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RESUMO

Objetivos: Estudar o processo de epileptogénese, utilizando o modelo de epilepsia
mesial temporal, induzido pela pilocarpina em ratos, avaliando os efeitos da
carbamazepina (CBZ) e do valproato (VPA), administrados durante o periodo
silencioso do modelo, e estudar o efeito agudo do L-deprenil sobre a indugdo de crises
pela pilocarpina, no periodo agndo do modelo.

Material e Método: Ratos Wistar, adultos, machos, foram submetidos ao estado de
mal epiléptico (EME) induzido pela pilocarpina (360 mg/Kg, i.p.). No primeiro estudo,
aproximadamente 24 horas apos o inicio do EME, 3 grupos de animais foram tratados,
respectivamente, com solugdo salina (SAL), CBZ ou VPA, por um periodo de 56 dias,
sendo monitorizados por mais 56 dias, para a observagdo de crises espontaneas.
Finalizada a observagdo os animais foram sacrificados e seus cérebros processados
para analise histolégica da formagdo hipocampal. No segundo estudo, 4 grupos de
animais, foram pré-tratados, 1 hora antes da indug@o do EME, com SAL ou L-deprenil
5, 10 ou 20 mg/kg, i.p., sendo posteriormente observados por 10h, para a detecgdo de
crises convulsivas.

Resultados: A CBZ e o VPA reduziram a freqiiéncia total de crises, o nimero ¢ a
duragio das crises durante o tratamento, € minimizaram o padrdo de lesdo da formagao
hipocampal. No grupo SAL houve uma redugdo do numero e da duragdo das crises
pos-tratamento. O VPA reduziu a incidéncia de crise. O L-deprenil, na dose de 5
mg/kg, reduziu a incidéncia de crise, 0 nimero de crises, impediu a expressdo de
crises tonicas e reduziu a mortalidade. Na dose de 10 mg/kg, houve um aumento da
laténcia para o EME.

Conclusio: A CBZ e o VPA nio impediram o desenvolvimento da epileptogénese,
mas minimizaram sua expressio. O L-deprenil, na dose de 5 mg/kg apresentou efeito

-anticonvulsivante.



ABSTRACT

Aim: This study was aimed to address the epileptogenesis by investigating the effects
of carbamazepine (CBZ) and valproate (VPA) treatment during the silent period of the
pilocarpine model of epilepsy, and the effects of L-deprenil pretreatment in the acute
period of this model.

nathods: Adult male Wistar rats were submitted to status epilepticus (SE) induced by
pilocarpine (360 mg.kg", i.p.) 24 h after SE. Three animal groups were treated with
saline, CBZ or VPA during 56 days and their behaviour were monitored for up 60
days. At the end of the experiments, histological analysis of the hippocampal formation
was performed. In an another experiment, 4 groups were pretreated with saline or L-
deprenil 5, 10 or 20 mg.kg”, i.p., 1 h prior to pilocarpine administration and the
animals were observed for spontaneous seizures.

Results: CBZ and VPA reduced the seizures frequency and duration and the
hippocampal formation damage. The saline group showed a decrease in the number
and duration of the seizures during treatment compared with post-treatment period in
the same group. Moreover, VPA reduced seizures incidence. L-deprenil 5 mg kg
reduced incidence and number of seizures, frequency of tonic seizures and mortality.
At the dose of 10 mg.kg” there was also an increase in the latency for the SE.
Conclusion: CBZ and VPA treatment did not abort the epileptogenesis, but minimised
the expression of seizures and hippocampal formation damage. L-deprenil 5 mg kg’

showed an anticonvulsant effect against pilocarpine-induced seizures.



1. INTRODUCAO

A epilepsia ndo ¢ um disturbio unico, compreende diferentes doengas e
sindromes que causam descargas excessivas, transitorias e recorrentes das células
nervosas, determinando disfungdes temporarias de uma pequena parte do cérebro ou

. . . . e . 1.2
de areas mais extensas, envolvendo os dois hemisférios cerebrais .

Embora a epilepsia seja um dos distirbio neurolégico mais comum, inimeros
obstaculos impedem que se possa conhecer a verdadeira situagdo epidemiologica
deste problema. A taxa de prevaléncia da epilepsia situa-se entre 3 a 9 por 1000
habitantes?. Diversos fatores sdo responsaveis por esta variagdo, tais como, 0s
métodos de determinagdo dos casos, a distribuigdo da faixa etaria estudada e a
propria caracterizagdo do distirbio epiléptico. Um estudo neuroepidemiologico de
epilepsia infantil, no municipio de Okayama, no Japdo, estimou a taxa de incidéncia
anual de epilepsia em 145 por 100.000 habitantes abaixo de 10 anos de idade.
Quanto a taxa de incidéncia anual, a maior foi de 378,9 por 100.000 habitantes no
primeiro ano de vida e a mais baixa foi de 65,1 por 100.000 habitantes, aos 9 anos
de vida. A prevaléncia nesta populagdo infantil foi de 8,2 por1000 habitantes 2
Um outro estudo epidemiolégico, realizado em Rochester, Minnesota (USA), no
periodo de 1940 a 1980, determinou a incidéncia anual média em 85 casos para
cada 100.000 habitantes, na faixa etaria entre 0 a 9 anos, contrastando com as taxas
de 45 por 100.000 habitantes para a populagido em geral. A prevaléncia na
populagdo foi de 6,8 casos por 1000 habitantes, enquanto que para a populagdo
entre 0 a 9 anos foi de 2,7 casos para 1000 habitantes’. Estes dados indicam que a
epilepsia é um problema maior na primeira infancia e que o diagndstico precoce, 0
tratamento adequado e, sobretudo, as medidas preventivas poderdo reduzir a

incidéncia desta condigdo.

Em 1981, a Comissdo para Classificagio ¢ Terminologia da Liga Internacional

contra Epilepsia (Commission on Classification and Terminology of the
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Internacional League Against Epilepsy. ILAE)*, propés uma classificagdo das crises
epilépticas com base na extensdo do comprometimento cerebral. Assim, temos as
crises generalizadas, que envolvem uma grande parte do cérebro com
comprometimento precoce da consciéncia, ( deste grupo também fazem as crises
mioclonicas conscientes) e as crises parciais, que se originam em uma parte do
cortex e podem estar ou ndo associadas a um comprometimento da consciéncia. As
crises parciais simples, caracterizadas pela preservagdo da consciéncia, podem se
manifestar com sinais e/ou com sintomas motores, sensitivos, autondémicos €
psiquicos. As crises parciais complexas, cuja caracteristica ¢ a alteragdo da
consciéncia, podem iniciar como crise parcial simples e evoluir com alteragao da

consciéncia ou manifestar-se por alteragdes da consciéncia desde o inicio.

Trés categorias maiores de epilepsia sdo reconhecidas: (1) as epilepsias
idiopaticas que sdo definidas pelas caracteristicas clinicas , eletrencefalograficas e
de tendéncia genética; (2) as epilepsias criptogencticas, onde se suspeita ser
sintomatica, mas, no entanto, a etiologia nao ¢ claramente determinada; (3) as
sintomaticas, que sio conseqiiéncia de uma patologia cerebral conhecida. A
epilepsia sintomatica pode comegar em qualquer fase da vida, pode também estar
relacionada a doenca focal ou difusa do sistema nervoso e esta freqiientemente
associada ao retardo mental. O eletrencefalograma interictal aparece geralmente
alterado. A resolugdo espontdnea das crises nao ¢ usual, podendo evoluir com um
aumento do niimero ¢ da duragdo das mesmas € com alteragdes anatomopatologicas

.. . AL e . 1
adicionais, como consequencia das crises recorrentes .

Em 1989, a Comissdo para a Classifica¢do ¢ Terminologia da ILAE’ definiu a
sindrome epiléptica como uma desordem epiléptica caracterizada por um grupo de
sinais e sintomas que incluem diferentes tipos de crises, que se diferenciam pela
etiologia, caracteristicas anatomicas, fatores precipitantes, idade de inicio,
severidade das crises, cronicidade, influéncia do ciclo circadiano e prognéstico. A
partir desta defini¢do foi elaborada a Classificagdo Internacional de Epilepsias e

Sindromes Epilépticas, estruturada em dois aspectos Dbasico: o primeiro,
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topografico, separando as epilepsias com crises generalizadas das epilepsias com
crises parciais ; o segundo, considerando a etiologia € 0 prognostico, distingue as

epilepsias sintomaticas das idiopaticas, e estas das criptogenéticas’.

Aproximadamente 40% das epilepsias do adulto sdo originarias do lobo
temporal, e compreendem trés sindromes: a sindrome da epilepsia temporal
neocortical, a sindrome da epilepsia temporal familiar e a sindrome da epilepsia
temporal mesial®. As crises que se originam na amigdala, no hipocampo € no giro
para-hipocampal formam um padrdo sindromico especifico. Este ¢ baseado na
semiologia ictal; nos achados eletrencefalograficos, neurorradiologicos e
patologicos; na resposta terapéutica € no prognéstico, configurando a epilepsia
temporal mesial"®. A semiologia ictal, nesta forma de epilepsia, tende a seguir uma
seqiiéncia de eventos relativamente fixa em 85 a 93% dos casos. Os pacientes
apresentam, no inicio, crises parciais simples com sintomatologia vegetativa,
caracterizadas mais freqiientemente por mal estar epigastrico ascendente, e/ou crises
parciais simples com sintomatologia psiquica (dismnésia e/ou medo sibito). Em
seguida, evoluem para reagdo de parada, com automatismo simples de padrdo
orolabial e alteragdes motoras contralaterais, tais como: postura distonica ou
paresia critica contralateral e automatismos ipsilaterais ao foco e finalmente,
automatismo mais complexo ou generalizagéo secundaria’. Em mais de 90% dos
pacientes, os eletrencefalogramas interictais apresentam espiculas e/ou ondas
agudas lateralizadas sobre a regido temporal anterior. Em aproximadamente 40%
dos pacientes ha descargas bitemporais em algum momento'. Tipicamente, a
epilepsia temporal mesial ocorre associada a esclerose hjpocampalg, porém, outros
tipos de lesdes estruturais como tumores, displasias corticais, hamartomas ¢
malformagdes vasculares, desde que localizados ou contiguos & regido temporal

. , 6
mesial, também podem provocar um quadro semelhante”.

A formagdo hipocampal (Fig.1) inclui quatro regides citoarquitetonicamente

distintas: o hipocampo, o giro dentado, o complexo subicular (subiculo, pré-
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subiculo e para-subiculo) e o cortex entorrinal. O hipocampo € dividido em 3 areas:
CA1l, CA2 e CA3 (CA ¢ a abreviagdo de Cornus Ammonis).g’10

aﬂ . Wl Oy € IR e
"‘4-»‘«" %‘; w,* T pete o TR

FIGURA 1 Fotomlcrograﬁa de um corte horizontal da fonnagao hipocampal de

um rato adulto, corado por violeta-de-cresil, retirada do Atlas Estereotaxico de
Paxinos e Watson (1998)"", representando o hipocampo (CA1, CA2 e CA3), o giro
dentado (GD), o complexo subicular [o subiculo (S), o pré-subiculo (PrS), o para-
subiculo (PaS)] e o cortex entorrinal (CE). cp = camada piramidal; co = camada
oriens; cr = camada radial; clm = camada lacunar-molecular; cl = camada lucida; cg
= camada granular; cpm = camada polimoérfica; cm = camada molecular. Baseado

em Amaral e Witter, 19951

A area CAl, adjacente ao subiculum, é uma das mais extensas e ¢ formada por
neurdnios piramidais pequenos e dispersos. A area CA2 ¢ uma zona distinta entre
CA1 e CA3, constituida por neurdnios piramidais ovais em grande quantidade. A
area CA3 estd localizada na curva do hipocampo, onde penetra no giro dentado,
sendo constituida por neurdnios piramidais ovais em menor quantidade do que em
CA2. Os neurdnios piramidais se dispdem de forma compacta numa camada
denominada camada piramidal (cp). Os dendritos basais dos neurdnios piramidais
formam a camada oriens (co), os segmentos proximais e distais das arborizagdes

dentriticas apicais formam, respectivamente, a camada radial (cr) e a camada



lacunar-molecular (clm). Apenas em CA3, logo abaixo da camada piramidal, existe

uma discreta zona acelular chamada camada lucida (cl).9'w (Fig.1)

O giro dentado (Fig.1) ¢ dividido em granular (cg), camada molecular (cm) €
polimérfica (cpm). A camada granular ¢ a principal, sendo composta por células
granulares e estando localizada mais profundamente em relagéo a camada
molecular, a qual ¢ ocupada por dentritos das células granulares, de varias c€lulas
polimérficas e das células em cesto. Estas localizam-se entre as células granulares e
a camada polimérfica. Sdo assim denominadas porque seus axonios formam plexos
pericelulares encestando o soma das células granulares. A camada mais profunda, a
polimérfica, composta por uma variedade de tipos neuronais (sendo as células

: . .. . . 9
musgosas as mais comuns) constitui o hilo do giro dentado.”"

A partir do cértex entorrinal (Fig. 2) origina-se a via perfurante, que se projeta
para as células granulares do giro dentado, sendo a principal aferéncia excitatoria
glutamatérgica para o hipocampo. Destas partem as fibras musgosas que fazem
sinapses com as células piramidais de CA3 e ramos colaterais que estabelecem
sinapses excitatorias com as células musgosas (interneurdnios glutamatérgicos) da
camada polimorfica. As células musgosas, por sua vez, excitam as células em cesto
(interneurdnios inibitérios gabérgicos), que mediam tanto a inibigdo da via
perfurante, quanto das células granulares. Ramos colaterais das células piramidais
de CA3 (colaterais de Schaffer) fazem sinapses com as células piramidais de CAl,
que enviam projegdes axonais de volta ao cortex entorrinal. Assim, forma-se um
circuito excitatério constituido por uma via trissinaptica (cortex entorrinal — giro
dentado — CA3 — CAl) e uma variedade de sistemas modulatorios extrinsecos €
intrinsecos. Um destes sistemas, formado pelas células em cesto, protege o
hipocampo de uma hiperexcitagdo da via trissinaptica decorrente da estimulagdo das

. ..9
fibras entorrinais.
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FIGURA 2 - Diagrama das principais conexoes intrinsecas da formagao

hipocampal. CE = cortex entorrinal; GD = giro dentado; CA3 e CAl = areas do
hipocampo; S = subiculo; PrS = pré-subiculo; PaS = para-subiculo. Adaptado de
Amaral e Witter, 1995.°

Como mencionado anteriormente, a epilepsia temporal mesial esta associada a
esclerose hipocampalé’g. A caracteristica da esclerose mesial hipocampal ¢ a
marcada perda neuronal no hilo do giro dentado (camada polimorfica) e dos
neurdnios piramidais em CAl e CA3, com relativa preservagdo das células
granulares e neurbnios piramidais de CA2%%!%2 Sabe-se que esta variagdo de
sensibilidade a lesdo no hipocampo, ndo somente na epilepsia, mas também em
outras condigdes patologicas, esta intimamente relacionada a expressdo diferencial
dos receptores glutamatérgicos excitatorios NMDA (N-metil-D-aspartato), em CAl,
e cainato, em CA3 e hilo do giro dentado'>'*!°. A ativagiio desses receptores
permite o influxo neuronal de grande quantidade de ions calcio, podendo alcangar
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concentragdes lesivas, que levam a degeneragao celular (ex1totox1c1dade).16']

Um estudo anatomopatologico de 300 casos, obtido a partir de um programa de
cirurgia para epilepsia, encontrou patologia do lobo temporal em 211 pacientes
(70.33%). Destes, 132 pacientes (62,56%) apresentavam esclerose mesial
hipocampal, caracterizada por perda neuronal e gliose na regido mesial do lobo

temporal'®. Estudos clinicos retrospectivos evidenciam que um numero significativo



de pacientes com epilepsia do lobo temporal intratavel e com esclerose mesial
hipocampal tém antecedentes de crises focais, prolongadas e, muitas vezes,
associadas com febre na infancia'®?. Esta observagdo sugere que as crises podem
lesionar a regidio mesial do lobo temporal, produzindo a esclerose mesial
hipocampal, a qual, apés um periodo de laténcia, produziria a epilepsia do lobo
temporal. Estudos clinicos prospectivos de criangas com crises febris prolongadas,
focais e repetitivas(crises febris complexas), utilizando a técnica de ressonancia
nuclear magnética, demonstraram que uma alteracdo aguda no hipocampo pode
evoluir para atrofia hipocampalm. Por outro lado, ha referéncias de que uma parcela
dos pacientes com crises febris complexas pode ter disfungdo cerebral prévia22 e
que a recorréncia das crises nos pacientes com epilepsia do lobo temporal determina

~ . ;o .- . 24
lesio hipocampal e declinio cognitivo progresswo.23'2

Grande parte dos pacientes com epilepsia do lobo temporal apresentam
alteragdo hipocampal aguda e, posteriormente, evoluem para o desenvolvimento de
crises espontaneas, a epilepsiazl. A prevaléncia das epilepsias, sobretudo naqueles
pacientes que tiveram um insulto cerebral, refor¢a a necessidade de se buscar
formas precoces de intervengdo para evitar ou minimizar os supostos mecanismos
envolvidos na epileptogénese. Isto, portanto, constitui-se em assunto de extrema
relevancia, que requer a utilizagdo de modelos animais que mimetizem o padrdo da

epilepsia humana.

Um modelo ideal de epilepsia deve possuir as seguintes caracteristicas: (1) o
desenvolvimento de crises recorrentes € espontaneas; (2) um tipo de crise com
fenomenologia clinica semelhante a crise da epilepsia humana; (3) um inicio
dependente da idade, como ¢ observado nas sindromes epilépticas generalizadas em
humanos, (4) as crises clinicas devem estar associadas a atividade epiléptica no
eletrencefalograma; (5) perfil farmacocinético das drogas antiepilépticas semelhante
a0 humano, permitindo a manutengéo de nivel sérico efetivo durante o tratamento
cronico; (6) concentragdo plasmatica terapéutica semelhante a requerida ao controle

das crises na epilepsia humana.
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Poucos sdo os modelos experimentais que se aproximam da descri¢do acima.
Dentre eles, destacam-se dois modelos experimentais de epilepsia cronica, usados
no estudo da epileptogenicidade do lobo temporal, o modelo do abrasamento
(kindling)®**’ ¢ o modelo da pilocarpinazg'3 ! sendo o segundo, aquele que,

fenomenologicamente, mais se aproxima da epilepsia humana.

Modelo da Pilocarpina

O modelo da pilocarpina, desenvolvido em ratos, foi inicialmente descrito por
Turski e colaboradores., em 1983, e melhor caracterizado por Leite e colaboradores,
em 1990.2%3° Ele consiste na administragdo sistémica (intraperitoneal) de dose unica
de pilocarpina, um agonista colinérgico muscarinico, que induz ao estado de mal
epiléptico (status epilepticus = periodo agudo), seguido por um periodo de
normalidade do comportamento (periodo silencioso ou de laténcia) e, tardiamente,

por crises espontaneas e recorrentes (periodo crénico).

No periodo agudo, imediatamente apos a administragdo de pilocarpina (PILO),
350 a 380 mg/kg, os animais ficam imoveis, com o olhar fixo, as patas recolhidas e
evoluem para episodios de tremores da cabega € pescogo, com salivagdo e clonias
das patas anteriores (rearing). Este quadro pode, ainda, evoluir para crises
secundariamente generalizadas. As crises recorrem a cada 2 a 8 minutos
progredindo para estado de mal epiléptico (EME), em 50 a 60 minutos apos a
administragdo da PILO. Este periodo dura de 10 a 24 horas. Uma vez saindo do
EME, os animais recuperam-se gradativamente, readquirindo o padrdo normal de
comportamento (periodo silencioso). Este periodo dura, em média, 14 dias. Todos
os animais sobreviventes passam, entdo, a apresentar crises epilépticas espontaneas
e recorrentes, que caracterizam o periodo cronico. Este perdura por toda a vida do
animal, que apresenta, em média, 2 a 3 crises por semana. As crises sao
caracterizadas por automatismo facial, clonias das patas anteriores e perda do

o . : A A 283]
equilibrio com crises generalizadas tonico-clonicas.
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As alterages eletrencefalograficas induzidas pela PILO surgem apods cinco
minutos, quando a atividade de base é substituida por uma atividade rapida de baixa
voltagem, no cortex e na amigdala, enquanto que no hipocampo aparece um ritmo
teta regular de 6 a 7 Hz. Apos os primeiros 10 minutos, esta atividade ¢ substituida
por um ritmo rtépido de alta voltagem, com espiculas no hipocampo. A atividade
espicular se difunde para o cortex e progride para crises eletrograficas, nos
primeiros trinta minutos ap6s a administragdo da PILO. Em aproximadamente uma
hora, a atividade eletrografica evolui para estado de mal epiléptico. Este padrdo de
alteracio do eletrencefalograma dura 10 horas e € seguido por progressiva
normalizagdo, sendo que 48 horas apds a administragio da droga, o tragado
eletrencefalografico pode ser considerado normal. Nas primeiras ~crises
espontineas, as alteragdes eletrencefalograficas sdo caracterizadas por paroxismos
Jocalizados somente no hipocampo. As crises subseqiientes mostram difuséo
progressiva da atividade paroxistica do hipocampo para o cortex, com eventos ictais
de longa duragdo. As crises espontineas sdo caracterizadas por trens de espiculas no
hipocampo com propagagdo para o cortex, com duragdo maxima de 60 segundos.
Segue-se um padrio de atividade de base deprimida com espiculas interictais

. 28-
freqiientes.”*”’

Nos animais que desenvolvem EME, a analise histologica revela um padrdo
seletivo de perda neuronal de forma dramatica na regido polimoérfica do giro
dentado e nas areas CA3 e CAl do hipocamp028'32. Como resultado da morte
neuronal e da conseqiiente perda de contatos sinapticos, ocorre um desequilibrio
entre inibicdo e excitagdo neuronal, estimulando fatores troficos que determinam o
rebrotamento das fibras musgosas. Estes vdo fazer sinapses com seus proprios
dendritos e os de outras células granulares, na camada molecular interna do giro

P oL 123235
dentado, formando um feedback monossinaptico excitatorio ™ .
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Drogas Antiepilépticas

Na auséncia de conhecimentos mais especificos, em algumas epilepsias ou
sindromes epilépticas, o enfoque da terapia ¢ necessariamente direcionado ao
controle dos sintomas, isto é, a supressio das crises. Na verdade todas as drogas
atualmente disponiveis sdo anticonvulsivantes ("anticrises"), j4 que o termo droga
antiepiléptica somente seria usado para aquelas drogas que prevenissem Ou

tratassem a epilepsia e ndo somente os seus sintomas, as crises.

As drogas de uso clinico, difenil-hidantoina (fenitoina), carbamazepina,
valproato de sodio (acido valpréico), benzodiazepinicos ,etossuximida, fenobarbital
e primidona, foram desenvolvidas e introduzidas entre 1910 e 1970. Sdo referidas
como drogas anticonvulsivantes antigas (classicas) ou de primeira geragdo. Apos
um hiato de vinte anos, surgiram novas drogas, como a vigabatrina, a gabapentina, o
felbamato, a lamotrigina, a oxicarbamazepina, a tiagabina ¢ 0 topiramato. Estas
foram introduzidas na pratica clinica como anticonvulsivantes novos ou de segunda

~ 36
geracao.

Os mecanismos de agdo das drogas anticonvulsivantes podem ser agrupadas
em quatro classes: (1) aquelas que bloqueiam canais de sodio dependentes de
voltagem e, conseqiientemente, os disparos repetitivos € sustentados dos potenciais
de acdo, (fenitoina, carbamazepina, fenobarbital, valproato, benzodiazepinicos,
lamotrigina, oxicarbamazepina, topiramato e felbamato); (2) aquelas que
potencializam a atividade gabaérgica (fenobarbital, valproato, benzodiazepinicos,
topiramato, felbamato, vigabatrina, tiagabina e gabapentina); (3) aquelas que
bloqueiam canais de célcio do tipo "t" taldmicos (etossuximida); (4) aquelas que

tém agdo antiglutamatérgica (fenobarbital, topiramato € felbamato).’*™*

Até o momento, nenhuma droga nova apresenta vantagens significativas sobre

os anticonvulsivantes de primeira geragdo. A utilizagdo de bons modelos
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experimentais de epilepsia ¢ de fundamental importancia para o refinamento do

conhecimento sobre as drogas existentes e para o desenvolvimento de novas drogas.

Com relagdo ao modelo da pilocarpina, as convulsdes induzidas pela PILO, no
periodo agudo, sdo controladas pela administragdo sisttmica de diazepam,
fenobarbital, valproato e trimetadiona, enquanto a fenitoina e a carbamazepina
mostram-se ineficazes nesta fase.”® As crises espontineas (periodo cronico) tém sua
freqiiéncia reduzida pelo tratamento com fenobarbital, carbamazepina, fenitoina ¢
valproato, sendo refratarias a etossuximida.?’ O efeito do tratamento farmacologico,
com drogas anticonvulsivantes, durante o periodo de laténcia, ainda ndo foi

estudado.

Entre as drogas mais utilizadas para controle das crises parciais do lobo
temporal e que tém sido estudadas no modelo experimental que mimetiza esta

condi¢do clinica, estdo a carbamazepina (CBZ) e o valproato (VPA)

A CBZ, desenvolvida na década de 50, foi inicialmente utilizada no tratamento
dos disturbios afetivos bipolares. Vem sendo utilizada como anticonvulsivante a
mais de 20 anos para o controle de crises parciais € crises tonico-clonicas
generalizadas. Apresenta estrutura quimica semelhante a dos antidepressivos
triciclicos. E solavel em lipideos e liga-se fortemente a proteinas plasmaticas. Sofre
metabolizagio hepatica, sendo que um de seus metabolitos, o 10,11-epoxido, € um
anticonvulsivante fraco. Esta droga ¢ um poderoso indutor enzimatico, reduzindo os
niveis plasmaticos de fenitoina, VPA, varfarina, esterdides e anticoncepcionais,
além de sofrer auto-indugdio, estimulando seu proprio metabolismo, apos
administragdes repetitivas. Por isso, apés 4 a 6 semanas de tratamento, faz-se
necessario o aumento da dose para a manutengdo do nivel plasmatico terapéutico
(5-10 microg/ml). Em adulto, a dose de manutengao varia entre 400 a 1800 mg/dia.
Pode ser administrada duas ou trés vezes por dia. Outros anticonvulsivantes, como a
fenitoina, o fenobarbital e a primidona, afetam o metabolismo da CBZ, reduzindo

seu nivel plasmatico. A meia-vida da CBZ, apds dose unica, ¢ de aproximadamente



50 horas. A auto-indugdo pode reduzi-la para até 5 horas. Os efeitos colaterais mais
freqiientes sdo: sonoléncia, tonturas, falta de concentragdo, nistagmo e ataxia. Estes

~ : \ 42.48
estdo, geralmente, relacionados a dose. g

O VPA foi introduzido na terapéutica antiepiléptica em 1964, podendo ser
utilizado para controle de todos os tipos de crises. E uma droga que liga-se
fortemente as proteinas plasmaticas, sofre metabolizagao hepatica. Tem meia-vida
curta, de 12 a 14 horas , sendo administrado uma a trés vezes ao dia. Seu efeito
terapéutico ¢ lento, podendo levar véarias semanas para tornar-se 100 % efetivo.
Uma vez que ndo existe uma correlagdo bem definida entre concentragao
plasmatica, efeitos e toxicidade e que a concentragdo plasmatica sofre ampla
variagdo diaria, a monitorizagdo do nivel plasmatico terapéutico tem pouco valor. O
VPA é um inibidor enzimatico, elevando os niveis plasmaticos de outras drogas,
inclusive anticonvulsivantes. Inversamente, outros anticonvulsivantes indutores
enzimaticos, podem reduzir seu nivel plasmatico. Em adultos, a dose de
manutengdo de VPA ¢ de 500 a 3000 mg/dia. Os efeitos colaterais mais comuns s3o
dependentes da dose: tremor, ganho de peso, adelgagamento, perda de cabelos e
irregularidades menstruais. Aproximadamente 20 % dos pacientes apresentam

. . L. . , . 42.48
hiperamonemia, sem dano hepatico, geralmente assintomatica. 2

Catecolaminas e Epilepsia

O papel das catecolaminas, em especial da dopamina e da noradrenalina, nas
epilepsias vem sendo discutido desde 1954, quando Chen e colaboradores relataram
que o tratamento com reserpina, droga que depleta as reservas de monoaminas,
diminui o limiar para crises convulsivas em camundongos (apud Trindade Filho,
2000).* Grande parte dos estudos sobre esta relagdo entre catecolaminas € epilepsia
tém demonstrado uma agdo inibitoria dessas aminas neurotransmissoras sobre a

atividade epiléptica. 49-52



Recentemente, foi demonstrado que o L-deprenil (R-(-)-deprenil, selegelina),
um potente inibidor irreversivel da monoamino oxidase do tipo B (MAO-B).
enzima de degradagio da dopamina, tem um importante efeito anticonvulsivante em
diferentes testes realizados em ratos e camundongos. Loscher e Honack™
verificaram que o L-deprenil retardou o desenvolvimento do processo de
abrasamento e aumentou o limiar para crises em ratos totalmente abrasados. Em
1996, Loscher e Lehmann® avaliaram o perfil anticonvulsivante do L-deprenil e do
fenobarbital em camundongos, utilizando os testes de determinag¢do do limiar para
crises induzidas por eletrochoque, eletrochoque supramaximo, limiar para crises
induzidas pelo pentilenotetrazol (PTZ) endovenoso e subcutdneo. O L-deprenil
aumentou o limiar das crises mioclonicas e clonicas induzidas pelo PTZ
endovenoso e o limiar das crises tonicas induzidas por eletrochoque, sendo que a
poténcia e o espectro de atividade foi semelhante a0 do fenobarbital. Entretanto, o
L-deprenil, comparativamente ao fenobarbital, foi ineficaz nos testes do
eletrochoque supramaximo e do PTZ subcutineo, ou seja, nao impediu o

aparecimento de crises tonicas.

Qual seria, entio, o mecanismo pelo qual o L-deprenil exerce sua agdo

anticonvulsivante?

Um estudo sobre o efeito da do L-deprenil na transmissdo glutamatérgica, em
neurdnios da area CA1 do hipocampo de ratos, mostrou que, na concentragao de 1
uMol, ocorreu redugdo desta neurotransmissio. Este efeito estaria sendo mediado
pela inibigdo da MAO-B e conseqiiente aumento da dopamina enddgena. Esta
atuaria em receptores pré-sinapticos D2, que modulam a liberagdo de glutamato no
hjpocampo.5 5 Outros estudos, in vitro, realizados por Suppes e colaboradores™ e
Barreta e colaboradores’, demonstraram que a estimulagdo dopaminérgica do
hipocampo determina um aumento na amplitude e duragdo da fase de
hiperpolarizagdo que se segue ao potencial pos-sinatico. Este efeito parece ser

mediado pela ativagdo de receptores dopaminérgicos D1 pos-sinapticos, levando a



um aumento dos niveis de calcio intracitoplasmatico e da condutibilidade dos canais

de potassio.

Assim, a agdo anticonvulsivante do L-deprenil deve-se ao aumento do tonus
dopaminérgico hipocampal, modulando a excitabilidade glutamatérgica por, pelo
menos, duas vias: a ativagdo de receptores D2 pré-sinapticos, com redugdo da
liberagdo de neurotransmissores excitatorios, e a ativagdo de receptores D1 pos-

sinapticos, prolongando a hiperpolarizagao.



2. OBJETIVOS

Com o objetivo de compreender o processo de epileptogénese e considerando a
importancia de se buscar formas precoces de intervengdo neste processo, visando
minimizar ou evitar o aparecimento de crises epilépticas, € na relevancia do modelo
de epilepsia parcial temporal induzido pela pilocarpina em ratos, o presente estudo
foi delineado com os seguintes objetivos:

o Estudar os efeitos da carbamazepina e do valproato de sodio, administrados
durante o periodo silencioso do modelo da pilocarpina, sobre as crises cspontaneas
(periodo crénico);

e Estudar o efeito agudo da estimulagdo catecolaminérgica sobre a indugﬁd
deste modelo, através do pré-tratamento dos animais com L-deprenil (selegelina).



3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos, com 90 dias de idade, pesando
entre 250-300 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina e mantidos no Biotério Setorial da Coordenadoria Especial de
Farmacologia. Uma semana antes dos experimentos, 0s animais foram alojados no
biotério do laboratério para ambientagdo. Tendo livre acesso a agua e comida e
eram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas, com temperatura ambiente

variando entre 19 e 23 °C.

3.1 - Efeito do tratamento do periodo silencioso de modelo da PILO

3.1.1 - Indugdo do EME

(US]

.1.1.1 - Drogas

Cloridrato de pilocarpina (PILO) - Sigma

Metil-escopolamina (metil-nitrato de escopolamina) - Sigma

Diazepam (7-cloro-1,3-diidro-1-metil-5-fenil-2H-1 ,4-benzodiazepina-2-ona)

Roche

Ambas as drogas foram dissolvidas em solugdo salina 0.9% (Halex Istar), estéril

e apirogénica, nas concentragdes de 40 mg/ml (PILO) e 0.5 mg/ml (escopolamina).

3.1.1.2 - Procedimento

Trinta minutos antes da administragdo da PILO, os animais foram pré-tratados
com metil-escopolamina, na dose de 1 mg/Kg, por via subcutnea (s.c.), visando
minimizar os efeitos periféricos da pilocarpina. A PILO foi, entdo, administrada na

dose de 360 mg / Kg, intraperitonialmente (i.p.)
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Com o objetivo de reduzir a alta taxa de mortalidade, os animais receberam 10
mg/Kg de diazepam (Roche), i.p., uma hora apés o inicio do EME. A partir das
vinte e quatro hora apés a administragdo da PILO, foram alimentados, através de
um conta-gotas, com uma solugdo contendo soro fisiologico a 9% e farelo de ragdo.
Esse procedimento foi realizado até que se observasse uma procura espontanea do

animal pelo alimento.

3.1.2 - Tratamento do Periodo Silencioso

3.1.2.1 - Drogas

- CBZ (5H-dibenz{b,f}azepina-5-carboxamina) - Sigma. Foi dissolvida em
solugdo de Tween 80, a 3% (em solugéo salina 0.9%).

- VPA (4cido 2- propilpentandico sddico) - Sigma. Foi dissolvido em solugdo

salina 0.9%.

3.1.2.2 - Procedimento

Vinte e quatro horas apos o inicio do EME, foi iniciado o tratamento com as
drogas anticonvulsivantes ou solugdo salina. Os animais receberam CBZ 40 mg/Kg,
i.p., trés vezes ao dia (20 animais), ou VPA 150 mg/Kg, i.p., trés vezes ao dia (10

animais) ou salina, i.p., trés vezes ao dia (20 animais), durante 56 dias (8 semanas).

3.1.3 - Analise Comportamental

A observagdo das manifestagdes comportamentais caracteristicas das crises
convulsivas induzidas pela PILO, foi realizada, no periodo agudo (EME) durante

aproximadamente 10 horas.

Nos dias subseqiientes, os animais sobreviventes ao EME, submetidos aos
diferentes tratamentos, foram observados diariamente das 8 as 16 horas, por meio
de monitorizagdo direta e auxilio de um sistema de video-camera, com posterior

analise do material gravado . Durante o periodo silencioso do modelo, foi avaliada a
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laténcia para a primeira crise ¢ durante o periodo cronica foram avaliados: (1) a
incidéncia de crises, (2) a freqiiéncia de crises e (3) a duragdo geral das crises, para
cada grupo tratado, durante, no minimo, 60 dias apos o aparecimento do primeiro

episodio de crise.
3.1.4 - Analise Histologica do Cérebro

Terminado o periodo de observagdo, os animais foram profundamente
anestesiados ¢ perfundidos. Um grupo de animais, ndo submetido a EME, também

foi processado, com o objetivo de servir de controle para a analise histologica.

Para a realiza¢do da perfusdo, foi aberta a caixa toracica e exposto o coragdo do
animal. Puncionou-se o ventriculo esquerdo para a infusio das solugdes. Apos a
pungdo do ventriculo, foi feita uma incisdo na atrio direito, de forma a permitir a
saida dos liquidos, apos terem circulado pelo animal. Foram perfundidos com
solugdo salina a 0.9 %, durante 5 minutos, ¢ uma solugéo de formol a 4 %, por mais
5 minutos. Apés a perfusio foram decapitados, o0s cérebros removidos €
armazenados em uma solugdo de sacarose a 30% em formol 4%, por até 30 dias.

Foram entdo processados e corados pelo método de Nissl.

3.1.4.1 - Método de Nissl

Os cérebros foram lavados em agua corrente, desidratados em alcool e benzol e
inclusos em parafina a 60 °C. Foram, entdo, cortados em um micrétomo, em secgoes
coronais seriadas, de 10 um de espessura e posteriormente, coradas com violeta-de-

cresil.

As fatias do cérebro foram submetidas a analise histologica em microscopio

6ptico para detecgdo de alteragdes na sua morfologia.
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3.2 - Efeito do L-deprenil (Selegelina) sobre a Indugio do Modelo
3.2.1. Drogas

- L-deprenil, (R~(-)- deprenil) - Selectchemie
- PILO - Sigma
- Metil-escopolamina - Sigma

3.2.2 - Procedimento

Os animais foram pré-tratados, i.p, com solugdo salina 0.9% (N =27) ou L-
deprenil nas doses de 5 (N = 20), 10 (N = 24) ou 20 mg/ Kg (N = 23), em dose
tnica, 1 hora antes da administragdo da PILO. A pilocarpina foi, entdo

administrada, para indugdo do EME, como descrito anteriormente.
3.2.3 - Observagio Comportamental

Os animais foram observados durante 10 horas, apés a administragdo de L-
deprenil, e reavaliados 24 horas da administragéo da PILO. Foram observados 0s
seguintes parametros: (1) incidéncia de crises, (2) namero de crises, (3) incidéncia

de crises tonicas, (4) laténcia para 0 EME e (5) mortalidade.

3.3 - Analise Estatistica

Para a analise estatistica dos dados, foi utilizado o programa GraphPad InStat
versdo 3.00 para'Windows 95.%® As comparagdes estatisticas foram realizadas por
analise ndo-paramétrica (Teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste de Dunn) para
comparagdes entre 3 ou mais grupos; Teste de Fisher e Chi-quadrado para analise
dos dados apresentados em tabelas de contingéncia; exceto para a analise da

laténcia para as crises, onde foi utilizada a ANOVA seguida do Teste de Tukey,



quando comparados 3 ou mais grupos, € o teste “¢” de Student, para comparagao

entre dois grupos.
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4, RESULTADOS

4.1 - Efeito do Tratamento com CBZ e VPA Durante o Periodo Silencioso
4.1.1 - Avaliacdo Comportamental do Modelo da Pilo (Animais Controle)

Apos a administragdo da PILO, os animais apresentaram automatismo facial
associado a saliva¢do, a acinesia € a0s tremores difusos. Em 15 a 20 minutos, este
padrio comportamental evoluiu com intensificagdo da salivagdo, clonias das patas
anteriores (rearing) e, finalmente queda, seguida, na maioria das vezes, por crise
clonica generalizada. Alguns animais evoluiram para crise tbnica, geralmente
morrendo no periodo agudo. As crises recorreram a cada 3 a 5 minutos, culminando
com o EME, em 25 a 30 minutos da administragdo da PILO. A duragdo do EME
variou entre 8 a 12 horas, sendo que os animais ficaram comatosos (ndo responsivos
a estimulos ambientais) por até 24 horas. Progressivamente, apos este periodo os

animais comegaram a retornar ao seu comportamento normal em até 24 horas.

Os animais sobreviventes ao EME (20) passaram por um periodo de 17 £ 5 dias

sem apresentar alteragdes comportamentais (periodo silencioso ou de laténcia).

Apbs o periodo silencioso, todos os sobreviventes (100%) apresentaram crises
espontdneas recorrentes, na freqiiéncia de 1 a 2 crises por semana. As crises
geralmente ocorreram durante o periodo em que os animais estavam dormindo. No
inicio de cada crise, os animais ficaram imoveis, com discreta movimentagio das
vibrissas, evoluindo para movimentos mastigatorios e de piscamento dos olhos. Em
seguida, apresentaram clonias das patas anteriores. Ao finalizar, perdia a postura,
caindo e desenvolvendo crise clonica generalizada com duragdo variavel entre 30 a

60 segundos.
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4.1.2 - Efeito da CBZ ¢ do VPA

A administragdo de CBZ produziu sedagdo dos animais nos primeiros dias do
tratamento, sendo que a mesma desapareceu com as administragdes subseqiientes.
Dos 20 animais que iniciaram o tratamento, 8 morreram sem completa-lo. O VPA
ndo induziu sedagdo, porém, nos primeiros dias de tratamento, provocou alteragdo
da atividade motora, com incoordenagio e tremores, que desapareceu com a
continuidade do tratamento. Dos 10 animais tratados com VPA, trés foram a ébito
no decorrer do periodo de tratamento, ou seja, 7 animais completaram este periodo.
Destes, 5 morreram ao longo do periodo de observagdo pos-tratamento, e apenas 2

chegaram ao final do estudo.

Apenas o VPA afetou a laténcia para a primeira crise, prolongando este periodo
em aproximadamente 100%, em relagdo ao grupo controle. A CBZ néo afetou este
parametro (Fig. 3). Da mesma forma, somente o VPA alterou a incidéncia de crises,
reduzindo o numero de animais que apresentaram crises espontdneas recorrentes

(Tab. 1), quando comparado ao grupo SAL.
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FIGURA 3 - Laténcia para a primeira crise (periodo crénico) do modelo da
pilocarpina, em animais em tratamento com salina (SAL = 12/12), carbamazepina
(CBZ = 9/12) ou valproato (VPA = 2/7). Os dados representam a média * erro
padrio da média.* p < 0,05, teste "t" de Student, em comparagdo ao grupo SAL.



TABELA 1 - Incidéncia de crises epilépticas em animais tratados

com salina, carbamazepina e valproato, durante o periodo

silencioso do modelo da pilocarpina, em ratos.

TRATAMENTO\CRISES SIM  NAO TOTAL

Salina 12 0 12
Carbamazepina 9 3 12
Valproato 2% 5 7

* p<0,0018 teste de Fisher, comparado ao grupo SAL.

A avaliagio da freqiiéncia de crises, mostrou que ambas as drogas

antiepilépticas, CBZ e VPA, afetaram este parametro, reduzindo a freqiiéncia total

de crises, comparativamente aos animais que foram tratados com SAL (Fig. 4).
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FIGURA 4 - Freqiiéncia total de crises espontaneas apos o estado de mal epiléptico,

induzido pela pilocarpina em ratos, tratados com salina (SAL = 12), carbamazepina

(CBZ = 12) ou valproato (VPA = 2) durante o periodo silencioso. Os dados

representam a média * erro padrdo da média. * p < 0,05, KW = 10,998 (Teste de
Kruskal-Wallis).



Ja, a avaliagdo, em separado, dos periodos de tratamento e pos-tratamento,

mostrou que esta redugdo ocorreu apenas no periodo de tratamento (Fig. 5).
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FIGURA 5 - Freqiiéncia de crises espontdneas apos o estado de mal epiléptico,
induzido pela pilocarpina, em ratos, durante os periodos de tratamento (56 dias) e
pos-tratamento (56 dias) com salina (SAL = 12), carbamazepina (CBZ = 9) ou
valproato (VPA = 2). Os dados representam a média * erro padrio da média. ** p <

0,01, *** p <0,001; KW = 20,394 (Teste de Kruskal-Wallis).

Quando a freqiiéncia de crises, durante € apos o periodo de tratamento, foi
avaliada isoladamente em cada grupo de tratamento, foi encontrada diferenga

apenas no grupo tratado com SAL (Fig. 6).
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FIGURA 6 - Freqiiéncia de crises espontineas no modelo da pilocarpina, em ratos,
durante os periodos de tratamento (56 dias) e pos-tratamento (56 dias) com salina
(SAL = 12), carbamazepina (CBZ = 9) ou valproato (VPA = 2). Os dados
representam a média t erro padrio da média. *p < 0,05, U = 116,50 (Teste de
Mann-Whitney).
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Na avaliacdo da duragdo das crises, tanto a CBZ quanto o VPA, em comparagdo
ao grupo SAL, reduziram o tempo de duragdo das crises, apenas durante o periodo

de tratamento (Fig. 7).
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FIGURA 7 - Duragdo das crises espontaneas no modelo da pilocarpina, em ratos,
nos periodos de tratamento (56 dias) e pos-tratamento (56 dias) com salina (SAL =
12), carbamazepina (CBZ = 9) ou valproato (VPA = 2). Os dados representam a
média * erro padrio da média. p < 0,001; F223 = 30,067 (ANOVA + teste de
Tukey-Kramer). |

Quando a avaliagdo foi realizada individualmente em cada grupo, comparando-
se o periodo de tratamento com 0 periodo pos-tratamento, apenas 0 grupo tratado

com SAL mostrou diferenca (Fig. 8).
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FIGURA 8 - Duragdo das crises espontdneas no modelo da pilocarpina, em ratos,
nos periodos de tratamento (56 dias) e pos-tratamento (56 dias) com salina (SAL =
12), carbamazepina (CBZ = 9) ou valproato (VPA = 2). Os dados representam a
média + erro padrio da média. **p <0,01; teste "t" de Student.



4.1.1 - Analise histologica

As figura 9 e 10, descritas em conjunto, mostram 0 padrio de alteragles
neuropatoldgicas do hipocampo e giro dentado, de ratos tratados com SAL, CBZ ou
VPA, comparados a um rato controle, ndo pilocarpinado. No animal controle
observa-se o padrio normal da citoarquitetura destas estruturas, com preservagao
das areas CA1, CA2 e CA3 do hipocampo e hilo do giro dentado. Na foto do animal
tratado com SAL, pode ser claramente notada uma alteragdo na citoarquitetura
hipocampal, com atrofia do hipocampo, retragdo nas areas CAl, CA2 ¢ CA3 e no
giro dentado (desarranjo, ondula¢Ges e espessamento no delineamento das camadas
piramidal e granular, respectivamente), dispersao das células do hilo e aparente
perda celular. No rato tratado com CBZ observa-se uma aparente preservagio do
tamanho do hipocampo, com maior integridade da camada piramidal, embora com
nitido comprometimento de CA3. No giro dentado, observa-se distor¢do €
espessamento da camada granular e espessamento do hilo. Na foto do animal
tratado com VPA, parece haver, também, uma maior preservagao da citoarquitetura
do hipocampo e giro dentado, com alguma retragio € espessamento, mais

notadamente no giro dentado.
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FIGURA 9 - Fotomicrografias da formagdo hipocampal, em aumento de 25X, de

ratos Wistar adultos submetidos ao modelo da pilocarpina e tratados durante o
periodo silencioso, com salina (SAL), carbamazepina (CBZ) ou valproato (VPA). O
grupo controle refere-se a um animal, virgem de tratamento, ndo submetido ao
modelo da pilocarpina. Na foto do animal controle observa-se o padréo normal da
citoarquitetura da regiio. Em SAL, observa-se o comprometimento da forma
caracteristica do hipocampo e giro dentado, com atrofia das estruturas, retragdo,
espessamento ¢ ondulagdo das camadas CA1, CA2 e CA3; dispersdo das células do
hilo (setas). Em CBZ e VPA, observa-se um menor comprometimento da

citoarquitetura da regido hipocampal.
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CONTROLE -

FIGURA 10 - Fotomicrografias do giro dentado, em aumento de 100X, de ratos
Wistar adultos submetidos ao modelo da pilocarpina e tratados durante o periodo
silencioso, com salina (SAL), carbamazepina (CBZ) ou valproato (VPA). O grupo
controle refere-se a um animal, virgem de tratamento, ndo submetido a0 modelo da
pilocarpina. Na foto do animal controle observa-se o padrdo normal da
citoarquitetura do giro dentado. Em SAL, observa-se o comprometimento da forma
caracteristica da estrutura, com retragdo, espessamento e ondulagdo da camada
granular; dispersio das células da camada polimérfica e perda de células no hilo
(setas). Em CBZ e VPA, observa-se um menor comprometimento da citoarquitetura

da desta estrutura.
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4.2 - Efeito do L-deprenil (Selegelina) sobre a Inducgio do Modelo

Foi observada uma redugdo da incidéncia de crises induzidas pela PILO (360
mg/kg, 1.p.) no grupo pré-tratado com L-deprenil na dose de 5 mg/kg, i.p.. As doses
de 10 e 20 mg/kg de L-deprenil ndo alteraram este pardmetro (Tab. 2).

TABELA 2 - Incidéncia de crise (namero de animais/grupo) no periodo agudo do

modelo da pilocarpina, em animais pré-tratados com salina ou L-deprenil 20, 10 ou

5 mg/kg, 1.p..

TRATAMENTO\CRISES SIM NAO TOTAL

SALINA 21 6 27
L-DEPRENIL 20 MG/KG 16 7 23
L-DEPRENIL 10 MG/KG 15 9 24

L-DEPRENIL 5 MG/KG Sk* 15 20

wxk p < 0,001; ) = 12,95.

Esta mesma dose de L-deprenil (5 mg/kg) reduziu o namero de crises induzidas
pela pilocarpina, em aproximadamente 60%, quando comparada ao grupo salina. As
demais doses ndo afetaram o numero de crises e da mesma forma nio houve

diferenca entre as trés doses de L-deprenil (Fig. 11).
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FIGURA 11 - Namero de crises induzidas pela pilocarpina 360 mg/kg, i.p., em
ratos pré-tratados, 1 hora antes, com salina ou L-deprenil, nas doses de 20, 10 ou 5
mg/kg, i.p.. Os dados representam a média + o erro padrio da média. * p <0,05;

KW = 10,085 (Teste de Kruskal-Wallis).

Em relagdo ao tipo de crise apresentada pelos animais, avaliamos a ocorréncia
de crises tonicas e observamos que nenhum animal tratado com L-deprenil 5 mg/kg,
i.p., apresentou este tIpo de crise, enquanto que, em todos 0s outros grupos de

estudo, estas foram observadas (Tab. 3).

TABELA 3 - Incidéncia de crise tonica (nimero de animais/grupo) no periodo
agudo do modelo da pilocarpina, em animais pré-tratados com salina ou L-deprenil

20, 10 ou 5 mg/kg, 1.p..

TRATAMENTO\CRISE TONICA SIM NAO TOTAL
SALINA 7 20 27
L-DEPRENIL 20 MG/KG 10 13 23
L-DEPRENIL 10 MG/KG 3 21 24
L-DEPRENIL 5 MG/KG 0* 20 20

*p <0,05; %1 = 6,09.
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Na avalia¢do da laténcia para a ocorréncia do EME, foi detectado um aumento
deste parametro no grupo pré-tratado com selegelina 10 mg/kg. Os demais grupos
ndo afetaram o tempo para o estabelecimento do EME (Fig. 12). No grupo pre-
tratado com L-deprenil 20 mg/kg, apenas um animal apresentou EME, constituindo

uma amostra muito pequena, ndo aceito pelo tratamento estatistico utilizado.
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FIGURA 12 - Laténcia para o estabelecimento do estado de mal epiléptico (EME)
no modelo da pilocarpina, em ratos pré-tratados com salina ou L-deprenil 10 ou 5
mg/kg, i.p.. Os dados representam a média + o erro padrio da média. * p < 0,05;

F(1,30) = 6,73.

Foi detectada uma reducéio da mortalidade no grupo pré-tratado com L-deprenil
5 mg/kg, quando comparado ao grupo tratado com salina. As doses maiores de L-

deprenil ndo alteraram a taxa de mortalidade, neste estudo (Tab. 4).



TABELA 4 - Numero de 6bitos induzidos pela pilocarpina 360 mg/kg, 1.p., em ratos

pré-tratados (1 hora antes) com salina ou L-deprenil 20, 10 ou 5 mg/kg, 1.p.

TRATAMENTO\OBITO SIM NAO TOTAL
SALINA 18 9 27

L-DEPRENIL 20 MG/KG 16 7 23

L-DEPRENIL 10 MG/KG 12 12 24

L-DEPRENIL 5 MG/KG 3E* 17 20

x% o < 0,001; %1 = 10,406.



5. DISCUSSAO

Reproduziu-se neste estudo, pela analise comportamental, as trés fases do modelo
de epilepsia induzido pela pilocarpina, segundo o que havia sido previamente descrito na
literatura®®. A administracdo, de diazepam ap6és uma hora do EME, determinou
hipotonia e redugdo da amplitude da atividade motora, caracteristica deste periodo do
modelo, minimizando a mortalidade imediata. A dose utilizada sabidamente ndo ¢ eficaz

na interrupgdo do EME, como anteriormente demonstrado por Lemos e Cavalheiro™,

5.1 - Efeito do tratamento com CBZ e VPA

Num primeiro momento, o tratamento com CBZ e VPA parece ter tido um efeito
protetor, minimizando a expressio da epileptogénese. Este perfil protetor aparece na
redugdo da freqiiéncia total de crises, na duragdo das crises para os grupos tratados com
CBZ ¢ VPA, comparativamente ao grupo tratado com SAL (na vigéncia do tratamento),
assim como no prolongamento do periodo de laténcia da primeira crise e na redugdo da
incidéncia de animais com crises, no grupo tratado com VPA. Porém, quando cada grupo
de tratamento foi analisado separadamente, o aumento na freqiiéncia e na duragdo das
crises, durante o periodo de tratamento com SAL, parece estar relacionado ao efeito
facilitador da expressdo das crises pelo estresse, gerado pela manipulagdo diaria dos ratos
durante o tratamento, 0 que nNdo OCOITEU NOS grupos tratados com CBZ ¢ VPA. Por outro
lado, isto mostra que o tratamento com a CBZ e o VPA protegeram os animais das crises
induzidas pela manipulagdo. Em outras palavras, a protegdo contra as crises induzidas

pelo estresse da manipulagdo, durante o tratamento com CBZ e VPA, teria sido
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responsavel pela diferenga observada na avaliagdo da freqiiéncia total de crises entre 0s

grupos. Assim, ndo fica evidenciado um efeito direto sobre o processo de epileptogénese.

O pequeno numero de animais tratados com VPA (2) que chegou ao final do estudo,
constitui um fator que limita mas ndo invalida a interpretagao destes dados, na medida em
que os ratos morreram no periodo pos-tratamento, nos permitindo ainda valorizar os

dados relativos ao periodo de tratamento.

A analise histologica mostrou uma maior preservagao das estruturas do hipocampo ¢
do giro dentado nos animais tratados com CBZ e VPA, comparados aqueles tratados com
SAL. Embora estas drogas ndo tenham previnido o aparecimento das crises espontaneas,
este dado histologico mostra que, neste modelo, a intervengdo terapeutica no periodo
silencioso pode ter um papel protetor. Este efeito protetor pode estar relacionado ao
menor nimero de crises desses animais, além da menor duragdo das crises. O impacto das
crises sobre a anatomia da estrutura hipocampal corrobora dados da literatura,
demostrando que a atividade epiléptica contribui para a lesdo cerebral. Estudos
experimentais tém demonstrado que a intensidade das lesdes do hipocampo, como a
perda neuronal do hilo do giro dentado € 0 rebrotamento axonal das fibras musgosas, esta

. . N A . N ~ . 1 Lol 32,59,
diretamente relacionado a freqiiéncia e a duragdo das crises epilépticas. -39.60

A CBZ e o VPA ja havia sido previamente estudadas no modelo da PILO, porém nas
fases aguda e cronica do modelo. Turski e Cavalheiro, em 1987, estudando o efeito de
varias drogas anticonvulsivantes nas crises induzidas pela pilocarpina, verificaram que 0
clonazepam, o fenobarbital e o VPA apresentaram uma boa eficacia contra as crises
induzidas pela PILO, o que repercutiu em prote¢do a lesdo cerebral®. Ja a CBZ ndo teve
efeito contra as crises induzidas pela PILO e, conseqiientemente, ndo afetou o padrdo de
lesio cerebral. Mas, em um estudo farmacologico na fase cronica deste mesmo modelo,

Leite e colaboradores, em 1992, verificaram que a CBZ teve uma acentuada agdo



supressora sobre as crises espontaneas, enquanto que 0 VPA teve efeito mais discreto™ .
Em outro importante modelo experimental de epilepsia do lobo temporal, o modelo do
kindling ou abrasamento, em ratos, O VPA inibiu o desenvolvimento do abrasamento

enquanto a CBZ nédo o fez®.

No tratamento clinico das epilepsias, a CBZ ¢ o VPA séo drogas utilizadas para o
controle deste tipo de crise??*®. Quanto ao mecanismo de agdo dessas drogas, a CBZ atua
aumentando a freqiiéncia e a amplitude dos potenciais pos-sinapticos inibitorios e
bloqueia canais de sodio dependentes de voltagem, na sua forma inativada, determinando
a limitagdo do disparo repetitivo sustentado neuronal. O valproato, além de bloquear os
canais de sodio, potencializa a atividade GABAérgica, em especial na substancia negra
reticular, que esta envolvida no controle das crises epilépticas. A agdo do VPA sobre a
neurotransmissio GABAérgica, embora ainda néo totalmente esclarecida, esta
relacionada a estimulagdo da descarboxilase do acido glutimico, que ¢ a enzima de
sintese do neurotransmissor, € a inibigdo da enzima GABA-transaminase, que faz a

degragdo do GABA. 48,6263

Neste sentido, os resultados relativos ao periodo de tratamento com VPA devem ser
decorrentes da potencializagdo da atividade gabérgica, levando a um aumento da nibigdo
sobre a excitabilidade no hipocampo e na substincia negra. Com relagdo ao tratamento
com CBZ, uma vez que reduziu a freqiiéncia e a duragio das crises, mas ndo afetou a
laténcia para a primeira crise, nem a incidéncia de crises, poderia estar limitando de

alguma forma, porém nao impedindo efetivamente os disparos Neuronais.

Verificou-se, que o tratamento com CBZ ¢ VPA néo impediu o desenvolvimento da
epileptogenicidade, mas limitou a expressdo das crises. A auséncia de um tratamento
profilatico efetivo contra a epilepsia ndo invalida a necessidade deste tratamento. Muitos

autores tém abordado esta discussdo, sem que s tenha chegado a um consenso a
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respeito64'66. Em parte, a discussdo tem s¢€ intensificado a partir de estudos
epidemioldgicos prospectivos em humanos, que ndo mostram uma relagdo entre crises na
infancia e epilepsia do lobo temporal, e estudos de ressonancia nuclear magnética,
também em humanos, que sugerem a existéncia de lesdo hipocampal prévia predispondo
as criangas as crises febris, esclerose hipocampal e epilepsia do lobo temporal.(’("69 Os
resultados apresentados nesse estudo, mostram que, no modelo experimental de epilepsia
do lobo temporal, induzido pela pilocarpina, em ratos, a interven¢do no momento do
insulto inicial, mesmo que ndo impega a epileptogeénese, minimiza a sua expressdo

(crises), €, assim, a extensdo da lesdo cerebral.

A prevaléncia da epilepsia em pacientes que sofreram insultos cerebrais refor¢a a
necessidade de intervengdes farmacologicas que previnam a epilepsia. Estas intervengdes
devem ser baseadas em trés linhas tedricas:

A) Interferéncia nos drives excitatérios glutamatérgicos por meio do bloqueio dos
receptores ionotropicos tipo NMDA, antagonistas dos receptores metabotropicos pos
sinapticos (tipo 1 e 5) € agonistas dos receptores metabotrobicos pré-sinaticos (tipo 2 €
3)7

B) Interferéncia nos drives inibitorios gabérgicos, seja por meio de drogas que
aumentam a disponibilidade de GABA ou das que atuam diretamente nos receptores
gabérgicos.“’72
C) Interferéncia sobre o disparo neuronal sustentado, através do uso de bloqueadores

e eA e ;g ;e 11 . 7273
de canais i6nicos dependentes de voltagem (sodio, potassio e calcio).™

Uma vez que a efetividade protetora das drogas esteja bem demonstrada em modelos
experimentais como os da pilocarpina, um passo importante ¢ dado para que se venha a
elaborar estudos clinicos naqueles pacientes com elevado risco de sofrer epilepsia em

fases mais tardias da vida.
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5.2 - Efeito do L-deprenil (selegelina) sobre a Inducio do Modelo da Pilo

Os nossos achados evidenciaram que o L-deprenil, na dose de 5 mg/kg, administrado
1 hora antes da pilocarpina apresentou um efeito protetor sobre a indugdo de crises

convulsivas, uma vez que diminuiu a incidéncia e o namero de crises.

Trabalhos anteriores ja mostraram que o L-deprenil tem um efeito protetor sobre as
crises induzidas pelo pentilenotetrazol, pelo eletrochoque € no modelo do abrasamento.
Loscher e colaboradores demonstraram que a administragdo aguda de 10 mg/Kg de L-
deprenil causou um significativo aumento no limiar das crises em diferentes modelos de
epilepsia, em ratos e camundongos, até¢ uma hora ap6s a sua administragdo. Este efeito
desapareceu ap6s duas horas. 5354 Entretanto, nestes trabalhos de Loscher e colaboradores,
a dose de 5 mg/Kg ndo afetou o limiar nas crises induzidas por eletrochoque e no modelo
do abrasamento, no entanto reduziu a intensidade das mesmas. O efeito protetor do L-
deprenil também se manifestou através da inibigdo das crises tonicas.e da mortalidade.
Loscher e Lehmann, estudando estes mesmos pardmetros nos modelos do eletrochoque
supra-maximo e do pentilenotetrazol (PTZ), ndo observaram protegdo com doses de até
40 mg/kg, i.p., de L-deprenil. Parece, entdo, que as crises induzidas pela pilocarpina sdo
mais sensiveis ao efeito protetor do L-deprenil, uma vez que neste modelo a prote¢do

apareceu com uma dose relativamente mais baixa da droga.

Contudo, neste estudo, a dose de 10 mg/kg, também apresentou um certo efeito
protetor, quando foi avaliado o parametro laténcia para o EME. Esta também foi a dose
mais efetiva nos modelos de determinacio do limiar frente ao eletrochoque e ao

PTZ 53,54
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Embora o L-deprenil seja um inibidor irreversivel seletivo da MAO-B, ainda ndo esta
claro se o seu efeito anticonvulsivante se deve a inibigdo desta atividade enzimatica e

conseqiiente aumento dos niveis de noradrenalina e dopamina.

Loscher ¢ Lehmann relatam que o L-deprenil, na dose de 10 mg/kg (i.p.) nao
apresentou efeito anticonvulsivante em camundongos, quando foi administrado durante 4
semanas, uma vez por dia, a tarde. Nas manhds seguintes era determinado o limiar das
crises mioclonicas induzidas pelo PTZ (iv.).” Este fato vai contra o papel da
irreversibilidade da inibigdo da MAO-B como uma explicagdo para o efeito
anticonvulsivante do L-deprenil, observado nos trabalhos anteriores, ja que. a
administragdo cronica, que certamente levou a uma completa e prolongada inibi¢do da
enzima, falhou em induzir tal protegdo. Sabe-se que a meia-vida de recuperagdo da MAO,

apos sua inibigdo pelo L-deprenil, é de 8 a 12 dias” .

No mesmo trabalho anteriormente citado, Loscher e Lehmann, relataram que a
administragdo continua do L-deprenil, através de uma minibomba osmdtica subcuténea,
determinou um progressivo aumento no limiar das crises. Assim, parece haver um efeito

N e eq -
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sua ag¢do anticonvulsivante.

Heinonen e colaboradores e Knoll e colaboradores demostraram que o L-deprenil
estimula a liberagio de dopamina e noradrenalina primariamente pela ativagdo de
potenciais de agdo dos neurOnios catec:olaminérg,icos.76’77 Ja em 1988, Turski e
colaboradores, relataram que a estimulagdo dopaminérgica da substancia negra ¢ do
estriado protegia os animais das crises induzidas pela PILO (periodo agudo do modelo da
pilocarpina). Demonstraram, portanto, que a transmissdo dopaminérgica na substincia
negra e no corpo estriado tem importancia no controle inibitério do sistema neuronal

envolvido na propagagdo da atividade motora epiléptica.77
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Mais recentemente, apareceram evidéncias de que a inibicdo seletiva da MAO-A
teria, também, um potente efeito anticonvulsivante. Como em ratos e camundongos, doses
a partir de 1 mg/kg de L-deprenil passam a apresentar uma agio nio seletiva, bloqueando
tanto a MAO do tipo A quanto a do tipo B, sugere-se, entdo, que a MAO-A estaria assim

. . . ) 53.54.74
envolvida no efeito anticonvulsivante desta droga.”*>*

Com base em todas estas informagdes, o efeito anticonvulsivante do L-deprenil, na
dose de 5 mg/kg, i.p., poderia ser explicado por dois mecanismos: (1) por uma agdo direta
sobre a liberagio de catecolaminas; ¢ (2) pelo bloqueio da MAO-A ¢ MAO-B e
conseqiiente aumentando o tonus catecolaminérgico. Ambos, 0s mecanismos,

estimulando a modulag#o inibitéria dopaminérgica no hipocampo.



30

6. CONCLUSAO

Este estudo nos permite as seguintes conclusoes:

1 - A manipulagio dos animais durante 0 periodo de tratamento, foi um fator

desencadeante de crises;

7 - Tanto a CBZ como o VPA protegem O0s animais da expressdo das crises

desencadeadas pela manipulagéo;

3 _ O tratamento com CBZ ou VPA, durante o periodo de laténcia do modelo da

pilocarpina, néo impede o desenvolvimento da epileptogenicidade;

4 - O padrio histologico da formagéo hipocampal em ambos 0s grupos de tratamento
(CBZ e VPA) e a redugio da incidéncia de crises no grupo tratado com VPA, sugerem
que ambas as drogas, mas em especial o VPA, embora néo impedindo o
desenvolvimento da epileptogénese, minimizaram as alteragdes estruturais € a

expressdo das crises ;

5 - O L-deprenil, na dose de 5mg/kg, apresenta um efeito anticonvulsivante sobre as

crises induzidas pela pilocarpina, no periodo agudo do modelo.
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