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RESUMO

A epilepsia é uma desordem neuroldgica caracterizada por crises convulsivas
espontaneas e recorrentes que afeta mais de 50 milhdes de pessoas no mundo. O
tratamento com farmacos anticonvulsivantes é limitado e cerca de 30% dos
pacientes ndo respondem satisfatoriamente a terapia. Nessa situacdo, a remocao
cirtrgica do foco epiléptico € muitas vezes a Unica opg¢ao terapéutica para alcancar o
controle das crises. Diversos estudos demonstraram a influéncia da inflamacao
sobre o processo epileptogénico. A dexametasona € um glicocorticoide sintético
usado principalmente por seus potentes efeitos anti-inflamatérios, e tem sido
demonstrado a sua ac¢do inibitéria sobre a atividade epiléptica. Neste estudo,
avaliou-se o efeito da administracdo de dexametasona na concentracao de citocinas
inflamatérias (TNFa e IL-18), em ratos submetidos ao modelo do kindling induzido
por pentilenotetrazol (PTZ). Ratos Wistar machos foram divididos em cinco grupos
(n=10 por grupo) e receberam salina (NaCl 0,9 %), diazepam (2 mg/Kg) ou
diferentes doses de dexametasona (1, 2 e 4 mg/Kg), via intraperitoneal, diariamente,
durante 15 dias e, em dias alternados, também receberam doses subconvulsivantes
de pentilenotetrazol (PTZ) (20 mg/Kg/mL). Ao final do experimento, eles foram
sacrificados e coletaram-se amostras de soro, hipocampo e cortex. Nos dias em que
receberam o PTZ, os animais foram observados durante 30 minutos e a intensidade
das convulsdes foi classificada de acordo com a escala de Racine. Os animais
tratados apresentaram reducdo na intensidade das convulsGes frente ao grupo
salina, (p<0,005; OneWayANOVA; post hoc Dunnet). Na determinacéo das citocinas
por ELISA houve diminuicao significativa no nivel de IL-1 nos grupos tratados com
diazepam e com 1 e 4 mg/Kg de dexametasona (P<0,005; OneWayANOVA; post
hoc Tukey). N&o houve diferenca significativa no coértex e nas amostras de soro foi
indetectavel. Na determinagdo de TNFa observou-se diminuicdo significativa no
soro, cortex e hipocampo de animais tratados com a maior dose de dexametasona
(4 mg/Kg) quando comparados ao grupo controle salina (p<0,05, ANOVA de uma
via, post hoc Dunnet). Este trabalho identificou a agdo modulatoria do glicocorticoide
dexametasona sobre os nives de TNFa e IL-1B e a consequente diminuicao na
intensidade das crises convulsivas, demonstrando o grande potencial desse
medicamento como um auxiliar para tratamento de epilepsia refratéaria.

Palavras-chave: epilepsia, dexametasona, inflamacéo, citocinas



ABSTRACT

Epilepsy is a neurological disorder characterized by spontaneous and recurrent
seizures that affects more than 50 million people in the world. The treatment with
anticonvulsants drugs is limited and about 30% of the patients do not respond
satisfactorily to the therapy. Under these circumstances, the surgical removal of the
epileptic focus is often the only therapeutic option to achieve seizure control. Several
studies demonstrated the influence of the inflammation on the epileptogenic
process. Dexamethasone is a synthetic glucocorticoid used mainly due to its potent
anti-inflammatory effects, and an inhibitory effect on the epileptic activity has been
showed. In this study, the effect of the administration of dexamethasone on the
concentration of inflammatory cytokines (TNFa e IL-1B) was evaluated in rats
submitted to the kindling model induced by pentylenotetrazole (PTZ). Males Wistar
rats were divided in five groups (n=10 per group) and received saline (NaCl 0,9%),
diazepam (2 mg/Kg) or different doses of dexamethasone (1, 2 and 4 mg/Kg) via
intraperitoneal, daily, for 15 days and, every other day, they received
subconvulsants doses of pentylenotatrazole (PTZ) (20 mg/Kg/mL). At the end of the
experiments, the rats were sacrificed and cortex, hippocampus and serum samples
were collected. In the days when PTZ was administered, the animals were observed
during 30 minutes and the seizures intensity was classified according to Racine
Scale. Treated animals displayed reduced seizure intensity compared to the saline
group (p<0,005; OneWayANOVA; post hoc Dunnet). Cytokines determination by
ELISA, a significant reduction was observed in IL-1B level in the groups treated with
diazepam and with 1 and 4 mg/Kg of dexamethasone (P<0,005; OneWayANOVA,;
post hoc Tukey). There was no significant difference was observed in the cortex and
it was undetectable in the serum samples. For the TNFa determination, it was
observed a significant reduction in the serum, cortex and hippocampus of animals
treated with the highest dose of dexamethasone (4 mg/Kg) when compared to the
saline control group (p<0,005, one-way ANOVA, post hoc Dunnet). This work has
identified the modulatory action of the glucocorticoid dexamethasone on the TNFa
and IL-1B levels and the consequent diminishment in the intensity of seizures,
demonstrating the great potential of this drug to assist in the treatment for refractory
epilepsy.

Key words: epilepsy, dexamethasone, inflammation, cytokines.
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1. INTRODUCAO

1.1 EPILEPSIA

A epilepsia € uma desordem cerebral caracterizada por crises convulsivas
que tendem a se repetir ao longo da vida do paciente. Usualmente, as crises se
apresentam como breves episddios de movimento involuntario, e séo, por vezes,
acompanhadas por perda de consciéncia e de controle da funcdo intestinal ou
vesical (VEZZANI et al., 2013). Essa desordem afeta mais de 50 milhGes de pessoas
no mundo, sendo considerada um dos distarbios neurolégicos mais comuns.
Aproximadamente 90% dos casos de epilepsia ocorrem em paises em
desenvolvimento (WHO, 2015 ; MARCHETTI et al., 2005). No Brasil, estima-se que
a prevaléncia seja de 1,4% da populacdo em geral, porém, somente 10% a 40%
recebem algum tipo de tratamento (TAVARES et al.,, 2014). A epilepsia possui
registros que datam de 4000 a.C, sendo, portanto, considerada uma das patologias
mais antigas reconhecidas do mundo (WHO, 2015).

A condicdo afeta pessoas de todas as idades, racas, géneros e niveis
sociais e, devido a falta de informacdo e conceitos errados sobre a doencga, elas
frequentemente sofrem preconceitos e discriminacdo (World Health Assembly,
2015). Essa intolerancia sobre portadores dessa doenca afeta as suas familias, vida
social, emprego, perspectivas conjugais e auto-estima (MARCHETTI et al., 2005).
Pessoas que apresentam crises convulsivas tendem a ter mais problemas
psicolégicos, como ansiedade e depresséao, além de problemas fisicos decorridos de
traumas durante as convulsdes. Além disso, o risco de morte prematura em pessoas
com epilepsia € até trés vezes mais elevado do que na populacdo em geral
(RODRIGUES et al., 2012).

1.1.1 Tipos e mecanismos de epilepsia

E muito importante ter uma distingdo clara entre os conceitos de epilepsia e
crise epiléptica/convulsiva. A epilepsia € uma sindrome neurolégica em que se
encontra uma anormalidade epileptogénica no cérebro a qual vai levar ao

aparecimento de crises convulsivas recorrentes. As mesmas podem se apresentar
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de diferentes formas, conforme o comprometimento do hemisfério afetado (GITAI et
al., 2008). Uma crise epiléptica ndo caracteriza um quadro de epilepsia. Para que
iSso ocorra, é necessario que haja duas ou mais crises originadas espontaneamente
no periodo de um ano (Academia Brasileira de Neurologia, 2015). As crises podem
ocorrer de forma isolada como resposta a algum desequilibrio entre excitacdo e
inibicdo no cérebro e, dependendo da localizacdo, as crises podem ser parciais ou
generalizadas (Tabela 1) (SILVA, et al., 2008 ; FERNANDES, 2013).

Tabela 1: Terminologia e Conceitos de Epilepsia e Crises convulsivas

Tipos de Crises

Focal Crises focais séo originadas dentro de redes
limitadas a um hemisfério

Generalizada Crises com envolvimento nos  dois
hemisférios cerebrais

Etiologia

Genética A epilepsia é resultado direto de um defeito
genético conhecido ou presumivel

Estrutural/Metabdlica Ha alguma outra condicdo metabdlica ou
estrutural distinta que demonstrou estar
associada com desenvolvimento de epilepsia.
Estes disturbios podem ser de origem
genética ou adquirida.

Desconhecida A natureza da causa € desconhecida, pode
ter uma base genética desconhecida ou ser
consequéncia de uma desordem
estrutural/metabdlica ainda néo identificada

Adaptada de International League against Epilepsy (BERG et al., 2011)

A epilepsia pode ser causada por diferentes doencgas ou lesdes cerebrais,
entre as mais frequentes estdo: anomalia cerebral durante o desenvolvimento;
traumatismo craniano; hemorragias; andxia durante o parto; tumores; infeccao
cerebral; crises prolongadas e crises febris (FERNANDES, 2013). Ela pode ser
definida em um complexo de mais de 40 tipos de sindromes, sendo diferenciada
através dos aspectos clinicos que apresenta. Para classificacdo leva-se em conta
idade do inicio do evento epiléptico, padroes encefalograficos, padrao de
recorréncia, existéncia na familia e prognoéstico da doenca (LEAL, 2011). Entre as

diferentes regides cerebrais em que as crises podem ocorrer, observa-se uma maior
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predisposicdo do lobo temporal ao desenvolvimento da epilepsia. Com isso, a
Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) é a mais frequente forma em pacientes adultos,
com cerca de 60% de prevaléncia. Além disso, é a forma que apresenta maior
refratariedade aos tratamentos farmacoldgicos sendo a mais indicada a intervencgao
cirargica (ENGEL et al., 1997)

As crises convulsivas ocorrem devido a um desequilibrio sinaptico. No
funcionamento cerebral normal, ocorre um equilibrio entre excitacdo e inibicdo dos
neurénios (RIAZI, 2009). Sinapses excitatorias fazem com que se abram canais por
onde passam ions carregados positivamente (sodio e célcio) e sinapses inibitérias,
ions carregados negativamente (cloro). Nos focos epilépticos existe um predominio
de sinapses excitatérias sobre sinapses inibitérias. Portanto, qualquer tipo de
alteracdo nesse mecanismo de controle pode levar a um aumento da excitabilidade
neuronal, diminuicdo da inibicdo, ou ambos, ocasionando um aumento subito e
excessivo na atividade elétrica de um grupo de neurbnios e, consequentemente,
uma crise epiléptica. (CHAVES et al., 2008). Apesar dos mecanismos celulares
responsaveis pela origem das crises ainda nao estarem totalmente elucidados,
existem algumas hipéteses relacionadas: (1) mutacdes que levam a alteracées nos
canais i6nicos de sodio e potassio (2) hipersensibilidade dos canais de célcio (3)
hiperatividade glutamérgica (4) lesédo do hipocampo (SILVA et al., 2008).

1.2. INFLAMACAO E NEUROINFLAMACAO

A inflamacdo é uma resposta imunoldgica importante para a regulacao da
homeostase corporal. Ela pode ser gerada a partir de danos causados por estimulos
nocivos (agentes quimicos, fisicos ou por patdgenos) com o objetivo de remover o
patdgeno e raparar o tecido (VEZZANI, 2013). O processo inflamatério consiste na
producdo de uma cascata de mediadores inflamatérios a partir do tecido afetado e
do sangue, e envolve a ativacdo da imunidade inata e adaptativa. Diferentes
linhagens celulares atuam na atividade pré-inflamatéria, de acordo com o estimulo
ambiental celular em que se encontram, e o reconhecimento desse ambiente é
mediado por proteinas soluveis chamadas citocinas (LEAL, 2011). Esses

mediadores inflamatorios podem ser produzidos por neurdnios, células gliais, células
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endoteliais da barreira hemato-encefalica (BHE) e células do sistema imunoldgico
(VEZZANI et al., 2011).

O sistema nervoso central (SNC) possui um carater imunoprivilegiado
oferecido pela barreira hemato-encefalica devido ao trafego reduzido de mondcitos e
linfécitos entre SNC e sangue. A BHE consiste em uma camada de células
endoteliais que envolvem o encéfalo e possuem o papel de permitir a troca de 4gua,
proteinas, ions e a endocitose de receptores especificos, controlando, assim, o
balanco hidrico cerebral e conferindo protecdo através de uma barreira
semipermeavel e seletiva (ABBOT et al., 1996). A BHE representa um fator
regulatorio chave na comunicacdo entre células do cérebro e células do sistema
imune periférico (GORTER et al, 2015). Existem trés grupos celulares distintos
transpondo a BHE: neurbnios, macroglia e microglia. As células da macroglia
(astrécitos e oligodentrécitos) apresentam funcdo de regulacdo de permeabilidade
da BHE e mielizacdo axonal enquanto que as microglias possuem um papel
fagocitico (CHOI, 2008).

Uma resposta inflamatoria no SNC pode ser desencadeada na auséncia de
infeccdo. LesbBes no cérebro como convulsdo, traumas ou até mesmo crises
convulsivas prolongadas, podem causar alteragbes na permeabilidade na BHE
levando ao extravasamento de células e moléculas do sistema imune periférico para
dentro do SNC, podendo ocasionar inflamacéo local e predispor crises convulsivas
(VEZZANI et al., 2011).

Doencas inflamatorias sistémicas estdo associadas com o aparecimento de
uma resposta inflamatéria no cérebro similar aquela ocorrida na periferia, chamada
de reacdo inflamatoria espelho. Alguns mecanismos foram propostos para tentar
explicar como pode ocorrer essa inducgéo: (1) Sinalizagao de citocinas, que podem
ser transportadas através da BHC do sangue para o cérebro e, assim, sinalizar uma
ativacdo so sistema imune inato da periferia. Essa citocina desencadeia uma
resposta inflamatoria, ativando astrécitos e microglias, tornando-as fontes de
mediadores inflamatorios, levando a uma cascata de ativagdo, induzindo a
propagacdo de uma resposta local; (2) A infiltragdo de células do sistema imune
periférico no cérebro também seria uma via de comunicacdo. A producdo de
citocinas e quimiocinas pelas microglias leva ao recrutamento de leucocitos para

BHC, os quais se aderem as células endoteliais através das moléculas de adeséo e
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ultrapassam a barreira. Essa invasdo leva a alteracdo na neurotransmissao,
producdo de citocinas e inflamacdo local, podendo ocasionar crises convulsivas
(Figura 1) (RIAZI et al., 2009).

Altos nives de citocinas foram documentados em distlrbios neuroldgicos e
estudos demonstram que as citocinas inflamatorias presentes no sistema nervoso
central sédo Interleucina 1-B (IL1-B), Fator de Necrose Tumoral a (TNFa) e
Interleucina-6 (IL-6) (SINHA et al., 2008; VEZZANI et al., 2013).

Altered Neuronal ‘11 r'., Increased Seizure
Excitability Susceptibility
Brain Inflammation Cj t -

ﬁ Gll/al Activation \

Leukocyte Recruitment

Immune-Brain
L BBB
Communication

: et S
) Y @T @

Immune System Sensory Pathways
Activation (e.g. Vagus Afferents)

Peripheral
Inflammation
(RIAZI, 2009)

Figura 1: Representacdo esquematica da cascata de eventos hipotética entre inflamacéo

Inflammatory
Cytokines

periférica e crises convulsivas. Representacdo de cascata de eventos desde o inicio de uma
inflamacéo periférica até o aumento da susceptibilidade a crises epilépticas. A ativacdo de uma
resposta imune periférica, no exemplo da figura por colite ou LPS (lipopolissacarideo), um dos
componentes principais da membrana exterior de bactérias gram-negativas que provoca uma forte
resposta inflamatoria, pode ocasionar uma resposta inflamatéria no SNC através da sinalizagdo das
citocinas induzidas. Esta resposta inflamatéria- espelho € mediada por citocinas, como no exemplo a
(TNFa), assim como pela interagdes entre leucécitos e células gliais através da barreira hemato-
encefélica. O desencadeamento de uma resposta imune no SNC pode levar a uma alteragdo na

excitabilidade neuronal, podendo ocasionar inicio de crises convulsivas.


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Membrana_exterior&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-negativa
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1.3 PAPEL DA INFLAMACAO NA EPILEPSIA

Apesar dos diversos estudos ja realizados, a complexa relacdo entre
inflamacéo e epilepsia ainda ndo foi bem elucidada. Nos ultimos anos, um grande
namero de evidéncias clinicas e experimentais suporta a hipétese de que processos
inflamatoérios dentro do cérebro podem ser um mecanismo crucial da fisiopatologia
de crises convulsivas. Por outro lado, evidéncias também sugerem que a inflamacéao
pode ser uma consequéncia dos episodios epilépticos. Um estudo mostrou que a
atividade epiléptica per se induz inflamagdo no cérebro e as crises recorrentes
fazem com que se propague uma inflamacdo cronica, podendo, assim, haver
desenvolvimento do quadro de epilepsia (VEZZAN et al., 2011). Todos os fatores de
risco comuns para a epilepsia como traumas , tumores e infeccbes sao
acompanhados por diferentes niveis de inflamacédo do SNC (RIAZI, 2009).

As evidéncias de que mecanismos imunes e inflamatérios atuem em algumas
formas de epilepsia se baseiam em diferentes achados clinicos: (1) esterodides e
outros tratamentos anti-inflamatorios apresentaram atividade anticonvulsivante em
alguns pacientes farmaco-resistentes (VEZZANI et al., 2013); (2) aumento nos niveis
de agentes pro-inflamatérios que coincidem, ou causam, convulsdes febris (DUBE et
al, 2007 ; RIAZI, 2009); (3) ativagéo do sistema imune em pacientes com desordens
convulsivas e alta incidéncia de convulsées em doencas auto-imunes (BIEN et al.,
2007). Essas informacdes, juntamente com os relatos da existéncia de um estado de
inflamacéo crénica em analise de cérebros de individuos epilépticos, sugerem que a
inflamacé&o e a epilepsia podem estar intimamente associadas (RAVIZA et al., 2006 ;
HEIDA et al., 2005).

1.3.1 Crises convulsivas induzem inflamagéo

Andlises imunohistoquimicas em cérebros de roedores apds a inducdo de
convulsdes identificaram sinais de inflamacdo envolvendo diferentes populacdes
celulares (VEZZANI et al, 2005). Em estudos utilizando modelos animais em que
houve a inducdo de crises convulsivas por quimioconvulsivantes, kindling ou

estimulacdo elétrica, houve uma rapida inducdo de mediadores inflamatérios em



16

algumas regides do cérebro. Isso inclui citocinas inflamatdrias como IL-1, IL-6 e
TNFa, receptores Toll-like (TLRs), producdo de quimiocinas, ativacdo de fator
nuclear kappa B (NFkB) e do sistema complemento e aumento na expressao de
moléculas de adesdo (DE SIMONI et al, 2000; RAVIZZA et al, 2008; RAVIZZA et al,
2010). A células do endotélio cerebral sdo as responsaveis pelo inicio dessa
producdo de mediadores inflamatorios que € induzida na presenca de crises. Apos
iniciada a cascata de eventos inflamatérios, como ja descrito anteriormente, pode
ocorrer o recrutamento periférico de componentes do sistema imune, levando a
infitracdo na BHE. A consequente inflamacdo, pode afetar a severidade e

recorréncia das crises, além de perda neuronal (RAVIZZA et al, 2010).

1.3.2 Inflamacgéo causa crises convulsivas

Diversas linhas de evidéncia mostraram que um estado pré-existente de
inflamacdo periférica ou no cérebro pode aumentar susceptibilidade a crises
convulsivas (RHO et al., 2010). A resposta inflamatoria periférica leva a producao
de moléculas necesséarias para a migracdo leucocitaria através da BHE, como
moléculas de adesdo e proteinas com imunoglobulinas e albumina. Esses
componentes podem se ligar aos receptores dos astrocitos, promovendo diminui¢éo
da recaptacdo de glutamato, aumentando, assim, a excitabilidade neuronal,
favorecendo aparecimento de crises convulsivas (Figura 2) (LEAL, 2011).

A causa que mais favorece essa hipOtese é a grande susceptibilidade de
ocorréncia de crise epiléptica quando em um quadro de febre alta. Em criancas, a
febre é a causa mais frequente de crises convulsivas. A resposta inflamatéria
promove a liberagdo de prostaglandinas que vao atuar sobre o hipotdlamo e
desenvolver a reacao febril. A elevacdo da temperatura corporal promove aumento
de IL1-B que vai levar a uma cascata de produgdo de mediadores inflamatorios
(DUBE et al., 2007).

Andlises experimentais mostraram que a injecao de lipopolissacarideo (LPS),
um dos componentes principais da membrana externa de bactérias gram-negativas
gue provoca uma forte resposta inflamatoria, diminuiu o limiar para inicio das crises
em animais induzidos por pentilenotetrazol (PTZ) (SAYYAH, 2003). Isso ocorre

porque LPS promove a ativacdo de TLR4 (receptor do tipo Toll), induzindo producao


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Membrana_exterior&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-negativa
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de uma proteina chamada high mobile group box 1 (HMHB1) que € um potente
ativador de microglia e astrécitos, favorecendo aumento da excitabilidade neuronal
(MAROSO et al, 2010).

Alguns estudos farmacologicos utilizando modelos animais de convulsdes em
roedores, em que havia a injecao de indutores inflamatdrios como citocinas, sistema
complemento ou receptores de prostaglandinas, mostraram uma diminuicdo do
limiar para ocorréncia de crises convulsivas (RAVIZZA et al., 2013 ; RAO, 2008;
SAYYAH, 2003). Além disso, injecao intracerebral de antagonistas especificos de
moléculas proé-inflamatérias diminuiu os efeitos convulsivantes em ratos (VEZZANI,
2014).

[ Dano Inicial |
-/ |

SNC
(Infecgao, trauma, golpe,
convulsées febris)

PERIFERIA
(Infecgao/
Autoimunidade)

Inflamagéao
(Citocinas, sistema complemento, COX,

quimiocinas, moléculas de adeséo celular,
outros mediadores inflamatorios)

Leucocitos

Rompimento BBB |
(Albumina, 1gG)
lnéo—transcricional transcricional
Astrécitos Neurénios Astrécitos Neurdnios/Glia
D ilibrio iéni Canais I6nicos . Neurogénese
esequilibrio idnic
* Captacéo Receptores Giutamato Mong gelular -
Glutamato GABA/Glutamat Plasticidade Sinaptic

Aumento da

/ excitabilidade \

Convulsdes Epilepsia

. S

= Inflamacgéo -

(Adaptada de VEZZANI, 2014)

Figura 2: Comparacdo dos diferentes danos inicias que levam a uma cascata de eventos
inflamatérios podendo ocasionar epilepsia. Nessa figura ha a comparagdo de como danos iniciados,
seja no SNC por traumas locais ou infeccdo, ou na periferia por infec¢cdes ou doencgas auto-imunes, podem levar
a ativacdo de células do cérebro ou de leucécitos, respectivamente. Essas células liberam mediadores

inflamatérios no cérebro ou no sangue, iniciando, assim, uma cascata de eventos inflamatoérios que levam a
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crises convulsivas. A producdo dos mediadores inflamatérios é responsavel por ativacdo da sinalizagdo de
neurbnio e células da glia e pode também afetar a permeabilidade da barreira hematoencefalica, levando ao
rompimento e liberagdo de albumina e IgG. Esses mediadores ativam receptores especificos expressos pelas
glias e neurénios, induzindo efeitos ndo transcricionais em canais idnicos, receptores de glutamato e liberacdo de
neurotransmissores, levando a aumento da excitabilidade neuronal. .A ativagao transcricional de genes também
pode ser desencadeada por moléculas inflamatérias, tais como citocinas que podem contribuir para diminuigao
do limiar para ocorréncia de convulsao através da expressao de genes envolvidos na neurogénese, morte celular
e na plasticidade sinaptica. A liberagdo de IgG e albumina pode promover a ativagdo de sinais inflamatérios e
prejudicar a fun¢é@o dos astrécitos como regulagédo das concentragdes extracelulares de potassio e reabsor¢édo
de glutamato extracelular. Estes efeitos contribuem para aumento da excitabilidade neuronal e consequente

geracdo de convulsdes que, por sua vez, ocasionam mais inflamagéo, estabelecendo-se assim um ciclo

viciosoque contribui para o desenvolvimento de epilepsia.

1.4 CITOCINAS INFLAMATORIAS

A comunicacéo entre células do sistema imunologico ocorre via contato direto
célula-célula ou via moléculas solaveis chamadas citocinas (VEZZANI et al., 2005).
Citocinas sao proteinas de baixo peso molecular secretadas por diversas células no
organismo em resposta a inumeros estimulos atuando como mensageiras do
sistema imunolégico. Sao capazes de mediar diversas fungbes celulares e, ao
entrarem em contato com elas, as células podem sofrer diferenciacao, proliferacéo,
ativacdo ou inibicdo. As citocinas se ligam aos receptores especificos das
membranas das células-alvo, disparando sinais que alteram a expressao génica. A
ligacdo com esses receptores pode ser do tipo autécrina, agindo na propria célula
produtora, paracrina, atuando em células préximas e endécrina, quando sua acao é
a distancia. Citocinas sao produzidas principalmente pelos linfocitos T auxiliares e as
células Thl produzem citocinas relacionadas principalmente com a defesa mediada
por fagocitose contra agentes infecciosos intracelulares, ou seja, com carater pro-
inflamatorio, como, por exemplo, Interferon-gama (INF-y), Interleucina-2 (IL-2), IL-1,
IL-6 e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a). As células Th2 secretam citocinas
relacionadas com a producéo de anticorpos IgE e rea¢Ges imunes contra alérgenos,
como Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-5 (IL-5), Interleucina-10 (IL-10) e Interleucina-

13 (IL-13) (ABBAS et al, 2008).
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1.4.1 Interleucina 1  (IL-1B)

A IL-1B é uma das formas moleculares de IL-1, produzida por praticamente
todos os tipos celulares nucleados, principalmente mondcitos, macrofagos e células
dendriticas. Est4 entre os mais importantes marcadores de inducdo da resposta
inflamatdria, agindo em conjunto com TNFa na resposta imune inata e adaptativa
(ABBAS et al, 2008). No SNC é constitutivamente expressa em niveis muito baixos e
atua como um mediador entre células gliais e neurdnios. As altera¢cdes promovidas
por ela sédo relacionadas ao extravasamento de proteinas o que pode levar ao inicio
de uma resposta inflamatéria, acarretanto instabilidade da BHE. (RAVIZZA et al.,
2008).

Esta citocina apresenta seus efeitos bioldgicos apo6s ligagdo com seu
receptor, IL1R, ocasionando uma cascata de fosforilagcbes que promove a formacao
de um complexo de cinases e proteinas responsaveis pela ativacdo de NFkB (um
fator de transcricdo que desempenha papel fundamental na resposta imunolégica a
inflamagé&o), transcricdo de genes relacionados a IL-6 e TNFa, além de atuar sobre
balanco de ions dos neurbnios (BALOSSO et al., 2005). O mecanismo de inibi¢do
natural dessa citocina envolve o bloqueio da ligacédo no receptor por antagonistas de
receptores de citocinas, o IL-1Ra, uma molécula secretada por mondcitos e
macrofagos, que modula uma variedade de respostas imunes e inflamatdrias
relacionadas a IL-1 (COSTA et al., 2008).

A IL-1B é pouco detectada em um cérebro saudavel, mas sua expressao,
assim como de seu receptor IL-1R, é rapidamente aumentada nas células glia em
diversas situacfes patolégicas do SNC (VEZZANI et al, 2012). Durante
experimentos de inducdo de crises convulsivas ela foi altamente expressa pelas
microglias, astrocitos e células endoteliais do SNC, persistindo mesmo na auséncia
de crises (RAVIZZA et al., 2008).

O glutamato é o principal neutransmissor excitatorio do SNC. Ele possui
dois tipos de receptores, os ionotropicos (acoplados a canais idnicos) e o0s
metabotropicos (acoplados a proteina G).A ligacdo de IL-1B ao seu receptor induz as
Src kinases a fosforilarem as subunidades dos receptores NMDA (N-metil-D-

aspartato), receptores ionotrépicos de glutamato, permitindo influxo de Ca®" nos
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neurénios e promovendo despolarizacdo dos mesmos (BALOSSO,et al., 2008). A
rapida recapitagdo de glutamato é necessdéria para neurotransmissao excitatoria
normal e prevencdo contra excitotoxicidade. A IL-13 também inibe a recaptagdo de
glutamato pelos astrocitos, aumentando a liberacdo do mesmo pelos neurénios,
promovendo, assim, a excitabilidade neuronal (HU et al., 2000). O principal
neurotransmissor inibitério, o acido y-aminobutirico (GABA), quando se liga ao seu
receptor, permite a entrada do ion cloreto para dentro da célula, ocasionando a
hiperpolarizacdo da mesma. Com isso, dificulta-se a hiperpolarizacédo, levando a
uma inibicdo da conducédo neuronal. A IL-18 também podem inibir o fluxo de CI

mediado por GABA, reduzindo, assim, a transmisséo inibitéria (WANG et al., 2000).

1.4.2 Fator de Necrose Tumoral a (TNFa)

O TNFa €& considerado um dos principais mediadores da resposta
inflamatoria a patdogenos bacterianos. Sua producédo € realizada principalmente por
macrofagos e células T no sistema imunoldgico e por microglias e astrécitos no
sistema nervoso (LU et al.,, 2008). Entre as suas funcdes biolégicas esta o
recrutamento de neutréfilos e mondcitos atraves da ativacdo endotelial e a
promocado da secrecdo de quimiocinas. No SNC, quando ligado a seus receptores,
promove ativagdao de NFkB e apoptose (ABBAS, 2008).

A expressao de TNFa, assim como de IL-13, também aumenta rapidamente
apos a inducao de crises convulsivas, porém ela retorna aos niveis basais apos 2
dias do evento inicial (DE SIMONI et al., 2000). Os niveis aumentados dessa
citocina também sao notados em outra doencas que afetam o SNC como meningite,
esclerose multipla e doenca de Alzheimer (LU et al, 2008)

O papel de TNFa nas crises convulsivas ainda é controverso. Ele possui dois
tipos distintos de receptores: receptor TNFa tipo | ou p55 e receptor TNFa tipo Il ou
p75. O p55 contém um “dominio intracelular morto” e demonstra contribuir para o
dano celular, e o receptor p75 aparenta ter um papel protetor neuronal. A maioria
das respostas biologicas atribuidas ao TNFa sdo mediadas pelo receptor tipo | (LU
et al., 2008). Um estudo demonstrou que a citocina quando interage com 0 seu
receptor TNFa tipo Il, apresenta um papel de reducgéo das crises (BALOSSO, 2005).
Em outros experimentos, utilizando animais com delecao do gene do receptor TNFa
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tipo 1, a citocina também demonstrou um papel protetor nas crises convulsivas (LU et
al, 2008). Por isso, acredita-se que TNFa possui um papel ambiguo em relagdo a
atividade convulsivante. A concentragdo da citocina e o tipo de receptor expresso

afetam diretamente o resultado das convulsées (LEAL, 2011).

1.5 TRATAMENTOS ANTICONVULSIVANTES

A abordagem de tratamento de crises convulsivas se da através da utilizacao
de farmacos antiepilépticos (DAES) e anticonvulsivantes, apés cuidadoso
diagndstico. O tratamento é indicado ap6s a segunda crise convulsiva, pois 0 risco
de recorréncia sobe de 46% para 70%. (HAUSER et al.,, 1998). Os principais
farmacos utilizados sdo carbamazepina, clobazam, oxcarbezina, fenitoina, acido
valproico, topiramato e lamotrigina. A intervencéo farmacolégica, seja através dos
DAEs convencionais ou dos farmacos ditos de nova geracdo, tem como objetivo
abolir as crises, sem interferir com a atividade cognitiva do paciente (PERUCCA,
2002). O tratamento é necessario a fim de evitar os riscos associados a ocorréncia
de convulsdes, seja pelos possiveis acidentes, melhora na qualidade de vida do
paciente ou também pela prevencdo da morte neuronal que ocorre em cada
descarga elétrica, que pode vir a gerar outros danos neurolégicos. Os farmacos
empregados no tratamento ndo sdo verdadeiramente antiepilépticos, pois sao
utilizados para suprir a crise através do controle dos sintomas, ndo tratanto a causa
em si. O tratamento se inicia como uma monoterapia, ou seja, com um s6 farmaco.
A politerapia esta associada a casos ndo responsivos e normalmente esta
relacionada a mais desvantagens, principalmente maior toxicidade (PERUCCA,
2007).

A maioria dessas substancias apresenta capacidade para alterar a
neurotransmissao inibitéria ou excitatoria, seja por efeito sobre receptores dos
neurotransmissores e metabolismo dos mesmos ou na a¢gdo em canais iénicos. Trés
mecanismos principais sdo descritos: (1) modulag¢éo dos canais ibnicos. (2) aumento
da modulacdo inibitéria (mediado por GABA) ou atraveés de efeitos em outros
sistemas transmissores (3) atenuacdo da transmissao excitatéria mediada pelo

bloqueio de receptores glutamato (KWAN et al., 2011)
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O tratamento com farmacos anticonvulsivantes é limitado e incapaz de
controlar as crises em todos os pacientes. Atualmente, 30-40% destes individuos
ndo respondem satisfatoriamente a terapia farmacoldgica habitual (SUN et al.,
2010). Além disso, os DAEs estdo associados com diversos efeitos colaterais como
sonoléncia, hepatoxicidade, perturbacdo  gastrointestinal, entre  outros
(DEDEURWAERDERE et al., 2012).

A utilizacdo de medicamentos anticonvulsivantes geralmente oferece o alivio
apenas sintomatico das epilepsias, promovendo a reducdo da frequéncia das crises
convulsivas recorrentes. Além disso, o0 elevado numero de pacientes néao
responsivos a medicacao restringe as alternativas terapéuticas para tratamento. A
intervencao cirargica de remocao do foco epiléptico, tratamento empregado nesses
casos, € limitada devido a localizacdo das areas de epileptogénese e do risco de
perda de funcbBes cerebrais. Tudo isso, aliado as restricbes metodoldgicas
presentes no tratamento das epilepsias, revelam a necessidade da busca por novas
alternativas terapéuticas (LEAL, 2011).

Considerando os diversos estudos que vem sendo realizados sobre o papel
da inflamacdo no desenvolvimento de crises epilépticas, o uso de farmacos que
bloqueiem vias inflamatérias podem vir a ser um potencial alvo terapéutico
(PERUCCA, 2007). A utilizagdo de medicamenos anti-inflamatérios ja disponiveis no
mercado € ainda mais interessante pois ja sdo amplamente utilizados e se

conhecem os efeitos colaterais dos mesmos.

1.6 GLICOCORTICOIDES

Os (glicocorticéides sao hormdnios sintetizados e secretados pelo cértex
adrenal em resposta a ativacdo do ACTH (hormdnio adrenocorticotrofico). Essa
classe de hormoénios exerce inumeras agles fisioldgicas no organismo quando
disponiveis em concentragdes normais, atuando normalmente sobre o metabolismo
dos carboidratos, proteinas e gorduras. Eles estdao entre os farmacos mais utilizados
no mundo e sé&o considerados a terapia anti-inflamatoria mais efetiva para doencas
cronicas (SANTOS et al., 2007). Entre as principais aplicacdes de glicorticoides esta
o tratamento de doencas autoimunes, asma, doengas alérgicas, rejeicdo de
transplantes, entre outros (WANNACHER et al, 1998).
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O farmaco sofre difusdo através das membranas celulares se ligando a
receptores citoplasméaticos especificos. Esses receptores homodimerizam e se ligam
a elementos de resposta a glicocorticoides (GRE) na regido promotora de genes
responsivos a glicocorticoide e essa interacdo modula a expressdo génica. Seus
efeitos sobre as células inflamatorias incluem: inducdo de apoptose, inibicdo de
citocinas e inibicdo da migragdo. Os mecanismos mais descritos para acdo desses
farmacos séo (1) O glicocorticoide se liga a seus receptores de membrana e o
complexo formado sofre endocitose e direciona para o nucleo onde se ligara a
sequéncias de DNA chamadas de elementos de resposta a glicocorticoides. Desse
modo, ocorrerd o recrutamento de proteinas que modificam a cromatina, alterando a
expressdo génica; (2) interacdo do complexo farmaco-receptor com o fator de
transcricdo NFkB (Figura 3); (3) via de sinalizacdo nao genbmica através da
interacdo de proteinas associadas a receptores de membrana e segundos

mensageiros.
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(Adaptada de BARNES, 2010)
Figura 3: Mecanismos de acdo dos glicocorticéides. A regulacdo da expressdo génica pelos
glicocorticéides acontece de diferentes formas. Glicocorticéides entram na célula e se ligam a seus
receptores (GR) e séo direcionados para o nucleo. Os receptores homodimeros se ligam a elementos
de resposta a glicocorticéides (GRE) na regido promotora de genes sensiveis a esteréides podendo
levar a expressédo de protéinas anti-inflamatérias. Em uma via menos comum, o complexo GR pode

se ligar a elementos de resposta negativos, levando a supressao de alguns genes que podem ser
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importantes na mediacdo de efeito colaterais do farmaco. O complexo receptor também interage com
outras moléculas como a protein de ligacdo CREB (CBP), a qual é ativada por fatores de transcricédo
pré-inflamatérios como NF-kB, inativando, assim, genes que eram ativados por essas moléculas,

como mediadores inflamatorios.

Os glicocorticoides tém sido utilizados para tratar convulsdes por muito
tempo, tendo resultados satisfatorios em estudos de tratamento de espasmos
infantis e na prevencéo da atividade epiléptica (JUNIOR, 2007).

A dexametasona € um glicocorticdide esteroidal sintético usado
principalmente por seus potentes efeitos anti-inflamatorios. Um estudo demonstrou o
efeito inibitério da dexametasona sobre atividade epiléptica, entretanto, o
mecanismo pelo qual isso ocorre ainda € desconhecido (MARCHI et al., 2011). Para
que os glicocorticoides possam se tornar uma escolha segura para tratamento de
pacientes nao responsivos ao tratamento da epilepsia, mais conhecimento sobre a

acado dos mesmos no controle das crises convulsivas se faz necessario.
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2. JUSTIFICATIVA

A epilepsia é uma desordem neuroldgica caracterizada por crises convulsivas
espontaneas e recorrentes que afeta aproximadamente 1 a 2% da populacao
mundial. Ela é descrita como o mais frequiiente transtorno neuroldgico grave, além de
ser uma das doengas ndo-transmissiveis mais frequentes. Durante a vida, 10% das
pessoas vao ter pelo menos uma crise convulsiva, e, um terco delas, vai
desenvolver epilepsia. Mundialmente, 2,4 milhdes de pessoas sdo diagnosticadas
por ano. Quase 95% dos farmacos disponiveis para tratamento foram aprovados
antes de 1985 e fornecem controle das crises em 60-70% dos pacientes, sendo que
a maioria deles esta associada com efeitos adversos como sonoléncia,
hepatoxicidade, perturbacdo gastrointestinal, entre outros. Até o momento ndo ha
cura e os tratamentos com anticonvulsivantes ndo sao totalmente eficazes para os
diferentes casos de epilepsia. Por isso, visando a melhoria da qualidade de vida dos
pacientes e controle das crises epilépticas, estudos sobre a possivel aplicacdo de
medicamentos ja amplamente utilizados, mas com novo enfoque terapéutico,
possuem um campo muito promissor para pesquisa. Acredita-se que o surgimento e
aplicacdo de novas técnicas terapéuticas que exercam atividade modulatéria sobre

citocinas pro-inflamatorias, poderéo ser utilizadas para o tratamento da epilepsia.
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3. OBJETIVOS

Avaliar o efeito da administracdo de dexametasona na concentracdo de
citocinas inflamatorias, em ratos submetidos ao modelo do kindling induzido por
pentilenotetrazol (PTZ).

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar o efeito da dexametasona sobre os niveis da interleucina 1-beta (IL-1B) em

soro, hipocampo e cortex de animais sumetidos ao kindling por PTZ.

- Avaliar o efeito da dexametasona sobre os niveis do fator de necrose tumoral alfa

(TNF-alfa) em soro, hipocampo e cortex de animais sumetidos ao kindling por PTZ.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS E TRATAMENTOS

Ratos Wistar machos, com 3 meses de idade, pesando aproximadamente 300
g provenientes do biotério central da UFRGS, foram utilizados no estudo. Os animais
tiveram livre acesso a agua e comida e foram mantidos em caixas de polipropileno
medindo 41x34x16 cm, com, no maximo, 5 animais por caixa, em um ambiente com
ciclos de claro-escuro de 12h a uma temperatura de 23 + 1°C. Os animais foram
mantidos no biotério setorial do departamento de Farmacologia do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da UFRGS.

Foram adotados procedimentos para o cuidado e uso dos animais de acordo
com as regulamentacdes publicadas pela Sociedade Brasileira para Neurociéncia e
Comportamento (SBNec). O estudo foi aprovado pela Comissdo de ética no uso de
animais da UFRGS sob o numero 23554.

Utilizaram-se 50 animais ao todo e os mesmos foram divididos aleatoriamente
em 5 grupos de estudo: dois grupos controles (salina e diazepam) e 3 grupos de
tratamento (dexametasona). Diazepam é um farmaco ja utilizado para controle de
crises convulsivas. Os animais dos grupos tratados (n=10 em cada grupo)
receberam diferentes doses de dexametasona (1, 2 e 4 mg/Kg), via intraperitoneal,
diariamente, durante 15 dias. Os grupos controles receberam diazepam (2 mg/Kg) e

solucéo de cloreto de sadio (0,9 %) (Tabela 2).

Tabela 2: Delineamento experimental

CONTROLES TRATAMENTOS
Salina Diazepam | Dexametasona 1 Dexametasona 2 | Dexametasona 4
0,9% 2 mg/Kg 1 mg/Kg 2 mg/Kg 4 mg/Kg

4.2. PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

A fim de avaliar se 0 uso da dexametasona poderia interferir na atividade

locomotora e exploratéria, ou seja, se possui algum efeito excitatorio ou inibitorio no
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sistema nervosa central, realizou-se o teste de campo aberto (Open Field). No 1°
dia, ap0s a administracdo das diferentes doses dos farmacos, foram avaliados os
parametros comportamentais dos animais. No teste de Open Field, os ratos sdo
colocados em uma caixa de acrilico, onde o chéo é dividido em 12 quadrantes iguais
por linhas pretas. Inicialmente eles s&o posicionados no quadrante esquerdo,
explorando livremente a caixa por 5 minutos. O niumero de cruzamentos (crossings),
performance de orientacdo (rearing), que € o numero total de vezes que o animal
levanta as patas dianteiras e movimenta a cabeca numa postura tipica de orientacao
em um ambiente novo, laténcia para iniciar a locomocéo (diretamente proporcional
ao grau de ansiedade do animal), nimero de auto-limpezas (grooming) e nimero de

bolos fecais durante a exploragéao séo registrados (IZQUIERDO, 1989).

4.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE

Utilizou-se nesse estudo o modelo de abrasamento (kindling), considerado
um modelo crbénico de epilepsia que consiste em repetidas estimulacdes elétricas ou
quimicas de estruturas cerebrais (Goddard, 1967). Este método resulta em um
gradual desenvolvimeto de estado epiléptico levando ao desenvolvimento de crises
generalizadas. O kindling € um modelo bem adequado de epilepsia clinica devido as
suas manifestacdes clinicas serem muito parecidas com as crises em humanos.

Repetidas administracbes de PTZ podem ser utlizadas. O PTZ é um
bloqueador seletivo dos canais de cloreto acoplados ao complexo receptor de
GABA, ou seja, ele atua diminuindo a funcdo gabaérgica. O modelo quimico de
kindling com PTZ é confiavel e ndo requer a implantacdo de eletrodos nos animais.
Além disso, é altamente reproduzivel em diferentes espécies, a mortalidade € baixa
e, com repeticbes suficientes em intervalos apropriados, a maioria dos animais
alcanca crises tonico-clénicas (GILBERT et al., 2006)

Os animais receberam as mesmas doses descritas dos tratamentos durante
15 dias e, em dias alternados, receberam também doses subconvulsivantes de
pentilenotetrazol (PTZ) intraperitonealmente dissolvido em salina (20 mg/Kg/mL). O
PTZ foi injetado 30 minutos apdés a administracdo dos tratamentos. Os animais

ficaram em observacéo por 30 minutos por um observador treinado, e a severidade
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das convulsdes foi graduada de acordo com a escala adaptada por Racine (Tabela
3) (RACINE, 1972).

Tabela 3: Escala de Racine

Sem Resposta
Clonus Facial
Mioclonias de cabeca e pescoco
Clonias de membros superiores
Clonias de membros inferiores
Elevacédo e queda

gl B~ W N | O

(RACINE, 1972)

4.4 OBTENCAO E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Apés 15 dias de tratamento, os animais foram sacrificados por decapitacao,
mediante o uso da guilhotina. Escolheu-se esse método, pois a injecao de qualquer
substancia anestésica poderia influenciar nas analises das dosagens realizadas.
Coletaram-se amostras de soro, coértex e hipocampo e as mesmas foram
armazenadas a -80 °C.

Previamente & analise de ELISA, as amostras de cortex e hipocampo foram
homogeneizadas em salina 0,9% na proporcdo de 1:10 e, posteriormente, foram
centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos. Separou-se o0 sobrenadante que foi
utilizado nas andlises. O soro foi centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos e
separado, também, o sobrenadante.

4.5. DETERMINACAO DAS CITOCINAS

Os niveis de TNF-a e a IL-1 foram dosados nas amostras coletadas pelo
meétodo de ELISA seguindo as especificagdes do fabricante. Para dosagem de TNFa
foi utilizado o kit Rat TNF alpha PicoKine ™ ELISA Kit da Boster®, e para IL-18 o kit
IL-1 beta(Interleukin-1 beta) Rat da Abcam®. Utilizou-se um leitor de ELISA
(SPECTRAMAX 190) a 450 nm para realizacdo das leituras. A concentragao foi
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calculada através de curva-padrao obtida com diferentes concentracfes da citocina
recombinante.

Os kits baseiam-se no método de ELISA sanduiche, ou captura, em que um
anticorpo especifico para citocina é aderido aos pocos da placa. Quando a amostra
€ adicionada, o antigeno da citocina se liga a esse anticorpo adsorvido.
Posteriormente, um segundo anticorpo especifico ligado a uma enzima é adicionado
e se liga ao antigeno ja imobilizado. Quando o substrato dessa enzima é
acrescentado, € convertido a um produto colorido, sendo a intensidade da coloracao

proporcional a quantidade de antigeno na amostra (ABBAS et al., 2008).

4.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram apresentados como média e erro padrdo. Apds a definicdo
dos subgrupos, realizou-se a analise estatistica utilizando a Andlise de Variancia
(ANOVA) seguida de teste pos hoc de Dunnet (Avaliagdo da atividade
anticonvulsivante e dosagem de TNFa) ou Tukey (dosagem de IL1-B). Foram
considerados estatisticamente significativos os resultados com p<0,05. Todas as
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se um banco de dados montado no

pacote estatistico SPSS verséo 13.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE DO CAMPO ABERTO (OPEN FIELD)

Estudos que avaliam o comportamento exploratorio dos animais sdo de
grande relevancia, pois permitem avaliar locomocdo e emocionalidade. Segundo
alguns autores, o comportamento do animal € determinado pelo conflito existente
entre a aversdo a lugares abertos, iluminados e desprotegidos e a motivacdo de
explorar (ASANO, 1986 ; CRUSIO et al., 1989). Elevada defecacéo e baixa atividade
locomotora, assim como um alto nimero de auto-limpezas, indicam ansiedade. Além
disso, a locomocdo do animal na periferia pode ser utilizada como indicador da
atividade locomotora e no centro como medida mais seletiva de ansiedade
(KALUEFF, 2002).

No presente trabalho, os animais foram observados no aparato por 5 minutos
apos o primeiro dia de tratamento. Registraram-se 0s numeros de cruzamentos,

rearings, groomings e bolos fecais.

Open Field

B Cruzamentos

B Rearings
Groomings

B Bolos fecais

Numero dos parametros analisados

Salina Diazepam Dexametasona 1 Dexametasona 2 Dexametasona 4

Grupos de tratamentos

Figura 4: Efeito da dexametasona em diferentes parametros analisados na tarefa do campo
aberto (Open Field). Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média e

considerados significativamente diferentes com P<0,05 (ANOVA One Way).
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Na analise do campo aberto, ndo se observou diferenca significativa entre os
grupos tratados (Figura 4). Isso demonstrou que a utilizacdo da dexametasona nao
possui efeito excitatdrio ou inibitério no SNC, ndo causando, assim, interferéncia na

atividade locomotora e exploratéria dos animais (P>0,05, ANOVA One Way).

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE

A escala de Racine, desenvolvida em 1972, é uma das ferramentas mais
utilizadas para categorizar a intensidade de crises convulsivas em modelos animais
de epilepsia. Essa escala é graduada de 1 a 5 e quanto maior o grau alcancado,
maior a severidade da convulsdo (LUTTJOHANN et al., 2009) A crise convulsiva
ocorre devido a um desequilibrio da atividade sinaptica com um aumento de
sinapses excitatérias. Esse desequilibrio leva o corpo a executar contracdes
musculares involuntarias. Cada estagio da escala de Racine é resultado dessas
contragdes involuntérias, sendo elas maiores a cada nivel (RIAZI, 2009).

O primeiro nivel é caracterizado com movimentos involuntérios da boca e da
face, sendo um pouco dificil de ser determinado. No segundo, contracdes
involuntarias no pesco¢o causam movimentos bruscos na cabeca. O terceiro e 0
quarto nivel sao caracterizados por mioclonias nos membros superiores e inferiores,
respectivamente. JA4 no quinto e ultimo nivel observa-se elevacdo e queda do

animal, tendo um maior risco a lesdes e ao 6bito (RACINE, 1972).
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Figura 5: Avaliacdo do efeito da dexametasona sobre a atividade convulsivante resultante do
kindling por pentilenotretazol (PTZ). Niveis da escala de Racine observados durante o experimento
de kindling por pentilenotetrazol (PTZ). Os resultados foram expressos em média. Observou-se
diferenca significativa entre o grupo salina e os demais grupos (P<0,05; ANOVA One Way e post hoc

de Dunnet).

O modelo de kindling leva ao progressivo desenvolvimento de crises
convulsivas em resposta a um estimulo subconvulsivante administrado
repetidamente. As principais caracteristicas desse modelo sdo o aumento das crises,
a reducdo do limiar para ocorréncia das mesmas e um aumento gradual da
sensibilidade ao estimulo convulsivo utilizado (GODDARD et al., 1969). Esse
desenvolvimento gradual foi claramente percebido no grupo controle salina, que
apresentou um padrao de crescimento, ou seja, a intensificacdo das crises conforme
o tempo de tratamento (Figura 5). Esse dado demonstrou que o estado de kindling
foi atingido, validando o modelo utilizado.

Com o0s dados obtidos, pbde-se perceber também uma diminuicao
significativa da atividade convulsivante nos animais tratados com diazepam,
corroborando com resultados de outros estudos em que doses de diazepam (0.25 e
1.0 mg/kg) apresentaram efeito anticonvulsivante em animais submetidos ao kindling
por PTZ (LAZAROVA et al., 1990 ; KULKARNI et al., 1995). Além disso, 0s grupos
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tratados com dexametasona também apresentaram reducao significativa no padréo
das crises convulsivas quando comparadas com o controle salina. Os animais do
grupo Dexa 1 — com dose de 1 mg/Kg — demonstraram atenuacdo das crises,
entretanto, ndo tdo intensamente quanto a dos animais tratados com doses maiores
de 2 e 4 mg/Kg (Dexa 2 e Dexa 4), que se aproximaram do padrdo demonstrado
pelo diazepam, um dos principais farmacos antiepilépticos utilizados (Ministério da
Saude, 2010). Entre as doses utilizadas, pode-se destacar a Dexa 4 (4 mg/Kg) que
levou ao desenvolvimento de crises menos severas nos animais tratados.

No experimento realizado nenhum animal atingiu o nivel 5 da escala de
Racine e nem foi a Obito. Esses resultados sao apoiados por estudos que
demonstraram que os niveis 4 e 5 da escala foram alcancados apenas utilizando
doses convulsivantes de PTZ (60 e 80 mg/Kg) e que mioclonias intermitentes sao o
maximo de resposta associadas a doses subconvulsivantes de PTZ depois de um
tratamento prolongado (DEL-BEL et al., 1997 ;PINEL et al., 1977 ; NUTT et al.,
1982). Além disso, mortalidade associada ao kindling por PTZ ndo € comumente
reportada (GILBERT et al., 2006).

5.3 DETERMINACAO DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS

Diversos estudos demonstraram a relacdo entre inflamacdo e crises
epilépticas. Evidéncias experimentais em modelos animais demonstraram que crises
convulsivas induzem altos niveis de mediadores inflamatérios em regiées do cérebro
envolvidas na geracéo e propagacao da atividade epiléptica. Essa resposta consiste,
principalmente, no aumento de citocinas inflamatorias como interleucina-1,
Interleucina-6 e TNFa (DE SIMONI et al, 2000; RAVIZZA et al., 2006; VEZZANI et
al., 2008). No presente trabalho avaliamos os niveis de TNFa e IL-1f3, duas citocinas
pré-inflamatérias, em amostras de soro, hipocampo e coértex de animais tratados

com dexametasona, um anti-inflamatério esteroidal.

5.3.1 TNFa

Estudos demonstraram que a expressdao de TNFa aumenta rapidamente

apos a inducgdo de crises convulsivas, e 0s niveis aumentados da mesma também
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sdo notados em outras doencas do SNC como meningite, esclerose mdltipla e
doenca de Alzheimer (DE SIMONI et al., 2000 ; RAINE, 2005 ; LU et al, 2008 ; Zhao

et al., 2003).
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Figura 6: Niveis da citocina TNFa em soro de animais tratados com dexametasona e

submetidos ao kindling por PTZ. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo. Houve

diferenca significativa entre os grupos Dexa 4 e Salina (*p<0,05 ; ANOVA One Way e post hoc de

Dunnet).
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Figura 7: Niveis da citocina TNFa no hipocampo de animais tratados com dexametasona e

submetidos ao kindling por PTZ. Os resultados foram expressos em média mais ou menos erro
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padrdo da média. Houve diferenca significativa entre os grupos Dexa 4 e Salina (*p<0,05 ; ANOVA
One Way e post hoc de Dunnet).
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Figura 8: Niveis da citocina TNFa no cértex de animais tratados com dexametasona e
submetidos ao kindling por PTZ. Os resultados foram expressos em média mais ou menos erro
padrdo da média. Houve diferenga significativa entre os grupos Dexa 4 e Salina (*p<0,05 ; ANOVA
One Way e post hoc de Dunnet).

No experimento realizado observou-se uma diminui¢cdo significativa nos niveis
de TNFa no soro de animais tratados com a maior dose de dexametasona (Dexa 4)
quando comparado ao grupo controle salina (Figura 6). O mesmo resultado foi
obeservado nas amostras de hipocampo (Figura 7) e cortex (Figura 8).

Estes resultados corroboram com diversos outros estudos que mostram o
efeito desse anti-inflamatério na diminuicdo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias.
Uma pesquisa mostrou que o mRNA de algumas citocinas, incluindo TNFa, foram
suprimidos apoOs tratamento com dexametasona em células do tecido epitelial
humano (MISUNO et al., 2014). Em pacientes com meningite bacteriana, a
dexametasona inibiu a produgdo de TNFa e IL-1B no liquido encefalorraquidiano,
revertendo o desenvolvimento de edema cerebral e limitando o aumento da
concentracéo de leucécitos (LUTSAR, 2003).
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5.3.2 IL-1B

A citocina IL-1B foi detectada no coOrtex, mas a mesma ndo apresentou
diferenca em seus niveis ap0os o tratamento com dexametasona entre os diferentes
grupos (Figura 9). O cortex é a regido que mais origina descargas elétricas em seres
humanos e, em modelos animais, apresenta maior susceptibildade as crises (SILVA
et al.,, 2004). A IL-1B é expressa em niveis muito baixos no SNC, portanto a alta
expressdo da mesma encontrada no trabalho demonstra o possivel estado de
inflamagéo causado pelo kindling. O aumento da expresséo desta citocina no cortex
apos episodios de convulsdes ja foi observado em outros trabalhos (VEZZANI et al.,
1999 ; ERIKSSON et al., 2000 ; CHAPMAN et al., 2006).

Cortex
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Figura 9: Niveis da citocina IL-1B8 no cortex de animais tratados com dexametasona e
submetidos ao kindling por PTZ. Os resultados foram expressos em média mais ou menos erro

padrédo da média. N&o houve diferenca significativa entre os grupos (*p<0,05 ; ANOVA One Way).

Nas amostras de hipocampo houve diferenca significativa entre o grupo salina
e 0s outros, com excec¢do do grupo Dexa 2 (Figura 10). O hipocampo é a segunda
maior area do cérebro rica em IL-1R1 (receptor de IL-1B). Além disso, € a regiao

mais afetada na Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) — a epilepsia mais frequente em
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adultos e com uma alta refratariedade farmacoldgica (30 a 40%) -, 0 que demonstra
possivel relagdo entre IL-1B e o desenvolvimento de crises convulsivas (VEZZANI et
al.,, 2011 ; ENGEL et al., 1989; LEAL, 2011). O aumento de IL-13 observado em
todos os grupos submetidos ao kindling por PTZ corrobora com resultados
anteriores em que foi verificado um aumento significativo nos niveis dessa citocina
no hipocampo de animais com convulsbes febris (HEIDA et al.,, 2005). A
concentragdo desta citocina encontrada nas amostras de cortex e hipocampo para o
grupo sem tratamento (salina) foi parecida em todos os grupos, indicando que a
concentracdo de IL-1p em diferentes areas do cérebro apds as crises € semelhante.

O grupo tratado com diazepam apresentou diminuicao significativa nos niveis
da citocina quando comparado ao salina. O diazepam é um principio ativo do grupo
farmacologico das benzodiazepinas, sendo o mais representativo deles. E um
famaco largamente utilizado como ansiolitico, relaxante muscular e
anticonvulsivante. O mecanismo de acao desse farmaco envolve interagdo com
receptores GABA gue consistem em cinco subunidades organizadas em torno de um
canal ibnico de cloreto, sendo que em uma dessas subunidades existem os locais de
ligacdo das benzodiazepinas. A ativacdo do receptor pelo GABA abre o canal de
cloro, permitindo a entrada dos ions cloreto para dentro da célula, resultando na
hiperpolarizagéo (inibicdo) do neurdnio, e a ocupacao do espaco de ligacdo das
benzodiazepinas pelo diazepam, acompanhando o GABA, potencializa a sua acgao
inibitéria (SILVA, 2013 ; COELHO et al., 2006). Alguns estudos utilizando outros
farmacos benzodiazepinicos, como lorazepam e clonazepam, mostraram inibicao da
expressdo do mRNA de IL-18 e TNFa em células do bago e em amostras de
hipocampo/hipotadlamo em modelo animal de estresse (RAMIREZ et al., 2015). Isso
demonstra que o grupo dos farmacos benzodizepinicos pode exercer alguma
influéncia nos niveis de citocinas inflamatorias em regioes do cérebro.

A dexametasona ocasionou diminuicdo significativa nos niveis de IL-1B nas
amostras de hipocampo com as doses de 1 e 4 mg/Kg (Dexa 1 e Dexa 4). A eficacia
desse anti-inflamatorio foi maior para IL-13 (Figura 10) do que para TNFa (Figura 7)
nas amostras de hipocampo, pois apresentou reducao da concentragdo das mesmas
com uma dose menor. Ndo ha estudos que suportem o fato da dose intermediaria

(Dexa 2) nao ter ocasionado também diminuicdo na citocina, mas acredita-se que,
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talvez com um maior niumero de amostras no grupo, essa diferenca pudesse ser

demonstrada.
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Figura 10: Niveis da citocina IL-1f no hipocampo de animais tratados com dexametasona e
submetidos ao kindling por PTZ. Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média.
Houve diferenca significativa entre o grupo Salina e os demais, com exce¢édo de Dexa 2 (*p<0,05 ;
ANOVA One Way e post hoc Tukey).

Nesse estudo ndo foi detectada IL-1p nas amostras de soro dos animais O
fato dos niveis de IL-1B ndo terem aumentado no sangue e terem aumentado nas
regides do cérebro durante as crises convulsivas, indica que o aumento da mesma
no cérebro ndo necessariamente leva ao aumento a um nivel periférico. Um estudo
envolvendo modelo animal de dano cerebral apresentou resultados que reforcam
essa proposta, em que foi observado um aumento na expressao de IL-1 no cérebro
apos o ferimento, mas ndo no sangue (KAMM et al, 2006).

Alguns autores observaram aumento de IL-1B no sangue apos a inducdo de
crises convulsivas em animais por pilocarpina, bem como em pacientes com
epilepsia focal e em criangas com crises convulsivas febris (MARCHI et al., 2009 ;
LEHTIMAKI et al., 2007 ; CHOI et al., 2011). Entretanto, outros estudos

apresentaram resultados contrarios, ndo encontrando aumento dessa citocina no
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sangue (ALLAPIRTTI et al.,, 2009 ;BAUER er al., 2009 ; TOMOUM et al., 2007).
Essas diferengas demonstram que ndo ha consisténcia nos resultados encontrados
quando se trata dos niveis de IL-1 a nivel periférico, salientando que o aumento das
citocinas no sangue pode depender do tipo de crise convulsiva ou do tipo de
sindrome epiléptica. Além disso, o fato dos niveis estarem alterados no cortex e
hipocampo indica que essa citocina foi sintetizada dentro do cérebro, ou seja, ndo
houve infiltracdo das citocinas que circulam no sangue (HOLTMANN et al., 2013 ;
HEIDA et al., 2005).

Estudos utilizando outros corticosterdides para tratamento de convulsées ja
existem. O uso do glicocorticéide metilprednisona foi capaz de reprimir a expressao
de IL-2, IFN-y, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, IL-1B a TNFa em células mononucleares de
sangue periférico humano (BACK at al., 2015). Em criangcas que possuem a
Sindrome de Rassmussen, a utilizacdo de prednisona mostrou possuir efeitos
benéficos nas crises convulsivas e fungdes neurolégicas. A Sindrome de
Rassmussen é uma encefalopatia inflamatdria rara que acomete principalmente
criancas e caracteriza-se por atrofia unilateral hemisférica, convulsées focais e déficit
neuroldgico progressivo (OWOLABI, 2009). Em uma pesquisa, oito pacientes que
apresentavam essa sindrome e possuiam convulsdes como sintomas, foram
tratados com doses altas de esterdides (metilprednisona e prednisona em doses
decrescentes). Sete desses oito pacientes apresentaram reducdo das crises
convulsivas em 6 meses de tratamento (CHINCILLA et al.,, 1994). Outro estudo
realizado com 17 pacientes demonstrou uma reducdo de 50% na frequéncia nos
episédios de crises convulsivas em oito analisados, enquando que dois outros
pacientes apresentaram uma reducéo de 25% (HART et al., 1994).

Nos ultimos anos tém sido descritos os efeitos pro-convulsivantes de IL-18 no
cérebro. Evidéncias demonstraram que 0s receptores dessa citocina no hipocampo
estdo colocalizados com receptor NMDA de glutamato, que esta relacionado com o
aparecimento e propagacao das crises convulsivas. A ativagdo dos IL-1R1 através
da ligacdo com a citocina, induz a fosforilagdo de uma subunidade do receptor de
glutamato mediada pela quinase Scr. Como consequéncia, o influxo de Ca?* para
dentro dos neurdnios é aumentado, levando a despolarizacdo e aumento da
excitabilidade (VIVIANI et al., 2003). Além disso, IL-13 pode promover a inibicdo da

recaptacdo de glutamato dos astrocitos e aumento da liberacdo pelas células da glia
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(mediado também por TNFa), resultando em um aumento dos niveis de glutamato
extracelular (HU et al., 2000 ; FELLIN et al., 2006).

Os efeitos de TNFa também tém sido descritos. Em estudos animais foi
demonstrado que TNFa exerce um papel ambiguo no mecanismo das crises
convulsivas, dependendo da ativacédo de diferentes receptores no SNC, p55 e p75.
Através da ligacdo com p55, foi demonstrado que essa citocina pode aumentar a
sinapse excitatéria devido a interagdo com receptores AMPA de glutamato,
mostrando que p55 esta envolvido nos efeitos pré-convulsivantes de TNFa.
Entretanto, os mecanismos responsaveis pelo dominio da via de p55 sobre p75, ou
vice-versa, ainda nao foram muito bem elucidados (LI et al., 2010). Apenas um
estudo demonstrou que baixas concentracdes da citocina podem ativar a via p55 e
concentracdo maiores sd0 necessarias para ativar efeitos anticonvulsivantes via p75
(YUHAS et al., 2003).

Devido a isso, acredita-se que um controle nos niveis dessas citocinas no
cérebro possa, de alguma forma, diminuir a propagacao das crises convulsivas.

No nosso trabalho conseguimos verificar diminuicdo na concentracao de IL-1
e TNFa nas amostras através do tratamento com dexametasona e, como
consequéncia, observamos diminuicdo na intensidade das crises dos animais
tratados. Com isso, ndo podemos afirmar que somente a diminuicdo dessas
citocinas foi responsavel pela reducdo das convulsées, afinal, o farmaco também
exerce influéncia sobre outros mediadores, mas podemos perceber a relacao

existente entre inflamacao e o desenvolvimento de crises convulsivas.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Durante a vida, 10% das pessoas vao apresentar pelo menos uma crise
convulsiva e, um terco delas, vai chegar a desenvolver epilepsia. Até 0 momento
ndo ha cura e os tratamentos com anticonvulsivantes ndo sdo totalmente eficazes,
sendo, nesses casos, a remocao cirurgica do foco epiléptico, muitas vezes a Unica
opcédo terapéutica para os pacientes que nao respondem a terapia farmacoldgica
habitual. No presente trabalho, a dexametasona foi responsavel pela diminuicdo
significativa na intensidade das crises convulsivas induzidas por pentilenotetrazol
(PTZ). Nos resultados também foi verificada a diminuicdo dos niveis de TNFa com a
dose maior de dexametasona nas amostras de soro, cortex e hipocampo. A
diminuicdo de IL-13 com o tratamento também foi observada nas amostras de
hipocampo, principal area afetada no tipo de epilepsia que possui maior
refratariedade ao tratamento anticonvulsivante (Epilepsia do Lobo Temporal). Estes
resultados nos permitem observar a estreita relacdo entre epilepsia e inflamacéo e
nos fazem observar que novas técnicas terapéuticas que exercam atividade
modulatéria sobre citocinas pré-inflamatérias séo alternativas para estudo sobre
controle das crises convulsivas. Caso os efeitos modulatorios de dexametasona
sobre as citocinas e o controle das convulsées seja confirmado, esse farmaco
podera apresentar vantagem sobre estudos com novos farmacos. Isso porque ja é
um anti-inflamatério utilizado para tratamento de diversas outras doencas, ou seja,
possui liberacdo comercial e se conhecem os efeitos adversos. Desta forma, seria
apenas utilizado com um novo enfoque terapéutico.

Os resultados encontrados nesse trabalho demonstram o grande potencial da
dexametasona como auxiliar no tratamento da epilepsia refrataria. Entretanto, novos
estudos com esse farmaco sdo necessarios para uma maior compreensao dos
mecanismos envolvidos nesse processo e para comprovacao desse uso terapéutico.
Como perspectivas do trabalho, outras citocinas inflamatorias serdo dosadas,
ensaios de estresse oxidative serdo realizados, além de histologia com amostras do

baco com marcadores de células inflamatorias.
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