabolites

valproate
tiagabing

benso-
diazepines

-

| @

| |

e

S

FIGURE 19-2 i d GABA wpLi ission. In the p of GABA, the GABA , receptor (structure on
left) is opened, allowing an influx of CI-, which in turn increases membrane polarization (see Chapter 16). Some anti-
seizure drugs (shown in larger blue text) act by reducing the metabolism of GABA. Others act at the GABA , receptor,
enhancing CI- influx in response to GABA. As outlined in the text, gabapentin acts p ptically to p GABA
release; its molecular target is currently under investigation. GABA-T, GABA transaminase; GAT-1, GABA transporter.

Figura 2 — Sitio de acao dos benzodiazepinicos e barbitiricos.
Fonte: Brunton et al. (2006)
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1.5 Tetraciclinas

Nos dias atuais, existem diversas alternativas terapéuticas capazes de proporcionar ao
individuo portador de epilepsia uma vida perfeitamente normal. Contudo, ocorrem também
casos refratdrios aos tratamentos convencionais, que ndo respondem ao tratamento
farmacoldgico usual. Portanto, o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas torna-se
essencial, afinal, desta forma, o estudo e desenvolvimento de drogas neuroprotetoras tornam-

se muito importantes como estratégias medicamentosas para o tratamento destas condicdes.

As tetraciclinas sdo os protétipos dos antimicrobianos de amplo espectro, sendo muito
eficazes no tratamento de diversas patologias. Seu mecanismo de acdo ocorre por penetraciao
nos microorganismos em parte por difusdo passiva e em parte por transporte ativo. O
mecanismo de aclo destes firmacos ocorre através de ligacdo com a subunidade 30S
ribossomal, inibindo, desta maneira, a sintese protéica bacteriana. Entre os usos clinicos das
tetraciclinas podemos citar infec¢des do trato respiratério, como bronquites e sinusites,

tratamento de acne, infec¢des urindrias entre outras.

Estudos recentes tém demonstrado a participacdo das tetraciclinas em diversos
sistemas, em particular sob o sistema nervoso, onde as mesmas parecem apresentar efeitos
neuroprotetores em diversas desordens centrais (YRJANHEIKKI et al., 1999). Estes efeitos
tém se tornado evidentes a partir da descoberta de que a minociclina poderia reverter danos
cerebrais através da diminui¢do da atividade da oxido nitrico sintetase induzivel (LIN et al.,
2001; ZHU et al., 2002), da preven¢ao da neurotoxicidade induzida pelo glutamato (TIKKA
et al.,, 2001; YRJANHEIKKI et al., 1999) e da inibicdo da caspase-ativadora de apoptose
(SANCHEZ MEIJIA et al., 2001).

Os efeitos antiinflamatdrios e antiapoptéticos das tetraciclinas t€m sido ultimamente
associados com a sua atividade neuroprotetora. Estudos recentes mostram que tal classe de
farmacos é capaz de reduzir a sintese de 6xido nitrico induzivel, a atividade da caspase-1, a
formacdo da interleucina 1-f, atividade das metaloproteinases, bem como a sintese das
ciclooxigenases e prostaglandinas. Em nivel mitocondrial, ji foi demonstrado que a
minociclina foi capaz de inibir a liberagdo de fatores antiapoptdticos, tais como, citocrmo c,

AlF e smac/diablo. Em culturas celulares, também foi demonstrado que as tetraciclinas em
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geral sdo capazes de inibir a morte celular induzida por diversos insultos, incluindo a
excitotoxicidade mediada pelo receptor NMDA (ZHU et al., 2002), peréxido de hidrogénio
(ZHU et al., 2002; LIN et al., 2003).

Em células expostas a niveis téxicos de Oxido nitrico, seu efeito neuroprotetor foi

associado com a inibi¢do do gene p38 (LIN et al., 2001).

Recentemente, foram publicados resultados atribuindo acdes neuroprotetoras da
doxiciclina em modelos animais de isquemia-hipéxia (LAUREN et al., 2005). Estas a¢des nos
levam a crer que o tratamento com tetraciclinas, em especial a minociclina e a doxiciclina
pode ser responsdavel pelo sucesso em reduzir o dano cerebral em diversos modelos
experimentais, entre eles o modelo de Parkinson (DU et al., 2001; HE et al., 2001; WU et al.,
2002), Huntington (CHEN et al., 2000), Esclerose unilateral amiotréfica (LIN et al., 2001),
hemorragias cerebrais, isquemia focal ou generalizada (ARVIN et al., 2002) ou até mesmo

trauma cerebral (POWER et al., 2003).



Quadro 4 — Estrutura Quimica da Doxiciclina

Doxycycline

Systematic (JUPAC) name
(2-(amino-hydroxy-methylidene »-4-dimethylamino

-5.10,11,12a-tetrahydroxy-6-methyl- 4a.5,5a,6-tetrahydro-4H-tetracene-1.3.12-trione
Identifiers

564-25-0
CAS number (http://www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/2006/MB_cgi”
term=564-25-0&m=1)

JO1AAOQ2
(http://www.whocc.no/atcddd/indexdatabase/index.php?

ATC code query=JO1AA02) AOIAB22
(http://www.whocc.no/atcddd/indexdatabase/index.php?
query=A01AB22)

11256
PubChem (http://pubchem.ncbi.nim.nih_gov/summary/summary.cgi?
cid=11256)

APRDO00597
DrugBank (http://redpoll.pharmacy .ualberta.ca/drugbank/cgi-
bin/getCard.cgi?CARD=APRDO00597)

Chemical data

Formula C,, HyyN,Og
Mol. mass 444.435 g/mol
Pharmacokinetic data
Bioavailability 100%
Metabolism  hepatic

Half life 18-22 hours
Excretion urine. feces
Therapeutic considerations
Pregnancy cat.

Dws)
Legal status

POM(UK) [Fonly(Us)
Routes oral, periodontal, iv, im

Fonte: Wikipedia, The Free Encyclopedia
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1.6 Doxiciclina

1.6.1 Descricao

Usada na forma de cloridrato, a doxiciclina é uma tetraciclina bacteriostética de amplo
espectro, que atua por inibicdo da sintese de proteinas e bloqueia a unido do RNA de
transferéncia ao complexo ribossdmico do RNA mensageiro. A unido reversivel é produzida
na subunidade ribossomica 30S dos organismos sensiveis. Esta droga ndo inibe a sintese da

parede celular bacteriana.

1.6.2 Apresentacdo farmacéutica

O cloridrato de doxiciclina consiste fisicamente como pé cristalino amarelo e
higroscépico, altamente solivel em dgua, apresentando pH variando entre 2,0 e 3,0. Sua
forma farmacéutica mais comum € apresentada na forma de comprimidos de 100 mg para a

administracdo oral.

1.6.3 Farmacocinética

A doxiciclina é absorvida por via oral, de 90% a 100%. E parcialmente inativada pelo
metabolismo hepatico. Sua meia-vida normal € de 12 a 22 horas e € eliminada por via renal
por filtragdo glomerular e por via fecal; também se excreta no leite materno. O uso simultineo
com laxantes ou antidcidos que contenham magnésio pode originar uma diminui¢do da
absorcdo devida ao aumento do pH intragéstrico. Os barbittricos, fenitoina e carbamazepina
podem originar a diminui¢do das concentracdes séricas de doxiciclina. Posto que as
penicilinas podem interferir com o efeito bacteriostdtico da doxiciclina, € melhor evitar o
tratamento combinado. O bicarbonato de sédio também pode diminuir a absor¢do das

tetraciclinas através da ionizacdo das mesmas em meio alcalino.
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1.6.4 Indicagdes

Infeccdes do trato geniturinario causadas por Chlamydia trachomatis, uretrite causada
por C. trachomatis e Ureaplasma urealyticum, infec¢des retais ndo-complicadas causadas por
Chlamydia trachomatis, otite média e faringite bacteriana produzida por Staphylococcus
aureus. A dose usual para adultos é de 100mg a cada 12 horas no primeiro dia, em seguida de
100 a 200mg uma vez ao dia ou de 50 a 100mg a cada 12 horas; dose maxima: até 300mg/dia
ou até 600mg/dia durante 5 dias em infecgdes gonocdcicas agudas. Doses pedidtricas -
criangas de 45kg ou menos: 2,2mg/kg a cada 12 horas no primeiro dia, em seguida de 2,2 a
4,4mg/kg uma vez ao dia; criancas com mais de 45kg: a mesma dosagem que para adultos.
Porém, o uso cronico de doxiciclina como neuroprotetor poderia trazer um aumento na
resisténcia bacteriana a este formaco, o que poderia ser evitado utilizando doses mais baixas

do que as que sdo utilizadas na terapéutica usual, ou agudamente.

1.7 Modelos experimentais de epilepsia

Em uma tentativa de melhorar os conhecimentos acerca da epilepsia no ser humano, as
pesquisas passaram também a se desenvolver em animais de laboratdrio. A relevancia de um
modelo experimental é determinada pelo grau em que o modelo serve como testemunha do
fendmeno natural. Apesar do freqiiente aparecimento de diferentes modelos experimentais,
poucos sdo aqueles que resistem a um exame rigoroso e a prova do tempo. Isso é esperado,
pois o modelo experimental ndo passa de um modelo, que mimetiza algumas das

caracteristicas desta ou daquela forma de epilepsia.

Com o passar do tempo, os modelos que mais se assemelham com a patologia humana
ou que guardam estreitas relacdes com esta permanecerdo, em detrimento dos demais. Nesse
sentido, torna-se fundamental a diversificacdo dos modelos experimentais gerando distintos
pontos de vista e permitindo uma compreensdo mais holistica dos fenomenos que
caracterizam as epilepsias. Finalmente, para que um modelo experimental seja classificado
como um modelo de epilepsia ele deve preencher os seguintes requisitos: demonstrar a
presenca de atividade epileptiforme nos registros eletroencefalograficos e clinicamente

apresentar uma atividade semelhante aquelas observadas durante uma crise epiléptica.
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A classificacdo dos modelos experimentais de epilepsias transformou-se drasticamente
nos ultimos 30 anos. Um dos catalisadores dessa mudanca certamente foi o rapido
desenvolvimento da genética molecular, que modificou a visdo cientifica a respeito das

relacdes entre meio ambiente e codigo genético.

Anteriormente, os modelos foram classificados como: genéticos, onde o aparecimento
das crises epilépticas espontineas ou induzidas estava relacionado com aspectos associados a
formacdo e ao desenvolvimento do sistema nervoso; e ndo genéticos, onde as crises
epilépticas eram desencadeadas através da estimulacido quimica ou elétrica do sistema nervoso
em animais "normais" (JASPER et al., 1969; PURPURA et al., 1972; MELLO et al., 1986). O
objetivo dessa classificag¢do era correlacionar os diferentes modelos com os distintos tipos de

epilepsias existentes.

Nesta época, esses modelos experimentais serviram decisivamente como screening
farmacoldgico de drogas antiepilépticas. O principal objetivo dos pesquisadores de entdo
estava centrado na conten¢do das crises convulsivas, ou seja, em um tratamento sintomadtico,
mas ndo necessariamente curativo. Esses modelos alcangaram grande relevancia,
principalmente na década de 1960, quando muitas drogas antiepilépticas foram desenvolvidas
(WHITE, 1997). Paralelamente, esses modelos contribuiram substancialmente com

informagdes a respeito dos mecanismos envolvidos na génese e manutencio das crises.

A partir das décadas de 1970 e 1980, com o aparecimento de modelos experimentais
cronicos induzidos, sendo o principal destes o modelo do Kindling, os estudos das drogas
antiepilépticas se voltaram para a identificacio de agentes capazes de prevenir a
epileptogénese e/ou diminuirem os déficits comportamentais de longa duragdo decorrentes
das crises. No entanto, as grandes restricdes de parte dos clinicos em relagdo a real validade
deste modelo para as epilepsias humanas, resultaram em um enorme retardo na incorporacio

da por¢éo "aplicada" dos dados obtidos com o modelo do abrasamento.

Nas décadas de 1980 e 1990, dois outros modelos foram extensamente utilizados: o
modelo da pilocarpina e o modelo do acido cainico (TURSKI et al., 1983; BEN-ARI et al.,
1979; LEITE et al., 2002). Ambos os modelos replicam caracteristicas fenomenoldgicas das
epilepsias humanas do lobo temporal (BEN-ARI, 1985; TURSKI et al., 1989). Assim, a
administracdo local ou sist€émica desses compostos resulta em um padréo de crise limbica

duradoura bastante caracteristica (status epilepticus), que apds um periodo conhecido como
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silencioso (de 3 a 14 dias), leva o animal a apresentar crises espontineas e recorrentes
(TURSKI et al., 1983). A lesao cerebral induzida pelo status epilepticus nesses modelos pode
ser considerada como equivalente a um evento epileptogénico (ou seja, capaz de gerar

epilepsia) no ser humano, como por exemplo, uma convulséo febril (MATHERN et al., 1996).

Cavalheiro et al. (1991) determinaram os efeitos em longo prazo da convulsdo através

da administragdo da pilocarpina em ratos, que sdo caracterizadas por trés fases distintas:

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

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

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

(LEITE et al., 1990; CAVALHEIRO et al., 1991).

Na fase aguda, podem ser identificados compostos com eficidcia no tratamento da
epilepsia refrataria e/ou neuroprotecdo contra danos induzidos por convulsdes sustentadas
(JOPE et al., 1986; CAVALHEIRO et al., 1987, TURSKI et al., 1987; HIRSCH et al., 1992;
LEITE et al., 2002).

A administracio aguda de altas doses de pilocarpina, agonista muscarinico
colinérgico, induz mudangas comportamentais e convulsdes que progridem, dentro de uma a
duas horas, para status epilepticus (SE). O modelo de convulsio com pilocarpina em
roedores, especialmente o modelo com ratos, tem fornecido informacdes sobre caracteristicas
comportamentais e neuroquimicas, associadas com atividade convulsiva, que se assemelham a
epilepsia lobo temporal humana. Outros estudos sugerem mudancas permanentes em
diferentes sistemas neuroquimicos com uma intensificagdo do estresse oxidativo, que pode
ocorrer ap6s as convulsdes e SE induzidos por pilocarpina. Entretanto, acredita-se ser
importante o estudo da atividade enzimadtica relacionada ao mecanismo de estresse oxidativo

durante as convulsoes e SE.
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Atualmente, apesar de ndo havermos ainda ultrapassado o desafio de 20 anos atrés,
muitos grupos de pesquisa estdo buscando terapias farmacoldgicas capazes de reverter o
quadro epiléptico ja instalado, principalmente, através do redirecionamento das alteracdes
plasticas decorrentes do estado epiléptico. Em um outro nivel, busca-se também a acdo
profilatica sobre aquelas epilepsias que podem ser previstas com um elevado grau de certeza,
como por exemplo, as epilepsias que sucedem um trauma cranio-encefalico grave. O quadro
abaixo resume alguns modelos experimentais e suas respectivas alocacdes dentro da

classificag@o das epilepsias no homem.

Quadro 5 - Correlacao entre os modelos experimentais e a utilidade clinica

('rise Tomico ¢/ou ('rise de Auséncia ¢ ('rise de Auséncia

e e S ('rise Parcial
(lonica Generalizada | Mioclonica Generalizada (eneralizada ‘

Modelo Experimental

Eletrochoque Maximo | Carbamazepina,

(extensdo tonica) Femtoing, Valproato,
Fenobarbital

Pentilenotetrazol Ltossuximida, Valproato,
Subcutineo Fenobarbit,

Benzodiazepinicos

Felbamato, Gabapenting

[iagabina
Descargas Ltosstoanuda, Valproalo,
Lspicula-onda Benzodiazepinicos,

Lamofriging, Topramato

Kindilng Elétrico Carbamazepina, Fenttoing,

Valproato, Fenobarbital,
Benzodiazepinicos,
Febamato, Gabapentin,
Lamotriging,
Oxcarbazepina, Topiramato,
Tragabma, Vigabatring,
Zonisamida

Fonte: J Epilepsy Clin Neurophisiol 2006; 12 (1 suppl.1): 18-21



MODELO EXPERIMENTAL

Injecdo ou aplicagdo

metais
Cobalto (1960)

Acido tingstico (1960)

Creme de alimen (1937)

Estimulagdo quimica

Penicilina (1945)

Estricnina (1900)

Ouabaina (1966)

Pentilenotetrazol (1960)
Picrotoxina (1960)

Bicuculina (1970)

Substancias colinomiméticas (1949)
Hidrazinas e piridoxais (1949)
Insulina (1940)

Estimulagdo elétrica

Eletrochoque (1870)

Abrasamento (1969)

Neurotoxinas
Acido cainico (1970)

Acido iboténico (1979)
Acido doméico (1987) - 2

topica de

no ser humano

TIPO DE EPILEPSIA

Epilepsia focal (1)

Epilepsia focal (1), grande mal

Epilepsia focal recorrente, pequeno mal e crises

de auséncia

Pequeno mal mioclonico,

corticoreticular generalizada

Crises com foco cortical

Epilepsia limbica

Pequeno mal e crises generalizadas

Epilepsias do lobo temporal (2)

Epilepsia de longa duracdo (2)

Epilepsias focais e do lobo temporal

Crises generalizadas

Crises metabdlicas

Epilepsia focal

epilepsia

Crises parciais e generalizadas, pequeno mal e

auras

Epilepsia do lobo temporal

Epilepsia do lobo temporal

Epilepsia do lobo temporal

Fonte: Modificado de Mello et al. (1986)
Nota: Ao lado do modelo, entre parénteses, encontra-se o ano de sua descri¢cao
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Quadro 6 - Modelos experimentais e sua relacio com as diferentes formas das epilepsias

SITUACAO

Semicronico

Agudo

Semicronico

Agudo

Agudo

Agudo

Agudo

Agudo e cronico (2)
Agudo e cronico (2)
Agudo e cronico
Agudo

Agudo

Agudo

Agudo e cronico

Agudo e cronico

Agudo e cronico

Agudo e cronico
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1.8 Neurotransmissores e epilepsia

1.8.1 Sistema glutamatérgico/gabaérgico

Virios sistemas de neurotramissores parecem estar envolvidos com os mecanismos da
epileptopgénese. Contudo, varios trabalhos sugerem que os principais mecanismos resultam
de um desequilibrio ocasionado pelo aumento da transmissdo excitatéria glutamatérgica e/ou

diminuicdo da resposta inibitdria gabaérgica (RIBEIRO et al., 2005).

O aminoicido L-glutamato é considerado o mais importante mediador de sinais
excitatérios no SNC de mamiferos e estd envolvido em muitos aspectos da fung@o normal
incluindo cognicdo, memodria e aprendizagem (FONNUN, 1984; OTTERSEN; STORM-
MATHISEN, 1984; HEADLEY; GRILLNER, 1990). Simultaneamente, o glutamato
desempenha um importante papel no desenvolvimento do SNC, como indugfo sindptica,

migracdo, diferenciacdo e morte celular JOHNSTON, 1995; VALLANO, 1998).

O glutamato exerce seu papel por ativacio dos receptores glutamatérgicos, localizados
nas membranas pré e pos-sindpticas, bem como nas membranas das células gliais
(MELDRUM et al., 1999). Desta forma, a concentragdo de glutamato no fluido extracelular é
que determina a extensdo da estimulacdo dos receptores (DANBOLT, 2000). Os receptores
glutamatérgicos podem ser ionotropicos (ativados pelo NMDA, AMPA ou cainato) e
metabotrépicos e, portanto, acoplados a proteina G (COTMANN, 1995; PIN; DUVOISIN,
1995). Os receptores NMDA, AMPA e cainato s@o canais idnicos que abrem apds serem
ativados aumentando o influxo de Na+ ou de Na+ e Ca++ (DANBOLT, 2000). Portanto, a
ativacdo destes receptores causa uma despolarizagdo da membrana sindptica desencadeando
uma resposta excitatéria. O excesso de glutamato na fenda sindptica poderd induzir uma

excessiva ativacao de receptores glutamatérgicos levando a excitotoxicidade (OLNEY, 1981).

Existem vdrias indicacdes de que o cdlcio tem um papel na epileptogénese
(HEINEMANN; PUMAIN, 1981; PUMAIN et al.,, 1984). Durante as convulsdes, a
concentragdo de cdlcio intracelular aumenta e o cdlcio extracelular diminui (HEINEMANN et
al., 1977). A origem do influxo de célcio neuronal durante os potenciais epileptogé€nicos ndo é
conhecida. A hipdtese existente € que, num processo patoldégico como € o estado epiléptico,

h4 liberagdo de glutamato que, por sua vez, ativa os receptores de NMDA levando a necrose
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neuronal por elevacdo da concentracdo de célcio, ativando, potencialmente, enzimas
dependentes de cdlcio (MELDRUM; GARTHWAITE, 1990). Assim, seria esperado que os
antagonistas dos receptores de NMDA bloqueassem a entrada de cdlcio e protegessem as
células neuronais contra as lesdes em vdrias condi¢des patoldgicas, inclusive nas convulsdes
induzidas por pilocarpina. A provével participagio do Ca™, nestes processos, possibilita a
investigacdo das agdes dos bloqueadores de canais de cdlcio sobre o desenvolvimento das

convulsoes.

A neurotransmissdo sindptica inibitéria no SNC de mamiferos é mediada
principalmente pelo GABA. Este neurotransmissor € encontrado em altas concentra¢des no
SNC (PAUL, 1995; OLSEN; De LOREY, 1999). Assim como o glutamato, o GABA ¢é
armazenado em vesiculas sindpticas e liberado para o meio extracelular de modo dependente
de Ca++, onde ativa seus receptores. Os receptores gabaérgicos estdo divididos em trés tipos,
de acordo com as propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e eletrofisiologicas: GABA-A e
GABA-C (ionotrépicos) e GABA-B (metabotropico), (COOPER et al., 1996; OLSEN; De
LOREY, 1999).

Os receptores GABA A e GABA C sio, portanto, canais i0nicos que permitem a
entrada de CI- na célula, provocando uma hiperpolarizacdo localizada na membrana neuronal
o que dificulta o disparo do potencial de acdo necessario para a liberagio de
neurotransmissores (PAUL, 1995). Assim, a acdo do GABA desencadeia a redugdo da
excitabilidade neuronal. Além do sitio para ligacdo do GABA, os receptores GABA A
possuem sitios de ligacdo para os benzodiazepinicos, barbitiiricos e dlcool, dentre outros os
quais atuam como agonistas da transmissdo inibitéria do GABA, sendo alguns desses
farmacos comumente utilizados no tratamento de processos convulsivos (MEHTA; TCKU,

1999; RAOL et al., 2005).
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Receptor Receptor
(b)) NMDA AMPA

Figura 3 — Estrutura dos receptores Glutamatérgicos
Fonte: Bear, Connors e Paradiso (2002)

de C tivado por GABA
(Receptor GABA,)

Figura 4 — Estrutura do receptor Gabaérgico
Fonte: Bear, Connors e Paradiso (2002)
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1.8.2 Sistema colinérgico

A acetilcolina € o neurotransmissor colinérgico que é responsavel pelos principais
efeitos excitatdrios no cérebro (OLNEY et al., 1983 e 1986; NATHANSON et al., 1999). Os
efeitos da acetilcolina no cérebro ocorrem com a ativacdo dos receptores colinérgicos
muscarinicos, que correspondem a cerca de 99% dos receptores cerebrais, o restante

corresponde aos receptores nicotinicos (PEPEU, 1983; ELGOYHEN et al., 2000)

Estudos sobre epileptogénese colinérgica t€m favorecido o conhecimento das
propriedades excitatérias da ACh (OLNEY et al.,, 1986; SAVOLAINEN; HIRVONEN,
1992). Viérios modelos animais de convulsdes induzidas por agentes colinérgicos tém
recentemente sido desenvolvidos para explorar esses mecanismos, bem como, o papel do
sistema colinérgico cerebral na epilepsia humana (OLNEY et al., 1983; TURSKI et al,
1983a, 1983b, 1983c, 1983d; JOPE et al., 1986; HIRSCH et al., 1992).

A clonagem génica revelou a existéncia de cinco tipos de receptores muscarinicos
(M1, M2, M3, M4, e M5) (BONNER et al., 1987; LIAO et al., 1989; NATHANSON et al.,
1999), sendo todos eles receptores acoplados a proteina G, onde os membros com numeragio
fmpar (M1, M3, e M5), atuam através da via do fosfato de inositol, enquanto os de numeracio
par (M2 e M4) operam inibindo a adenilato ciclase, portanto, reduzindo o AMPc intracelular

(PERALTA et al., 1987 e 1988; HULME et al., 1990; WESS et al., 1990)

Os receptores M1, também conhecidos como neurais, sdo principalmente encontrados
nos neurdnios do SNC e periféricos, bem como em células parietais gastricas. Atuam como
mediadores dos efeitos excitatorios, tal excitagdo é produzida por uma redu¢do na condutancia

ao potdssio, que provoca despolariza¢do da membrana.

1.8.3 Sistema dopaminérgico

A dopamina (DA) exerce seus efeitos bioldgicos por interagir com os receptores
especificos. Esses receptores foram classificados originalmente segundo Kebabian e Calne
(1979), como receptores dopaminérgicos D1 (RD1) e D2 (RD2). Realizam suas a¢des por se
acoplarem e ativarem diferentes complexos de proteina G. O receptor D1 interage com o

complexo de proteina Gs, resultando em ativag@o da adenilil ciclase e um aumento nos niveis
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de AMPc intracelular. Os receptores D2 interagem com um complexo de proteina GI para

inibir a produg¢do de AMPc (COOPER et al., 1991; CIVELLI et al., 1993).

O avanco da biologia molecular (incluindo clonagem de genes) e o aperfeicoamento
de técnicas de radioligantes possibilitaram a identificacdo de quatro subtipos de receptores D2
(D2c, D2L, D3 e D4) e um subtipo de receptor D1 (D5). O receptor D2 foi dividido em dois
subtipos: D2c (curto) e o D2L (longo), onde o D2L se diferencia do D2¢ por possuir 29
aminodcidos a mais na sua estrutura. Esses dois subtipos parecem ter uma farmacologia
idéntica. Um terceiro subtipo de receptor D2 determinado foi D3, encontrado em altos niveis
em certas regides do sistema limbico cerebral, enquanto, baixos niveis sdo observados no
corpo estriado. O perfil farmacoldgico do subtipo D3 € similar, mas ndo idéntico ao D2. O

mecanismo efetor do subtipo D3 ainda nao é conhecido (COOPER et al., 1991).

O quarto subtipo de receptor D2 recentemente clonado foi D4. O gene desse receptor
possui alta homologia para os genes dos receptores D2 e D3. As caracteristicas
farmacoldgicas desse subtipo lembram as do D2 e D3 e o mecanismo efetor do D4 também é

desconhecido (CIVELLI et al., 1993).

Os neurdnios dopaminérgicos formam trés sistemas principais. Cerca de 75% da
dopamina no cérebro ocorrem na via nigro estriatal , cujos corpos celulares encontram na
substancia negra e cujos axdnios terminam no corpo estriado. O segundo sistema importante €
a via mesolimbica/mesocortical, cujos corpos celulares ocorrem em grupos no mesencéfalo
com fibras que se projetam para partes do sistema limbico, particularmente, o niicleo
acumbente e o niicleo amigdaléide, bem como para o cértex. Por fim, o sistema tiitbero-
hipofisdrio, caracterizado por ser um grupo de neurdnios curtos, que seguem seu trajeto do
ndcleo arqueado do hipotdlamo para a eminéncia mediana e a hipdfise, cujas secrecdes sao

por elas reguladas.

O sistema dopaminérgico tem sido também implicado em exercer uma importante
funcdo no mecanismo de propagacdo das convulsdes (BARONE et al., 1990 ab). A
estimulacdo de receptores dopaminérgicos do tipo D1 parece potencializar, enquanto que o
bloqueio desses receptores previne as convulsdes induzidas por altas doses de pilocarpina. O

inverso parece acontecer com os receptores D2 (BARONE et al., 1991).
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1.9 Neuroprotecao e estresse oxidativo

A prolongada excitacdo dos neurdnios durante as convulsdes pode levar a injiria e
morte celular, resultantes de mecanismos bioquimicos ainda pouco esclarecidos. Um dos
mecanismos propostos envolve a formacdo de uma quantidade excessiva de radicais livres
(FLOYD, 1990; REITER et al., 1997) levando a alteracdes estruturais em proteinas celulares,
membranas lipidicas, DNA e RNA (estresse oxidativo) (BENI; MORETTI, 1995). Em
modelos de epilepsia em roedores, mostrou-se que o estresse oxidativo contribui em grande
parte com a morte de células neuronais e gliais (ARNAIZ et al., 1998). O cérebro é um alvo
preferencial do processo peroxidativo, pois apresenta uma grande quantidade de acidos graxos
poliinsaturados. Pesquisas sugerem que o aumento na quantidade de radicais livres e/ou
diminui¢do nos sistemas de defesa antioxidantes foram reportados durante os processos

convulsivos (BERG et al., 1995; NAFFAH-MAZZACORATTI et al., 2001).

Virios estudos relacionam o envolvimento do estresse oxidativo ao processo
convulsivo e demonstraram um aumento em diversos marcadores de formacdo de espécies
reativas (BASHKATOVA et al., 2003; PATSOUKIS et al., 2004) e proteina carbonila assim
como reducdo na atividade da enzima Na+, K+-ATPase (PATSOUKIs et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2004) em modelos de convulsdo induzida pelo PTZ. Estes dados sugerem
que a geracdo de ERO e ERN estariam relacionadas com os efeitos convulsivantes e
neurotéxiccos do PTZ. Do mesmo modo, o tratamento com antioxidantes foi capaz de
atenuar as convulsdes por PTZ e/ou os danos induzidos por espécies reativas (KABUTO et

al., 1998; BASHKATOVA et al., 2003).

As espécies reativas de oxigénio sdo capazes de gerar estresse oxidativo em
consequéncia de suas propriedades oxidantes e reacdo com os constituintes celulares
(JOSEPHY, 1997; TIMBRELL, 2000). Estas sdo geradas por uma variedade de processos,
podendo atacar uma diversidade de biomoléculas alvo, tais como DNA, lipidios e proteinas.
As principais EROSs vinculadas ao estresse oxidativo sdo o radical anion superéxido (O-2),
radical hidroxil (-OH), peréxido de hidrogénio (H202), 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito
(ONOO-). Estes, por sua vez, sdo neutralizados por um elaborado sistema de defesa
antioxidante constituido de enzimas tais como catalase, superéxido dismutase, glutationa

peroxidase, além de sistemas de defesa ndo enzimdticos tais como vitaminas A, E e C,
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flavondides, ubiquinonas e glutationa reduzida (ALEXI et al., 1998; GIANNI et al., 2004).
Neste contexto, o estado de estresse oxidativo pode resultar tanto de um aumento na producio
de EROs, quanto na reducdo da capacidade antioxidante celular total (DAWSON; DAWSON,
1996; HALLIWEI, 1992). Estudos bioquimicos sugerem que reacdes de oxidacdo podem ser
importantes em vérias patologias cerebrais e estdo associadas com um desequilibrio da

regulacdo redox no SNC (AMES et al., 1993; WEBER, 1999).

Existem vdrias maneiras de definir-se neuroprotecdo, contudo, de um modo geral,
podemos afirmar que consiste em um conjunto de eventos e ou alternativas capazes de evitar

danos neuronais, sejam estes acidentais ou ndo.

Diversos tipos de insultos, tais como hipdxia cerebral, isquemia trauma cerebral, entre
outros, podem alterar a fisiologia do sistema nervoso central, tais danos podem ser modulados
via atividade neurotransmissora excitatoria excessiva ou pela reducdo na atividade
neurotransmissora inibitdria. Portanto, o aumento de sédio intracelular, bem como o de calcio
pode levar despolarizacdes celulares contribuindo, desta forma, para um aumento nos

processos apoptdticos e excitotéxicos. (ALEXIS et al., 2002).

1.10 Mecanismos de morte neuronal e epilepsia

A morte neuronal pode ser originada por pelo menos trés mecanismos principais, que
sdo eles: a ativacdo de cascatas excitotoxicas (aumento de cdlcio intracelular, modificagdo nos
niveis de aminodcidos excitatdrios, ativacdo de oxido nitrico sintase, estresse oxidativo e
producdo de radicais livres de oxigénio), a indu¢do de apoptose e o processo traumatico

(acidentes, pancadas).

Quando falamos em neuroprotecdo, devemos também ressaltar a homeostase do célcio
no meio celular e seu papel no desenvolvimento de mortes neuronais, sejam estas por estresse
oxidativo ou por cascatas apoptéticas. Sabemos atualmente, que a concentragdo intracelular

de célcio pode ser alterada por diversos mecanismos moleculares, entre eles podemos citar:
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e Aumento na neurotransmissao de glutamato e excitotoxicidade:

O Glutamato é um neurotansmissor excitatorio que atua no sistema nervoso central e
age em diversos tipos de receptores, os inotrépicos (NMDA e AMPA), que estdo relacionados
com a permeabilidade de canais i0nicos a diversos ions, como o célcio e os metabotrépicos
que estdo acoplados a proteina G. Atividade excessiva de glutamato € observada em diversas
patologias, tais como, epilepsia, hipdxia associada com isquemia e trauma craniano. A
neurotoxicidade do glutamato tem sido apontada como um importante evento na injuria
cerebral aguda. A estimulacio de receptores glutamatérgicos induz a produgéo de superéxidos
que constituem um dos mediadores da injuria neuronal excitotoxica no SNC. Radicais livres
estdo implicados em uma gama de processos fisioldgicos e patoldgicos e anormalidades
associadas com a SOD tém sido documentadas em processos neurodegenerativos (COYLE et

al., 1993).

A neurotoxicidade glutamatérgica é, em parte, mediada por EROs formados como
conseqiiéncia de varios processos incluindo NO e a produgéo de peroxidos (ALABADI et al.,
1999; NAKAKI et al.,, 2000; RADENOVIC’et al.,, 2003; LI et al.,, 2001). Radicais
superoxidos reagem rapidamente com NO para formar peroxinitrito citotoxico, que atua
através de peroxidacdo lipidica (LEE et al.,, 2001). Embora existam vdrias fontes

intracelulares de radicais livres, a mitocondria € a mais importante (CIRIOLO et al., 2001).

O glutamato exerce sua a¢do inibitéria através da ligagdo com canais idnicos do tipo
NMDA e ndo NMDA, de modo a aumentar a condutincia ao calcio e ao sodio, existindo um
grande nimero de interacdes regulatérias entre a ativacdo de receptores glutamatérgicos e
outros sistemas de neurotransmissores, transporte idnico, ativacdo génica e modificagdo de
receptor. A flexibilidade e complexidade destas interagdes colocam as transmissdes mediadas
pelo glutamato numa posicdo chave para a modulacdo do limiar de vias excitatdrias na

epileptogénese (CHAPMAN, 2000).

e (Canais ionicos e Epilepsia

Os canais i6nicos podem ser classificados como voltagem dependentes ou dependentes

de ligantes quando o estimulo primdrio para sua atividade é a alteracdo no potencial de

membrana ou a ligagdo de um mensageiro quimico respectivamente. O papel de canais
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ionicos na excitabilidade neuronal estd bem estabelecido e a identificacdo de mutagdes nos
genes associados a epilepsia hereditdria enfatiza o balanco que mantém a homeostase elétrica

no SNC (GEORGE, 2004).

Na década de 1960, pesquisas levaram ao conceito de que determinados farmacos
podem alterar a contragdo do musculo cardiaco e do musculo liso ao bloquearem a entrada de
célcio, estas drogas foram denominadas bloqueadores de canais de cdlcio ou antagonistas de
célcio, e correspondem, atualmente, as drogas mais prescritas no tratamento de doencas

cardiovasculares (FREHER et al., 1999).

Canais de cdlcio tornam-se permedveis ao célcio extracelular quando a membrana
celular é despolarizada. Bloqueadores de canais de célcio t€ém lugar estabelecido no
tratamento de varias condi¢des patologicas do SCV (FREHER et al., 1999). Contudo muitos
tecidos fora do SCV sido funcionalmente dependentes do influxo de célcio extracelular através

de canais i0nicos na membrana celular.

O envolvimento de canais de cdlcio na excitabilidade celular é demonstrado na
capacidade de algumas drogas antiepilépticas em prevenir o desenvolvimento de crises
convulsivas parciais e tonico-clonicas generalizadas. E sabido que o fon cilcio pode estar
envolvido com a génese do processo convulsivo, bloqueadores de canais de célcio foram
eficazes em prevenir as convulsdes por eletrochoque e audiogénicas em camundongos

(SAHADEVAN; REMA, 2002).

e Alteracoes mitocondriais

A mitocdndria funciona como um reservatério de cdlcio para a célula, porém, esse
cédlcio pode, em condi¢cdes patoldgicas ser lancado no citoplasma e esse excesso
citoplasmaético de cdlcio poderia induzir a uma série de reacdes enzimaticas que culminariam

em morte celular.
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¢ Formacao de o6xido nitrico (NO).

O ¢6xido nitrico € um gds expresso pelas células endoteliais em resposta a estimulos
vasculares e liberado em condig¢des fisioldgicas, contudo, em condi¢des patoldgicas este gis
pode ser expresso através da enzima 6xido nitrico sintase induzivel, que ocorre em condic¢des
patoldgicas. Em condicdes fisioldgicas, o 6xido nitrico € liberado nas células endoteliais com
papel neuroprotetor, dilatando e aumentando o fluxo sanguineo e a irrigagdo cerebral.
Contudo, a enzima i-NOS € ativada em células inflamatérias, como, por exemplo, as

originadas de lesdes isquémicas.

Constitui um importante mediador citotdxico de células imunes efetoras ativadas,
capaz de destruir patégenos e células tumorais. Possui, ainda, um papel como
mensageiro/modulador em diversos processos bioldgicos essenciais. No entanto, o NO ¢é
potencialmente téxico. A toxicidade se faz presente particularmente em situagcdes de estresse
oxidativo, geracdo de intermedidrios do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante. A
determinagdo laboratorial do NO é complexa, a caracterizagdo de ativadores e inibidores
especificos da sintese de NO constitui o novo desafio para o entendimento e o tratamento de
varias doengas. Estudos envolvendo o NO t€m sido um dos principais alvos da industria

farmacéutica.

A sintese do NO resulta da oxidacdo de um dos dois nitrogénios guanidino da L-
arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reacfo é catalisada pela enzima NO-sintase
(NOS). Uma variedade de isoformas de NOS tem sido purificada em diferentes tecidos de
mamiferos e muitas ja tiveram seus genes clonados. Estudos bioquimicos e andlise seqiiencial
de aminodcidos revelaram que estas isoformas representam uma familia de proteinas e,
aparentemente, sdo produtos de trés genes distintos. Assim, as isoformas da NOS sio
agrupadas em duas categorias, a NOS constitutiva (c-NOS), dependente de fons célcio (Ca™)

e de calmodulina, que estd envolvida na sinalizacdo celular, bem como a NOS induzivel (i-

NOS), produzida por macréfagos e outras células ativadas por citocinas.

A ¢-NOS e a i-NOS diferem quanto ao peso molecular, a forma de ativacdo e a
capacidade de sintese de NO, ja foram caracterizadas, purificadas e tiveram os genes
clonados. A isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal (n-NOS, tipo I), presente

normalmente nos neurénios, bem como a NOS endotelial (e-NOS, tipo III), presente
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normalmente nas células endoteliais vasculares e nas plaquetas. As isoformas da NOS estio

esquematizadas

A ¢c-NOS produz pequenas quantidades de NO, da ordem de nano ou picomols, e sua
ativacdo depende da interacdo com a calmodulina, que, por sua vez, € controlada pelos niveis
de Ca™. A i-NOS nio é expressa sob condi¢des normais, é induzida por citocinas e/ou
endotoxinas em uma variedade de células, incluindo-se macréfagos, linfécitos T, células
endoteliais, midcitos, hepatdcitos, condriécitos, neutrdfilos e plaquetas. Esta isoforma requer
algumas horas para ser expressa, mas, uma vez sintetizada, libera quantidades maiores de NO
que a c-NOS e a producdo deste continua indefinidamente até que a L-arginina ou os co-

fatores necessdrios para sua sintese sejam depletados ou ocorra a morte celular.

Desde a sua descoberta, como um mensageiro intracelular de producdo endégena, tem
sido demonstrado que o O6xido nitrico (NO) desempenha um importante papel em
praticamente todos os sistemas do organismo (EISEICH et al,, 1998a). Embora exerca
diversas fung¢des fisioldgicas uteis, seu excesso pode ser nocivo. Em determinadas condicdes,
0 NO e o Oy ".podem interagir, resultando um produto muito téxico, o peroxinitrito (ONOO"),
esse composto € capaz de reagir prontamente com diversas moléculas: proteinas, lipideos,
carboidratos e 4cidos nucléicos, danificando-as. Além disso, seus provaveis produtos de
decomposicdo, o OHe, didxido de nitrogénio e outros tém semelhante potencial deletério.
Conseqiientemente, a toxicidade do 6xido nitrico pode ser explicada, pelo menos em parte,
por sua reagdo com o O,. O aumento da produ¢do de ONOO', tem sido associado a diversos

processos patolégicos (DEMIRYUREK et al., 1998; EISERICH et al., 1998a, 1998b).
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2 OBJETIVOS

e GERAL

Avaliacdo dos efeitos neuroprotetores da Doxiciclina 25, 50 ou 100mg/kg sobre a fase
aguda do processo convulsivo em ratos Wistar machos (200-230g). As doses utilizadas foram
escolhidas de forma que ndo ultrapassassem a dosagem terapéutica usual em humanos

(100mg/kg), em dados da literatura e experimentos piloto, visando garantir a total integridade

fisiologica dos animais e evitando, desta forma, efeitos toxicos.

e ESPECIFICOS

v' Avaliacéo de aspectos comportamentais

v" Determinacio de laténcias de convulséo e de morte

v' Atividade antioxidante: Determinacéo da atividade da Catalase, TBARS e Nitrito.

v" Aspectos neuroquimicos: Determinagio da concentragio de aminodcidos
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso variando entre 200 e 230 gramas,
provenientes do Biotério Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da

Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

Durante todos os experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas pldsticas com
no maximo 06 animais, em condi¢des ambientais semelhantes, com ciclo claro / escuro

alternado de 12 horas, recebendo ragdo padrao tipo Purina e dgua ad libitum.

Figura 5 — Acondicionamento dos animais
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3.2 Tratamento dos animais

Ratos albinos Wistar (200-230g) foram pré-tratados com Doxiciclina 25, 50 ou
100mg/kg diariamente durante sete dias, no sétimo dia, apds a ultima administracdo de
doxiciclina, foi administrada uma dose unica de pilocarpina 300mg/kg. O grupo controle
recebeu salina a 0,9% e, no tltimo dia, apds a dltima administracdo de salina, também recebeu

a mesma dose de pilocarpina.

Observagcdes comportamentais foram realizadas apds os tratamentos. Os animais
foram tratados diariamente com doxiciclina (25, 50 ou 100mg/kg) durante 7 dias. No sétimo
dia, meia hora apdés a udltima administragdo de doxiciclina, foi administrada pilocarpina
(300mg/kg) e os animais foram observados durante 7 horas. Apds as sete horas de
observagdo, aqueles que sobreviveram ao estresse convulsivo foram decapitados e seus
encéfalos foram retirados sob o gelo para que se isole a drea cerebral em estudo (cortex

temporal).

Tabela 1 — Grupos experimentais

GRUPOS EXPERIMENTAIS DROGAS UTILIZADAS
GRUPO NORMAL H,O Destilada
CONTROLE P300 Pilocarpina 300 mg/kg
D25 + P300 Doxiciclina 25mg/kg + Pilocarpina 300 mg/kg
D50 + P300 Doxiciclina 50mg/kg + Pilocarpina 300 mg/kg
D100 + P300 Doxiciclina 100mg/kg + Pilocarpina 300 mg/kg
D50 Doxiciclina 50mg/kg
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3.3 Estudo comportamental

Os animais tratados e controles sdo colocados em gaiolas contendo 6 animais, em
ambiente reservado, sendo feita a observagdo direta. Os animais foram observados apds a

ultima administracdo da droga, no sétimo dia e durante sete horas conforme protocolo ji

estabelecido.
Quadro 7 - Parametros comportamentais observados
Parametros Caracteristicas

Sinais colinérgicos periféricos (SCP) Miose, cromodacriorréia, piloerecdo, diarréia

Tremores

Movimentos estereotipados Aumento das atividades de roer, cogar-se e
mastigar

Laténcia da primeira convulsio Tempo (em segundos) para o aparecimento da

primeira convulsdo (tdnico / clénica com ou sem

rearing)

Estado epiléptico Convulsdes intermitentes durante 30 minutos

3.4 Drogas e materiais utilizados

3.4.1 Pilocarpina

Cloridrato de pilocarpina (Sigma Chemical Co.,USA) dissolvida em dgua destilada e

administrada via intraperitoneal.

3.4.2. Cloridrato de doxiciclina

Foram preparadas solugdes de 25, 50 e 100 mg/kg de doxiciclina HCL (Galena) em

dgua destilada e administrada via intraperitoneal.
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3.4.3 Material utilizado nos experimentos

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

e Balanga analitica (modelo HS, Mettler, Suica);

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

e Centrifuga refrigerada (modelo Eppendorf);

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

e (ubetas para leitura em espectrofometro (Sarstedt, Alemanha Oriental);

e Espectrofotdmetro (Modelo Beckman DU, Fullerton, CA, USA) com medidor de
absorbancia digital e outros acessorios (acoplado ao sistema de modernizagdo Gilford,
Oberlin, Ohio, USA);

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

e  Guilhotina (Harvard, USA);

e Homogeneizadores (Bellico, USA);

e Micropipetas (H,E. Pedersen, Dinamarca)

e Medidor de pH, modelo B374 (Micronal, SP, Brasil).

3.5 Protocolo experimental

Os animais foram tratados durante sete dias com doxiciclina 25, 50 ou 100mg/kg

intraperitonealmente pela manha. No ultimo dia de tratamento (sétimo dia), meia hora apds a

ultima administracdo de doxiciclina, os animais receberam uma dose de 300mg/kg de

pilocarpina intraperitonealmente para se iniciar a experimentagao.

3.6 Técnicas experimentais

3.6.1 Dosagens de aminoacidos (HPLC)

Para a determinac@o dos niveis de aminodcidos em cortex cerebral dos animais, foi

retirada a drea cerebral correspondente ao cortex temporal para a posterior preparagdo dos

homogenatos.
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Para a preparacdo do homogenato, foi utilizado um volume de 10% da area em acido

perclorico 0,1M.

3.6.1.1 Procedimento

As determinacdes de aminodcidos foram determinadas através do uso de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), que consiste em uma pré-coluna de
derivatizacdo na presenca de ortoftaraldeido (OPA). O aparelho foi programado com um

detector fluorimétrico (330-450)nm acoplado a um integrador.

A coluna cromatografica utilizada foi a C18, 250 x 4.6nm, 5u que percorria a coluna a
uma velocidade de 1.0 ml/min. A fase mével A consistiu em 50mM NaH,PO4 em 20% de
metanol ajustada para PH de 5.5. A fase mdvel B consistiu em 100% de metanol. As fases
foram preparadas com 4gua ultramente purificada (Mili-Q system) e filtrada com o uso de

filtros milipore de 0.22um.

Preparo das amostras:

Os sete aminoacidos analisados foram preparados em fase mével A. Para o preparo
das amostras, foi utilizado homogenatos cerebrais & 10% em &cido perclérico 0.1M. Apds o
preparo, estes foram centrifugados a 14000rpm durante 30 minutos e o sobrenadante filtrado

em filtros milipore 0.22pum.

Solucio de Derivatizacao:

13.5mg de OPA foi dissolvido em 250ul de etanol, juntamente com 10ul de 2-
mercaptoetanol, o volume da solugéo foi entdo completado para 2.25ml com tampao borato,
pH 9.3. A solugdo foi filtrada com o milipore 0.22um. A solug¢ao foi acondicionada em vidro
ambar no refrigerador, por no maximo duas semanas. Para as derivatizag¢des, 20ul da amostra

foi diluida em 20ulde OPA e injetada no HPLC apds um minuto de agitaco.
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3.6.1.2 Determinacao fluorimétrica de aminoacidos (aa) por gradiente

Para o funcionamento do aparelho, e do gradiente foi necessaria a preparagdo das duas

fases moveis:

FASE MOVEL A:

e 50 mM NaH2PO4
- Volume final = 250 ml

e 20% v/v MetOH

e pH=55

FASE MOVEL B:

e Metanol puro ( Padrao HPLC)

DERIVATIZACAO PRE-COLUNA

TAMPAO BORATO

e Borax 1,24g

e AguaMili Q

e Levar o pH para 9,3 (com NaOH ou HCL) —  Volume final = 50 ml
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Figura 6 - HPLC (High Performance Liquid Cromatography)

3.6.2 Atividade antioxidante

3.6.2.1 Determinacdo da producdo de substincias acidas reativas com o dcido tiobarbitirico

(TBARS)

METODO

Ratos Wistar, machos (200-230g), foram utilizados para a obtencdo do
homogeneizado de cérebro, conforme descrito a seguir. Os animais foram observados durante
7h ap6s administragdo da pilocarpina (300mg/kg). Aqueles que sobreviveram ao periodo de
observacdo foram sacrificados e o cérebro dissecado para a retirada do cortex temporal. No
grupo tratado somente com pilocarpina 300mg/kg, foram utilizados somente os animais que

apresentaram convulsdo e estado epiléptico.
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O grau de lipoperoxidacgdo nas dreas cerebrais foi medido através da determinagdo dos

niveis de TBARS, conforme o método de Huong et al., 1998, seguindo o protocolo a seguir.

Foi preparado o homogenato a 10% em solugdo de cloreto de potéssio (KCI) 0,15 M.
Do homogeneizado 0,25 mL foram colocados em tubos de ensaio, adicionados 0,5 mL de
tampao fosfato de potdssio monobdsico 50 mM, pH 7,4 e 0,25 mL do sistema catalisador da
formacdo de radicais livres. Apds incubac¢do dessa mistura a 37° C, por 30 minutos, a reacio
foi interrompida pela adicdo de 0,5 mL de solucdo de acido tricloroacético a 10%. Em
seguida, a mistura foi submetida a centrifugacdo a 3000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante
foi separado e acrescido de 0,5 mL de solugéo de 4cido tiobarbiturico 0,8%. Apds a agitagdo,
essa mistura foi mantida em um banho de dgua fervente (95-100°C) por 15 min., a seguir
resfriada em banho de gelo por alguns minutos e posteriormente tomada para leitura em
espectrofotdmetro a 532 nm. Os resultados foram expressos em micromol de MDA por grama

de tecido.
Curva-padrao de malonilaldeido (MDA)

A partir da solucdo padrdo de MDA (1mg/mL), foi preparado 4mL (em triplicata) de
solugdes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. O branco foi feito com dgua destilada (4 mL) e a
cada tudo das solu¢des de MDA foi acrescentado 4 mL de tampao Tris HCI 0,4M (pH 8,9).

Adicionou-se ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB (0,01M) e feita a leitura da
absorbancia a 532 nm apdés 1 min da adicdo do DTNB, e determinada a equagdo da curva
padrdo de MDA.

SOLUCOES REAGENTES

Foram utilizadas as seguintes solugdes reagentes:
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Solucio de Cloreto de potassio

EDTA (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 521,Img em 70 mL de dgua bidestilada, para
preparar EDTA 0,2M. Em seguida foi retirado 30 mL desta solugéo inicial e acrescido mais
270 mL de dgua bidestilada.
Tampao Fosfato

NaH,PO4H,O (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) 50mM em 4gua bidestilada, pH 7.4.
Solucao de acido tricloroacético

ATC (Sigma, MO, EUA) 10 mL mais 90mL de dgua bidestilada.

Solucio de acido tiobarbitirico (TBA)

TBA (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50mg em 50mL de 4dgua bidestilada

3.6.2.2 Determinagdo da producdo de nitrito

METODO DA PREPARACAO DA CURVA-PADRAO

Foi pesado 7mg de NaNO, e dissolvido em 10 mL de dgua bidestilada (estoque-
10mM) foi feita as dilui¢des em série (10 e 20x), ficando 1mM, 100uM, 10uM, 5uM, 2,5uM,
1,25pM, 0,625uM, 0,312uM. Foi feita uma equagdo da reta para o calculo das concentragdes
do teste (GREEN et al., 1981).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Em um tubo branco, foi adicionado 500uL do reagente mais 5S00uL de 4gua destilada,

em um outro tubo teste, foi adicionado 500uL. do reagente mais 500ul do homogenato de



55

tecido a 10% em agua destilada. Foi feita a leitura em espectrofotdmetro a 560nm e os

resultados expressos em nM.
SOLUCAO REAGENTE

A seguinte solucdo reagente foi empregada nessa técnica:
Soluciao de NaNQO, (10mM)

NaNO, (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 7mg em 10mL de dgua bidestilada.

Em seguida, foi procedida a filtracdo e degaseificagcdo, houve posteriormente a adicao
de 20 mL de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Itdlia) e 10 mL de tetrahidrofurano
(Sigma, MO, EUA) para um volume final de 500 mL.
3.6.2.3 Determinacao da atividade enzimatica da catalase (CAT).

METODO

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

A atividade da enzima é medida em 230nm, através de um espectrofotémetro
Beckman DU, acoplado a um sistema de modernizacdo da Gilford, USA, o que permitiu

leitura automadtica em sistema digital e forneceu maior sensibilidade.

A atividade enzimatica é medida através da leitura da variacdo da absorbancia por

minuto, durante 6 minutos e os resultados expressos em mM/min/ug de proteina.



Figura 7 — Dissecac¢io do cértex temporal. (visao frontal)
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Foi preparado o meio da reacdo com H,0O, (18 mL) mais Tampao Tris HCI 1M, EDTA
5M pH 8,0 (1,0 mL) e H,O Milli Q (0,8 mL). Em seguida, foi colocado na cubeta de quartzo
980 uL do meio de reacdo mais 20 pL. do homogenato a 10%.

E feita a leitura durante 6 min, a temperatura de 37°C em espectrofotdmetro a 230nm.
A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951).
SOLUCOES REAGENTES

As seguintes solugdes reagentes foram empregadas nessa técnica:

Tampao Tris HC1 1M, EDTA 5 mM, pH 8,0

Pesou-se 12,11 de Trisma Base (1M) e 0,19 de EDTA (SmM) (Sigma, St. Louis, MO,
EUA) e dilui-se em 100 mL de d4gua Mill-Q. O pH foi acertado com HCI 1M.

H,O; para meio de reacao

Retirou-se 10 pL de peridol 30%(Sigma, St. Louis, MO, EUA) e em um baldo
volumétrico de 10 mL, diluiu-se com 10mL de dgua Mill-Q (gsp).

Analise estatistica
Os dados foram expressos como média + EPM e analisados com ANOVA seguidos de

Student-Newman-Keuls como post hoc. Resultados foram considerados significantes com

p<0.05
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4 RESULTADOS

4.1 Estudo comportamental

Os estudos comportamentais foram realizados como descrito anteriormente. Os
resultados sdo apresentados como o numero de animais que apresentaram alteragdes dos
parametros comportamentais em relagdo ao nimero total de animais observados durante os

experimentos.

Apds 3 a 5 minutos da injecdo de pilocarpina, os animais apresentaram mudangas
comportamentais, incluindo acinesia, movimentos estereotipados e aumento dos sinais
colinergicos periféricos (miose, piloere¢do, cromodacriorréa, diarréia e movimentos
mastigatérios). Essas mudangas foram menos pronunciadas nos grupos pré-tratados com

doxiciclina.

Tabela 2 - Percentagem de alteracées comportamentais apés a administracio de
pilocarpina (P300) em ratos Wistar machos pré-tratados ou nao com doxiciclina (D25,
D50 ou D100)

Alteracoes

comportamenta | P300 D25+P300 D50+P300 D100+P300
is (%)

Numero de

animais 20 20 20 12

SCP* 100 100 100 100

ME#** (Numero | 4 5 5 00

de animais)

Convulsoes 100(20) 100(20) 88.9(18) 16.7(02)***
Morte 100(20) 100(20) 100(20) 100(12)

*SCP: Sinais colinérgicos periféricos: miose, piloerecio, cromodacriorréia, diarréia.
**ME: Movimentos esteriotipados: aumento da atividade de roer, cocar, mastigar e o ato de sacudir.

*** Significativo em relag@o ao grupo controle P300
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4.1.1 Laténcia de convulsao

Poucos minutos apés a administracdo de pilocarpina, 300mg/Kg, i.p. (P300) os
animais mostraram sinais colinérgicos periféricos (miose, piloerecdo, cromodacriorréia,

diarréia, tremores), € movimentos estereotipados, seguidos por convulsdes motoras limbicas.

Na observagdo dos animais que convulsionaram, podemos verificar que o tempo em
segundos decorrido para o aparecimento da primeira convulsdo foi significativamente
aumentado em todos os grupos pré-tratados com doxiciclina, quando comparados ao controle
(P300). Contudo, o maior efeito (423 %) foi observado com a dose de 25mg/kg. (Controle
P300 = 740 £ 77.00; D25 + P300 = 3870 = 426.5; D50 + P300 = 2820 = 381.1; D100 + P300
= 2091 £ 247.2). Ademais, nenhuma diferenca significativa foi demonstrada entre as doses de
25 e 50 mg/kg, sugerindo que o efeito madximo da droga ja foi obtido. Sinais colinérgicos
periféricos e movimentos estereotipados permaneceram inalterados em todos os grupos pré-
tratados com doxiciclina. Nenhum animal, dos grupos que receberam apenas dgua destilada

ou apenas doxiciclina apresentou atividade convulsiva (Figura 8).
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Figura 8 - Laténcia da primeira convulsio apdés a administracdo de pilocarpina

(P300) em ratos machos pré-tratados ou nao com Doxiciclina (D25, D50 ou D100)

Ratos Wistar machos (200 — 230g) foram tratados ou ndo com Doxiciclina (25, 50 ou
100mg/kg, i.p.) durante 7 dias e apds 30 minutos da dltima administracdo da droga, com
pilocarpina (300mg/kg, i.p.). Os controles receberam adgua destilada durante sete dias
(10ml/kg) seguidos de P300 no ultimo dia. Os animais foram submetidos a um periodo de 7 h
de observacdo. As barras representam media, + E.P.M (N=6). *** p<0,001 comparado ao
grupo controle. (Andlise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como

teste post hoc.)
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4.1.2 Laténcia de morte

Na observagdo dos animais que ndo morreram, verificamos que a laténcia de morte em
segundos foi significativamente aumentada em todos os grupos pré-tratados com doxiciclina,
quando comparados ao controle. (Controle P300 = 1638 = 648,5; D25 + P300 = 8030 +
1055; D50 + P300 = 10771 £ 1477; D100 + P300 = 6877 + 1010). Interessantemente, este
aumento ndo ocorreu de forma dose dependente, tendo sido maior na dose de 50mg/kg. Nesse
parametro, ao contrdrio do anterior, foi notado dose efeito com as duas primeiras doses.
Contudo, apesar do aumento do tempo de morte com a dose maior de doxiciclina, o efeito foi
menor com relagdo as outras duas doses, indicando uma possivel toxicidade da doxiciclina

com esta maior dose.
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Figura 9 - Laténcia de morte apos a administracao de pilocarpina (P300) em ratos

machos pré-tratados ou nao com Doxiciclina ( D50 ou D100 )

Ratos Wistar machos (200 — 230g) foram tratados ou ndo com Doxiciclina (25, 50 ou
100mg/kg, i.p.) durante 7 dias e apds 30 minutos da dltima administracio da droga com
pilocarpina (300mg/kg, i.p.). Os controles receberam dgua destilada durante sete dias
(10ml/kg) seguidos de P300 no ultimo dia. Os animais foram submetidos a um periodo de 7h
de observagdo. As barras representam média, + E.P.M. *** p<0,001 **p<0,01 comparado ao
grupo controle. (Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como

teste post hoc).
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4.2 Avaliacao da peroxidacao lipidica

Para realizarmos os estudos das atividades antioxidantes, decidimos nos concentrar em
apenas uma dose, que, no caso, foi a dose intermediaria (50mg/kg), tendo em vista o grande
volume de dreas experimentais jd dissecadas em relacdo aos demais grupos, que, até entdo,

seriam suficientes para realizarmos apenas uma parte dos experimentos até o0 momento atual.

4.2.1 Verificacdo da produgdo de substincias reativas com o 4cido tiobarbitirico (TBARS)
ap6s administragdo de pilocarpina 300mg/kg (P300) em cértex temporal de ratos pré-tratados

ou ndo com doxiciclina 50 mg/kg (D50)

Os resultados da verificagdo da produg@o de substincias reativas com o &cido
tiobarbitdrico (TBARS) em cdrtex temporal de ratos adultos tratados ou ndo com Doxiciclina
(50mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da administracdo de pilocarpina na dose de 300mg/Kg, i.p., e
sacrificados 7h apds a ultima administracdo, foram expressos em umol de MDA/ grama de

tecido.

Podemos observar claramente um aumento nos niveis de TBARS, indicativo de
peroxidacdo lipidica verificado quando os animais s@o submetidos ao tratamento com
pilocarpina 300 mg/kg ou Doxiciclina 50 mg/kg administrados isoladamente em relagdo ao
grupo normal (H,O). Contudo, uma reducéo significativa nos niveis de TBARS foi notada nos
grupos P300 pré-tratados com doxiciclina em relacdo ao grupo controle P300 apds 7h de
observacdo (Controle P300 = 2,28 + 0,047; D50+P300 = 1,71+ 0,117; D50 = 2,35 £ 0,120
H,0 = 1,15 £ 0,054) (Figura 10).
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Figura 10 - Avaliacao da producao de substincias reativas com o acido tiobarbitirico
(TBARS) apos a administracao de P300 em cortex temporal de ratos adultos pré-

tratados ou nao com Doxiciclina 50mg/Kg.

Ratos Wistar machos foram tratados ou ndo com Doxiciclina (50mg/kg, i.p.) durante
sete dias e ap6s 30 minutos da dltima administragdo com pilocarpina (300mg/kg, i.p.). Os
controles receberam &4gua destilada durante sete dias (10 ml/kg), seguidos de P300. Os
animais foram submetidos a um periodo de 7h de observacgdo. Os valores representam a média
+ EPM (n=6). A peroxidagdo lipidica foi determinada em homogenatos de cértex temporal
desses animais conforme discutido em materiais e métodos. As barras representam media, +
E.P.M. *** p<0,001 **p<0,01 comparado ao grupo controle. (Analise estatistica por ANOVA

seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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4.2.2 Avaliacdo da produgdo de nitrito apds administragdo de pilocarpina 300mg/kg (P300)

em cortex temporal de ratos adultos pré-tratados ou ndo com doxiciclina 5S0mg/kg (D50)

Os resultados da determinacdo da producdo de nitrito em cortex temporal de ratos
adultos administrados com P300 e pré-tratados ou ndo com Doxiciclina (50mg/kg, i.p.). A
administracio de pilocarpina na dose de 300mg/kg, i.p., ocorreu 30 minutos apds a ultima
dose de doxiciclina e os animais foram sacrificados 7 horas depois. Os resultados foram

expressos em LLM.

O pré-tratamento com doxiciclina foi capaz de reduzir significativamente os niveis de
nitrito no cortex temporal desses animais em relagdo ao grupo controle P300. (Controle
P300= 1,290 + 0,072; D50 = 0,368 + 0,024; D50+P300 = 0,358 + 0,016;H,O0 = 0,350 +
0,009) (Figura 3). O grupo controle normal (H,O) apresentou niveis basais de nitrito bem
inferiores aos niveis encontrados no grupo controle P300. Do mesmo modo, o grupo tratado

apenas com doxiciclina apresentou niveis de nitrito semelhantes aos do grupo normal (H,O).
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Figura 11 — Avaliacdo da producio de nitrito apés administracdo de P300 em cortex

temporal de ratos adultos pré-tratados ou nao com Doxiciclina 50 mg/Kg

Ratos Wistar machos adultos foram tratados com Doxiciclina (50mg/kg, i.p.) durante
sete dias e apds 30 minutos da dltima administracdo da droga com pilocarpina (300mg/kg,
i.p.). Os controles receberam dgua destilada durante sete dias 10ml/kg, seguidos de P300 . Os
animais foram observados durante 7h. Os valores representam a média + EPM (n=6). A
produg@o de nitrito foi determinada em 100 pL de homogenato. As barras representam media,
+ E.P.M. *¥* p<0,001 comparado ao grupo P300. (Analise estatistica por ANOVA seguido

por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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4.2.3 Avaliacdo da atividade da catalase apds administragdo de pilocarpina 300mg/kg (P300)

em cortex temporal de ratos adultos pré-tratados ou ndo com doxiciclina 5S0mg/kg (D50)

Os resultados da verificagdo da atividade da catalase em cdrtex temporal de ratos
adultos pré-tratados ou ndao com Doxiciclina (50mg/Kg, i.p.) 30 minutos antes da
administracido de pilocarpina na dose de 300mg/Kg, i.p., e sacrificados 7h apds a dltima

administracdo, foram expressos como absorbdncia em nm.

O pré-tratamento com doxiciclina, foi capaz de reduzir significativamente atividade da
catalase no cortex temporal desses animais em relagdo ao grupo controle P300. (Controle
P300= 52,40 + 10,39; D50 = 6,030 + 1,93; DS0+P300 = 16,92 + 2,63; HO = 9,215 + 2,89)
(Figura 3). O grupo controle normal (H,O) apresentou niveis basais de catalase bem
inferiores aos niveis encontrados no grupo controle P300 e semelhantes aos dos grupos com

doxiciclina sozinha ou na presenga de P300.
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Figura 12 - Atividade da catalase apés a administraciao de pilocarpina em corpo estriado

de ratos adultos machos pré-tratados ou nio com Doxiciclina 50 (D50)

Ratos Wistar machos (200-230g) foram tratados com Doxiciclina (50mg/kg, i.p.)
durante sete dias e 30 minutos apds a ultima administragdo da droga com pilocarpina
(300mg/kg, i.p.). Os controles receberam dgua destilada, seguidos de P300. Os animais foram
observados durante 7 h. Os valores representam a média + EPM (n=6). A atividade da
catalase foi determinada em 20 pL de homogenato como descrito em materiais e métodos. As
barras representam a média, + E.P.M. *** p<(0,001 comparado ao grupo controle P300.

(Anadlise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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4.3 Aspectos neuroquimicos (HPLC)

Efeitos do pré-tratamento com doxiciclina 25, 50 ou 100mg/kg sobre a
concentracio de aminoacidos em cortex temporal de ratos adultos apos a administracao

da pilocarpina 300mg/kg (P300).

Os resultados das determinacdes dos niveis de aminoicidos em cértex temporal de
ratos adultos tratados com doxiciclina 25, 50 ou 100mg/kg, i.p., durante sete dias e apds a
ultima administracdo injetados com pilocarpina 300 mg/kg, i.p., e sacrificados 7h depois

foram expressos em ng/grama de tecido, e apresentados nas figuras 13 a 16.

A figura 13 mostra os resultados da determinacdo dos niveis de aspartato no cortex
temporal dos animais nos diversos grupos estudados. Observou-se uma reducdo significativa
no grupo P300 pré-tratado com doxiciclina (100mg/kg) com relagdo aos grupos H,O e P300.
Enquanto uma tendéncia a redugfo nos niveis de aspartato foi observada no grupo D25+P300,

os valores deste aminoacido no grupo D50+P300 mantiveram-se inalterados.
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4.3.1 Determinacdo dos niveis de Aspartato
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Figura 13 — Efeitos da Doxiciclina sobre as concentracées de Aspartato (ng/grama de

tecido) em cortex temporal de ratos no modelo de convulsao induzido por pilocarpina

Ratos Wistar machos (200 — 230g) foram pré-tratados ou ndo com Doxiciclina (25, 50
ou 100mg/kg, i.p.) e apds 30 minutos com pilocarpina (300mg/kg, i.p.). Os controles
receberam agua destilada, seguidos de P300. Os animais foram submetidos a um periodo de
7h de observacgao. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracio de aspartato
foi determinada em 20 pLL de homogenato As barras representam media, + E.P.M. * p<0,05
comparado ao grupo H20 e ao controle P300. (Anélise estatistica por ANOVA seguido por

Student-Newman-Keuls).
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4.3.2 Determinacao dos niveis de Glutamato

A Figura 14 mostra uma redugfo significativa nos niveis de glutamato nos grupos
P300 pré-tratados com doxiciclina nas trés doses estudadas em relacido ao grupo P300, sendo
que estes valores foram semelhantes ao grupo H,O, controle P300 (0,107+0,0048),
D25+P300 (0,062+0,0035) D50+P300 (0,077+0,0035) e D100+P300 (0,072+0,0033), e H,O
(0,616+0,0013).



72

0.125

0.100-

0.075

0.050-

0.025+

Concentracao de Glutamato

0.000-

Figura 14 — Efeitos da Doxiciclina sobre as concentracoes de Glutamato (ng/grama de

tecido) em cortex temporal de ratos no modelo de convulsoes induzidas por pilocarpina

Ratos Wistar machos (200 — 230g) foram pré-tratados ou ndo com Doxiciclina (25, 50
ou 100mg/kg, i.p.) e apdés 30 minutos com pilocarpina (300mg/kg, i.p.). Os controles
receberam agua, seguidos de P300. Os animais foram submetidos a um periodo de 7h de
observacdo. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentragcdo de glutamato foi
determinada em 20 puL. de homogenato As barras representam media, + E.P.M. *** p<0,001
comparado ao grupo H20 e controle P300. (Andlise estatistica por ANOVA seguido por

Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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4.3.3 Determinacao dos niveis de GABA

A Figura 15 mostra um aumento significativo nos niveis de GABA nos grupos P300
pré-tratados com doxiciclina com relagdo ao grupo administrado apenas com P300, controle
P300 (0,033+0,0028), D25+P300 (0,0632+0,0068), DS0+P300 (0,07+£0,004) e D100+P300
(0,063+0,003).
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Figura 15 — Efeitos da Doxiciclina sobre as concentracoes de GABA (ng/grama de

tecido) em cortex temporal de ratos no modelo de convulsées induzidas por pilocarpina

Ratos Wistar machos (200 — 230g) foram pré-tratados ou ndo com Doxiciclina (25, 50
ou 100mg/kg, i.p.) e apés 30 minutos com pilocarpina (300mg/kg, i.p.). Os controles
receberam agua destilada, seguidos de P300. Os animais foram submetidos a um periodo de
7h de observagdo. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracdo de GABA
foi determinada em 20 pL. de homogenato. As barras representam média, + E.P.M. do ndmero
de animais representado no interior das barras *** p<0,001 comparado ao grupo controle
P300. (Andlise estatistica por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post
hoc).
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4.3.4 Verificagdo dos niveis de Glicina

Podemos observar também um aumento significativo nos niveis de glicina nos grupos
P300 pré-tratados com doxiciclina na dose de 25mg/kg (0,068 + 0,014) em relagcdo ao grupo
controle P300 (0,019+0,000), como demonstra a Figura 16. Enquanto uma tendéncia para
aumento nos niveis de glicina foi também observada no grupo D50+P300, os valores deste

aminoécido no grupo D100+P300 foram semelhantes aqueles do grupo P300.
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Figura 16 — Efeitos da Doxiciclina sobre as concentracoes de Glicina (ng/grama de

tecido) em cortex temporal de ratos no modelo de convulsoes induzidas por pilocarpina

Ratos Wistar machos (200 — 230g) foram pré-tratados ou nao com Doxiciclina (25, 50
ou 100mg/kg, i.p.) e ap6és 30 minutos com pilocarpina (300mg/kg, i.p.). Os controles
receberam agua destilada, seguidos de P300. Os animais foram submetidos a um periodo de
7h de observagdo. Os valores representam a média + EPM (n=6). A concentracido de Glicina
foi determinada em 20 uL de homogenato. As barras representam média, £+ E.P.M. ***
p<0,001 comparado ao grupo H20 e controle P300. (Andlise estatistica por ANOVA seguido

por Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Perfil cromatografico representativo de homogenatos corticais (cortex temporal) de

ratos tratados com P300 (pilocarpina, 300 mg/kg, i.p.) durante sete dias.
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Figura 17 - Perfil cromatografico do grupo controle P300

Perfil cromatogréfico representativo de homogenatos corticais (cortex temporal) de

ratos administrados com P300 e pré - tratados com D25 (doxiciclina, 25 mg/kg, i.p.) durante

sete dias.
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Figura 18 - Perfil cromatografico do grupo D25 + P300.
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Tabela 3 - Efeitos do pré-tratamento com doxiciclina (25, 50 ou 100 mg/kg) sobre as
concentracoes de aminoacidos em cortex temporal de ratos submetidos a convulsoes
induzidas por pilocarpina 300 mg/kg (P300)

CONCENTRACOES DE AMINOACIDOS (ng/grama de tecido)

GRUPO ASP GLU GLI TIR TAU GABA TRIP

H,O 7.0 £ 6.1+ 9.6+ 6.2 + 2,2+ 20.0 = 0.73 =

036  1.3* 1.0 039  0.14 0.1% 0.14
P300 7.0+ 107+ 19+ 65+ 23+ 33z 0.56 +

036 048 007 0.3 0.13 028 0.11
D25+ 44+ 62+ 68% 62+ 27+ 63% 0.84 +
p3gp 094" 030%  140* 041 0I5 060 0.10
D50+ 74+ 77+ 44x  64% 26% 70z 0.90 +
L 035*% 025% 047 0.8  0.46* 0.13
D100+ 27+ 72+ 22% 61+ 31 63z 0.78 +
p3gp 0-10% 033 019 021 017 030 0.10

* Significativo em relag@o ao grupo controle P300

Ratos wistar machos foram tratados ou ndo com doxiciclina (25, 50 ou 100 mg/kg i.p)
ou agua destilada (10ml/kg) diariamente durante sete dias. Trinta minutos apds a tultima
administracio da droga, estes animais receberam a dose tnica de pilocarpina (P300 mg/kg,
i.p.). Imediatamente apds a morte, os cérebros desses animais foram dissecados e retirado o
cortex temporal sob o gelo para em seguida realizacdo da determinacdo dos aminoécidos.

(ANOVA e Student-Newman-Keuls como teste post-hoc).
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5 DISCUSSOES

A literatura apresenta vdarios trabalhos indicativos da agdo antiinflamatéria dos
derivados de tetraciclinas como doxiciclina e minociclina, a¢des estas nao relacionadas com o
efeito antimicrobiano das drogas. Dentre estas podemos citar: a inibi¢do de metaloproteases
da matrix celular (GOLUB et al., 1991; PAEMEN et al., 1996), reducdo na liberagdo de
radicais livres de oxigénio a partir neutréfilos polimorfonucleares (GABLER; CREAMER,
1991) e inibicdo de 6xido nitrico sintase induzida e da enzima conversora de interleucina-1
beta (AMIN et al.,, 1997; YRJANHEIKKI et al., 1998). Tanto a minociclina, quanto a
doxiciclina sdo altamente lipofilicas penetrando a barreira hematoencefdlica melhor do que
muitos outros antibidticos, além de serem relativamente pouco téxicas (KLEIN; CUNHA,

1995).

Os mecanismos neuroprotetores desses derivados de tetraciclina ainda ndo sdo muito
bem conhecidos. Evidéncias tém mostrado que essas drogas inibem a produgdo de sintase
induzida do NO (iNOS) através do aumento na degradacdo do mRNA responsdvel pela
expressdo da iNOS, além de reduzir também as concentra¢des da proteina enzimatica (iNOS)
propriamente dita (AMIN et al., 1997; YRJANHEIKKI et al., 1998). Além disso, os
derivados da tetraciclina inibem algumas metaloproteases (PAEMEN et al., 1996;
GREENWALD et al., 1998) e caspases 1 ¢ 3 (YRJANHEIKKI et al., 1998; CHEN et al.,
2000) pela reducdo da expressdo do mRNA dessas drogas. Tendo em vista que caspases 1 e 3
promovem a apoptose celular e a inibi¢do destas pode resultar em neuroprotecio (GOBBEL;
CHAN, 2001) ¢é possivel que a neuroprotecdo da minociclina e da doxiciclina sejam devidas

pelo menos em parte pela reducido da apoptose induzida por caspases.

Alternativamente, um outro mecanismo para justificar a neuroprotecao dessas drogas
seria uma interacdo direta com radicais livres ou com ERO. Existem evidéncias de que os
derivados de teraciclinas sdo capazes de seqiiestrar radicais superéxidos (VAN BARRE et al.,
1987) e peroxinitrito (WHITEMAN; HALLIWELL, 1997). Trabalhos recentes mostraram
que tanto a minociclina quanto a doxiciclina sdo capazes de reduzir a morte neuronal por

apoptose (TIKKA et al., 2001).

O presente trabalho visou apresentar os efeitos neuroprotetores antiepilépticos de

um antibidtico, a doxiciclina, que, em trabalhos atuais, vem mostrando alta capacidade em
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reverter danos cerebrais, sejam eles induzidos ou ndo. Tendo em vista que a Pilocarpina,
quando administrada em doses moderadamente altas mimetiza a epilepsia do lobo temporal

humano, resolvemos estudar tal regido cerebral.

Tem sido mostrado também que as tetraciclinas, tais como a minociclina e a
doxiciclina, tem acdo antiinflamatdria e neuroprotetora contra danos isquémicos quando

administrados apds o insulto cerebral (YRJANHEIKK et al., 1998).

As convulsdes induzidas por pilocarpina tém sido largamente exploradas em modelos
animais, haja vista, como foi anteriormente citado mimetiza a epilepsia do lobo temporal
humano (TLE), seja em fatores comportamentais ou encefalograficos, bem como em danos
neuroanatomicos (OLNEY et al., 1983; TURSKE et al., 1983, 1989; PERSINGER et al.,
1988). Danos ao sistema nervoso central podem ser causados via exacerbacdo de vias

excitatérias ou pela diminui¢do de vias inibitérias neuromoduladoras

Neste mesmo sentido, este trabalho objetivou estudar o processo convulsivo
desencadeado através de uma dnica dose de pilocarpina (300mg/Kg, i.p), bem como as a¢des
da Doxiciclina no processo convulsivo em ratos adultos, através da andlise das alteracdes
comportamentais e neuroquimicas em cortex temporal, a saber: atividade da enzima catalase
(CAT), o conteudo de nitrito, o indice de lipidio peroxidacdo e os niveis de aminoacidos

cerebrais ( ASP, GLU, TRP, etc).

5.1 Estudo comportamental

O estudo comportamental do presente trabalho analisou as alteragdes ocorridas apds o
pré-tratamento por sete dias com Doxiciclina, seguidos da indug¢do do periodo convulsivo
apés a administracdo da pilocarpina 300mg/kg no sétimo dia. As alteracdes epilépticas
observadas com a administracdo de pilocarpina 300 mg/kg incluiram um exacerbado aumento
em todos os sinais colinérgicos periféricos, dentre eles, tremores, diarréia, salivacdo e
aumento de todas as secre¢des glandulares. A epilepsia pode ser caracterizada por episédios
de alteragdo no comportamento. Essas convulsdes apresentam, ainda, uma temporaria reducio

da consciéncia e contragdes involuntdrias do musculo esquelético (JOBE, 2003).
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Nosso estudo comportamental feito em animais tratados com uma tnica dose de
pilocarpina (300mg/Kg, i.p.; P300) apresentou as caracteristicas descritas na literatura. Todos
os animais observados por 7h apresentaram sinais colinérgicos periféricos, movimentos
estereotipados e convulsdes, desencadeando-se também o estado epiléptico, porém com baixa

mortalidade.

No presente trabalho foi apresentado que a doxiciclina também protege os animais
contra as convulsdes induzidas pela pilocarpina, efeitos semelhantes foram observados nio
somente no aumento do tempo para o inicio do aparecimento das primeiras convulsdes, mas
também no aumento da laténcia de morte desses animais. Contudo, curiosamente, a relacdo
dose-resposta ndo pode ser observada, haja vista que os efeitos neuroprotetores foram melhor
percebidos na dose menor, ou seja, de S0mg/kg, e, interessantemente, foi observado que, com
o aumento da dose de doxiciclina utilizada notamos que, além de um decréscimo nas
caracteristicas neuroprotetoras pode ser também percebido um efeito toéxico da droga.
Possivelmente, em altas doses (iguais ou superiores 100mg/kg, i.p.), a doxiciclina apresenta
toxicidade, desde que foi observado que, quando os animais recebem doxiciclina na dose de
200mg/kg, i.p. em dose unica didria, ocorre significativo aumento na incidéncia da morte
desses animais, justificando a ndo utilizacdo desta dosagem em nosso trabalho. Portanto, o
aumento na dose de doxiciclina ndo estd diretamente ligado & um aumento na sua capacidade

neuroprotetora.

Com relacdo ao pré-tratamento com a Doxiciclina observamos uma notdvel protecio
contra as convulsdes induzidas pela Pilocarpina, contudo, na dose menor (25mg/kg) ocorreu o
melhor efeito neuroprotetor no que diz respeito as laténcias da primeira convulsio e de morte.
Nossos estudos apresentaram que as tetraciclinas, tais como a Doxiciclina e Minociclina além
de terem suas agOes neuroprotetoras em situagdes isquémicas e inflamatdrias bem como terem
participagdes neuroprotetoras em desordens neurodegenerativas, como esclerose miiltipla e
atividade antiamil6idogenica (mal de Alzheimer), estes fairmacos também apresentaram agdes

antiepileptogénicas.

Nossos resultados confirmaram essa ac¢éo anticonvulsivante da Doxiciclina, através do
aumento evidenciado na laténcia de inicio das convulsdes e laténcia de morte, bem como na
reducdo do aparecimento das convulsdes e estado epiléptico nos animais apds a administracao

de P300.
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5.2 Estudo neuroquimico

DETERMINACAO DO INDICE DE PEROXIDACAO LIPIDICA

A excitagdo prolongada dos neurdnios durante as convulsdes pode conduzir a injtria e
morte celular, resultantes de processos bioquimicos que ainda ndo foram bem esclarecidos.
Um dos mecanismos bdsicos de injtria celular envolve a formacdo excessiva de radicais
livres (FLOYD, 1990; REITER et al., 1997), que conduzem a altera¢des estruturais anormais
das proteinas celulares, lipidios de membrana, DNA e RNA, pelo processo de estresse
oxidativo. A injuria oxidativa no cérebro é apontada como mecanismo comum de injiria
celular em muitas doengas cronicas como Parkinson e Alzheimer, bem como em insultos
neurolégicos agudos, incluindo isquemia e atividade epiléptica (OLIVER et al., 1990;
DEXTER et al., 1994; SPERK, 1994; BENI; MORETTI, 1995); todavia pouco se sabe sobre

a relac@o entre injuria oxidativa cerebral e a epilepsia humana.

Os resultados do presente trabalho nos indicam uma acdo antioxidante da doxiciclina
evidenciada pela redug@o nos niveis corticais de MDA no grupo em que a doxiciclina foi
associada com pilocarpina, contudo, interessantemente, tal efeito ndo pode ser observado
quando a doxiciclina foi administrada sozinha, sugerindo uma possivel acdo antagdnica entre
a doxiciclina e a pilocarpina na diminui¢@o dos niveis de MDA. O mecanismo molecular pelo
quais as tetraciclinas medeiam seus efeitos antioxidantes ainda nao foi totalmente esclarecido.
Pesquisas sugerem que tal acdo pode estar relacionada com suas agdes anti-apoptéticas e
antiinflamatdrias. Muitos estudos mostram que o pré tratamento com as tetraciclinas, bem
como a doxiciclina sdo capazes de reduzir a indu¢do da oxido nitrico sintase induzivel, reduzir
a atividade das caspases (caspase — 1), formagdo de interleucina 1-B, a atividade das
metaloproteinases, e ainda, a producdo da ciclooxigenase e prostaglandinas. Trabalhos
indicam ainda que as tetraciclinas foram capazes de inibir morte celular in vitro dos danos
causados pela ativacdo do receptor NMDA ( ZHU et al., 2002), peréxido de hidrogénio
(ZHU et al., 2002; LIN et al., 2003), e do 6xido nitrico (LIN et al., 2001).
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VERIFICACAO DA PRODUCAO DE NITRITO

O 6xido nitrico (NO) é um gas expresso normalmente pelas células endoteliais e tem
grande importancia no processo de vasodilatacdo (e-NOS). Seu papel na fisiopatologia tem

sido estudado em modelos de isquemia focal ou generalizada em camundongos.

Atualmente, sabe-se que existem duas isoformas enzimdticas capazes de sintetizar o
6xido nitrico, uma delas, a isoforma constitutiva (c-NOS) que € produzida normalmente pelos
tecidos e induz a sintese de niveis fisiol6gicos de 6xido nitrico. J4 a outra isoforma, é a 6xido
nitrico sintase induzivel (i-NOS), que ocorre em reacdo ao extresse oxidativo em condig¢des

patolégicas.

A estimulacdo de receptores de glutamato induz a liberacdo de dxido nitrito (NO)
neuronal (ALABADI et al., 1999; NAKAKI et al., 2000). Desde a sua descoberta, como um
mensageiro intracelular de producdo enddgena, tem sido demonstrado que o NO desempenha
um importante papel em praticamente todos os sistemas do organismo (EISEICH et al., 1998).
Embora exerca diversas fungdes fisioldgicas tteis, seu excesso pode ser nocivo. Em
determinadas condi¢des o NO e o O2-.podem interagir, resultando um produto muito téxico, o
peroxinitrito (ONOO-). Esse composto é capaz de reagir prontamente com diversas
moléculas: proteinas, lipideos, carboidratos e dcidos nucléicos, danificando-as. Além disso,
seus provaveis produtos de decomposicdo, o OH-, di6xido de nitrogénio e outros tém
semelhante potencial deletério. Conseqiientemente, a toxicidade do NO pode ser explicada,

pelo menos em parte, por sua reagdo com o O2-.

As tetraciclinas sdo utilizadas na clinica em diversas condi¢des patoldgicas a fim de
evitar infec¢des, proliferagdo de microorganismos ou até mesmo por sua acao inflamatdria. A
descoberta de suas a¢des antiinflamatdrias proporcionou suas aplicacdes em diversas doencas
tais como acne vulgar e artrite reumatdide. Contudo, seus efeitos antioxidantes ainda nao
foram completamente estabelecidos, o que se sabe é que estes fairmacos sdo capazes de inibir

a isoforma induzivel da oxido nitrico sintase.( YRJANHEIKKI, et al., 1999).

Nossos dados revelam que a doxiciclina exerce efeitos protetores no cértex temporal
de ratos adultos, evidenciados pela diminui¢do dos niveis de nitrito nos animais que foram

tratados com esta droga antes das convulsdes induzidas por pilocarpina. Como relatado
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anteriormente, apesar do mecanismo antioxidante das tetraciclinas ndo ter sido elucidado com
exatiddo, existem evidéncias que sugerem que suas agdes tém cardter gé€nico, induzindo a
expressdo de genes antiinflamatérios que, por sua vez, inibem a inibicdo da micrdglia, da
COX-2, da prépria oxido nitrico sintase induzivel (i-NOS) e também pode atuar ativando
genes neuroprotetores como o Bcl-2, que se acumula na mitocdndria e exerce seus efeitos
antagonizando genes deletérios como Bax, Bak e Bid. (WANG et al., 2002). Contudo, mais
estudos usando esses compostos durante o estado epiléptico devem ser realizados para o
pronto esclarecimento do efeito neuroprotetor das tetraciclinas contra as espécies reativas de

oxigénio (Eros), na patogénese da epilepisa do lobo temporal induzida por pilocarpina.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA CATALASE (CAT)

O estresse oxidativo neuronal leva, como j4 foi citado, a formacao de espécies reativas
de oxigénio bem como do fon peroxinitrito, que sdo o resultado da interacdo entre as
moléculas de oxigé€nio e elétrons provenientes da cadeia transportadora nas mitocdndrias,
estes, contudo, sdo convertidos, por acdo da SOD (superéxido dismutase), a perdxido de
hidrogénio, que, por sua vez, € detoxificado pelas enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px) e
catalase (CAT). Essas enzimas constituem, assim, um sistema antioxidante endégeno, que
atua prevenindo o dano neuronal induzidos pelos radicais livres e EROs (REMMEN et al.,
2004). O status epilepticus pode alterar esses sistemas antioxidantes, indicando uma resposta
celular ao aumento dos radicais livres NAFFAH-MAZZACORATTI et al., 2001; FREITAS
et al., 2004a).

Neste trabalho, foi observado que a atividade da catalase observada no cértex temporal
dos animais durante o estresse convulsivo € significativamente aumentada, provavelmente
relacionado a maior liberacdo de radicais téxicos nessas dreas. Ao investigar as acdes da
doxiciclina, foi visto que o pré-tratamento dos animais, antes da inducdo do processo
convulsivo, resultou em um efeito estabilizante da atividade da catalase no cortex temporal
dos animais, mantendo-a em niveis normais, sugerindo uma diminuicdo da producdo de
radicais livres na presenca dessa droga e confirmando sua acio protetora contra as alteracdes

bioquimicas induzidas pelo processo convulsivo.
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5.3 Estudo da determinacao dos niveis de aminoacidos

No modelo de convuls@o com pilocarpina, estudos demonstram que as convulsdes sao
ativadas pelo sistema colinérgico (CARDONE et al.,, 1994; MARINHO et al, 1998;
FREITAS et al., 2003a), todavia outros sistemas de neurotransmissores também estdo
envolvidos na instalagdo e/ou propagacdo e manutencdo das convulsdes estabelecidas nesse

modelo.

Tem sido sugerido que a atividade convulsiva estd diretamente relacionada a um
aumento na liberagdo e a uma ineficiente recaptacdo de aminodcidos excitatérios, tais como
glutamato e aspartato. A ativa¢do do receptor NMDA medeia a excitotoxicidade e morte
neuronal em muitas desordens neurodegenerativas bem como no processo isquémico
(DIRNAGTL et al., 1999; LEE et al., 1999; GAGLIARDI, 2000). Dados anteriores mostraram
que a minociclina é capaz de proteger neurdnios da medula espinhal contra a excitacio

provocada pela ativacdo do receptor NMDA (TIKKA; KOISTINAHO, 2001).

Em estudos recentes tem sido demonstrado que ocorre um aumento na densidade de
receptores glutamatérgicos no hipocampo, coértex frontal e no corpo estriado de animais
submetidos a ensaios convulsivos (FREITAS et al., 2004), sugerindo que isso pode ser
adquirido durante o status epiléticus. Também foi demonstrado por esses autores que ocorre
downregulation dos receptores gabaérgicos em diferentes dreas cerebrais submetidas a
convulsdes induzidas por pilocarpina. O GABA € o principal neurotransmissor inibitério no
cortex cerebral, mantendo o tonus inibitério que se contrabalanga com a excitagdo neuronal
(FRITSCHY et al., 1999). Quando esse balanco é descontrolado as convulsdes ocorrem

(TREIMAN, 2001).

Neste estudo, apresentamos que a doxiciclina na dose de 100mg/kg diminuiu
significativamente os niveis de aspartato e glutamato, e aumentou as concentracdes de GABA
e triptofano. Alteracdes em muitos neurotranmissores t€m sido implicadas para a elucidacio
das crises epiléticas (MODY et al., 1987; BABB et al., 1989). Portanto, podemos demonstrar
que a doxiciclina pdde proteger os neurdnios contra a morte celular gerada pelas convulsdes
induzidas pela pilocarpina através de uma diminuicdo nas concentracdes de glutamato e

aspartato no cortex temporal desses animais. Observamos também um significativo aumento
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nas concentragdes de GABA e taurina nos grupos pré-tratados com doxiciclina em relagdo ao

grupo submetido apenas a administracio de pilocarpina.

No presente trabalho, mostramos que a doxiciclina é capaz de proteger os animais
contra as convulsdes induzidas por pilocarpina, haja vista que houve um aumento na laténcia
da primeira convulsio e na laténcia de morte. E sugerido que a fisiopatologia das convulsoes
estd relacionada com um aumento na liberagdo de aminodcidos excitatérios como aspartato e
glutamato. A ativacdo de receptores NMDA medeia a excitotoxicidade e a morte neuronal em
muitas desordens neurodegenerativas e na isquemia (DIRNAGL et al., 1999; LEE et al.,
1999; GARGLIARDI, 2000). Recentemente, Tikka e colaboradores demonstraram que a
minociclina protege neurdnios da coluna espinhal in vitro contra os danos da ativagdo do
receptor NMDA, indicando que ativagdo desse receptor é capaz de induzir a micréglia e,

posteriormente a morte neuronal.
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6 CONSIDERA COES FINAIS

1. Embora todos os grupos experimentais tenham manifestado os sinais colinérgicos
periféricos iniciados com a inje¢do da pilocarpina, nem todos os animais dos grupos
pré-tratados com doxiciclina convulsionaram. Podemos ainda observar que houve um
considerdvel aumento no tempo para que fosse iniciada a primeira convulsdo nos
animais pré-tratados com a droga, onde observamos um aumento de 281% no grupo

pré-tratado com doxiciclina na dose de 50mg.

2. Observamos ainda que ndo pdde ser notado um efeito dose/resposta no que diz
respeito 4 atividade neuroprotetora da doxiciclina, haja visto que a dose menor
(50mg/kg) se mostrou mais eficiente que a dose maior (100mg/kg) tanto no
prolongamento das convulsdes como da morte. Percebemos ainda, indicativos de

toxicidade da doxiciclina em doses mais altas (superiores a 100mg/kg).

3. Ocorreu um aumento significativo na producdo de MDA nos grupos P300 e D50,
indicando que o tratamento com doxiciclina sozinha nido foi capaz de bloquear a
peroxidacdo lipidica no cortex cerebral desses animais, contudo, podemos observar
que, quando os animais sdo pré-tratados com doxiciclina, antes de administrar a
pilocarpina o estresse oxidativo diminui, demonstrando um possivel efeito antagdnico

entre as duas drogas.

4. Com relacdo aos niveis de nitrito encontrados, podemos observar mais um indicativo
de acdo neuroprotetora da doxiciclina quando administrada antes da injecdo da
pilocarpina, afinal houve um considerdvel decréscimo nos niveis de nitrito no grupo
pré-tratado com doxiciclina na dose de 50mg/kg em relacdo ao grupo que submetemos

apenas 4 administragdo de pilocarpina, uma diminuicido de aproximadamente 260%.

5. Quanto aos niveis de aminodcidos percebemos consideravel diminui¢do nas
concentragdes de glutamato no cortex cerebral dos grupos pré-tratados com
doxiciclina, indicando uma possivel via neuroprotetora, notamos também em

contrapartida um considerdvel aumento nos niveis de aminodcidos inibitérios como
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glicina e GABA no cortex temporal desses animais, sugerindo a participacio destes do

desencadear de crises epilépticas induzidas pela pilocarpina.
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7 CONCLUSAO

Com o desenvolvimento deste trabalho, podemos observar que o pré-tratamento com
doxiciclina interfere com varios sistemas antioxidantes e neuroprotetores quando os animais
sdao submetidos ao estresse convulsivo induzido pela pilocarpina na dose de 300mg/kg. Tal
efeito foi evidenciado através da diminui¢@o da formacao de radicais livres e de 6xido nitrico
(NO), demonstrados através de uma significativa melhora na resposta das enzimas
antioxidantes como a catalase (CAT) e na diminui¢do na formagdo de nitrito apds o periodo
de observa¢@o nos animais submetidos convulsdes induzidas por P300 quando pré-tratados
com doxiciclina. Estes efeitos, adicionados a uma reducdo nos niveis de aminodcidos
excitatérios como o glutamato e, por outro lado, um aumento nos niveis de aminodcidos
inibitérios como glicina e GABA reforcam a existéncia de uma possivel via modulatéria
desses aminodcidos no controle e desenvolvimento de crises epiléticas quando ocorre no pré-

tratamento com doxiciclina.
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