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RESUMO

FERREIRA, P.B. Estudo dos efeitos da administracdo aguda em doses repetidas da
buspirona em camundongos no modelo de epilepsia induzido por pilocarpina, 2012, 67
p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharel em Farmécia) — Universidade Federal do Piaui,
Teresina, 2012

O estresse oxidativo é um dos mecanismos de morte celular induzido pelas crises
convulsivas. A buspirona apresenta efeitos antidepressivos e ansioliticos devido a sua
capacidade de estimular receptores 5-HT;a Os efeitos agudos da administracdo oral de
buspirona com doses repetidas sobre o estresse oxidativo foram observados em camundongos
Swiss adultos machos no modelo de convulséo induzido por pilocarpina (400 mg/kg, i.p.,
P400). Quarenta e trés animais foram divididos em 4 grupos. O primeiro grupo foi tratado
com solucdo salina 0,9% (v.0., n=10, grupo controle). O segundo grupo foi tratado com
pilocarpina 400 mg/kg (n=10, grupo P400). Os animais que faziam parte do terceiro e quarto
grupos foram tratados com buspirona 5 mg/kg (v.0., n=10; grupo BUSP) durante 14 dias
consecutivos. J& 0s animais do quarto grupo receberam P400, 30 min apds a ultima
administracdo de BUSP, (n=13, grupo BUSP + P400). Apds o periodo de tratamento 0s
animais foram eutanasiados e o hipocampo foi retirado para analises neuroguimicas. Os
resultados mostram que durante o periodo do tratamento ndo se observou sinais de toxicidade
ou morte. No grupo tratado com P400 houve um aumento significativo na peroxidacdo
lipidica e nos niveis de nitrito. No hipocampo dos animais, 0 pré-tratamento com buspirona e
que receberam P400 30 minutos apOs esse pré-tratamento foi observada uma reducdo
significativa do nivel de peroxidacéo lipidica (65%) e nitrito (85%), bem como aumento da
atividade da enzima catalase e superoxido dismutase (58%) quando comparados com o grupo
pilocarpina. Tendo como base os resultados, podemos sugerir que o pré-tratamento com
BUSP ndo produz efeitos toxicos no Sistema Nervoso Central de camundongos, aumenta a
laténcia para primeira convulséo, bem como diminui a taxa de mortalidade e o numero de
animais que convulsionaram e progridem para o estado de mal epiléptico e que a buspirona
exerceu efeitos anticonvulsivantes associados com a inibi¢cdo do desenvolvimento do estresse

oxidativo sugerindo o potencial uso terapéutico do seu uso no tratamento da epilepsia.

Termos de indexacdo: Buspirona, Convulsdes, Estresse Oxidativo, Hipocampo, Pilocarpina.
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ABSTRACT

FERREIRA, P.B. Study of the effects of acute administration of buspirone in mice model
of epilepsy,2012, 67p. End of Course Work (Bachelor of Pharmacy) - Federal University of
Piaui, Teresina, 2012.

Oxidative stress is one mechanism of cell death induced by seizures. Buspirone has
antidepressant and anxiolytic effects due to its ability to stimulate 5-HT;a receptors. Acute
oral administration in repeated doses of buspirone on the oxidative stress observed in mice in
adult male seizure model induced by pilocarpine (400 mg/kg, ip P400). Forty-three animals
were divided into four groups. The first group was treated with 0.9% saline (po, n=10, control
group). The second group was treated with pilocarpine 400 mg/kg (n=10, P400 group).
Animals that were part of the third and fourth groups were treated with buspirone 5 mg/kg
(po, n=10; BUSPgroup) for 14 consecutive days. The animals received the fourth group P400,
30 min after the last administration of BUSP (n = 13, group BUSP + P400). After the
treatment period the animals were euthanized and the hippocampus was removed for analysis
neurochemical. The results show that during the period of treatment there was no evidence of
toxicity or death. In the group treated with P400 a significant increase in lipid peroxidation
and nitrite levels. In the hippocampus of animals, the pretreatment with buspirone P400
receiving and 30 minutes after this pretreatment was also significantly reduced the level of
lipid peroxidation (65%) and sodium nitrite (85%) and increased the activity of enzymes
catalase and superoxide dismutase (58%) compared with the group pilocarpine. Based on the
results, we suggest that the pretreatment with BUSP does not produce toxic effects on the
central nervous system of mice, increased the latency to seizure first and lowers the mortality
rate and number of animals which convulsed and proceed to status epilepticus and buspirone
exerted anticonvulsant effects associated with inhibiting the development of oxidative stress

indicates the potential therapeutic use of its use in treatment of epilepsy.

Keywords: Buspirone, Hippocampus, Oxidative Stress, Pilocarpine, Seizures.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia do lobo temporal € uma doenca cronica que pode interferir em
inimeros aspectos sociais e psicologicos do paciente e ainda esta frequentemente
associada a um estimulo inicial precipitante, tais como: estado epiléptico, trauma e
convulsdes febris prolongadas (DODRILL, 2004). Sendo, um dos distarbios
neuroldgicos mais comuns, apresenta uma taxa de prevaléncia de 5% (De LORENZO,
2001). Aproximadamente, 30 a 50% dos pacientes epilépticos sdo sintomaticos, e esta
condicdo pode ser adquirida através de um stress ambiental (DE LORENZO et al.,
2000).

Embora as convulsdes em dois tercos dos pacientes sejam controladas com
sucesso com medicamentos anticonvulsivantes, o outro um tergo restante permanece
refrataria a terapia medicamentosa (MILITAO et al., 2010). O epiléptico pode ser mais
susceptivel a outras doencas psiquiatricas, uma vez que, a modulacdo neuronal da
ansiedade e emocao esta relacionada a semelhantes substratos neuronais em diferentes
estruturas cerebrais, que podem estar envolvidos na evolucdo das convulsdes parciais
complexas, e em particular na do lobo temporal. Essas patologias podem ser associadas
as mudangas neuroquimicas primarias e secundarias que sdo observadas durante as
convulsdes limbicas (POST, 2004).

Diante desse quadro, existe a necessidade da inser¢do de novas drogas mais
segura e efetivas para o controle dessa a patologia e consequentemente pesquisas para o

tratamento da epilepsia tem sido uma preocupagdo constante.

Convulses induzidas por pilocarpina produzem varias lesées em muitas regides
do cérebro (por exemplo, hipocampo, corpo estriado, cortex frontal entre outros
(FREITAS et al., 2005) como consequéncia da producdo de radicais livres. Alteracdes
comportamentais durante as convulsdes em camundongos tém sido amplamente
relatadas, sendo quantificaveis, replicaveis e revertidas pela administracdo aguda de

antiepilépticos e de compostos antioxidantes (MILITAO et al., 2009).

A buspirona é um agonista parcial do receptor 5-HT;5 (OHLSEN et al., 2005).
Esta droga possui um metabolito farmacologicamente ativo, que é um antagonista do
receptor ap-adrenérgico (CACCIA et al., 1986). A buspirona pode modificar o contetdo

da serotonina (5-HT) que é um neurotransmissor envolvido em diversas fungoes
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fisiologicas. Estudos demonstraram alteragdes nas funcdes do sistema serotoninérgico
durante a patogénese da epilepsia (WATANABE et al., 2003; ZIAl et al., 2005).

Durante as convulsdes induzidas por pilocarpina pode ser observado um
aumento no nivel de 5-HT no hipocampo dos camundongos. Os niveis elevados de 5-
HT e de seu metabolito, o acido 5-hidroxiindolacético, sdo fatores patogénicos que
podem estar associados com o estresse oxidativo observado em vérias patologias do
sistema nervoso central, incluindo a epilepsia, por um mecanismo ainda néo elucidado
totalmente. No entanto, algumas explicacdes tem sido propostas como a excitotoxidade
através do aumento do conteudo de 5-HT e consequente aumento na producdo de

radicais livres.

As convulstes séo relacionadas ao estresse oxidativo e a neurotoxicidade.
Considerando-se que 0 agonista do receptor 5-HT;a pode exercer efeitos benéficos
sobre as defesas antioxidantes, foi avaliada a influéncia da buspirona sobre o estresse
oxidativo causado pela convulsdo induzida por pilocarpina. Neste modelo o
metabolismo da dopamina pode gerar um aumento do estresse oxidativo e da

degeneracgéo neuronal, causando dano neuronal.

O estresse oxidativo pode ser associado ao aumento do contetdo de 5-HT
hipocampal em camundongos. Esse aumento tém sido implicado no estabelecimento de
convulsdes e estado epiléptico induzido por pilocarpina (CACCIA et al., 1986). O
mecanismo envolvido durante o estresse oxidativo induzido por convulsdes no modelo
de pilocarpina ndo € bem entendido, mas varias explicacdes tém sido propostas. Entre
elas incluem excitotoxicidade que estd associado com excesso de 5-HT e pelo aumento

na formacao de radicais livres.

O modelo de epilepsia induzido por pilocarpina é uma importante
neuropatologia de interesse para a salde publica devido a sua alta prevaléncia. Dessa
forma, estudamos o comportamento dos camundongos adultos tratados com pilocarpina
e apds o tratamento agudo em doses repetidas com buspirona, no modelo de epilepsia
induzido pela pilocarpina. Para tanto, foi determinada a laténcia para instalagdo da
primeira convulsdo (LIPC) e a laténcia para a instalacdo do estado de mal epiléptico
(LIEME) nos animais adultos tratados de forma aguda em doses repetidas com

buspirona apds convulsdes induzidas por pilocarpina. Tambem foi detectado os niveis
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de peroxidacdo lipidica e o conteudo de nitrito no hipocampo de camundongos adultos,
bem como foi verificada a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT) no hipocampo de camundongos adultos tratados de forma

aguda com doses repetidas com buspirona apos convulsées induzidas por pilocarpina.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Epilepsia

A epilepsia do lobo temporal (ELT) pode ser definida como uma afec¢édo cronica
de etiologia diversa, caracterizada por crises repetidas, devido & uma descarga excessiva
dos neurdnios cerebrais em diferentes estruturas e associada eventualmente com
diversas manifestacGes clinicas e paraclinicas, podendo ocorrer também quando ha um
aumento do nivel basal de excitacdo do sistema nervoso central (SNC), superior ao
limiar da convulsdo (ENGEL et al., 1997). De Lorenzo et al., (2001) demonstraram,
ainda, que a atividade convulsiva pode ocorrer ap6s a perda suficiente e duradoura de
neurdnios em diferentes regides cerebrais.

As crises convulsivas podem ser associadas as diversas mudancgas bioquimicas
em algumas &reas cerebrais afetando véarios neurotransmissores (MICHOTTE et al.,
2000), aléem de afetar o metabolismo dos carboidratos, os sistemas de segundos
mensageiros (AMPc, DAG e IP%) e a expressdo génica, que poderiam estar envolvidos
na fisiopatologia responsavel pelas alteraces ao longo do tempo nos neurdnios
(MELDRUM et al., 1990).

Os modelos de epilepsia do lobo temporal semelhante a dos humanos podem ser
utilizados para estudar as mudancas neuroquimicas relatadas durante o desenvolvimento
e na propagacdo e/ou manutencdo das convulsdes, possibilitando o estudo de drogas
para o tratamento de pacientes epilépticos (MARINHO et al., 1997), e também pode ser
atil para caracterizar prontamente 0s mecanismos envolvidos no estabelecimento das

fases da epilepsia: aguda, silenciosa e crénica.

2.2 Buspirona
2.2.1 Descrigao

A buspirona é o primeiro farmaco da classe das azapironas e a Unica dessa classe
comercializada no Brasil, foi sintetizada na década de 70 e aprovada pela U.S. Food and
Drug Administration em 1986 (ANDREATINI et al., 2001; CAIXETA, 1995). E um

composto ndo-benzodiazepinico com propriedades ansioliticas (SANTOS et al., 2006),
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e sem atividade anticonvulsivante, miorrelaxante e hipnético, sendo por isso
denominado de ansioseletivo (GOA et al., 1986). Também difere dos benzodiazepinicos

por ndo causar depressdo no Sistema Nervoso Central (SNC) (LIMA et al., 2002).

Denominada cientificamente  8-[4-(4-pirimidin-2-il-piperazina-1-il)-butil]-8-
azaspiro-[4,5]-decano-7,9-diona, a buspirona (llustracdo 1) apresenta uma estrutura
quimica Unica com dois anélogos estruturais: 4,4-dimetil-1-[4-[4-(2-quinolinil)-1-
piperazinil]-butil]-2,6-piperidinediona e 8-[4-[4-(2-quinolinil)-1-piperazinil]-butil]-8-
azaspiro[4.5]decano-7,9-diona (CHILMONCZYK et al., 1995).

llustragdo 1: Estrutura quimica da buspirona (8-[4-(4-pirimidin-2-il-piperazina-1-il)-
butil]-8-azaspiro-[4,5]-decano-7,9-diona).

2.2.2 Mecanismo de acao

O mecanismo de agdo da buspirona sé comecgou a ser esclarecido na década de
90 devido a necessidade crescente de um farmaco ansiolitico desprovido de efeitos

adversos severos (SEO et al., 1999).

E sabido que a buspirona tem alta afinidade pelos receptores serotoninérgicos do
subtipo 5-HT;4 € que ndo interage com receptores benzodiazepinicos ou GABAérgicos
(ERHORN, 2008). No entanto, produz um aumento na densidade dos receptores D, no
corpo estriado de ratos adultos, com forte possibilidade de interagcdo entre os sistemas
serotoninérgico e dopaminérgico (LIMA et al., 2002). Estudos farmacolégicos em nivel

molecular evidenciam essa interagcdo e indicam que outros sistemas de
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neurotransmissores podem estar envolvidos no seu mecanismo de agdo (TAYLOR et
al., 1985).

Atualmente, tém-se duas hipoteses sobre 0 mecanismo de ac¢do da buspirona ao
agir como agonista parcial dos receptores 5-HT;4, a saber: primeiramente, interagindo
com o0s receptores pré-sinapticos somatodendriticos diminuindo a frequéncia de
excitacdo dos neurbnios serotoninérgicos pré-sinapticos; e/ou atuando como agonista
parcial nos receptores poOs-sindpticos, competindo com a serotonina por esses
receptores, consequentemente, diminuindo sua acdo (ANDREATINI et al., 2001). Para
Dimitrou e colaboradores (1998) a buspirona pode aumentar os efeitos antidepressivos

dos inibidores de recaptacéo da serotonina.

A buspirona também promove alteragdes sobre o sistema dopaminérgico
nigroestriatal e mesolimbico, serotoninérgico na rafe e noradrenérgico no locus
coeruleus (RIBLET et al., 1984). Ao interagir com o sistema dopaminérgico pode tanto
facilitar quanto dificultar a neurotransmissdo dopaminérgica (RIBLET et al., 1982);
Essa hibridez dificulta muitas vezes a interpretacdo de dados obtidos em estudos

experimentais.

Um estudo controlado com adultos portadores de retardo mental nos graus leve e
moderado e com graves disturbios comportamentais revelou, que durante o tratamento
com uma dose maxima de 50 mg/dia, a buspirona pode agir como agonista 5-HT;a €,

reestabelecer a homeostase do sistema serotoninérgico (VERHOEVEN et al., 1997).

2.2.3 Farmacocinética

A buspirona é bem absorvida quando administrada por via oral. Sofre
metabolismo de primeira, através de reacdo enzimatica com o citocromo
CYP’A*(ANDERSON et al., 1996), e apresenta uma biodisponibilidade de
aproximadamente 4%. Quando administrada junto as refeicdes tem a sua
biodisponibilidade aumentada, no entanto essa interacdo diminui o metabolismo de
primeira passagem, uma vez que retarda o esvaziamento gastrico e consequentemente a
absorcdo (GAMMANS et al., 1986). E eliminada por metabolismo oxidativo em um

metabolito ativo, o 1-pyrimidinyl-piperazine, que apresenta de 1% a 20% da poténcia da
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buspirona e um inativo a 5-hidroxi-buspirona. A dose terapéutica da buspirona deve
variar entre um minimo de 30 mg/dia e um maximo de 60 mg/dia (ANDREATINI et al.,
2001), embora tenha demonstrado atividade na ansiedade generalizada com doses entre
15 e 30 mg/dia (BONVALOT et al., 1988). Menos de 1% da dose administrada é
excretada na forma inalterada. A depuragdo plasmaética é reduzida em portadores de
cirrose hepatica e insuficiéncia renal (BONVALOT et al., 1988; GAMMANS et al.,
1986).

Sua meia-vida (Ty2) varia de 2 a 8 horas. Liga-se fortemente a albumina e a
glicoproteina acida (GAMMANS et al., 1986). Salazar e colaboradores (2001),
analisaram a farmacocinética e a tolerancia da buspirona administrada por via oral em
trés grupos etérios: de 13 criancas, 12 adolescentes com disturbios de ansiedade e 14
adultos saudaveis. Nesse estudo foi observada uma rapida absorcédo em todos 0s grupos,
com concentracdo plasmatica maior no grupo de criancas e menor no grupo dos adultos.
A concentracdo de 1-pyrimidinyl-piperazine também foi significativamente maior no
grupo de criangas. A droga foi bem tolerada por toda a populacdo em estudo: 68% das
criancas e adolescentes referiram letargia, 48% cefaléia e 20% dispepsia; e nos adultos

predominou como efeito adverso a sonoléncia (21,4%).
2.2.4 Indicacdes

Devido a suas propriedades ansioliticas a buspirona foi introduzida na medicina
para o tratamento da ansiedade generalizada. A buspirona possui também efeitos
antidepressivos. E indicada na pratica clinica para portadores de transtorno de
ansiedade, ansiedade cronica, idosos ansiosos e individuos que apresentam sintomas
mistos de ansiedade e depressdo (RICKELS, 1990). Pode ser utilizada também em
substituicdo aos benzodiazepinicos devido & semelhanca na eficacia e menor incidéncia
e frequéncia de reacGes adversas, como sedacdo e relaxamento (HONORATO et al.,
1990; BONVALOT et al., 1988; GOA et al., 1986), porém esse uso deve ser melhor

esclarecido.

McAloon e colaboradores (1995) demonstraram, durante um experimento em
ratos que apresentavam infiltracdo leucocitaria, que a buspirona possui acgdo

imunossupressora quando administrada topica ou sistémicamente. Os achados
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revelaram uma atividade ndo conhecida da buspirona, que necessita ser melhor

elucidada.

Indmeros estudos buscam conhecer o uso terapéutico da buspirona em outras
patologias (MALLAT-TOSTES, 1995; BRAHM et al., 2008; ANDREATINI et al.,
2001). Ha relatos na literatura de portadores da Sindrome de Rett que apresentaram
melhora significativa na disfungdo respiratdria ap6s ser tratado com buspirona
(ANDAKU et al., 2005). O uso off-label de portadores de deficiéncia intelectual e
transtorno autistico com comportamento auto-destrutivo, como alternativa aos
antipsicoticos em pacientes que ndo os toleram apresentaram reducdo do
comportamento agressivo, 0 que sugere um uso potencial da buspirona no autismo,

porém sem atividade no comprometimento intelectual (BRAHM et al., 2008).

A buspirona também demonstrou atividade na ansiedade infantil. Hanna e
colaboradores (1997) observaram a remissao dos sintomas ansiosos em portadores de
laringomalacia e disfagia faringeana com dificuldades relacionadas a alimentacdo. O
tratamento com 12,5 mg/dia aliviou a ansiedade relacionada ao ato de comer, a
ansiedade social e a capacidade de auto-alimentagdo que resultaram em ganho de peso e
melhora do estado geral. Nessa situacdo a medicacdo é bem tolerada e os beneficios

persistem com a administracdo diaria do farmaco.

O uso da buspirona é indicado para o tratamento do disturbio de ansiedade em
idosos, com poucos efeitos colaterais (RODRIGUES et al., 1989). E um farmaco eficaz
no transtorno de ansiedade da terceira idade em comparagdo com outros ansioliticos e
benzodiazepinicos (BYRNE, 2002); No entanto, se fazem necessarios mais estudos a

fim de esclarecer seus efeitos adversos, posologia e interagdes farmacologicas.

A buspirona demonstra eficdcia em portadores de ansiedade associada aos
distdrbios cardiovasculares com melhora dos sintomas a partir da segunda semana de
tratamento; os efeitos colaterais observados foram minimos e/ou desapareceram com a
continuidade do tratamento (RAMIRES et al., 1993); Especificamente na neurose
cardiaca a buspirona obteve resultados benéficos, com desaparecimento dos sintomas
caracteristicos da neurose (CUNHA et al, 1987). O cloridrato de buspirona também

reduz a ansiedade na sindrome do climatério (HEGG et al., 1989).
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Um grande beneficio que o tratamento com buspirona acarreta é o de ndo afetar
0 estado de alerta, a memdria e a habilidade psicomotora, ndo interferindo no
desempenho das atividades cotidianas dos individuos que a utilizam terapéuticamente
(RODRIGUES & MASSUD FILHO, 1988; RAMIRES et al., 1993). Tem ainda a
vantagem de ndo potencializar os efeitos depressores do &lcool, ndo ter potencial para
abuso e néo causar dependéncia (ERHORN, 2008).

Um estudo recentemente realizado revelou um aumento na neurogénese de
mamiferos (gamba) por meio da ativacdo de receptores 5-HT14 ao ser administrado
buspirona, devido sua acdo agonista parcial nesses receptores. O aumento da
neurogénese resultou em melhora da memoria espacial e emocional do componente,
sendo, portanto, indicativo de que a buspirona pode ser uma alternativa para tratar

problemas relacionados ao envelhecimento (GRABRIEC et al., 2009).

2.2.5 Interagdes medicamentosas

Estudos demonstram que o uso da associacdo da buspirona com a carbamazepina
apresenta de 60% a 70% de eficacia no tratamento do alcoolismo (MALLAT-TOSTES,
1995). Sena e colaboradores (1997), em estudo com a mesma associacao, verificaram
47,3% de remissdo parcial ou total da dependéncia ao alcool, sem interacdo ou efeitos
adversos durante seis meses de tratamento. Ha relatos da utilizacdo da associa¢do com a
moclobemida para tratar a sindrome de dependéncia ao alcool, no entanto, essa

associagéo ainda precisa ser melhor investigada.

A buspirona reverte os prejuizos produzidos pelo alcool mais eficientemente que
o diazepam (ERWIN et al., 1989); E melhor tolerada e mais segura que o diazepam,
sendo preferida pelos usuarios (BUENO et al., 1988). A associacdo de buspirona com
neurolépticos como a clorpromazina e a trifluoperazina em alcoolatras reduz os riscos
de efeitos adversos produzidos pelos neurolépticos (MALLAT-TOSTES, 1995).

Poucos estudos investigaram a buspirona em associagdo com antidepressivos,
porém sabe-se que alguns antidepressivos inibem a enzima CYP®A* do citocromo

P450; Devido a essa atividade, os estudos devem ser controlados para evitar interacoes
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medicamentosas entre esses farmacos. E necessario cautela nessa experimentagdo, ja

que ha riscos para sindrome serotonergica (SANTOS et al., 2006).

Seo e colaboradores (1999) realizaram um procedimento experimental para
avaliar os efeitos da buspirona, da fluoxetina e da associacdo de ambas na ansiedade e

constataram que isoladamente os farmacos nao tiveram efeito.

Clay e colaboradores (2003) observaram interacdo entre ritonavir e buspirona. A
interacdo é caracterizada pelo desenvolvimento de ataxia, letargia, rigidez muscular,
tremores e fadiga muscular. Os sintomas desapareceram com a diminui¢do da dose de
buspirona e com a substituicdo do ritonavir pelo amprenavir. Supfe-se que essa
interacdo ocorre devido ao efeito inibitério do ritonavir sobre o CYP?A*, que levou ao

aumento dos niveis séricos de buspirona.

2.2.6 Efeitos adversos

Os efeitos adversos decorrentes do uso da buspirona sdo minimos em
comparacgado a outros ansioliticos e a farmacos que, anteriormente a sua descoberta, eram
utilizadas para essa finalidade. Apresenta menor comprometimento psicomotor e
sedacdo que o diazepam e o clorazepato (NEWTON et al., 1982) e menos sedacéo e
letargia que o alprazolam e lorazepam (COHN et al., 1989). Os efeitos colaterais
sedacdo e sonoléncia sdo menos intensos quando comparados ao bromazepam (SILVA
etal., 1987).

Os efeitos adversos mais frequentemente observados sdo tontura, cefal€ia,
sonoléncia, distdrbios gastrointestinais e insonia. Ocasionalmente também foram
observados: nervosismo, excitacdo, zumbido, sialosquiese, mal estar, nausea,

inquietacéo, vertigens e fadiga.

Predominantemente as reagdes adversas sdo leves e podem, em alguns casos,
desaparecer com o ajuste da dose administrada, com a continuidade do tratamento ou
espontaneamente (BASTOS, 1987). Dificilmente € necessario interromper o tratamento
por causa das reacOes apresentados pelo paciente, ja que os beneficios que a medicacao
promove se sobrepdem aos sintomas desagradaveis. Essa seguranga somada a eficécia e

a boa tolerancia sdo caracteristicas relatadas pelos usuarios durante o tratamento.
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2.2.7 Contra-indicacdes

N&o ha muitos estudos sobre os estados ou condig¢fes patoldgicas em que a
buspirona é contra-indicada. Sabe-se que individuos com uso prévio de

benzodiazepinicos tém diminuida a resposta terapéutica a buspirona.

O tratamento da fobia social é contra-indicado com a buspirona; Observou-se
uma leve melhora na sintomatologia, porém os individuos em estudos referiram tontura,

que os fizeram abandonar o tratamento (NARDI, 1999).

Um estudo aberto com trés criangas autistas concluiu que a buspirona pode ser
ineficaz para trata-las; Alguns sintomas autisticos relativos a motricidade, reacGes
afetivas inadequadas e prosexia foram agravados com o uso de buspirona, revelando
uma piora e uma contra-indicacdo especifica nesse quadro (CAIXETA, 1995). Nao é
recomendado o uso de buspirona como tratamento de rotina do transtorno do panico
(RICKELS, 1990). O uso em criangas menores de 18 anos bem como a dose indicada

para essa faixa etaria precisa ser melhor analisado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Determinar as alteragfes comportamentais e neuroquimicas observadas no
modelo de epilepsia induzido por pilocarpina durante a fase aguda das convulsdes, bem
como investigar os efeitos anticonvulsivantes e neuroprotetores do tratamento agudo em
doses repetidas com a buspirona nas mudancas observadas durante essa fase em

camundongos adultos.

3.2 Objetivos especificos:
e Realizar um levantamento bibliografico sobre a buspirona

e Estudar o comportamento dos animais adultos tratados com pilocarpina e

apos tratamento agudo em doses repetidas com buspirona

e Investigar a acdo farmacoldgica da administracdo aguda em doses
repetidas da buspirona no comportamento dos animais no modelo de

epilepsia induzido pela pilocarpina

e Determinar a LIPC e a LIEME nos animais adultos tratados de forma
aguda em doses retidas com buspirona ap6s convulsées induzidas pela

pilocarpina

e Detectar 0s niveis de peroxidacdo lipidica e o conteudo de nitrito no
hipocampo de camundongos adultos tratados de forma aguda em doses

retidas com buspirona ap6s convulsées induzidas pela pilocarpina

e Verificar a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT no
hipocampo de camundongos adultos tratados de forma aguda em doses

retidas com buspirona ap6s convulsdes induzidas pela pilocarpina
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4 MATERIAL E METODOS

Um levantamento bibliografico foi realizado sobre a buspirona, um farmaco nao
benzodiazepinico com acdo ansiolitica de grande importancia terapéutica nos
transtornos de ansiedade generalizada.

A revisdo contemplou artigos completos, resumos e estudos de caso
compreendidos entre os anos de 1982 e 2011, através das bases de dados LILACS e
MEDLINE. Para busca dos trabalhos foram utilizadas as palavras-chave: buspirone,
action mechanism, pharmacokinetics, indications, adverse effects, nomenclature e
structure.

Os critérios de inclusdo definidos para a selecdo dos artigos foram: artigos
publicados em portugués, inglés e espanhol; artigos na integra que retratassem a
tematica referente a revisdo de integrativa e artigos publicados e indexados nos referidos
bancos de dados nos ultimos dez anos.

4.1Procedimento experimental

Foram utilizados camundongos Swiss adultos machos com 2 meses de idade
(llustracéo 2), com peso variando de 25-35 gramas, provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Durante todos os experimentos, 0s animais
foram mantidos em gaiolas de acrilico de 30 x 30 cm? com no méximo 6 animais, onde
foram observados por 1 hora , em condi¢cdes sala com temperatura ambientais
semelhantes, com ciclo claro / escuro alternado de 12 horas, recebendo ragéo padréo
tipo Purina e 4gua ad libitum. Todos os experimentos foram realizados de acordo com 0
Guia para o cuidado e uso de laboratério do Departamento de Saude e Servicos
Humanos, Washington, DC (1985), e foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (NUmero do protocolo: 0021/10) da UFPI.
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lustracdo 2: Camundongo Swiss adulto macho

Fonte: Arquivo pessoal

As substancias utilizadas foram: cloridrato de pilocarpina e cloridrato de
buspirona (Sigma, Chemical, E.U.A.). Todas as doses sdo expressas em miligramas por
kg (mg/kg) e o cloridrato de buspirona foi administrado via oral (v.0.) em um volume de
5 mg/kg. Durante os experimentos, os animais foram divididos em quatro grupos. O
primeiro e o segundo grupo foram tratados com buspirona (5 mg/kg, v.0., n=23) ou
solucdo fisiolégica a 0,9% (v.0., n=10) e 30 min depois receberam cloridrato de
pilocarpina (400 mg/kg, i.p., n=13). Os camundongos foram observados neste intervalo
de tempo (30 min) para a ocorréncia de qualquer mudanca de comportamento. Os
tratamentos descritos anteriormente representam os grupos BUSP + P400 e o P400,
respectivamente. O terceiro e quarto grupo receberam solugédo salina 0,9% v.o. (n=10,
grupo controle) ou apenas buspirona (5 mg/kg, v.o., n = 10, grupo BUSP).

Apds os tratamentos, os animais foram colocados em caixas com 30 x 30 cm de
didmetro para observacdo e determinacdo do periodo de laténcia para o
desenvolvimento da primeira crise convulsiva (comportamentos tipicamente observados
apos a administracdo de pilocarpina: presenca de sinais colinérgicos periféricos (SCP),
tremores, movimentos estereotipados (ME), convulsGes motoras e estado epiléptico)
(TURSKI et al., 1983) e a taxa de mortalidade de cada grupo experimental apds a
administracdo de pilocarpina. Trabalhos anteriores tém mostrado que o numero de
convulsdes e oObitos ocorridos em 1 h apds administragdo sempre seguem 0 mesmo
padrdo, por isso, decidiu-se observar os animais durante 1 h, jA que as convulsdes
induzidas por pilocarpina ocorrem dentro de 60 min e as mortes dentro 1 h apds a

injecdo de pilocarpina.
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Apos o periodo de observacdo de 1 h os animais que desenvolverem convulsdes,
estado epiléptico e sobreviveram aos protocolos dos tratamentos experimentais foram
eutanasiados, e seus cérebros removidos para dissecacdo sobre gelo do hipocampo de
ambos os lados do cérebro. O hipocampo foi armazenado em condi¢cbes apropriadas
para a realizacdo dos posteriores estudos neuroquimicos. Os corpos dos camundongos
foram armazenados em um saco plastico, hermeticamente fechado em um congelador

para esse fim e posteriormente enviados ao CCA para correto descarte.

4.2 Método da determinacdo dos niveis de peroxidacéo lipidica

O grau de peroxidacdo lipidica foi mensurado através da determinacdo dos
niveis de TBARS, conforme o método descrito por Draper e Hadley (1990). Os niveis
de peroxidagdo lipidica foram analisados no grupo BUSP + P400 (n=13), no grupo
P400 (n=10), no grupo BUSP (n=10) e animais controle (n=10). Foi preparado o
homogenato a 10% em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,4. Deste foi retirado 250
uL do homogenato de cada area cerebral do animais controles e tratados com
pilocarpina, ao qual foram adicionados 1 mL de &cido tricloroacético a 10% e 1ml de
solucdo de &cido tiobarbiturico 0,67% e em seguida a mistura foi agitada em vortex.

Apos a agitagdo, essa mistura foi mantida em um banho de agua fervente por 15
min, a seguir resfriada em agua corrente. Ap6s o resfriamento foi adicionada 2 mL de
n-butanol, agitada em vortex por 1 min. Apos agitacdo a mistura foi centrifugada a 1200
rpm por 5 min. Apés a centrifugacdo (800/g, 5 min), as substancias que reagiram a
solucéo de &cido tiobarbitdrico foram determinadas a partir da leitura na absorbancia
relativa a 535 nm em espectrofotémetro (llustracéo 3). Os resultados foram expressos
em nmol de MDA/g de tecido.

llustracéo 3: Aparelho deespectrofotdmetro usados nos experimentos.
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Fonte: Arquivo pessoal

4.3 Método da determinacéo do conteudo de nitrito

Para determinar os teores de nitrito nos grupos experimentais pesou-se 7 mg de
NaNO; que foram dissolvidos em 10 mL de &gua bidestilada. Foram feitas diluicGes em
série, ficando 1 mM, 100 uM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM.
Em seguida foi feita uma equacdo da reta para o célculo das concentracdes (GREEN et
al., 1981). Em um tubo branco foi adicionado 500 uL do reagente mais 500 uL de dgua
destilada, em outro tubo teste foi adicionado 500 uL do reagente mais 500 ul do
homogenato de tecido a 10%. Foi feita a leitura em espectrofotdmetro a 560 nm. A
concentracdo de nitrito foi determinada a partir de uma curva padrdo de nitrito

produzido usando NaNO; e os resultados foram expressos em mM.

4.4 Método da determinacéo da atividade da CAT

A atividade da CAT foi medida nos grupos experimentais utilizando o principio
basico da medida da velocidade de producdo de O, e H,O de acordo com Chance e
Maehly (1955). A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry et
al. (1951). A atividade da enzima foi medida em 230nm, através de um
espectrofotdbmetro Beckman DU, acoplado a um sistema de modernizacdo de Gilford,
USA, o que permitiu leituras automaticas em sistema digital e forneceu maior
sensibilidade.

A atividade enzimaética foi medida atraves da leitura da variacdo da absorbancia
por minuto, durante 6 minutos e os resultados expressos em U/ug de proteina. Uma
unidade (U) da CAT corresponde a decomposicdo de ImM de perdxido de hidrogénio

em agua e oxigénio por minuto.
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Foi preparado o meio da rea¢do com H,0O, (18 mL) mais Tampé&o Tris HCI 1M,
EDTA 5 mM pH 8,0 (1,0 mL) e H,O Milli Q (0,8 mL). Em seguida foi colocado na
cubeta de quartzo 980 puL do meio de reacdo mais 20 pL do homogenato a 10%
preparado em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,4. E feita a leitura durante 6 min a
temperatura de 37°C em espectrofotdmetro a 230 nm. Como branco cinético foi feito
pela a leitura na absorbancia relativa a 230 nm com apenas 1 ml do meio reacional.

As absorbancias foram registradas com intervalo de 1 min, durante 6 min. A
reacdo foi acompanhada em 230 nm. Uma curva padrdo foi criada usando CAT
purificada (Sigma, St Louis, MO, E.U.A.) com condigdes idénticas. Os resultados foram
expressos em mmol/min/mg de proteina (Chance et al., 1955).

4.5 Método da determinacéo da Atividade da SOD

A atividade da SOD foi determinada em nossos experimentos, através da taxa de
reducdo do citocromo C pelos radicais superéxidos, utilizando o sistema xantina -
xantina oxidase como fonte geradora de anion superoxido (02-) (ARTHUR et al., 1985)
através da técnica descrita anteriormente por FLOHE et al., 1984.

Foi preparada o meio da reacdo (volume total 30 mL) contendo tampéo fosfato
de potassio 50 mM, pH 7,8 (18 mL), xantina 500 uM (3,0 mL); cianeto de potassio
200uM (3,0 mL); EDTA 1mM, pH 6,8 (3,0 mL). As amostras (homogenato a 10%)
foram preparadas com tampdao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8. Os homogenatos a
10% foram centrifugados a 15000 rpm durante 15 min a 4°C, em seguida 0s
sobrenadantes foram removidos para posterior determinacédo da atividade da SOD.

A xantina oxidase (XO) (5 U/mL) usada na reacgdo foi preparada a partir da
solucéo padrdo de XO (1 pL para 80uL de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8).
Em seguida foi realizado o ensaio em uma cubeta de vidro contendo: 975 pL do meio
reacional acima descrito, 20 uL do sobrenadante da amostra obtido conforme descrito
anteriormente e mais 5 uL da XO, a mistura foi agitada e em seguida foi realizada a
leitura em espectrofotbmetro a 550 nm a temperatura ambiente durante 6 minutos.
Como branco cinético foi feito pela adicdo apenas do sistema gerador de &nion
superdxido e o citocromo C, e foi realizada a leitura do branco na absorbancia relativa a
oxidacdo do citocromo C a 550 nm. A curva da atividade unidade vs percentagem de

inibicdo foi medida com quantidades conhecidas de SOD purificada que esté contida em
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5 U/mL de solucdo. A quantidade da atividade da SOD das amostras foram calculadas
usando a média das absorcdes lineares obtidas durante 6 min pela curva.

A diferenciacdo entre os dois diferentes tipos de SOD (Cu Zn-SOD e Mn-SOD)
foi feita pela adicdo de cianeto de potéassio (200 uM) a mistura de incubagdo no meio
reacional. Onde, o Cu Zn-SOD ¢ inibida pelo cianeto de potassio, enquanto a Mn-SOD
ndo é afetada (TAMATE et al., 1992; TANIGUCHI, 1990).

Os resultados foram expressos em U/mg de proteina. Uma unidade (U) da
atividade da SOD corresponde & inibicdo de 50% da reacéo do O% com o Citocromo C.

A concentracdo da proteina foi obtida pelo método de Lowry et al. (1951).

4.6 Analises Estatisticas

Os resultados do periodo de laténcia para primeira convulsdo e alteracGes
neuroguimicas que obedeciam a uma distribuicdo paramétrica foram analisados por
Anélise de Variancia (ANOVA) com teste T de Student Newman Keuls (como post hoc
teste) pelo programa GraphPad Prism versdo 3.00 para Windows, GraphPad Software,
San Diego California USA. Copyright (c) 1994-1999 por GraphPad software. Os dados
ndo paramétricos (percentagens) foram analisados pelo mesmo programa utilizando o
teste do qui-quadrado. O mesmo programa (GraphPad Prism®©) foi utilizado para
confeccdo dos gréaficos apresentados neste trabalho. As diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas a partir de p<0,001.
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5 RESULTADOS

Os animais tratados com dose elevada de pilocarpina (grupo P400, 400mg/kag,
I.p.) apresentaram convulsdes tonico-clénicas generalizadas (100%), que progrediram
para o estado de mal epiléptico (EME). Todos os animais morreram ap0s a
administracdo de P400. Durante a primeira hora de observacdo, apresentaram sinais
colinérgicos periféricos, tais como miose, piloerecdo, cromodacriorréia, salivacao,
diarréia, diurese, e também movimentos estereotipados, envolvendo o aumento da
atividade de roer, cocar, mastigar e wet-dog shakes (ato de sacudir — semelhante a um
cachorro molhado). Apds a administracdo de pilocarpina, a instalacdo da primeira
convulsdo ocorreu em 7,90 + 1,68 min. Todos 0s animais pré-tratados com buspirona
selecionados para este estudo foram observados por 1 h apés a injecdo de pilocarpina e
manifestaram alteracdes no comportamento, tais como SCP (100%), tremores (70%),
ME (100%), convulsées (54%) e EME (100%).

As tabelas 1 e 2 demonstram que o grupo que foram pré — tratados com BUSP
durante 14 dias e receberam P400 no ultimo dia, 30 minutos apds a administracdo de
BUSP, tiveram uma reducdo de 46% no percentual de animais que desenvolvem ataques
convulsivos, um aumento de 55% do periodo de laténcia para desenvolvimento da
primeira convulsdo (17,4 + 15,03 min) e aumento de 46% na porcentagem de
sobrevivéncia em comparagdo com o grupo P400. Nenhum dos animais dos que
receberam injecOes de buspirona isoladamente mostrou atividade convulsiva (Tabela 1
e 2).

A buspirona age como agonista dos receptores 5-HT; e provoca reducdo da
gravidade das convulsdes induzidas por pilocarpina. A agdo protetora deste agonista
pode ser devido a sua acdo anticolinérgica fraca. Assim, 0 estudo sugere que a
estimulacdo aos receptores 5-HT; inibe a formacdo de radical livre formados pelas
convulsdes induzidas por pilocarpina. Estes achados justificam os efeitos

anticonvulsivantes da buspirona observados durante 0s nossos estudos
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comportamentais, uma vez que houve um aumento da laténcia para a primeira
convulsdo, uma diminuicdo da taxa de mortalidade e diminuicdo do nimero de animais

que convulsionaram e progrediram para 0 EME (Tabelas 1 e 2).

5.1 Comportamento de camundongos adultos observados durante 1 hora apoés
administragéo de pilocarpina.

Os estudos comportamentais foram realizados como descrito anteriormente.
Os resultados sdo apresentados como o0 numero de animais que apresentaram
alteracbes dos parametros comportamentais em relagdo ao nimero total de animais
observados durante 0s experimentos.

Todos os animais adultos tratados com dose elevada de pilocarpina (400
mg/kg, i.p; n=10), durante 1 hora de observacéo, apresentaram SCP, tais como, miose,
piloerecdo, cromodacriorréia, salivacdo, diarréia, diurese, e também movimentos
estereotipados, envolvendo o aumento da atividade de roer, cocar, mastigar e wet-dog
shakes (ato de sacudir — semelhante a um cachorro molhado) (Tabela 1).

Os tremores ocorreram em 100% (10) dos animais e as convulsfes apareceram
em todos os animais (10) nos 17 minutos iniciais, bem como foi instalado o0 EME logo
em seguida, em todos (10) os animais do grupo P400, ndo havendo nenhuma taxa de
sobrevivéncia nesse grupo (Tabela 1 e 2).

Por sua vez, todos os animais adultos pré-tratados com buspirona (5 mg/kg) e
que ap6s 30 min da ultima dose dos 14 dias de tratamento receberam uma dose de
pilocarpina (400 mg/kg, i.p; n=13), durante 1 hora de observagéo, apresentaram SCP,
tais como, miose, piloerecdo, cromodacriorréia, salivagdo, diarréia, diurese, e também
movimentos estereotipados, envolvendo o aumento da atividade de roer, cocar,
mastigar e wet-dog shakes (Tabela 1). Por outro lado, os tremores ocorreram em 70%
(9) e as convulsdes apenas em 54% dos animais (7) que progridem para o EME
também em 54% (7) dos animais do grupo BUSP + P400, e foi verificado um

aumento de taxa de sobrevivéncia nesse grupo (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1: Efeitos do pré-tratamento com buspirona nas alteracdes comportamentais

durante as convulsdes induzidas por pilocarpina.

SCP ME Tremores Convulsoes EME
Grupos (%0) (%0) (%) (%) (%)
P400 100 100 100 100 100
BUSP + P400 100 100 70° 542 542
BUSP 00 00 00 00 00

Apos o tratamento com pilocarpina foram observados por 1 h para a determinagdo dos SCP, ME,
tremores, convulsdo e EME. *p<0,001, vs pilocarpina (Teste do Qui-quadrado).

5.2 Efeito do pré-tratamento com buspirona nas LIPC e do LIEME durante as
convulsdes induzidas por pilocarpina e taxa de mortalidade em camundongos
adultos

Os resultados apresentados na Tabela 2indicam que os efeitos produzidos pela
estimulacgdo colinérgica periférica ndo sdo bloqueadas pela buspirona. O pré-tratamento
com buspirona ndo interferiu nos sinais colinérgicos periféricos, movimentos
estereotipados e tremores induzidos por pilocarpina.

O pré-tratamento com buspirona na dose (5 mg/kg) reduziu em 46% (p<0,05) a
percentagem de animais que convulsionaram, aumentando a LIPC em 120,3% (P400 =
7,90 +1,68 min; BUSP + P400 = 17,4 £ 1,53 min) [p<0,0001], e a LIEME em 61,67%
(P400 = 14,95 + 1,57 min; BUSP + P400 = 24,17 + 3,49 min) [p<0.0001].

Os animais tratados com buspirona (5 mg/kg) ndo convulsionaram, e nao
progrediram para o EME, bem como ndo foi detectada nenhuma morte nesse grupo,
guando comparados aos grupos controle e P400. Comparando o grupo pré-tratado com
BUSP e que ap6s 30 min recebeu pilocarpina e o grupo P400 pode-se verificar que
houve uma diminuicdo de 46% na taxa de mortalidade no grupo dos animais tratados
com a associa¢do BUSP + P400 [p<0.0001].
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Tabela 2: Efeito do pré-tratamento com buspirona nas LIPC e do LIEME durante as

convulsdes induzidas por pilocarpina e taxa de mortalidade em camundongos adultos.

Grupos LIPC LIEME Taxa de Mortalidade
(min) (%) (%)
P400 7,90 + 1,68 14,95 + 1,57 100
BUSP + P400 17,4 +1,53° 24,17 + 3,49 54
BUSP 00 00 00

As laténcias foram expressas como a Média + E.P.M. em minutos (min) do nimero de animais
usados nos experimentos, enguanto que, a taxa de mortalidade foi expressa em
percentagem.’p<0,001, quando comparado ao controle (ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls
como post hoc teste); "p<0,001, quando comparado ao grupo controle (Teste do qui-quadrado).

5.3 Niveis de peroxidacdo lipidica no hipocampo de camundongos preé-tratados
com buspirona de forma aguda com doses repetidas no modelo de convulséo
induzido por pilocarpina.

Os resultados dos efeitos da buspirona na peroxidacgdo lipidica no hipocampo de
camundongos adultos apds convuls@es induzidas por pilocarpina foram apresentados na
llustracdo 4. No grupo P400 foi verificado um aumento significativo na peroxidagédo
lipidica em relacdo ao grupo controle (Controle = 1,31 + 0,04; P400 = 1,99 + 0,03),
[p<0,0001] no hipocampo de camundongos adultos. Por sua vez, o pré-tratamento com
buspirona, 30 min antes da administracdo de pilocarpina produziu uma reducdo
significativa na peroxidacao lipidica de 65% quando comparado ao grupo P400 (P400 =
1,99 + 0,03; BUSP + P400 = 0,69 + 0,02), [p<0,001] (llustracdo 4). Também foi
detectada uma reducdo significativa na peroxidacdo lipidica no grupo tratado somente
com buspirona em comparagdo aos valores do grupo controle (Controle = 1,31 + 0,04;

BUSP = 0,55 + 0,05) [p<0,001] no hipocampo dos camundongos adultos (llustragéo 4).
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llustracdo 4: Niveis de peroxidacdo lipidica no hipocampo de camundongos pré-
tratados com buspirona de forma aguda em doses repetidas no modelo de convulsédo

induzido por pilocarpina.
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Os animais estudados apresentaram convulsao, estado epiléptico 1 h ap6s o tratamento
foram eutanasiados. Os resultados representam a média + E.P.M. do nimero de animais
usados nos experimentos. Para andlise estatistica foram usados ANOVA e teste t-
Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. ®p<0,001, quando comparado ao controle, e
Pp<0,001, quando comparado ao grupo P400.

5.4 Conteudo de nitrito no hipocampo de camundongos pre-tratados com
buspirona de forma aguda com doses repetidas no modelo de convulsédo induzido
por pilocarpina.

Os resultados dos efeitos da buspirona no contetido de nitrito no hipocampo de
camundongos adultos apds convulsdes induzidas por pilocarpina foram apresentados
na lustragéo 5. No grupo P400 foi verificado um aumento significativo no conteudo
de nitrito em relacdo ao grupo controle (Controle = 89,84 + 1,91; P400 = 137,6 +
0,72), [p<0,001] no hipocampo de camundongos adultos. Por sua vez, o pré-tratamento
com buspirona, 30 min antes da administracdo de pilocarpina produziu uma reducéo
significativa no contetdo de nitrito de 85% quando comparado ao grupo P400 (P400 =
137,6 + 0,72; BUSP + P400 = 20,91 + 2,18), [p<0.001] (llustracdo 5). Também foi
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detectada uma reducdo significativa no contetdo de nitrito no grupo tratado somente
com buspirona em comparacao aos valores do grupo controle (Controle = 89,84 +1,91;
BUSP = 44,41 + 4,25) [p<0,001] no hipocampo dos camundongos adultos (llustracéo
5).

llustracdo 5: Conteudo de nitrito no hipocampo de camundongos pré-tratados com
buspirona de forma aguda em doses repetidas no modelo de convulséo induzido por

pilocarpina.
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Os animais estudados apresentaram convulsdo, estado epiléptico 1 h apds o tratamento
foram eutanasiados. Os resultados representam a média + E.P.M. do nimero de animais
usados nos experimentos. Para analise estatistica foram usados ANOVA e teste t-
Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. *p<0,05, quando comparado ao controle, e

Pp<0,001, quando comparado ao grupo P400.

5.5 Atividade da enzima catalase no hipocampo de camundongos pré-tratados com
buspirona de forma aguda com doses repetidas no modelo de convulsédo induzido
por pilocarpina.

Os resultados dos efeitos da buspirona na atividade enzimética da CAT no
hipocampo de camundongos adultos ap6s convulsdes induzidas por pilocarpina foram
demonstrados na llustracdo 6. No grupo P400 foi verificado um aumento significativo
na atividade enzimatica da CAT em relacdo ao grupo controle (Controle = 14,32 +

0,53; P400 = 25,43 + 1,07), [p< 0,05] no hipocampo de camundongos adultos. Por sua
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vez, 0 preé-tratamento com buspirona, 30 min antes da administracdo de pilocarpina
produziu aumento significativo na atividade enzimatica da CAT de 78% quando
comparado somente ao grupo controle (Controle = 14,32 + 0,53; BUSP + P400 =
25,49 +1,4), [p<0.001] (llustracdo 6). Também foi detectado um aumento
significativo na atividade enzimatica da CAT no grupo tratado somente com buspirona
em comparacdo aos valores do grupo controle (Controle = 14,32 + 0,53; BUSP =
17,88 + 0,43) [p<0,001] no hipocampo dos camundongos adultos (llustracéo 6).

llustracéo 6: Atividade da enzima catalase no hipocampo de camundongos pré-tratados
com buspirona de forma aguda em doses repetidas no modelo de convulsdo induzido

por pilocarpina.
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Os animais estudados apresentaram convulsao, estado epiléptico 1 h ap6s o tratamento
foram eutanasiados. Os resultados representam a media + E.P.M. do nimero de animais
usados nos experimentos. Para analise estatistica foram usados ANOVA e teste t-
Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. ®p<0,05, quando comparado ao controle, e

Pp<0,001, quando comparado ao grupo P400.

5.6 Atividade da enzima superoxido dismutase no hipocampo de camundongos
pré-tratados com buspirona de forma aguda com doses no modelo de convulsdo
induzido por pilocarpina.

Os resultados dos efeitos da buspirona na atividade enzimatica da superéxido

dismutase (SOD) no hipocampo de camundongos adultos apds convulsfes induzidas
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por pilocarpina foram demonstrados na llustracdo 7. No grupo P400 foi verificado um
aumento significativo na atividade enzimatica da SOD em relacdo ao grupo controle
(Controle = 2,35 £ 0,14; P400 = 2,56 + 0,11), [p<0,05] no hipocampo de camundongos
adultos. Por sua vez, o pré-tratamento com buspirona, 30 min antes da administracéo
de pilocarpina produziu um aumento significativo na atividade enziméatica da SOD de
58% quando comparado somente ao grupo controle (Controle = 2,35 + 0,14; BUSP +
P400 = 3,71 + 0,15), [p<0,001] (lustracdo 7). Também foi detectado um aumento
significativo na atividade enzimaética da SOD no grupo tratado somente com buspirona
em comparacéo aos valores do grupo controle (Controle = 2,35 + 0,14; BUSP = 3,65 +
0,13) [p<0,001] no hipocampo dos camundongos adultos (llustragéo 7).

llustracdo 7: Atividade da enzima superoxide dismutase no hipocampo de
camundongos pré-tratados com buspirona de forma em doses repetidas no modelo de

convulséo induzido por pilocarpina.
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Os animais estudados apresentaram convulsao, estado epiléptico 1 h ap6s o tratamento
foram eutanasiados. Os resultados representam a média + E.P.M. do nimero de animais
usados nos experimentos. Para analise estatistica foram usados ANOVA e teste t-
Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. *p<0,05, quando comparado ao controle, e

®p<0,001, quando comparado ao grupo P400.
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6 DISCUSSAO

Os modelos de epilepsia do lobo temporal semelhante a dos humanos podem ser
utilizados para estudar as mudancas neuroquimicas relatadas durante o desenvolvimento
e na propagacao e/ou manutencdo das convulsées (MARINHO et al., 1997), e também
pode ser Util para caracterizar prontamente 0os mecanismos envolvidos na epilepsia. O
modelo de epilepsia induzido por pilocarpina tem sido amplamente utilizado em estudos
sobre aspectos comportamentais e neuroquimicos da epilepsia humana. Este € um
modelo em que as alteracdes nas funcdes cerebrais estdo associadas com as mudancas
observadas na epilepsia do lobo temporal. Entre as muitas alteracBes neuroquimicas
encontradas durante as convulsdes induzidas por pilocarpina em camundongos pode ser
detectado o aumento no contetdo de 5-HT no tecido cerebral (FREITAS et al., 2004),
bem como a alteracdo de muitos outros pardmetros neuroquimicos, relacionado com
estresse oxidativo.

Estudos analisaram o papel do estresse oxidativo durante as convulsbes
induzidas por pilocarpina, possivelmente através da formacgdo de radicais livres. O
estresse oxidativo € um dos possiveis mecanismos responsaveis pelas convulsdes
induzidas por pilocarpina por muitas razdes, entre elas a susceptibilidade do cérebro ao
dano oxidativo. O cérebro processa grandes quantidades de O, em massa relativamente
pequena e tem um alto conteldo de substratos para oxidagdo associada as baixas
atividades antioxidante, tornando-se extremamente suscetiveis a danos oxidativos
(HALLIWELL et al., 1989).

Observando-se o0s resultados obtidos até o momento percebe-se que a
administracdo oral por 14 dias de buspirona na dose de 5 mg/kg, de forma geral, ndo
produz efeitos toxicos em camundongos Swiss adultos, uma vez que durante o
tratamento, nenhum sinal clinico visivel de toxicidade foi observado.

No modelo de epilepsia induzido por alta dose de pilocarpina, pode-se observar
perda neuronal de algumas areas cerebrais, a saber: hipocampo, corpo estriado,
amigdala, cortex piriforme, cortex entorrinal, talamo e substancia negra, sugerindo o
envolvimento dessas diferentes areas durante o estabelecimento do processo epiléptico
(BORELLI & BOZZI, 2002).
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Entre as &reas em que ocorre dano neuronal, o hipocampo, o corpo estriado e 0
cortex fronto-parietal, além de serem as areas mais acometidas, podem estar relacionada
de forma importante com os mecanismos de instalacdo, da propagacdo e/ou manutengdo
(epileptogénese) das convulsdes limbicas. Em geral, as convulsdes induzidas por
pilocarpina parecem depender da ativacdo do receptor muscarinico, da alteracdo da
atividade enzimética de alguns sistemas, entre eles os sistemas de defesa antioxidante,
do metabolismo dos fosfoinositidios (MARINHO et al., 1998). Dentre as inUmeras
mudancas neuroquimicas vistas durante a fase aguda do processo convulsivo tem sido
verificada expressivas alteragdes na peroxidacdo lipidica, no contetdo do nitrito e
nitrato, nas atividades enziméticas da SOD e CAT.

A relacdo entre as enzimas e a remoc¢do dos radicais livres foi encontrada na
epilepsia e as espécies reativas derivadas do oxigénio (EROs) tém sido relacionadas a
neurodegeneracdo induzida pela convulsdo. Tem sido sugerido que as convulsdes
induzidas por pilocarpina sdo mediadas por um aumento no estresse oxidativo. As
pesquisas atuais tém sugerido que os compostos antioxidantes podem dar algum nivel
de neuroprotecdo contra a neurotoxicidade das convulsdes em nivel celular (MILITAO
et al., 2009). Outro estudo sugere que uma elevacdo na formacao de radicais livres pode
ser acompanhada de um aumento compensatério das atividades das enzimas
antioxidantes.

Além disso, o hipocampo durante as convulsbes, pode ser particularmente
sensivel ao estresse oxidativo por causa de seus altos niveis de 5-HT que induzem a
formagdo de radicais livres (GASPAR et al.,, 2003) e por causa das defesas
antioxidantes reduzida. O modelo de epilepsia induzido por pilocarpina tém sido
extensivamente analisado, uma vez que, exibe convulsdes recorrentes espontaneas e
podem esclarecer muitas das alteragdes vistas na epilepsia do lobo temporal de
humanos.

O modelo de convulsdo induzido por pilocarpina em alta dose (400mg/kg) foi
utilizado como instrumento para investigar a participacdo dos diferentes sistemas de
neurotransmissdo do SNC como possiveis moduladores da epileptogénese, como
também para observar as alteracfes comportamentais, e outros aspectos neuroquimicos

relacionados com a fase aguda do processo convulsivo (CAVALHEIRO et al., 1994).
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6.1 Estudos comportamentais apds convulsées

A convulsdo induzida por pilocarpina pode ser caracterizada por episodios de
alteracdo no comportamento dos animais (TURSKI et al., 1983a). Essas convulsdes
apresentam, ainda, uma temporéaria reducdo da consciéncia e contracdes involuntérias
do masculo esquelético em humanos (JOBE, 2003).

Imediatamente ap6s a administragdo de pilocarpina, os camundongos podem
apresentar  persistentes mudancas comportamentais, incluindo  piloerecéo,
cromodacriorréia, acinesia inicial, ataxia, tremores, automatismos mastigatorios como
mioclonia dos musculos faciais, e movimentos de cachorro molhado, que persistem de
10 a 15 minutos (TURSKI et al., 1983a), os quais foram observados de forma
semelhante nos camundongos usados em outros estudos comportamentais (FREITAS et
al., 2004a).

Nossos resultados indicam que os animais tratados com pilocarpina (400mg/kag,
i.p., P400) apresentaram as caracteristicas descritas por varios pesquisadores na
literatura (TURSKI et al., 1983a; MARINHO et al., 1997) confirmando a existéncia das
alteracbes comportamentais ap6s a administracao do estimulo convulsivo.

Todos os animais pré-tratados com buspirona durante 14 dias e que receberam
pilocarpina (400 mg/kg) 30 minutos apds a Ultima administracdo de buspirona (5
mg/kg) observados por 1h apresentaram sinais colinérgicos periféricos e movimentos
estereotipados, e 70% apresentaram tremores. Apds 17 minutos da administracdo de
pilocarpina  400mg/kg, surgiram as convulsdes motoras limbicas nos animais
observados por 1h, e em seguida as convulsdes recorrentes foram instaladas em 55%
dos animais.

Ja os que receberam apenas pilocarpina (i.p.; 400 mg/kg), todos os animais
observados por 1 hora apresentaram sinais colinérgicos periféricos, movimentos
estereotipados e tremores e apds 7 minutos da administracdo de pilocarpina 400 mg/kg
apareceram as convulsées que se instalaram em todos os animais.

Em relacdo ao nimero de mortes dos animais em cada grupo observado, foi
visto que no grupo BUSP + P400 que 54% dos camundongos morreram e que no grupo
P400 todos os animais morreram. Nos animais tratados somente com buspirona 5mg/kg

nédo foram observados mudangas comportamentais nem convulsdo ou morte.
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Observa-se, portanto, que no processo convulsivo ha um aumento significativo
no numero de morte dos animais em funcdo do periodo de tempo observado da fase
aguda, mostrando, assim, uma possivel relacdo entre o tempo e o estabelecimento das
mortes dos animais adultos durante o desenvolvimento do processo convulsivo, 0 que
pode sugerir uma maior interacdo entre os diferentes sistemas de neurotransmissao
cerebral em decorréncia da propagacdo e manutencao da atividade epiléptica, levando a
uma possivel potencializacdo dos efeitos neurotdxicos sobre o SNC.

O presente estudo demonstrou que o pré-tratamento com buspirona pode
produzir um aumento na atividade antioxidante enzimética. Seus mecanismos de
compensagao contra o estresse oxidativo observado durante as convulsdes pode explicar
parcialmente a acdo antioxidante da buspirona. As convulsdes induzidas por pilocarpina
sdo reduzidas pela buspirona, sugerindo um papel dos radicais livres no controle da
instalacdo e propagacdo das convulsdes. Podemos sugerir que o pré-tratamento com a
buspirona é capaz de amenizar crises convulsivas induzidas por pilocarpina, aumentar a
laténcia para instalacdo do mal epiléptico, bem como a diminuicdo da mortalidade de

camundongos adultos (Tabelas 1 e 2).

6.2 Niveis de peroxidacdo lipidica no hipocampo de camundongos pré-tratados
com buspirona de forma aguda com doses repetidas no modelo de convulsédo
induzido por pilocarpina.

A peroxidacdo lipidica produzida em muitas condi¢des, como convulséo e/ou no
modelo de isquemia cerebral de reperfusdo, tem sido avaliado e pode ser verificada
indiretamente através de homogenato cerebral e de diferentes tecidos (FREITAS et al.,
2004a). A peroxidacdo lipidica € um processo que envolve a oxidagdo de acidos
gordurosos poliinsaturados, 0s quais sdo componentes basicos de membranas
biologicas. Compostos reativos eletrofilicos sdo formados durante este processo,
principalmente os do tipo aldeidos o e B-ndo-saturados. Estes compostos produzem
ligagBes diretamente com a molécula do DNA. Os epoxi-aldeidos sdo mais reativos
para 0 DNA do que aldeidos saturados. Os compostos resultantes da peroxidagéo
lipidica reagem principalmente com o DNA mostrando acdo genotoxica e mutagénica
(LUCZAIJ et al., 2003).

A producdo de radicais lipidicos é uma reacdo toxica que pode ser iniciada pela

formacéo de peroxidacéo lipidica que culminam na destruicdo parcial ou completa da
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membrana celular pela peroxidacdo lipidica em diferentes tecidos (UEDA et al., 1997).
O nivel de peroxidacao lipidica no hipocampo de camundongos que apresentaram
convulsdo, estado epiléptico e que foram eutanasiados apds a observacdo durante uma
hora foi determinado no presente estudo. Nossos resultados demonstraram que durante a
fase aguda da convulsdo ocorre um aumento significativo na producdo de peroxidagéo
lipidica no hipocampo dos camundongos tratados com pilocarpina (i.p., 400 mg/kg).

A peroxidacao lipidica pode ser produzida por danos na membrana celular e
mitocondrial de diferentes células, inclusive neuronais (PATEL et al., 2004) e ainda,
pode ser capaz de produzir outras alteracGes moleculares através da inibi¢do da enzima
ATPase que estd implicada no mecanismo dos receptores Gabaérgicos e que pode ser
importante no processo convulsivo (LEES, 1991).

No modelo de epilepsia com pilocarpina em alta dose, uma variedade de
processos bioquimicos incluindo a ativacdo de fosfolipases de membrana, proteases e
nucleases podem ocorrer; contudo, como e quando estes processos se iniciam e Sao
propagados ainda precisam ser esclarecidos. Os fosfoinositidios de membrana
participam na transducdo do sinal celular e iniciam uma cascata de eventos que
culminam na formagdo de segundos mensageiros que podem estar envolvidos na
atividade epiléptica durante a propagacdo dos efeitos convulsivantes para as demais
areas envolvidas no processo (BRUCE et al., 1995).

As alteracdes no metabolismo dos fosfolipidios de membrana podem resultar
também na liberacdo de diacilglicerol, eicosandides, peroxidacdo lipidicas e radicais
livres. Os radicais livres estdo envolvidos em inUmeras condigdes patologicas,
indiretamente, parecem refletir nos mecanismos do estresse oxidativo, tais como:
aumento da atividade das enzimas removedoras dos radicais livres (SOD, CAT),
oxidacéo de lipidios e proteinas estruturais (BRUCE et al., 1995).

O presente estudo demonstrou um aumento significativo na peroxidacao lipidica
no hipocampo de camundongos tratados somente com P400 que apresentaram
convulsdo, estado epiléptico e que foram eutanasiados apos 1 h de observagdo. Nos
animais que receberam tratamento prévio com buspirona, percebeu — se uma diminuicéo
significativa da peroxidacdo lipidica. Ja nos animais que foram tratados apenas com
buspirona, ndo se observou alteragdes nos niveis de tais substancias. Nossos estudos

concordam em parte com os de Ueda et al. (1997) que demonstraram um aumento na
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producdo de radicais livres, acidos graxos poliinsaturados e peroxidagdo lipidica da
membrana neuronal apds convulsdo e estado epiléptico.

Acredita-se que a peroxidacdo lipidica aumentada pode ser casualmente
relacionada com a presenca de anormalidades estruturais no cérebro de pacientes
epilépticos e de camundongos adultos (FREITAS et al., 2004a) e para se avaliar de
forma mais detalhada as alteragfes em outras estruturas cerebrais em funcdo da
producdo de peroxidacdo lipidica, novos estudos sdo necessarios a fim de contribuir
para o esclarecimento da fisiopatologia das convulsdes limbicas. Dados in vivo podem
confirmar a hipdtese de que a peroxidacdo lipidica da membrana neuronal produzida
pelo ataque de radicais livres pode causar dano neuronal induzido por pilocarpina e
participa do estabelecimento da atividade epiléptica em camundongos (FREITAS et al.,
2004a).

6.3 Conteudo de nitrito no hipocampo de camundongos pré-tratados com
buspirona de forma aguda com doses repetidas no modelo de convulsédo induzido
por pilocarpina.

O nitrito e o nitrato podem ser associados com a fisiopatologia de inimeras
doencas (RIIKONEN et al., 2001). A epilepsia do lobo temporal ¢ uma desordem
neuroldgica cronica freqiientemente associada a um estimulo precipitante inicial (estado
epiléptico, trauma, estresse oxidativo e convulsbes febris prologandas) (WATANABE
et al., 2004), com o subsequente aparecimento de convulsBes recorrentes apos o periodo
silencioso. Esse periodo silencioso que pode ser longo (5 a 10 anos) (ENGEL et al.,
1997).

O estresse oxidativo pode ser um dos indutores desse dano neuronal e tem sido
implicado em uma variedade de condigdes neurologicas agudas e cronicas, incluindo a
epilepsia (BRUCE et al., 1995; UEDA et al., 1997). As espécies reativas derivadas do
oxigénio (EROs) sdo uma parte normal do metabolismo humano. Quando as EROs sédo
produzidas em excesso, podem causar dano tecidual, incluindo peroxidacdo lipidica,
dano ao DNA, inativacdo de enzimas e morte neuronal por necrose ou apoptose
(HALLIWELL et al., 1999). As EROs produzidas durante as convulsdes e estado
epiléptico podem ser consideradas com uma parte dos mecanismos envolvidos na
excitotoxicidade glutamatérgica in vitro (BONFOCO et al., 1995) e in vivo (BRUCE;
BAUDRY, 1995; UEDA et al., 1997). Acredita-se que o aumento no influxo
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intracelular de célcio induzido pelos receptores glutamatérgicos pode estimular a
formacdo de radicais livres por meio de varios mecanismos, incluindo a disfuncao
mitocondrial e ativacdo da enzima éxido nitrico sintase, 0 que aumenta a producdo do
oxido nitrico e de seus metabdlitos nitratos (NOs) e nitrito e nitratos (NO3)
(YOSHIDA; TARDINI, 2003). Por sua vez, o envolvimento das EROs durante o
periodo agudo das convulsdes induzidas por pilocarpina precisam ainda ser melhor
esclarecido e compreendido.

Todos os organismos humanos podem sofrer dano oxidativo, e o cérebro é o
6rgdo mais sensivel do organismo (HALLIWELL et al., 1999). Uma possivel razdo
desta alta sensibilidade dessa area em humanos pode ser o alto consumo de oxigénio,
uma vez que cerca de 20% do oxigénio transportado € consumido pelo cérebro. Outro
fator importante é a grande quantidade de lipidios e metais oxidaveis, além do baixo
contedo de mecanismos antioxidantes cerebrais existentes. Muitos estudos sugerem
que o dano neuronal pode ser induzido pela estimulacéo de receptores excitotoxicos que
induzem a producéo de radicais livres, entre eles, nitrito e nitrato (BRUCE et al., 1995;
UEDA et al., 1997).

O estresse oxidativo cerebral induzido pelas convulsGes pode ser bloqueado ou
pelos menos reduzido de forma significativa através do bloqueio da inibicdo da enzima
0 Oxido nitrico sintetase (NOs), portanto uma possibilidade para o tratamento dos
efeitos do extresse oxidativo em pacientes epilépticos, podera ser feito através do uso de
medicamentos capazes de modularem a atividade enzimatica da NOs
(RAJASEKARAN, 2005).

Os resultados do presente estudo mostraram um aumento significativo na
producdo de nitrito e nitrato no hipocampo de camundongos que apresentaram
convulsdo, estado epiléptico e que foram eutanasiados apds 1 h de observacdo. Da
mesma forma, ja foi observado um aumento na producgéo de nitrito e nitrato no fluido
cérebro espinhal de criancas com a Sindrome de West (VANHATALO et al., 2001).
Nossos dados também corroboram com de Hollmann e colaboradores (2002), que
demonstraram aumento nos contetdos dos radicais livres, inclusive nitrito e nitrato no
hipocampo ap6s dano cerebral e estado epiléptico em camundongos.

Ja nos animais que receberam pré-tratamento com buspirona foi observado uma
diminuicdo significativa da peroxidacdo lipidica no hipocampo dos mesmos

demonstrando as caracteristicas neuroprotetora, antioxidante da buspirona e a sua
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potencial utilizacdo como anticonvulsivante. O grupo tratado com buspirona ndo
apresentou variacOes significativas nos contetdos de nitrito e nitrato.

Durante as convulsdes o nitrito e nitrato tém sido implicados em muitos dos
mecanismos moleculares do processo, podendo modular uma cascata de efeitos
excitotoxico no SNC, e finalmente participar do subsequiente dano neuronal em todo o
cérebro e ativar outros mecanismos que potencializem os danos e a propagacao do foco
epiléptico (SOSUNOV et al., 2005).

O uso de drogas antioxidantes durante o estado epiléptico devem ser realizados
para melhor esclarecer o envolvimento das EROs na patogénese da epilepsia do lobo
temporal induzida por pilocarpina. Costello e colaboradores (2004) verificaram que o
uso clinico de terapias antioxidantes melhora o quadro clinico de camundongos,

comprovando a eficacia dessas drogas, que esta implicada em humanos epilépticos.

6.4 Atividade da enzima catalase no hipocampo de camundongos pré-tratados com
buspirona de forma aguda em doses repetidas no modelo de convulsdo induzido

por pilocarpina.

A CAT ¢é uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reducdo do perdxido
de hidrogénio (H.O,) (SIMONIE et al., 2000). E importante na manutencdo do
metabolismo normal das EROs, sendo seu papel bastante relevante para o
funcionamento celular em diferentes partes do organismo (PONG et al., 2002).

Inimeras EROs s&o normalmente produzidas em diferentes areas do cérebro, tais
como superoxido e radical hidroxila, e além disso, ocorre a produgdo de peroxido de
hidrogénio (H.0,) durante o catabolismo das mesmas. O H,O, por si s6 ndo € um
radical livre, mas em alta concentracdo pode reagir com o ion superoxido (Reacéo de
Haber-Weiss) ou com o ferro (Reacdo de Fenton) produzindo um novo radical livre, o
radical hidroxila (OH.) que € altamente reativo e pode induzir diferentes danos teciduais
ao reagir com macromoléculas proteicas.

Os resultados do presente estudo ndo mostraram modificagdes significantes nas
concentracdes da enzima CAT no grupo pré-tratado com buspirona em relacdo ao grupo
tratado somente com pilocarpina e no grupo BUSP, as alteracGes néo sdo significativas.

As convulsdes induzidas por pilocarpina produzem uma série de mudancas em

parametros relacionados com a producdo e eliminacdo de EROs (SIMONIE et al.,
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2000). Um aumento na formagédo dos radicais livres pode ser acompanhado por um
mecanismo compensatorio de aumento na atividade das enzimas removedoras de
radicais livres e esta acdo foi observada apOs convulsdo e estado epiléptico no
hipocampo de camundongos adultos, e 0 aumento pode estar relacionado como um
mecanismo compensatorio em funcao do tempo, através da modulacdo da atividade das
enzimas envolvidas no metabolismo dos radicais livres (FREITAS et al., 2004b).
Verificam-se tambem durante o funcionamento fisiologico cerebral mudancas na
atividade neuronal que sdo acompanhadas por alteracdes no metabolismo cerebral
(metabolismo energético e do préprio oxigénio) induzindo modificagdes no fluxo
sanguineo cerebral (DYMOND et al., 1976) prejudicando o seu funcionamento
fisioldgico cerebral.

Em contraste, durante distdrbios patoldgicos, o fluxo sanguineo pode néo
ocorrer desta maneira. Evidéncias clinicas e experimentais demonstraram possiveis
alteracfes no nivel basal do oxigénio durante e apds as convulsGes, verificadas pela
reducdo da concentracdo do oxigénio (aumento da demanda metabolica durante a
atividade epilética); simultaneamente, um elevado fluxo sanguineo foi observado,
provavelmente devido a uma vasodilatacdo secundéria (DYMOND et al., 1976).

Considerando que um aumento da demanda metabolica pode ser observado
durante as convulsdes limbicas, pode-se sugerir que atividade da CAT poderia ser uma
das enzimas que teria sua atividade inalterada, aumenta ou diminuida durante a
atividade epiléptica. O fato de que a atividade da CAT est4 aumentada pode néo resultar
em efeitos neurotoxicos durante o estado epiléptico induzido por pilocarpina, indicando
que a producdo basal de EROS pode danificar células neuronais normais e precisa ser
controlada (NAFFAH-MAZZACORATTI et al., 2001) é de suma importancia e precisa
ser esclarecido o seu envolvimento em fendmenos patologicos neurodegenerativos,
inclusive na convulsdo. A relacdo entre a atividade da CAT e a primeira fase das
convulsbes tem sido mais proposta do que demonstrada, por que existem certas
dificuldades em estabelecé-la (NAFFAH-MAZZACORATTI et al., 2001). A maior
dificuldade estd em demonstrar se 0 aumento funcional na modulacdo da atividade desta
enzima € a causa ou conseqiiéncia das convulsoes.

Nossos resultados indicam que as convulsdes induzidas por pilocarpina podem
alterar as defesas antioxidantes e a CAT no periodo estudado da fase aguda no

hipocampo de camundongos adultos. A anatdmica distribuicdo das alteracGes nas
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atividades da CAT observada sugere uma extensa participacdo do hipocampo, do corpo
estriado e do cdrtex frontal de camundongos adultos no processo convulsivo induzido

por pilocarpina e em outras desordens neuroldgicas.

6.5 Atividade da enzima superdxido dismutase no hipocampo de camundongos
pré-tratados com buspirona de forma aguda com doses repetidas no modelo de
convulsdo induzido por pilocarpina

O cérebro é mais vulneravel ao estresse oxidativo que outros tecidos, por que
contém uma grande quantidade de lipidios e metais oxidaveis, e tem comparado a
outros tecidos, menos mecanismos antioxidantes (POPOVA, 2005).

Durante o estresse oxidativo sdo produzidos radicais livres tais como
superdxidoradical hidroxila. Estes radicais tém tem sido implicados em uma variedade
de processos degenerativos, doencas e sindromes. Algumas destas doengas incluem
aterosclerose, infarto do miocéardio, cancer, isquemia cerebral global e focal, condi¢des
inflamatdrias agudas e cronicas e desordens do SNC como esclerose, doenca de
Parkinson, epilepsia ¢ deméncia (Alzheimer’s) e também em uma variedade de outras
patologias relacionadas com a idade. Em todos esses eventos patoldgicos ocorrem
inimeras alteracdes bioquimicas como, por exemplo, o da producdo do ion superdxido e
da expressao das isoformas e da atividade da SOD (UEDA et al., 2005).

Os radicais livres sdo compostos quimicos caracterizados por um orbital
contendo elétrons ndo pareados. Estes conferem aos radicais livres uma capacidade
peculiar de interagir com um elétron de outras moléculas com um orbital completo,
produzindo dano a estrutura que o ele se ligou (CASTAGNE et al. 1999).

O superoxidoé um radical que pode ser gerado no cérebro por varios
mecanismos. Ele pode ser metabolizado pelas enzimas superoxidos dismutases (SODSs)
que estdo presentes no citoplasma (zinco-isoforma) e na mitocondria (magnésio-
isoforma) (NAFFAH-MAZZACORATTI et al.,, 2001). Investigamos a atividade da
superdéxido dismutase (SOD) no hipocampo durante a primeira hora da fase aguda da
convulsdo induzida por pilocarpina em alta dose.

Verificou-se, assim, um aumento da atividade da SOD na area pesquisada
durante a primeira hora da convulsdo. As mudangas na atividade enzimética, nos
experimentos “in vitro”, revelaram que, no processo convulsivo, pode haver a

interferéncia na atividade da enzima na forma aguda e em curto prazo no hipocampo.
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Nos animais do grupo BUSP + P400 e no BUSP, foi observado uma aumento
significativo dessa enzima em comparagdo aos grupos controle e P400, demonstrando o
poder antioxidante da buspirona.

Alguns estudos sugerem que o estresse oxidativo pode ter uma importante
participacdo na etiologia da convulséo, induzindo morte neuronal nos animais adultos
(NAFFAH-MAZZACORATTI et al., 2001; FREITAS et al., 2004b) e que facilita a
progressdo do quadro convulsivo, além de permitir o aparecimento de crises
convulsivas recorrentes.

O estresse oxidativo pode ser produzido através da quebra do balanco entre a
formagédo de EROS e da atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e glutationa
peroxidase). O mediador central do estresse oxidativo pode ser o radical superoxido,
que influencia ambos 0s processos fisiologicos e patologicos no cérebro de humanos e
camundongos (NAFFAH-MAZZACORATTI et al., 2001). O superoxido danifica
diretamente apenas uma minoria de componentes celulares, como exemplo proteinas
Fe-S, mas é um importante precursor de compostos oxidantes, tais como: radicais
hidroxilas e peroxinitrito e nitrato. A SOD catalisa a conversdo de superéxido em H,0,
e O, mantendo, assim, baixos, os niveis do mesmo que ndo induzem o aparecimento de
patologias em humanos (LIU et al., 2002).

Embora, tenha sido verificado um aumento na atividade da SOD durante a
primeira hora da convulsdo foi verificado também um aumento no contetdo de
peroxidacao lipidica, sugerindo que ativacdo desta enzima pode ndo ter sido suficiente
para exercer um papel fundamental de protecdo contra danos na membrana neuronal nas
areas analisadas. Outros mecanismos antioxidantes, como catalase, podem ser
necessarios para realizar um papel neuroprotetor auxiliando a remoc&o de radicais livres
durante o estabelecimento e propagacéo das convulsdes.

Entre as enzimas antioxidantes acredita-se que no hipocampo a principal delas
pode ser a SOD, ja que esta area cerebral contém uma grande quantidade de zinco e
cobre (DANSCHER et al., 1976) e que superexpressao da CuzZn superoxido dismutase
em camundongos transgénicos pode atenuar o dano oxidativo e a neurotoxicidade
hipocampal (MURAKAMI et al., 1997) reduzindo os maleficios da atividade epiléptica.

Novos estudos devem ser realizados para se avaliar de forma mais detalhada a
atividade enzimatica da SOD em outras areas cerebrais em novos periodos de

observacdo além da aguda, ja estudada no presente trabalho, com o propoésito de
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contribuir para o esclarecimento da fisiopatologia das convulsdes limbicas induzidas

por pilocarpina que sdo semelhantes a epilepsia do lobo temporal de humanos.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstraram que o pré-tratamento com a buspirona aumenta a
laténcia para primeira convulsdo, diminui a taxa de mortalidade e o nimero de animais
que convulsionaram e progridem para o estado de mal epiléptico. Sendo assim,
podemos sugerir que a buspirona pode apresentar um efeito anticonvulsivante contra as
convulsdes induzidas por pilocarpina e com base nesses fatos, a buspirona pode ser
usada como uma droga anticonvulsivante, provavelmente através da modulacdo de
atividades enzimaticas e antioxidantes cerebrais. Além disso, os dados evidenciam que a
formacdo de radicais livres tem papel relevante na propagacdo e/ou manutencdo da
atividade convulsiva. Um aumento na atividade das enzimas antioxidantes, com uma
reducdo na formacdo de radicais livres, produz uma diminuicdo significativa na
susceptibilidade as convulsdes induzidas por pilocarpina, resultados que sugerem que a
buspirona pode apresentar um efeito anticonvulsivante contra as convulsdes induzidas
por pilocarpina. Estudos futuros devem ser realizados para melhor esclarecer o

mecanismo de acdo da buspirona.
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INTRODUCAO

A buspirona é uma agonista parcial do receptor 5-HT,
(Ohlsen e Pilowsky, 2005), que pode inibir a estimulagéo
colinérgica e, portanto, apresentar um mecanismo de
compensacao para inibir ou cessar as convulsoes induzidas
pela pilocarpina (Sato et al,, 2008), que produzem varias
desordens em muitas regides do cérebro (Freitas et al.,
2005) como consequéncia da interrupcdo de conexdes
neuronais

O modelo de epilepsia induzido por pilocarpina produz
alteragdes comportamentais e neuroquimicas que ainda ndo
estdo totalmente esclarecidas (Freitas et al., 2004). Baseado
nessas evidéncias, esse trabalho objetiva determinar se a
buspirona é capaz de exercer efeito anticonvulsivante no
modelo de convulsées induzido por pilocarpina para
posteriormente realizar experimentos de delineamento
farmacéutico da molécula da buspirona, no intuito de
melhorar sua atividade farmacolégica e diminuir seus efeitos
adversos no SNC..

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 camundongos Swiss adultos machos
com 2 meses de idade, com peso variando de 25-30g, e as
seguintes substancias: cloridrato de pilocarpina 400 mg/kg e
cloridrato de buspirona 5 mg/kg que foram divididos em 4
grupos de 10 animais.

O primeiro grupo foi tratado com solugé@o salina 0,9%
(grupo controle). O segundo tratado com pilocarpina 400
mg/kg (n=10, grupo P400). Os animais que faziam parte do
terceiro grupo foram tratados com buspirona 5 mg/kg (v.o.,
n=10; grupo BUSP) durante 14 dias. Ja os do quarto grupo
foram tratados com buspirona 5 mg/kg (v.0.) durante 14 dias
consecutivos, e 30 min apés a Ultima administracéo de
BUSP, receberam P400 (n=10, grupo BUSP + P400).

Apbés o tratamento do quarto grupo BUSP+P400 os
animais foram observados durante 1 hora para determinacdo
do periodo de laténcia para a primeira convulsdo e a laténcia
de instalacdo do estado de mal epeléptico, presenca de
sinais colinérgicos periféricos (SCP), tremores, movimentos
estereotipados, convulsdes motoras e estado epiléptico e a
taxa de mortalidade. Em seguida, os animais que
sobreviveram foram eutanasiados e as areas cerebrais
cortex frontal, hipocampo e corpo estriado foram retiradas
para analises histopatol6gicas e neuroquimicas.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

A buspirona como agonista dos receptores 5-HT,, reduz a
severidade das convulsdes induzidas por pilocarpina. A acdo
protetora deste agonista pode ser devido as suas
propriedades anticolinérgicas.

Assim, sugere-se que a estimulacdo dos receptores
5-HT,, podem inibir as crises convulsivas induzidas por
pilocarpina.

Tabela 1: Efeito do pré-tratamento com buspirona nas alteracées
comportamentais durante as convulsdes induzidas por pilocarpina
Tremores Convulsées

(%) (%)

Grupos

P400 100 100
BUSP + P400 54.54
BUSP 00 00
Tabela 2: Efeito do pré-tratamento com buspirona nas laténcias para
instalacdo da primeira convulsdo (LIPC) e do estado de mal epiléptico
(LIEME)
LIPC
(min)

LIEME
(%) Mortalidade
(%)

Grupos Taxa de

P400 7.90 £1,68 14,95%1,57

BUSP + P400 17,4 15,03 24,17+34,99

BUSP 00 00

As tabelas 1 e 2 mostram que, quando administrado
buspirona na dose de 5 mg/kg antes da pilocarpina ha
uma reducé@o de 45,46% no percentual de animais que
desenvolvem ataques convulsivos, um aumento de 54,6%
do periodo de LIPC (17,4+15,03 min) e um aumento de
46% na porcentagem de sobrevivéncia em comparagao
com o grupo P400. Nenhum dos animais que receberam
injecdes de buspirona isoladamente mostrou atividade
convulsiva (Tabela 1).

De acordo com os resultados, podemos sugerir que o
pré-tratamento com BUSP ndo produz efeitos téxicos no
SNC de camundongos e aumenta a laténcia para primeira
convulsao, bem como diminui a taxa de mortalidade e o
nimero de animais que convulsionaram e progridem para
o estado de mal epiléptico.
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