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RESUMO

Convulsbes consistem em alteracfes transitorias do comportamento decorrente das
deflagracGes ritmicas, sincronicas e desordenadas de populac@es de neurbnios cerebrais.
Sildenafil é um inibidor seletivo da PDE5 que potencializa a funcdo erétil devido ao
aumento dos niveis citoplasméticos de GMPc. Alguns estudos experimentais e relatos
de caso apontam que o sildenafil pode exercer uma atividade pré-convulsiva. Esse
trabalho teve como objetivo estudar os efeitos do sildenafil em modelo de convulséo
induzida por pilocarpina em camundongos e sobre a viabilidade de astrdcitos in vitro
diante do estresse colinérgico. Camundongos Swiss machos (25-34g) foram pré-tratados
com o sildenafil (2,5; 5; 10 ou 20mg/kg, ip., n= 8) em tratamento agudo e por 7 dias.
Meia hora ap06s a Ultima dose de sildenafil foi induzida a convulsdo em todos os animais
através da administracdo de pilocarpina 400 mg/kg, ip. (P400). Na analise
comportamental, foram registrados os tempos para ocorréncia da primeira convulsao e
morte e, ap0s os testes, foram dissecadas trés areas cerebrais (cortex pré-frontal,
hipocampo e corpo estriado) para determinar a atividade da acetilcolinesterase, o grau
de peroxidacéo lipidica, pela mensuracdo da concentracdo de malondialdeido (MDA), a
concentracdo de nitrito e também a participacdo da defesa antioxidante glutationa
redutase (GSH). No ensaio in vitro, foi determinada a viabilidade celular de astrocitos
corticais apds o tratamento com diferentes concentra¢fes de sildenafil+pilocarpina. Os
dados foram analisados por ANOVA e Student-Newman-Keuls como pds-teste, para 0s
ensaios in vivo, e ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni, para as
experimentacdes in vitro. Foi observado que o sildenafil reduziu a laténcia de convulséo
e de morte nas doses de 10 e 20 mg/kg tanto no pré-tratamento agudo como por 7 dias.
Em relacdo aos parametros de estresse oxidativo e defesa antioxidante, houve aumento
dos niveis de MDA em todas as areas nas doses de 10 e 20 mg/kg no pré-tratamento
agudo, enquanto que no pré-tratamento por 7 dias houve aumento dos niveis de MDA
no cortex pré-frontal na dose de 20 mg/kg e no hipocampo nas doses de 10 e 20 mg/kg.
A concentracdo de nitrito foi aumentado nas doses de 10 e 20 mg/kg no coOrtex pré-
frontal e hipocampo nas doses de 10 e 20 mg/kg e no corpo estriado na dose de 20
mg/kg no pré-tratamento por 7 dias e no pré-tratamento agudo houve aumento no cértex
pré frontal na dose de 20 mg/kg e no corpo estriado na dose de 10mg/kg. Em relacdo a
glutationa reduzida, ndo houve alteracdo nos grupos pré-tratados com sildenafil+P400
em relacdo ao grupo P400. O tratamento combinado entre sildenafil (1000, 500, 250,
125, 75, 37 pg/mL) e pilocarpina (IC 50 - indice de citotoxicidade para 50% da
populacdo celular em estudo que correspondente a 31,83 mM) causou reducdo da
viabilidade das células apenas na concentracdo de 1000 pg/mL, sugerindo que 0s
astrécitos podem estar envolvidos na possivel neurotoxicidade do sildenafil no processo
convulsivo, sendo necessario mais estudos. Nossos achados sugerem que o sildenafil
possui uma atividade pré-convulsivante relacionado a mecanismos colinérgicos e que
apresentou acao oxidante nas doses mais altas estudadas.

Palavras-chave: Sildenafil. Convulsdo. Estresse Oxidativo. Astrocitos.



EFFECT OF SILDENAFIL IN CONVULSION CHOLINERGIC MODEL IN
MICE AND STRESS IN VITRO: BEHAVIORAL APPROACH AND
NEUROCHEMISTRY

ABSTRACT

Seizures are the transient behavior changes resulting from rhythmic outbreaks,
synchronic and disordered populations of brain neurons. Sildenafil is a selective
inhibitor of PDE5 which enhances erectile function due to increased cytoplasmic levels
of cGMP. Some experimental studies and case reports suggest that sildenafil may exert
pro convulsive activity. This work aimed to study the effects of sildenafil on seizure
pilocarpine model in mice and on the viability of astrocytes in vitro before the
cholinergic stress. Swiss male mice (25-349) were pre-treated with sildenafil (2.5, 5,. 10
or 20mg / kg, ip, n = 8) and in acute treatment for 7 days. Half an hour after the last
dose of sildenafil convulsion was induced in all animals by the administration of
pilocarpine 400 mg / kg, ip. (P400). In behavioral analysis, the time to occurrence of the
first seizure and death after the tests were dissected three brain areas were recorded
(pre-frontal cortex, hippocampus and striatum) to determine the activity of
acetylcholinesterase, the degree of lipid peroxidation, by measuring the concentration of
malondialdehyde (MDA), the concentration of nitrite and also the participation of
glutathione reductase antioxidant defense (GSH). In vitro assay, cell viability was
determined cortical astrocytes after treatment with different concentrations of Sildenafil
+ pilocarpine. Data were analyzed by ANOVA and Student-Newman-Keuls test and
post-test, for in vivo tests and ANOVA followed by Bonferroni post-test, for in vitro
experiments. It was observed that sildenafil reduced the latency of convulsions and
death at doses of 10 and 20 mg / kg in both acute pretreatment such as 7 days.
Regarding the parameters of oxidative stress and antioxidant defense, an increase of
MDA levels in all areas at doses of 10 and 20 mg / kg in the acute pretreatment,
whereas in pretreatment for 7 days there were increasing levels of MDA in the
prefrontal cortex at the dose of 20 mg / kg and the hippocampus in the dose of 10 and
20 mg / kg. The nitrite concentration was increased at doses of 10 and 20 mg / kg in the
prefrontal cortex and hippocampus in doses of 10 and 20 mg / kg and in the striatum at
a dose of 20 mg / kg pre-treatment for 7 days, and in acute pretreatment was increased
in the frontal cortex pre dose of 20 mg / kg and in the striatum at a dose of 10mg / kg.
Regarding the reduced glutathione did not change in group pretreated with sildenafil
compared to P400 + P400 group. The combined treatment of sildenafil (1000, 500, 250,
125, 75, 37 ug / ml) and pilocarpine (IC 50 - Cytotoxicity index to 50% of the cell
population study corresponding to 31.83 mM) caused a reduction in viability cells only
in the concentration of 1000 ug / mL, suggesting that astrocytes can be involved in the
possible neurotoxicity of sildenafil in the convulsive process, requiring further studies..
Our findings suggest sildenafil has a proconvulsivant activity related to cholinergic
mechanisms and demonstre oxidizing action in the highest doses studied.

Keywords: Sildenafil. Seizures. Oxidative stress. Astrocytes.
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1 INTRODUCAO
1.1. Convulséao

Convulsdo consiste na alteracdo transitéria do comportamento decorrente das
deflagracGes ritmicas, sincronicas e desordenadas de popula¢fes de neurdnios cerebrais
(GOODMAN & GILMAN, 2012). Epilepsia € uma doenca neurologica que se
caracteriza pela ocorréncia periddica de crises espontaneas, que pode ser convulsiva ou
ndo convulsivas dependendo da natureza e do tipo de epilepsia (NOEBELS et.al, 2012).
Esse distdrbio neuroldgico pode originar-se de insultos as estruturas cerebrais, tais
como traumas, tumores, acidentes vasculares cerebrais ou infec¢des, ou ainda pode
desenvolver-se devido a mutagdes genéticas em um ou mais genes relacionados a canais
i0nicos ou neurotransmissores que controlam a excitabilidade neuronal (BIALER e
WHITE, 2010).

As convulsdes podem ser classificadas clinicamente em duas categorias: parciais
e generalizadas. As crises do tipo parcial sdo originadas em um grupo pequeno de
neurdnios que constituem o foco da convulsdo. Logo, a sintomatologia depende da
localizagdo do foco no cerebro. Estas crises podem ser do tipo parcial simples (sem
alteracdes na consciéncia) ou parcial complexa (com alteragdes na consciéncia). As
crises podem ter inicio focal e depois generalizarem (envolverem o cérebro como um
todo), sendo nestes casos chamadas crises parciais complexas. As crises generalizadas
sdo aquelas em que ha o envolvimento, desde o inicio, de ambos os hemisférios
cerebrais (ENGEL, 2001).

As crises convulsivas podem se desenvolver com graus diferentes de
envolvimento muscular. O evento motor consiste em aumento ou reducdo da contracdo
muscular. O aumento da contracdo muscular pode ser do tipo tdnico (significando
contracdo muscular mantida durante segundos ou minutos), clénico (contracbes
musculares, seguidas de relaxamento gerando abalos musculares sucessivos) ou
mioclonicos (contracbes musculares muito breves, semelhantes a choques). A
diminuicdo da contracdo muscular caracteriza as mioclonias negativas ou crises atonicas
(ENGEL, 2001).
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Aproximadamente 10% da populacdo tem possibilidade de ser acometida por
uma crise epiléptica em algum momento da vida. Desses, metade ocorrerd durante a

infancia e a adolescéncia (SILVA et. al, 2013).

Os modelos de convulsédo em animais reproduzem alteragdes comportamentais e
eletroencefalogréficas que sdo semelhantes a epilepsia em humanos (BEN-ARI et al.,
1980, 1981). Tais modelos s&o utilizados para estudar o envolvimento dos sistemas de
neurotransmissores como moduladores da epileptogénese, como também permitem
observar as alteracbes comportamentais, histopatoldgicas, e outros dados neuroquimicos
relacionados ao processo convulsivo (CAVALHEIRO et al., 1994, MARINHO et al.,
1997, 1998; COSTA-LOTUFO et al., 2002).

1.2 Neurotransmissao colinergica e o processo convulsivo
1.2.1 Receptores e fun¢des da acetilcolina

O sistema colinérgico tem como neurotransmissor a acetilcolina (Ach) que é um
importante neurotransmissor excitatorio no cerebro, junto com seus receptores e 0
aparato enzimatico responsavel por sua sintese e degradacdo constituem o sistema de
neurotransmissao colinergica (BRUNEAU, AKAABOUNE, 2006).

Os receptores muscarinicos sdo distribuidos amplamente por todo o corpo,
exercendo inimeras fungbes vitais no cérebro e no sistema nervoso autbnomo. No
cérebro os receptores muscarinicos sdo importantes na memaria e na fisiopatologia das

doencas afetivas e na esquizofrenia (FREITAS, 2006).

A clonagem génica revelou a existéncia de cinco tipos de receptores
muscarinicos (M1, M2, M3, M4, e M5) (BONNER et al., 1987; LIAO et al., 1989;
NATHANSON et al., 1999), sendo todos eles receptores acoplados a proteina G, onde
0s membros com numeracdo (M1, M3, e M5), atuam através da via do fosfato de
inositol, enquanto os de numeracao par (M2 e M4) operam inibindo a adenilato ciclase,
portanto, reduzindo o AMPc intracelular (PERALTA et al., 1987 e 1988; HULME et
al., 1990; WESS et al., 1990).
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A estimulagdo cerebral induzida pela ACh ocorre através da ativacdo dos
receptores colinérgicos cerebrais, onde cerca de 99% destes sdo muscarinicos, e 1% séo
nicotinicos (ELGOYHEN et al., 2000; PEPEU, 1983). Assim, a maioria dos efeitos de
ativacdo colinérgica no cérebro é provavelmente devido a estimulacdo dos receptores
colinérgicos muscarinicos (RCM) (LIMA, 2011)

Figura 1: Sistema de neurotransmissdo colinérgica — Sintese e liberacdo da
acetilcolina (Ach) pelo neurbnio pré-sinaptico. Ligacdo da Ach aos receptores
nicotinicos e muscarinicos (M1, M2, M3, M4 ou M5) no neurdnio pds sinaptico.

Degradacdo da Ach pela enzima acetilcolinesterase na fenda sinaptica.

SISTEMA DE NEUROTRANSMISSAO COLINERGICA

ACETILCOLINESTERASE

Neuronio Pré- : Neuronio Pos-

sinaptico : 1
P Transportador sinaptico
de Colina

Fonte: disponivel em: http://slideplayer.com.br/slide/335793/


http://slideplayer.com.br/slide/335793/
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1.2.2 Convulses induzidas por pilocarpina

A administracdo periférica de altas doses do agonista muscarinico colinérgico
pilocarpina produz convulsdes em roedores (MARINHO et al., 1997). O inicio dessas
convulsbes pode ser bloqueado pela atropina e atenuado pela inibicdo da atividade
colinérgica endégena (JOPE et al., 1986; 1992; MORRISETT et al., 1987a; MARINHO
etal., 1997).

No modelo de convulsédo induzido por alta dose de pilocarpina, pode-se observar
perda neuronal de algumas areas cerebrais: hipocampo, corpo estriado, amigdala, cortex
piriforme, cértex entorrinal, septum lateral, tdlamo e substancia nigra, sugerindo o
envolvimento dessas diferentes areas durante o estabelecimento do processo epiléptico.
(HONCHAR et al, 1983; CLIFFORD et al., 1987; MARINHO et al., 1997; BORELLI
& BOZZI, 2002).

Entre as areas em que ocorre dano neuronal, o hipocampo, o corpo estriado e o
cortex fronto-parietal, além de serem as areas mais acometidas, podem estar
relacionadas de forma importante com os mecanismos de instalagcdo, da propagacéo e/ou

manutencdo (epileptogénese) das convulsdes limbicas (MARINHO et al., 1998).

Em geral, as convulsdes induzidas por pilocarpina parecem depender da ativacéo
do receptor muscarinico, da alteracdo da atividade enzimatica de alguns sistemas, entre
eles os sistemas de defesa antioxidante, do metabolismo dos fosfoinositidios
(MARINHO et al., 1998), como também da participacdo de outros sistemas de
neurotransmissao noradrenérgico (CAVALHEIRO et al., 1994), dopaminérgico,
serotonérgico (CAVALHEIRO et al., 1995), GABAérgico e glutamatérgico. Dentre as
inimeras mudancgas neuroquimicas vistas durante a fase aguda do processo convulsivo
tem sido verificada expressivas alteraces na producdo de lipidio peréxidos, no
conteddo do nitrito e nitrato, na concentracdo da glutationa reduzida (GSH), nas
atividades enzimaticas da superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (FREITAS,
2006).

Os radicais livres tém sido implicados na toxicidade de numerosos agentes
quimicos e na patogénese de muitas doencas, tais como: doengas inflamatorias e

patologias do SNC (Parkinson, Alzheimer, deméncia e epilepsia). A lista dessas
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doencas é cada vez maior e isso se deve, pelo menos em parte, ao fato de que essas
moléculas reativas podem produzir a maioria das alteracdes teciduais, que tém sido
identificadas em uma grande variedade de processos danosos. Muitas dessas alteracoes,
porém, podem ser uma consequéncia e ndo a causa do dano (KEHRER, 1993).

1.3 Oxido Nitrico

O NO é um radical livre, com potente acdo vasodilatadora, sintetizado por uma
familia de enzimas, as NO sintases (NOS) (FARIA, 2013). Constitui um dos mais
importantes mediadores de processos intra e extracelulares. Este radical é produzido a
partir da L-arginina, por uma reacdo mediada pela enzima NO-sintase constitutiva (c-
NOS), na qual existem duas isoformas (NOS endotelial e NOS neuronal), que sintetiza
0 NO em condigdes fisioldgicas e a induzivel (NOSi) que é produzida por macrofagos e
outras celulas ativadas por citocinas durante o processo inflamatorio (DUSSE, 2003).
Em niveis elevados, ativa a guanilil-ciclase (GC) para produzir o segundo mensageiro
intracelular, GMPc (UTHAYATHAS et al, 2007). Os efeitos do GMPc sao finalizados
pelas enzimas fosfodiesterasese (PDE) (FARIA, 2013).

Esta molecula apresenta um papel dubio, as vezes benéfico, outras vezes
prejudicial ao organismo, dependendo do tipo de NOS na qual é produzida. Quando sua
producdo ocorre pela NOSi, libera quantidades maiores de NO que a NOSc e a
producdo deste continua indefinidamente até que a L-arginina ou os co-fatores
necessarios para sua sintese sejam depletados ou ocorra a morte celular (DUSSE,
2003).

O NO esta envolvido no relaxamento vascular e tem um papel de grande
importancia na protecdo do vaso sanguineo. Constitui um importante mediador
citotoxico de células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patdgenos e células
tumorais. Possui, ainda, um papel como mensageiro/modulador em diversos processos
biologicos essenciais. No entanto o NO é potencialmente toxico. A toxicidade se faz
presente particularmente em situacdes de estresse oxidativo, geracdo de intermediarios

do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante. (DUSSE, 2003).
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No sistema reprodutor, 0 NO controla o relaxamento da musculatura lisa do
COrpo cavernoso peniano e seus vasos sangliineos aferentes. Esse relaxamento muscular

e vascular leva a tumescéncia vascular necesséria a ere¢cdo (ADAMS, 1996).

NO também €é um neurotransmissor, sintetizado por NO sintase neuronal
(NOSn). Porém, também a NOSe e a NOSi estdo presentes e sdo importantes nas
funcdes fisioldgicas e estdo envolvidas em varias patologias do SNC (FLORA FILHO
et al, 2000). Devido as suas caracteristicas de alta difusibilidade, o NO é capaz de
penetrar no citoplasma celular diretamente, sem necessidade de receptores de
membrana, levando a respostas rapidas e precisas (QUEIROZ E BATISTA, 1999).
Segundo vaérios estudos, dentre suas varias fungdes no SNC, esta relacionado com o
processo de memoria e aprendizagem (FARIA, 2013).

No SNC sua producéo € iniciada quando o glutamato é liberado pelo neurdnio
pré-sinaptico, ligando-se ao receptor NMDA (N-metil d-aspartato) no neurdnio pés-
sinaptico, provocando a abertura de canais de calcio, proporcionando o influxo de calcio
e sua ligacdo com a calmodulina. O complexo célcio/calmodilina liga-se entdo a forma
NOS neuronal, ativando a producdo de NO e GMPc, que atua como mensageiro
retrogrado, desencadeando mais liberacdo de glutamato (QUEIROZ E BATISTA,
1999).

Vaérias linhas de evidéncia experimental e clinica tém demonstrado que a
ativacdo de vias inflamatorias, incluindo a via do 6xido nitrico (NO), esta envolvida na
patogénese de convulsdes associadas a varias formas de epilepsia, com diferentes
etiologias. As crises epilépticas podem induzir um aumento significativo na producéo
de NO, e este aumento pode esta envolvido na neurodegeneracdo induzida pela
convulséo (RIOS et al, 2013).
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1.4 EROS (espécies reativas de oxigénio); ERN (espécies reativas de nitrogénio) e

estresse oxidativo

Radicais livres, espécies reativas derivadas do oxigénio (EROSs) e de nitrogénio
(ERN), entre outras espécies reativas, € parte integrante do metabolismo humano e é
observada em diversas condicBes fisiologicas. As EROs e as ERN tém importante
funcdo biologica (NASCIMENTO et. al, 2010). No organismo, encontram-se
envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes. No entanto, seu
excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo dos lipidios de
membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos e DNA (BARREIRAS et. al, 2006).

Radical livre compreende toda estrutura quimica capaz de apresentar orbitais
contendo um ou mais elétrons desemparelhados, os quais conferem ao radical livre uma

grande capacidade de reagir com moléculas alvo (JARDIM, 2005).

A expressao “‘espécies reativas de oxigénio” (EROs) ¢ utilizada para definir os
agentes potencialmente patogénicos derivados do metabolismo do oxigénio (O,):
radicais livres e moléculas, como o peroxido de hidrogénio (H,0O), acido hipocloroso
(HCIO) e outras, que apesar de terem grupos funcionais contendo oxigénio
qguimicamente reativo, ndo possuem elétrons desemparelhados e, por isso, ndo sao
radicais (FERREIRA & MATSUDA, 1997).

Dentre as ERN “Espécies Reativas de Nitrogénio” estdo 0Ss produtos
provenientes do metabolismo do Oxido nitrico, que quando em presenca do radical
superdxido (O,7) converte-se em peroxinitrito (ONOO-), que promove diversos danos
aos sistemas bioldgicos (NASCIMENTO et. al, 2010; SILVA et. al, 2010).

Devido a sua alta reatividade quimica, as EROs podem reagir com moléculas
biolégicas como lipideos de membrana, acidos graxos e fosfolipideos, podendo iniciar
um processo muito nocivo para a célula (CASTAGNE et al., 1999; EVANS, 2000).
Quando essas moléculas bioldgicas sdo provenientes da membrana lipidica, pode haver
uma peroxidacdo dos lipideos de membrana e oxidacdo de algumas enzimas, levando a

uma intensa oxidac&do de proteinas até sua degradacdo (MATES, 2000).
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Estresse oxidativo pode ser visto como consequéncia de uma diferenga entre a
producdo de ERO e a habilidade da célula de se defender contra esses radicais, 0 que
pode levar a morte celular (CASTAGNE et al., 1999; EVANS, 2000). No sistema
nervoso central, o estresse oxidativo esta envolvido em muitas patologias agudas como
isquemia, trauma encefalico, excitotoxicidade e véarias doencas degenerativas
(TAKUMA et al., 2004).

O grau de peroxidacdo dos fosfolipidios é determinado pelas concentracGes de
malondialdeido (MDA) e o método comumente aplicado de mensuragdo € o de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (ESTERBAUER, 1993).

Os radicais superdxido e hidroxila, quando associados com o aumento dos
processos peroxidativos e ligados a baixas concentracdes de antioxidantes, estdo

envolvidos em um grande nimero de doencas degenerativas (MATES, 2000).

Devido o cérebro conter uma grande quantidade de lipideos e metais oxidaveis e,
em relacdo aos outros tecidos, ter uma menor quantidade de defesas antioxidantes, €
mais vulnerdvel ao estresse oxidativo. Podendo ocorrer muitas alteracGes das funcdes
celulares e modificar a liberacdo e/ou sintese de outros compostos que podem estar

relacionados com a morte neuronal (FREITAS, 2006).

Vaérios estudos relacionam o envolvimento do estresse oxidativo ao processo
convulsivo. Alguns trabalhos demonstraram um aumento em diversos marcadores de
formacdo de espécies reativas, como substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) (BASHATOVA et al., 2003; PATSOUKIS et al., 2004).
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1.5 Defesas antioxidantes

Para manter a producdo de radicais livres em niveis que ndo tragam prejuizo
para a homeostasia celular, o organismo possui alguns sistemas de defesa, 0s
antioxidantes. O aumento da peroxidacdo de lipideos associado a baixa protecdo
antioxidante pode levar a citotoxicidade, alergia, mutagenicidade e/ou carcinogénese.
(MATES, 2000). Por isso a prevencdo do estresse oxidativo é essencial, ja que pode
causar danos ao DNA. (JARDIM, 2005).

A citoprotecdo contra radicais livres é promovida por um sistema de defesa que
compreende antioxidantes enzimaticos, que sdo a SOD (superoxido dismutase),
catalase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e ndo enzimaticos, como o acido ascorbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), -caroteno e vitamina A (JARDIM, 2005).

A SOD existe sob a forma de trés isoenzimas nas células humanas: SOD
citosolica e SOD extracelular ambas contendo ions s6dio e zinco e SOD mitocondrial
contendo ions manganés. Ela age removendo, por reacdo de dismutacdo, o radical

superdxido convertendo em peréxido de hidrogénio (1).
SOD
202+2H+—>02+H202 (l)

As catalases sdo enzimas encontradas nos peroxissomos da maioria dos tecidos,
como no ceérebro, sangue, medula 6ssea, mucosas, rins e figado. Sua atividade é
dependente da NADPH. Removem o peroxido de hidrogénio catalizando sua reducao
em agua e oxigénio molecular (2) (FREITAS, 2006).

Catalase

2H202 — 02 +2 Hzo (2)
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A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de
defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra lesdo resultante da exposicdo dos
agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico, ozona, radiacdo e luz ultravioleta
(FERREIRA & MATSUBA, 1997).

A glutationa, um tripeptideo (g-L-glutamil-cisteinil-glicina), permanece no
organismo em formas reduzidas (GSH) e oxidada (GSSG), agindo diretamente em
processos bioldgicos importantes, incluindo metabolismo e protecdo celular. Em
particular, problemas na sintese de glutationa estdo agregados a determinadas doencas,
nas quais os niveis de glutationa e enzimas que atuam no seu metabolismo podem ser
expressivos na avaliacdo do estresse oxidativo. Alteracdes na concentracdo deste
tripeptideo podem ser consideradas um indicador favoravel em determinadas desordens

fisiologicas, como alteracdes dos estados antioxidantes (MENEZES, 2012).

Glutationa peroxidases (GPx) sdo as principais enzimas responsaveis pela
remocdo de perdxido de hidrogénio gerado pelas SOD no citosol e mitocéndria e
perdxidos organicos para seus correspondentes alcoois as custas da conversdo de GSH a
GSSG (3) (FERREIRA& MATSUBA,1997).

GPx

GSH + HzOz — GSSG + ZHzo (3)
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1.6. Astrécitos e convulsao

O SNC é composto por dois tipos celulares: neurénios e celulas da glia. As
celulas da glia foram descobertas Rudolph Virchow, um anatomista alemé&o, em meados
do século XIX (CLASADONE e HAYDON, 2012). O termo glia refere-se a cinco tipos
celulares: oligodendrdcitos, astrocitos, células de Schwann, células epidiméarias e
microglia, que juntas correspondem a cerca de 85% das células presentes no SNC
(TEIXEIRA, 2012).

Os astrdcitos sdo as células gliais encontradas em maior quantidade no SNC,
tendo importancia no suporte trofico, metabdlico e estrutural dos neurénios (Ricci et al.,
2009). Séo caracterizadas morfologicamente por apresentarem prolongamentos a partir
do seu corpo celular, dai entdo a origem de sua denominagdo (astro= estrela e
cito=célula (HALASSA, 2007).

Os astrdcitos, ao contrario dos neurdnios, ndo sdo celulas eletricamente
excitaveis, isto é, ndo geram impulsos elétricos. Essas células exibem uma forma de
excitabilidade que é baseada na variacéo da concentracéo intracelular de Ca®*, uma vez
que a ativacdo de seus receptores para neurotransmissores leva a um aumento na
concentracdo intracelular de Ca*, estimulo esse que pode propagar-se para as células
vizinhas como uma espécie de onda intracelular de Ca** (CORNELL-BELL et al., 1990;
SCEMES & GIAUME, 2006). Esse aumento do Ca’" intracelular promove a liberacéo
dos denominados gliotransmissores, 0s quais sdo substancias neuroativas capazes de
controlar diversos processos cerebrais, tais como tdnus vascular e atividade neuronal
(HAYDON & CARMIGNOQOTO, 2006).

Dentre das muitas fungdes dos astrdcitos estdo a sustentacdo, nutricdo e controle
da atividade sinaptica de neurdnios. Seus numerosos prolongamentos celulares podem
entrar em contato com milhares de sinapses, dendritos e também a microvasculatura
cerebral, e, deste modo, tem sido proposto que essas células proporcionam suporte
metabolico aos neurdnios. Os astrocitos também sdo capazes de realizar a modulagéo
das vias de sinalizacdo de transmissores, incluindo glutamato, GABA e adenosina, por
consequéncia, apresentam potencial para modular a transmissdo sinaptica e
excitabilidade neuronal (HALASSA et al.,2007; CLASADONTE e HAYDON, 2010).
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Cruneli et. al (2015) relatou que os astrdcitos contribuem para a regulacdo da
excitabilidade neuronal e da transmissdo sindptica através da liberacdo de diferentes
gliotransmissores, tendo importante papel na sincronia neuronal. Portanto, segundo o
autor, a disfuncdo dos astrécitos pode contribuir para a epileptogénese, ja que estas
células estdo envolvidas no controle da regulacdo da homeostase das concentracfes de
K*, Ca**, CI7, regulacdo de citocinas e de neurotransmissores como GABA e glutamato.
Sugerindo que a epilepsia seja considerada um distlrbio da sinalizacdo de neurdnios e

astrocitos em vez de doenga neuronal.

Estes novos alvos baseados em astrdcitos devem abrir caminho a um programa
de descoberta para o desenvolvimento da quarta geracdo de drogas antiepilépticas com
maior eficicia para a melhoria clinica do tratamento (CRUNELI et. al, 2015).
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1.7. Sildenafil

Sildenafil é importante farmaco inibidor seletivo da fosfodiesterase tipo V.
Inibindo a atividade dessa enzima, a degradacdo de GMPc é combatida e, dessa forma, a
funcéo erétil é potencializada devido ao aumento dos niveis citoplasméticos de GMPc.
(NIEOCZYM et. al., 2010). Inicialmente foi sintetizado para tratar hipertensao e angina.
Posteriormente, tornou-se a primeira linha de tratamento da disfuncdo erétil e
atualmente também sendo utilizado para o tratamento da hipertensdo pulmonar
(SARAIVA, 2010).

No Brasil, o sildenafil é comercializado nas dosagens de 25, 50 e 100 mg, atinge
concentragdes plasmaticas méaximas (Tmax) em até uma hora e tem uma meia-vida
(T1/2) de trés a cinco horas. Clinicamente, isto se reflete em inicio de acdo da atividade
erétil a partir de 12 minutos, podendo ter efeito por até 12 horas (EARDLEY, 2002).

Figura 2. Estrutura quimica do sildenafil

|\ CHs

Fonte: disponivel em http://www.qca.ibilce.unesp.br/BNR/BNR04-2003.html

As PDEs (fosfodiesterases) compreendem 11 familias distintas de enzimas
(PDE1-PDE11) que inibem a atividade dos segundos mensageiros nas células por
hidrolisarem a ligacdo fosfodiéster do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e do
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) (SARAIVA, 2010).


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjtxpXuwsLJAhVHFpAKHVHYCOQQjRwIBw&url=http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures---S/Sildenafil---Viagra.htm&psig=AFQjCNGKCSCg4jGfOispgDT39Xhkwo3m8A&ust=1449329325493883
http://www.qca.ibilce.unesp.br/BNR/BNR04-2003.html
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A PDE-5 e uma isoforma responsavel por diminuir os niveis citoplasmaticos de
GMPc nas células musculares lisas de arteriolas do pénis, transformando o GMPc em
GMP. Devido a inativacdo de um dos principais mediadores do relaxamento da
musculatura lisa vascular, observa-se que a PDE5 tem acdo contréria a fungdo erétil.
(RANG & DALE, 2011).

A enzima € expressa em muitos tecidos (vascularizacdo periférica,
vascularizagdo pulmonar, mucosa nasal, musculos traqueobrdnquicos), além dos

sinusdides do corpo cavernoso peniano (MAHLER, 2005).

1.5.2. Sildenafil e convulsoes

Os efeitos adversos relacionados ao sildenafil com maior frequéncia séo:
cefaleia (16%), rubor (10%), dispepsia (7%) congestdo nasal e alteragdes da viséo,
incluindo sensibilidade a luz e presenca de tons azuis na visao, ocorrem em cerca de 3%
dos pacientes, particularmente naqueles que recebem doses de 100 mg. Apesar de que a
maioria dos efeitos adversos relatados parecem ser benignos, ha relatos de efeitos mais
relevantes, como convulsdes, enxaqueca e outras alteracbes neuroldgicas (SMITH,
2013).

A capacidade de sildenafil para atravessar a barreira hemato-encefalica e a
presenca de PDES5 e outros componentes da via NO / GMPc no cérebro (MILMAN &
ARNOLD, 2002) predispde esta droga a exercer alguns efeitos no sistema nervoso
central (SNC). Foi relatado que o sildenafil aumenta a neurogénese (ZHANG et al,
2006), o que pode ser benéfico para o tratamento de acidente vascular cerebral. Sua
influéncia sobre os processos de aprendizagem e consolidacdo de memoria foi
extensivamente estudado em modelos animais e 0s resultados sugerem que este inibidor
da PDE5 pode ser til como uma nova terapia para deficiéncias de memdria (DEVAN et
al, 2007; PATIL et al, 2006; KURT et al, 2004; PRICKAERTS et al, 2004; PUZZO et
al., 2009). Como também foi relatada a atividade antinociceptiva de sildenafil em
modelos experimentais (HUANG et al, 2010; PARK et al, 2011). No entanto, alguns
estudos com animais também documentaram um potencial de sildenafil para aumentar
o0s niveis de ansiedade (KURT et al, 2004; VOLKE et al, 2003). Os homens que usam
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sildenafil também reclamaram de alguns efeitos colaterais comuns, como tontura, dor de
cabeca, alteragOes visuais, nervosismo, insonia e sonhos anormais (MOREIRA et al,
2000). A Atividade ansiogénica e pro agressiva, a melhoria cognitiva e a inducdo da
insbnia podem ter um mecanismo de acdo comum, ou seja, a atividade excitatoria em
certas estruturas do SNC. Tal ativacdo pode também resultar em atividade
proconvulsiva. Um nimero cada vez maior de estudos indicam que o sildenafil exibe
atividade proconvulsiva tanto em camundongos (RIAZI et al, 2006; AKULA et al,
2008) como em seres humanos (STRIANO et. al, 2006; GILAD et al,2002).

A atividade potencial proconvulsiva de sildenafil foi inicialmente descrita em
uso clinico, existem relatos de casos de homens saudaveis que sofreram ataques
convulsivos apos uso de inibidores das fosfodiesterase 5 (PDE5). (STRIANO et. al,
2006; GILAD et al,2002).

Gilad et al. (2002) relatou a ocorréncia de ataques convulsivos em dois homens
saudaveis apos o uso de sildenafil. O primeiro caso era de um homem de 63 anos,
saudavel, que nunca havia convulsionado e que foi internado devido um primeiro
episodio de convulsdes tbénico clonicas generalizada (TCG), trés horas apds a
administracdo de 50mg de sildenafil. Trés meses depois, experimentou a droga
novamente, e quatro horas depois, teve outra convulsao ténico clonica. O segundo caso
foi de um homem de 54 anos também saudavel, que cerca de 4 horas e meia apds
administracdo de 50mg de sildenafil teve o primeiro episédio de convulsdo tbnico

clénica.

Striano et. al, (2006), relata o caso de um homem também saudavel de 60 anos,
no qual foi prescrito Vardenafil de 10mg e, por conta propria, aumentou a dose para
40mg. Apos trés horas, apresentou um quadro de convulsdo tdnico-clénica, constatada
por admissdo em hospital, onde foi realizados exames neurologicos que se apresentaram
normais. Foi orientado a parar de usar vardenafil, porém, dois meses depois, 0 homem
tomou 30mg de vardenafil e teve uma nova crise tbnico-clonicas,
quatro horas apds a administracdo. Apds a crise convulsiva, foi acompanhado durante

0ito meses e ndo apresentou mais crises.

Em estudos experimentais in vivo, em modelo experimental de convulsdo por
pentilenotetrazol (PTZ) (RIAZI et al 2006;. NIEOCZYM et al. 2010b; MONTASER-
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KOUHSARI et al, 2011) e em modelo por bicuculina em roedores (RIAZI et al., 2006),
sildenafil demonstrou ter atividade proconvulsivante dose dependente. Foi relatado
também que sildenafil reverte a atividade anticonvulsivante de diazepam
(GHOLIPOUR et al. 2009) e do cloreto de litio (BAHREMAND et al. 2010) em
convuls@es clonicas induzidas por PTZ. Por outro lado, Nieoczym et al. 2010a, mostrou
que o sildenafil aumentou o limiar para eletroconvusdes de uma forma dependente da
dose e intensificado a atividade anticonvulsivante carbamazepina (CBZ), valproato
(APV) e topiramato (TPM) em teste de convulsdo por eletrochogque maximo em
camundongos. Outro estudo mostrou que o sildenafil ndo altera o limiar de convulséo,
mas limita o tempo das convulsbes comportamentais na amigdala (kidling) em ratos
(Nieoczym et al. 2010b). Além disso, o sildenafil ndo causou influéncia nas convulsées
induzidas por cocaina (NIEOCZYM et al. 2009).

Estudos relatam evidéncia de que o NO desempenha um papel importante na
regulacdo do limiar de convulsdo, mas a direcdo dos seus efeitos pode depender do tipo
de convulséo, da fonte de NO e de outros sistemas de neurotransmissores envolvidos
(DE SARRO et al , 1991;0SONOE et al , 1994; VAN LEEUWEN et al , 1995; NIDHI
etal, 1999; RIOS et. al, 2013).

Segundo Nieoczym et. al., (2013), a atividade do sildenafil na convulsdo €
semelhante aos efeitos induzidos pelo Oxido nitrico, pode se comportar como pro
(LUSZCZKI et al, 2006; RIOS et al, 2013) ou anticonvulsivante (ALEXANDER et al,
1998;. NIDHI et al, 1999), isso depende do modelo experimental de convulsdo, a

espécie animal e da dose administrada de sildenafil.
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1.8 Relevancia e justificativa

O Sildenafil é um inibidor da enzima fosfodiesterase V, amplamente utilizado na
atualidade por homens jovens e idosos, muitas vezes, de forma excessiva e sem
indicacdo médica, com o proposito de melhorar o desempenho sexual e ndo tratar a
disfuncdo erétil, ja que esse farmaco pode ser adquirido sem a necessidade de prescricdo

médica, facilitando o acesso de qualquer pessoa ao mesmo.

Alguns estudos experimentais e relatos de caso apontam que o sildenafil pode
causar convulsBes e outras alteracGes neurologicas (NTCEBRIM, 2013). Portanto, é
necessario determinar se a evidéncia suporta esta percepcao e limita as op¢des para o
uso deste medicamento de forma segura, principalmente, por ser uma droga utilizada em
larga escala. Logo, o estudo desse medicamento no que se refere aos estudos de
seguranca e eficacia apresenta-se como componente base para a escolha do seu uso

adequado.

Devido a literatura ja ter descrito trabalhos demonstrando o potencial
proconvulsivante do sildenafil por via gabaérgica, resolvemos investigar seu potencial
proconvulsivante pela via colinérgica, como tambeém, realizar o estudo da participacédo
do estresse oxidativo, de defesas antioxidantes comparando com estudo in vitro em
astrocitos. Nesse contexto, o presente trabalho investigou os efeitos comportamentais e
neuroquimicos do sildenafil em modelo de convulsdo por pilocarpina, bem como os
efeitos em astrocitos in vitro, a fim de contribuir com informacdes que auxiliem no
conhecimento para o processo de decisdo da escolha terapéutica mais segura e adequada
desse medicamento para os pacientes, fazendo-se, entdo, uma avaliacdo de risco -

beneficio.
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2 OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral:

Estudar os efeitos comportamentais e neuroquimicos do Sildenafil em animais
submetidos ao modelo de convulsdes induzidas por pilocarpina, como em astrocitos in

vitro.

2.2. Objetivos especificos:

v Avaliar as alteragdes comportamentais induzidas pelo sildenafil em animais
submetidos ao modelo de convuls@es induzidas por pilocarpina;

v Realizar a determinacdo da atividade a acetilcolinesterase nas areas cerebrais
estudadas;

v' Investigar alteracdes oxidativas como o indice de peroxidacdo lipidica (TBARS),
quantidade de nitrito e glutationa reduzida (GSH) nas areas cerebrais, apés o
processo convulsivo, dos animais pré-tratados com sildenafil;

v' Determinar a viabilidade celular ap6s tratamento com sildenafil ou

sildenafil+pilocarpina em astrocitos in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos swiss (25-34g), adultos, do sexo masculino,
pesando entre 25-34g, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara,
acondicionados em caixas de propileno 26 + 2°C, com ciclos claro/escuro de 12 em 12
horas, recebendo ragdo padrdo (Purina Chow) e agua “ad libitum”. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da
Universidade Federal do Ceard, sob o protocolo nimero 6614.

3.2 Drogas utilizadas

Tabela 1 — Drogas utilizadas no tratamento dos animais, preparo e via de
administracao

Droga Preparo Via de administracao
Citrato de Sildenafil dissolvidos em solucgéo salina a via intraperitoneal
(Viagra®) 0,9% nas doses de 2,5; 5; 10 e

20mg/kg
Pilocarpina / dissolvida em solucdo salina a 0.9% via intraperitoneal
Cloridrato de (400mg/kg)

pilocarpina (Sigma
Chemical Co,USA)

Fonte: proprio autor

3.3 Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram pré-tratados com sildenafil nas doses de 2,5, 5, 10 ou 20
mg/kg de forma aguda ou por 7 dias, 30 minutos apds o pré-tratamento agudo ou 30
minutos ap6s a ultima administracdo (sétimo dia) do pré-tratamento com doses
sequenciais, foi administrado pilocarpina 400mg/kg (P400) e observado os animais
durante 60 minutos (figura 3; tabela 2). Foi realizada conversdao de doses para
camundongos equivalentes com as doses disponiveis na clinica para seres humanos, a
dose de 20mg/kg corresponde a de 100mg (humanos); a de 10mg/kg corresponde a de

50mg (humanos) 5mg/kg corresponde a de 25mg (humanos), considerando o peso de



39

um homem adulto com 70kg. Apenas a dose de 2,5mg/kg € considerada uma dose
menor do que as utilizadas na clinica (12,5 mg em humanos) (Reagan-Shaw Et Al,
2007). Foi também realizado tratamento em grupo (n=8) apenas com sildenafil nas
doses de 10 e 20mg/kg (melhores doses) de forma aguda ou em doses sequenciais (7
dias) e posteriormente os animais foram sacrificados e seu cérebro dissecado, com o
objetivo de avaliar nos testes neuroquimicos o efeito do sildenafil em animais que nao

sofreram convulsdo por pilocarpina (figura 4; tabela 2).

Tabela 2- Grupos experimentais

Grupos experimentais (n=8) Drogas utilizadas
Veiculo (NaCl 0,9%)
Veiculo (P400) (NaCl 0,9%)+ pilocarpina 400mg/g
Sil (2,5, 5, 10 ou 20mg/kg) + P400 Sildenafil 2,5, 5, 10, 20mg/kg+ Pilocarpina
400mg/kg
Sil (10 ou 20mg/kg) Sildenafil 10 e 20mg/kg

Fonte: proprio autor



Figura 3 — Esquema do teste convulsdo induzida por pilocarpina
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Figura 4 - Esquema tratamento dos grupos que ndo foram submetidos a convulsao
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3.4. Teste de convulsdo induzido por pilocarpina

Os animais receberam injecOes intraperitoneal de sildenafil (SIL), nas
concentragdes de 20, 10, 5 ou 2,5mg/kg ou, ainda, do veiculo de dissolucdo dessas
drogas (solucédo salina — NaCl 0,9%). Apds 30 minutos da Gltima injecdo das drogas ou
veiculo foi administrado Pilocarpina 400mg/Kg (P400) por via intraperitoneal (TURSKI
et al., 1983).0 4cido valpréico (200 mg/Kg , i.p.) foi usado como padréo positivo. Logo
apo6s a administracdo de P400, os animais foram colocados em gaiolas individuais e
observados por um periodo de 60 minutos (n= 8). Os parametros analisados foram:
laténcia da convulsdo (tempo entre a administracdo do P400 até a primeira convulsao
clénica ou tonico-clonica) e a laténcia de morte dos animais (tempo decorrido da

administracdo do P400 e morte dos animais). Tempo em segundos.

3.5. Equipamentos utilizados nos experimentos

—Balanca Analitica - Modelo H5, Mettler, Suica

— Balanca para animais - Filizola, Brasil

—Crondmetro - Incoterm, Brasil

—Deionizador - USF, Elga, USA

—Freezer a -70°C - Modelo ULT 2586-3D14, Revco Scientific, Inc. Asheville, N.C.,
USA

—Medidor de pH, modelo B374 -(Sarstedt, Alemanha Oriental);

—Cubetas para leitura em spectrofometro - (Sarstedt, Alemanha Oriental);

—Pipetas Automaticas - H.E., Dinamarca

—Homogeneizadores manuais - H.E., Dinamarca

—Sonicador - Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments Inc., USA

—Vidrarias - Pirex, Brasil

—Centrifuga refrigerada - Pirex, Brasil

—Espectrofotometro (Modelo Beckman DU, Fullerton, CA, USA) com medidor de
absorbéncia digital e outros acessérios (acoplado ao sistema de modernizacdo Gilford,
Oberlin, Ohio, USA);

— Cubetas de vidro para espectrofotometro (Sarstedt, Alemanha Oriental)
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3.6 Dissecacao das &reas cerebrais

Depois da morte dos animais, os encéfalos foram retirados e rapidamente
colocados sobre papel aluminio em uma placa de Petri com gelo. Para a retirada do
Cortex pré-frontal (CPF), a porcdo anterior dos lobos frontais (em torno de 1,5mm a
partir do bulbo olfatério) foi removida e feita uma sec¢do bilateral com o auxilio de uma
tesoura de microdissec¢do (MACHADO, 1985).

Como as areas corticais dos camundongos sdo geralmente menos evoluidas,
menos diferenciadas e menos segregadas que o cértex cerebral de primatas existia uma
controvérsia na literatura se roedores, realmente, possuiam cortex pré-frontal. A
conclusdo (UYLINGS et al.,2003) é que estes animais possuem um cértex frontal que
pode ser definido anatomicamente e funcionalmente como cortex pré-frontal, o qual é
subdividido em uma regido orbital-simile e outra regido que pode incluir as estruturas
dorsolateral e anterior cingulado-simile.

Apos a retirada do CPF, acompanhando a fissura sagital mediana, a camada
cortical cerebral foi rebatida das leptomeninges com o auxilio de uma pinga reta de
microdissecacdo, a qual, progredindo delicada e tangencialmente aos ventriculos
laterais, divulsionou o cdrtex em toda a sua extensdo fronto-occipital. O cortex ja
divulsionado foi rebatido para os lados, expondo regido hipocampal (HC) e parte do
corpo estriado (CE). O hipocampo e o corpo estriado (caudado, putamen e nucleo
acumbens) foram isolados das estruturas circunjacentes por divulsionamento com uma
tesoura de microdissecacdo, sendo a retirada orientada pelo diametro da porcéao tuberosa
visivel desses nucleos, apds o rebatimento lateral do cortex.

Terminada a dissecacdo, cada area cerebral (cortex pré-frontal, hipocampo,
corpo estriado) foi acondicionada em papel aluminio devidamente identificado, pesado
e conservado a -70 °C para uso posterior. Quando necessaria a estocagem por um
determinado periodo de tempo (ho maximo 6 meses a -70 °C) os tecidos foram
considerados como tendo a mesma viabilidade para experimentacdo que os ensaiados
imediatamente ou 24 h ap6s a dissecacdo (BURKE GREENBAUN, 1987).
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3.7 Determinacédo da Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade acetilcolinesterasica (AChE) foi determinada a 25 °C e pH
8,0, de acordo com o método de Ellman et al., (1961), que tem como principio a
medida da velocidade de producéo da tiocolina a proporcao que a acetiltiocolina (ATC),
utilizada como substrato, é hidrolisada. Isto é acompanhado pela reag¢do continua do tiol
com o fon 5:5’-ditio-bis-2 nitrobenzoato (I) para produzir o anion amarelo do &cido 5-
tio-2 nitrobenzoico (11).

A atividade enzimética foi medida através da leitura da variacdo da
absorbancia por minuto, durante 3 minutos, sendo a reacdo linear durante, pelo menos,
10 minutos (ALLES; HAWES, 1953). As leituras das absorbéancias foram feitas no
comprimento de onda de 412 nm, através de um espectrofotdmetro (Beckman DU
acoplado a um sistema de modernizacdo da Gilford, USA ou Beckman, modelo DU
640B, CA, USA) que permitiu leituras automaticas em sistema digital e forneceu maior
sensibilidade (leitura em décimos de milésimos de absorbéancia). A atividade especifica

foi expressa em nmoles de ATC hidrolisados por miligrama de proteina por minuto.

Acetiltiocolina AChE tiocolina + acetato
Tiocolina + ditiobisnitrobenzoato ——— dcido 5-tio-2-nitrobenzodico (anion)

(composto amarelo)

As solucdes utilizadas neste teste:

- Solucéo de acido 5:5’-dito- bis-2 nitrobenzoato, DTNB (Sigma, St. Louis, MO,
USA) 10 mM em tampao de sodio;

- Solucéo de iodeto de acetilicolina, ATC (Sigma, Sr. Louis, MO, USA) 75 mM
em agua bidestilada; Tampéo de Fosfato de Sodio: NaH,OPO4.H,0, 0,1 mM em agua
bidestilada, pH 7.0.

Os tecidos foram homogeneizados em tampao fosfato 10% e o homogenato (5
pL) foi adicionado a uma cubeta contendo 500 pL do tampéo, 895 ul de agua destilada
e 50 pL de &cido ditiobisnitrobenzdico (DTNB) 0,01M e a absorbancia zerada.

Apos a absorbancia ser deixada em zero, a cubeta é retirada e acrescentado 50uL
de iodeto de acetiotiocolina (ATC) (QUADRO 3). Absorbéncia foi registrada por 3 min,

em 412 nM. A atividade da enzima foi calculada como modifica¢Ges na absorbancia do
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minuto 3 para o minuto 0, relativo ao contetdo de proteina contido no homogenato

(LOWRY et al., 1951).

Figura 5 - Esquema determinacgéo da atividade da AChE.
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Fonte: proprio autor
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3.8 Dosagem de Proteina

O método é baseado na interacdo do corante Coomassie Blue G250 (BG250) e
macromoléculas de proteinas que contém aminoécidos de cadeias laterais bésicas ou
aromaticas. No pH de reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o
corante BG250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma aniénica
que absorve fortemente em 595nm.

A Solucdo Mée de Coomassie Blue G250 foi diluida 5x com H,O destilada antes
de ser usada e permaneceu na geladeira por, no maximo, uma semana (Ex.: 1mL da
solucdo mae + 4mL de agua destilada) - SOLUCAO DE BRADFORD Adicionaram-se
as solucdes (albumina padrdo, agua destilada, tampéo e amostras) aos pocos.

Em cada poco foi adicionado 40uL de solucdo. Por exemplo, se no poco foram
adicionados 2L da amostra, também foram adicionados 38uL do tampdo utilizado no
preparo da amostra.

Albumina em concentragdes crescentes (EM DUPLICATA para fazer a curva
padrdo) Amostras (tampéo utilizado para o homogenato e em seguida foi acrescentado
as amostras: 0 volume final deve ser de 40uL). Branco — 2 pogos somente com 0
homogenato utilizado. Apds preencher a placa, foram adicionados 200 ul da solugéo de
bradford (diluida) em cada poco. A leitura foi realizada 5 minutos, em comprimento de
onda de 595nm (BRADFOR, 1976).
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3.9 Determinacéo de Nitrito

- Preparacéo da Curva Padréo:

Foram pesados 7mg de NaNO; e dissolvidos em 10 mL de &gua destilada
(estoque-10mM). Foram feitas as diluicdes em série, ficando 1mM, 100uM, 10uM,
5uM, 2,5uM, 1,25uM, 0,625uM, 0,312uM. Foi realizada uma equacgéo da reta para o
calculo das concentracGes do teste (GREEN et al., 1982).

Foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% (w/v) em solucéo
de cloreto de potéssio (KCI) 1,15 %. Apds a centrifugacdo (800xg, 10 min), os
sobrenadantes foram coletados e a producdo de NO determinada através da reacdo de
Griess. Uma aliquota de 100 pl do sobrenadante foi incubada com 100 pl do reagente de
Griess [sulfanilamida 1 % em H3PO4 1 %/N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1 %/
H3PO4 1 % / diluido em agua (1:1:1:1)] a temperatura ambiente por 10 minutos. A
absorbéancia € medida em espectrofotdmetro a 540nm e foi expressa em nM de nitrito / g
de tecido (QUADRO 5). A concentragdo de nitrito (uM) foi determinada a partir de uma

curva padrédo de NaNO:..

Figura 6 — Esquema determinacao da concentracao de nitrito
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Fonte: proprio autor
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3.10 Determinacao da peroxidacéo lipidica (TBARS)

A peroxidagdo lipidica foi avaliada pela mensuracdo de substancias
tiobarbitUricas 4cido-reativas (TBARS) nos homogenatos. As amostras foram
homogenizadas a 10% com tampdo fosfato de potassio monobéasico 50 mM pH 7,4,
63uL do homogenato foi misturado a 100 pL de acido perclorico 35%, sendo estas
centrifugadas (7000 rpm/15 min), no qual 150 pL do sobrenadante foram recuperados e
misturado com 50 pL de acido tiobarbiturico 1,2%, ¢ em seguida, estas amostras foram
aquecidas em um banho de agua fervente (95-100°C) por 30 min. Apds o resfriamento,
a peroxidacéo lipidica foi determinada em espectrofotometro por absorbancia 535nm e
expressa como micrograma de MDA / g de tecido (QUADRO 4) (DRAPER &
HADELY, 1990).

Figura 7 — Esquema determinacéo da peroxidacao lipidica (TBARS)
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Fonte: proprio autor
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3.11 Determinacao da Concentracéo de glutationa reduzida (GSH)

A determinagéo da concentracdo do GSH foi realizada na placa de ELISA
(método SEDLAK e LINDSAY, 1968, modificado). Baseia-se na reacdo do reagente de
Elleman, o 5,5’-ditiobios (&cido 2-nitrobenzo6ico) (DTNB), com o tiol livre, originando
um dissulfeto misto mais acido-2-nitro-5-tiobenzdico. O preparo das amostras foi feito
da seguinte forma: 40uL de cada amostra (homogenato do tecido a 10% em tampéao
fosfato) foi adicionada a um eppendorf + 50uL de agua destilada e 10 pL de ATC
(&cido tricloro acético) 50%. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, por 15
minutos, a temperatura de 4°C. Os sobrenadantes foram separados. Adicionaram-se
60uL dos sobrenadantes a placa de ELISA (mantidas resfriadas), assim como o0s
brancos. O material permaneceu resfriado durante todo o ensaio. Imediatamente antes
da leitura, foi adicionado o tampéo fosfato pH 7,4 + 0,65 ml de DTNB 0,01 M metanol.
Adicionaram-se 102 pL desta solucdo em cada poco da placa. Foi realizada leitura da
absorbancia a 412nm. A concentracdo da glutationa reduzida foi expressa em ug de
GSH por grama de tecido (QUADRO 6). A curva padrdo foi obtida mediante a leitura
de varias concentracdes de GSH padréo (1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25;100) e os resultados

foram expressos em pg.

Figura 8 - Determinacdo da Concentracéo de glutationa reduzida (GSH)

T ! 40pL de
= C - homogenato +
e N ‘ - SOl e e
Dissecados destilada + 10pL
Controle & de TCA 50%.
Sildenafil

GSH

Centrifugar
5000rpm
15min 4°C

Tris EDTA+

(Mstodo SEEDLAK. = LINDSAY, 1968, modificado) DTNB

Fonte: proprio autor
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3.12 Andlise da atividade do sildenafil sobre astrdécitos in vitro

3.12.1 Linhagem celular

A linhagem de astrdcitos corticais imortalizados foi gentilmente concedida pela
Profa. Dra. Soraya Soubhi Smaili (Laboratério de Sinalizacdo de Célcio e Morte Celular

- Universidade Federal de S&o Paulo).

3.12.2 Cultivo da linhagem celular utilizada

Os astrdcitos corticais foram cultivados em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) suplementado com soro bovino fetal (10%) e antibidticos
(100.000U/mL de penicilina, 10mg/mL estreptomicina). Foram incubadas em estufa a
370C, atmosfera de 95% de umidade e 5% de CO2. Durante o periodo de cultivo foram

feitos repiques sucessivos de acordo com a necessidade das celulas.

3.12.3 Estudos de viabilidade celular em cultura de astrécitos em ensaio com MTT

A viabilidade celular foi determinada apds tratamento com o sildenafil e com
pilocarpina. Este método baseia-se na atividade metabolica de células viaveis, as quais
sdo capazes de converter o MTT em sal de formazam, um produto colorido e insoluvel
em agua. As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos a uma densidade celular
de 1 x 105 cels/mL e tratadas com o sildenafil ( 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 ug/mL),
por 12 e 24 horas. Posteriormente, foi realizado tratamento com concentraces de
sildenafil mais altas (1000, 500, 250, 125, 75 e 37ug/mL) ou com uma combinacao
entre sildenafil e pilocarpina (31,83 mM) por 24 horas. Apos o tratamento das células, o
substrato da cultura foi retirado e entdo adicionado 10uL de 3-(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5
difenil- tetrazolico (MTT) dissolvido em PBS (500ug/mL). Apos incubagdo por 4 horas
a 370C em estufa com 5% de CO2, o sobrenadante foi removido e adicionado SDS
(10%) em HCL 0,01N para solubilizar os cristais de formazan. As placas foram
incubadas por 17h e, em seguida, uma leitura espectrofotometrica foi realizada em um
comprimento de onda de 570nm (QUADRO 7) (MOSMANN,1983).
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Figura 9 — Esquema das etapas de tratamento dos astrécitos em Placa de Elisa

para obtenc¢do da viabilidade celular

Grupos experimentais Retirada de 100 pL do Adicio de 90 uL
tratados sobrenadante de SDS 10%
Adigéo de 10 pL de MTT

Absorbéncia

570nm

Fonte: De Menezes, 2013.
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3.13 Aspectos éticos

A pesquisa foi submetida e aprovada pela Comissdo de Etica em Pesquisa com
Animais (CEPA) da Universidade Federal do Ceara.

3.14 Anélise estatistica

Os dados foram expressos como a media + EPM. Na avaliagdo estatistica dos
ensaios in vivo, para determinacdo da laténcia para a primeira convulsdo, laténcia de
morte e parametros oxidativos foi realizada a analise de variancia (ANOVA) seguida
pelo pos-teste Student-Newman-Keuls. Para analise estatistica dos ensaios in vitro, foi
realizada ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni. Para ambos os modelos
experimentais in vivo e in vitro, os valores de probabilidade (P) menores do que 0,05

foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS
4.1 Estudo comportamental

4.1.1 Efeito da administra¢ao aguda do sildenafil sobre as convulsdes induzidas
por pilocarpina

Laténcia de convulsdo

Nos grupos pré-tratados com sildenafil houve diminuigdo significativa da
laténcia de convulsdo nas doses: sil 10mg+P400 (405,6+£29,57); sil 20mg + P400
(436,9£27,64) (p<0,05), quando comparado ao grupo veiculo 544,6+38,68 (P400+
salina 0,9%). Nas outras doses ndo houve diferenca significativa em relacdo ao veiculo.
Sil 2,5+P400 (530,9+43,92), 5mg+P400 (479,3+ 47,40) (figura 10).

Figura 10. Efeito da administracdo aguda do sildenafil (2,5, 5mg, 10mg ou
20mg/kg) sobre a laténcia de convulsdo induzida por pilocarpina (P400) em
camundongos.
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Resultados representados como média + E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05).
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Laténcia de morte

Na observacdo dos animais, verificou-se que a laténcia de morte diminuida foi
significativa nos grupos que foram pré-tratados com sildenafil nas doses: sil 20mg/kg+
P400 (535,7+32,86); sil 10mg/kg+ P400 (520,6+18,64); (p<0,05) quando comparados
ao grupo veiculo (750,2+56,96). Nas doses de Sil 5mg/kg+P400 (612,2+54,87); sil
2,5mg/kg+P400 (834,0+68,28) ndo houve diferenca significativa em relagdo ao

controle. (figura 11).

Figura 11. Efeito da administracdo aguda do sildenafil (2,5, 5mg, 10mg ou
20mg/kg) sobre a laténcia de morte induzida por pilocarpina (P400) em
camundongos.
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Resultados representados como média + E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05).
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4.1.2 Efeito da administragcdo por 7 dias do sildenafil sobre as convulsdes

induzidas por pilocarpina.

Laténcia de convulsdo

Nos grupos pré-tratados com sildenafil nas doses sil 10mg+P400 (430,5+ 16,62)
e sil 20mg + P400 (399,2+ 43,94) houve diminuigdo significativa da laténcia de
convulsdo (p<0,05) quando comparado ao grupo veiculo P400 (544,6+ 26,28).
Nos grupos tratados com sildenafil nas doses de sil 2,5mg/kg + P400 (616,6+ 39,34) e
sil 5mg/kg + P400 (555,2+ 35,68) ndo houve diminuigdo significativa da laténcia de

convulsdo quando comparado ao grupo veiculo (P400) (figura 12).

Figura 12. Efeito da administracdo por 7 dias do sildenafil (2,5, 5mg, 10mg ou
20mg/kg) sobre a laténcia de convulsdo induzida por pilocarpina (P400) em
camundongos.
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Resultados representados como média + E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05).
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Laténcia de morte

Na observacdo dos animais, verificou-se que a laténcia de morte diminuida foi
significativa (p<0,05) nos grupos que foram pré-tratados com sildenafil: sil 20mg/kg +
P400 (521,8+ 24,70) e sil 10mg/kg+ P400 (509,5+ 22,16); quando comparados ao
grupo veiculo P400 (690,8+ 54,10). No grupo pré-tratado com sildenafil na dosagem de
2,5mg/kg + P400 (616,6+ 39,34) e sil 5mg/kg+ P400 (555,2+ 35,68) a alteracdo
observada em relagdo ao controle ndo foi significativa (figura 13).

Figura 13. Efeito da administracdo por 7 dias do sildenafil (2,5, 5mg, 10mg ou
20mg/kg) sobre a laténcia de morte induzida por pilocarpina (P400) em
camundongos.
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Resultados representados como média + E.P.M. Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05).
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4.2. Andlise neuroquimica

4.2.1. Efeitos do pré-tratamento agudo do sildenafil sobre a atividade da
acetilcolinesterase em coértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de
camundongos em modelo de convulsédo induzido por P400.

A investigacdo da atividade enzimética da acetilcolinesterase (AChE) foi
realizada em cértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos adultos,
pertencentes aos seguintes grupos de tratamento agudo: sildenafil 2,5; 5; 10 ou
20mg/Kg, i.p. (SIL2,5+P400; SIL5+P400; SIL10+P400; SIL20+P400; SIL 20mg/g; SIL
10mg/kg) comparados com os grupos Pilocarpina 400mg/Kg, i.p (P400) (veiculo) ou
Salina 0,9% (veiculo). Os grupos que foram tratados com sildenafil 10 ou 20mg/kg (SIL
10; SIL 20) foram comparados ao grupo salina 0,9% (veiculo). Os resultados foram

expressos em nmoles/mg de proteina/minuto.
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Cortex pré-frontal:

Figura 14. Efeitos do pré-tratamento agudo sildenafil sobre a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) em cortex pré-frontal de camundongos durante as
convulsdes induzidas por P400.

No cortex pré-frontal foi observado reducdo significativa dos niveis de
acetilcolinsterase (AChE) em todos os grupos tratados com pilocarpina 400mg/kg,
comparados ao veiculo (salina 0,09%). N&o houve diferenga significativa ao comparar
0s grupos tratados com sildenafil + pilocarpina 400mg/kg com o grupo tratado com
salina 0,09% + pilocarpina 400mg/g. (Veiculo (salina): 791,0+ 75,20; Sil 20+salina
716,1+ 79,76; Sil 10+salina 726,9+ 114,0; Veiculo(P400) 510,0+ 58,43; P400+ Sil 20
183,0+27,96 ; P400+Sil 10 248,3+46,71; P400+Sil 5 326,1+58,46 ; P400+Sil 2,5
312,4 + 76,87).
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Resultados representados como média =+ E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Hipocampo:

Figura 15. Efeitos do pré-tratamento agudo sildenafil sobre a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) em hipocampo de camundongos durante as convulsdes
induzidas por P400.

No hipocampo foi observado reducdo significativa dos niveis de
acetilcolinsterase (AChE) em todos os grupos tratados com pilocarpina 400mg/kg,
comparados ao veiculo (salina 0,09%). Houve diferenca significativa ao comparar 0s
grupos tratados com sildenafil + pilocarpina 400mg/kg nas dose de 20 e 10mg/kg
comparando com o grupo tratado com salina 0,09% + pilocarpina 400mg/g. (Veiculo
(salina): 942,5+95,17; Sil 20+salina: 825,2+116,2; Sil 10+salina: 856,2+105,7;
Veiculo(P400): 641,9+56,22; P400+ Sil 20: 214,7+40,21 ; P400+Sil 10: 229,8 + 41,58;
P400+Sil 5: 366,1+75,62; P400+Sil 2,5: 404,4+74,25).
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Resultados representados como média + E.P.M. Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Corpo Estriado:

No corpo estriado foi observado reducdo significativa dos niveis de
acetilcolinsterase (AChE) em todos os grupos tratados com pilocarpina 400mg/kg,
comparados ao veiculo (salina 0,09%). Houve diferenca significativa no grupo
pilocarpina 400mg/kg + sildenafil 20mg/kg ao comparar 0s grupos tratados com
pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09% (veiculo). (Veiculo (salina): 836,4+61,66; Sil
20+salina: 807,9+£90,39; Sil 10+salina: 821,2+113,7; Veiculo(P400): 626,7+37,55;
P400+ Sil 20: 297,4+42,71; P400+Sil 10: 191,4+50,83; P400+Sil 5: 358,9+70,55;
P400+Sil 2,5: 541,1+88,84).

Figura 16. Efeitos do pré-tratamento agudo sildenafil sobre a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) no corpo estriado de camundongos durante as convulsdes
induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). (p<0,05).



60

4.2.1.2. Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre a atividade da
acetilcolinesterase em cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos
em modelo de convulséo induzido por P400.

A investigacdo da atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE) foi realizada
em cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos adultos pré-tratados
durante 7 dias com sildenafil ou salina (0,9%) nos seguintes grupos de tratamento: sildenafil
2,5; 5; 10 ou 20mg/Kg, i.p. (SIL2,5+P400; SIL5+P400; SIL10+P400; SIL20+P400;
Salina+P400; SIL 20mg/g; SIL 10mg/kg); e Salina 0,9% (veiculo). Os grupos que foram
tratados com sildenafil 10 ou 20mg/kg (SIL 10; SIL 20) foram comparados ao grupo

salina 0,9% (veiculo). Os resultados foram expressos em nmoles/mg de proteina/minuto.
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Cortéx Pré-frontal:

Figura 17. Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) em Cortex pré-frontal de camundongos durante as
convulsdes induzidas por P400.

No Cortex Pré-frontal foi observado reducdo significativa dos niveis de
acetilcolinesterase (AChE) nos grupos sildenafil 10 e 20mg/kg + pilocarpina 400mg/kg
ao se comparar com o veiculo (pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) e veiculo (salina
0,09%). Nos demais grupos tratados com pilocarpina 400mg/kg houve reducdo
significativa ao se comparar com o veiculo (salina 0,09%). (Veiculo (salina): 268,5+
32,58; Sil 20+salina: 296,8+41,88; Sil 10+salina: 281,2+37,30; Veiculo(P400):
166,0+£16,17; P400+ Sil 20: 127,6+18,14; P400+Sil 10: 120,6+18,73; P400+Sil
5:121,9421,41; P400+Sil 2,5: 131,8+32,52).
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Resultados representados como média =+ E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Hipocampo:

No hipocampo foi observado reducdo significativa dos niveis de
acetilcolinesterase (AChE) nos grupos 10 e 20 mg/kg sildenafil + pilocarpina
400mg/kg ao se comparar com o veiculo (pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) e
veiculo (salina 0,09%). Houve reducdo significativa também em todos 0s grupos
tratados com pilocarpina 400mg/kg em relacdo ao grupo veiculo (salina 0,09%).
(Veiculo (salina): 463,5+44,42; Sil 20+salina: 543,0+46,73; Sil 10+salina: 531,3+41,13;
Veiculo(P400): 325,4+45,63; P400+ Sil 20: 136,0+27,03; P400+Sil 10: 129,2+20,89;
P400+Sil 5: 190,8+41,46; P400+Sil 2,5: 186,1+31,10).

Figura 18 . Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) em Hipocampo de camundongos durante as convulsdes
induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Corpo Estriado:

No Corpo estriado foi observado reducdo significativa dos niveis de
acetilcolinesterase (AChE) nos grupos sildenafil 10 e 20mg/kg + pilocarpina 400mg/kg
ao se comparar com o Vveiculo (pilocarpina 400mg/kg) e veiculo (salina 0,09%).
(Veiculo (salina): 622,1+94,02; Sil 20+salina: 642,4+96,25; Sil 10+salina: 706,2+98,88;
Veiculo(P400): 342,6+50,60; P400+ Sil 20: 140,7£35,04; P400+Sil 10: 192,9+27,05;
P400+Sil 5: 192,9+27,05; P400+Sil 2,5: 273,3+50,12).

Figura 19. Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) em Corpo Estriado de camundongos durante as convulsées
induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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4.2.2. Determinacao da Peroxidacao Lipidica (TBARS)

A investigacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica foi realizada em cértex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos adultos, pertencentes aos
seguintes grupos de pré-tratamento com sildenafil agudo e por 7 dias: sildenafil 2,5; 5;
10 ou 20mg/Kg, i.p. (SIL2,5+P400; SIL5+P400; SIL10+P400; SIL20+P400; SIL
20mg/g; SIL 10mg/kg) comparados com os grupos Pilocarpina 400mg/Kg, i.p (P400)
(veiculo) ou Salina 0,9% (veiculo). Os grupos que foram tratados com sildenafil 10 ou
20mg/kg (SIL 10; SIL 20) foram comparados ao grupo salina 0,9% (veiculo).
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4.2.2.1 Efeito do pré tratamento agudo do sildenafil sobre o nivel de Peroxidacéo
Lipidica (TBARS) em modelo de convulsédo induzido por P400.

Cortex pré-frontal

Foi observado que no cortex pré-frontal houve um aumento significativo dos
niveis de MDA no grupo pré- tratado com sildenafil na dose de 20 e 10mg/kg
comparado ao grupo veiculo (pilocarpina 400 mg/kg) e ao veiculo tratado apenas com
salina (0,09%). O grupos que foram pré-tratados com sildenafil nas doses de 5mg/kg e
2,5mg/kg e com pilocarpina 400mg/kg+salina 0,09%  também houve aumento
siginificativo dos niveis de MDA, quando comparados ao grupo veiculo tratado apenas
com salina (0,09%). (Veiculo (salina): 77,50+ 8,295; Sil 20+salina: 86,21+6,136;
Sil 10+salina: 67,71+ 5,592; Veiculo (P400): 156,2+ 22,19; P400+ Sil 20: 236,2+ 23,60;
P400+Sil 10: 223,2+ 15,53; P400+Sil 5: 159,8+ 14,09; P400+Sil 2,5: 143,3+ 16,97.

Figura 20. Efeitos do pré-tratamento agudo com sildenafil sobre os niveis de
Peroxidacédo Lipidica (TBARS) em cortex pré-frontal de camundongos durante as
convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Hipocampo

Foi observado que no hipocampo houve um aumento significativo dos niveis de
MDA no grupo pré- tratado com sildenafil na dose de 20 e 10mg/kg comparado ao
grupo veiculo (pilocarpina 400 mg/kg) e ao veiculo tratado apenas com salina (0,09%).
O grupos que foram pré-tratados com sildenafil nas doses de 5mg/kg e 2,5mg/kg e com
pilocarpina 400mg/kg+salina 0,09% também houve aumento siginificativo dos niveis
de MDA, quando comparados ao grupo veiculo tratado apenas com salina (0,09%).
(Veiculo (salina): 83,39+ 4,452; Sil 20+salina: 65,42+ 4,463; Sil 10+salina: 81,02+
4,750; Veiculo (P400): 163,5+ 34,21; P400+ Sil 20: 258,7+ 27,67; P400+Sil 10: 258,4+
20,20; P400+Sil 5: 164,5+ 22,89; P400+Sil 2,5: 157,3+ 24,68.

Figura 21. Efeitos do pré-tratamento agudo com sildenafil sobre os niveis de
Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em hipocampo de camundongos durante as
convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média = E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Corpo Estriado

Foi observado que no corpo estriado houve um aumento significativo dos niveis
de MDA nos grupos pré-tratados com sildenafil nas dosse de 20 e 10mgkg comparados
ao grupo veiculo (pilocarpina 400 mg/kg) e ao grupo veiculo tratado apenas com salina
(0,09%). Nos demais grupos tratados com pilocarpina+sildenafil houve alteracéo
significativa em relagdo ao grupo veiculo (salina 0,09%). (Veiculo (salina): 88,27+5,521;
Sil 20+salina: 60,09+ 5,201; Sil 10+salina: 75,38+ 1,731; Veiculo (P400): 1635+ 34,21,
P400+ Sil 20: 258,7+ 27,67; P400+Sil 10: 258,4+20,20 ; P400+Sil 5: 1645+ 22,89;
P400+Sil 2,5: 157,3+£24,68.

Figura 22. Efeitos do pré-tratamento agudo com sildenafil sobre os niveis de
Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em corpo estriado de camundongos durante as
convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média =+ E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao

veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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4.2.2.2. Efeito do pré tratamento por 7 dias do sildenafil sobre o nivel de
Peroxidac¢do Lipidica (TBARS) em modelo de convulsdo induzido por P400.

Cortex pré-frontal:

Foi observado que no cértex pré-frontal houve um aumento significativo dos
niveis de MDA no grupo pré- tratado com sildenafil na dose de 20mg/kg comparado ao
grupo veiculo (pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) e ao veiculo tratado apenas com
salina (0,09%). Os demais grupos que foram pré-tratados com sildenafil + pilocarpina
(400mg/kg) e o grupo veiculo tratado com pilocarpina (400mg/kg) salina (0,09%),
também houve aumento significativo dos niveis de MDA, quando comparados ao grupo
veiculo tratado apenas com salina (0,09%). (Veiculo (salina): 101,5+ 9,120; Sil
20+salina: 70,09+ 7,724; Sil 10+salina: 83,71+ 83,71; Veiculo(P400): 207,9+ 22,01;
P400+ Sil 20: 312,0+30,53; P400+Sil 10: 283,7+16,62; P400+Sil 5: 237,0 + 21,52;
P400+Sil 2,5: 225,9+ 26,27).

Figura 23. Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre os niveis de
Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em cortex pré-frontal de camundongos durante as
convulsdes induzidas por P400.

4001

3004

ug MDA ng/g de tecido

L] T T
Veiculo 10 20 Veiculo 2,5 5 10 20

Sildenafil, Pilocarpina 400 mg/kg, i.p
mg/kg, i.p

Sildenafil, mg/kg, i.p

Resultados representados como média + E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Hipocampo

No hipocampo observou-se que houve um aumento significativo dos niveis de
MDA nos grupos pre- tratados com sildenafil na dose de 20 e 10mg/kg comparado ao
grupo veiculo (pilocarpina 400 mg/kg) e ao veiculo tratado apenas com salina (0,09%).
Os demais grupos que foram pré-tratados com sildenafil + pilocarpina (400mg/kg) e o
grupo veiculo tratado com salina (0,09%) + pilocarpina (400mg/kg), também houve
aumento siginificativo dos niveis de MDA, quando comparados ao grupo Vveiculo
tratado apenas com salina (0,09%). (Veiculo (salina): 83,39+4,452; Sil 20+salina:
81,02+4,750; Sil 10+salina: 69,90+5,240; Veiculo (P400): 246,6+25,40; P400+ Sil 20:
416,4+34,87; P400+Sil 10: 406,1+30,28; P400+Sil 5: 329,4+35,39; P400+Sil 2,5:
253,6£24,96.

Figura 24. Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre os niveis de
Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em hipocampo de camundongos durante as
convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média = E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Corpo Estriado

No corpo estriado observou-se que houve um aumento significativo dos niveis
de MDA em todos 0s grupos pré-tratados com sildenafil + pilocarpina (400mg/kg) e no
grupo veiculo tratado com salina (0,09%) + pilocarpina (400mg/kg) quando comparados
ao grupo veiculo tratado apenas com salina (0,09%). Observou-se também que no grupo
que foi tratado apenas com sildenafil (20mg/kg) houve uma reducédo significativa dos
niveis de MDA ao comparar com o grupo Vveiculo (salina 0,9%). (Veiculo (salina):
101,5+ 9,120; Sil 20+salina: 85,38+4,356; Sil 10+salina: 76,75+15,25; Veiculo (P400):
323,8+41,42; P400+ Sil 20: 420,0+£29,54; P400+Sil 10: 457,4+19,49; P400+Sil 5:
365,1+22,72; P400+Sil 2,5: 356,7+40,55.

Figura 25. Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre os niveis de
Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em corpo estriado de camundongos durante as
convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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4.2.3. Determinacéo de Nitrito

Foi realizada analise dos niveis de nitrito em camundongos pré-tratados com
sildenafil em modelo de convulséo induzido por pilocarpina, pertencentes aos seguintes
grupos de pré-tratamento com sildenafil por 7 dias e agudo: sildenafil 2,5; 5; 10 ou
20mg/Kag, i.p. (SIL2,5+P400; SIL5+P400; SIL10+P400; SIL20+P400; SIL 20mg/g; SIL
10mg/kg) comparados aos grupos veiculo (P400 + salina 0,9%) e veiculo (salina 0,9%)
I.p. Os grupos que foram tratados com sildenafil 10 ou 20mg/kg (SIL 10; SIL 20) foram
comparados ao grupo salina 0,9% (veiculo).
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4.2.3.1 Efeito do pré-tratamento agudo com sildenafil sobre a determinacdo do
contetdo de nitrito em camundongos em modelo de convulsdo induzido por P400.

Cortex pré-frontal:

No cortex pré-frontal foi observado que houve um aumento significativo dos
niveis de nitrito nos grupos tratados com sildenafil 10 e 20mg/kg + pilocarpina
400mg/kg ao comparar com o grupo veiculo (pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) e
veiculo (salina 0,09%). Nos demais grupos tratados com sildenafil+pilocarpina e
pilocarpina+ salina 0,09%, houve aumento significativo em relagcdo ao veiculo (salina
0,09%).(Veiculo (salina): 87,14+ 19,97; Sil 20+salina: 98,08+ 14,74; Sil 10+salina:
96,76+ 3,329; Veiculo (P400): 174,31 12,84; P400+ Sil 20: 311,1+ 18,73; P400+Sil 10:
283,4+ 27,97; P400+Sil 5: 191,54+ 10,11; P400+Sil 2,5: 188,1+ 19,17.

Figura 26. Efeitos do pré-tratamento agudo sildenafil sobre o conteddo de nitrito em
Cortex pré-frontal de camundongos durante as convulsées induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Hipocampo:

No hipocampo foi observado que houve um aumento significativo dos niveis de
nitrito em todos os grupos tratados com sildenafil + pilocarpina 400mg/kg e pilocarpina
+ salina 0,09% ao comparar com o grupo veiculo (salina 0,09%). Veiculo (salina):
108,5+ 13,88; Sil 20+salina: 115,0+ 10,09; Sil 10+salina: 98,73+ 8,829; Veiculo (P400):
179,9+ 22,70; P400+ Sil 20: 223,9+ 20,45; P400+Sil 10: 214,3+ 17,63; P400+Sil 5:
200,9+ 21,72; P400+Sil 2,5: 177,0+ 19,05.

Figura 27. Efeitos do pré-tratamento agudo sildenafil sobre o conteddo de nitrito em
hipocampo de camundongos durante as convulsées induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Figura 28. Efeitos do pré-tratamento agudo com sildenafil sobre o conteddo de nitrito
em corpo estriado de camundongos durante as convulsdes induzidas por P400.

Corpo Estriado:

No corpo estriado foi observado que houve um aumento significativo dos niveis
de nitrito em todos os grupos tratados com sildenafil + pilocarpina 400mg/kg e
pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09% ao comparar com o grupo veiculo ( salina 0,09%).
Houve aumento significativo dos niveis de nitrito e nitrato no grupo sildenafil 20mg/kg
+ pilocarpina 400mg/kg ao comparar com o grupo Veiculo (pilocarpina 400mg/kg +
salina 0,09%). Veiculo (salina): 89,12+ 11,33; Sil 20+salina: 89,13+ 17,81; Sil 10+salina:
86,82+ 9,792; Veiculo (P400): 86,82+ 9,792; P400+ Sil 20: 169,0+ 16,90; P400+Sil 10: 294,4+
28,32; P400+Sil 5: 184,0+ 28,80; P400+Sil 2,5: 244,7+ 24,72.
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Resultados representados como média + E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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4.2.3.2 Efeito do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre a determinacéo do
contetdo de nitrito em camundongos em modelo de convulsdo induzido por P400.

Cortex pré-frontal:

No cortex pré-frontal foi observado que houve um aumento significativo dos
niveis de nitrito e nitrato nos grupos tratados com sildenafil 10 e 20mg/kg + pilocarpina
400mg/kg ao comparar com o grupo veiculo (pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) e
veiculo (salina 0,09%). Houve também aumento significativo dos niveis de nitrito em
todos os grupos sildenafil + pilocarpina 400mg/kg e pilocarpina 400mg/kg + salina
0,09%. Veiculo (salina): 77,50+8,295; Sil 20+salina: 67,71+5,592; Sil 10+salina:
86,21+6,136; Veiculo (P400): 156,2+22,19; P400+ Sil 20: 236,2+23,60; P400+Sil 10:
223,2+15,53; P400+Sil 5: 159,8+14,09; P400+Sil 2,5: 143,3£16,97.

Figura 29. Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre o conteddo de
nitrito em Cortex pré-frontal de camundongos durante as convulsdes induzidas por
P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Hipocampo:

No hipocampo foi observado que houve um aumento significativo dos niveis de
nitrito nos grupos tratados com sildenafil 10 e 20mg/kg + pilocarpina 400mg/kg ao
comparar com o grupo veiculo (pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) e veiculo (salina
0,09%). Houve também aumento significativo dos niveis de nitrito e nitrato em todos 0s
grupos sildenafil + pilocarpina 400mg/kg e pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09% em
relacio ao grupo salina 0,09%. Veiculo (salina): 80,15+12,92; Sil 20+salina:
91,52+9,206; Sil 10+salina: 110,2+10,39; Veiculo (P400): 152,6+10,23; P400+ Sil 20:
165,9+26,74; P400+Sil 10: 196,6+£26,23; P400+Sil 5: 232,9+25,89; P400+Sil 2,5:
247,2+24,16.

Figura 30. Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre o contetdo de
nitrito em hipocampo de camundongos durante as convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Corpo Estriado:

No corpo estriado foi observado que houve um aumento significativo dos niveis
de nitrito nos grupo tratado com sildenafil 20mg/kg + pilocarpina 400mg/kg ao
comparar com o grupo veiculo (pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) e veiculo (salina
0,09%). Houve também aumento significativo dos niveis de nitrito e nitrato em todos 0s
grupos sildenafil + pilocarpina 400mg/kg e pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09% em
relacio ao grupo salina 0,09%. Veiculo (salina): 109,3+11,02; Sil 20+salina:
142,6£16,79; Sil 10+salina: 124,3+13,88; Veiculo (P400): 175,0+5,759; P400+ Sil 20:
257,6+19,42; P400+Sil 10: 236,4+13,25; P400+Sil 5: 194,3+£26,03; P400+Sil 2,5:
185,9+17,27.
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Figura 31. Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre o contetdo de
nitrito em corpo estriado de camundongos durante as convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).

4.2.4. Dosagem da glutationa reduzida (GSH) nas areas cerebrais estudadas.

Foi realizado analise dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em camundongos
pré-tratados com sildenafil em modelo de convulsdo induzido por pilocarpina,
pertencentes aos seguintes grupos de tratamento por 7 dias e agudo: sildenafil 2,5; 5; 10
ou 20mg/Kg, i.p. (SIL2,5+P400; SIL5+P400; SIL10+P400; SIL20+P400; SIL 20mg/g;
SIL 10mg/kg); e grupo controle (P400 + salina 0,9%) e grupo veiculo (salina 0,9%) i.p.
Foi realizado comparacdo do grupo veiculo (salina), com os demais grupos; comparado
0s grupos tratados com sildenafil + pilocarpina 400mg/kg com o grupo veiculo tratado
com pilocarpina 400mg/kg + salina (0,09%). Os grupos que foram tratados com
sildenafil 10 ou 20mg/kg (SIL 10; SIL 20) foram comparados ao grupo salina 0,9%

(veiculo).
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4.2.4.1 Efeito do pré-tratamento agudo de sildenafil sobre a concentracdo da
glutationa reduzida (GSH) em camundongos tratados com P400.

Cortex pré-frontal:

Figura 32: Efeito do pré-tratamento agudo de sildenafil sobre a concentracéo da
glutationa reduzida (GSH) em cortex pré-frontal de camundongos tratados com
P400.

No cortex pré-frontal houve uma reducdo significativa dos niveis de GSH nos
grupos pré-tratados com sildenafil (20, 10, 5 ou 2,5mg/kg + pilocarpina 400mg/kg) e
veiculo (pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) quando comparados com o veiculo
(salina 0,09%). Veiculo (salina): 506,3+36,34; Sil 20+salina: 506,9+34,64; Sil
10+salina: 429,7+£19,97; Veiculo (P400): 316,0+12,64 ; P400+ Sil 20: 291,7+27,98;
P400+Sil 10: 268,1+8,482; P400+Sil 5: 304,0+8,457; P400+Sil 2,5: 307,7+10,55.
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Resultados representados como média =+ E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Hipocampo:

Figura 33: Efeito do pré-tratamento agudo de sildenafil sobre a concentracdo da
glutationa reduzida (GSH) em hipocampo de camundongos tratados com P400.

No hipocampo houve uma reducado significativa dos niveis de GSH nos grupos
pré-tratados com sildenafil (20, 10, 5 ou 2,5mg/kg + pilocarpina 400mg/kg) e veiculo
(pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) quando comparados com o veiculo (salina
0,09%). Veiculo (salina): 428,9+36,33; Sil 20+salina: 364,5+17,98; Sil 10+salina:
358,9+9,661; Veiculo (P400): 288,0+25,17; P400+ Sil 20: 287,7+12,28; P400+Sil 10:
296,6+13,27; P400+Sil 5: 320,9+15,80; P400+Sil 2,5: 322,2+31,37.
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Resultados representados como média £ E.P.M. Analise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Corpo Estriado:

No corpo estriado ndo houve alteracdo siginificativa dos niveis de GSH dos
animais pré-tratados com sildenafil e indizidos a convulsdo por pilocarpina 400mg/kg
em comparacdo com o grupo veiculo (pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) e com o
veiculo (salina 0,09%). Veiculo (salina): 464,7+45,19; Sil 20+salina: 499,5+37,76; Sil
10+salina: 493,3+43,81; Veiculo (P400): 352,1+13,37; P400+ Sil 20: 358,0+19,46;
P400+Sil 10: 351,5+32,97; P400+Sil 5: 370,0+£26,91; P400+Sil 2,5: 370,0+26,91 .

Figura 34: Efeito do pré-tratamento agudo de sildenafil sobre a concentracdo da
glutationa reduzida (GSH) em corpo estriado de camundongos tratados com P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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4.2.4.2. Efeito do pré-tratamento por 7 dias de sildenafil sobre a concentracdo da
glutationa reduzida (GSH) em camundongos tratados com P400.

Cortex pré-frontal:

No cortex pré-frontal houve uma reducdo significativa dos niveis de GSH nos
grupos pré-tratados com sildenafil (20 e 10mg/kg + pilocarpina 400mg/kg) e veiculo
(pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) quando comparados com o veiculo (salina
0,09%). Veiculo (salina): 327,3+5,79; Sil 20+salina: 316,5+ 25,90; Sil 10+salina:
305,2+ 23,42; Veiculo (P400): 172,3+ 20,29; P400+ Sil 20: 156,8+29,77; P400+Sil 10:
168,9+ 22,15; P400+Sil 5: 187,7+ 44,42; P400+Sil 2,5: 200,0+ 34,55.

Figura 35. Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre a concentragao
da glutationa reduzida (GSH) no cortex pre-frontal de camundongos durante as
convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média = E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Hipocampo:

No hipocampo néo houve alteracéo siginificativa dos niveis de GSH dos animais
pré-tratados com sildenafil e induzidos a convulsdo por pilocarpina 400mg/kg em
comparagdo com o grupo veiculo (pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) e com o
veiculo (salina 0,09%). Veiculo (salina): 320,6+16,73; Sil 20+salina: 355,5+ 6,481; Sil
10+salina: 348,9+ 12,24; Veiculo (P400): 202,1+ 44,13; P400+ Sil 20: 195,4+28,89;
P400+Sil 10: 210,6+ 32,70; P400+Sil 5: 232,6+28,41; P400+Sil 2,5: 223,6+ 28,41.

Figura 36. Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre a concentragédo

da glutationa reduzida (GSH) no hipocampo de camundongos durante as convulsdes
induzidas por P400.
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Resultados representados como média =+ E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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Corpo Estriado:

No corpo estriado, ndo houve alteracdo significativa dos niveis de GSH dos
animais pré-tratados com sildenafil e indizidos a convulsdo por pilocarpina 400mg/kg
em comparacdo com o grupo veiculo (pilocarpina 400mg/kg + salina 0,09%) e com o
veiculo (salina 0,09%). Veiculo (salina): 363,5+ 14,22; Sil 20+salina: 358,0+ 19,46; Sil
10+salina: 361,9+ 8,288; Veiculo (P400): 278,4+ 22,55; P400+ Sil 20: 256,3+28,80;
P400+Sil 10: 252,4+36,75; P400+Sil 5: 245,8+20,60; P400+Sil 2,5: 235,5+ 32,85.

Figura 37. Efeitos do pré-tratamento por 7 dias com sildenafil sobre a concentragdo
da glutationa reduzida (GSH) no corpo estriado de camundongos durante as
convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média =+ E.P.M. Anélise estatistica por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. a, quando comparado ao veiculo ( p<0,05), b quando comparado ao
veiculo (salina 0,9%). ( p<0,05).
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4.3. Determinacdo da viabilidade celular apo6s tratamento com o sildenafil e com
pilocarpina

Os resultados referentes a exposicao de astrocitos corticais a diferentes concentragdes
do sildenafil (1000, 500, 250, 125, 75 e 37 pg/mL) nos mostram que este € capaz de
exercer, estatisticamente, efeito sobre a viabilidade astrécitos na concentragdo de 1000
pg/mL.

Figura 38: Percentual de viabilidade celular de astrocitos corticais expostos a
diferentes concentragdes da combinacéao de Sildenafil + pilocarpina 1C 50.
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Resultados expressos como media + EPM. Para analise estatistica utilizou-se ANOVA seguida pelo pos-
teste de Bonferroni. b (p < 0,05) comparado com o grupo controle ndo tratado, a (p < 0,05) comparado
com o grupo controle Pilocarpina 1C 50.
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5 DISCUSSAO

Existem muitos estudos sobre o papel do sildenafil na convulsdo. Sua atividade
pré-convulsiva foi observada em modelos de convulsGes por antagonistas &cido C-
aminobutirico (GABA), como PTZ (RIAZI et al 2006; GHOLIPOUR et ai. 2009;
MONTASER-KOUHSARI et al. 2011), e bicuculina (RIAZI et al., 2006). Estudos em
modelos de convulsGes clbnicas induzidas por PTZ também demonstraram que
sildenafil reverteu a atividade anticonvulsivante do diazepan (GHOLIPOUR et al.
2009), como também reduziu o limiar de convulsdes quando associado com baixa dose
de morfina (7,5 mg / kg) (KOUHSARI et. al, 2011).

Em contrapartida, também foi relatado em estudos anteriores, que o sildenafil
teria efeito anticonvulsivante contra convulsdes induzidas por estimulacdo elétrica,
como eletrochoque em camundongos (NIEOCZYM et al., 2010a), kindling
(abrasamento) em amigdala em ratos (NIEOCZYM et al.2010b) e em modelos de
convulsao psicomotor 6Hz (NIEOCZYM et al., 2013).

Em estudo de convulsées induzidas pela cocaina, foi demonstrado que sildenafil
ndo influenciou na laténcia das convulsdes (NIEOCZYM et al. 2009). Provavelmente
devido as convulsbes induzidas por cocaina serem mediados principalmente pelo
aumento de neurotransmissores monoaminérgicos e a atividade proconvulsiva de
sildenafil foi relatada anteriormente apenas em modelos de convulsées induzidas por
antagonistas de GABA, isto €, PTZ e bicuculina (NIEOCZYM et al. 2009).

Essas descobertas anteriores indicam que € muito importante continuar
estudando a atividade pré-convulsivante do sildenafil, bem como investigar os
mecanismos dessa atividade. No presente estudo, demonstramos que o sildenafil, um
inibidor seletivo de PDE5, nas doses de 10 e 20mg/kg, causou uma diminuicdo do
limiar de convulsdes tdnico-clénicas e da laténcia de morte produzidos por uma

administracdo ip de pilocarpina 400mg/kg (P400) em camundongos.

Os resultados deste estudo mostram que as convulsdes dos animais pré-tratados
com sildenafil tanto por sete dias, quanto com o pré-tratamento agudo, foram
potencializadas, sendo observada a redugdo do tempo para o0 inicio da primeira

convulsdo e para a morte ap6s a administracdo de P400, quando comparados aos
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animais tratados apenas com P400. A reducdo desses dois parametros indica que o
sildenafil nas doses de 10 e 20mg/kg, apresenta possivel acdo pro-convulsivante
também induzido pela via colinérgica ou capacidade de potencializar a agdo da
pilocarpina e por isso, reduzir a laténcia de convulsdo e morte. Foi demonstrado
também que independente do tipo de pré-tratamento (sete dias ou agudo), o tempo de
laténcia de convulséo e de morte foram estatisticamente os mesmos. Portanto, o tempo

de exposicdo com o sildenafil ndo interferiu no resultado.

A investigacdo do mecanismo via colinérgica, foi feita através do modelo da
pilocarpina, um agonista muscarinico, que em doses elevadas induz alteragdes
comportamentais, tais como convulsbes e lesdes cerebrais em roedores via
superestimulacéo cortical (FREITAS et al , 2006). As analises comportamentais para a
laténcia de convulsdo e morte nos permitem sugerir que o sildenafil possui um

mecanismo via colinérgica.

A ativacdo colinérgica € essencial para o inicio do processo convulsivo em
modelos de epilepsia do lobo temporal, visto que estas convulsbes podem ser
blogueadas pelo pré-tratamento com o antagonista muscarinico atropina (MARINHO et
al., 1998; DE BRUIN et al., 2000). A pilocarpina exacerba a atividade colinérgica,
provavelmente por influéncia direta, aumentando a acdo da ACh circulante,
modificando o binding dos receptores muscarinicos (HRUSKA et al., 1984) e
diminuindo a atividade acetilcolinesterasica (IMPERATO et al., 1998).

Acredita-se que a diminuicdo do metabolismo da acetilcolina, pela reducéo ou
blogueio da atividade da acetilcolinesterase (AChE), pode facilitar a instalacdo da
atividade epiléptica, em virtude do aumento da concentracdo da acetilcolina enddgena,
que pode ativar diretamente o sistema colinérgico e, de forma direta ou indireta, induzir
mudancas neuroquimicas em outros sistemas de neurotransmissdo, dentre eles, o
dopaminérgico, serotonérgico, glutamatérgico e GABAérgico, uma vez que estes podem
estar implicados durante o estabelecimento e desenvolvimento das convulsdes limbicas
(IMPERATO et al., 1998). A inibicdo da atividade da AChE, induzida pela
administracdo de pilocarpina, em modelo de convulses, ja foi previamente reportada
(FREITAS et al, 2006; SALES et al, 2010).
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No presente estudo, em acordo com os achados da literatura, P400 induziu uma
reducdo na atividade da enzima. Em relacdo ao pré-tratamento agudo do sildenafil, foi
observado que no hipocampo houve reducdo significativa da AChE nos grupos pré-
tratados com sildenafil nas doses de 10 e 20mg/kg + P400 quando comparados ao
veiculo (P400) e veiculo (salina) e no corpo estriado essa reducdo significativa ocorreu
apenas no grupo da dose de 20mg/kg.

No caso do grupo em que foi realizado pré-tratamento de 7 dias com sildenafil a
reducdo dos niveis de acetilcolinesterase foi significativa nos grupos pré-tratados com
sildenafil nas doses de 10 e 20mg/kg em todas as areas estudadas. Resultados que
sugerem um efeito modulador exercido pelo sildenafil sobre o funcionamento do
sistema colinérgico muscarinico em nivel central como mecanismo alternativo para
potencializagdo das convulsdes no modelo de P400, demonstrando um possivel
mecanismo colinérgico envolvido, visto que o farmaco reduziu a atividade da

acetilcolinesterase.

Acredita-se que a diminuicdo do metabolismo da acetilcolina, pela reducéo ou
blogueio da atividade da AChE, pode facilitar a instalacdo da atividade epiléptica, em
virtude do aumento da concentragdo da acetilcolina endogena, que pode ativar
diretamente o sistema colinérgico e, de forma direta ou indireta, induzir mudancas
neuroquimicas em outros sistemas de neurotransmissao, dentre eles, glutamatérgico e
GABAEérgico, uma vez que estes podem estar implicados durante o estabelecimento e

desenvolvimento das convulsdes limbicas (IMPERATO et al., 1998).

A ideia aceita é de que o sistema colinérgico seja responsavel pela ativacao
inicial de neurdnios excitatorios glutamatérgicos, o que daria inicio a atividade
convulsiva. A liberacdo excessiva de glutamato durante a convulsdo manteria as células
despolarizadas, produzindo liberacdo continua de célcio dos estoques intracelulares,
culminando em lesdo de membranas celulares e de outras organelas, provocando a
morte celular por excitotoxicidade (SCORZA, 2006).
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Devido o sildenafil ser um inibidor da fosfodiesterase 5, favorece que os niveis
de GMPc se mantenham altos, portanto, provavelmente ajudando na manutencdo ou
aumento da excitabilidade neuronal durante a convulsdo induzida por pilocarpina. Ja
que, niveis altos de GMPc proporcionam maior liberacdo de glutamato pelo neurdnio
pré-sindptico.Rios e colaboradores (2013), demonstram em estudo experimental em
camundongos que a via NO/GMPc esta envolvida no efeito da acdo pré-convulsiva da
pilocarpina. Resultado que corrabora com nossos achados, ja que, a acdo do sildenafil é
manter os niveis altos de GMPc, devido a inibi¢do da PDE5.

A producéo de radicais lipidicos € uma reacdo toxica que pode ser iniciada pela
formacdo de lipidios peréxidos que culminam na destruicdo parcial ou completa da
membrana celular pela lipoperoxidacdo em diferentes tecidos (UEDA et al., 1997).
A peroxidacdo lipidica pode ser produzida por danos na membrana celular e
mitocondrial de diferentes celulas, inclusive neuronais (PATEL & LIANG; 2004;
SIESJO & WIELOCH, 1986;) e ainda, pode ser capaz de produzir outras alteracOes
moleculares através da inibicdo da enzima ATPase que esta implicada no mecanismo
dos receptores GABAérgicos e que pode ser importante no processo convulsivo (LEES,
1991).

Freitas e colaboradores (2006a) identificaram niveis aumentados de peroxidacéo
lipidica durante o periodo agudo das convulsdes induzidas por pilocarpina, em varias
areas cerebrais de ratos. Tejada e colaboradores (2006) identificaram o aumento da
peroxidacéo lipidica, induzida por pilocarpina, no hipocampo e cortex de ratos. Niveis
elevados de lipoperoxidacdo também foram relatados em hipocampo de ratos, nas fases
aguda e cronica de convulsdes induzidas por pilocarpina ou &cido cainico, e na epilepsia
induzida por kindling (abrasamento) (DAL-PIZZOL et al., 2000; FRANTSEVA et al.,
2000a).

Os resultados da verificacdo da producdo de substéncias reativas com o &cido
tiobarbitarico (TBARS) em hipocampo, corpo estriado e cértex frontal no presente
estudo demonstrou que nos grupos que receberam pré-tratamento agudo com sildenafil
nas doses de 10 e 20mg/kg e posteriormente submetidos a convulsdo por pilocarpina
400mg/kg tiveram um aumento significativo dos niveis de MDA (malonildialdeido) em
todas as areas estudadas em relacdo ao veiculo (P400 +salina 0,09%) e veiculo (salina
0,09%). Nos grupos que receberam pré-tratamento com sildenafil por 7 dias e também,

posteriormente, foram submetidos a convulsdo por P400 tiveram um aumento
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significativo dos niveis de MDA no cdrtex pré-frontal e hipocampo também nas doses
de 20 e 10mg/kg em relacdo ao veiculo (P400 +salina 0,09%) e veiculo (salina 0,09%).
Demonstrando que o sildenafil nas doses de 10mg/kg e 20mg/kg foi capaz de contribuir
com o aumento dos niveis de MDA nas areas estudadas.

E provavel que o sildenafil, por ter seu mecanismo via NO/GMPc possa ter
efeito dual, dose dependente, no sistema nervoso central. J& que em doses mais altas ele
se comporta como oxidante, porém em doses mais baixas pode se comportar como
antioxodante, como descreveu (TOMAZ et. al, 2014), que em estudo com modelo
experimental de depresséo por LPS em camundongos, sildenafil na dose de 5mg/kg foi
capaz de reduzir significativamente os niveis de MDA e de aumentar significativamente

0s niveis de GSH.

Danos na membrana celular e mitocondrial, incluindo a peroxidacao lipidica,
podem contribuir de forma significativa para alteracdes paroxisticas nessas membranas
e seu mau funcionamento durante a epileptogénese. Dados na literatura demonstram que
0 aumento na producdo de radicais livres e dano lipidico por peroxidacdo ocorrem
durante as convulsdes e na injdria neuronal mediada pelo processo convulsivo
(FRANTSEVA et al., 2000b; PATEL et al., 2004). Outras alteracdes moleculares, como
a inibicdo da enzima ATPase e modificacio dos mecanismos de receptores

GABAEérgicos também podem ser importantes no processo convulsivo (LEES, 1991).

No modelo de pilocarpina em alta dose, pode ocorrer uma grande participacédo
de dano neuronal excitotoxico em diferentes estruturas cerebrais (BONAN et al., 2000;
CAVALHEIRO et al., 1991; Mccarron et al., 2003; JOVANOVIC et al., 2003). O
estresse oxidativo pode ser um dos indutores desse dano neuronal e tem sido implicado
em uma variedade de condi¢des neuroldgicas agudas e cronicas, incluindo a epilepsia
(BONFOCO et al., 1995; HAMED et al., 2004).

No presente estudo, os resultados revelaram que nos dois experimentos
comportamentais, tanto com o pré-tratamento agudo como no de 7 dias houve aumento
dos niveis de nitrito, em alguns grupos, de todas as areas que foram induzidos a
convulsao por pilocarpina. No pré-tratamento agudo com sildenafil observou-se que no

hipocampo houve um aumento significativo dos niveis de nitrito nos grupos tratados
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com pilocarpina, quando comparados com o grupo sadio (salina). No corpo estriado
houve aumento significativo no grupo SIL 10mg/kg + P400, em relagdo ao grupo
veiculo (P400+salina).

No pré tratamento por 7 dias com sildenafil, houve aumento significativo dos
niveis de nitrito no hipocampo: nos grupos tratados com pilocarpina e SIL 10mg/kg e
20mg/kg quando comparados com o0s grupos controle (pilocarpina 400mg/kg) e sadio
(salina) e no corpo estriado houve aumento significativo na dose de 20mg/kg. Esses
resultados podem demonstrar que o sildenafil nas concentragdes de 10mg/kg e 20mg/kg
foi capaz de aumentar os niveis de nitrito no hipocampo e corpo estriado de

camundongos submetidos a convulsdo por pilocarpina.

A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de
defesa antioxidante da célula, independente do tecido € encontrada nas mesmas
concentracdes em diferentes areas cerebrais e demais 6rgdos, protegendo-a contra a
lesdo resultante da exposicdo a agentes, como os ions ferro (HUBER et al, 2008;
GALLEANO & PUNTARULO, 1995), o oxigénio, as radiacGes ionizantes, a luz
ultravioleta (DENEKE & FANBURG, 1989) e de compostos quimicos como, por
exemplo, a pilocarpina e o &cido cainico (FREITAS et al., 2006a). Da mesma forma,
diminui a susceptibilidade as lesdes, atuando como transportadora e reservatorio da
cisteina e ainda, participa da desintoxicacdo de diversos agentes quimicos e da
eliminacdo de produtos de lipoperoxidacdo. Pode ainda, ser requerida para a sintese de
DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas fisiologicamente (HUBER et al, 2008;
DENEKE & FANBURG, 1989).

Nossos resultados mostraram uma reducao significativa nos niveis de GSH em
todas as areas nos grupos de animais que foram submetidos a convulséo por pilocarpina
em relacdo ao grupo veiculo (salina a 0,09%). Ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos pré-tratados com sildenafil + pilocarpina 400mg/kg e o grupo tratado com
P400 + salina 0,09%. Demonstrando que o sildenafil, neste experimento, ndo

influenciou os niveis de GSH.

Em relagdo ao estudo in vitro, verificamos o efeito da pilocarpina sobre a

viabilidade da linhagem celular de astrécitos e observamos que ela foi citotdxica a essas
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células apresentando uma IC 50 (indice de citotoxicidade para 50% da populagdo
celular em estudo) correspondente a 31,83 mM.

De posse do conhecimento gerado sobre a citotoxicidade da pilocarpina, e
conhecendo sua IC 50, entdo decidimos analisar se o pré-tratamento com sildenafil
(2000, 500, 250, 125, 75 e 37 ug/mL) era capaz de exercer alguma influencia sobre uma
cultura de astrocitos exposta a concentracdo de pilocarpina capaz de reduzir a
viabilidade dessas células a metade. Como resultado, observamos que apenas a
concentracdo maior foi capaz de exercer influéncia. Concluindo que o sildenafil em

concentragdes muito altas pode ter efeito citotoxico sobre os astrécitos in vitro.

Diante do exposto, sugerimos que provavelmente o0s astrocitos podem estar
envolvidos na neurotoxicidade demonstrada in vivo. Porém, sendo necessario novos
estudos para elucidar melhor o envolvimento dos astrocitos na atividade pro-

convulsivante do sildenafil.

Os astrécitos sdo células consideradas elementos integrantes no circuito da
plasticidade sinaptica e desempenham funcgdes fisiologicas importantes no SNC
(CRUNELI et al, 2015; HALASSA et al., 2007), principalmente no que diz respeito a
seu suporte aos neurdnios de variadas maneiras: orientacdo durante a embriogénese,
homeostase i6nica, fornecimento de precursores para a sintese de neurotransmissores,
dentre muitas outras (CRUNELI et al, 2015). Essas atribuicbes desempenhadas por
essas células sdo essenciais para a sobrevida neuronal e, consequentemente, a vida do
organismo. Sendo assim, esse dado referente a de atividade do sildenafil sobre
astrocitos, pode ser bastante importante, uma vez que um composto que possa
influenciar negativamente na viabilidade dessas células poderia vir a comprometer

indiretamente o funcionamento normal da rede neuronal.

Portanto, novos estudos sdo necessarios para investigar melhor a atividade do
sildenafil sobre os astrocitos, como também, diante dos demais resultados sugerimos
gue novos estudos a respeito da acdo pro-convulsivante do sildenafil também sejam

realizados, afim de elucidar melhor seus mecanismos envolvidos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A andlise dos resultados apresentados neste trabalho permitiu as seguintes

consideracgoes:

v

v

O sildenafil possui uma atividade pro-convulsivante relacionado a mecanismos
colinérgicos tanto no pré-tratamento agudo quanto no pré-tratamento por 7 dias.

O pré-tratamento agudo com Sildenafil foi capaz de reduzir de forma
significativa o nivel de atividade da enzima AchE no hipocampo e no corpo
estriado.

O pré-tratamento por 7 dias com Sildenafil foi capaz de reduzir de forma
significativa o nivel de atividade da enzima AchE em todas as areas estudadas.

Sildenafil tanto no pré-tratamento agudo como no pré-tratamento por 7 dias
favoreceu o aumento significativo da lipoperoxidacdo lipidica em todas as areas

estudadas.

Sildenafil, no pré-tratamento agudo, foi capaz de aumentar significativamente os

niveis de nitrito no cortéx preé-frontal e corpo estriado.

Sildenafil aumentou de forma significativa os niveis de nitrito no pré-tratamento

por 7 dias em todas as areas estudadas.

Em relacdo a dosagem de glutationa redutase (GSH), sildenafil ndo foi capaz de

causar alteracdo dessa enzima nas areas estudadas.

O tratamento associado entre o sildenafil e a dose corresponde a IC 50 de
pilocarpina foi capaz de causar reducdo da viabilidade celular de uma cultura de

astrdcitos corticais apenas em uma concentra¢do muito alta.



94

8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o sildenafil possui
uma atividade pré-convulsivante relacionada a mecanismos colinérgicos. Como
também, acdo oxidante nas doses mais altas estudadas. Sugere-se que o sildenafil
possua um efeito modulador sobre o funcionamento do sistema colinérgico muscarinico,
em nivel central, como mecanismo alternativo para potencializacdo das convulsGes no
modelo de P400, propondo um possivel mecanismo colinérgico envolvido, visto que o
farmaco reduziu a atividade da acetilcolinesterase. Para tanto, devem ser realizados
experimentos adicionais para o melhor esclarecimento dos mecanismos de agéo

envolvidos na atividade pro-convulsivante do sildenafil.
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