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Efeito antioxidante da buspirona no modelo de epilepsia induzida por pilocarpina
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Resumo

Contexto: Crises epilépticas induzidas por pilocarpina podem produzir alteragdes histopatoldgicas em muitas regides cerebrais como consequéncia da produgio
excessiva de radicais livres. Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito antioxidante da buspirona no modelo de epilepsia induzida por pilocarpina.
Material e métodos: Quarenta e oito animais foram divididos em quatro grupos. O primeiro grupo foi tratado com solugéo salina 0,9% (Controle). O segundo
grupo foi tratado com pilocarpina 400 mg/kg (P400). Por sua vez, o terceiro grupo foi tratado com buspirona 5 mg/kg (BUSP) durante 14 dias consecutivos. Ja os
animais do quarto grupo foram tratados com buspirona durante 14 dias consecutivos, e, 30 minutos ap6s a ultima administragao dela, os camundongos receberam
P400 (BUSP + P400). Resultados: Durante o periodo do tratamento nao se observaram sinais de toxicidade e nenhuma morte entre os animais tratados com
buspirona. Em nosso estudo o grupo tratado com P400 demonstrou um aumento significativo da produgao de nitrito e nos niveis de peroxidagao lipidica apds as
crises epilépticas. Por outro lado, no hipocampo dos animais que receberam o pré-tratamento com buspirona e ap6s 30 minutos receberam P400, foi observada
redugdo significativa nos niveis de peroxidagao lipidica (65%) e nitrito (85%), bem como aumento na atividade da enzima superoxido dismutase. Conclusao: O
pré-tratamento com BUSP aumentou a laténcia para primeira crise epiléptica e diminuiu a taxa de mortalidade e o nimero de animais que apresentaram crise
epiléptica e que progridem para o estado de mal epiléptico. Além disso, apresentou efeitos anticonvulsivantes associados com a redugao do estresse oxidativo
hipocampal no modelo de epilepsia induzida por pilocarpina.
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Abstract

Background: Pilocarpine-induced seizures can cause pathological changes in many brain regions as a result of excessive production of free radicals. Objective:
The objective of this study was to evaluate the antioxidant effect of buspirone in the epilepsy model induced by pilocarpine. Material and methods: Forty-eight
animals were divided into four groups. The first group was treated with saline 0.9% (control); the second group received pilocarpine 400 mg/kg (P400); the
third group was treated with buspirone 5 mg/kg (BUSP) for 14 consecutive days and animals in the fourth group were treated with buspirone for 14 consecutive
days, and 30 minutes after the last buspirone administration were administered with P400 (BUSP + P400). Results: No toxicity signs or death were observed in
buspirone-treated animals. P400 group showed a significant increase in nitrite production and lipid peroxidation after seizures. Moreover, reduction in both the
lipid peroxidation level (65%) and nitrite content (85%) as well as an increase in superoxide dismutase activity was detected following P400 injection in the hippo-
campus of buspirone-pretreated mice. Discussion: Pretreatment with BUSP increased latency to first seizure, decreased the mortality rate and number of animals
that presented seizures and progression to status epilepticus, showing potent anticonvulsant effects associated with reduction of hippocampal oxidative stress.
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Introducao excessiva de radicais livress. Alteracdes comportamentais durante as
crises epilépticas em camundongos tém sido amplamente estudadas
ap6s a administragdo aguda de compostos antiepilépticos e/ou an-
tioxidantes¢t. Durante as crises epilépticas induzidas por pilocarpina
pode ser observada uma diminui¢do na concentragao cerebral de
5-HT em roedores. A diminui¢do do contetido de 5-HT bem como o

aumento do seu metabolito (dcido 5-hidroxiindolacético) podem ser

A epilepsia do lobo temporal é uma doenga cronica que pode in-
terferir em inumeros aspectos cognitivos, bem como pode ser fre-
quentemente associada a um fator precipitante!. E um dos distdrbios
neurolégicos mais comuns e apresenta taxa de prevaléncia de 5%2.
A buspirona é um agonista parcial do receptor serotoninérgico

do subtipo 5-HT,, que pode modificar a concentragao cerebral de
serotonina (5-HT). Atualmente, a buspirona ¢ utilizada no tratamen-
to da ansiedade. Entretanto, estudos demonstram que pode haver
alteragoes nas fungodes do sistema serotoninérgico durante a patogeé-
nese da epilepsia34, despertando, assim, o interesse na investigagao
da buspirona em modelos de epilepsia.

Nesse contexto, é sabido que as crises epilépticas induzidas por
pilocarpina produzem alteragdes histopatolégicas em muitas regides
cerebrais que podem ser associadas e/ou decorrentes da produgdo

fatores patogénicos relacionados com o estresse oxidativo cerebral’.

A neurotoxicidade observada durante as crises epilépticas pode
ser associada ao estresse oxidativo. Considerando que ha o envol-
vimento do receptor 5-HT |, na fisiopatologia das crises epilépticas,
pode ser sugerido que compostos que atuam nesse receptor podem
exercer efeitos benéficos contra essas crises. Além disso, nao é
conhecido o papel das drogas serotoninérgicas sobre as defesas
antioxidantes, bem como qual a influéncia desses compostos sobre
o estresse oxidativo causado pelas crises epilépticas induzidas por
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pilocarpinas. No entanto, o estresse oxidativo pode ser associado
ao aumento do contetido de 5-HT hipocampal em camundongos
durante o estabelecimento das crises epilépticas e do estado de mal
epiléptico induzidos por pilocarpinas.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi investigar as
alteracdes comportamentais e o efeito antioxidante da buspirona
no hipocampo de camundongos no modelo de epilepsia induzida
por pilocarpina.

Meétodos

Foram utilizados camundongos Swiss adultos machos com 2 meses
de idade, com peso variando de 25-30 g, provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Piaui (UFPI). Durante todos os experimentos, os animais foram
mantidos em gaiolas de acrilico de 30 x 30 cm? com no maximo seis
animais. Os camundongos foram mantidos em uma sala com tempe-
ratura controlada de 25 + 1 °C, com ciclo claro/escuro alternado de 12
horas, recebendo ragao padrao tipo Purina e dgua ad libitum. Todos
os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experi-
mentagdo com Animais da UFPI (niimero de aprovagao: 0021/10).

Durante os experimentos, os 48 animais utilizados no estudo
foram divididos em quatro grupos. O primeiro e o segundo grupo
foram tratados diariamente por via oral com buspirona (5 mg/kg, n
= 12) ou com solugéo salina 0,9% (n = 12). Apds 30 min da admi-
nistra¢do da ultima dose da buspirona ou solu¢io salina, os animais
receberam cloridrato de pilocarpina na dose de 400 mg/kg por via
intraperitoneal (n = 12). Os camundongos desses dois grupos foram
observados durante 1 h para registrar as alteragdes comportamentais.
Os tratamentos descritos anteriormente representam os grupos BUSP
+ P400 e P400, respectivamente.

Por sua vez, o terceiro e o quarto grupo receberam diariamente por
via oral solugao salina 0,9% (n = 12) ou buspirona (5 mg/kg, n = 12).
Da mesma forma, os camundongos desses grupos foram observados
durante 1 h para registrar as alteragdes comportamentais. Os tratamen-
tos descritos representam os grupos controle e BUSP, respectivamente.

Durante 1 h ap6s os tratamentos, os animais foram observados
para verificar a presenga de sinais colinérgicos periféricos (SCP),
tremores, movimentos estereotipados, crises epilépticas, estado de
mal epiléptico e a taxa de mortalidade em cada grupo experimental
de acordo com método previamente descrito por Freitas et al.”. Além
disso, foi determinada a laténcia para o aparecimento da primeira
crise epiléptica e do desenvolvimento do estado de mal epiléptico.

Ap6s o periodo de observagao, os animais que desenvolveram cri-
ses epilépticas e estado de mal epiléptico e sobreviveram ao periodo
de observagao foram eutanasiados. Em seguida, seus cérebros foram
removidos para dissecagdo sobre gelo do hipocampo de ambos os
lados do cérebro. O hipocampo foi utilizado para preparar o homo-
genato a 10% (p/v) em tampao fosfato (pH 7,4) para a realizagdo do
estudo dos efeitos antioxidantes da buspirona no modelo de epilepsia
induzida por pilocarpina.

O grau de peroxidagao lipidica foi medido por meio da determi-
nagéo do contetudo de substancias reativas com o acido tiobarbiturico
(TBARS), conforme o método de Draper e Hadley. Os resultados
foram expressos em nanomol de MDA/g de tecido. Para determinar
o conteudo de nitrito, foi feita uma equacdo da reta para o calculo das
concentragdes do teste de Green et al.!. As leituras foram realizadas
a 560 nm e os resultados, expressos em mM.

Para determinacéo da atividade da catalase, foi utilizada a reagdo
que tem como principio basico a medida da velocidade de producio
de O, e H,O a propor¢ao que o H,0, é degradado, de acordo com
o método previamente descrito por Maehly e Chance!? e Chance
e Maehly®. A atividade dessa enzima foi medida em 230 nm, por
meio de um espectrofotometro pela variagdo da absorbéancia por
minuto, durante 6 minutos, e os resultados foram expressos em U/
ug de proteina.

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada
por meio da técnica previamente descrita anteriormente por Flohé
e Otting!4. A atividade da SOD das amostras foi calculada usando a

média das absor¢oes lineares obtidas durante 6 min pela curva a 550
nm. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina. Para todos
os testes antioxidantes, a concentragao da proteina nos homogenatos
foi obtida por meio do método descrito por Lowry et al.1s.

Para andlise estatistica dos resultados que obedeciam a uma
distribuigdo paramétrica, foram utilizados a Anélise de Variancia
(ANOVA) para multiplas comparagdes e o teste 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 nao pa-
ramétricos (porcentagens) foram analisados pelo mesmo programa,
utilizando o teste do qui-quadrado. As diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas a partir de p < 0,05.

Resultados

Durante a primeira hora de observagao, todos os camundongos do
grupo P400 apresentaram sinais colinérgicos periféricos (SCP), como
miose, piloere¢do, cromodacriorreia, salivagdo, diarreia, diurese e
também movimentos estereotipados (ME), envolvendo o aumento
da atividade de roer, cogar, mastigar e wet-dog shakes.

Todos os animais tratados por via intraperitoneal com pilocarpi-
nana dose de 400 mg/kg (grupo P400) apresentaram crises epilépticas
que progrediram para o estado de mal epiléptico (EME), e o apa-
recimento da primeira crise epiléptica ocorreu em 7,97 + 1,69 min.

Por sua vez, todos os animais pré-tratados com buspirona se-
lecionados para este estudo foram observados durante 24 h apds a
administracdo de pilocarpina e manifestaram uma diminuigdo de
27%, 45% e 45% no indice de tremores, crises epilépticas e EME (p
<0,001), respectivamente (Tabela 1). Por outro lado, os pardmetros
comportamentais relacionados aos SCP e ME foram observados de
forma semelhante ao grupo P400 (p > 0,05).

Tabela 1. Efeitos do pré-tratamento com buspirona nas alteragdes compor-
tamentais durante as crises epilépticas induzidas por pilocarpina

Grupos SCP ME Tremores Crises EME
(%) (%) (%) | epilépticas | (%)
(%)
P400 100 100 100 100 100
BUSP + P400 100 100 73¢ b5e 55
BUSP 00 00 00 00 00

ap < 0,001, quando comparado ao grupo P400 (teste do qui-quadrado). SCP: sinais colinérgicos
periféricos; ME: movimentos estereotipados; EME: estado de mal epiléptico.

Os resultados do estudo demonstram que durante o periodo do
tratamento nao foi observado nenhum sinal de toxicidade, bem como
ndo foram detectadas alteragdes comportamentais e nenhuma morte
entre os animais tratados apenas com buspirona (grupo BUSP). Em
relacio a taxa de mortalidade entre os animais observados em cada
grupo experimental, foi vista uma taxa de 46% e 100% nos grupos
BUSP + P400 e P400, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito do pré-tratamento com buspirona nas laténcias para
0 aparecimento da primeira crise epiléptica (APCE) e do estado de mal
epiléptico (LIEME) durante as crises epilépticas induzidas por pilocarpina
e taxa de mortalidade em camundongos adultos

Grupos APCE LIEME Taxa de
(min) (min) mortalidade
(%)
P400 7,90+ 1,68 14,95+ 1,57 100
BUSP + P400 17,4+ 1,538 24,17 £ 3,49 54*
BUSP 00 00 00

As laténcias foram expressas como a média + EPM em minutos (min) do ndmero de animais
usados nos experimentos, enquanto a taxa de mortalidade foi expressa em porcentagem. ap <
0,001, quando comparado ao grupo P400 (ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post
hoc teste); * p < 0,001, quando comparado ao grupo P400 (teste do qui-quadrado).
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Além disso, foi verificado um aumento de 120% e 62% nas la-
téncias para aparecimento da primeira crise epiléptica (APCE) e do
desenvolvimento do EME no grupo BUSP + P400 em comparagao
ao P400 (p < 0,001), respectivamente (Tabela 2).

De acordo com o observado na figura 1, no grupo tratado com
P400 houve um aumento significativo (p < 0,001) no nivel de pero-
xidagdo lipidica (52%) e no contetido de nitrito (53%), bem como
foi detectado um aumento de 76% na atividade da enzima catalase
(p < 0,001) em comparagdo ao grupo controle. Por outro lado, nao
foram detectadas alteragdes significativas na atividade da superéxido
dismutase no grupo P400 (p > 0,05). No hipocampo dos animais
que receberam o pré-tratamento com buspirona e que 30 min apds
receberam P400, foi observada uma redugao significativa do nivel de
peroxidacao lipidica (35%) e nitrito (85%), bem como um aumento
apenas da atividade da enzima superdxido dismutase (45%) quando
comparado com o grupo P400. Ja na atividade da enzima catalase
no grupo BUSP + P400 nao foi vista nenhuma mudanca em relagao
ao grupo P400 (p > 0,05).

Além disso, quando comparado o grupo BUSP ao controle, foi
detectada uma redugio no contetdo de nitrito de 51% e de 57% no
nivel de peroxidagao lipidica (p < 0,001), bem como pode ser obser-
vado um aumento de 25% e 55% das atividades das enzimas catalase
e superoxido dismutase (p < 0,001), respectivamente, sugerindo um
efeito antioxidante para a buspirona.

Discussao

Estudos sugerem que o estresse oxidativo produzido durante o
estabelecimento das crises epilépticas induzidas por pilocarpina pos-
sivelmente pode ocorrer por meio da producéo excessiva de radicais
livrests. O estresse oxidativo é um dos possiveis mecanismos respon-
saveis pelas crises epilépticas induzidas por pilocarpina, entre esses
pode ser destacada a suscetibilidade cerebral ao processo oxidativo.
O cérebro recebe grandes quantidades de O,, bem como apresenta
elevado conteudo de substratos para oxidagao associada a uma baixa
atividade das enzimas antioxidantes, sendo, portanto, extremamente
suscetivel aos danos produzidos pelo estresse oxidativo®17.

A relagio entre as enzimas antioxidantes e o seu papel na remogao
dos radicais livres em determinadas dreas cerebrais pode ser sugerida
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no modelo de epilepsia induzida por pilocarpina, bem como pode
ser observado que o aumento do contetido das espécies reativas de-
rivadas do oxigénio pode estar relacionado com estabelecimento da
neurodegenerac¢ao induzida pelas crises epilépticasis. As pesquisas
atuais tém sugerido que os compostos antioxidantes podem induzir
um papel protetor contra a neurotoxicidade observada durante as
crises epilépticas em nivel celularto-21,

Outro estudo sugere que um aumento na formagao de radicais
livres pode ser acompanhado de um aumento compensatdrio das
atividades das enzimas antioxidantes. Além disso, o hipocampo
durante as crises epilépticas pode ser particularmente sensivel ao
estresse oxidativo por causa de seus altos niveis de 5-HT, que indu-
zem a formacdo de radicais livres?, bem como pela diminui¢io da
atividade das enzimas antioxidantes.

O presente estudo demonstrou que o pré-tratamento com
buspirona pode produzir um aumento na atividade antioxidante
das enzimas investigadas, bem como foi detectada uma redugéo
na formagdo de radicais livres, sugerindo uma explicagao parcial
para o efeito antioxidante da buspirona. Além disso, houve dimi-
nuigdo no indice de crises epilépticas e menor taxa de mortalidade
entre os animais pré-tratados com buspirona, sugerindo um papel
dos radicais livres durante o processo de ocorréncia e propagagao
dessas crises.

A produgao de radicais lipidicos pode ser iniciada pela formagéao
da peroxidagao lipidica, que culmina na neurodegeneragao observada
em diferentes regides cerebrais durante as crises epilépticas!”. Neste
estudo foi detectado um aumento na peroxidagao lipidica hipocampal
no grupo P400. Por outro lado, o tratamento prévio com buspirona
bloqueou a peroxidagao lipidica, sugerindo que a modulagio do
sistema serotoninérgico pode auxiliar na atividade antioxidante desse
composto22. Nosso estudo concorda com os resultados obtidos por
Ueda et al.?3, que demonstraram um aumento na produgao de radicais
livres e peroxidagdo lipidica em neuronios apds crises epilépticas.

Durante as convulsdes, o nitrito e o nitrato tém sido implica-
dos em muitos dos mecanismos moleculares do processo. Dessa
forma, podem modular uma cascata de efeitos excitotéxicos no
SNC e finalmente participar do subsequente dano neuronal e ativar
outros mecanismos que potencializem os danos e a propagagao
do foco epilépticoz2. Além disso, o pré-tratamento com buspirona
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Figura 1. Nivel de peroxidacao lipidica e conteldo de nitrito e atividade das enzimas catalase e superéxido dismutase (SOD) no hipocampo de camundongos
pré-tratados com buspirona no modelo de epilepsia induzida por pilocarpina. Os resultados representam a média + EPM do ndmero de animais usados
nos experimentos. Para andlise estatistica, foram usados ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. 2p < 0,001, quando comparado ao
controle, e ®p < 0,001, quando comparado ao grupo P400 (ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).
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diminuiu o contetdo de nitrito no hipocampo demonstrando um
efeito neuroprotetor que pode justificar a sua utilizagao como droga
anticonvulsivante.

Além de investigar os efeitos sobre os radicais livres produzidos
durante as crises epilépticas, neste estudo foi identificado o efeito
da buspirona sobre a atividade da catalase e superdxido dismutase.
A catalase é uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a redu-
¢do do peroxido de hidrogénio, produzindo um importante efeito
antioxidante no organismo2. Os resultados do presente estudo nao
demonstraram modificagbes na atividade da enzima catalase no gru-
po pré-tratado com buspirona em relagdo ao grupo P400, sugerindo
que essa enzima pode ndo estar envolvida no efeito antioxidante da
buspirona no modelo estudado.

Durante o funcionamento fisiolégico cerebral, mudangas na ativi-
dade hipocampal sdo acompanhadas por alteragdes no metabolismo
cerebral induzindo modificagdes no fluxo sanguineo dessa dreae
prejudicando seu funcionamento. Evidéncias clinicas e experimen-
tais demonstraram possiveis alteragdes no nivel basal do oxigénio
durante e ap6s as crises epilépticas, que podem ser demonstradas pela
redugdo da concentragdo do oxigénio, bem como pelo elevado fluxo
sanguineo, provavelmente devido a uma vasodilatacdo secundariaz.

Durante o estresse oxidativo sdo produzidos radicais livres como
superdxido e radical hidroxila. Esses radicais tém sido implicados
em uma variedade de processos neurodegenerativos, incluindo a
epilepsia. Em todos esses eventos patoldgicos ocorrem inimeras alte-
ragdes bioquimicas que podem induzir mudangas na modulagéo das
isoformas da enzima superdxido dismutase!72527. Dentre as enzimas
antioxidantes, acredita-se que no hipocampo a principal é a SOD, ja
que essa area cerebral contém grande quantidade de zinco e cobre2s-3,
Nos animais do grupo BUSP + P400 e no BUSP, foi observado um
aumento da atividade dessa enzima em comparagdo ao grupo P400,
sugerindo que o efeito antioxidante exercido pela buspirona pode ser
devido a modulagédo da atividade enzimatica da SOD.

Os resultados demonstraram que o pré-tratamento com a bus-
pirona aumentou a laténcia para o aparecimento da primeira crise
epiléptica e diminuiu a taxa de mortalidade e o nimero de animais
que apresentam crises epilépticas e que progridem para o estado de
mal epiléptico. Com base nos resultados obtidos, pode-se sugerir
que a buspirona apresenta efeito anticonvulsivante contra as crises
epilépticas induzidas por pilocarpina, cujos mecanismos incluem a
modulagio na atividade de enzimas antioxidantes cerebrais, prin-
cipalmente da superéxido dismutase. No entanto, futuros estudos
devem ser realizados para melhor esclarecer o mecanismo de acdo
da buspirona, bem como os seus efeitos adversos decorrentes de um
tratamento cronico.
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