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RESUMO

Epilepsia € uma desordem cronica no cérebro que afeta 50 milhées de pessoas no
planeta, sendo que, no Brasil, sédo 1,9 milhdes de afetados. O principal tratamento
€ 0 uso de farmacos anticonvulsivantes que conseguem controlar as crises
convulsivas de 70% das pessoas com epilepsia. Recentemente, varios estudos
demonstraram a influéncia da inflamag&o sobre o processo epileptogénico. Além
da influéncia da inflamacéo, outro fator que se acredita estar envolvido no
desenvolvimento de neurodegeneracdo € o estresse oxidativo, iSso porque 0s
neurdnios sédo altamente vulneraveis aos efeitos destrutivos das espécies reativas
pelo elevado uso de oxigénio e conteudo de acidos graxos oxidaveis. Por nao
conseguir tratar 72 das pessoas afetadas com epilepsia, o conhecimento de novos
farmacos que consigam produzir uma resposta anticonvulsivante é de grande
interesse. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi analisar parametros de
estresse oxidativo em animais tratados com dexametasona, um anti-inflamatorio
esteroidal, submetidos ao kindling por pentilenotetrazol (PTZ). Ratos Wistar
machos foram divididos em cinco grupos (n 10 por grupo) e receberam,
intraperitonealmente (i.p), salina (NaCl 0,9 %), dexametasona (1 mg, 2 mg ou 4
mg/Kg) ou diazepam (2 mg/Kg) durante 15 dias e, em dias alternados, também
receberam doses subconvulsivantes de PTZ (20 mg/Kg) i.p. Nos dias em que
receberam o PTZ, os animais foram observados durante 30 minutos e
classificados de acordo com a escala de Racine (1972) em relacdo a intensidade
das convulsbes. Os animais tratados apresentaram reducdo na intensidade das
convulsdes frente ao grupo salina (p<0,001; ANOVA para medidas repetidas
seguido de pos hoc Tukey). Ao final do tratamento, os animais foram eutanasiados
e separaram-se soro, hipocampo e cértex para a dosagem de marcadores de
estresse oxidativo. Na avaliacdo do dano oxidativo se observou um aumento
significativo de componentes TBARS, no cortex e no hipocampo, de animais
tratados com dexametasona 4 mg/kg, indicando um possivel dano lipidico,
(p<0,05, ANOVA e pos-hoc Tukey). Na analise de grupamentos sulfidrilas ndo se
observou diferenca significativa entre os grupos, indiciando que nao houve dano
oxidativo. Na avaliacdo da atividade antioxidante da enzima superéxido dismutase
(SOD) houve uma reducédo significativa, no hipocampo, no grupo tratado com
dexametasona 2 mg/kg em relacdo ao grupo salina e dexametasona 4 mg/kg. Na
analise da atividade da catalase (CAT) se observou uma diminuigéo significativa,
no cortex, nos grupos tratados com dexametasona 1 e 2 mg/kg em comparagéo
ao grupo salina. Por fim, na avaliacdo da atividade da glutationa peroxidase (GPx)
foi observado uma diminuicdo significativa no grupo dexametasona 2 mg/kg no
cortex e no grupo tratado com a dexametasona 1 mg/kg no hipocampo. Assim,
pode-se supor que o efeito anticonvulsivante da dexametasona observado deve-
se muito provavelmente a mecanismos anti-inflamatorios, mas néo antioxidantes.
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Desta forma, novos estudos sdo necessarios para melhor elucidar os resultados
do presente estudo.
ABSTRACT

Epilepsy is a chronic brain disorder that affects 50 million people worldwide, in
Brazil there are 1.9 million affected. The main treatment is the use of
anticonvulsant drugs that can control seizures in 70% of people with epilepsy.
Recently, several studies have shown the influence of inflammation on the
epileptogenic process. Besides the influence of inflammation, another factor
believed to be involved in the development of neurodegeneration is oxidative
stress, because neurons are highly vulnerable to the destructive effects of reactive
species by the high use of oxygen and content of oxidizable fatty acids. Because of
the failure to treat 4 of those affected with epilepsy, knowledge of new drugs it can
produce an anticonvulsant response is of great interest. In this context, the
objective of this study was to analyze parameters of oxidative stress in animals
treated with dexamethasone, a steroidal anti-inflammatory drug, and submitted to
kindling by pentylenetetrazol (PTZ). Male Wistar rats were divided into five groups
(n=10 per group) and received intraperitoneal (i.p) saline (0.9% NaCl),
dexamethasone (1 mg, 2 mg or 4 mg/kg) or diazepam (2 mg/kg) for 15 days and,
on alternate days, also received subconvulsivant doses of PTZ (20 mg/kg) i.p. On
PTZ days, the animals were observed for 30 minutes and rated according to the
Racine scale (1972) relative to the intensity of the seizures. The treated animals
showed a reduction in the intensity of seizures in relation the saline group (p
<0.001, ANOVA for repeated measures followed by post hoc Tukey). At the end of
the treatment, animals were euthanized and we separated serum, hippocampus
and cortex for the measurement of oxidative stress markers. In the evaluation of
oxidative damage we observed a significant increase of TBARS components in the
cortex and hippocampus of animals treated with dexamethasone 4 mg/kg,
indicating possible lipid damage (p<0,05, ANOVA and pos hoc Tukey). In the
sulfhydryl grouping analysis there was no significant difference among the groups,
indicating that there was no oxidative damage. In the evaluation of the antioxidant
activity of superoxide dismutase (SOD) there was a significant decrease, in the
hippocampus, in the group treated with dexamethasone 2 mg/kg as compared to
the saline group and dexamethasone 4 mg/kg. Analysis of catalase (CAT) activity,
revealed a significant decrease in the cortex in the groups treated with
dexamethasone 1 and 2 mg/kg as compared to the saline group. Finally,
evaluation of the activity of glutathione peroxidase (GPx) reveled a significant
reduction in the dexamethasone 2 mg/kg group, in cortex, and the 1 mg/kg
dexamethasone treated group, in hippocampus. Thus, we can assume that the
anticonvulsant effect of dexamethasone observed should probably be an anti-
inflammatory mechanism, but no antioxidant. Thus, further studies are needed to
further elucidate the results of this study.
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1. INTRODUCAO
1.1 Epilepsia

Epilepsia € uma desordem cerebral caracterizada por uma predisposicao
duradoura de gerar convulsdes, disfuncbes emocionais e cognitivas (DUNCAN et
al., 2006). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude afeta 50 milhGes de
pessoas no planeta, tornando-se a doenca neurodegenerativa mais frequente
depois do derrame cerebral (WHO, 2015). Durante anos, a distingcdo entre
epilepsia e crises epilépticas permaneceu pouco clara. Entdo, com o intuito de
facilitar a comunicacdo entre os profissionais de diversas éareas, a Liga
Internacional Contra a Epilepsia (ILAE) propds as seguintes definicdes: crise
epiléptica € uma ocorréncia transitéria de sinais e/ou sintomas devido a atividade
neuronal anormal sincrbnica ou excessiva ho cérebro; epilepsia € uma
perturbacdo cerebral caracterizada pela predisposicdo continuada para gerar
crises epilépticas e pelas respectivas consequéncias neurobiolégicas, cognitivas,
psicoldgicas e sociais (FISCHER et al.,, 2005). O mecanismo de iniciacdo e
propagacdo das convulsbes ocorre através de uma hiperexcitabilidade
descontrolada, devido a despolarizacdo prolongada parcial das membranas
celulares. Essa despolarizacdo € o resultado do desequilibrio na polarizacdo do
sistema neuronal em favor de influéncias hiperpolarizantes como uma
consequéncia do reforco de excitacdo, diminuicdo da inibicdo e/ou diversas
mudancas no sistema nervoso (MARTINC et al., 2012).

O processo de desenvolvimento da epilepsia adquirida ocorre em trés
grandes fases: aguda, caracterizada pelo dano cerebral inicial; laténcia, um insulto
cerebral que pode levar ao desenvolvimento de uma condi¢cdo epiléptica -
epileptogénese - sendo um processo de transicdo que pode levar anos depois do
insulto inicial; e cronica, que € a ocorréncia espontanea de convulsdes (MARTINC
et al., 2012). (Figura 1)
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Figura 1- Etapas no desenvolvimento e progresséo da epilepsia. Fonte: Alves, 2008

A ILAE classificou as convulsdes em dois tipos: convulsdes parciais (focal),
gue sdo as convulsdes que comecam em areas locais do cérebro. Estas séo
subdividas em parcial simples, ndo apresentando alteragcdes da consciéncia, e
parcial complexa, onde ocorrem alteracdes da consciéncia. Uma crise parcial pode
acabar evoluindo a uma crise generalizada. Essa, caracterizada por envolver
ambos o0s hemisférios cerebrais, provocando perturbacdo do estado de
consciéncia e crises mioclbnicas, contracdes musculares subitas e bruscas que
podem envolver areas como a face, o tronco ou extremidades; tonico-clénicas,
surgem repentinamente e caracterizam-se pela contracédo tdnica e sustentada de
toda a musculatura corporal; e atdnicas, manifestadas como perda subita do tonus
muscular postural e que tém duragéo de 1 a 2 segundos (BANERJEE et al., 2009;
Alves, 2008). (Figura 2)
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Figura 2: Imagem ilustrativa de um eletroencefalograma de um cérebro em condig6es normais e

sob convulsdes parciais e generalizadas Fonte:http://www.drugs.com/health-guide/partial-seizures-

focal-seizures.html. Ultimo acesso: Junho, 2016

A epilepsia é dividida em trés categorias etiolégicas gerais: idiopaticas,
sintomaticas e criptogénicas. A epilepsia idiopatica é definida como de origem
genética na qual ndo possui anormalidade neuroanatdémica e neuropatoldgica,
geralmente se desenvolvendo no inicio da infancia. A epilepsia sintomatica é
definida por ser de origem adquirida ou genética, associada com insulto cerebral
identificado, sendo causada por diversos fatores como trauma, tumor, infeccao,
ma formacdo ou doencas genéticas sistémicas. A epilepsia criptogénica se
presume ser de natureza sintomatica na qual a causa ndo foi identificada,
representando 40% dos casos de epilepsia em adultos (ILAE, 1989; SHORVON,
2011).

1.2 Inflamacéo

A inflamacdo tem sido implicada na natureza progressiva de doencas
neurodegenerativas e em processos inflamatorios, sendo considerada como
principal contribuidora das desordens neurodegenerativas agudas e cronicas,
como derrame isquémico e doenca de Alzheimer. Diversas descobertas
experimentais e clinicas apoiam o papel crucial de processos inflamatérios na

epilepsia, principalmente em mecanismos subjacentes as convulsdes e na
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transformagdo de uma rede neuronal normal em uma geradora de convulsdes
(VEZZANI et al., 2011; RIAZI et al., 2010; CHOI et al., 2009). O primeiro
conhecimento sobre o potencial papel da inflamacdo na epilepsia humana foi
derivado de evidéncias clinicas, as quais indicavam que o0 uso de esteroides e
outros tratamentos com anti-inflamatérios exibiam atividade anticonvulsivante em
individuos refratarios aos farmacos (RIIKONEN et al., 2004; WHELESS et al.,
2007; WIRRELL et al., 2005) e em casos de convulsdes febris, que sao causados
pelo aumento dos niveis de agentes pré inflamatérios (DUBLE et al., 2007).

Inflamacdo consiste na producdo de uma cascata de mediadores
inflamatoérios, produzidos em células do tecido ou em células sanguineas
imunocompetentes, como também de moléculas anti-inflamatérias e outras
substancias induzidas para resolver a inflamacdo em resposta a estimulos
nocivos, como infeccdo ou dano, ou em resposta a estimulacdo imune. Estes
mecanismos sdo designados a defender o hospedeiro contra ameacas de
patdgenos. A producdo desses mediadores inflamatdrios envolve a ativacao da
imunidade inata e adaptativa, ambas implicadas na epilepsia (VEZZANI et al.,
2011).

O cérebro é considerado um sitio imunoprevilegiado pela presenca da
barreira hematoencefalica, elemento regulatério chave de comunicacdo entre
células cerebrais intrinsecas e células imunocompetentes periféricas, pela falta de
um sistema convencional linfatico e o pelo trafico limitado de células imunes
periféricas. A ativacdo da microglia, astrécitos, neurdnios, células endoteliais da
barreira hematoencefalica e de células imunes periféricas no parénquima cerebral
podem induzir a producdo de moléculas pré-inflamatérias e anti-inflamatorias
(BANKS et al.,, 2010). Quando ocorre inflamagéo cerebral seguida de leséao
cerebral traumatica ou de doencas neurodegenerativas, a ativacao da microglia e
astrocitos ocorre em regides do SNC afetadas pela doenca especifica, e essas
células atuam como as principais fontes de mediadores inflamatorios (GLASS et
al., 2010).

A ativacdo da imunidade inata, e a subsequente transicdo para a imunidade
adaptativa, ocorre através de uma grande variedade de agentes inflamatorios,
entre eles citocinas e polipeptideos que atuam como mediadores solUveis de
inflamac&o. Essas moléculas incluem interleucinas (ILs), interferons (IFNs), fator



de necrose tumoral (TNFs) e fatores de crescimento. As citocinas sao liberadas
por células imunocompetentes e endoteliais, também sendo produzidas pela glia e
neurdnios no sistema nervoso central, possibilitando a comunicacdo entre os
efetores e as células alvo durante o desafio imunoldgico ou a leséo tecidual. Apos
a sua liberacdo, as citocinas interagem com um ou mais receptores cognatos
(ALLAN et al., 2011). Esses receptores em condicGes cerebrais normais nao sao
detectados, mas apoOs a ocorréncia de convulsdes ocorre um aumento da sua
producédo. Isso foi observado para o receptor de IL-13 (RAVIZZA E VEZZANI,
2006; RAVIZZA et al., 2008) e de receptor de IL-6 (LEHTIMAKI et al., 2003),
ambos de citocinas proé-inflamatérias.

A liberacdo desses mediadores pro-inflamatérios, quando ocorre um dano
nas células produtoras de citocinas, acaba levando a ativacdo de sinais
inflamatoérios autdcrinos e paracrinos no tecido epiléptico. Além disso, a extenséo
da inflamacdo cerebral correlaciona-se positivamente com a frequéncia de
convulsdes e com a severidade da neuropatologia, sugerindo uma relacao entre

inflamacgéo e convulsdes (VEZZANI et al, 2011).

1.3 Estresse Oxidativo

Além da influéncia da inflamacdo, outro fator que se acredita estar
envolvido diretamente no desenvolvimento de neurodegeneracdo € o estresse
oxidativo, esse servindo como um dos principais fatores de propagacao que leva a
condicdo epiléptica e ao declinio cognitivo (MARTINC et al.,, 2012). Evidéncias
demonstram que a formacéo de espécies reativas ou a diminui¢cao da atividade de
sistemas antioxidantes podem resultar em diferentes formas de epilepsia, podendo
desencadear um possivel aumento na frequéncia das crises convulsivas
(MARTINC et al., 2014; YUKSEL et al., 2000).

O estresse oxidativo ocorre como consequéncia de um aumento da carga
oxidativa que supera a capacidade dos mecanismos antioxidantes e de reparacao
endogena (HALLIWELL et al., 2007). Esse aumento resulta em uma elevagéao da
concentragdo de célcio (Ca®") que persiste na fase cronica da epilepsia, sendo
crucial para a continuacdo de convulsdes recorrentes e podendo influenciar no

reciclamento do receptor GABAA e assim, alterando a excitabilidade neuronal



(COYLE et al., 1993; WALDBAUM et al., 2010). Dessa forma, o estresse oxidativo
resulta na acumulacdo de proteinas disfuncionais, produtos de peroxidacdo
lipidica e danos no DNA nuclear e mitocondrial (ERCEGOVAC et al., 2010).

Considera-se o estresse oxidativo um mecanismo citotoxico envolvido na
patogénese de varias doencas neurodegenerativas. ISso porque 0s neurdnios sao
altamente vulneraveis a efeitos destrutivos das espécies reativas pelo seu
contetdo de acidos graxos oxidaveis, pela presenca de metais redox ativos, como
0 cobre e o ferro, e pelo elevado uso de oxigénio, esse necessario para que o
cérebro derive energia da fosforilacdo oxidativa na cadeia respiratdria mitocondrial
(VALKO et al., 2007; MARTINC et al., 2014).

A mitocondria esta diretamente envolvida na producdo de energia celular na
forma de adenosina trifosfato (ATP) pela cadeia respiratoria através da
fosforilacdo oxidativa por cinco complexos localizados na membrana interna da
organela (BROOKES et al.,, 2004). Em adicdo a producdo de energia, a
mitocondria também desempenha um papel crucial na manutencdo da
homeostase de Ca?* intracelular, biossintese de neurotransmissores, mecanismos
de morte celular e geracao de espécies reativas a oxigénio (ERO) (HATEFI, 1985;
MARTINC et al., 2012).

O aumento do estresse oxidativo mitocondrial e o consequente dano a
macromoléculas celulares foram observados apds convulsdes repetidas ou
prolongadas, conforme as observadas no estado epiléptico e em outros danos,
como na encefalopatia hipdxico-isquémica, traumatismo cranioencefalico ou
infeccdo viral (WALDBAUM et al.,, 2010). O comprometimento na fungéo
mitocondrial e o aumento da produgcdo de espécies reativas a oxigénio em
convulsdes epilépticas ja foram demonstrados e observados tanto em humanos
(KUDIN et al., 2009; KUNZ et al., 2000; LEE et al., 2008) quanto em diversos
modelos animais (WALDBAUM et al., 2010; KUDIN et al., 2002; CHUANG et al.,
2004; SLEVEN et al., 2006). Com os resultados observados nesses estudos, €
possivel sugerir que as mitocondrias também possuem um envolvimento em
formas adquiridas de epilepsia.

Essas mudancas afetam fortemente a excitabilidade e a transmissao
sinaptica, as quais sdo propostas como sendo altamente relevantes para a

geracdo de convulsdes. As mitocondrias podem estar envolvidas em vias que



conduzem a morte celular neuronal, caracteristica observada no processo de
epileptogénese (KUDIN et al., 2009).

As proteinas mitocondriais podem ser modificadas por carbonilacéo,
nitracdo, S-glutationilacdo, ou S-nitrosilacdo. Essas modificacdes podem alterar a
funcdo de diversas enzimas metabdlicas no compartimento extracelular da
mitocéndria. O aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio leva a
regulacdo decrescente das proteinas da juncdo de oclusdo e a ativacdo de
metaloproteinases de matriz que contribuem na abertura da barreira
hematoencefélica. Isso permite a entrada de neurotoxinas e células inflamatérias,
gue potencializam o estresse oxidativo ja existente (HIDER et al., 2008; MARTINC
et al.,, 2012). Assim, 0 estresse oxidativo emerge como uma causa subjacente
comum da disfuncdo da barreira hematoencefalica. Se ocorrer o rompimento, 0
transporte de moléculas entre o sangue e o cérebro é alterado em ambas as
direcdes (PUN et al., 2009).

As crises epilépticas podem ocorrer como um sinal de disfuncdo
mitocondrial no sistema nervoso central. Estudos experimentais na area da
epilepsia provam que a mitocéndria esta intimamente envolvida em vias que levam
a morte celular neuronal (KUDIN et al., 2009). Portanto, o0 aumento do estresse
oxidativo e a disfuncdo mitocondrial podem ser a via final comum que realca todas
essas condicbes neuropatolégicas e contribuem para a epileptogénese (MARTINC
et al., 2014).

A disfuncdo mitocondrial tem ganhado um interesse consideravel como
potencial fonte de espécies reativas a oxigénio (ERO) e, consequentemente, como
causa de crises epilépticas, especialmente na forma de epilepsia severa terapia
resistente (MARTINC et al., 2012). Os efeitos das espécies reativas a oxigénio séo
controlados por um sistema de defesa endégeno como o realizado pelas enzimas
antioxidantes, que conseguem bloquear a iniciagdo de reacdes em cadeia de
espécies reativas, e dos antioxidantes ndo enzimaticos que reagem diretamente
com as espécies reativas e, assim, previnem a propagacao de reacdes em cadeia
(BARNHAM et al., 2004).

A hipdtese de que os farmacos anticonvulsivantes induzem o aumento da
producdo de metabalitos reativos em células neuronais, levando a um aumento do

dano oxidativo e provocando a neurodegeneracao ja foi levantada (MARTINC et



al., 2012). No entanto, outros estudos mostram resultados que néo coincidem com
essa hipotese e indicam que o0s responsaveis pelo aumento da producdo de
espécies reativas sdo as convulsdes (MENON et al., 2012; PEKER et al., 2009).
Logo, mais estudos sdo necessarios para um melhor conhecimento da relacao

farmacos anticonvulsivantes e o estresse oxidativo.

1.4 Enzimas Antioxidantes

Sies (1997) define estresse oxidativo como sendo um desequilibrio entre a
producdo de agentes oxidantes e antioxidantes, em favor dos oxidantes, com
potencial para ocasionar dano celular. As principais espécies reativas (oxidantes)
vinculadas ao estresse oxidativo sdo: o radical anion superodxido (Oy), radical
hidroxil (OH), perdoxido de hidrogenio (H.0;), 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito
(ONOOQO). Os seres vivos dispdem de mecanismos protetores para evitar o
acumulo destas espécies reativas, que incluem mecanismos enzimaticos e nao
enzimaticos. As principais enzimas antioxidantes sdo a superoxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT), a glutationa redutase (GR), a glutationa peroxidase
(GPx) e a glutationa-S-transferase (GST). Essas enzimas evitam o acumulo de Oy
e de H,;0O,, e a consequente producdo de OH (Figura 3). As defesas nao
enziméticas incluem os antioxidantes lipofilicos (tocoferéis, carotendides e
bioflavondides) e hidrofilicos (glutationa e ascorbato) (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007)

Os neurbnios sdo particularmente vulneraveis a insultos oxidativos devido
aos baixos niveis de enzimas antioxidantes, especialmente catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), e de antioxidantes ndo enzimaticos principalmente
vitamina E e glutationa (GSH) (SHIVAKUMAR et al., 1991).
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Figura 3: Representacdo esquematica dos mecanismos de defesa antioxidante enziméticos e nédo
enzimaticos. Fonte: Adaptado de Wilhelm, 2012.

1.4.1 Superoxido Dismutase

A superoxido dismutase (SOD) consiste num grupo de metaloenzimas que
catalisam a formacdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) a partir de radicais
superoxidos (027), consumindo-os, e assim liberando as células do risco de

oxidacao por esses radicais, como pode ser observado na seguinte equacao:

SOD
20,7 + 2H" — 0O, + H,05

E a Unica enzima capaz de interferir nas concentracdes de O, e H,O,, que
sdo o0s substratos da reacdo de Haber-Weiss, que origina radicais OH' e,
provavelmente, por isso, a SOD representa 0 mecanismo de defesa central dos
organismos vivos (BOWLER et al., 1992).

1.4.2 Catalase

A catalase (CAT) € uma enzima tetramérica, que contém grupos heme,
sendo encontrada em todos os organismos vivos. E a Unica, entre as enzimas

degradantes de H,O, que ndo consome equivalentes redutores celulares e possui
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um mecanismo muito eficiente para remover o peroxido de hidrogénio, que é
formado nas células sob condigcbes de estresse (MALLICK e MOHN, 2000).
Evidéncias sugerem que a catalase utiliza um mecanismo de dois estagios, tanto
nas reacdes peroxidativas como nas cataliticas. No primeiro estagio, o ferro do
grupo heme da catalase interage com o H,O, para formar um peroxido de ferro
rico em oxigénio. Este composto intermedidrio € denominado de componente |.
Em condicdes de baixas concentragdes de H.O, (<10°® mol/L), o componente |
pode ser reduzido por uma variedade de doadores de hidrogénio (por exemplo,
etanol e acido ascérbico). Quando héa elevadas concentracbes de H,0,, o
componente | reage com uma segunda molécula de H,O, para produzir agua e

uma molécula de oxigénio (SCANDALIOS, 1994), como observado pela reacao:

CAT
2 H,O, - 2 H,O + Oy

1.4.3 Glutationa Redutase

A glutationa redutase (GR) contém um grupo prostético flavina adenina
dinucleotideo (FAD) transferidor de elétrons que catalisa a reducao dependente de
NADPH da glutationa oxidase (GSSG) para glutationa reduzida (GSH), um
metabdlito importante no combate as ROS, especificamente a O," e H,O,. A sua
importancia consiste em manter o equilibrio GSH/GSSG na célula, pois a GSH é
uma molécula que apresenta uma funcéo essencial de manter as células no seu
estado reduzido. Portanto, ela atua como um agente antioxidante, seja interagindo
diretamente com as ROS, como indiretamente reduzindo perdxidos através da
acao da glutationa peroxidase (VOET e VOET, 1995).

GR

GSSG — GSH
(glutationa oxidada)  (glutationa reduzida)
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1.4.4 Glutationa Peroxidase

A glutationa peroxidase (GPx) possui sua atividade diretamente dependente
da GR, sendo observada em dois tipos, um deles selénio dependente e o outro
nao. O primeiro tipo possui um atomo de selénio em cada uma das subunidades
do tetramero, sendo capaz de reduzir qualquer hidroperoxido organico, além do
H.0O,. O segundo tipo, que ndo depende do selénio, esta apto a reduzir qualquer
hidroperoxido organico, menos H,O, (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). GPx
catalisa a reducdo de hidroperdéxidos organicos e inorganicos (H;0;) pela
glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e agua (ou

alcoais).

GPX

GSH — GSSG + H,0

(glutationa reduzida) (glutationa oxidada)

1.5 Modelo de Abrasamento (kindling)

Kindling € um modelo cronico de epilepsia onde administracdes repetitivas
e periddicas de estimulos quimicos ou elétricos de sub-convulsivantes que podem
levar a ampliagdo progressiva de convulsdes culminam em atividade convulsiva
generalizada (McNAMARA, 1984). A primeira descricdo do método kindling foi
dada por Graham V. Goddard (GODDART et al.,, 1969), baseada em um
experimento realizado por Herberg e Watkins (1966) em que eles demonstraram
gue estimulos elétricos repetitivos em regides subcorticais de ratos_resultava em
convulsdes iniciais a cada sessédo. Goddard descobriu que estimulos iniciais sub
convulsivantes, que nao produzem gqualquer sinal comportamental ou eletrografico
de convulsdes, quando aplicados repetidamente aos ratos, conduziria a
convulsdes desenvolvidas depois de certos estimulos (GODDART et al., 1969),
conseguindo produzir alteragbes duraveis no cérebro. O dogma “convulsdes
geram convulsées” (BEN-ARI, 2006), descreve com precisdo o principio e os
resultados do procedimento kindling (DHIR, 2012).
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Considera-se o atingimento de um estado de kindling quando os animais,
em que houve estimulos elétricos ou quimicos, apresentarem uma resposta
comportamental com convulsbes mais complexas, grau 4 ou 5 da escala da
Racine (1972), por um periodo minimo de dois dias.

O kindling quimico envolve a administracdo de substancias quimicas
convulsivantes sistemicamente. Esse método é mais facil e consome menos
tempo comparado com o kindling elétrico, ndo requerendo cirurgias cerebrais ou
implantacdo de eletrodos. Diferentes substancias convulsivantes podem ser
usadas para induzir kinding quimico em roedores, como por exemplo,

antagonistas do receptor GABAa, N-metil-D-aspastato e cocaina (DHIR, 2012).

1.6 Pentilenotetrazol (PTZ)

O pentilenotetrazol (PTZ) é um antagonista do receptor GABAA que
consegue induzir convulsbes severas quando administrado em animais,
diminuindo assim a acdo inibitéria do &acido gama-aminobutirico (GABA) no
sistema nervoso central (RAMANJANEYLU E TICKYU, 1984). E um dos modelos
de kindling quimico mais aceito em modelo animal para estudar efeitos de novas
moléculas anticonvulsivantes (DHIR, 2012).

PTZ pode ser usado para desenvolver crises convulsivas agudas e cronicas
em modelos animais. Apos a administracdo subcutanea ou intraperitoneal de PTZ
em roedores, 0s animais podem apresentar crises convulsivas ténico-clénicas
(BRITO et al., 2006). Depois da inje¢cdo de PTZ, uma pontuacdo em relacéo a
severidade da convulséo €é calculada de acordo com caracteristicas especificas:
score 0: sem comportamento convulsivante; score 1: clonismos faciais; score 2:
movimentacdo de flexdo e extensdo da cabeca; score 3: clonismos de patas;
score 4: respostas de orientacdo, onde o animal permanece de pé apenas sobre
as patas traseiras (“rearing”) seguido de clonismos de patas e queda; score 5:
crises tonico/clonicas generalizadas; e score 6: morte (DHIR, 2012).

Os receptores GABA sado neurotransmissores inibitdrios predominantes no
sistema nervoso central de vertebrados. Ao ser liberado pelo neurdnio pré-

sinaptico, este neurotransmissor atua em receptores ionotropicos (GABAA e
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GABAc) ou metabotropicos (GABAg), localizados na pré- e na pds-sinapse
(BLOOMQUIST, 1996; MUSSULINI, 2013). Os receptores GABA, apresentam
sitios de ligacdo para GABA, benzodiazepinicos, barbitlricos, neuroesterdides,
picrotoxina e etanol. (Figura 4). O GABA, ao se ligar no receptor GABAA, ha poés-
sinapse promove a abertura do canal idnico do receptor, permitindo o influxo de
ions CI" e o efluxo de fons K* do neurdnio alvo, resultando na sua hiperpolarizacéo
(SIEGHART E SPERK, 2002). A medida que o PTZ atinge o sistema nervoso
central, ele se liga aos receptores GABA, impedindo a acdo do GABA,
consequentemente bloqueando o influxo de fons CI" e o efluxo de ions K* do
neuronio (RAMANJANEYLU E TICKYU, 1984). Devido a sua agao antagonista
sobre os receptores GABA,, 0 PTZ provoca um desequilibrio no balanco
excitacaol/inibicdo no sistema nervoso central, resultando na hiperexcitabilidade
neuronal e gerando uma crise epiléptica generalizada (FERANDO E MODY,
2012).

GABA
J

Benzodiazepine ?
Barbiturate

GABA-gated CI™ channel
(GABA, receptor)

Figura 4: Representacado esquematica do receptor ionotropico GABA,. Fonte:Wilhelm, 2012

1.7 Farmacos anticonvulsivantes

O principal tratamento para epilepsia é o uso de farmacos
anticonvulsivantes, que possuem a habilidade de proteger contra convulsdes

enquanto permitem o funcionamento normal do sistema nervoso. Para exibir uma



14

atividade anticonvulsivante o farmaco precisa agir em uma ou em varias moléculas
do cérebro, como os canais de ions, enzimas metabdlicas, neurotransmissores e
transportadores de neurotransmissores. O principal efeito da interacdo farmaco e
molécula alvo é modificar as propriedades de ruptura dos neurbnios e reduzir a
sincronizagdo em conjuntos neuronais localizados. Esses medicamentos
conseguem também inibir a propagacdo de disparos anormais em locais mais
distantes, nas quais sdo necessarios para a expressao da atividade de apreensao
comportamental (ROGAWSKI et al., 2004).

A maioria dos farmacos anticonvulsivantes possui mais de um mecanismo
de acdo. DECKERS e colaboradores (2000) propuseram uma classificagcdo de
farmacos anticonvulsivantes baseada nos seus mecanismos. O primeiro grupo
consiste de anticonvulsivantes que bloqueiam disparos repetitivos em neurbnios
individuais, esse efeito sendo principalmente devido ao bloqueio de canais de
calcio e sbdio dependentes de voltagem. Esses farmacos sao efetivos contra
convulsdes tbnico-clénicas e parciais. O segundo grupo inclui farmacos que
induzem eventos inibitérios mediados pelo acido y-aminobutirico (GABA), podendo
ser utilizados em todos os tipos de convulsGes. Ja4 o terceiro grupo consegue
bloquear inibidores de canais de calcio tipo T. (CZAPIN et al., 2005). Além destes,
um grupo separado de farmacos consegue reduzir as crises convulsivas mediadas
por aminoacidos excitatérios, por exemplo, glutamato e aspartato (DECKERS et
al., 2000).

Os farmacos ja utilizados clinicamente conseguem controlar as crises
convulsivas de 70% das pessoas afetadas pela epilepsia, fornecendo controle
sintomatico das convulsdes, mas néo interferindo na fisiopatologia subsequente da
doenca (PERUCCA et al, 2007). Desta forma, mesmo com a grande
disponibilidade de farmacos anticonvulsivantes, cerca de um ter¢o dos individuos
com epilepsia sao refratarios a eles e continuam apresentando convulsées (WHO,
2016). Mesmo com a introducé@o de novos farmacos no mercado, que conseguem
fornecer uma melhor tolerabilidade, seguranca e interacdes farmacocinéticas
reduzidas, eles ndo conseguem diminuir a epilepsia farmaco-resistente (RAVIZZA
et al., 2014). Assim, é de grande interesse 0 desenvolvimento de terapias efetivas
para esses individuos refratdrios tendo-se em vista que o0s farmacos

anticonvulsivantes disponiveis sdo principalmente sintomaticos, atuam diminuindo
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a frequéncia das convulsbes, mas nédo afetam a patologia subjacente ou a
progresséao da epilepsia (ROGAWSKI et al., 2004).

1.8 Dexametasona

Uma possivel abordagem terapéutica a ser utilizada no tratamento de
pessoas com epilepsia € a dexametasona (Figura 5) que € um potente
glicocorticoide sintético com acdo que se assemelha com hormonios esteroides,
conseguindo atuar como anti-inflamatoério e imunossupressor (SCHIMMER et al,
2001).

Figura 5: Estrutura quimica de dexametasona. Fonte: Kronenberg at al, 2010

A sua eficacia e o seu perfil adverso ja foram relatados em estudos para
tratamento de criancas com epilepsia refrataria. Haberlandt e colaboradores
(2010) realizaram um estudo comparativo entre o uso de hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) (15-20 IU/dia) e o uso da dexametasona (0,2 mg/kg)
em 28 pacientes com diversas sindromes epilépticas intrataveis, como a sindrome
de West, sindrome Lennox-Gastaut e padrédo de ponta-onda continua durante o
sono. Destes pacientes, 14 foram tratados com ACTH (15-20 IU/dia) durante 1989
a 2001 e os outros 14 foram tratados com dexametasona (0,2 mg/kg) durante
2003 a 2006. Dos pacientes tratados com dexametasona, 4 deles se tornaram
livres de convulsdes, 1 exibiu diminuicdo da frequéncia de convulsdes e 2 exibiram
melhoras de acordo com os resultados do eletroencefalograma. Com esses

resultados, eles concluiram que o uso da terapia com dexametasona € um
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tratamento alternativo efetivo ao ACTH, mas necessitaria ser investigado com um
grupo maior de pacientes (HABERLANDT et al., 2010).

Em 2011, Marchi e colaboradores avaliaram a eficiéncia da utilizacdo da
dexametasona em pacientes afetados por convulsfes epilépticas resistentes a
farmacos. Neste estudo, 43 pacientes foram avaliadas (24 mulheres e 19
homens), em que a primeira convulséo foi presenciada antes dos 13 anos de
idade, e o periodo de tratamento com dexametasona variou de 6,4 + 5,2 anos. Em
15 pacientes foi possivel observar uma diminui¢do significativa da ocorréncia de
convulsdes (MARCHI et al., 2011).

Chen e colaboradores (2015) utilizaram a dexametasona (0,15 mg/kg/dia)
em 15 pacientes, entre 4 a 12 anos, com epilepsia refrataria padrdo de ponta-onda
continua durante o sono durante 2007 a 2015. Destes, 7 mostraram respostas
iniciais, baseadas nas avaliacfes clinicas e no eletroencefalograma, depois de 4
semanas de tratamento. Com esses resultados, eles concluiram que o tratamento
oral continuo com a dexametasona € uma terapia eficaz e toleravel, devendo ser
utilizada como uma opc¢éo de tratamento para padrdo de ponta-onda continua
durante o sono (CHEN et al., 2015).

Desta forma, tendo-se em vista o0s resultados promissores da
dexametasona no tratamento da epilepsia farmaco-resistente, torna-se importante
avaliar o efeito deste farmaco em relacdo a parametros oxidativos, sabidamente
envolvidos na etiologia das crises convulsivas, avaliando uma possivel atividade

antioxidante.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar parametros de estresse oxidativo em animais tratados com
dexametasona e submetidos ao modelo de abrasamento (kindling) induzido por
pentilenotetrazol (PTZ).

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Investigar a peroxidacdo lipidica, conteado de sulfidrilas, atividade das
enzimas superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase em amostras de
estruturas cerebrais (cortex e hipocampo) de animais tratados com dexametasona
e submetidos ao modelo de abrasamento (kindling) induzido por pentilenotetrazol
(PTZ).
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3. JUSTIFICATIVA

De acordo com o a Organizacdo Mundial da Saude, 50 milhdes de pessoas
no mundo possuem epilepsia tornando-a uma das doengas neuroldgicas mais
comuns. No Brasil, esta doenga afeta pelo menos 1,8% da populagdo. O principal
tratamento baseia-se no uso de farmacos anticonvulsivantes, mas 30% dos
pacientes ndo respondem a esses medicamentos.

A epilepsia esta diretamente envolvida com a inflamacgdo neuronal, que
ocorre pela liberacdo de mediadores celulares, e através de respostas oxidativas,
resultantes de danos teciduais ou contra ameacas patogénicas que induzem a
inflamacdo. Além disso, ainda ndo se sabe se 0 estresse oxidativo atua na
epilepsia como causa ou consequéncia de processos epileptogénicos, mas
diversos estudos acreditam gque um aumento na geracao de radicais livres pode
levar a convulsGes prolongadas. Assim, 0 estresse oxidativo é considerado um
dos mecanismos citotoxicos fundamentais envolvido na patogénese de doencas
neurodegenerativas, isso porque 0s neurdnios sao altamente vulneraveis aos
efeitos destrutivos das espécies reativas de oxigénio. Desta forma, o
conhecimento de novas abordagens terapéuticas anticonvulsivantes que atenuem
0 estresse oxidativo e, por consequéncia, as crises convulsivas, é de grande

interesse para o tratamento da epilepsia principalmente nos pacientes refratarios.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e tratamento

Foram utilizados 50 ratos Wistar machos com trés meses de idade foram
utilizados nesse estudo. Os animais foram manipulados em condi¢des
laboratoriais padréo consistindo de um ciclo 12h claro e 12h escuro e temperatura
fixa (22-24°C), com acesso livre a comida e agua. Foram divididos em 5 grupos
experimentais (n= 9-10 animais por grupo) que foram tratados durante um
periodo de 14 dias em dias alternados sendo o grupo 1 e grupo 2 como sendo 0s
controles, em que o grupo 1 recebeu salina e o grupo 2 recebeu diazepam (2
mg/Kg), um farmaco anticonvulsivante que usualmente é um dos primeiros a ser
usado em pacientes com epilepsia. Os grupos 3, 4 e 5 foram tratados com o
farmaco dexametasona, farmaco anti-inflamatorio esteroidal, em diferentes

concentracodes (1, 2 e 4 mg/Kg, respectivamente).

4.2 Avaliacdo da Atividade Anticonvulsivante

O modelo de abrasamento (kindling), considerado um modelo crénico de
epilepsia, foi utilizado (GODDARD, 1967). Neste modelo, os animais receberam as
mesmas doses descritas dos tratamentos durante 14 dias e, em dias alternados,
também receberam doses subconvulsivantes de PTZ intraperitonealmente (30
mg/Kg) (Figura 6). O PTZ foi injetado 30 minutos apds a administracdo dos
tratamentos. Nestes grupos, os animais foram observados por 30 minutos e a
severidade da convulsdo foi graduada de acordo com a escala adaptada por
Racine (RACINE, 1972) (Tabela 1). O tempo e a laténcia de convulsdo, bem como

a mortalidade foram registrados.
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Figura 6: llustracdo do esquema de administracéo do pentilenotetrazol

Tabela 1: Escala de Racine para avaliar a intensidade de respostas motoras de animais induzidos
ao kindling

ESCALA DE RACINE (1972)

Grau Alteracio comportamental

0 Imobilidade

Automatismos faciais
Mioclonias de cabeca e pescoco
Clonias de patas anteriores
Clonias de patas posteriores
Elevacio e queda

L | e [ | bl |

4.3 Avaliagéo da Atividade Antioxidante

Apés o término da avaliagdo anticonvulsivante, os animais foram
sacrificados por decapitacdo e houve a retirada das estruturas cerebrais (cortex,
hipocampo) para a avaliacdo da atividade antioxidante nos grupos controle e
tratados. As amostras foram armazenadas em freezer —80°C até a realizacdo dos
ensaios. Nao foi possivel a utilizagdo de sedativos antes do sacrificio, pois 0s
mesmos interferem nos parametros que foram investigados.

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada através dos testes de

peroxidacdo lipidica, grupamentos sulfidrilas, atividade das enzimas superéxido
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dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Nessas avaliagdes, foram utilizados

de 5 a 8 animais por grupo.

4.3.1 Dano oxidativo

O dano lipidico foi determinado pelo método baseado nas substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) durante uma reacdo de aguecimento
acido, a qual é amplamente usada como um método sensivel para medir
peroxidacao lipidica, descrito por WILLS (1966). Os resultados sdo expressos em
nmol de TBARS/ mg de proteina.

O conteudo de grupamentos sulfidrilas, uma medida de defesa celular ndo
enzimatica, foi determinado através da sua reducdo com DTNB produzindo um
composto corado, lido espectrofotometricamente a 412 nm (ASKENOV E
MARKESBERY, 2001).

4.3.2 Proteinas totais

A determinacdo das proteinas totais foi realizada pelo método de Lowry

(1951), como proposto por WU (1922), e os valores foram expressos em mg/mL.

4.3.3 Atividade Superéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi medida
espectrofotometricamente, em todas as amostras, segundo descrito por
BANNISTER E CALABRESE (1987). A SOD pode ser medida de forma indireta,
seguindo a diminuicdo de absorbéncia da adrenalina oxidada a 480 nm. Os
resultados foram expressos em U SOD/mg de proteina. Uma unidade é definida
como a quantidade de enzima que inibe a velocidade da formacao de adenocromo
em 50% (BANNISTER & CALABRESE, 1987).
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4.3.4 Atividade da Catalase (CAT)

O método de medida para a atividade da catalase (CAT) foi o descrito por
AEBI (1984), em que a enzima catalisa a decomposicdo do peroxido de
hidrogénio em H,O e O,. A velocidade de decomposicdo da H,O, foi medida
espectrofotometricamente a 230nm, durante 180 segundos. Os resultados foram

expressos em mmol H,O,/mg de proteina/minuto.

4.3.5 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPX)

A atividade da Glutationa Peroxidase (GPX) foi descrita por PAGLIA (1967),
em que a medida ocorre através das mudancas na absorbancia de NADPH em
340 nm. Os resultados foram expressos em nmol NADPH/mg de proteina/minuto.

4.4 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados como média e erro padrao. Apés a definicdo
dos subgrupos, foi realizada a analise estatistica utilizando a Andlise de Variancia
(ANOVA) seguido pelo teste pos hoc Tukey. Foram considerados estatisticamente
significativos os resultados com p<0,05. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se um banco de dados que foi montado no pacote estatistico
SPSS verséao 17.

4.5 Considerag0es éticas

Atendendo a Lei N° 11.794/ 2008, capitulo IV, art.14, 8 40, 0 numero de
animais a serem utilizados para a execugao de um projeto e o tempo de duragao
de cada experimento foram o minimo indispensavel para produzir o resultado
conclusivo, poupando-se, ao maximo, o animal de sofrimento. Procedimentos
éticos para o cuidado e uso dos animais foram adotados de acordo com as

regulamentacdes publicadas pela Sociedade Brasileira para Neurociéncia e
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Comportamento (SBNec). O presente estudo integra um projeto maior chamado
‘Influéncia da inflamacéo sobre o processo epileptogénico” que foi aprovado pela
Comisséo de pesquisa de Ciéncias da Saide e Comité de Etica no uso de animais
da UFRGS em 18/12/2012.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A epilepsia € uma desordem cronica caracterizada por convulsdes
recorrentes, as quais podem ocasionar em um aumento na geracao de conteudos
reativos a oxigénio no cérebro. Diversas evidéncias experimentais, tanto em
humanos quanto em animais, mostram a relacdo entre epilepsia e estresse
oxidativo (MARTINC et al., 2014; YUKSEL et al., 2000). Apesar da falta de
evidéncias se 0 estresse oxidativo € uma causa ou consequéncia dessa patologia,
acredita-se que um aumento na geracdo de radicais livres possa levar a
convulsdes prolongadas que poderiam resultar em disfungcdo mitocondrial em
diversos tecidos cerebrais que procedem a morte celular neuronal e causam
subsequente epileptogénese (CHEN et al., 2010). Desta forma, o conhecimento de
possiveis novos farmacos anticonvulsivantes que atenuem o estresse oxidativo e,
por consequéncia, as crises convulsivas, € de grande interesse para o tratamento
da epilepsia.

A administracdo repetitiva de PTZ (20 mg/Kg) em dias alternados (por 14
dias) resultou em kindling, dois dias consecutivos em que 0s animais do grupo
salina atingiram a escala 4 de Racine, como indicado pelo grafico que demonstra
a severidade das convulsbes desenvolvidas de acordo com a escala de Racine
(Figura 7).

Os animais tratados com salina evoluiram para crises convulsivas mais
complexas, caracteristicas da escala 4 de Racine. Nos grupos tratados com as
diferentes doses de dexametasona, observou-se uma severidade menor, de
acordo com a referida escala, quando comparado ao grupo controle negativo
(salina) (ANOVA de medidas repetidas, *p<0,001). N&o houve diferenca
significativa dos grupos tratados com dexametasona em relacdo ao grupo tratado
com diazepam, controle positivo (p>0,05). Ressalta-se que nenhum dos animais
dos grupos tratados com diazepam e dexametasona, nas diferentes doses,
evoluiram para a escala 4 de Racine.

Além disso, ndo se observou mortalidade entre os grupos tratados.
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Figura 7: Efeito da dexametasona no desenvolvimento de kindling induzido por PTZ. Resultados
sdo expressos como média (n=10 animais por grupo). *p<0,001, diferente do grupo controle salina
(ANOVA de medidas repetidas).

O cérebro é suscetivel ao estresse oxidativo pelo seu alto conteudo lipidico
e metabolismo oxidativo. Convulsdes continuas induzem o aumento de espécies
reativas a oxigénio (ERO) nesse 6rgao (MENON et al., 2014).

A andlise da formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) é o principal método para quantificar os produtos finais de peroxidacdo
lipidica, que € a oxidacdo do radical livre de &cidos graxos poli-insaturados nos
sistemas biolégicos. E utilizada para medir o estresse oxidativo de tecidos e
células, acarretando em alteracbes na estrutura e na permeabilidade das
membranas celulares, consequentemente comprometendo todo o metabolismo
celular (SCOCCIA et al.,, 2001). Todas as organelas podem sofrer alteracdes
guando interagem como as ERO, porém a membrana celular é a estrutura que, se
atingida, desencadeia um problema significativo a ceélula, pois resulta na
peroxidacdo lipidica. Quando a peroxidagcdo lipidica acontece, ha perda da
seletividade na troca ibnica e liberacdo do conteudo de organelas, como as
enzimas hidroliticas dos lisossomos, e formacao de produtos citotoxicos, como por
exemplo, o malondialdeido (MDA), resultando em morte celular (FERREIRA et al.,

1997). A dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS),
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introduzido por Buege e Aust (1978), avalia o dano celular pelo estresse oxidativo
através da quantificacdo do MDA produzido pela peroxidagéo lipidica, sob um fator
oxidante especifico, de um determinado tecido. O aumento de MDA pode também
estar relacionado com a ativacao de defesas antioxidantes no tecido cerebral para
proteger os mesmos contra dano oxidativo induzido pelo tratamento (TEJADA et
al., 2006).

Neste trabalho, observou-se que os niveis de peroxidacdo lipidica, no
cortex, dos animais tratados com dexametasona 4 mg/kg estavam
significativamente elevados comparado aos animais tratados com diazepam,

dexametasona 1 mg/kg e 2 mg/kg (Figura 8).
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Figura 8: Efeito da dexametasona sobre a peroxidagdo lipidica no cortex. Os dados estao
representados como média + erro padrdo (n=5-8 por grupo) *°p<0.05 comparado ao grupo
Diazepam, p<0.05 comparado grupo Dexa 1 mg/Kg, $p<0.05 comparado ao grupo Dexa 2 mg/Kg
(ANOVA seguida de pés-hoc de Tukey).

Resultado similar foi observado no hipocampo (Figura 9) s6 que nesse tecido os
niveis de peroxidacao lipidica em animais tratados com dexametasona 4 mg/Kg
estavam significativamente elevados comparados aos animais tratados com
dexametasona 2 mg/kg. Indicando que, o tratamento com a maior concentracao
de dexametasona levou a um aumento no conteudo de MDA, e

consequentemente a uma maior peroxidacao lipidica nessas estruturas.
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Figura 9: Efeito da dexametasona sobre a peroxidacéo lipidica no hipocampo. Os dados estéo
representados como média + erro padrdo (n=5-8 por grupo) ($p<0.05 comparado ao grupo Dexa 4

mg/Kg; ANOVA seguida de pés-hoc de Tukey).

O resultado esperado seria um nivel maior de TBARS no grupo tratado
somente com salina e PTZ comparado aos animais tratados com os farmacos.
Diversos estudos mostram que em grupos tratados com farmacos
anticonvulsivantes ou com compostos naturais, capazes de reduzir atividades
convulsivantes, ocorre uma reducao significativa da atividade de TBARS em
relacdo aos controles, esses apresentando niveis altos (GOLECCHA et al., 2014;
SAHA e CHARKRABARTI, 2014; ZHEN et al., RODRIGUES et al., 2012; MEHLA
et al., 2010).

Em outros estudos, em que foi utilizado o PTZ agudamente ou para o
desenvolvimento de kindling, houve um aumento no contetdo de MDA nesses
grupos comparados ao grupo controle (EL-ABHAR et al., 2003; PATSOUKIS et al.,
2004a, PATSOUKIS et al., 2004b) demonstrando que administracdo de PTZ
induziu um aumento na peroxidacédo lipidica. Porém, cabe ressaltar que, nestes
estudos, as doses de PTZ utilizadas foram superiores a utilizada no presente
trabalho.

Arora et al. (2010) avaliaram os efeitos da carbamazepina (CBZ) e da
lamotrigina (LTG) na resposta ao estresse oxidativo em ratos durante

epileptogénese quimica. Os ratos foram divididos em 6 grupos: controle (normal),
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PTZ, PTZ + CBZ, PTZ + LTG, CBZ e LTG. Os autores observaram um aumento
significativo no conteddo de MDA nos grupos PTZ, PTZ + CBZ e PTZ + LTG
comparado ao grupo controle e uma diminui¢do significativa no grupo PTZ + LTG
comparado ao grupo PTZ. Estes resultados indicam que mesmo com o tratamento
com anticonvulsivantes foi possivel observar um aumento significativo no
contetudo de MDA, comparado ao grupo controle (ARORA et al., 2010).

Menon et al. (2012) realizaram um estudo avaliando o conteudo de MDA
em pacientes com epilepsia sem tratamento e sob o uso de farmacos
anticonvulsivantes comparando-os a um grupo controle. Ambos os grupos de
pacientes apresentavam niveis significativamente elevados de MDA comparados
ao grupo controle, mas nao foi possivel observar diferenca entre os dois grupos de
pacientes. Os autores concluiram que o uso de farmacos anticonvulsivantes néo
influenciou em marcadores oxidativos e sugeriram que a presenca de estresse
oxidativo seria induzida pela ocorréncia de convulsées (MENON et al., 2012).

A presenca de sistemas antioxidantes no cérebro consegue prevenir danos
causados por radicais livres e também desempenham um papel importante na
progressédo da doenca no corpo (MENON et al., 2014).

Os grupamentos sulfidrila sGo compostos que possuem grande importancia
no sistema antioxidante por oferecerem suas ligacées (-SH) a glutationa (GSH),
auxiliando na atenuacdo das respostas de estresse oxidativo ao induzir a
eliminacdo de radicais livres. No processo inflamatério, EROs sao geradas e
iniciam uma reacdo em cadeia que culmina na peroxidacdo lipidica e morte
celular. Os compostos sulfidrila ligam-se aos radicais livres formados durante este
processo ou em radicais produzidos apds exposicdo a agentes nocivos. Os
grupamentos sulfidrilas refletem o dano oxidativo a proteinas, e sua possivel
reducdo indicaria a ocorréncia de dano oxidativo no tecido cerebral. Além de
refletir dano as proteinas, a diminuicdo de grupamentos sulfidrilas também reflete
diminuicdo de defesa antioxidante ndo-enzimética, que reagem diretamente com
as espécies reativas e assim conseguem prevenir a propagacdo de reacdes em
cadeia (ANTUNES e MACEDO, 2011; FEITOSA, 2012).

Neste estudo, o conteudo de grupamentos sulfidrilas né&o apresentou

diferenca significativa entre os grupos tratados tanto no cértex quanto no
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hipocampo (Figuras 10 e 11). Esse resultado indica que ndo houve dano oxidativo
a proteinas celulares causado pela administracdo de PTZ e pela dexametasona.
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Figura 10: Niveis de sulfidrilas no cortex de ratos administrados com dexametasona, Os dados
estdo representados como média + erro padrdo. (n=5-8 por grupo). N&o houve diferenca

significativa entre os grupos (p>0,05; ANOVA seguida de Tukey).
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Figura 11: Niveis de sulfidrilas no hipocampo de ratos administrados com dexametasona, Os
dados estéo representados como média + erro padrdo. (n=5-8 por grupo). N&o houve diferenca

significativa entre os grupos (p>0,05; ANOVA seguida de Tukey).
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A formacgdo dos EROs se d& primeiramente pelo radical superoxido (O.),
que pode ser dismutado em perdxido de hidrogénio (H.O,) através da acéo
catalitica da enzima superéxido dismutase (SOD). A SOD é a enzima mais
abundante e a quinta proteina mais abundante no organismo, mostrando a sua
importancia (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2009).

No cértex, ndo foi possivel observar diferenca significativa na atividade da

enzima antioxidante superoxido dismutase entre os diferentes grupos (Figura 12).
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Figura 12: Efeito do tratamento com dexametasona sobre a atividade da enzima superdxido
dismutase no cértex. Os dados estéo representados como média + erro padréo. (n=5-8 por grupo).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos (p>0,05; ANOVA seguida de Tukey).

Erakovic et al., (2003) ndo observaram alteracdo dos niveis de SOD no
cortex comparando animais controles e animais que haviam sofrido kindling.
Concluiram que essa inalteracdo de SOD poderia ser devida a uma regulagéo
elevada tanto da enzima SOD quanto da enzima responsavel pela degradacao
desta, essa produzida pelo estresse oxidativo (ERAKOVIC et al., 2003).

Dentre as enzimas antioxidantes, acredita-se que, no hipocampo, a
principal é a SOD, ja que essa area cerebral contém grande quantidade de zinco e
cobre (FERREIRA et al., 2012).

No presente trabalho, observou-se, no hipocampo, que a atividade da
superéxido dismutase apresentou-se significativamente diminuida nos animais

tratados com dexametasona 1 mg/kg comparado aos animais tratados com salina
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e dexametasona 4 mg/kg (Figura 13). Foi possivel observar uma tendéncia de
aumento da atividade da SOD em relacdo ao aumento da concentracdo da

dexametasona, embora sem significado estatistico (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do tratamento com dexametasona sobre a atividade da enzima superéxido
dismutase no hipocampo. Os dados estdo representados como média + erro padrdo. (n=5-8 por
grupo).  (*p<0.05 comparado ao grupo salina, * p<0.05 comparado ao grupo Dexa 4 mg/Kg;

ANOVA seguida de pés-hoc Tukey).

Em outros estudos, contrariamente ao observado neste, foi possivel
observar que ao utilizar compostos, com potencial anticonvulsivante, houve um
aumento significativo da SOD comparado ao grupo s6 administrado com PTZ
(GOLECCHA et al., 2014; SAHA e CHARKRABARTI, 2014; ZHEN et al. 2014,
RODRIGUES et al., 2012; MEHLA et al., 2010).

El-Abhar et al. (2003) utilizaram taurina e nifedipina para avaliar suas acoes
modulatérias sobre radicais livres. Observaram uma diminuicdo de SOD no grupo
kindling PTZ, mas nos grupos tratados com taurina (100 mg/kg i.p) e nifedipina (30
mg/kg, i.p) foi possivel observar um aumento nos niveis desta enzima (EL-ABHAR
et al., 2003).

A enzima catalase (CAT) é responsavel pela reducdo das moléculas de

H,O,. E uma das principais enzimas antioxidantes e esta estrategicamente
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localizada, em altas concentracdes, nos peroxissomas, onde se localizam as
enzimas produtoras de H,O,, podendo exercer sua fungédo antes da difuséo deste
substrato para as demais células. Também é encontrada, mas em baixas
concentracdes, na mitocondria. E responsavel pela detoxificacdo de outros
substratos, como fendis e alcoodis, e é capaz de decompor milhares de H,O, por
minuto, sendo considerado um dos catalisadores mais ativos produzidos pela
natureza (SCANDALIOS, 2005).

No cortex, foi observado uma diminuicdo significativa da atividade da
enzima antioxidante catalase nos grupos tratados com dexametasona 1 e 2 mg/kg
comparados ao grupo salina (Figura 14). Indicando que a utilizacdo da
dexametasona em baixa concentracdo ndo induziu um aumento dessa enzima
como poderia ser esperado. No entanto, foi possivel observar um aumento
gradativo, mas n&o estatisticamente significativo, da atividade da catalase nos
grupos tratados com doses crescentes de dexametasona.
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Figura 14: Efeito do tratamento com dexametasona sobre a atividade da enzima catalase no
cortex. Os dados estdo representados como média + erro padrdo. (n=5-8 por grupo). (* p<0.05

comparado ao grupo salina; ANOVA seguida de p6s-hoc Tukey).

Ja no hipocampo, nédo foi observada diferenca significativa entre os

diferentes tratamentos (Figura 15).
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Figura 15: Efeito do tratamento com dexametasona sobre a atividade da enzima catalase no
hipocampo. Os dados estdo representados como média + erro padrdo. (n=5-8 por grupo). Nao

houve diferenca significativa entre os grupos (p>0,05; ANOVA seguida de Tukey).

Menon et al (2014) observaram que os niveis de CAT, em pacientes com
epilepsia, eram significantemente reduzidos comparados ao grupo controle
(MENON et al., 2014). Ja no estudo de Saha et al. (2014), avaliou-se o pré-
tratamento com resveratrol, um polifenol encontrado nas semestres de uva, e
observou-se que a atividade da catalase foi significantemente reduzida em ratos
tratados com PTZ em comparacdo aos animais controles. Além disso, houve um
aumento significativo da atividade da enzima quando os animais foram pré-
tratados com resveratrol (SAHA et al., 2014).

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) depende da manutencé&o do
ciclo redox da glutationa, por meio do controle da relacao entre glutationa reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG). GPx nao é somente importante em desintoxicar H,O,,
mas também participa na detoxificacdo de hidroperoxidos lipidicos usando a
glutationa. A alta atividade e expressdo de GPx, depois de tratamento com
convulsivantes, pode indicar uma possivel inducdo de GPx para reparar
hidroperoxidacéo lipidica nas membranas do cortex (ISKUSNYKH et al., 2013).

No cortex, observou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa em
animais tratados com dexametasona 2 mg/kg em relagéo a todos os outros grupos
(Figural6).
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Figura 16: Efeito do tratamento com dexametasona sobre a atividade da enzima glutationa
peroxidase no cortex. Os dados estdo representados como média + erro padrdo. (n=5-8 por grupo).
* p<0.05 comparado ao grupo salina, ® p<0.05 comparado ao grupo diazepam. ¢ p<0.05
comparado ao grupo Dexa 1 mg/Kg, *p<0.05 comparado ao grupo Dexa 4 mg/Kg. (ANOVA seguida
de Tukey).

No hipocampo, foi observada uma diminui¢ao significativa da enzima GPx
nos animais tratados com dexametasona 1 mg/kg comparado ao grupo salina.
Observou-se um discreto aumento, ndo estatisticamente significativo, da atividade

da GPx em relacdo ao aumento da concentragdo de dexametasona (Figura 17).
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Figura 17: Efeito do tratamento com dexametasona sobre a atividade da enzima glutationa
peroxidase no hipocampo. Os dados estdo representados como média * erro padrdo. (n=5-8 por

grupo). # p< 0.05 comparado ao grupo salina ( ANOVA seguida de Tukey).

Erakovic et al. (2003) observaram uma diminuigao da atividade de GPx em
grupos submetidos ao kindling induzido por PTZ no cértex e no hipocampo de
ratos sugerindo que essa deficiéncia de GPx provoca um aumento na peroxidacao
lipidica (ERAKOQOVIC et al., 2003).

A avaliacdo de parametros de estresse oxidativo em animais tratados com
dexametasona e submetidos ao kindling pelo pentilenotetrazol mostrou que 0 uso
da dexametasona, farmaco anti-inflamatério esteroidal, em trés diferentes
concentracfes induziu crises convulsivas menos severas, demonstrando efeito
antiepileptogénico. No entanto, na analise dos parametros de estresse oxidativo e
antioxidantes, observou-se, de uma forma geral, que a dexametasona nao
demonstrou apresentar efeito antioxidante protetor.

A inclusédo de um grupo controle basal, que nao receberia PTZ, poderia ter
auxiliado na interpretacdo dos resultados obtidos, pois permitiria uma melhor
comparacao do efeito do convulsivante e dos tratamentos utilizados sobre os
parametros avaliados. Além disso, a maioria dos estudos que demonstra o papel
do PTZ na inducdo do estresse oxidativo, utilizou doses superiores a que foi

utilizada no presente estudo (20 mg/Kg).
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Dados de nosso laboratério (ndo publicados) demonstraram que os animais
tratados com a dexametasona apresentaram niveis menores de TNF-alfa
comparados ao grupo salina no soro, hipocampo e cortex e também diminuicédo
nos niveis de IL-1beta no hipocampo (*p<0,05, ANOVA univariada; pos hoc
Tukey). Assim, pode-se supor que o efeito anticonvulsivante da dexametasona
observado, deve-se muito provavelmente a mecanismos anti-inflamatoérios, mas
nao antioxidantes.

Desta forma, novos estudos sdo necessarios para melhor elucidar os

resultados do presente estudo.
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6. CONCLUSOES

- A administracdo de dexametasona, farmaco anti-inflamatorio esteroidal, em trés
diferentes doses demonstrou efeito antiepileptogénico em modelo animal de

convulsao induzido pelo PTZ.

- Observou-se um aumento significativo nos niveis peroxidacgao lipidica no grupo
tratado com dexametasona 4 mg/kg no cortex, comparado aos grupos diazepam,
dexametasona 1 e 2 mg/kg, e no hipocampo, comparado ao grupo dexametasona

2 mg/kg.

- Nao houve diferenca significativa no conteddo de grupamentos sulfidrilas entre

0Ss grupos tratados tanto no cértex quanto no hipocampo;

- No cértex, ndo houve diferenca significativa dos niveis da enzima antioxidante
superéxido dismutase entre os grupos tratados. No hipocampo, houve uma
diminuicao significativa no grupo tratado com dexametasona 1 mg/kg comparado

ao grupo salina e dexametasona 4 mg/kg.

- A atividade da enzima antioxidante catalase, no cértex, apresentou-se
significativamente reduzida nos grupos dexametasona 1 e 2 mg/kg comparado ao
grupo salina. No hipocampo, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
tratados;

- No cértex, houve uma diminuicdo significativa do nivel da enzima antioxidante
glutationa peroxidase no grupo tratado com dexametasona 2 mg/kg comparado a
todos os outros grupos. E no hipocampo, se observou uma diminuic¢ao significativa

no grupo dexametasona 1 mg/kg em relacéo ao grupo salina.

- A dexametasona ndo apresentou efeito antioxidante no modelo de convulséo

utilizado neste estudo.
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7. PERSPECTIVAS

Como perspectiva do trabalho pretende-se:

Incluir de um grupo controle que nao recebera nenhum farmaco (naive).

Avaliar parametros de estresse oxidativo no soro de animais tratados com

dexametasona e submetidos ao kindling por PTZ.

Avaliar parametros de estresse oxidativo em animais submetidos ao modelo

agudo do PTZ e tratados com dexametasona.

Realizar um estudo comparativo da expressdao de citocinas pro-
inflamatorias e de parametros de estresse oxidativo de animais tratados

com dexametasona e submetidos ao kindling por PTZ.

Realizar uma analise dos fatores de transcricdo NF-kB e Nrf2, com intuito
de verificar alteracbes desses fatores nos animais tratados com

dexametasona e submetidos ao kindling por PTZ.
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