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RESUMO

A estimulag@o eletroconvulsiva (ECS) aplicada experimentalmente em
animais € largamente utilizada como um modelo de estudo para a terapia
eletroconvulsiva. O uso de um pré-tratamento com os anticonvulsivos
aumenta o limiar de convuls@o induzido por choque ECS em modelo
animal, demonstrando que o efeito do ECS pode ser modulado. Porém,
as modificacdes que este modelo de convulsdo causa entre os VAarios
sistemas de neurotransmissores nao sdo conhecidas. H4 uma ampla
evidéncia do envolvimento do neurotransmissor glutamato em crises
epilépticas. A adenosina, importante neuromodulador do sistema
nervoso central, exerce principalmente efeitos inibitdrios através dos
receptores Aj, resultando em efeitos sedativos, anticonvulsivos e
neuroprotetores, através de mecanismos de inibi¢do da excitabilidade
glutamatérgica. Ou seja, a adenosina é um importante modulador da
atividade glutamatérgica, inibindo a liberacdo pré-sindptica e a¢do pos-
sindptica do glutamato. No presente trabalho foi avaliado o efeito do
choque sub-eletroconvulsivo (sub-ECS) aplicado em diferentes tempos
antes do ECS no comportamento convulsivo e na locomog¢do de
camundongos. Também foi investigada a possivel participacdo dos
receptores adenosinérgicos e glutamatérgicos do tipo NMDA no efeito
do sub-ECS a partir da administragdo dos antagonistas, cafeina e MK-
801, respectivamente. Os camundongos CF-1 machos albinos (60 dias,
30-40 g) receberam choques sub-convulsivos e/ou convulsivos em
diferentes intervalos de tempo, de acordo com os grupos: controle
(sham), sub-ECS, ECS, sub-ECS + ECS 30 min, 4h, 8h, 24h, 48h ou
72h. Os animais foram pré-tratados com injecdes intraperitoniais de
solucdo salina (NaCl 0,9g%), 30 mg de cafeina/kg ou 0,25 mg/kg de
MK-801 de animal 30min antes da aplicacdo do sub-ECS. O
comportamento convulsivo (extensdo tonica de 180° das patas traseiras)
e a atividade locomotora dos camundongos foram avaliados. A
aplicagdo do sub-ECS com 4h a 48h de intervalo entre a aplicacdo do
ECS reduziu em de 72,7% a 90,9% o ndmero de animais com
convulsdes apds o ECS, efeito esse bloqueado por cafeina quando os
intervalos entre sub-ECS e ECS foram maiores que 8h. O MK-801, ao
contrario, s6 ndo bloqueou o efeito protetor do sub-ECS no intervalo de
30min entre o ECS. A associagdo dos choques sub-ECS e ECS induziu
hipolocomog¢do nos animais quando eles foram avaliados 2h apds o
ECS. A cafeina ndo foi capaz de alterar esse efeito comportamental, mas
o MK-801 bloqueou a hipolocomog¢do da induzida pela aplicagdo dos
choques nos intervalos de 30min, 24h e 48h. O presente estudo






demonstra o efeito protetor do sub-ECS contra convulsdes induzidas
pelo ECS, com possivel participacdo do sistema de neurotransmissao
glutamatérgica e de modulagdo adenosinérgica.

Palavras-chave: neuroprotecio; choque eletroconvulsivo; cafeina; MK-

801.






ABSTRACT

Electroconvulsive shock (ECS) is widely applied experimental animal
model for electroconvulsive therapy. Pretreatment with antiepileptic
drugs increase the threshold for convulsion in the mouse maximal
electroshock seizure model, indicating that the ECS could be modulated.
However, alterations in the neurotransmitter systems induced by the
ECS are not known. There are several evidences that indicate the
involvement of glutamatergic system in the status epilepticus.
Adenosine is an important neuromodulator of central nervous system
that acts as inhibiting the glutamatergic excitability, resulting in
sedatives, anticonvulsants and neuroprotective effects. Adenosine acting
via receptors A; modulates glutamatergic activity inhibiting the
presynaptic release of glutamate and its actions on postsynaptic. In the
present study, the effect of sub-electroconvulsive shock (sub-ECS)
applied at different times before ECS was evaluated on the convulsion
and locomotor behaviors in mice. Besides, the possible involvement of
the glutamatergic NMDA receptors and adenosinergic receptors in the
effect of sub-ECS was tested within the use of antagonists, caffeine and
MK-801, respectively. Male adult mice albino CF-1 (60 days, 30-40g)
received sub-convulsive and convulsive shocks at different intervals of
time, according the distribution at experimental groups: Control (sham),
sub-ECS, sub-ECS + ECS 30 min, 4h, 8h, 24h, 48h ou 72h. The animals
were pre-treated with intraperitonialy injections of saline solution (NaCl
0.9g%), caffeine 30mg/kg or MK-801 0.25mg/kg of weight of animal
30min before sub-ECS application. The mice were evaluated in the
convulsive behavior (tonic hindlimb extension with 180°) and the
locomotor activity. Application of sub-ECS 4h up to 48h before ECS
reduced the number of animals with convulsion between 72.7% up to
90.9% after ECS. The protective effect was blocked by caffeine when
the intervals between sub-ECS and ECS were higher than 8h. MK-801,
on the other hand, did not show block on the protector effect of sub-ECS
only at the interval of 30min. The association of sub-ECS and ECS
induced at the animals tested 2h after ECS. Caffeine was not able to
modify the hypolocomotor effect of sub-ECS plus ECS, but MK-801
blocked the effect when the shocks were applied with 30min, 24h and
48h of intervals. The study presented herein, showed the protective
effect of sub-ECS against convulsions induced by ECS, probably via
glutamatergic neurotransmission and adenosinergic modulation.
Key-words: neuroprotection; electroconvulsive shock; caffeine; MK-
801.
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1. INTRODUCAO
1.1 ESTIMULACAO ELETROCONVULSIVA

A estimulacdo eletroconvulsiva (ECS; sigla do inglés =
electroconvulsive shock) aplicada experimentalmente em animais €
largamente utilizada como um modelo de estudo para a terapia
eletroconvulsiva (Busnello, 2004; Newman et al., 1998). Segundo Rosa
et al., (2004), dos tratamentos existentes para a depressdo maior grave, a
ECT é o tratamento mais eficaz, além de ser eficaz também em outros
transtornos psiquidtricos.

Atualmente ja existe um significativo corpo de evidéncias
apontando que o choque eletroconvulsivo é capaz de mobilizar
mecanismos cerebrais de natureza protetora e tréfica (Ongur & Heckers,
2004; Altar et al., 2004; Stewart & Reid, 2000; Lamont et al., 2001).
Madsen e colaboradores (2000) foram os primeiros a relatar um possivel
papel da eletroconvulsoterapia na neurogénese em cérebro de animais
adultos. Com isso ndo tardaram em surgir hipéteses propondo que os
mecanismos de acdo da terapia eletroconvulsiva poderiam depender, em
parte, da estimulacdo da plasticidade neuronal e sindptica em
determinadas areas do cérebro (Jacobs, 2002).

Acredita-se, normalmente, que a eficdcia e os efeitos adversos
da terapia eletroconvulsiva acima do limiar dependem da extensdo do
estimulo administrado (Sackeim et al., 1987; Sackeim et al., 2000). O
limiar das crises €, portanto, um importante marcador bioldgico em
pacientes que recebem terapia eletroconvulsiva, embora esse assunto
tenha tido controvérsias (Abrams, 2002; Weiner, 2002). No passado,
estes modelos foram usados para explorar os efeitos da amnésia, efeitos
de neurotransmissores e outros efeitos da terapia eletroconvulsiva
(Andrade et al., 2000; Andrade et al., 2002).

Os efeitos anticonvulsivantes da estimulag@o eletroconvulsiva
em camundongos t€m sido descritos na forma de reduzir as crises (para
revisdo, ver Kurinji & Andrade, 2003). O uso de um pré-tratamento com
os anticonvulsivantes carbamazepina e topiramato aumenta o limiar de
convulsdo induzido por choque ECS em modelo animal, demonstrando
que o efeito do ECS pode ser modulado (Luszczki et al., 2004; Swiader
et al., 2005). O glutamato é responsdvel, em geral, por deslocamentos
despolarizantes paroxisticos, caracteristica gravada intracelularmente em
associacdo com descargas epilépticas (Meldrum et al., 1999), e tem-se
reconhecido sua funcdo chave também na patologia da isquemia
(Nishizawa, 2001).
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1.2 SISTEMA GLUTAMATERGICO

A transmissdo sindptica, processo pelo qual os neurdnios se
comunicam com as células alvo, é essencial para todos os processos
neuronais, desde um simples reflexo até o complexo processamento de
informagdes nas regides cerebrais especializadas. Esta transmissao
sindptica é comumente mediada pela liberacdo de neurotransmissores do
neurdnio pré-sindptico e subsequente reconhecimento destas moléculas
por receptores especificos nas células pds-sindpticas. As crises
epilépticas sdo eventos do sistema nervoso central (SNC) que estdo
intimamente relacionadas a neurotransmissao, pois envolvem alteracdes
na excitabilidade dos neurdnios e nas suas conexdes sindpticas. As
anormalidades na neurotransmissdo podem ocorrer através de um
aumento da transmissdo excitatéria, diminui¢io da transmissdo
inibitéria ou de ambos os eventos (Meldrum, 1984).

O sistema glutamatérgico é muito estudado nos modelos
animais experimentais, pois o glutamato € o neurotransmissor mais
abundante no SNC. Aproximadamente 70% do glutamato presente no
tecido nervoso tem funcdes metabdlicas (preponderantemente
biossintese de proteinas, entre outras) idénticas as exercida por este
aminodcido nos outros tecidos (Dingledine & McBain, 1991). Além da
funcdo metabdlica, o glutamato € o principal neurotransmissor
excitatorio em mamiferos, participando em varios processos
fisiolégicos, tais como: cognicdo, aprendizado, memoria, plasticidade
neuronal e formacdo de redes neurais durante o desenvolvimento
(Danbolt, 2001). Porém, o glutamato também participa de processos
neurais associados a dano e morte celular que ocorrem em doengas
neurodegenerativas como Doenga de Parkinson, Alzheimer e
Huntington, e participa da epileptogénese.

O glutamato é sintetizado nos terminais pré-sindpticos,
predominantemente a partir da glutamina devido a a¢do da enzima
glutaminase, mas pode provir também do a-cetoglutarato (intermedidrio
do Ciclo de Krebs), via glutamato desidrogenase e a-cetoglutarato
desidrogenase (Kvamme, 1998). Apds ser liberado para o espago
extracelular, o glutamato exerce suas funcdes pela ativacio de
receptores especificos nas membranas pré e pds-sindpticas.

A diversidade funcional do glutamato como neurotransmissor
¢ devida a variedade dos seus receptores existentes na membrana
celular, que podem ser classificados de acordo com suas propriedades
farmacoldgicas e fisioldgicas (Ozawa et al., 1998). De uma forma geral,
estes receptores sdo divididos em duas classes: receptores ionotrépicos
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(iGluRs; sigla do inglés = ionotropic glutamatergic receptors) e
receptores metabotrépicos (mGluRs; sigla do inglés = metabotropic
glutamatergic receptors) (ver esquema em Figura 1).

Os receptores ionotropicos sdo assim denominados porque s&o
receptores-canais idnicos que permitem a passagem seletiva de cétions,
e sua ativagdo promove a despolarizacdo da membrana sindptica
desencadeando uma resposta excitatéria. Estes se subdividem, de acordo
com a sua sensibilidade a agonistas, propriedades farmacoldgicas e
fisiolégicas, em receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), &cido o-
amino-3-hidréxi-5-metil-4-isoxazol acido propidnico (AMPA; sigla do
inglés = o-amino-3-hidroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) e
dcido cainico (KA; sigla do inglés = kainic acid). Os receptores AMPA
sdo amplamente distribuidos no SNC, com predominio nas sub-regides
do hipocampo CA1, CA3 e giro denteado, e na camada molecular do
cerebelo (Cotman et al.,1995; Ozawa et al.,1998). Os receptores AMPA
e KA medeiam a neurotransmissdo excitatéria rdpida e sdo receptores
com grande permeabilidade aos fons sédio (Na') e potdssio (K') e,
principalmente, com baixa permeabilidade aos fons cdlcio (Ca™).

Figura 1- Sinapse Glutamatérgica
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O glutamato citoplasmatico é armazenado em vesiculas pelos transportadores
vesiculares (VGlut; sigla do inglés = vesicular glutamate transporter) e
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eventualmente liberados para a fenda sindptica quando as vesiculas se fundem
com a membrana plasmatica. No espago extracelular, o glutamato pode ativar
seus receptores. A densidade pds-sindptica possui alta concentracdo de
receptores glutamatérgicos (iGluRs e mGluRs), que também podem ser
encontrados na membrana do terminal pré-sindptico, em astrcitos e em outros
tipos celulares. Apds a sua acdo nos receptores, o glutamato serd retirado do
espaco extracelular pelo sistema de transportadores de aminodcidos excitatdrios
(EAATS; sigla do inglés = excitatory amino acid transportes), presente em
maior propor¢do em astrécitos, mas também encontrados em neurdnios e outros
tipos celulares. O glutamato captado pelos astrécitos € reciclado, pois é
convertido a glutamina que € transportada para o meio extracelular e captada
pelos neurdnios, para ser novamente convertida a glutamato. O glutamato
também pode ser exportado para o meio extracelular pelo trocador glutamato-
cisteina, que importada cisteina no anti-porte dos aminodcidos (xCT; sigla do
inglés = cystine-glutamate antiporters).

Fonte: (Adaptado de Featherstone, 2010).

Os receptores de NMDA e AMPA sdo co-localizados, mas os
receptores de KA possuem uma distribuicio um pouco diferente. Os
receptores NMDA estdo amplamente distribuidos em todo o cérebro e
também medeiam a neurotransmissdo excitatéria do SNC, porém por
vias diferentes dos receptores AMPA. Sdo caracterizados por serem
altamente permedveis aos fons Ca™, possuirem cinética de abertura lenta
e dependente de voltagem que se prolonga mais tempo apds a liberacio
de glutamato na fenda sindptica. A ativacdo do receptor NMDA e o
influxo de fons através dele s ocorrem se a membrana neuronal for
previamente despolarizada, por exemplo, através da ativagdo dos
receptores do tipo AMPA, permitindo a saida do fon magnésio (Mg”*)
que bloqueia o receptor NMDA quando a membrana neuronal encontra-
se em estado de repouso. Além do sitio de ligagdo para
glutamato/NMDA, os receptores NMDA possuem também sitio para
ligacdo para a glicina, o co-agonista endégeno. Determinados agentes
anestésicos e psicotomiméticos bem conhecidos, como a cetamina,
fenciclidina e dizocilpina (MK-801) sdo agentes bloqueadores seletivos
dos receptores NMDA (Ozawa et al., 1998) (Figura 2).

Os mGluRs estdo acoplados as proteinas-G e modulam a
atividade de efetores intracelulares como as enzimas adenilato ciclase e
fosfolipase C, atuando através de segundos mensageiros tais como:
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), diacilglicerol e inositol-3-
fosfato, os quais ativam e/ou inibem diversos eventos de sinalizacdo
intracelular (Ozawa et al.,1998). Em relacdo a sua localizacdo, os
receptores metabotrépicos estdo presentes em ambos os terminais pré e
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pos-sindpticos, bem como nas células gliais, e sua ativacdo pode
promover efeitos inibitdrios ou excitatdrios (Ozawa et al., 1998).

Figura 2: Esquema da organizacdo do complexo receptor NMDA.
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Nos sitios extracelulares do receptor estd o sitio da glicina na sub-unidade NR1
(sigla do inglés = subunit 1 of NMDA receptor), e do glutamato na sub-unidade
NR?2 (sigla do inglés = subunit 2 of NMDA receptor). No poro do canal estd o
sitio de ligagdo do fon Mg™. As moléculas alvos intracelulares do receptor
ativado sdo quinases, fosfatases, outras enzimas e proteinas de ancoramento.
Essas moléculas estdo acima (upstream) dos moduladores da fungdo do receptor
e abaixo (downstream) dos efetores da sua atividade.

Fonte: (adaptado de Kalia et al., 2008).

Devido a sua variedade de receptores, o glutamato também
promove alteragdes de longa duragdo (LTP; sigla do inglés = long-term
potentiation) na transmissdo sindptica em neurdnios do hipocampo e do
cértex visual, evento extremamente importante para o processamento da
memoria (Artola & Singer, 1987; Ito, 1989). Por outro lado, é
amplamente conhecido que a excitacdo excessiva dos receptores
glutamatérgicos pode provocar dano ou morte neuronal, por
excitotoxicidade (Olney et al., 1980). Um aumento nas concentracdes de
glutamato na fenda sindptica leva a estimulacdo excessiva dos
receptores glutamatérgicos, desencadeando uma cascata de eventos
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intracelulares que incluem maior influxo de Ca” e Na®, aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio, diminui¢do nos niveis de
enzimas antioxidantes culminando na morte neuronal (Forder &
Tymianski, 2009; Singh et al., 2003).

A agdo excitatéria do glutamato € finalizada pela sua remogdo
da fenda sindptica predominantemente por transportadores especificos
localizados nas células gliais, mas a expressdo de alguns desses
transportadores podem ser encontrados nas membranas pré-sindpticas
dos neurdnios (Figura 1). Os transportadores presentes nas membranas
dos astrécitos sdo os responsdveis pela remogdo da maior parte do
glutamato presente na fenda sindptica (Schousboe, 1981). A captacdo do
glutamato da fenda sindptica envolve dois sistemas de transporte: um
carreador com alta afinidade dependente de Na®, localizado nas
membranas pré-sindpticas e gliais (Robinson & Dowd, 1997) e outro
com baixa afinidade e independente de Na', nas membranas das
vesiculas sindpticas (Fykse & Fonnum, 1996).

Em alguns estudos, uma elevacdo nos niveis de glutamato no
hipocampo foi observada durante e apds ataques epilépticos em
humanos, bem como em modelos experimentais com ratos (Carlson,
1992; Lothman, 1987). Tratando-se de epilepsia, um aspecto
interessante € o influxo de célcio. O célcio extracelular é encontrado em
baixos niveis, pois o seu fluxo para o meio intracelular estd aumentado
(Pumain & Heinemann, 1995). Também, é conhecida a importancia do
receptor NMDA pds-sindptico sobre focos epilépticos, pois produz
alteragdes paroxisticas despolarizantes capazes de gerar descargas
epilépticas na epileptogénese (Chapman, 2000). Em modelos de
epilepsia in vitro e in vivo t€m-se buscado moduladores capazes de
controlar a quebra do equilibrio na atividade inibitdria-excitatéria no
tecido cerebral, caracteristica da atividade epiléptica (Mody, 1999). Um
importante modulador do SNC € o nucleosideo adenosina, que age
controlando a sinapse glutamatérgica e té€m-se confirmado possuir
importante atividade anticonvulsivante (Dunwiddie, 1980; Ault &
Wang, 1986; Klitgaard et al., 1993).

1.3 SISTEMA ADENOSINERGICO

No modelo animal, o sistema adenosinérgico tem sido um
importante aliado e protetor de excitabilidade neuronal. A adenosina é
um nucleosideo presente em todos os tipos celulares nos meios intra e
extracelular que possui sua disponibilidade altamente controlada devido
ao seu papel neuromodulador e homeostitico (Cunha, 2001). A
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regulacdo da liberacdo de neurotransmissores excitatérios por esta
molécula vem sendo importante em muitos processos patolégicos, pois a
adenosina pode limitar o dano causado pela excitotoxicidade, exercendo
assim uma ag¢fo protetora no sistema nervoso (Zimmermann et al., 1998;
Dunwiddie e Masino, 2001).

As concentracdes intracelulares de adenosina encontram-se na
ordem de 10 a 50 nM, enquanto que as concentracdes extracelulares
encontradas na fenda sindptica sdo de aproximadamente 0,5 a 4 uM
(Cunha, 2001). Alteracdes na concentracdo intracelular de adenosina
influenciam sua concentracdo extracelular, devido a presenca de
transportadores equilibrativos e bidirecionais especificos para a
adenosina. Devido a alta afinidade da enzima adenosina quinase pela
adenosina, sua concentracdo intracelular € relativamente baixa,
favorecendo o influxo de adenosina através destes transportadores
(Brundege & Dunwiddie, 1997). Além da adenosina proveniente dos
transportadores, existe uma importante cascata enzimdatica que produz
adenosina a partir do AMP (sigla do inglés = adenosine
monophosphate) (Figura 3). O ATP (sigla do inglés = adenosine
triphosphate)é a fonte primdria de substrato para esta cascata enzimaética
de producdo de adenosina, que pode ser liberado pela maioria das
terminagdes nervosas (Burnstock,1999).
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Figura 3: Representacio esquemdtica da fonte de adenosina extracelular
e a preferéncia de ligacdo nos receptores nos terminais nervosos
glutamatérgicos
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Em baixa frequéncia de estimulacdo, hda uma menor liberagdo de ATP, na qual
formard baixas quantidades de adenosina favorecendo a ativacdo do receptor
adenosinérgico A;. Quando houver estimulagdo de alta freqiiéncia, a liberacdo
de ATP serd desproporcionalmente maior, elevando os niveis de adenosina a
partir da degradacdo do ATP pelas ecto-nucleotidases a qual ativard
preferencialmente os receptores adenosinérgicos Aj;,. NTPDase = ecto-
nucleotidases capazes de converter ATP e/ou ADP até AMP; 5’N = ecto-5’-
nucleotidases; T = transportador equilibrativo de nucleosideos.

Fonte: (Adaptado de Cunha, 2005).

A presenca de adenosina no meio extracelular permite a
ativacdo de receptores adenosinérgicos especificos, classificados em:
Ay, Asa, Azp e A; (Figura 4). Estes receptores também sdo denominados
de purinérgicos P1, os quais sdo diferentes quanto a afinidade pela
adenosina, estruturas moleculares, distribuicdo tecidual e perfil
farmacolégico (Dunwiddie & Masino, 2001). A ativacdo dos receptores
A e Aja, receptores de alta afinidade pela adenosina, estdo diretamente
envolvidos com o papel neuromodulador, visto que a sua ativagdo
produz inibi¢do e facilitacio da liberacio de neurotransmissores,
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respectivamente. A selecdo do receptor que serd ativado, visto que
exibem co-expressdo em muitas regides neurais, pode ser feita de acordo
com os sitios de liberacdo ou producdo de adenosina extracelular. Desta
forma, receptores A; seriam preferencialmente ativados pela adenosina
liberada através dos transportadores bidirecionais de nucleosideos e os
receptores A, preferencialmente ativados pela adenosina proveniente
da degradacdo do ATP realizada por uma cascata enzimadtica (Figura 4)
(Cunha, 2005). Em camundongos, a ativacdo do sistema adenosinérgico
exerce seus efeitos neuromoduladores desde fases iniciais de
desenvolvimento embriondrio, alcangando o padrido adulto mesmo antes
do nascimento.

O principal sistema de neurotransmissio afetado pela inibi¢do
adenosinérgica via ativacdo de receptores A; € o sistema glutamatérgico,
porém os sistemas colinérgico, dopaminérgico e serotoninérgico podem
ser modulados por este nucleosideo (Dunwiddie & Masino, 2001). A
participacdo dos receptores A,, ocorreu em situacdes de plasticidade
sindptica, atividade locomotora e comportamental, ¢ na modulacdo de
respostas sindpticas excitatérias no SNC (Ribeiro & Sebastido, 1996). A
ativacdo dos receptores adenosinérgicos do tipo A4 desencadeia uma
resposta antagOnica aquela dos receptores do tipo A; pela ativagdo da
proteina-G estimulatdria (Gs), a qual aumenta os niveis intracelulares de
AMPc (Correia de Sd & Ribeiro,1994; Latini et al., 1996; Kessey &
Mogul, 1998). Os receptores do tipo Apg possuem baixa expressio no
SNC (Gessi et al., 2005; Zhong et al., 2005). Assim como 0s receptores
Aja, 0s receptores Apg sd@o acoplados a proteina-G estimulatéria (Gs),
promovendo o aumento dos niveis de AMPc, mas existem evidéncias
sugerindo o envolvimento da fosfolipase C como mediadora de muitas
respostas a ativacdo dos receptores A,g (Yaar et al, 2005). Os
receptores Ajz sdo expressos de forma moderada no cerebelo e
hipocampo e com baixa expressdo no restante do cérebro (Lopes et al.,
2003; Baines et al., 2011).
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Figura 4: Representacdo esquemdtica do heterodimero receptor de
adenosina.
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O esquema mostra uma proposta de mudanga no receptor dependente de
concentragdo. O painel de cima mostra a eficiéncia de adenosina estimular os
receptores A; e A no heterodimero A;/A,,. Baixas concentragdes de
adenosina ativam preferencialmente os receptores A; o qual inibe a liberacao de
glutamato. Altas concentracdes de adenosina também ativam os receptores A,
que através da interagdo intramembrana de A/A,, antagoniza a fungdo de A, e
assim facilitando a liberagcdo de glutamato. O painel de baixo apresenta uma
proposta de cinética de controle da liberagdo do glutamato mediada pelo
heterodimero A /A,,.

Fonte: (Adaptado de Ciruela et al., 2011).

A adenosina, importante neuromodulador do SNC, exerce
principalmente efeitos inibitdrios através dos receptores A, resultando
em efeitos sedativos, anticonvulsivos e neuroprotetores, através de
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mecanismos de inibicdo da excitabilidade glutamatérgica. Entdo, a
adenosina age como um importante modulador da atividade
glutamatérgica, inibindo a liberagdo pré-sindptica e acdo pds-sindptica
do glutamato através dos receptores A, (Dall’igna et al., 2003).

Estudos eletrofisiolégicos e neuroquimicos revelam que a
ativacdo dos receptores de adenosina A; inibe a liberacio de
aminoécidos excitatdrios, o que contribui para a supressao da convulsio
e neuroprotecdo. No SNC, os receptores de adenosina A; estdo
localizados principalmente no cortex cerebral, cerebelo e hipocampo, e
sua ativacdo resulta na abertura dos canais de K", o que induz efeitos
hiperpolarizantes e reducdo na excitabilidade de neur6nios pos-
sindpticos (Luszczki et al., 2005). Crises convulsivas induzidas por
agentes pro-convulsivantes induzem um aumento nos niveis de
adenosina (Winn et al., 1979; Berman et al., 2000).

Uma importante forma de andlise do sistema adenosinérgico e
de sua interagdo com outros sistemas de neurotransmissdo baseia-se na
utilizagcdo de agonistas e antagonistas dos seus receptores. Os agonistas
e antagonistas auxiliam na determinacdo de receptores adenosinérgicos,
especificamente aqueles que estdo envolvidos nos mecanismos de
modulacdo exercidos pela ativacdo destes receptores.

A cafeina € um antagonista ndo especifico do receptor de
adenosina, um psicoestimulante muito usado que induz a estimulagio
comportamental nos roedores e nos seres humanos (Dall’igna et al.,
2003). Diversos estudos demonstram que os efeitos da cafeina no SNC
estdo ligados a sua habilidade de antagonizar as ag¢bes da adenosina
end6gena obstruindo seus receptores (Hoexter & Rosa, 2005). A cafeina
¢ uma xantina que bloqueia de forma nao especifica os receptores Ay,
A € Agp, sendo ineficaz no bloqueio do subtipo Aj; (Fredholm et al.,
1999). A cafeina, em concentragdes milimolares é capaz de inibir a
enzima fosfodiesterase, estimular a liberacio de Ca™ dos estoques
intracelulares, além de inibir receptores gabaérgicos (Fredholm et al.,
1999).

A cafeina pode tanto reduzir o limiar de convulsio em
modelos experimentais de epilepsia (Czuczwar et al., 1987; Cutrufo et
al., 1992; El Yacoubi et al., 2000) ou induzir convulsdes quando
administrada em doses acima de 400 mg/kg em camundongos (Chu,
1981; Czuczwar et al., 1990; Chro$cinska-Krawczyk et al., 2011). Em
modelo animal de convulsdo por PTZ (pentilenotetrazol), a cafeina
reduziu o limiar de convulsdo e reduziu o efeito anticonvulsivante da
etosuximida em camundongos (Luszczki et al., 2006). Contudo, alta
dose de cafeina administrada antes de PTZ em ratos teve efeito pro-
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convulsivo (Kulkarni et al., 1991). Cafeina em baixas doses também

diminui o efeito protetor de anticonvulsivantes cldssicos em modelo

animal de convulsdo por eletrochoque (Gasior et al., 1997). Dados
clinicos mostram que cafeina pode aumentar a freqiiéncia de convulsdes
epilépticas em pacientes, mas nio precipitar as convulsdes (Kaufman &

Sachdeo, 2003; Nakken et al., 2005).

Assim, as hipdteses deste trabalho sdo:

e Se o choque sub-eletroconvulsivo aplicado em diferentes tempos
antes do choque eletroconvulsivo tem efeito no comportamento
convulsivo e na locomog¢do de camundongos;

e Se os receptores NMDA e adenosinérgicos participam do efeito do
choque sub-eletroconvulsivo no comportamento dos animais.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar se o choque sub-eletroconvulsivo (sub-ECS) é capaz
de proteger camundongos da convulsdo induzida pelo ECS e se esse

efeito é modificado pela presenca de antagonista de NMDA ou de
adenosina.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar os efeitos do sub-ECS na convulsio induzida pelo ECS
em camundongos.

e Verificar se o antagonista dos receptores de adenosina (cafeina)
ou antagonista do receptor NMDA (MK-801) altera a protecdo do sub-
ECS na convulsao induzida pelo ECS em camundongos.

¢ Avaliar a atividade locomotora e exploratdria dos camundongos
apos receberem ECS com os diferentes pré-tratamentos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. ANIMAIS

Os camundongos albinos CF-1 (Mus musculus) machos,
adultos, com peso corporal de 30-40 g foram usados neste estudo. Os
animais foram mantidos em um ciclo luz/escuriddo por 12 horas, com o
alimento e a dgua livremente disponiveis. Apds 7 dias de adaptacdo a
condicdo do biotério, os animais foram distribuidos aleatoriamente entre
os grupos experimentais. Todos os testes foram executados entre 7 e 19
horas para evitar mudangas de ciclo circadiano. Os protocolos e 0s
procedimentos experimentais descritos neste projeto foram realizados de
acordo com instru¢des para cuidados e manejo no uso de animais da
Sociedade Brasileira de Ciéncias de Animais de Laboratorio — SBCAL,
evitando-se desconforto e risco casual aos animais. O experimento
sempre foi programado de modo a evitar barulhos excessivos, presenca
de pessoas que nio estavam envolvidas no experimento. O ambiente foi
limpo e higienizado antes dos experimentos e ao seu término. O
presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais-CEUA/UNESC, protocolo n° 90/2011.

3.2. TRATAMENTO

Os camundongos foram tratados com choque sub-
eletroconvulsivo (sub-ECS) aplicado com ou sem o pré-tratamento com
30mg/kg de cafeina (Calbiochem, U.S) ou 0,25mg/kg de MK-801
(Sigma/St.Louis,Mo,USA) dissolvidas, cada uma delas, em uma solugdo
salina de 0,9% de NaCl e administradas via intraperitoneal (i.p.). Foram
usados de 7 a 13 animais por grupo, totalizando 237 camundongos para
a realizacdo do estudo. A cafeina e 0 MK-801 foram administrados 30
minutos antes do choque sub-ECS. As doses utilizadas e os tempos de
pré-tratamento foram escolhidos conforme doses minimas e tempo
médio de efeito do fairmaco conforme previamente descrito (Schwartz &
Wasterlain, 1993, Dall’igna et al., 2003 e da Silva et al., 2005). O
volume de solug¢do injetada i.p. foi de 10 mL/kg de animal.

O sub-ECS foi aplicado em 30min, ou 4h, ou 8h ou 24h, ou
48h, ou 72h antes do choque convulsivo (ECS). Todos os animais foram
observados para alteragcdes comportamentais como convulsao durante a
aplicacdo do ECS e locomocdo apds o ECS, conforme esquema na
Figura 5 e descri¢do detalhada nos itens a seguir.
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Os animais experimentais foram distribuidos entre os seguintes
grupos: controle [sham: receberam pré-tratamento com solucdo salina
(NaCl 0,9g%) e os grampos de eletrodos foram fixados nas orelhas,
porém sem aplicacdo de choque], sub-ECS, ECS, sub-ECS+ECS. Cada
grupo foi dividido conforme o regime de tratamento: salina, cafeina ou
MK-801. Os animais do grupo sub-ECS+ECS foram ainda distribuidos
conforme o tempo de aplicagdo do ECS apds o sub-ECS (30min, 1h, 4h,
8h, 24h, 48h ou 72h).

Figura 5: Esquema do desenho experimental
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Fonte: Do pesquisador
3.3. TESTE DE CONVULSAO POR ELETROCHOQUE MAXIMO

A convulsdo foi induzida por eletrochoque que foi administrado
aos animais através do grampo de eletrodo na orelha com os seguintes
parAmetros através de um estimulador Ugo basile: ECS: 100V, 0.2s,
0.5ms, 40mA. O sub-ECS foi aplicado com os seguintes parametros:
95V, 0.2s, 0.5ms, 20mA. A medida para a ocorréncia da atividade de
convuls@o foi a avaliacdo da extensdo dos membros dianteiros com
hiperextensdo de 180° do corpo dos animais (Luszczki et al., 2005).

3.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

A avaliagdo da atividade locomotora e exploratdria dos animais
foi avaliada 2h ap6s a aplicacdo do sub-ECS, ECS ou colocagdo dos
grampos nos animais do grupo controle através do teste do Campo
Aberto. Embora seja ainda de dificil defini¢do, o termo “atividade
exploratéria” € amplamente utilizado em pesquisas relacionadas ao
comportamento animal. Num sentido geral, refere-se a todas as
atividades relacionadas a obten¢ao de informagao acerca do ambiente, as

quais abrangem nao so respostas reflexas atencionais imediatas, como
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também as respostas voluntdrias tipicas. O pressuposto basico envolvido
em estudos de confinamento em um novo ambiente € que no intuito de
explorar o ambiente, o animal precisa locomover-se nele. Dessa forma, a
quantidade de movimento passa a ser um indicador de atividade
exploratdria. A resposta exploratdria de levantar-se nas patas traseiras é
também muito comum em roedores e tem sido utilizada como medida
do nivel de excitabilidade uma vez que esse comportamento
frequentemente se correlacionam com outras atividades como a auto-
limpeza corporal, defesa e reacdes sexuais.

O teste foi realizado em um campo aberto de 40 x 40 cm
delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo 3 de madeira e
uma de vidro transparente. O piso do campo aberto é dividido em 16
quadrados iguais marcados por linhas pretas. Os animais foram
cuidadosamente colocados no quadrado do canto posterior esquerdo do
aparelho, a partir do qual explorou livremente o ambiente por 5 minutos.
Imediatamente apés, 0s animais retornaram para a caixa moradia. Os
nimeros de cruzamentos através das linhas pretas e o numero de
“rearings” foram avaliados (Barros et al., 2006).

No momento da avaliacdo locomotora, os animais dos grupos
controle, sub-ECS ou ECS sozinhos haviam recebido salina, cafeina ou
MK-801 2,5h antes do teste no Campo Aberto.

Ao final da experimentag@o, os animais que receberam solugdo
salina retornaram para a sua caixa-moradia para o periodo de washout,
em que ndo foram manipulados por no minimo duas semanas. Esses
animais participaram de outro estudo, porém de modo randomizados
entre grupos. Os demais animais que receberam tratamento com cafeina
ou MK-801 foram mortos por deslocamento cervical seguido de
decapitacdo com guilhotina. As carcagas foram armazenadas em saco
branco leitoso e encaminhadas para o freezer para depois seguirem para
tratamento e descarte por empresa contratada pela Instituico.

3.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados através do pacote estatistico
SPSS versdo 14.0. O pardmetro de normalidade foi determinado pelo
teste de Shapiro—Wilk (p < 0,05) e a igualdade de variancias pelo teste
de Levene. Os resultados obtidos pelo campo aberto foram considerados
paramétricos, analisados pela andlise de varidncia por One-way
ANOVA, usando como post-hoc o teste de Tukey. Para a ocorréncia de
convulsdes entre os grupos foi usado o teste exato de Fischer (2 x 2). Os
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valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DO CHOQUE SUB-ELETROCONVULSIVO (SUB-ECS)
ASSOCIADO OU NAO COM CAFEINA OU MK-801 NAS
CONVULSOES INDUZIDAS POR CHOQUE
ELETROCONVULSIVO (ECS)

Os efeitos anticonvulsivantes da estimulagio eletroconvulsiva
em camundongos tém sido descritos na forma de reduzir as crises
(Furinji et al., 2003). Os camundongos do presente estudo receberam um
pré-tratamento com sub-ECS 30 min, 1h, 4h, 8h, 24h, 48h e 72h antes
do ECS.

O pré-tratamento de 30 min ou 1h antes do ECS néo afetou as
convulsdes induzidas; assim, para os pré-tratamentos com sub-ECS
associados com cafeina ou MK-801 ndo foram realizadas as avalia¢des
no tempo de 1h de intervalo.

O sub-ECS administrado 4h antes do ECS causou uma prote¢éo
de 80% (p=0,0022) contra a incidéncia de convulsdes; quando o sub-
ECS foi administrado 8h antes a protecdo foi de 72,7% (p=0,0040) e
para os tempos de 24 e 48h de intervalo a protecdo foi de 90,9%
(p=0,0002). Contudo, a prote¢do do sub-ECS ndo foi observada quando
o animal recebeu o ECS 72h ap6s (Figura 6A).

O pré-tratamento com cafeina (30 mg/kg, i.p.) 30min antes do
sub-ECS preveniu as convulsdes dos animais dos grupos que receberam
ECS em 4h ou 8h apds o sub-ECS, com 66,6% (p=0,036) e 72,7%
(p=0,029), respectivamente. Entretanto, os demais grupos que
receberam sub-ECS associado a cafeina 30min, 24h, 48h ou 72h antes
do ECS nio foi observado nenhuma prote¢do nas convulsdes, indicando
que a cafeina modificou o efeito protetor do sub-ECS nesses tempos de
intervalo (Figura 6B).

O pré-tratamento com MK-801 (0,25 mg/kg) 30min antes do
choque sub-ECS preveniu as convulsdes apenas dos animais do grupo
que recebeu ECS 30min ap6s o sub-ECS, com protecio de 70%
(p=0,006). No entanto, todos os demais grupos de animais que
receberam o tratamento sub-ECS associado ao MK-801 e ECS com
intervalos de 4h, 8h, 24h, 48h ou 72h ndo foi observada a protecdo,
indicando que o MK-801 bloqueou o efeito protetor do sub-ECS nas
convulsdes induzidas por ECS (Figura 6C).
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Figura 6: Efeito do choque sub-ECS associado ou ndo com cafeina ou MK-801 nas convulsdes dos
camundongos expostos ao ECS
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(A) Os animais receberam sub-ECS em diferentes tempos antes da aplicagdo do ECS. (B) Cafeina ou (C) MK-801 foram
administrados 30 min antes do sub-ECS ou ECS nos camundongos. Os dados estdo expressos como porcentagem de
animais que apresentaram convulsdes em relacdo ao nimero total de animais do grupo (n = 7-13). *p < 0,05 comparado ao
grupo ECS. S = sub-choque eletroconvulsivo; E = choque eletroconvulsivo.

Fonte: Do pesquisador
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4.2 EFEITO DO CHOQUE SUB-ELETROCONVULSIVO (SUB-ECS)
ASSOCIADO OU NAO COM CAFEINA OU MK-801 NA
LOCOMOCAO APOS A ADMINISTRACAO DO CHOQUE
ELETROCONVULSIVO (ECS)

Os camundongos tiverem a atividade locomotora avaliada 2h
apds a aplicagdo do ECS. O ECS induziu uma hipolocomocio nos
animais, que ndo foi revertida pelo pré-tratamento com sub-ECS nos
intervalos de tempo de 30min a 48h. Porém, no intervalo de tempo de
72h n3o se observou esse efeito sobre a locomogdo a partir da
associacdo do sub-ECS com ECS (Figura 7A).

O tratamento de cafeina 30 min antes do sub-ECS ndo alterou o
efeito hipolocomotor observado apés o ECS em qualquer dos tempos de
intervalo entre os choques. A cafeina per se ndo levou a qualquer
alteracdo na locomog¢do. Porém, a cafeina impediu a hipolocomocio
induzida pelo ECS quando esse foi aplicado sozinho (Figura 7B).

Nos animais que receberam o tratamento com MK-801 antes do
sub-ECS verificou-se que somente os grupos de animais que receberam
os choques com intervalos de tempo de 4h e 8h mantiveram a
diminuicdo na locomogdo. Os demais grupos de animais ndo
apresentaram o efeito hipolocomotor da associagdo dos choques (Figura
70).
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Figura 7: Efeito do choque sub-ECS associado ou ndo com cafeina ou MK-801 na locomocdo dos
camundongos expostos ao ECS.
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A atividade locomotora dos camundongos foi avaliada 2 h ap6s a indugdo da convulsdo por eletrochoque. (A) Os animais
receberam sub-ECS em diferentes tempos antes da aplicacdo do ECS. (B) Cafeina ou (C) MK-801 foram administrados 30
min antes do sub-ECS ou ECS nos camundongos. Os dados estdo expressos como média * erro padrdo da média (n = 7-13).
*p < 0,05 comparado ao grupo controle (sham). S = sub-choque eletroconvulsivo; E = choque eletroconvulsivo.

Fonte: Do pesquisador
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4.3 EFEITO DO CHOQUE SUB-ELETROCONVULSIVO (SUB-ECS)
ASSOCIADO OU NAO COM CAFEINA OU MK-801 NA
ATIVIDADE EXPLORATORIA APOS A ADMINISTRACAO
DO CHOQUE ELETROCONVULSIVO (ECS)

Os camundongos tiveram a atividade exploratéria avaliada 2h
apos a aplicacdo do ECS. O ECS induziu uma diminuic¢io na exploragio
dos animais no ambiente do Campo Aberto, que ndo foi revertida pelo
pré-tratamento com sub-ECS nos intervalos de tempo de 30min a 48h.
Porém, no intervalo de tempo de 72h néo se observou esse efeito sobre a
atividade exploratéria a partir da associagdo do sub-ECS com ECS
(Figura 8A).

O tratamento de cafeina 30 min antes do sub-ECS ndo alterou o
efeito hipolocomotor observado apdés o ECS em qualquer dos tempos de
intervalo entre os choques. A cafeina per se ndo levou a qualquer
alteracdo na locomocgdo. Porém, a cafeina impediu a hipolocomocio
induzida pelo ECS quando esse foi aplicado sozinho e quando aplicado
8h e24h apds o sub-ECS (Figura 8B).

Nos animais que receberam o tratamento com MK-801 antes do
sub-ECS verificou-se que nenhum dos grupos de animais apresentou a
reducdo na atividade exploratéria observada quando houve associagio
dos choques (Figura 8C).
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Figura 8: Efeito do choque sub-ECS associado ou ndo com cafefna ou MK-801 na atividade exploratdria dos
camundongos expostos ao ECS
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A atividade exploratéria dos camundongos foi avaliada 2h apés a indugdo da convulsdo por eletrochoque. (A) Os animais
receberam sub-ECS em diferentes tempos antes da aplicagdo do ECS. (B) Cafeina ou (C) MK-801 foram administrados 30
min antes do sub-ECS ou do ECS nos camundongos. Os dados estdo expressos como média * erro padrdo da média (n =
7-13). *p < 0,05 comparado ao grupo controle (sham). S = sub-choque eletroconvulsivo; E = choque eletroconvulsivo.
Fonte: Do pesquisador
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a aplicacdo do sub-ECS em
diferentes tempos antes do ECS teve um efeito protetor contra as
convulsdes nos camundongos. Além disso, se observou nesse estudo que
os animais que receberam sub-ECS antes do ECS, apresentaram uma
diminuicdo da atividade locomotora e exploratdria, caracterizada como
hipolocomogdo. Esses resultados demonstram que apesar do sub-ECS
ndo prevenir uma convulsdo subseqiiente induzida por ECS em todos os
animais, ele causa mudancas no sistema adenosinérgico e
glutamatérgico, o que foi observado pelo uso dos antagonistas cafeina e
MK-801, respectivamente. Foi verificado que, cafeina ou MK-801
foram capazes de impedir o efeito protetor do sub-ECS em alguns
intervalos de tempo entre as aplicagcdes dos choques.

O sub-ECS quando aplicado antes do ECS induziu uma
protecdo nas convulsdes induzidas nos camundongos, indicando que a
aplicacdo de choque, quando aplicado com pardmetros que ndo induzem
convulsdes, levou a uma tolerancia do animal a um choque subseqiiente
de parAmetros convulsivos.

O uso de sub-ECS como protetor também foi identificado em
modelo animal de epilepsia, onde se observou que a aplicagdo prévia de
parimetros minimos para convulsdo, isto €, abaixo do limiar de
convulsdes tdnicas, reduziram a fragmentacdo do DNA induzida por
doses convulsivas de cainato (Kondratyev et al., 2001). Em outro
estudo, o sub-ECS foi usado como tratamento apds o adrenalectomia em
ratos e se observou reducdo da morte celular no hipocampo (Masco et
al., 1999). Quando repetidos choques sdo aplicados antes da inducdo do
status epilepticus em ratos, verifica-se prote¢do nas convulsdes, mas ndo
no dano hipocampal decorrente das convulsdes por pilocarpina (André
et al., 2000). A tolerancia epiléptica apresenta mecanismos comuns com
aqueles da tolerancia isquémica, tais como a janela temporal para a
protecdo se manifestar assim como a janela temporal restrita que aparece
depois que o evento se finalizou (Jimenez-Mateos & Henshall, 2009).

O resultado de pesquisas com ECT em modelos experimentais
ndo sdo facilmente extrapolados para o contexto clinico. Contudo, estes
experimentos podem ser tteis para gerar e testar hipdteses que possam
ter aplicacdo clinica (Kurinji, 2003).

Recentemente ~ demonstrou-se em  experimentos com
camundongos, que as convulsdes por choque eletroconvulsivo tiveram o
limiar convulsivo diminuido por repetidos choques sub-eletroconvulsivo
em dias subsequentes (Andrade, 2003).
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Uma tnica aplicagdo de ECS convulsivo assim como repetidas
aplicacdes por 10 dias induzem um aumento na neurogénese € na
sinaptogénese na regido do giro denteado do hipocampo de ratos (Chen
et al., 2009; Ito et al., 2010). Ambos os eventos podem estar relacionado
com a plasticidade neuronal, que inclui as mudangas morfolégicas das
sinapses, que refletem também uma alteracdo na funcdo bioquimica, que
pode alterar expressivamente a neurotransmissdo (Hering & Sheng,
2001). Uma das vias de sinalizagdo que é estimulada pelo desafio com
uma aplicacdo ou repetidas aplicacdes de ECS € a via da proteina
quinase regulada por sinal extracelular, a ERK1/2 (sigla do inglés =
extracellular signal-regulated quinase) (Kodama et al., 2005; Kang et
al., 2006).

A estimulagdio da ERK pés-ECS pode ser decorrente da
sinalizacdo do fator tréfico derivado do cérebro, o BDNF (sigla do
inglés = brain-derivated neurotrophic factor), pois esse também esta
aumentado ap6s o ECS (Kodama et al., 2005). O BDNF exercer suas
funcdes através do receptor TrkB (tirosina quinase B), que quando
ativado leva a ativacdo de vias intracelulares que inclui a via da ERK, da
PI3k/Akt (sigla do inglés = phosphatidylinositol-3-OH-kinase/Akt
kinase). Entdo, essas vias ativadas pelo BDNF apés ECS podem
contribuir para a adaptacdo celular que ocorre na plasticidade neuronal
apds as aplicagdes do choque, que inclui o aumento no nimero de
células endoteliais e o aumento do comprimento vascular na regido do
giro denteado do hipocampo, eventos caracterizados como angiogénese
(Kim et al., 2004; Hellsten et al., 2005).

Os efeitos neuroprotetores do NMDA contra os danos causados
pelos agonistas de receptores glutamatérgicos foram observados em
culturas de neurdnios de ratos in vitro (Boeck & Ganzella, 2004).

Os efeitos do sub-ECS na prevengdo das convulsdes induzidas
pelo ECS e também na hipolocomog¢do observados no presente estudo
foram bloqueados pela administracdo prévia de cafeina ou MK-801.
Porém, esse efeito ndo pode ser explicado simplesmente pelo
antagonismo dos receptores de adenosina ou de NMDA. Ambos, cafeina
e MK-801, nas doses aplicadas possuem efeito hiperlocomotor, porém
quando os camundongos foram testados na atividade locomotora os
farmacos ndo possuem mais esse efeito (Schwartz & Wasterlain, 1993,
Dall’igna et al., 2003 e da Silva et al., 2005). A cafeina bloqueia os
receptores A; e A, de adenosina, mas age com maior afinidade nos
receptores Aja, 0 que elevaria os niveis intracelulares de AMPc devida a
estimulacdo da adenilato ciclase via proteina-Gg (Fredholm et al.,
1999). Além da sua acdo nos receptores adenosinérgicos,
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intracelularmente a cafeina inibe fosfodiesterases e causa a liberacdo de
Ca** dos estoques (Ribeiro & Sebastido, 2010).

O MK-801 afeta um complexo de transmiss@o polissinaptico
que envolve glutamato, dopamina e acetilcolina (Olney & Farber, 1995).
Ahn e colls. (2002) mostraram que MK-801 em dose-dependentemente
aumenta a expressao da proteina c-Fos, reconhecido como marcadora de
ativacdo neuronal. Nesse estudo, a aplicacdo de ECS também aumentou
a expressdo de c-Fos, efeito esse que s6 foi bloqueado por MK-801
quando aplicado em altas doses, indicando que a sinalizacao intracelular
envolvida na ativa¢do neuronal desencadeada pelo ECS ndo depende
totalmente de receptores NMDA, mesmo que MK-801 tenha inibido as
convulsdes induzidas pelo choque. Em outros estudos também foi
verificado o efeito protetor do MK-801 contra convulsées induzidas por
ECS (Kulkarni & Ticku, 1989; Gasior et al., 1999). Além do MK-801,
outros antagonistas de receptor NMDA, como cetamina e agmatina,
também apresentam efeito anti-convulsivo em camundongos
estimulados por uma unica aplica¢do de ECS (Manocha et al., 2001; Su
et al, 2004), mas ambos ndo interagem apenas com O sistema
glutamatérgico.

Assim, desde que o ECS (e possivelmente o sub-ECS) causa
liberag@o de glutamato e GABA (sigla do inglés = gamma-aminobutyric
acid) (Rowley et al., 1997), e ambos podem ser modulados pela
adenosina, o presente estudo contribui para o entendimento de possiveis
sistemas de neurotransmissio que participam da neuroprotecio induzida
pelo sub-ECS, mas ndo podemos confirmar todos os mecanismos
envolvidos no processo. Apesar dessa limitacdo, a maior contribui¢do do
trabalho € a possibilidade de usar o sub-ECS como indutor de tolerancia
contra convulsdes em modelos animais. O préximo passo € investigar se
essa protecdo também ocorre para o possivel dano celular decorrente do
ECS convulsivo, e assim, com o uso de antagonistas especificos dos
receptores adenosinérgicos e glutamatérgicos, esclarecer melhor o
mecanismo de prote¢ao.
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