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Resumo:

A epilepsia € uma doenca crbnica de sintomatologia progressiva que
representa um grande prejuizo na vida de seus portadores. Até 30% dos individuos
epilépticos ndo respondem de modo satisfatério aos medicamentos disponiveis.
Deste modo, é crucial que novas drogas antiepilépticas sejam estudadas, visando
novas abordagens terapéuticas mais eficazes e seguras. Para isso, 0 uso de
modelos animais € imprescindivel. No presente estudo avaliamos a viabilidade
metodoldgica para implantacdo de um modelo in vivo de epilepsia, mediante a
aplicacdo em dose Unica do agente convulsivante pentilenotetrazol (PTZ), tendo em
vista 0 seu uso futuro para se testar os efeitos anticonvulsivantes de analogos
sintéticos ou semissintéticos do canabidiol (CBD), principio ativo da cannabis sativa
(maconha). Neste estudo, um grupo de animais recebeu uma dose Unica de PTZ (60
mg/kg, i.p), enquanto um outro grupo recebeu PTZ + Fenobarbital (PHB). O PHB foi
utilizado como anticonvulsivante de referéncia (controle positivo), para validacdo do
modelo do PTZ. ApGs quantificacdo das manifestacdes convulsivas em ambos 0s
grupos, concluimos que o modelo do PTZ foi implantado e validado com sucesso em
nosso laboratério, e podera ser util como ferramenta inicial de triagem de novos
farmacos antiepilépticos.

Introducgao

A epilepsia é uma doenca neurolégica crénica e progressiva, caracterizada
por um estado de hiperexcitabilidade neuronal que resulta em manifestacdes
neurobioldgicas, cognitivas e psicossociais.

A prevaléncia mundial de epilepsia é estimada em 7,6 para cada 1000
individuos. Destas, até 70% podem se tornar livres de convulsdes com o adequado
diagnodstico e tratamento. Portanto, até 30% dos casos ndo respondem
satisfatoriamente aos tratamentos atualmente disponiveis (OMS, ILAE., 2019).

Em que pese todo avanco no entendimento da fisiopatologia das epilepsias e
no desenvolvimento de novos farmacos, ha uma necessidade de novos estudos
objetivando a identificacdo e/ou desenvolvimento de drogas mais eficazes e seguras
(LOSCHER, 2011; PATRA et al., 2018; MASCAL et al., 2019). Para tanto, o uso de
modelos animais a fim de prospectar drogas com potencial terapéutico € uma etapa
imprescindivel no  desenvolvimento de farmacos (LOSCHER, 2011;
KANDRATAVICIUS et al., 2014).
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A despeito das limitagdes inerentes a todo modelo animal de experimentagéo,
aqueles que utilizam o PTZ em dose uUnica (Pentilenotetrazol, um antagonista do
receptor gabaérgico tipo A) tem sido considerados modelos clinicamente relevantes
de epilepsia resistente a drogas e util para explorar varios aspectos relacionados a
sua patologia (VASILEV et al., 2018).

Materiais e Métodos

Foram utilizados Ratos Wistar machos jovens (180-230 g), mantidos em
condicbes padrdoes de alojamento. Todos os procedimentos experimentais foram
conduzidos sob a autorizagdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA, n°
6657050421).

Os compostos quimicos utilizados foram: Pentilenotetrazol (PTZ. Sigma-
Aldrich) como agente convulsivante e Fenobarbital (PHB, Sanofi) como droga
anticonvulsivante de referéncia.

Num primeiro experimento, o PTZ foi administrado em dose unica de
60mg/Kg, via intraperitoneal (i.p.), em 30 animais, e as respostas comportamentais
gravadas em video por 30 minutos. Num segundo experimento, 20 animais foram
previamente tratados com PHB (30mg/Kg , i.p.), e 30 minutos mais tarde receberam
o PTZ (60 mg/kg). As respostas comportamentais foram gravadas em video e
analisados de forma randomizada e duplo-cego. As manifestacées clinicas dos
animais foram quantificadas de acordo com a escala de Racine (RACINE, RJ. 1972).

Posteriormente, os resultados foram analisados, comparando os dois grupos
de animais (PTZ vs. PTZ+PHB) com base em critérios quantitativos temporais
(laténcia para o primeiro sinal de convulsao, laténcia para a convulsdo mais severa,
laténcia para retorno ao comportamento usual, e duracdo da convulsdo mais
severa). A taxa de sobrevivéncia também foi medida.

Resultados

As variaveis-respostas de ambos os grupos, PTZ e PTZ + PHB ndo seguem
uma distribuicdo normal. Portanto, o teste U e Mann-Whitney (estatistica néo-
paramétrica) foi utilizado.

A figura 1 mostra o padrdo de resposta comportamental (convulsées) nos
grupos PTZ e PTZ+PHB. Comparado ao grupo PTZ, no grupo tratado com PHB
houve aumento nas laténcias para inicio da convulsdo (p < 0,01), maxima
intensidade da convulséo (p < 0.05), e uma diminuicéo na laténcia para recuperacao
ao estado normal (p < 0.01). A duracdo da convulsdo de maxima intensidade reduziu
drasticamente apés o uso do fenobarbital (p < 0,001). Esses dados indicam que o
modelo foi capaz/sensivel detectar o efeito anticonvulsivante do PHB.
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Figura 1. (esquerda) Valores de laténcia (em segundos) para as seguintes
varidveis-respostas (eixo ‘x’): (i) inicio do primeiro sintoma (convuls&o), (ii) convulsédo
de intensidade méaxima, e (iii) recuperacdo do comportamento ‘normal’. (direita)
Duracéo da convulsdo de intensidade maxima. *p < 0,05, ** p < 0,01 e ***p < 0,001,
PTZ vs. PTZ+PHB. PTZ (n = 30), PTZ+PHB (n = 20).

A Figura 2 mostra a taxa de sobrevivéncia (ou mortalidade) nos animais de
ambos 0Ss grupos.
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Figura 2. Taxa de sobrevivéncia nos grupos tratados com PTZ somente, ou
PTZ + PHB.

A taxa de sobrevivéncia no grupo PTZ foi de 73,3% (mortalidade de 26,7%),
enquanto nenhum animal foi a Obito apo6s o tratamento com PHB (p < 0,001),
indicando mais uma vez a sensibilidade do modelo do PTZ agudo em detectar os
efeitos anticonvulsivantes do PHB.

Discussao/Conclusao

Os resultados obtidos foram consistentes com as expectativas do projeto. O
modelo do PTZ agudo em ratos se mostrou capaz de detectar, com significancia
estatistica, os efeitos de um farmaco antiepiléptico padrao (fenobarbital). Os critérios
analisados apresentaram resultados consistentes e os procedimentos experimental
e de analise foi realizado de forma eficaz e descomplicada. Concluimos que houve
sucesso no objetivo do projeto, ou seja, implantar o modelo “PTZ dose uUnica” em
nosso laboratorio, para uso na triagem de novos farmacos anticonvulsivantes, a
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exemplo do canabidiol e andlogos. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios
para melhor caracterizar o modelo do PZT em nosso laboratério, como por exemplo,
0 modelo do PTZ crbnico (abrasamento quimico), no qual, o animal é submetido a
doses sub-convulsivantes repetidas, tornando-o sensibilizado para manifestacdo de
convulsdes. Este modelo (‘Kindling’) apresenta maior proximidade com a
fisiopatologia das epilepsias.
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