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ALTERACOES AGUDAS DOS NIVEIS DE
NEUROTRANSMISSORES EM CORPO ESTRIADO
DE RATOS JOVENS APOS ESTADO EPILEPTICO
INDUZIDO POR PILOCARPINA

Rivelilson Mendes de Freitas', Francisca Cléa Florenco de Sousa?,
Silvdnia Maria Mendes Vasconcelos?, Glauce Socorro Barros Viana?,

Marta Maria de Franca Fonteles®?

RESUMO - Altas doses de agonista colinérgico muscarinico, pilocarpina, produzem alteracdes comportamentais,
convulsoes e estado epiléptico em ratos. O objetivo desse estudo foi verificar as alteracdes nas concentragoes
dos neurotransmissores em corpo estriado de ratos em desenvolvimento apés estado epiléptico induzido pela
pilocarpina. Ratas Wistar foram tratadas com uma Unica dose de pilocarpina (400mg/Kg; s.c.). Controles
receberam salina. A concentracao dos neurotransmissores foi determinada através do HPLC, no corpo estriado
de ratos que no periodo de observacdo de 1 e 24h desencadearam estado epiléptico e ndo sobreviveram a
fase aguda do quadro convulsivo. Foi observada reducao nos niveis de dopamina, serotonina, acido
dihidroxifenilacético, acido 5-hidroxiindolacético, e aumento no acido 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacético. Os
resultados mostraram que a ativacdo do sistema colinérgico pode interagir com os sistemas dopaminérgico e
serotonérgico nos mecanismos referentes a fase aguda do processo convulsivo.
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Acute alterations of neurotransmitters levels in striatum of young rat after pilocarpine-induced status
epilepticus

ABSTRACT - High doses of the muscarinic cholinergic agonist, pilocarpine, result in behavioural changes,
seizures and status epilepticus in rats. The purpose of the present work is to invetigate the striatal
neurotransmissors level in young rats after status epilepticus induced by pilocarpine. Wistar rats were treated
with a single dose of pilocarpine (400mg/Kg; s.c.). Controls received saline. Young animals were closed observed
for behavioural changes during 1 and 24h. In these periods, the animals that developed status epilepticus and
didn’t survive this acute phase of seizures had the brains removed and striatal neurotransmissors level
determined by HPLC. The concentration of dopamine, serotonine, dihydroxyphenylacetic acid, 5-
hydroxyindolacetic acid was reduced and an increase in 4-hydroxy-3-methoxy-phenylacetic acid was observed.
These results suggest that cholinergic activation can interage with dopaminergic and serotonergic systems in

acute phase of the convulsive process in immature striatum.
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Agonistas muscarinicos administrados em altas
doses induzem a producdo de convulsdes motoras
limbicas e estado epiléptico em ratos adultos'?. O
modelo de convulsdo com dose alta de pilocarpina
(400mg/Kg) revela o processo convulsivo através de
alteragbes comportamentais, eletroencefalograficas
e pela presenca de intensa lesdo cerebral®*>, permi-
tindo também o estudo das alteracoes em nivel de

receptores®, e/ou dos niveis das monoaminas e seus
metabdlitos’®. As convulsdes produzidas pelos ago-
nistas colinérgicos em animais parecem depender
da ativacao do receptor muscarinico e do envolvi-
mento dos fosfoinositidios*®, sugerindo agées pos -
sindpticas. Varios estudos*?, porém, indicam aumen-
to ndo somente na atividade colinérgica pés-si-
naptica, mas na pré-sinaptica também. Contudo, co-
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mo esses achados podem contribuir para explicar a
origem e o mecanismo de todo o processo convul-
sivo, ainda precisam ser melhor determinados.

Para esse fim, varios aspectos tém sido observa-
dos, a saber: a interferéncia do sistema de neuro-
transmissdo muscarinico®, dopaminérgico®'?, gluta-
matérgico'-'?, e GABAérgico"*, e o estudo dos se-
gundos mensageiros® nas convulsoes utilizando pilo-
carpina 400mg/Kg'3. Tem sido feita outra aborda-
gem que favorece o conhecimento da epilepsia em
relacdo a idade: o estudo das convulsdes em ani-
mais na fase de desenvolvimento'®, uma vez que o
cérebro imaturo, com suas inervacoes e densidade
de receptores ainda em desenvolvimento, pode aju-
dar na investigacdo da origem das convulsoes, inclu-
indo a relacdo entre a ativacdo do receptor e o pro-
cesso de transducao de sinal'® e as possiveis altera-
¢Oes nas concentragdes dos neurotransmissores’.
Varias pesquisas'®'”'® tém sido desenvolvidas utilizan-
do, em particular, animais de 21 dias de idade, no
modelo de convulsdo com pilocarpina 400mg/Kg. Foi
relatado que os animais neonatos'® apresentam-se vul-
neraveis as convulsdes induzidas por pilocarpina em
altas doses e que a atividade convulsiva parece ter
caracteristicas diferentes em funcdo da idade. O
agonista colinérgico induz manifestacdbes comporta-
mentais e eletroencefalograficas de estado epiléptico
em ratos a partir da segunda semana de vida, e essas
alteracoes sao semelhantes as da epilepsia do lobo
temporal de humanos'®".

Como o mecanismo das convulsdes ainda nao
foi completamente esclarecido, decidiu-se investigar,
através de estudos neuroquimicos, as alteracoes que
poderiam ocorrer com 1 e 24h sobre a concentra-
¢ao das monoaminas e metabdlitos, apos estado epi-
Iéptico induzido por pilocarpina (400mg/Kg), em ra-
tos jovens com 21 dias de idade.

METODO

Um numero total de 90 animais foi utilizado nos experi-
mentos. Ratos Wistar jovens (21 dias de idade; fémeas;
n=90), com peso variando de 25 e 35g, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara, foram
tratados com uma Unica dose de pilocarpina (400mg/Kg;
s.c.; n=60). Os animais foram divididos em 2 grupos com
0 mesmo numero e observados durante 1 e 24h apds a
administracdo. Os animais controles foram tratados com
solucéo salina (NaCl, 0,9%; s.c.; n=30). Durante todos os
experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas no
maximo com 6 animais, em condicdes ambientais seme-
lhantes, com ciclos de alternancia claro/escuro de 12h,
recebendo racdo padréo tipo Purina e agua ad libitum.
Para o tratamento agudo com pilocarpina, a administra-
¢ao foi realizada com os animais no 21° dia de vida. Os

animais que apresentaram convulsdo, estado epiléptico e
nao sobreviveram ao tratamento durante o periodo de 1
e 24h de observacao, foram decapitados e imediatamen-
te o corpo estriado foi dissecado sobre gelo para prepara-
¢ao dos homogenatos utilizados na realizacdo dos estu-
dos neuroquimicos.

Os niveis cerebrais de monoaminas foram estudados
em homogenatos a 10% preparados em tampao fosfato
de sédio (150mM; pH 7,4). Para a determinacao dos neu-
rotransmissores dopamina (DA), serotonina (5-HT) e seus
metabdlitos acido dihidroxifenilacético (DOPAC), acido 4-
hidroxi-3-metoxi-fenilacético (HVA), acido 5-hidroxiindo-
lacético (5-HIAA), foi utilizado um equipamento de HPLC
da Shimadzu, modelo LCD-6*, com deteccdo amperomé-
trica. Para a separacdo das monoaminas, foi usada uma
coluna de fase reversa (Shim-Pack CLC-ODS, 25cm). A fase
movel foi preparada com acido citrico monohidratado
150mM, octil sulfato de s6dio 67mM, tetrahidrofurano
2%, acetonitrila 45, utilizando dgua deionizada. O pH da
fase moével foi ajustado para 3,0 com NaOH 10mM. A
quantificacdo dos picos obtidos foi feita com o auxilio de
uma curva padrdo. Valores absolutos foram corrigidos
quanto a recuperacao das canulas e expressdes de varia-
¢ao em relacdo aos valores basais.

Para estudo estatistico foi utilizada a anélise de vari-
ancia (ANOVA) para multiplas comparagoes e o teste t-
Student’s como teste post hoc. As diferencgas foram con-
sideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra que doses convulsivas de pilo-
carpina diminuiram de maneira significativa os niveis
de dopamina (DA) de 64% em 1h [T(10) = 7,025,
p<0,0001], e de 48% em 24h [T(10) = 5,789, p<0,0002];
do acido dihidroxifenilacético (DOPAC) de 35% em 1h
[T(10) = 3,575, p<0,0051], e de 28% em 24h [T(9) =
3,361, p<0,0084], e que aumentaram a concentracao

Tabela 1. Efeitos da administracao da pilocarpina (400mg/Kg) sobre
os niveis de DA, DOPAC e HVA em corpo estriado de ratos jovens.

Monoaminas  Grupo 1h 24 h

DA C 3088 + 210 (7)
cv 1112 + 186* (5)

3088 + 210 (7)
1614 + 143* (5)

DOPAC C 861 + 37 (7)
cv 563 + 74* (5)

861 + 37 (7)
623 + 63* (5)

HVA C 523 + 19 (7)
v 1150 + 19* (5)

523 + 19 (7)
679 + 59* (5)

Os animais com 21 dias de idade foram tratados com uma Unica dose de
pilocarpina (400mg/Kg; s.c.; n=>5) e os controles com salina 0,9% (n=7),
sendo observados durante 1 e 24h apds a administracao. Os valores sao
expressos como a média (ng/g de tecido) + EPM e o numero de ratos sacri-
ficados em cada grupo indicado entre parénteses. *p< 0.05, controle versus
Pilocarpina (ANOVA e teste t-Student post hoc). Abreviagées: C (rato con-
trole), CV (rato convulsivo), DA (dopamina) e seus metabdlitos DOPAC (4ci-
do dihidroxifenilacético), HVA (acido 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacético).
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Tabela 2. Efeitos da administracao da pilocarpina (400mg/Kg) so-
bre os niveis de 5-HT e 5-HIAA em corpo estriado de ratos jovens.

Monoaminas  Grupo 1h 24 h

5-HT C 848 + 161 (7)
cv 191 + 48* (5)

848 + 161 (7)
360 + 46* (5)

5-HIAA C 1304 + 201 (7)
v 469 + 67* (5)

1304 + 201 (7)
456 + 39* (5)

Os animais com 21 dias de idade foram tratados com uma Unica dose de
pilocarpina (400mg/Kg; s.c.; n=5) e os controles com salina 0,9% (n=7),
sendo observados durante 1 e 24h apds a administracao. Os valores sdo
expressos como a média (ng/g de tecido) + EPM e o numero de ratos
sacrificados em cada grupo indicado entre parénteses. *p< 0.05, controle
versus Pilocarpina (ANOVA e teste t-Student post hoc). Abreviacoes: C (rato
controle), CV (rato convulsivo), 5-HT (serotonina) e seu metabdlito 5-HIAA
(acido 5-hidroxiindolacético).

do acido 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacético (HVA) em
119%, em 1h [T(8) = 2,495, p<0,0372], eem 30% no
periodo de 24 h, [T(9) = 23,307, p<0,0001].

Por sua vez, na Tabela 2, foi observada reducio
significativa da concentracdo da serotonina (5-HT) de
77% em 1h [T(9) = 4,226; p<0,0022] e de 57% em
24h [T(9) = 3,149; p<0,0118]. Também houve reducdo
nos valores do seu metabdlito acido 5-hidro-
xiindolacético (5-HIAA) em 64% em 1h [T(8) = 3,924;
p<0,0044], e 65% em 24h [T(10) = 4,885; p<0,0006].

A Figura 1 mostra a comparacao, em valores per-
centuais, percentagem das concentracdes das mo-
noaminas DA e 5-HT e dos metabdlitos DOPAC, HVA

e 5-HIAA em corpo estriado de ratos jovens durante
os periodos de 1 e 24h apds estado epiléptico indu-
zido por pilocarpina.

DISCUSSAO

A pilocarpina promoveu a inducao de convulsdes
que se desenvolveram para o estado epiléptico de
forma grave e de longa duragao. Poucos animais so-
breviveram. Os animais que apresentaram convul-
soes, estado epiléptico e ndo sobreviveram até a pri-
meira hora e as 24h de observacdo, foram estuda-
dos quanto as provaveis modificagdes dos neuro-
transmissores, nessas condicoes. Foi vista reducao,
de forma rapida e drastica, nos niveis de DA, 5-HT,
DOPAC, 5-HIAA, e concentracdo aumentada de HVA.
Algumas pesquisas tém focalizado o efeito epilep-
togénico da administracdo de alta dose de pilocar-
pina durante a ontogénese em ratos, na intencdo
de determinar os efeitos de doses convulsivas nos
animais em desenvolvimento'®'®. Além disso, estes
estudos investigam a origem e a propagacao das
convulsées no cérebro em desenvolvimento, a fim
de esclarecer o mecanismo do processo convulsivo.
No presente estudo foram utilizados ratos com 21
dias de idade submetidos ao modelo de convulsao
com pilocarpina sozinha (400mg/Kg).

Nossos resultados mostraram que o tratamento
agudo com pilocarpina resultou em morte de 68%
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Fig 1. Percentagem da concentracdo das monoaminas em corpo estriado de ratos jovens apos

estado epiléptico induzido por pilocarpina (400mg/Kg). Os animais com 21 dias de idade foram

tratados com uma unica dose de pilocarpina (400mg/Kg; s.c.; n=5) e os controles com salina

0,9% (n=7), sendo observados durante 1 e 24h apds a administragdo. Os valores sao expressos

em percentagem (%) e o numero de ratos sacrificados em cada grupo inserido na barra. *p<
0.05, controle versus Pilocarpina (ANOVA e teste t-Student post hoc). Abreviagées: C (rato con-
trole), CV (rato convulsivo), DA (dopamina), 5-HT (serotonina), DOPAC (acido dihidroxifenilacético),
HVA (acido 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacético) e 5-HIAA (acido 5-hidroxiindolacético).
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dos animais durante 1h e também com 24h de obser-
vacao, revelando um porcentual de ocorréncia de
morte semelhante nos animais jovens independente-
mente do tempo de observagdo. O mesmo fato pa-
rece ndo ocorrer nos ratos adultos, Alguns estudos
tém sugerido, na fase aguda das convulsoes, rela-
¢ao quase imediata da acetilcolina com outros siste-
mas de neurotransmissdo (adrenérgico, dopaminér-
gico e serotonérgico), uma vez que tém sido obser-
vados efeitos rapidos nas concentragdes de nora-
drenalina, dopamina e serotonina’'4. Nos ratos jo-
vens, em particular, a influéncia da imaturidade na
relacdo entre os sistemas pode promover acoes se-
melhantes do sistema colinérgico na fase aguda das
convulsoes independentemente do tempo, limitan-
do a participacdo de mecanismos atenuantes da ati-
vacao colinérgica, provavelmente existentes no cé-
rebro maduro.

Como relatado anteriormente, os niveis de mono-
aminas e metabolitos durante o estado epiléptico fo-
ram alterados nos ratos com 21 dias, observando-se
reducdo nos niveis de DA, DOPAC, 5-HT, e 5-HIAA. O
metabolito da dopamina HVA teve sua concentracdo
aumentada em ambos os periodos de observacao.
Estes dados corroboram, em parte, os de El-Etri et al.,’
que encontraram, em ratos adultos convulsivos apés
24h de observacao, aumento nos niveis de DA e 5-HT
e de seus metabolitos DOPAC, HVA e 5-HIAA. Entre-
tanto, ap6s 1h de observacgao, os niveis de DA e 5-HT
nao se alteraram, mas seus metabdlitos sofreram au-
mento significativo nas suas concentragoes.

Nossos achados apontaram para uma reducao
nos neurotransmissores e metabdlitos, exceto para
o HVA, durante a fase aguda das convulsbes, até as
primeiras 24 horas, indicando que, apds a ativacao
colinérgica sabidamente necessaria para desencadear
0 processo'’'8, os niveis dos neurotransmissores fo-
ram semelhantes.

Acreditamos que mais estudos devam ser feitos,
em tempos variados ap6s o desenvolvimento do es-
tado epiléptico e em diferentes idades, para maior

conhecimento dos sistemas de neurotransmissores
envolvidos em todo processo convulsivo.
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