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RESUMO

O objetivo desse estudo foi verificar os niveis dos neurotransmissores estriatais de ratas adultas durante o estado
epiléptico induzido pela pilocarpina. Ratas wistar foram tratadas com uma unica dose de pilocarpina (400 mg/kg por
via subcutanea (S.C.); P400) e os controles receberam salina. A concentrag@o dos neurotransmissores foi determinada
através do HPLC eletroquimico, no corpo estriado de ratas que no periodo de observagdo de 1 hora desencadearam
estado epiléptico e que sobreviveram a fase aguda do quadro convulsivo. Foi observada redugdo nos niveis de
dopamina, serotonina, acido diidroxifenilacético e aumento na concentrag@o do acido 5-hidroxiindolacético. Nenhuma
alteragdo foi observada no 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacético. Os resultados sugerem que a ativacdo do sistema
colinérgico pode interagir com os sistemas dopaminérgico e serotonérgico nos mecanismos referentes a fase aguda
do processo convulsivo no corpo estriado de ratos desenvolvidos.

Unitermos: Dopamina; Serotonina; Convulsdo; Corpo estriado.

ABSTRACT
Striatal monoamines levels during status epilepticus

The purpose of the present work to investigate the striatal neurotransmissors level in adult rats after status epilepticus
induced by pilocarpine. Wistar rats were treated with a single dose of pilocarpine (400 mg/kg; s.c.; P400) and the
controls received saline. Adult animals were closed observed for behavioural changes during 1h. In this period, the
animals that developed status epilepticus and survive this acute phase of seizures had the brains removed and striatal
neurotransmissors level determiden by HPLC. The concentration of dopamine, serotonine, dihydroxyphenylacetic
acid was reduced and an concentration increase in 5-hydroxyindolacetic acid. Didn't observed alteration in 4-hydroxy-
3-methoxy-phenylacetic acid. These results suggest that cholinergic activation can interage with dopaminergic and
serotonergic systems in acute phase of the convulsive process in rat mature striatum.
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Introducao

A epilepsia ¢ um distirbio neurolégico com taxa
de prevaléncia de 5%. O estado epiléptico ¢ uma forma
severa de continuos ataques de grande mal da epilepsia
em humanos (Aminoff e Simon, 1980) e constitui uma
emergéncia médica associada a alta taxa de mortalidade.
As seqiielas mais comuns do estado epiléptico
compreendem as convulsdes recorrentes espontaneas,
os déficit neurologico permanente e a disfungdo
intelectual. O modelo de epilepsia com dose alta de
pilocarpina permite investigar o processo convulsivo
mediante alteracdes comportamentais, eletroencefalo-
graficas e pela presenca de lesdo cerebral (Clifford et
al., 1987; Persinger et al., 1993; Marinho et al., 1997),
que sao semelhantes a epilepsia do lobo temporal em
humanos, permitindo também o estudo das alteragdes
em nivel de receptores (Marinho et al., 1998), e/ou dos
niveis das monoaminas e seus metabdlitos durante ao
estado epiléptico (El-Etri et al., 1993; Khan et al., 2000).

A ativagdo do receptor colinérgico muscarinico
(Persinger et al., 1993; Marinho et al., 1998) foi sugerida
como responsavel pelas convulsdes produzidas pela
pilocarpina, dando a entender que apos ativagdo do
sistema colinérgico haveria uma interagdo direta e/ou
indireta com outros sistemas, a saber: dopaminérgico
(Al-Tajir et al., 1990a; Barone et al., 1991), glutama-
térgico (Fujikawa et al., 1994 e 1995) e GABAérgico
(Fritschy et al., 1999; Erakovic et al., 2000; Costa-
Lotufo et al., 2002), que podem ser ativados para a
manuteng¢ao e/ou propagacgao das convulsdes. Contudo,
0s neurotransmissores € as estruturas cerebrais envol-
vidas na convulsdo precisam ser prontamente esclare-
cidos, a fim de contribuir para a compreensao da génese
do estado epiléptico, bem como investigar novos agentes
terapéuticos.

O estudo do cérebro desenvolvido, com suas
inervacdes e densidade de receptores operantes, favorece
o conhecimento da epilepsia em relagdo ao estudo das
convulsdes em animais adultos (George e Kulkarni,
1996), uma vez que pode ajudar na investigacdo dos
mecanismos de manutencdo e propagacdo das convul-
soes, ainda ausentes em ratos jovens, podendo ainda
indicar as possiveis alteracdes nas concentra¢des dos
neurotransmissores (Erakovic et al., 2000) que ocorreram
no estriado maduro durante o estado epiléptico.

A literatura registra que os animais adultos apre-
sentam-se mais resistentes as convulsoes induzidas por
pilocarpina em altas doses que os animais jovens,
embora seja um modelo 1til para o estudo do processo
convulsivo, fornecendo informacdes referentes ao
estado epiléptico de forma semelhante a da epilepsia
do lobo temporal, uma vez que a desordem neurologica
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parece ter caracteristicas diferentes em funcdo da idade
(George e Kulkarni, 1996).

Objetivos

Determinar os niveis dos neurotransmissores
estriatais durante o estado epiléptico em ratas adultas
induzido por pilocarpina em alta dose.

Material e métodos

Ratas wistar adultas (2 meses de idade; fémeas;
250 ga 280 g; n=20), provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal do Ceara, foram tratadas com
uma unica dose de pilocarpina (400 mg/kg; s.c.; n=7)
e observadas por 1 hora apds a administragdo. Os ani-
mais-controles foram tratados com solu¢ao salina (NaCl,
0,9%; s.c.; n = 13). Durante todos os experimentos, 0s
animais foram mantidos em gaiolas com no maximo
seis animais, em condi¢des ambientais semelhantes,
com ciclos de alternancia claro/escuro de 12 horas,
recebendo ragdo-padrao do tipo Purina® e agua ad
libitum. Os animais que apresentam convulsdo, estado
epiléptico e sobreviveram ao tratamento durante o
periodo de 1 hora de observacdo foram decapitados e
imediatamente o corpo estriado foi dissecado sobre gelo
para preparagdo do homogenato.

Os niveis cerebrais de monoaminas foram estu-
dados em homogenatos a 10% preparados em tampao
fosfato de sodio (150 mM; pH 7,4). Para a determinagao
de neurotransmissores dopamina (DA), serotonina (5-
HT) e seus metabolitos acido di-hidroxifenilacético
(DOPAC), acido 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacético
(HVA), acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), foi
utilizado um equipamento de HPLC da Shimadzu,
modelo LCD-6A, com deteccdo amperométrica. Para a
separacdo das monoaminas, foi usada uma coluna de
fase reversa (Shim-Pack CLC-ODS, 25 cm). A fase
movel foi preparada com acido citrico monoidratado
150 mM, octil sulfato de s6dio 67 mM, tetraidrofurano
2%, acetonitrila 45, utilizando agua deionizada. O pH
da fase movel foi ajustado para 3,0 com NaOH 10 mM.
A quantificacdo dos picos obtidos foi feita com o auxilio
de uma curva-padrdo. Valores absolutos foram
corrigidos quanto a recuperacdo das canulas e das
expressoes de variacdo em relagdo aos valores basais e
os resultados expressos em ng/g de tecido.

Para estatistica dos dados foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA) para multiplas comparagdes e o teste t
de Student como teste post hoc. As diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas para p <0,05.
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Resultados

A figura 1 mostra que a dose convulsiva de pilo-
carpina diminuiu de maneira significativa os niveis de
dopamina (DA) em 40% e do 4cido dihidroxifenilacético
(DOPAC) em 24%. Por usa vez, a concentragao do acido
4-hidroxi-3-metoxi-fenilacético (HVA) néo sofreu
nenhuma alteragdo durante o estado epiléptico.

Foi observada também uma redugdo na concen-
tracdo da serotonina (5-HT) em 30% e um aumento na
concentracao do seu metabolito, o dcido 5-hidroxiindo-
lacético (5-HIAA) nas mesmas condi¢des de estudo.
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Figura 1 Niveis dos neurotransmissores estriatais durante o estado
epiléptico em ratas adultas convulsivas. Os animais com 2 meses de
idade foram tratados com uma tnica dose de pilocarpina (400 mg/kg;
s.c.; P400 1h; n=7) e os controles com salina (NaCl 0,9%; s.c.; n=13),
sendo observados e sacrificados 1 hora ap6s a administra¢ao. Os valores
foram expressos como média (ng/g de tecido) + EPM e o numero de
animais esta inserido na barra. Abreviagdes: P400 1h (rata convulsiva);
DA (dopamina), DOPAC (acido diidroxifenilacético), HVA (4cido 4-
hidroxi-3-metoxi-fenilacético), 5-HT (serotonina) e o 5-HIAA (&cido
S-hidroxiindolacético). *p <0.05, controle versus pilocarpina (ANOVA
e teste t-Student post hoc)

Discussao

A pilocarpina promove convulsdes nos animais
adultos que progridem na maior parte dos animais para o
estado epiléptico. Os animais que apresentaram convul-
soes, estado epiléptico e sobreviveram até a primeira hora
de observacgdo, foram estudados quanto as possiveis
mudangas na concentracdo dos neurotransmissores durante
a fase aguda do processo convulsivo. Foram observados
reducdo nos niveis de DA, 5-HT, DOPAC e aumento na
concentracdo de 5-HIAA, ¢ nenhuma alteracdo no HVA
foi detectada durante o estudo.

Inumeros estudos tém dado énfase ao efeito
epileptogénico da administracao de alta dose de pilocar-
pina em ratos adultos, na intengao de verificar os efeitos
de doses convulsivas nos animais desenvolvidos (Hirsch

et al., 1992; Cavalheiro et al., 1987 ¢ 1994). Esses
estudos investigam também a origem e a propagacao
das convulsdes no cérebro maduro, a fim de esclarecer
a participa¢do dos neurotransmissores durante o estado
epiléptico.

Nossos dados revelaram que o tratamento agudo
com pilocarpina ndo produz nenhuma morte durante a
primeira hora da fase aguda da convulso. O mesmo
fato parece nao ocorrer nos ratos jovens, pois modifica-
¢oes no percentual de morte, nessas mesmas condigoes,
foram observadas (dados ndo mostrados), demonstrando
que os animais adultos apresentam menor taxa de
mortalidade. Varias pesquisas tém sugerido que na fase
aguda das convulsdes ocorre uma relacdo quase que
imediata da acetilcolina com outros sistemas de neuro-
transmissdo (adrenérgico, dopaminérgico, seroto-
nérgico, glutamatérgico e GABAérgico), uma vez que
efeitos rapidos nas concentragdes de seus neurotrans-
missores tém sido determinados (El-Etri et al., 1993;
Fritschy et al., 1999). Nos ratos adultos, em particular,
os sistemas de neurotransmissdo operantes podem
promover agdes semelhantes no sistema colinérgico
durante o estado epiléptico e, com relagdo ao tempo,
pode aumentar a participacdo de outros mecanismos para
a propagacdo e/ou manutencdo da ativacdo colinérgica,
provavelmente j4 existentes no cérebro maduro.

Como relatado anteriormente, os niveis de monoa-
minas ¢ metabolitos durante o estado epiléptico foram
alterados nas ratas com 2 meses de idade, apresentando
redu¢do nos niveis de DA, DOPAC e 5-HT e aumento
na concentragao do 5-HIAA. O metabolito da dopamina
HVA teve sua concentracdo inalterada, talvez em
decorréncia de um curto periodo de observagdo. Esses
dados corroboram com os de El-Etri et al., (1993)
somente no aumento da concentracao do 5-HIAA, pois
os pesquisadores observaram que os niveis de DA e 5-
HT ndo se alteraram, enquanto seus metabdlitos sofreram
um aumento significativo nas suas concentragdes em
ratos adultos convulsivos, ap6s 1 hora de observacao.
Os dados de Cavalheiro et al. (1994) mostraram que
houve um aumento no contetido de DA, no hipocampo
durante o periodo agudo, silencioso e cronico das
convulsdes. Nossos dados para area estudada, o corpo
estriado, ndo concordam com esses, pois observou-se
redugdo na concentragdo de dopamina na primeira hora
da fase aguda. A diminui¢@o observada na concentracao
da 5-HT durante o estado epiléptico pode ser util na
manutengdo das convulsdes, uma vez que fisiologi-
camente a 5-HT inibe a estimulac¢do colinérgica por
meio da ativacdo de receptores do tipo 5-HT1A, com a
finalidade de cessar ou inibir a convulsao.

Nossos achados apontaram para alteragdes nos
neurotransmissores, exceto para o0 HVA, durante a fase
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aguda das convulsdes, na primeira hora, indicando que,
apos a ativacdo colinérgica, sabidamente necessaria para
desencadear o processo convulsivo (Cavalheiro et al.,
1987; Ramsay, 1993), os niveis dos neurotransmissores
sdo modificados de diferentes formas e podem variar em
funcdo da fase da convulsdo, possivelmente em
decorréncia da ativacdo e/ou inibicdo dos sistemas de
neurotransmissio.
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