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RESUMO

INTRODUCAO: As convulsdes geralmente sdo eventos assustadores para quem 0s presencia
e representa uma causa importante de visita & emergéncia pediatrica. O fenobarbital consiste
em um medicamento barbitUrico que apresenta acdo no sistema nervoso central, usado para
prevenir o aparecimento de convulsfes em individuos com epilepsia ou crises convulsivas de
outras origens. Diversos trabalhos demonstram alta eficiéncia dos HDLs em sistemas de
liberacdo controlada de farmacos fazendo com que eles sejam um dos materiais inorganicos
apontado como promissor para ser utilizado como suporte para 0 armazenamento e a liberagéo
sustentada da substancia intercalada. OBJETIVOS: Este trabalho tem como objetivo avaliar a
eficacia do fenobarbital de liberacdo lenta no controle das convulsdes deflagradas pelo
pentilenotetrazol, verificando o tempo de permanéncia no efeito anticonvulsivante através do
comportamento e de registros eletroencefalograficos. METODOLOGIA: Foi realizado um
estudo quantitativo experimental no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos
Naturais do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Pard. Foram
utilizados 162 ratos wistar machos adultos, pesando entre 200 a 250g, divididos em 2 grupos,
sendo um para analise comportamental (n=90) e bioquimica e outro para aquisicéo de registro
eletrocorticografico (n=72). As enzimas hepaticas foram dosadas por meio da obtencdo de
amostra de sangue dos animais estudados, sendo analisadas no Laboratério de Anélises
Clinicas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para, por meio de um
aparelho de analise bioquimica da funcéo hepatica da marca Wiener lab GROUP, modelo CM
200. O procedimento para implante dos eletrodos e os registros eletrocorticograficos foram
realizados conforme descrito por Hamoy (2011, p. 55-56). Os valores dos resultados foram
descritos como média e desvio padrdo. As comparacdes de poténcia serdo feitas usando o
ANOVA e teste de Turkey, atraves do software GraphPadPrism ® 5. RESULTADQOS: Com a
retirada do fenobarbital por um periodo de 36 horas os animais apresentaram evolucdo do
quadro convulsivo até o estagio V apo6s a inducdo com o pentilenotetrazol, porem os animais
que receberam o fenobarbital intercalado apresentaram laténcias maiores para a deflagracdo
do quadro convulsivo, o que indicou a permanéncia do efeito anticonvulsivante da droga. A
utilizacdo de fenobarbital ndo intercalado e intercalado ndo aumentaram a enzima ALT, em
relagdo ao grupo controle, havendo manutencdo da enzima proximo aos padrdes de
normalidade, diferentemente do que foi observado ao se analisar a enzima AST, em que a
utilizacdo do fenobarbital ndo intercalado induziu um aumento relevante de AST em

comparacdo ao grupo controle, o que pode sugerir um certo comprometimento hepatico.



CONCLUSAO: Ambas as drogas, fenobarbital intercalado e fenobarbital ndo intercalado,
exercem seguranca contra as crises convulsivas induzidas pelo PTZ no periodo de 12, 24 e 36
horas. Porém apds 36 horas de uso do PBTI, foi constatado efeito protetor superior do mesmo
pelo fato deste composto apresentar um maior tempo de permanéncia no organismo.
PALAVRAS-CHAVES: Convulsdes, Fenobarbital intercalado, Fenobarbital n&o intercalado.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Convulsions are usually events for those who are present and are an
important cause of pediatric emergency visits. Phenobarbital consists of a barbiturate drug
that acts on the central nervous system, used to prevent the onset of seizures in individuals
with epilepsy or seizures of other origins. Several works demonstrate high efficiency of HDLs
in controlled drug release systems making them one of the inorganic materials pointed out as
promising to be used as a support for the storage and sustained release of the intercalated
substance. OBJECTIVES: This study aims to evaluate the efficacy of slow release
phenobarbital in the control of convulsions triggered by pentilenotetrazol, verifying the time
of permanence in the anticonvulsant effect through behavior and electroencephalographic
records. METHODS: A quantitative experimental study was carried out at the Laboratory of
Pharmacology and Toxicology of Natural Products of the Biological Sciences Institute of the
Federal University of Para. A total of 162 adult male Wistar rats weighing between 200 and
2509 were divided into two groups, one for behavioral analysis (n = 90) and biochemistry and
another for the acquisition of electrocorticographic record (n = 72). Hepatic enzymes were
measured by obtaining a blood sample from the animals studied and analyzed in the
Laboratory of Clinical Analysis of the Biological Sciences Institute of the Federal University
of Par4 by means of a biochemical analysis of liver function of the Wiener lab GROUP,
model CM 200. The procedure for electrode implant and electrocorticographic recordings
were performed as described by Hamoy (2018, p. 55-56). The values of the results were
described as mean and standard deviation. Power comparisons will be made using ANOVA
and Turkey test using GraphPadPrism ® 5 software. RESULTS: With the withdrawal of
phenobarbital for a period of 36 hours, the animals evolved from the convulsive stage to stage
V after induction with pentylenotetrazole, but the animals that received intercalated
phenobarbital presented higher latencies for the triggering of the convulsive condition, which
indicated the permanence of the anticonvulsive effect of the drug. The use of non-intercalated
and intercalated phenobarbital did not increase the ALT enzyme in relation to the control
group, maintaining the enzyme close to the normality standards, unlike what was observed
when analyzing the AST enzyme, in which the use of non-intercalated phenobarbital induced
a significant increase in AST compared to the control group, which may suggest a certain
hepatic impairment. CONCLUSION: Both drugs, intercalated phenobarbital and non-

intercalated phenobarbital, exert safety against PTZ-induced seizures in 12, 24 and 36 hours.



However, after 36 hours of PBTI use, a higher protective effect was observed because this
compound had a longer residence time in the organism.

KEYWORDS: Convulsions, intercalated phenobarbital, non-intercalated phenobarbital.
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1 INTRODUCAO

As convulsdes geralmente sdo eventos assustadores para quem 0S presencia e
representa uma causa importante de visita a emergéncia pediatrica. Uma crise epiléptica
constitui um sinal de anormalidade na fungdo do cérebro, sendo caracterizada por descargas
elétricas anormais e excessivas de um grupo de neurbnios que provocam manifestacGes
clinicas subitas (BRITO et al, 2017; SASIDARAN et al, 2012), tais como alteracdo ou perda
da consciéncia, uma atividade motora anormal, distirbios de comportamento, disfuncao
autondmica e sintomas sensoriais/sensitivos (BRITO et al, 2017; BLUMSTEIN,
FRIEDMAN, 2007). As crises epilépticas com manifestacdes motoras correspondem as
convulsdes, ja as crises epiléticas ndo convulsivas sdo representadas pelas crises de auséncia,
assim como aquelas com sintomas exclusivamente sensitivos, visuais ou auditivos (BRITO et
al, 2017).

O fenobarbital consiste em um barbitdrico com propriedades anticonvulsivantes, em
funcdo de sua capacidade de elevar o limiar de convulsdo. Este € um medicamento que
apresenta acdo no sistema nervoso central, usado para prevenir o aparecimento de convulsdes
em individuos com epilepsia ou crises convulsivas de outras origens (TEUTO, 2016). Possui
um largo espectro de acdo, tendo efetividade similar a de outros farmacos anticonvulsivantes.
Seu uso € seguro e estd disponivel tanto em apresentacBes orais e como parenterais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O mecanismo de acdo mais importante dessa droga consiste no prolongamento da
abertura dos canais de cloro, dos receptores GABAA e consequente hiperpolarizacdo da
membrana pos-sinaptica. O fenobarbital pode também bloguear os canais de sédio e potéssio,
reduzir o influxo de célcio pré-sinaptico e, possivelmente, reduzir as correntes mediadas pelo
glutamato. O fenobarbital € ainda amplamente utilizado na pratica clinica, em razdo de
apresentar eficacia equivalente a de fenitoina no tratamento em monoterapia tanto de crises
focais como nas generalizadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2013; NOLAN et al, 2013). Esta
indicado no tratamento de tanto de crises focais como generalizadas de pacientes de qualquer
idade, incluindo recém-nascidos (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O desenvolvimento de materiais hibridos representa um campo de pesquisa que vem
demonstrando um crescimento consideravel nos ultimos anos, especialmente pelo fato de
harmonizar o conhecimento tradicional com as novas abordagens e as tecnologias modernas.
Essa amplificagdo visa atender & crescente demanda por novos materiais multifuncionais, com

variadas aplicacGes em Fisica, Quimica, Biologia, Agricultura e Medicina. Particularmente,
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tem merecido destaque a grande quantidade de trabalhos que abordam utilizacdo de
nanoparticulas como capsulas de armazenamento ou carregadores de espécies de interesse
bioldgico e terapéutico (CUNHA et al, 2010; XU et al, 2006; SANVICENS, MARCO, 2008;
SOKOLOVA, EPPLE, 2008).

Inimeros sistemas para liberacdo controlada de drogas tém sido arquitetados e
descritos, comparando suas vantagens e desvantagens, e podem ser classificados em quatro
principais grupos: carregadores virais, compostos catidnicos organicos, proteinas
recombinantes e nanoparticulas inorganicas. Como exemplos recentes tem-se: pontos
quanticos (quantum dots) ou nanocompoésitos magnético-fluorescentes; géis poliméricos;
nanotubos de carbono ou silica funcionalizados; cépsulas multilamelares de polieletrélitos;
nanoparticulas de ouro e hidréxidos duplos lamelares (HDLs) (CUNHA et al, 2010).

O termo “‘argilas amodnicas” ¢ usado para intitular os hidroxidos duplos lamelares,
naturais ou sintéticos, contendo espécies anidnicas no dominio interlamelar. Esta designacéo é
devida a um paralelo com o termo “argilas catidnicas”, utilizado para aqueles materiais que
sdo constituidos de camadas de aluminossilicatos carregadas negativamente, com cations no
espaco interlamelar para compensar estas cargas. Nos ultimos anos o termo Hidroxido Duplo
Lamelar (HDL) tem sido mais utilizado e refere-se a caracteristicas estruturais, destacando a
presenca de dois cations metalicos na lamela destes compostos (SANTOS, 2016).

Diversos trabalhos demonstram alta eficiéncia dos HDLs em sistemas de liberagédo
controlada de farmacos (SANTOS, 2016). As propriedades dos HDLs (como o carater
antiacido) podem ser combinadas com as propriedades do composto intercalado, tendo como
resultado um hibrido no qual as estabilidades quimica, térmica e/ou fotoquimica, entre outras,
sdo sensivelmente aumentadas em relacdo a do farmaco livre. Além disso, o material
intercalado podera sofrer um processo de liberacdo prolongada, decorrente da dissolucdo da
matriz lamelar em funcdo do ataque acido ou de uma reacdo de troca anidnica (CUNHA et al,
2010; CHOY et al, 2008; DEL HOYO, 2008). Essas propriedades permitem que o HDL seja
um dos materiais inorganicos apontado como promissor para ser utilizado como suporte para
0 armazenamento e a liberagdo sustentada da substancia intercalada, que pode ser um tanto
um farmaco como os anti-inflamatérios nado-esteroidais, drogas anticancerigenas, um
regulador de crescimento vegetal, porfirinas para uso em terapia fotodinamica, aminoacidos,
herbicidas, como a molécula de DNA em procedimentos de terapia génica (CUNHA et al,
2010).

1.1 Objetivos gerais
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Avaliar a eficacia do fenobarbital de liberacdo lenta no controle das convulsées
deflagradas pelo pentilenotetrazol (PTZ), verificando o tempo de permanéncia no efeito

anticonvulsivante através do comportamento e de registros eletroencefalograficos.

1.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o quadro de convulsdo agudo provocado pela aplicacdo de
pentilenotetrazol, levando em conta padrGes de comportamento e do registro
eletroencefalografico, para criacdo de escores que facilitard a analise com o
fenobarbital de liberagéo lenta.

e Criar dispositivos para analise dos dados eletroencefalograficos que possibilite
associar o comportamento observado e as alteracdes eletroencefalograficas.

e Quantificar as alteracdes eletroencefalograficas observada apds a aplicagbes de
pentilenotetrazol e verificar a sua intensidade apds a aplicacdo do fenobarbital de
liberacdo lenta e comparar com o fenobarbital ndo intercalado (PBTNI) ja utilizado
para controle da convulsdo, verificando a permanéncia do seu efeito em 12, 24 e 36
horas apds a Ultima administragao.

e Verificar a fungdo hepatica dos animais apds a utilizagdo do fenobarbital intercalado
(PBTI).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Crise convulsiva

A crise epiléptica consiste em uma anormalidade na fungdo do cérebro, sendo definida
como a ocorréncia transitoria de sinais e/ou sintomas devido a uma atividade neuronal
sincrona ou excessiva no cérebro. Esses sinais ou sintomas incluem fenémenos anormais
stbitos e transitorios tais como alteragbes da consciéncia, ou eventos motores, sensitivo-
sensoriais, disfungdes autondmicas ou psiquicas involuntérias percebidos pelo paciente ou por
um observador (SILVA et al, 2018, THURMAN et al, 2011; BRITO et al, 2017,
SASIDARAN et al, 2012; BLUMSTEIN, FRIEDMAN, 2007; GUARAGNA et al, 2018;
PICON et al, 2010).

Convulsdes correspondem as crises epilépticas com manifestagdes motoras. As crises
de auséncia, bem como aquelas com sintomas exclusivamente sensitivos, visuais ou auditivos,
sdo denominadas crises ndo convulsivas (BRITO et al, 2017). As crises epilépticas, sejam elas
convulsivas ou ndo, sdo bem mais comuns do que se imagina. Cerca de 9% da populacdo
apresentard pelo menos uma crise ao longo da vida (DULAC, 1997; CARVALHO, SOUZA,
2002).

As crises ndo provocadas constituem aquelas em que ndo ha fatores desencadeantes
identificaveis, como, por exemplo, febre, traumatismo cranioencefalico (TCE) ou disturbio
metabolico (CARVALHO, SOUZA, 2002). As crises sdo denominadas sintomaticas remotas
quando a crian¢a tem antecedente de insulto neurol6gico prévio, tal como uma encefalopatia
ndo progressiva desde o nascimento, acidente vascular cerebral ou TCE, provocando uma
lesdo estatica. Os casos de crises ndo provocadas em que ndo ha antecedente etioldgico serdo
categorizadas como idiopéticas ou criptogénicas. O termo idiopatico ndo deve ser utilizado
para crises sem causa Obvia, como é feito frequentemente, e sim usado para classificar
sindromes epilépticas parciais ou generalizadas, com caracteristicas clinicas e eletrograficas
especificas. As crises ndo configuradas como idiopaticas ou sintomaticas remotas sdo
denominadas criptogénicas (CARVALHO, SOUZA, 2002; COMMISSION ON
EPIDEMIOLOGY AND PROGNOSIS, 1993). Nas formas idiopaticas, ndo ha presenca de
fatores causais, nas sintomaticas existe algum fator etioldgico conhecido, sendo postulado,
por alguns autores, que as variagdes entre essas duas poderiam ocorrer, sugerindo assim a

existéncia de um continuum bioldgico entre as diversas entidades em detrimento da ideia de
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sindromes epilépticas distintas. (CARVALHO, SOUZA, 2002; BERKOVIC, 1994;
BERKOVIC, 1987).

As crises convulsivas correspondem a manifestacdo neuroldgica mais frequente nos
departamentos de emergéncia (GUARAGNA et al, 2018; PORTELA, 2011; CASELLA et al,
1999), representando cerca de 1-5% dos atendimentos, excluindo-se o trauma (CASELLA et
al, 1999). Dentre elas, as que necessitardo de intervencdo imediata e investigacdo séo as crises
recorrentes ou as prolongadas (com duracdo maior que 5 minutos), pois quanto mais tempo de
crise, maior a sua morbimortalidade, jA que neurotoxicidade e danos cerebrais podem ser
provocados por convulsdes prolongadas (GUARAGNA, 2018; PORTELA, PIVA, 2011).

2.1.1 Etiologia

E importante esclarecer se a crise é manifestacio de um quadro agudo ou de uma
doenca crénica. Com a anamnese objetiva-se obter uma descri¢cdo detalhada do episddio
paroxistico, dos periodos pré e pos-ictal, buscando observar os fatores que possam ter
cooperado para o desencadeamento da crise (BRITO et al, 2017; SASIDARAN et al, 2012).

O tipo de crise, juntamente com achados no exame neurolégico, pode oferecer pistas
acerca de sua etiologia. As principais etiologias consistem em: febre, epilepsia primaria,
malformacdo cerebral, infeccdo de sistema nervoso central, tumor cerebral, traumatismo
cranioencefalico, hemorragia cerebral, hipoxia, intoxicacdes exdgenas, distarbios
metabolicos, como hipoglicemia, hipocalcemia, hipo ou hipernatremia, hipomagnesemia,
sindromes neurocutaneas, erros inatos do metabolismo e encefalopatias cronicas progressivas
(BRITO et al, 2017; CAPLAN et al, 2016).

2.1.2 Diagnosticos diferenciais

Apols a pesquisa dos principais fatores desencadeantes de crises epilépticas, é
importante diferenciar uma crise epiléptica de outros distdrbios paroxisticos da consciéncia
gue podem confundir o diagnéstico, como: sincope vasovagal ou cardiogénica; transtornos
psiquiatricos; distdrbios do sono (como narcolepsia ou movimento periddico dos membros
durante o sono); migranea; amnésia global transitoria. A avaliagdo em servigo de emergéncia
deve sempre ser reputado nos casos de suspeita de infeccdo do SNC, AVC ou AIT agudo,
distarbios hidroeletroliticos graves e sincope de provavel origem cardiogénica
(TELESSAUDERS/UFRGS, 2016).
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2.1.3 Crises convulsivas atendidas na emergéncia

Crise convulsiva febril: corresponde a uma crise associada a temperatura acima de
38°C em criancgas entre 6 meses e 5 anos sem infeccdo do sistema nervoso central
(SNC), podendo ser classificada em simples (generalizada, durando menos de 15
minutos, sem recorréncia em 24 horas) (GUARAGNA, 2018; SUBCOMMITTEE ON
FEBRILE SEIZURES, 2011; BRITO, 2017; CAPOVILLA et al, 2009; HAMPERS,
SPINA, 2011) ou complexa (focal, apresentando duracdo de pelo menos 15 minutos
e/ou recorréncia em 24 horas, além de déficit neurolégico focal) (GUARAGNA, 2018;
SUBCOMMITTEE ON FEBRILE SEIZURES, 2011; BRITO, 2017; GUPTA, 2016).
Ocorrem em trés ou quatro de cada 100 criancas, com pico entre 0s 12 e 0s 18 meses
de idade (BRITO et al, 2017; AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2015).
Grande parte das convulsdes febris simples sdo autolimitadas (KHAIR,
ELMAGRABI, 2015; FETVEIT, 2008), e ndo carecem de avaliacdo neuroldgica
adicional. Nem o eletroencefalograma (EEG) nem exames de imagem necessitam ser
realizados para a avaliacdo de rotina de uma crianca saudavel com uma convulsao
febril simples (BRITO et al, 2017; CAPOVILLA et al, 2009; OLUWABUSI, SOOB,
2012).

Estado epiléptico febril: apresenta-se como crise febril generalizada ou parcial
evoluindo para generalizada com duragéo superior a 30 minutos. Associa-se a historia
familiar de epilepsia e a anormalidades neuroldgicas (GUARAGNA, 2018; PIVA,
GARCIA, 2015).

Epilepsia: é definida pela presenca de crises convulsivas recorrentes (duas ou mais)
ndo relacionadas a um insulto agudo do sistema nervoso. Varias sindromes epilépticas
podem iniciar na infancia (BRITO et al, 2017; CAPLAN et al, 2016). As criangas com
distdrbios convulsivos conhecidos por vezes fazem frequentes visitas hospitalares e,
em geral, ndo obtem nenhum ganho com investigacdes de rotina repetidas (BRITO et
al, 2017; LAWTON, DEUBLE, 2016). E necesséario certificar-se de que estdo fazendo
uso regular do medicamento antiepiléptico prescrito e que o responsavel esta
administrando-o corretamente (BRITO et al, 2017; SASIDARAN et al, 2012).
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o Crise epiléptica apos traumatismo cranio-encefalico (TCE): aproximadamente 20 a
40% das criancas que sofrem TCE podem apresentar quadro de crise epiléptica pos-
traumatica. E necessario solicitar tomografia computadorizada (TC) de cranio
objetivando excluir lesdes neuroldgicas.

e Estado de mal epiléptico (EME): quadro bastante temido na emergéncia.
Caracterizado por crises convulsivas continuas por mais de 30 minutos ou duas ou
mais convulsdes de curta duracdo, sem recuperacdo da consciéncia entre elas, por mais
de 30 minutos (GUARAGNA et al, 2018; PIVA, GARCIA, 2015). Trata-se de uma
verdadeira emergéncia clinica que ameaca a vida e requer tratamento imediato para
interromper a crise em curso (BRITO et al, 2017; ABEND et al, 2014; FREILICH et
al, 2010).

2.1.4 Classificacéo clinica da crise convulsiva

O estado de mal epiléptico é considerado convulsivo, se existirem manifestacfes
motoras, ou ndo convulsivo, quando a manifestacdo predominante é a alteracdo do nivel de
consciéncia ou de aspectos qualitativos da consciéncia (GUARAGNA, 2018; PIVA,
GARCIA, 2015).

As crises epilépticas podem se manifestar de diferentes formas (BRITO et al, 2017;
FISCHER et al, 2017; CAPLAN et al, 2016):

a) crises focais - as crises parciais simples podem promover alteraces visuais,
percepcOes auditivas alteradas, movimentos clénicos ou ténicos de um lado do corpo e
também alteracGes na sensibilidade, como parestesias e dor. Algumas criancas podem
ter crises versivas, que se caracterizam pela rotacdo da cabeca e olhos para um lado. A
crianga permanece com a consciéncia preservada durante todo o episodio. J& na crise
parcial complexa existe alteracdo da consciéncia, podendo até se ter a impressao de
que a crianga esta alerta, porém sem conseguir se controlar, realizando movimentos de
forma automatica, que se manifestam como movimentos de mastigacdo, andar sem
rumo ou também falar de modo incompreensivel e até atitudes mais complexos
destituidos de contexto. Nao ha lembranca do que aconteceu ao fim da crise;

b) crises generalizadas - caracterizam-se por perda da consciéncia, sem que 0 paciente

recorde do episodio. Na crise toénico-clonica generalizada ocorrem contragGes

musculares mantidas (t6nicas) em todo o corpo, seguida alternagédo entre contracdes e

breves relaxamentos, ritmicos e repetitivos (clénicas). Os olhos viram e pode haver
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salivacdo excessiva, respiracdo ofegante e até chegar a urinar. Alguns pacientes podem
ter apenas crise tonica, sem o componente clonico e vice-versa. As crises atbnicas se
manifestam por quedas, em que o corpo se encontra relaxado. Nas crises mioclonicas
ocorrem contragdes musculares semelhantes a choques nos membros. A crise de
‘auséncia’ se manifesta tipicamente pela perda de contato com o meio. A crianca fica
com o olhar fixado associado a piscamentos e automatismos orais ou manuais,
durando segundos, podendo ser dificil de ser percebida e diagnosticada. Determinados
pacientes inicialmente apresentam uma crise focal com generalizacdo secundaria;
c) crises desconhecidas — corresponde as crises em que € impossivel identificar o tipo,
em funcéo da falta de informacdes adequadas dos familiares.
A classificacdo clinica das crises convulsivas, resumida no quadro 1, é importante
tanto para definir a conduta terapéutica, bem como para auxiliar na investigacao etioldgica
(GUARAGNA, 2018; PICON, 2010).

QUADRO 1. Classificacdo clinica da crise convulsiva.

TIPO DE - .
~ MANIFESTACAO CLINICA
CONVULSAO
Tonica Contracdo muscular mantida com duracdo de segundos a minutos.
Clonica Breves abalos musculares (contracédo e relaxamento) repetitivos.
Mioclénica Contrac6es musculares de curta duracdo, semelhantes a choques.

Fase inicial tdnica com contracdo de todas as musculaturas do corpo,
. . com apneia e cianose, seguida pela fase clénica com abalos musculares
Tbnico-clénica ) ) .
generalizados. Ha perda de consciéncia e pode haver relaxamento

esfincteriano.

Fonte: GUARAGNA, 2018.

2.1.5 Investigacgéo diagndstica

A abordagem diagndstica deve ser orientada por meio de uma anamnese completa e
dos exames clinico e neuroldgico realizados na chegada. A investigacdo deve ocorrer de
forma simultanea ao manejo terapéutico, sendo intensificada apds a estabilizacédo clinica do
paciente (GUARAGNA et al, 2018; PIVA, GARCIA, 2015). A principio, poderdo ser feitos
laboratoriais como glicose, eletrélitos, gasometria, creatinina, nivel sérico de medicagdo

antiepiléptica, pungdo lombar, hemograma, plaquetas e exame qualitativo da urina. Depois de
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estabilizar o paciente, prossegue-se a abordagem com a realizacdo de provas hepaticas,
triagem toxicologica, eletroencefalograma (EEG) e exames de neuroimagem, como TC de
cranio ou ressonancia magnética de encéfalo (TELESSAUDERS/UFRGS, 2016;
GUARAGNA et al, 2018; PIVA, GARCIA, 2015).

E importante ressaltar que cada caso devera ser manejado em conformidade com o
quadro clinico apresentado. E de suma importancia relembrar que a puncgdo lombar somente
pode ser realizada com o paciente estabilizado e com sinais vitais estaveis, sendo
contraindicada se houver suspeita de hipertensdo intracraniana ou herniacao cerebral, sendo
necessario nesses casos a realizacdo prévia de TC de cranio (GUARAGNA et al, 2018; PIVA,
GARCIA, 2015).

2.1.6 Manejo das crises na emergéncia

As crises convulsivas febris sdo as mais comuns, atingindo 2 a 5% das criangas na
faixa etaria de 6 meses a 5 anos. Na grande parte dos casos ocorre um Unico episodio de
apresentacdo benigna. Se a crise convulsiva febril for recorrente ou prolongada, com duragéo
maior que 5 minutos, é obrigatdria nesses casos a realizacdo de investigacdo adicional para
buscar a sua etiologia, dando inicio ao tratamento de forma semelhante as crises afebris
(GUARAGNA et al, 2018; SUBCOMMITTEE ON FEBRILE SEIZURES, 2011).

A realizacdo de puncdo lombar é obrigatoria sempre que houver sinais ou sintomas de
meningite ou infec¢do do SNC. Sua realizacdo é opcional em criangas entre 6 e 12 meses com
imunizacdo deficiente para Haemophilus influenzae B ou Streptococcus pneumoniae ou
calendario vacinal desconhecido; se a crianca foi previamente tratada com antibiético, pois
este pode mascarar 0s sinais e sintomas meningeos (a decisdo depende do antibidtico, da
duracdo do tratamento e da clinica do paciente). Sempre que for realizada puncdo lombar,
deve-se lembrar também de solicitar hemocultura e glicemia (GUARAGNA et al, 2018;
SUBCOMMITTEE ON FEBRILE SEIZURES, 2011). A estabilizacdo do paciente com crise
convulsiva na emergéncia consiste em uma prioridade (GUARAGNA et al, 2018).

A maioria das convulsdes sdo breves, autolimitadas e cessam mesmo antes da chegada
da criangca a emergéncia, ndo necessitando de qualquer tratamento com anticonvulsivantes.
Naqueles cuja convulsdo ja se resolveu, a conduta inicial € observar a seguranca do paciente
no periodo pés-crise (BRITO et al, 2017; LAWTON, DEUBLE, 2016).

A abordagem inicial para o paciente que chega convulsionando na emergéncia

necessita ser rapida e inclui estender cuidadosamente a mandibula a fim de manter as vias
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aéreas pérvias, monitorizacdo dos sinais vitais e saturagdo de O, exame cardiorrespiratorio,
oxigenoterapia (e intubacdo, se necessario), medir a glicemia, calcio, magnésio, hemograma
completo, testes de funcdo hepatica e gasometria arterial, estabelecer acesso venoso e avaliar
a histdria do episodio e exame fisico (BRITO et al, 2017; SASIDARAN et al, 2012; ABEND
et al, 2014; BROPHY et al, 2012; ABEND, LODDENKEMPER, 2014; GUARAGNA et al,
2018; PORTELA, PIVA, 2011). A historia clinica é o primeiro passo para distinguir eventos
epiléticos de ndo epilépticos, assim como para o reconhecimento do tipo de crise para a
realizacdo de uma conduta apropriado. E de extrema necessidade o tratamento das causas
reversiveis de convulsdes como hiponatremia, hipoglicemia, hipocalcemia, hipomagnesemia e
hipertensdo, bem como o controle da hipertermia quando presentes (BRITO et al, 2017).

A conduta terapéutica medicamentosa inicial tem o objetivo de interromper a
convulsdo o mais rapido possivel, reduzindo a chance do estado de mal epiléptico. A primeira
classe de drogas a ser utilizada é a dos benzodiazepinicos (GUARAGNA et al, 2018;
PORTELA, PIVA, 2011; BRITO et al, 2017; AGARWAL, FOX, 2013; LAWTON,
DEUBLE, 2016; ABEND et al, 2010) (diazepam ou midazolam), podendo ser repetida se
necessério a cada cinco minutos, até no maximo de trés doses. E importante verificar se o
material para reanimacao esta disponivel. Se ndo tiver acesso venoso disponivel, o diazepam
pode ser administrado por via retal (ABEND et al, 2014; ABEND et al, 2008; BRITO et al,
2017). Necessita-se ter o cuidado de interrogar se foram administrados benzodiazepinios antes
da chegada a emergéncia, visto que o excesso deste medicamento pode produzir insuficiéncia
respiratoria (BRITO et al, 2017).

Esses medicamentos agem por meio da inibi¢cdo neural mediada pelo acido gama-
aminobutirico (GABA) e tém acdo rapida e meia vida curta, sendo necessario, apds a
estabilizacdo inicial da crise, associar um segundo medicamento com meia vida mais longa
(GUARAGNA et al, 2018; PORTELA, PIVA, 2011). No caso de o0 paciente permanecer com
crise, outros medicamentos devem ser introduzidos (GUARAGNA et al, 2018; BRITO et al,
2017) como a fenitoina (devendo ser administrada lentamente para evitar arritmias cardiacas)
ou o fenobarbital. E importante realizar monitoramento cardiovascular e respiratorio. Nas
criancas abaixo de 2 anos pode-se considerar a administracdo de piridoxina (BRITO et al,
2017; AGARWAL, FOX, 2013).

A persisténcia da crise durante mais de 30 minutos caracteriza o estado de mal
epiléptico e o paciente devera ser transferido para uma unidade de terapia intensiva com
monitorizagio eletroencefalografica continua. E indicada a infusdo continua de midazolam ou
o propofol (ABEND et al, 2010; BRITO et al, 2017). Se houver persisténcia das crises, deve-
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se considerar o coma barbiturico com o tiopental ou a anestesia geral. Os pacientes tratados
com infusdes continuas ou anestésicos inalatorios necessitam de monitoramento intensivo e a
ventilacdo mecanica invasiva é imprescindivel tanto para a proteger as vias aéreas como para
manter oxigenacdo e ventilacdo adequadas (ABEND et al, 2014; BRITO et al, 2017).

E urgente a realizacdo de exame de neuroimagem diante da persisténcia de um estado
mental alterado, anormalidade neuroldgica focal ou suspeita de sangramento intracraniano. A
tomografia computadorizada é mais indicada em situacbes de um processo intracraniano
agudo, sangramento ou trauma. A ressonancia magnética do encéfalo é o exame de escolha
para detectar anormalidades parenquimatosas (LAWTON, DEUBLE, 2016; BRITO et al,
2017). A investigacdo por neuroimagem, porém, jamais deve ser realizada antes da
estabilizacdo do paciente (BRITO et al, 2017).

Por serem uma emergéncia médica com alto risco de mortalidade ou de sequelas
neuroldgicas, as crises convulsivas requerem manejo objetivo e com protocolo adequado.
(GUARAGNA et al, 2018).

2.2 Fenobarbital

O fenobarbital é uma droga antiepilética que € largamente utilizada em virtude do seu
baixo custo e a sua alta indicacdo. Nos paises em desenvolvimento, é uma droga indicada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como um principio ativo de primeira linha
(OLIVEIRA et al., 2018; ZANG et al., 2011). Este medicamento é uma droga
anticonvulsivante originada do barbiturato, que potencializa a via GABA (&cido gama-
aminobutirico) nas sinapses além de antagonizar a via glutamatérgica, agindo como depressor
no SNC (Sistema Nervoso Central) (OLIVEIRA et al., 2018; FAVANO et al., 2011).

O fenobarbital se sobressai, ndo sé por sua importancia na histéria da farmacoterapia
anticonvulsivante, mas também pelo fato de que, ainda hoje, continua sendo bastante usado
para a prevencdo de crises convulsivas, especialmente pelo seu baixo custo (MEDEIROS,
2014).

O fenobarbital foi um dos barbitdricos hipndticos desenvolvidos pela Bayer nos
primeiros anos do século XX (GUERREIRO, 2006). Essa droga tem amplo uso como droga
antiepiléptica na populacio neonatal e pediatrica. E o tratamento medicamentoso mais eficaz
em termos de custos para a epilepsia em adultos em paises com poucos recursos (SKIBISKI,
2019; ABDIJADID, 2019; HADDAD, 2012; ARABI, 2012).
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O fenobarbital (&cido 5-fenil-5-etilbarbiturico) foi o primeiro farmaco
anticonvulsivante efetivo, que foi adotado para uso clinico em 1904. Este medicamento é
usado para tratar convulses. Ele tem baixa toxicidade. A maioria dos barbituricos tem
propriedades anticonvulsivas, no entanto, apenas alguns desses agentes, como o fenobarbital,
exerce acdo anticonvulsivas em doses abaixo das necessarias para hipnose. O mecanismo pelo
qual o fenobarbital inibe convulsdes € a inibi¢do sinaptica através de uma agdo em Receptor
GABA A (PACIFI, 2016). Foi observado éxito no controle das convulsées administrando
somente o fenobarbital para tratar a epilepsia (JUAN, 2013).

O fenobarbital esta entre os mais antigos anticonvulsivos ainda em uso. E eficaz para o
tratamento de convulsGes generalizadas e focais. No entanto, sua utilidade clinica é limitada
por seus efeitos sedativos. Essa droga liga-se ao receptor GABA (A), melhorando o efeito do
GABA ao prolongar a duracdo das aberturas dos canais de cloreto
mediados pelo GABA. Esse processo permite um fluxo crescente de ions de cloreto através da
membrana, causando hiperpolarizagdo neuronal (SCHACHTER, 2018).

O fenobarbital é largamente metabolizado por citocromos hepaticos CYP2C9,
CYP2C19 e CYP2EL. Os metabolitos conjugados séo eliminados pelo rim (PACIFICI, 2016).
Um quarto da dose administrada de fenobarbital é excretada inalterada na urina de neonatos e
adultos. Em bebés prematuros, a meia-vida é maior do que em bebés a termo e o volume de
distribuicéo é o dobro em bebés do que em adultos. A meia-vida reduz com idade e metades
apo6s uma a duas semanas de medicacdo porque o fenobarbital induz enzimas hepéticas
(PACIFICI, 2016; JOHN WILEY & SONS, 2011; YOUNG; MANGUM, 2010).

A disseminacgdo do fenobarbital no organismo € influenciada pela lipossolubilidade e
ligacdo com proteinas do plasma, possuindo posologia normalmente por via oral, com
concentracdes que variam conforme a idade. A sua metabolizac¢do acontece no figado, e cerca
de até ¥ do farmaco é excretado de maneira inalterada pelo rim (OLIVEIRA et al., 2018;
OGA et al., 2008).

As porgdes de fenobarbital utilizadas diferenciam entre criangas e adultos. Em adultos
é indicada a dose de 2 a 3 mg/kg por dia, em dose Unica ou fracionada, e a posologia
pediatrica é de 3 a 4 mg/kg também em Unica dose ou fracionada (OLIVEIRA et al., 2018;
SANOFI-AVENTIS FARMACEUTICA LTDA). As concentracdes séricas de fenobarbital
devem ser verificadas trés a quatro semanas apés a dose inicial, com uma meta de nivel
terapéutico de 10 a 40 mcg / mL (43 a 172 micromoles / L). Varios farmacos podem
influenciar a concentragdo sérica de fenobarbital. Ele pode reduzir a eficicia da maioria das
formas de contraceptivos hormonal (SCHACHTER, 2018).
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O fenobarbital se sobressai, ndo s6 por sua importancia na historia da farmacoterapia
anticonvulsivante, mas também pelo fato de que, ainda hoje, continua sendo bastante usado
para a prevencdo de crises convulsivas, especialmente pelo seu baixo custo. No entanto,
muitos especialistas e autores criticam tal uso pelas suas restricdes terapéuticas para alguns
tipos de crises e pelo elevado risco de efeitos adversos graves, como sedacdo, anemia
megalobléstica, osteomalécia e hipersensibilidade leve, além do risco de tolerancia metabdlica
e farmacodependéncia. Em doses elevadas, sdo comuns os relatos de depressdo
cardiorrespiratdria e até mesmo coma (MEDEIROS, 2014).

2.2.1 Propriedades anticonvulsivantes do fenobarbital

Grande parte dos barbituricos possuem propriedades anticonvulsivantes. Entretanto,
somente alguns desses farmacos (como exemplo, o fenobarbital) apresentam atividade
anticonvulsivante méxima nas doses inferiores as necessarias para provocar efeitos
hipnéticos, e esse fato determina sua utilizacdo clinica como antiepiléptico. Esse farmaco
promove a inibicdo da extensao tdnica das patas traseiras no modelo de eletrochoque maximo,
das convulsdes clbnicas causadas por pentilenotetrazol (PTZ) e também das convulsdes
originadas por ignicdo (GOODMAN; GILMAN, 2012).

2.2.2 Classe farmacoldgica do fenobarbital

O fenobarbital é um barbitarico lipofilico e teria meia-vida extremamente longa se ndo
fosse por sua conversdo metabdlica para compostos mais solivel em agua (KATZUNG,;
TREVOR, 2017). Os barbituricos sdao um grupo de medicamentos sedativo-hipnoticos usados
para o tratamento de disturbios convulsivos, abstinéncia neonatal, insénia, ansiedade pré-
operatoria, inducdo de coma para aumento da pressdo intracraniana. Eles também sdo Uteis
para induzir a anestesia (SKIBISKI, 2019; ABDIJADID, 2019).

2.2.3. Quimica dos barbitdricos

O é&cido barbiturico é a 2,4,6-trioxoexaidropirimidina. Apesar desse composto carecer
de atividade depressora central, a presenca de grupos alquila e arila na posi¢édo cinco propicia
atividade sedativo-hipnética e, algumas vezes, outras atividades. A férmula estrutural do
fenobarbital consiste no acido 5-fenil-5-etilbarbitdrico, e esta ilustrada abaixo (GOODMAN;
GILMAN, 2012).
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FIGURA 1 - Férmula quimica do Fenobarbital.
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Fonte: Goodman; Gilman (2012)
2.2.4. Mecanismo de acédo

Os barbituratos estdo ligados a elevacdo pds-sindptica do GABA, atuando com as
subunidades alfa e beta do receptor GABA (SKIBISKI, 2019; ABDIJADID, 2019; CHAU,
2010). Os barbituratos elevam o fluxo iénico de cloreto que resulta na inibicdo pos-sinaptica
induzida por GABA. O Fenobarbital afeta os receptores GABA com uma resposta dose-
dependente. Em concentracBes micromolares mais altas, associadas aos niveis anestésicos,
essas drogas estimulam diretamente os canais de cloro (SKIBISKI, 2019; ABDIJADID, 2019;
LOSCHER; ROGAWSKI, 2012). Tanto os barbitiricos como os benzodiazepinicos
interagem com os receptores GABA, mas 0s barbitdricos sdo Unicos porque potencializam os
receptores GABA e aumentam o influxo de ions cloreto (SKIBISKI, 2019; ABDIJADID,
2019; DEVENYI; WILSON, 1971).

A classificacdo de barbitiricos é de acordo com a duracdo de sua acdo, as
apresentacdes IV de tiopental e metoexital estdo na classe de agédo ultracurta. A agéo curta e
intermediaria tem um efeito que dura de 2 a 6 horas. Esta classificacdo compreende farmacos
para que ajudam a dormir como o pentobarbital, secobarbital, amobarbital e butabarbital. Os
barbitaricos de acdo prolongada tém um efeito superior a 6 horas dentre elas temos o
fenobarbital (SKIBISKI, 2019; ABDIJADID, 2019; COZANITIS, 2004).

O fenobarbital age aumentando a quantidade de tempo em que os canais de cloro estéo
abertos, o que por sua vez deprime o sistema nervoso central. 1sso € feito por meio da atuacéo
nas subunidades do receptor GABA-A. Quando o fenobarbital se liga a esses receptores, as
portas de ions cloreto se abrem e permanecem abertas, permitindo um fluxo continuo desses
ions nas células neuronais. Essa acdo hiperpolariza a membrana da célula, elevando assim o
limiar do potencial de acdo. Este é o raciocinio que explica a eficicia desta droga no

tratamento de convulsdes. Considerando-se 0 metabolismo e depuragdo do farmaco, o
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fenobarbital € um agente solivel em &4gua metabolizado pelo figado e expelido principalmente
através dos rins. (LEWIS; ADAMS, 2018; FALCO-WALTER; BLECK, 2016).

E solene ressaltar que as taxas de liberagdo variam de acordo com os pacientes e suas
apresentacdes especificas. Por exemplo, o uso de fenobarbital em pacientes com cancer
terminal pode necessitar de ajustes de dose devido a diminui¢do da depuragdo deste farmaco
(LEWIS; ADAMS, 2018; NAKAYAMA et al.,2017).

O citocromo p450 é induzido pelo fenobarbital e, portanto, uma avaliagdo cuidadosa
deve ser feita quando administrado concomitante com outros medicamentos. Por exemplo,
uma mulher epiléptica que toma pilulas anticoncepcionais orais e fenobarbital deve estar
plenamente informada da possivel interagdo entre os medicamentos. O fenobarbital, um
medicamento antiepiléptico, € conhecido por ativar a enzima do citocromo p450 do figado.
Induzir esta enzima acelera o metabolismo dos estrogénios e progestinas. Assim, uma mulher
que usa medicacdo antiepilética e pilulas contraceptivas orais pode ter uma gravidez
inesperada devido a reducdo da eficicia de suas pilulas contraceptivas orais. (LEWIS;
ADAMS, 2018; SABERS, 2008).

2.2.5 Administragéo

O fenobarbital é administrado por vérias vias. Estas incluem (LEWIS; ADAMS, 2018;

NAKAYAMA et al.,2017):
e Intramuscular (IM)
e Oral
e Intravenoso (V)

Na emergéncia o fenobarbital é administrado por via intravenosa. Outras formas de
administracdo devem ser tentadas primeiro e verificadas quanto a induracdo. Estudos
mostraram que uma induracdo em um local de infusdo resulta em uma diminuicdo da
biodisponibilidade do fenobarbital (LEWIS; ADAMS, 2018; NAKAYAMA et al.,2017).
Outro estudo demonstrou que a administracdo retal de fenobarbital é eficaz, com uma
biodisponibilidade relativa atingindo 90% (LEWIS; ADAMS, 2018; SAYER, 1975).

2.2.6 Efeitos adversos

As complicagdes relacionadas ao uso de fenobarbital sdo coma, diminui¢do do esforco
para respirar e reducdo da pressdao arterial (LEWIS; ADAMS, 2018; FALCO-WALTER,
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BLECK, 2016). Os efeitos adversos mais comuns incluem (LEWIS; ADAMS, 2018;
ROBERTS; SYDENHAM 2012):

e Incoordenacéo

e Equilibrio prejudicado

e Sonoléncia

Esses efeitos adversos, decorrentes do uso de fenobarbital, tm um impacto maior nos
pacientes geriatricos e, portanto, o uso de novos antiepilépticos (lamotrigina, levetiracetam) é
o preferido para o tratamento de convulsbes nessa populacdo (LEWIS; ADAMS, 2018;
ROBERTS; SYDENHAM 2012).

O fenobarbital foi relacionado a sindrome de Steven-Johnson, mas esta € uma
complicacdo rara. Os seguintes fatores foram ligados ao uso prolongado de fenobarbital:
irritabilidade, perda de apetite, dor nos 0ssos, articulagcbes ou musculos, depressao e danos no
figado, embora o dano hepatico seja uma complicacdo rara na populacdo (LEWIS; ADAMS,
2018; HADDAD; ARABI, 2012).

Pode ser constatado um aumento isolado do gama-glutamil transpeptidase associado
com a natureza do fenobarbital em estimular as enzimas hepaticas. Em geral, este aumento
ndo apresenta relevancia clinica. Um aumento isolado e moderado nos valores das
transaminases e/ou fosfatases alcalinas € observado muito casualmente. Foram constatados

casos extremamente raros de hepatite (TEUTO, 2016).

2.2.7 Indicacg0es terapéuticas do fenobarbital

O fenobarbital consiste em um barbitdrico com propriedades anticonvulsivantes,
devido & sua capacidade de elevar o limiar de convulsdo. Este € um medicamento com acéo
no sistema nervoso central, utilizado para prevenir o surgimento de convulsdes em individuos
com epilepsia ou crises convulsivas de outras origens (ANVISA, 1999).

Os barbitaricos, notadamente o fenobarbital, oferecem uma ampla gama de usos
clinicos que comumente incluem o manejo anti-convulsivo (LEWIS; ADAMS, 2018;
HADDAD; ARABI, 2012). E proposto como um agente para tratar o estado epiléptico
(LEWIS; ADAMS, 2018; ICHIKURA; OKUMURA; TAKEUCHI, 2016) Um estudo feito na
China, comparando o &cido valprdico ao fenobarbital para o tratamento do estado epiléptico,
demonstrou que o fenobarbital intravenoso apresenta melhores resultados clinicos na
populacdo estudada em comparacdo com o &cido valproico (LEWIS; ADAMS, 2018;
SUDDOCK; CAIN, 2018).
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O fenobarbital também pode ser usado para melhorar a insénia (LEWIS; ADAMS,
2018; SACHDEVA; CHOUDHARY; CHANDRA, 2015) e ansiedade, embora a dependéncia
seja um ponto preocupante quando o fenobarbital € usado para a insénia. Este medicamento
também pode ser usado para tratamento com benzodiazepinicos e abstinéncia de alcool
(LEWIS; ADAMS, 2018; HOCKER; CLARK; BRITTON, 2018) devido as suas propriedades
anti-epilépticas e efeito sedativo. A sindrome causada pela abstinéncia de alcool tem um
melhor resultado clinico quando tratada com benzodiazepinicos de acordo com estudos
importantes baseados em evidéncias (LEWIS; ADAMS, 2018; HOCKER; CLARK;
BRITTON, 2018; WILENSKY et al., 1982).

O fenobarbital mostra-se eficaz nas crises epilépticas ténico-clénicas parciais e
generalizadas. A eficécia, a baixa toxicidade e custo fazem do fenobarbital um importante
farmaco para tratamento desses tipos de epilepsia. Porém, em funcao de seus efeitos sedativos
e de sua tendéncia a prejudicar o comportamento das criangas, sua utilizagdo como primeira
opcéo terapéutica foi reduzida. O fenobarbital ndo apresenta eficacia para o controle das
crises de auséncia (GOODMAN; GILMAN, 2012).

2.2.8 Contraindicac6es

Um paciente com doenca pulmonar obstrutiva concomitante terd um risco maior de
complicacdes (LEWIS; ADAMS, 2018; HADDAD; ARABI, 2012). A depressdo do drive
respiratorio relacionada a toxicidade de barbituricos, associada a um sistema respiratorio ja
comprometido, pode contribuir para complicacBes. Observou-se também que a interacdo
medicamentosa da medicacdo combinada de teofilina oral e fenobarbital, afetou
negativamente os niveis sanguineos de teofilina em comparacdo com as pilulas de teofilina
orais simples. O fenobarbital demonstrou reduzir os niveis de esteroides e teofilina através do
sistema de metabolismo hepatico do citocromo p450 complicacdes (LEWIS; ADAMS, 2018;
SU et al., 2016).

E indiscutivel ndo ingerir alcool enquanto se usa barbituricos porque existe o perigo de
depressdo respiratéria grave quando ambos estdo no sistema. Quando tomado
simultaneamente, os efeitos individuais de ambos os farmacos no GABA-A se somam ao
outro (LEWIS; ADAMS, 2018; HADDAD; ARABI, 2012).

2.3 Hidréxidos duplo lamelares
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Nas Ultimas décadas, uma classe de argilas aniénicas denominadas hidroxidos duplos
lamelares (HDLs) tem despertado a atencdo tanto de indUstrias quanto de pesquisadores
(SOUSA, 2015).

Os Hidroxidos duplos lamelares (HDLs) sdo um grupo de minerais de argila,
conhecidos também como compostos do tipo hidrotalcita ou como argilas anibnicas, em
funcdo do fato que grande parte deles apresentam capacidade de adsorverem compostos
anioénicos na superficie de suas estruturas. Sua estrutura € similar ao mineral brucita
(Mg(OH)2) ou gibbsita (Al(OH)3) apresentando-se bidimensionalmente organizada e com
carga positiva, possibilitando facil aplicacdo na remocéo de numerosos poluentes aniénicos a
partir da solucdo aquosa (MILAGRES, 2015; THEISS et al, 2014; CUNHA et al, 2010;
BASU et al, 2014).

As argilas anidnicas sdo descritas pelos mineralogistas desde o século XIX, sendo a
hidrotalcita natural relatada por Hochstetter em 1842 e sintetizada quase 100 anos depois por
Feitknecht (MILAGRES, 2015; BRAVO-SUAREZ et al, 2004) em 1933, baseando-se na
precipitacdo controlada de solucdes aquosas contendo cations metalicos em uma solucédo
alcalina (SOUSA, 2015).

Atualmente, existem inimeros HDLs naturais ou sintéticos descritos na literatura, isto
se deve a variedade na composicdo estrutural com céations divalentes e trivalentes, em
conformidade com essa a composi¢édo e simetria, recebem diferentes nomes, se enquadrando
em grupos que sugerem uma nomenclatura que é Gtil para analogos sintéticos, como o grupo
das hidrotalcitas (contendo magnésio na estrutura) ou das hidrocalumitas (contendo célcio na
estrutura) (MILAGRES, 2015; SOUSA, 2015; MILLS et al, 2012; CREPALDI, VALIM,
1998).

Os HDLs tem seu uso difundido em inGmeras areas da ciéncia, como na &rea
ambiental, por exemplo (SANTOS, 2016; MILAGRES, 2015), agindo na remocdo de céations,
anions e oxianions potencialmente téxicos como Cd2+, Hg2+ e Pb2+ (MILAGRES, 2015;
LIANG et al, 2013), F-, Br-, ClO4- (MILAGRES, 2015; THEISS et al, 2014), AsO43- e
CrO42- (MILAGRES, 2015; TOLEDO et al, 2011). Os HDLs sao também utilizados na area
da ciéncia dos materiais, atuando especialmente como agentes de reforgo ou adsorventes,
como por exemplo, a adicdo de HDLs nos polimeros com a finalidade de melhorar as
propriedades mecénicas da borracha (BASU et al, 2014), adicdo de policarboxilato em um
HDL de Ca/Al utilizadano na tecnologia moderna de concreto (PLANK et al, 2006) além da
intercalacdo de dodecilsulfato na adsorcdo do corante azul de metileno (MIRANDA et al,

2014). Sua utilidade se reflete também na adsorcdo de compostos orgéanicos aniénicos e
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polares como na remogéo de pesticidas (CORNEJO et al, 2008), corante alaranjado de metila
(EXTREMERA et al, 2012) além de fenol e nitrofenol (CHEN et al, 2009). Outras areas que
tém ganhado atencdo sdo as da catalise em que o HDL original apresenta forte propriedade
basica e pode ser usado como catalisador heterogéneo (SANTOS, 2016; SOUSA, 2015;
PARIDA et al, 2010; VALENTE et al, 2010), assim como na oxidacdo de alquilarométicos
com 02, transesterificacdo, e reacdo de cicloadi¢cdo de epoxidos com o CO2 atmosférico
(KUWAHARA et al, 2012) e na area medicinal e na agricultura onde moléculas
biologicamente ativas podem ser intercaladas entre as camadas do HDL e o composto obtido
aplicado para liberagdo controlada do farmaco utilizado (SOUSA, 2015; CUNHA et al, 2010;
RIVES, 2014) ou até mesmo de vitamina C (GAO et al, 2014) e para liberagdo lenta de
fertilizantes (SOUSA, 2015; SILVA et al, 2014).

As propriedades dos HDLs como alta solubilidade, baixa toxicidade, elevada
estabilidade quimica, alta alcalinidade, grande biodisponibilidade e capacidade de
biodegradacdo, fazem com que haja um grande interesse em estudos capazes de sofisticar 0s
métodos de manipulacdo dos HDLs para que estes possam ser incorporados a industria
farmacéutica, por meio da introducdo de novos farmacos ou mesmo pela retomada dos
tradicionalmente conhecidos. Segundo pesquisas realizadas por Cunha et al.(2010), os
hidréxidos duplos lamelares destacam-se em relacdo a outros compostos inorganicos
(nanoparticulas de ouro, nanotubos de carbono, éxidos de ferro entre outros), pois além das
inimeras vantagens dos materiais inorganicos, tais como a biodisponibilidade, baixa
toxicidade, a alta biocompatibilidade, a alta estabilidade quimica, possui também grande
possibilidade de insercdo de espécies idnicas, melhor funcionalizacdo do farmaco intercalado,
bem como a possibilidade da liberacdo controlada do farmaco (devido a troca i6nica). Os
HDLs sdo biodegradaveis por apresentarem alta alcalinidade e capacidade lenta de
degradacdo em meio &cido, a combinacdo dessas qualidades — estabilidade quimica e
biodegrabilidade — os tornam promissores na liberacdo controlada de farmacos (CUNHA et al,
2010).

Vaérios trabalhos tem demonstrado a alta eficiéncia dos HDLs em sistemas de liberacdo
controlada de farmacos. O desenvolvimento desses sistemas € relevante pois eles permitem
manter, por tempo maior, uma concentracdo de determinado farmaco no organismo, aumenta
a atividade terapéutica e reduz a frequéncia de administracdo e os efeitos colaterais.
Comparando-se a outros materiais estudados, os HDLs apresentam a habilidade de troca
anionica, boa biocompatibilidade pelas inimeras possibilidades de composigéo, estrutura mais

estavel e carregamento de grande quantidade de farmaco (MENG et al, 2015; SANTOS,
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2016). Além disso, podem ser incorporadas diversas espécies de interesse, como
medicamentos anidnicos organicos (SANTOS, 2016; KANKALA et al, 2015), amino&cidos
(SANTOS, 2016; SILVERIO et al, 2013), vitaminas (SANTOS, 2016; GASSER, 2009),
DNA (SANTOS, 2016; THYVEETIL et al, 2008), que apresentam liberacdo lenta e
controlada (SANTOS, 2016).

2.4. Modelo do pentilenotetrazol na crise convulsiva

O pentilenotetrazol (PTZ) é uma das principais substancias que induzem convulsao
que sdo usadas na triagem pré-clinica de novos farmacos anticonvulsivantes, podendo ser
empregada como modelo de crises generalizadas do tipo auséncia ou mioclénicas como de
crises tonico-clénicas (JUNIOR, 2007).

Um modelo experimental so € eficaz quando retrata com fidelidade o fendmeno que se
almeja reproduzir. Dentre os beneficios de cada modelo destacam-se o estudo com drogas
anticonvulsivantes e a investigacdo dos diversos neurotransmissores envolvidos no processo
epiléptico (OLIVEIRA, 2010; GUERREIRO, 1993).

A maior parte dos farmacos tem sido elaborado usando modelos animais. O
eletrochoque méaximo é o mais conhecido, feito em animais por varios metodos. Este modelo
comprovou ser preditivo de compostos que séo eficazes nas crises parciais e tonico-clonicas
(GUERREIRO, 2006).

O mecanismo de acdo do PTZ é baseado na diminuicdo da funcdo GABAérgica
central (BRUNO, 2002; CORDA et al., 1992) agindo através do antagonismo do receptor
GABAA (BRUNO, 2002; OLSON, 1981). Alguns estudos também mostraram que o PTZ
pode atuar alterando a permeabilidade da membrana celular ao potassio através de um
mecanismo dependente de voltagem (BRUNO, 2002; MADEJA et al., 1996).

Os modelos experimentais de epilepsia sdo chamados agudos, quando estes sao
utilizados de forma em que o animal submetido ao modelo em questdo apresenta crises
convulsivas apenas durante a vigéncia do agente indutor. No caso do modelo agudo induzido
com PTZ, a droga € aplicada no animal de forma localizada ou tOpica, apenas uma vez
(BRUNO, 2002).

Posteriormente a uma administracdo subcutdnea ou intraperitoneal de PTZ em
roedores, 0s animais exibem crises convulsivas tonico-clonicas com duragdo de 5 min
(MUSSULINE, 2013; Brito et al., 2006). A atividade convulsiva do PTZ deve-se ao seu
antagonismo ndo competitivo sobre os receptores GABAA, reduzindo assim a a¢do inibitoria
do GABA no SNC (MUSSULINE, 2013; RAMANJANEYULU, TICKU, 1984).
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3. METODOLOGIA

3.1 Tipo de pesquisa

Foi realizado um estudo quantitativo experimental.

3.2 Local da pesquisa
O trabalho foi realizado no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos
Naturais do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal do Para.

3.3 Coleta de dados

3.3.1 Animais

Foram utilizados 162 ratos wistar machos adultos, pesando entre 200 a 250g. Os
animais foram obtidos do Biotério Central de Universidade Federal do Pard, e mantidos no
Biotério de Experimentagdo do Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos
Naturais. Este trabalho estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCECA), e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA)
conforme apresentado no ANEXO A (CEUA n° 3953260717).

3.3.2 Divisdo dos grupos

Para a andlise comportamental e bioquimica, 4 grupos foram formados no
experimento, utilizando um total de 90 animais, sendo grupo PBTI e grupo PBTNI recebendo
40 mg/kg via oral (Viana, 2007), grupo com pentilenotetrazol utilizando dose 60 mg/kg via
IP, e grupo controle recebendo apenas o veiculo.

Grupo 1. (G1) (n=9) Recebeu dose de 60 mg/kg de pentilenotetrazol, por via IP, para
caracterizar o comportamento convulsivo no decorrer do tempo de contato, dividido nos

estagios apresentados no QUADRO 2.
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Ap0s a caracterizacdo do estagio convulsivo, foi testada a eficiéncia do fenobarbital
intercalado e ndo intercalado, levando em consideracdo o aprofundamento dos estagios
testado previamente. As caracteristicas de evolu¢cdo do quadro convulsivo agudo

demonstraram a acdo anticonvulsivante da droga testada.

QUADRO 2. Caracterizacdo do comportamento convulsivo no decorrer do tempo de contato, apds a aplicacdo

de 60 mg/kg de pentilenotetrazol. Cada estagio inclui os comportamentos dos estagios precedentes.

ESTAGIO 0 Sem alteragBes comportamentais apds a aplicacdo do PTZ.
i O animal apresenta depressdo respiratoria, imobilidade, salivacdo e
ESTAGIO | _
tremores de pinas.
i O animal apresenta movimentos orofaciais, abre e fecha a boca,
ESTAGIO II _ o o
movimentos rapidos de vibrissas e cauda levantada.
i O animal apresenta crises clénicas isoladas de um ou mais membros,
ESTAGIO I o _
principalmente dos membros anteriores.
i O animal apresenta crises clonicas generalizadas, salivagdo abundante,
ESTAGIO IV o
e perda transitoria do reflexo de postura.
i O animal apresenta crises toénico-clénicas (Grande—mal), cianose,
ESTAGIO V o
perda do reflexo de postura e morte por parada respiratoria.

Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)

Grupo 2 (G2): este grupo recebeu fenobarbital ndo intercalado na dose de 40 mg/kg
por via oral durante quatro dias e os testes foram feitos em 12 (n=9), 24 (n=9) e 36 (n=9)
horas ap6s o término do tratamento, em que 0s grupos receberam aplicacdo de
pentilenotetrazol na dose de 60 mg/kg, e foi feita a analise do comportamento e
aprofundamento nos estagios.

Grupo 3 (G3): Este grupo recebeu fenobarbital intercalado na dose de 40 mg/kg por
via oral durante quatro dias e os testes foram feitos em 12 (n=9), 24 (n=9) e 36 (n=9) horas
apos, com a aplicacdo de pentilenotetrazol na dose de 60 mg/kg, onde foram feitas as analises
dos estagios comportamentais dos animais submetidos a convulsao.

Grupo 4 (G4): Recebeu o veiculo inerte da intercalagdo do fenobarbital em dose
equivalente por via oral durante 4 dias, e os testes foram feitos em 12 (n=9), 24 (n=9) e 36
(n=9) horas apo6s, com a aplicacdo de pentilenotetrazol na dose de 60 mg/kg, onde foram

feitas as analises dos estagios comportamentais dos animais submetidos a convulsao
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O objetivo deste teste foi avaliar a eficicia do PBTI e PBTNI, permitindo analisar se o
efeito anticonvulsivante foi mantido apds a retirada do medicamento, controlando a
deflagracdo das convulsGes induzidas pelo pentilenotetrazol, bem como verificar se houve
interferéncia do veiculo utilizado para liberacdo lenta de fenobarbital.

Para aquisicdo de registro eletrocorticogréafico foram utilizados 72 animais, divididos
em 4 grupos, sendo eles: grupo controle recebendo veiculo inerte da intercalacdo do
fenobarbital em dose de 40 mg/kg por via oral durante 4 dias (n=9); grupo PTZ, recebendo
dose de 60 mg/kg (n=9), grupo PBTI, recebendo dose de 40 mg/kg por via oral durante quatro
dias e os testes foram feitos em 12 (n=9), 24 (n=9) e 36 (n=9) horas; e grupo PBTNI,
recebendo dose de 40 mg/kg por via oral durante quatro dias e os testes foram feitos em 12
(n=9), 24 (n=9) e 36 (n=9) horas.

3.3.3 Dosagem das enzimas hepaticas

As enzimas hepaticas foram dosadas por meio da obtencdo de amostra de sangue dos
animais estudados, sendo analisadas no Laboratério de Analises Clinicas do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para, por meio de um aparelho de anélise
bioguimica da funcdo hepéatica da marca Wiener lab GROUP, modelo CM 200.

3.3.4 Implante dos eletrodos

Para a comprovacao da atividade cerebral, todos os animais dos grupos receberam
eletrodos implantados na regido de duramater (nas coordenadas esterotaxicas - 0,96 mm
bregma, e £ 1 mm latero-lateral) para observacdo dos eletrocorticogramas, possibilitando a
analise de graficos de poténcia revelando a atuacdo das drogas durante o experimento, este
procedimento mostrou-se necessario para a comprovacdo e observacdo das alteracdes
comportamentais concomitantemente com os registos eletroencefalograficos, comum neste
tipo de avaliagdo. O procedimento para implante dos eletrodos e o0s registros
eletrocorticogréaficos foram realizados conforme descrito por Hamoy (2011, p. 55-56).

ApoOs o procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos 3 por caixa e
acondicionados no biotério de experimentacdo formando dois grupos de 9 animais cada
grupo. No sétimo dia ap6s a cirurgia, os eletrodos foram conectados a um sistema de
aquisicdo de dados, composto por um amplificador de alta impedancia (Grass Technologies,

P511), monitorado por um osciloscopio (Protek, 6510) (Figura 13B). Os dados foram
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continuamente digitalizados em uma taxa de 1 KHz por um computador equipado com uma
placa de aquisicdo de dados (National Instruments, Austin, TX), e foram armazenados em
disco rigido e processados atraves de um software especializado (LabVIEW express). O
eletrodo de registro permaneceu localizado no lado direito do hemisfério, e do lado esquerdo
0 eletrodo de referéncia. Todo o experimento foi executado dentro da gaiola de Faraday. O
registro foi feito durante o teste correlacionado com o comportamento permitindo a atividade

eletrocorticogréafica de cada estagio.

3.3.5 Inducéo da convulséo e registro

Apds 10 minutos de acomodacdo, foi aplicado o pentilenotetrazol 60 mg/kg por via
intraperitoneal, e a partir desse momento medido o tempo de laténcia para a ocorréncia na
mudanca de tracado, o total de tempo para cada registro foi de 30 minutos. Para as analises
dos sinais, uma ferramenta foi construida usando a linguagem de programacéo Python versao
2.7. As bibliotecas Numpy e Scipy foram usadas para 0 processamento matematico e a
biblioteca Matplolib para os graficos. A interface grafica foi desenvolvida utilizando a
biblioteca PyQt4.

3.4 Analise dos dados

Os valores dos resultados foram descritos como meédia e desvio padrdo. As
comparacges de poténcia foram feitas usando o ANOVA e teste de Turkey, através do
software GraphPadPrism ® 5. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Para analisar a diferenca entre 0s experimentos, um grafico com a média e
desvio padrdo da densidade de potencial espectral (PSD) de varios experimentos foi
construido, cada onda do gréfico foi gerada a partir de um conjunto de testes, onde o PSD foi

gerado e calculada a média e o desvio padrdo de cada grupo.
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4. RESULTADOS

Levando em consideracdo caracteristicas comportamentais do quadro de convulséo
agudo provocado pela aplicacdo de pentilenotetrazol podemos classificar 6 estagios, conforme
descritos no QUADRO 2.

Os animais foram submetidos a andlise comportamental, durante as convulsdes e
comparadas com o padrédo de laténcia dos comportamentos observados para o PTZ na dose de
60 mg/kg IP. Para facilitar a formacéo de escores que identifigue o comportamento, foram
levados em consideracdo as laténcias para o aparecimento do comportamento convulsivo em
graus de aprofundamentos variados:

a) Espasmos dos membros Anteriores.
b) Crises clonicas isoladas sem perda do reflexo de postura.
c) Crises clonicas generalizada com perda transitoria do reflexo de postura.

d) Crises ténico-clonicas com perda do reflexo de postura.

TABELA 1. Meédia para laténcia do comportamento de espasmos dos membros anteriores observados apés o
periodo de 12 horas de suspensdo do tratamento com fenobarbital. Grupos marcados com letras diferentes

possuem diferenca estatistica e grupos marcados com letras iguais ndo possuem diferencas estatisticas. (n=9).

Tratamento Laténcia (segundos) (média + DP)
PTZ 50,89 £ 5,9252

PBTI 155,7 + 60,21°

PBTNI 148,7 +53,46°

Controle 49,78 £ 9,2172

Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)
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Ap6s administracdo do fenobarbital por um periodo de quatro dias, foi feito procedimento
de inducdo a convulsdo, 12 horas da ultima dose do fenobarbital, foi observado que nessa
condicdo a indugdo ao quadro convulsivo nao possuiu evolucdo completa, atingindo o estagio
Il apos a aplicacdo de 60 mg/kg i.p. de PTZ. A caracteristica comportamental observada nos
animais durante a evolugdo da convulsdo foi o espasmo de membros anteriores. O que
demonstrou que farmacologicamente o processo de absorcdo foi compativel entre o
fenobarbital ndo intercalado (PBTNI) e o fenobarbital intercalado (PBTI) no controle das
convulsbes. Estes grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si, porém
apresentaram diferenca estatisticas entre o grupo PTZ e Controle.

A permanéncia do fenobarbital no organismo e a manutencdo do limiar convulsivo
alto foi um dado observado ap6s 24 horas de retirada do fenobarbital, neste caso tanto o PBTI
como o PBTNI tiveram sua atividade comprovada ap6s provocarem aumento na laténcia para
0 aparecimento do comportamento observados ap0s o tratamento para inducdo ao quadro
convulsivo. O comportamento de espasmos de membros anteriores que pertence ao final do
estagio 11, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos PBTI (84,22 + 15,77 segundos) e
PBTNI (77,89 + 21,69 segundos), porém houve diferenca estatistica dos grupos que
utilizaram fenobarbital para os grupos controle e PTZ (TABELA 2). Neste caso a convulsdo
evoluiu para os estagios subsequentes apresentando crises cl6nicas isoladas sem perda do
reflexo de postura que corresponde a uma caracteristica de estagio Ill. Este comportamento
foi observado com uma laténcia mais de duas vezes maior para os grupos PBTI e PBTNI ndo
havendo diferencas estatisticas entre eles. Porém mantiveram diferenca estatistica para os
grupos controle e PTZ (TABELA 2).

TABELA 2: Média de laténcias para comportamentos caracteristicos da evolucdo das crises convulsivas 24
horas ap6s utilizacdo de Fenobarbital. Grupos marcados com letras diferentes possuem diferenca estatistica e

grupos marcados com letras iguais ndo possuem diferencas estatisticas. (n=9).

Comportamento Tratamento Laténcia (S) Média = DP
PTZ 50,89 + 5,922
Espasmos dos membros PBTI 84,22 + 15,77°
anteriores PBTNI 77,89 + 21,69°
Controle 46,22 £ 6,4572
Crises clonicas isoladas PTZ 72,78 + 16,012

sem perda do reflexo de PBTI 197,2 + 58,59°
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postura PBTNI 199,4 + 93,0°
Controle 73,64 + 14,282

Crises clonicas PTZ 150,1 + 39,512
Generalizada com perda PBTI 316,4 + 65,69°
Transitdria do reflexo de PBTNI 330,3 + 78,4°
postura Controle 141,6 + 38,462

Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)

Os animais apresentaram apés 24 horas de suspensdo do fenobarbital caracteristicas

comportamentais de estagio IV representado por crises clénicas generalizadas com perda

transitoria do reflexo de postura que apresentou laténcia para o grupo PTZ (150,1 + 39,51

segundos) e controle com argila (141,6 + 38,46 segundos) ndo demonstrando diferenca

estatistica. Os grupos PBTI e PBTNI apresentaram laténcia de (316,4 * 65,69) e (330,3+ 78,4)

segundos respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica entre eles, mantendo,

porém, diferencas para o grupo controle, 0 que demonstra uma protecdo para a deflagracao
das convulsdes induzidas pelo PTZ (TABELA 2).

TABELA 3: Apresenta as médias de laténcias para crises 36 horas apds utilizagdo de Fenobarbital. Grupos

marcados com letras diferentes possuem diferenca estatistica e grupos marcados com letras iguais ndo possuem

diferengas estatisticas. (n=9)

Comportamento Tratamento Laténcia (S) Média = DP
PTZ 50,89 + 5,922
Espasmos dos membros PBTI 80,67 + 6,928"
anteriores PBTNI 68,44 + 6,307°
Controle 48,11 + 5,578%
_ o PTZ 72,78 + 16,012
Crises clbnicas isoladas
PBTI 116,6 + 17,26"
sem perda do reflexo de
PBTNI 87,89 £ 10,372
postura
Controle 82,33 £ 13,312
Crises clénicas PTZ 150,1 + 39,512
Generalizada com perda PBTI 213,3 + 32,49°
Transitéria do reflexo de PBTNI 211,6 + 39,47°
postura Controle 153,2 + 28,752
Crises Toénico clonicas PTZ 203,3 + 37,232
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com perda do reflexo de PBTI 281,4 + 38,25P
postura PBTNI 227,7 £ 43,372
Controle 201,2 + 20,802

Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)

Com a retirada do fenobarbital por um periodo de 36 horas 0s animais apresentaram
evolucdo do quadro convulsivo até o estagio V apos a inducdo com o PTZ, porém 0s animais
que receberam o fenobarbital intercalado apresentaram laténcias maiores para a deflagracédo
do quadro convulsivo, 0 que indicou a permanéncia do efeito anticonvulsivante da droga,
como pode ser observado na (TABELA 3).

O quadro convulsivo inicia com os espasmos dos membros anteriores com tempo de
laténcia para o aparecimento ap6s administracdo do PTZ de 50,89 + 5,92 segundos, ndo tendo
diferenca estatistica para o controle (48,11+ 5,578 segundos). Para o PBTNI a laténcia para o
comportamento foi de 68,44 + 6,307 segundos, mantendo diferenca estatistica para o grupo
controle. O grupo com maior laténcia para o aparecimento do comportamento convulsivo foi
PBTI com 80,67+ 6,928 segundos, que apresentou diferenca estatistica para 0s demais grupos,
indicando que o processo de liberacdo lenta do fenobarbital teve influéncia sobre atuacéo para
0 comportamento de crises clonicas isoladas sem perda do reflexo de postura onde o grupo
PBTI teve média de laténcia mais alta, o que diferenciou estatisticamente dos demais grupos

(TABELA 3), corroborando com a informacéo supracitada.

FIGURA 2. Demonstrativo dos tracados eletrocorticograficos (ECoG) e espectogramas, com duracdo de 30
minutos, ap6s administracdo de PTZ. Registro eletrocorticografico basal (controle) (A), registro
eletrocorticografico do controle positivo apds aplicacdo de PTZ (B), Eletrocorticograma dos animais que
receberam quatro doses PBTI, com indugdo ao quadro convulsivo 12 horas apds interrupcdo do tratamento (C),
tragado eletrocorticografico do grupo PBTNI com indugdo ao quadro convulsivo 12 horas ap6s interrupgéo do
tratamento (D), Eletrocorticograma do grupo PBTI com indugdo do quadro convulsivo 24 horas apds a retirada
do fenobarbital (E), registro do grupo PBTNI com indugdo do quadro convulsivo 24 horas apds a retirada do
fenobarbital (F), Registro do grupo PBTI com indugdo ao quadro convulsivo 36 horas apés a retirada do
fenobarbital (G) e Registro do grupo PBTNI com inducdo do quadro convulsivo 36 horas apds a retirada do
fenobarbital (H). (n=9).
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Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)

Para o aparecimento do comportamento de crises clonicas generalizada com perda
Transitoria do reflexo de postura ndo houve diferenca estatistica entre PBTI (213,3 + 32,49
segundos) e PBTNI (211,6 + 39,47 segundos), 0 que indica que o comportamento observado
no estagio IV teve evolucdo semelhante para as duas formas de fenobarbital. Porém as duas
preparacOes de fenobarbital apresentaram diferenca estatistica para o grupo controle e PTZ
(TABELA 3).

O comportamento de crises tdnico-clénicas com perda do reflexo de postura que
compde o0 estdgio V e representa 0 comportamento convulsivo de maior intensidade o grupo
PBTI apresentou maior laténcia, apresentando diferenca estatistica para 0s outros grupos
(TABELA 3), demostrando que o processo de intercalacdo em argila para o fenobarbital

melhora sua atuacdo na mesma dose administrada do fenobarbital ndo intercalado.

FIGURA 3: Poténcia dos registros apos a retirada do PBTI e PBTNI nos periodos de 12, 24 e 36 horas. Grupos

marcados com letras diferentes possuem diferenca estatistica e grupos marcados com letras iguais ndo possuem
diferencgas estatisticas. (n=9)
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Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)

Os tracados eletrocorticograficos dos controles possui como caracteristica menor
amplitude abaixo de 0,1 mV, no espectograma pode ser observado as frequéncias com maior
intensidade de energia abaixo de 10 Hz (FIGURA 2A). A poténcia do registro basal
apresentou média de 0,2116 + 0,08257 mV2/ Hz x10-3 (FIGURA 3). O grupo que recebeu o
PTZ apresentou alteracfes eletrocorticograficas compativeis com quadro convulsivo com
irregularidades e amplitude de registro que atingiu 0,7 mV, apresentando salva de potenciais
caracteristica e elevacdo do nivel de energia nas frequéncias até 50 Hz observada no
espectograma, correspondendo a uma mudancga expressiva quando comparado ao controle
(basal) (FIGURA 2B). O nivel de poténcia do grupo que recebeu o PTZ apresentou maior
elevacdo com média de 6,844 + 2,195 mV2/ Hz x 10-3 demonstrando diferenca estatistica
para o grupo controle (FIGURA 3).

O grupo que foi tratado com o fenobarbital intercalado (PBTI 12) e ndo intercalado
(PBTNI 12) apresentaram caracteristicas de tracado eletrocorticograficos muito semelhantes
apos a inducdo das convulsées com PTZ 12 horas posterior a interrupcdo do tratamento com
fenobarbital (FIGURA 2 C e D). A analise de poténcia entre 0s grupos demonstrou que o
PBTI 12 apresentou média 1,613 £ 0,709 mV2/ Hz x 10-3 e o grupo PBTNI 12 com média de
1,91 + 0,5688 mV2/ Hz x 10-3 ndo apresentaram diferenca estatistica de acordo com os
valores. Porém os grupos PBTI12 e PBTNI12 apresentaram diferenca estatistica em relagéo
ao grupo controle e ao grupo PTZ (FIGURA 3).

Os grupos que receberam aplicagdo de PTZ 24 horas apds a retirada do tratamento
com fenobarbital intercalado (PBTI 24) apresentou o registro cortical com disparos abaixo de
0,5 mV e maiores intensidade de energia observado no espectograma abaixo dos 30 Hz
(FIGURA 2 E), quando relacionado a poténcia do registro apresentou média de 2,852 +
0,4075 mV2/ Hz x 10-3 . Para o grupo que recebei o fenobarbital ndo intercalado PBTNI 24

foi observado semelhanca no registro apos a utilizacdo do PTZ para a indugédo das convulsdes
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(FIGURA 2F). O nivel de poténcia observado durante o registro foi de 3,18 + 0,3058 mV2/
Hz x 10-3. Desta forma quando comparados os grupos PBTI 24 e PBTNI 24 em relagéo a
poténcia do registro ndo apresentaram diferencas estatistica significativa. Da mesma forma
ndo mantiveram diferenca estatistica para os grupos PBTI 12 e PBTNI 12, porém mantiveram
diferencgas estatistica significativas para os grupos controle e PTZ.

Nos testes feitos apos 36 horas da retirada do tratamento com o fenobarbital os grupos
PBTI 36 e PBTNI 36 apresentaram maiores oscilaces no tracado o que indica diminuicdo na
quantidade de droga que protege contra as convulsdes induzidas pelo PTZ (FIGURA 2 G e
H). Para o grupo PBTI 36 a poténcia apresentou média de 4,144 + 0,7084 mV2/ Hz x 10-3
que apresentou diferenca estatistica para o grupo PBTNI 36 que apresentou média de 5,594 +
0,8784 mV2/ Hz x 10-3, demonstrando que o processo de liberacdo lenta do fenobarbital
intercalado promoveu maior protecdo para os animais testados. Este dado é relevante a partir
da constatacdo que em relacdo a poténcia o grupo PBTNI36 ndo apresenta diferenca

estatistica para o grupo PTZ.

TABELA 4: Atividade das enzimas hepaticas apds a utilizacdo de PBTI e PBTNI. Grupos marcados com letras
diferentes possuem diferenca estatistica e grupos marcados com letras iguais ndo possuem diferencas estatisticas.
(n=9).

Enzimas Hepaticas Controle PBTI PBTNI
AST (mg/dL) 96,1 (+ 11,8) 108,0 (+ 5,6)? 115,8 (+ 7,5)°
ALT (mg/dL) 53,00 (+ 13,0) 54,08 (+ 4,0) 58,56 (+ 5,6)

Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)

Os testes para avaliacdo das enzimas hepaticas Aspartato aminotransferase (AST) e
Alanina aminotransferase (ALT), indicam dano na membrana do hepatécito, devido ao
aumento da permeabilidade. Houve aumento significativo da AST para o grupo PBTNI em

relacdo ao controle que pode indicar dano hepatico.
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5 DISCUSSAO

No centenario da descoberta das propriedades antiepilépticas do fenobarbital, temos
mais de 20 drogas disponiveis para tratamento de epilepsia; contudo, nenhum farmaco mudou
dramaticamente o prognostico desta condicdo, em longo prazo. A cascata de eventos que
desencadeia a epilepsia, provavelmente, varia muito de individuo para individuo. Uma vez
que a epileptogénese seja melhor compreendida, o tratamento poderéa ser direcionado aos seus
mecanismos especificos e entdo poderemos dispor de tratamentos capazes de modificar a
historia natural da doenca. Desta forma utilizacdo de fenobarbital intercalado para liberagdo
lenta pode ser observado como uma possibilidade de melhor controle do episddio epilético e

menores efeitos colaterais. Apos a comprovacao da intercalacdo em HDL na proporcdo de
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0,032g por grama de material, o que possibilitou o teste e comprovacdo comportamental e
eletroencefalogréfica.

A intercalacdo de espécies organicas em HDL tem recebido atencdo as diversas
aplicacOes possiveis para esses materiais hibridos organicos-inorganicos. Os compostos
intercalados em HDL sofrem processo de liberagdo sustentada, decorrente da dissolucdo da
matriz lamelar em funcdo do ataque &cido ou de uma reacdo de troca idnica no corpo (DEL
HOYO, 2007). Adicionalmente, o confinamento de substancias em estruturas lamelares pode
aumentar seu tempo de acdo no corpo de modo a manter as especificacdes, fisica, quimica,
terapéutica e toxicoldgicas do principio ativo do composto durante o periodo de
armazenamento, além de promover a estabilidade da substancia e direcionar os sistemas
hibridos para alvos especificos (tecidos) e/ou regular sua liberagdo no organismo (KURA et
al. 2014) Esses dados corroboram com o0s apresentados no trabalho pois o fenobarbital
intercalado teve maior tempo de controle das convulsdes induzidas por PTZ , quando
comparado ao fenobarbital comercial.

Essas propriedades permitem que o HDL seja um dos materiais inorganicos apontado
COmo promissor para uso como suporte para o armazenamento e libera¢do sustentada de
fenobarbital. As propriedades dos HDL também, permite intercala-los com trocadores idnicos,
catalisadores, precursores ou suporte para catalisadores, adsorventes, na sintese de matérias
ceramicos avangados (CAVANI, TRIFIRO, VACCARI, 1991). O HDL pode ser utilizado
para liberacdo lenta de anti-inflamatorios ndo esterdidais, uma das drogas ja utilizada € a
metformina para o controle da glicemia em diabéticos (AMBROGI et al, 2001, 2003;
BARAHUIE et al, 2014; TRONTO et al, 2001). O pentilenotetrazol (PTZ) € um componente
convulsivo capaz de gerar tanto crises agudas, quanto crénicas (MUSSOLINI, 2013). Ela é
uma das principais substancias causadoras de convulsfes que sdo utilizadas na escolha pré-
clinica de novos farmacos anticonvulsivantes. A criacdo de barbitiricos no tratamento das
crises convulsivas veio a partir de estudos com 0 PTZ (JUNIOR et al, 2007). Desta forma, a
utilizacdo do modelo convulsivo do PTZ levou em consideracdo o tempo de ocorréncia para o
comportamento padronizado pelo grupo controle e a confirmacdo eletroencefalografica do
fendmeno subjacentes ao estado convulsivo e podemos demonstrar a eficacia do fenobarbital
intercalado com HDL.

A intercalacdo de espécies organicas em HDL tem ganhado atengéo expressiva devido
as inimeras aplicacOes viaveis para esses materiais hibridos organico-inorganicos. Esses
compostos também vém sendo usado ha algum tempo como excipientes farmacéuticos como

é 0 caso da metformina de liberacéo lenta para tratamento de diabetes (CUNHA et al., 2010).
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Atualmente, atenta-se para um nimero cada vez maior de artigos cientificos e de patentes que
focam a intercalacdo de produtos biologicamente ativos em HDL, como uma téatica para
aumentar a estabilidade das substancias, para aplicacdo em terapias modernas (CUNHA et al.,
2010). No presente trabalho os HDL foram os materiais de escolha para serem intercalados ao
fenobarbital, justamente em funcdo de suas caracteristicas inovadoras. O controle de doengas
crbnicas com menos oscilagfes nas concentracdes plasmaticas pode favorecer o tratamento da
epilepsia com fenobarbital intercalado.

O fenobarbital apresenta um histérico de mais de cem anos de uso clinico o que lhe
proporciona um grau incomparavel de conhecimento e seguranca sobre sua eficicia e
tolerabilidade (YANCUBIAN, CONTRERAS-CAICEDO, RiOS-POHL, 1999; MEDEIROS,
2014). Dados todos esses fatores foi a droga anticonvulsivante usada nesse estudo.

O estudo sob andlise revela que em relacdo tracados eletrocorticograficos (ECoG) e
espectogramas, com duracdo de 30 minutos, apds administracdo de PTZ, houve alteracBes
estatisticas significativas entre o PBTI (FIGURA 02 G) e PBTNI (FIGURA 02 H) ap6s 36
horas do uso das mesmas. Por meio desses tracados ficou claro que o PBTI oferece um maior
tempo de protecdo contra convulsdes comparando-se ao PBTNI quando se leva em
consideracdo um tempo minimo de 36 horas apds a suspensdo da droga. Também é possivel
comprovar que ambas as composicGes obtiveram resultados satisfatorios em relagdo ao grupo
basal representado no eletroencefalograma (FIGURA 02 A).

As enzimas hepaticas ALT (Alanina aminotransferase) e AST (Aspartato
aminotransferase) sdo utilizadas para avaliar a existéncia de dano hepético (BATISTA, 2016;
MINCIS, 2006). Hoje sabe-se que a grande parte das drogas utilizadas para o tratamento da
epilepsia podem induzir alguma alteragdo nos valores dessas enzimas, como o fenobarbital,
acido valprdico, fenitoina, felbamato, carbamazepina, entre outros (MARANHAO; GOMES;
CARVALHO, 2011).

O fenobarbital é um antiepiléptico muito utilizado, porém com efeitos colaterais
importantes, sendo a insuficiéncia hepatica o mais grave deles, podendo ocorrer apenas
aumento das enzimas hepaticas, ou até Obito, (ANTONIUK, 1996). A hepatotoxicidade
induzida pelos antiepilépticos pode ocorrer tanto como parte de uma reacdo idiossincrasica
generalizada, que ocorre em fungéo do acimulo de intermediarios toxicos produzidos durante
a bioativacdo hepatica ou como um evento isolado, sendo sua prevaléncia cerca de 9% entre
0s pacientes tratados com fenitoina, carbamazepina e fenobarbital (OLIVEIRA, 2011).

O fenobarbital, a droga utilizada nesse estudo, também apresenta como efeitos

colaterais comuns distarbios hepatobiliares, como aumento da gama-glutamiltransferase,
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aumento das transaminases, aumento da fosfatase alcalina no sangue e até hepatite.
Normalmente a hepatotoxicidade so6 se manifesta se a concentracdo sérica é mantida acima do
limite maximo por periodos extensos (BITTAR, 2018).

Nos resultados do presente estudo, a utilizacdo de fenobarbital promoveu um aumento
nos valores das transaminases hepéticas, corroborando os resultados encontrados em outros
estudos realizados em animais (BITTAR, 2018; TIPOLD, 2014).

A utilizacdo de fenobarbital ndo intercalado e intercalado ndo aumentaram a enzima
ALT, em relacdo ao grupo controle, havendo manutencdo da enzima proximo aos padrdes de
normalidade. Porém, ao se analisar a enzima AST, a utilizacdo do fenobarbital ndo intercalado
induziu um aumento relevante de AST em comparagédo ao grupo controle, o que pode sugerir
um certo comprometimento hepatico. O fenobarbital intercalado ndo apresentou diferenca
para 0 grupo controle. Para este dado o fato de a droga ser liberada de forma lenta no
organismo, evitando absor¢do rapida com aumento gradativo no sangue pode estar
relacionado ao resultado encontrado. A liberagdo controlada provoca aumento na seguranga
da droga levando a menor inducdo enzimatica, efeito colateral importante do fenobarbital
(CUNHA et al, 2010).

6 CONCLUSAO

e Ficou demonstrado que o fenobarbital pode ser incluido em HDL e aumentar sua
permanéncia no organismo podendo controlar melhor os quadros convulsivos.

e O modelo experimental de convulsdo induzido pelo PTZ, utilizando o PBTI e o
PBTNI para o controle das crises convulsivas foi bem-sucedido, tendo com isso
alcancado o objetivo de demonstrar que existe um tempo maior de permanéncia no
efeito anticonvulsivante do PBTI em relacdo ao PBTNI demonstrado através do

comportamento e de registros eletroencefalograficos.
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e Ambas as drogas, PBTI e PBTNI, exercem protecdo contra as crises convulsivas
induzidas pelo PTZ, no entanto apds 36 horas do uso, 0 PBNI mostrou efeito mais
eficaz pelo fato de o mesmo apresentar um maior tempo de permanéncia no
organismo.

e Ambas as drogas, PBTI e PBTNI, provocam um certo aumento das enzimas hepaticas.
O PTBNI, porém, provoca um aumento de AST consideravelmente maior que o PBTI
durante o periodo de tratamento de 4 dias, demonstrando uma reducéo da toxicidade
hepéatica com o uso de PBTI.

e Este estudo oferece subsidios para posteriores e maiores explanagdes sobre o uso do
Fenobarbital intercalado para o controle das crises convulsivas e seus beneficios, sobre
ter no mercado uma droga anticonvulsivante mais eficaz, o que podera favorecer o
tratamento de milhares de pessoas epilépticas proporcionando melhor qualidade de

vida.
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RESUMO

INTRODUCAOQ: As convulses geralmente normalmente sio eventos assustadores para quem
0S presencia e representa uma causa importante de visita a emergéncia pediatrica. O
fenobarbital consiste em um medicamento barbitdrico que apresenta acdo no sistema nervoso
central, usado para prevenir o aparecimento de convulsées em individuos com epilepsia ou
crises convulsivas de outras origens. Diversos trabalhos demonstram alta eficiéncia dos HDLs
em sistemas de liberacdo controlada de farmacos fazendo com que eles sejam um dos
materiais inorganicos apontado como promissor para ser utilizado como suporte para o
armazenamento e a liberacdo sustentada da substancia intercalada. OBJETIVOS: Este
trabalho tem como objetivo avaliar a eficacia do fenobarbital de liberagdo lenta no controle
das convulsdes deflagradas pelo pentilenotetrazol, verificando o tempo de permanéncia no
efeito anticonvulsivante através do comportamento e de registros eletroencefalograficos.
METODOLOGIA: Foi realizado um estudo quantitativo experimental no Laboratorio de
Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Para. Foram utilizados 162 ratos wistar machos adultos, pesando
entre 200 a 250¢, divididos em 2 grupos, sendo um para analise comportamental (n=90) e
bioquimica e outro para aquisicdo de registro eletrocorticografico (n=72). As enzimas
hepéticas foram dosadas por meio da obtencdo de amostra de sangue dos animais estudados,
sendo analisadas no Laboratorio de Analises Clinicas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Para, por meio de um aparelho de analise bioquimica da funcédo
hepética da marca Wiener lab GROUP, modelo CM 200. O procedimento para implante dos
eletrodos e os registros eletrocorticograficos foram realizados conforme descrito por Hamoy
(2011, p. 55-56). Os valores dos resultados foram descritos como média e desvio padrdo. As
comparagdes de poténcia serdo feitas usando o ANOVA e teste de Turkey, através do
software GraphPadPrism ® 5. RESULTADOS: Com a retirada do fenobarbital por um
periodo de 36 horas o0s animais apresentaram evolugdo do quadro convulsivo até o estagio V
apos a inducdo com o pentilenotetrazol, porém os animais que receberam o fenobarbital
intercalado apresentaram laténcias maiores para a deflagracdo do quadro convulsivo, o que
indicou a permanéncia do efeito anticonvulsivante da droga. A utilizacdo de fenobarbital ndo
intercalado e intercalado ndo aumentaram a enzima ALT, em relacdo ao grupo controle,
havendo manutencdo da enzima proximo aos padrbes de normalidade, diferentemente do que
foi observado ao se analisar a enzima AST, em que a utilizacdo do fenobarbital néo
intercalado induziu um aumento relevante de AST em comparacdo ao grupo controle, o que
pode sugerir um certo comprometimento hepatico. CONCLUSAO: Ambas as drogas,
fenobarbital intercalado e fenobarbital ndo intercalado, exercem seguranga contra as crises
convulsivas induzidas pelo PTZ no periodo de 12, 24 e 36 horas. Porém apds 36 horas de uso
do PBTI, foi constatado efeito protetor superior do mesmo pelo fato deste composto
apresentar um maior tempo de permanéncia no organismo.

PALAVRAS-CHAVES: Convulstes, Fenobarbital intercalado, Fenobarbital ndo intercalado.

ABSTRACT

2 Email: beatrizandmarques@gmail.com
3 Email: rafa.medufpa@gmail.com
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INTRODUCTION: Convulsions are usually frightening events for those who are present and
are an important cause of pediatric emergency visits. Phenobarbital consists of a barbiturate
drug that acts on the central nervous system, used to prevent the onset of seizures in
individuals with epilepsy or seizures of other origins. Several works demonstrate high
efficiency of HDLs in controlled drug release systems making them one of the inorganic
materials pointed out as promising to be used as a support for the storage and sustained
release of the intercalated substance. OBJECTIVES: This study aims to evaluate the efficacy
of slow release phenobarbital in the control of convulsions triggered by pentilenotetrazol,
verifying the time of permanence in the anticonvulsant effect through behavior and
electroencephalographic records. METHODS: A quantitative experimental study was carried
out at the Laboratory of Pharmacology and Toxicology of Natural Products of the Biological
Sciences Institute of the Federal University of Pard. A total of 162 adult male Wistar rats
weighing between 200 and 250g were divided into two groups, one for behavioral analysis (n
= 90) and biochemistry and another for the acquisition of electrocorticographic record (n =
72). Hepatic enzymes were measured by obtaining a blood sample from the animals studied
and analyzed in the Laboratory of Clinical Analysis of the Biological Sciences Institute of the
Federal University of Para by means of a biochemical analysis of liver function of the Wiener
lab GROUP, model CM 200. The procedure for electrode implant and electrocorticographic
recordings were performed as described by Hamoy (2018, p. 55-56). The values of the results
were described as mean and standard deviation. Power comparisons will be made using
ANOVA and Turkey test using GraphPadPrism ® 5 software. RESULTS: With the
withdrawal of phenobarbital for a period of 36 hours, the animals evolved from the convulsive
stage to stage V after induction with pentylenotetrazole, but the animals that received
intercalated phenobarbital presented higher latencies for the triggering of the convulsive
condition, which indicated the permanence of the anticonvulsive effect of the drug. The use of
non-intercalated and intercalated phenobarbital did not increase the ALT enzyme in relation
to the control group, maintaining the enzyme close to the normality standards, unlike what
was observed when analyzing the AST enzyme, in which the use of non-intercalated
phenobarbital induced a significant increase in AST compared to the control group, which
may suggest a certain hepatic impairment. CONCLUSION: Both drugs, intercalated
phenobarbital and non-intercalated phenobarbital, exert safety against PTZ-induced seizures
in 12, 24 and 36 hours. However, after 36 hours of PBTI use, a higher protective effect was
observed because this compound had a longer residence time in the organism.

KEYWORDS: Convulsions, intercalated phenobarbital, non-intercalated phenobarbital.

1 INTRODUCAO

As convulstes geralmente normalmente sdo eventos assustadores para quem 0S
presencia e representa uma causa importante de visita a emergéncia pediatrica. Uma crise
epiléptica constitui um sinal de anormalidade na funcdo do cérebro, sendo caracterizada por
descargas elétricas anormais e excessivas de um grupo de neurbnios que provocam
manifestagdes clinicas subitas (BRITO et al, 2017; SASIDARAN et al, 2012), tais como
alteracdo ou perda da consciéncia, uma atividade motora anormal, distdrbios de
comportamento, disfuncdo autondmica e sintomas sensoriais/sensitivos (BRITO et al, 2017,
BLUMSTEIN, FRIEDMAN, 2007). As crises epilépticas com manifestacbes motoras

correspondem as convulsdes, ja as crises epiléticas ndo convulsivas séo representadas pelas
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crises de auséncia, assim como aquelas com sintomas exclusivamente sensitivos, visuais ou
auditivos (BRITO et al, 2017).

O fenobarbital consiste em um barbitdrico com propriedades anticonvulsivantes, em
funcdo de sua capacidade de elevar o limiar de convulsdo. Este € um medicamento que
apresenta acao no sistema nervoso central, usado para prevenir o aparecimento de convulsdes
em individuos com epilepsia ou crises convulsivas de outras origens (TEUTO, 2016). Possui
um largo espectro de acdo, tendo efetividade similar a de outros farmacos anticonvulsivantes.
Seu uso é seguro e estd disponivel tanto em apresentacdes orais e como parenterais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O mecanismo de acdo mais importante dessa droga consiste no prolongamento da
abertura dos canais de cloro, dos receptores GABAA e consequente hiperpolarizacdo da
membrana pos-sinaptica. O fenobarbital pode também bloquear os canais de sodio e potassio,
reduzir o influxo de calcio pré-sinaptico e, possivelmente, reduzir as correntes mediadas pelo
glutamato. O fenobarbital é ainda amplamente utilizado na préatica clinica, em razdo de
apresentar eficacia equivalente a de fenitoina no tratamento em monoterapia tanto de crises
focais como nas generalizadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2013; NOLAN et al, 2013). Esta
indicado no tratamento de tanto de crises focais como generalizadas de pacientes de qualquer
idade, incluindo recém-nascidos (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O desenvolvimento de materiais hibridos representa um campo de pesquisa que vem
demonstrando um crescimento consideravel nos Gltimos anos, especialmente pelo fato de
harmonizar o conhecimento tradicional com as novas abordagens e as tecnologias modernas.
Essa amplificagdo visa atender a crescente demanda por novos materiais multifuncionais, com
variadas aplicacdes em Fisica, Quimica, Biologia, Agricultura e Medicina. Particularmente,
tem merecido destaque a grande quantidade de trabalhos que abordam utilizacdo de
nanoparticulas como capsulas de armazenamento ou carregadores de espécies de interesse
bioldgico e terapéutico (CUNHA et al, 2010; XU et al, 2006; SANVICENS, MARCO, 2008;
SOKOLOVA, EPPLE, 2008).

Inimeros sistemas para liberacdo controlada de drogas tém sido arquitetados e
descritos, comparando suas vantagens e desvantagens, e podem ser classificados em quatro
principais grupos: carregadores virais, compostos catidnicos organicos, proteinas
recombinantes e nanoparticulas inorganicas. Como exemplos recentes tem-se: pontos
guanticos (quantum dots) ou nanocompdsitos magnético-fluorescentes; géis poliméricos;
nanotubos de carbono ou silica funcionalizados; capsulas multilamelares de polieletrdlitos;

nanoparticulas de ouro e hidroxidos duplos lamelares (HDLs) (CUNHA et al, 2010).
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O termo “‘argilas amodnicas” ¢ usado para intitular os hidroxidos duplos lamelares,
naturais ou sintéticos, contendo espécies anidnicas no dominio interlamelar. Esta designacao e
devida a um paralelo com o termo “argilas catidnicas”, utilizado para aqueles materiais que
sdo constituidos de camadas de aluminossilicatos carregadas negativamente, com cations no
espaco interlamelar para compensar estas cargas. Nos Ultimos anos o termo Hidréxido Duplo
Lamelar (HDL) tem sido mais utilizado e refere-se a caracteristicas estruturais, destacando a
presenca de dois cations metalicos na lamela destes compostos (SANTOS, 2016).

Diversos trabalhos demonstram alta eficiéncia dos HDLs em sistemas de liberacéo
controlada de farmacos (SANTOS, 2016). As propriedades dos HDLs (como o carater
antiacido) podem ser combinadas com as propriedades do composto intercalado, tendo como
resultado um hibrido no qual as estabilidades quimica, térmica e/ou fotoquimica, entre outras,
sdo sensivelmente aumentadas em relacdo a do farmaco livre. Além disso, o material
intercalado podera sofrer um processo de liberacdo prolongada, decorrente da dissolugdo da
matriz lamelar em funcdo do ataque &cido ou de uma reacdo de troca aniénica (CUNHA et al,
2010; CHOY et al, 2008; DEL HOYO, 2008). Essas propriedades permitem que o HDL seja
um dos materiais inorganicos apontado como promissor para ser utilizado como suporte para
0 armazenamento e a liberacdo sustentada da substancia intercalada, que pode ser um tanto
um farmaco como os anti-inflamatérios ndo-esteroidais, drogas anticancerigenas, um
regulador de crescimento vegetal, porfirinas para uso em terapia fotodindmica, aminoéacidos,
herbicidas, como a molécula de DNA em procedimentos de terapia génica (CUNHA et al,
2010).

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia do fenobarbital de liberacdo lenta no
controle das convulsdes deflagradas pelo pentilenotetrazol (PTZ), verificando o tempo de
permanéncia no efeito anticonvulsivante através do comportamento e de registros
eletroencefalograficos, bem como caracterizar o quadro de convulsdo agudo provocado pela
aplicacdo de pentilenotetrazol, levando em conta padrdes de comportamento e do registro
eletroencefalografico, para criagdo de escores que facilitard a analise com o fenobarbital de
liberacdo lenta; criar dispositivos para analise dos dados eletroencefalograficos que possibilite
associar o comportamento observado e as alteracdes eletroencefalograficas; quantificar as
alteracdes eletroencefalogréficas observada apds a aplicacfes de pentilenotetrazol e verificar a
sua intensidade ap0s a aplicacdo do fenobarbital de liberacdo lenta e comparar com o
fenobarbital ndo intercalado (PBTNI) ja utilizado para controle da convulsdo, verificando a
permanéncia do seu efeito em 12, 24 e 36 horas apds a Ultima administracdo; e verificar a

funcdo hepatica dos animais ap0s a utilizacao do fenobarbital intercalado (PBTI).
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2 METODOLOGIA

Foi realizado um estudo quantitativo experimental, no Laboratério de Farmacologia e
Toxicologia de Produtos Naturais do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
do Para. Foram utilizados 162 ratos wistar machos adultos, pesando entre 200 a 250g. Os
animais foram obtidos do Biotério Central de Universidade Federal do Pard, e mantidos no
Biotério de Experimentacdo do Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos
Naturais. Este trabalho esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCECA), e foi aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Parda (CEUA/UFPA)
conforme apresentado no ANEXO A (CEUA n° 3953260717).

Para a andlise comportamental e bioquimica, 4 grupos foram formados no
experimento, utilizando um total de 90 animais, sendo grupo PBTI e grupo PBTNI recebendo
40 mg/kg via oral (Viana, 2007), grupo com pentilenotetrazol utilizando dose 60 mg/kg via
IP, e grupo controle recebendo apenas o veiculo.

Grupo 1. (G1) (n=9) Recebeu dose de 60 mg/kg de pentilenotetrazol, por via IP, para
caracterizar o comportamento convulsivo no decorrer do tempo de contato, dividido nos
estagios apresentados no QUADRO 2.

Apds a caracterizacdo do estagio convulsivo, foi testada a eficiéncia do fenobarbital
intercalado e ndo intercalado, levando em consideracdo o aprofundamento dos estagios
testado previamente. As caracteristicas de evolucdo do quadro convulsivo agudo

demonstraram a ac¢do anticonvulsivante da droga testada.

QUADRO 2. Caracterizagdo do comportamento convulsivo no decorrer do tempo de contato, apés a aplicacdo

de 60 mg/kg de pentilenotetrazol. Cada estagio inclui os comportamentos dos estagios precedentes.

ESTAGIO 0 Sem alteragBes comportamentais apds a aplicacdo do PTZ.
i O animal apresenta depressdo respiratoria, imobilidade, salivacdo e
ESTAGIO | )
tremores de pinas.
; O animal apresenta movimentos orofaciais, abre e fecha a boca,
ESTAGIO II ) o o
movimentos rapidos de vibrissas e cauda levantada.
i O animal apresenta crises clénicas isoladas de um ou mais membros,
ESTAGIO I o _
principalmente dos membros anteriores.
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i O animal apresenta crises clonicas generalizadas, salivacdo abundante,
ESTAGIO IV o
e perda transitoria do reflexo de postura.

i O animal apresenta crises tonico-clénicas (Grande—mal), cianose,
ESTAGIO V o
perda do reflexo de postura e morte por parada respiratoria.

Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)

Grupo 2 (G2): este grupo recebeu fenobarbital n&o intercalado na dose de 40 mg/kg
por via oral durante quatro dias e os testes foram feitos em 12 (n=9), 24 (n=9) e 36 (n=9)
horas ap06s o término do tratamento, onde os grupos receberam aplicacéo de pentilenotetrazol
na dose de 60 mg/kg, onde foi feita a analise do comportamento e aprofundamento nos
estagios.

Grupo 3 (G3): Este grupo recebeu fenobarbital intercalado na dose de 40 mg/kg por
via oral durante quatro dias e os testes foram feitos em 12 (n=9), 24 (n=9) e 36 (n=9) horas
apos, com a aplicacdo de pentilenotetrazol na dose de 60 mg/kg, onde foram feitas as analises
dos estagios comportamentais dos animais submetidos a convulséo.

Grupo 4 (G4): Recebeu o veiculo inerte da intercalacdo do fenobarbital em dose
equivalente por via oral durante 4 dias, e os testes foram feitos em 12 (n=9), 24 (n=9) e 36
(n=9) horas apds, com a aplicacdo de pentilenotetrazol na dose de 60 mg/kg, onde foram
feitas as analises dos estagios comportamentais dos animais submetidos a convulsdo

O objetivo deste teste foi avaliar a eficacia do PBTI e PBTNI, permitindo analisar se a
o efeito anticonvulsivante foi mantido apds a retirada do medicamento, controlando a
deflagracdo das convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol, bem como verificar se ha
interferéncia do veiculo utilizado para liberagdo lenta de fenobarbital.

Para aquisicdo de registro eletrocorticografico foram utilizados 72 animais, divididos
em 4 grupos, sendo eles: grupo controle recebendo veiculo inerte da intercalacdo do
fenobarbital em dose de 40 mg/kg por via oral durante 4 dias (n=9); grupo PTZ, recebendo
dose de 60 mg/kg (n=9), grupo PBTI, recebendo dose de 40 mg/kg por via oral durante quatro
dias e os testes foram feitos em 12 (n=9), 24 (n=9) e 36 (n=9) horas; e grupo PBTNI,
recebendo dose de 40 mg/kg por via oral durante quatro dias e os testes foram feitos em 12
(n=9), 24 (n=9) e 36 (n=9) horas.

As enzimas hepaticas foram dosadas por meio da obtengdo de amostra de sangue dos
animais estudados, sendo analisadas no Laboratério de Analises Clinicas do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para, por meio de um aparelho de analise

bioquimica da funcdo hepatica da marca Wiener lab GROUP, modelo CM 200.
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Para a comprovagdo da atividade cerebral, todos os animais dos grupos receberam
eletrodos implantados na regido de duramater (nas coordenadas esterotaxicas - 0,96 mm
bregma, e £ 1 mm latero-lateral) para observacdo dos eletrocorticogramas, possibilitando a
analise de graficos de poténcia revelando a atuacdo das drogas durante o experimento, este
procedimento mostrou-se necessario para a comprovacdo e observacdo das alteragdes
comportamentais concomitantemente com os registos eletroencefalograficos, comum neste
tipo de avaliagdo. O procedimento para implante dos eletrodos e o0s registros
eletrocorticogréaficos foram realizados conforme descrito por Hamoy (2011, p. 55-56).

Apb6s o procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos 3 por caixa e
acondicionados no biotério de experimentacdo formando dois grupos de 9 animais cada
grupo. No sétimo dia ap6s a cirurgia, os eletrodos foram conectados a um sistema de
aquisicdo de dados, composto por um amplificador de alta impedéancia (Grass Technologies,
P511), monitorado por um osciloscépio (Protek, 6510) (Figura 13B). Os dados foram
continuamente digitalizados em uma taxa de 1 KHz por um computador equipado com uma
placa de aquisicdo de dados (National Instruments, Austin, TX), e foram armazenados em
disco rigido e processados atraves de um software especializado (LabVIEW express). O
eletrodo de registro permaneceu localizado no lado direito do hemisfério, e do lado esquerdo
o eletrodo de referéncia. Todo o experimento foi executado dentro da gaiola de Faraday. O
registro foi feito durante o teste correlacionado com o comportamento permitindo a atividade
eletrocorticogréfica de cada estagio.

Apds 10 minutos de acomodacdo, foi aplicado o pentilenotetrazol 60 mg/kg por via
intraperitoneal, e a partir desse momento medido o tempo de laténcia para a ocorréncia na
mudanca de tracado, o total de tempo para cada registro que serd de 30 minutos. Para as
analises dos sinais, uma ferramenta foi construida usando a linguagem de programacao
Python versdo 2.7. As bibliotecas Numpy e Scipy foram usadas para 0 processamento
matematico e a biblioteca Matplolib para os graficos. A interface gréafica foi desenvolvida
utilizando a biblioteca PyQt4.

Os valores dos resultados foram descritos como média e desvio padrdo. As
comparacles de poténcia serdo feitas usando o ANOVA e teste de Turkey, através do
software GraphPadPrism ® 5. Valores de p < 0,05 serdo considerados estatisticamente
significativos. Para analisar a diferenca entre os experimentos, um grafico com a meédia e
desvio padrdo da densidade de potencial espectral (PSD) de varios experimentos foi
construido, cada onda do gréafico foi gerada a partir de um conjunto de testes, onde o PSD foi

gerado e calculada a média e o desvio padrdo de cada grupo.
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3 RESULTADOS

Levando em consideracdo caracteristicas comportamentais do quadro de convulsdo
agudo provocado pela aplicacédo de pentilenotetrazol podemos classificar 6 estagios, conforme
descritos no QUADRO 2.

Os animais foram submetidos a andlise comportamental, durante as convulsdes e
comparadas com o padréo de laténcia dos comportamentos observados para o PTZ na dose de
60 mg/kg i.p. Para facilitar a formacao de escores que identifique 0 comportamento, seréo
levados em consideracdo as laténcias para o aparecimento do comportamento convulsivo em
graus de aprofundamentos variados:

e) Espasmos dos membros Anteriores.

f) Crises clonicas isoladas sem perda do reflexo de postura.

g) Crises clonicas generalizada com perda transitoria do reflexo de postura.
h) Crises tonico-clonicas com perda do reflexo de postura.

TABELA 1. Meédia para laténcia do comportamento de espasmos dos membros anteriores observados ap6s o
periodo de 12 horas de suspensdo do tratamento com fenobarbital. Grupos marcados com letras diferentes

possuem diferenca estatistica e grupos marcados com letras iguais ndo possuem diferencas estatisticas. (n=9).

Tratamento Laténcia (segundos) (média = DP)
PTZ 50,89 * 5,9252

PBTI 155,7 + 60,21°

PBTNI 148,7 + 53,46"

Controle 49,78 + 19,2172

Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)

Apdbs administracdo do fenobarbital por um periodo de quatro dias, foi feito procedimento
de indugdo a convulsdo, 12 horas da ultima dose do fenobarbital, foi observado que nessa
condicdo a inducdo ao quadro convulsivo nao possuiu evolucdo completa, atingindo o estagio
Il apds a aplicagdo de 60 mg/kg i.p. de PTZ. A caracteristica comportamental observada nos
animais durante a evolugdo da convulsdo foi o espasmo de membros anteriores. O que
demonstrou que farmacologicamente o processo de absorcdo foi compativel entre o
fenobarbital nédo intercalado (PBTNI) e o fenobarbital intercalado (PBTI) no controle das
convulsbes. Estes grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si, porém

apresentaram diferenca estatisticas entre o grupo PTZ e Controle.
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A permanéncia do fenobarbital no organismo e a manutencdo do limiar convulsivo
alto foi um dado observado apds 24 horas de retirada do fenobarbital, neste caso tanto o PBTI
como o PBTNI tiveram sua atividade comprovada apds provocarem aumento na laténcia para
0 aparecimento do comportamento observados ap0s o tratamento para inducdo ao quadro
convulsivo. O comportamento de espasmos de membros anteriores que pertence ao final do
estagio I, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos PBTI (84,22 + 15,77 segundos) e
PBTNI (77,89 = 21,69 segundos), porém houve diferenca estatistica dos grupos que
utilizaram fenobarbital para os grupos controle e PTZ (TABELA 2). Neste caso a convulsédo
evoluiu para os estagios subsequentes apresentando crises clénicas isoladas sem perda do
reflexo de postura que corresponde a uma caracteristica de estagio Ill. Este comportamento
foi observado com uma laténcia mais de duas vezes maior para os grupos PBTI e PBTNI néo
havendo diferencas estatisticas entre eles. Porém mantiveram diferenca estatistica para os
grupos controle e PTZ (TABELA 2).

TABELA 2: Média de laténcias para comportamentos caracteristicos da evolucdo das crises convulsivas 24
horas ap6s utilizacdo de Fenobarbital. Grupos marcados com letras diferentes possuem diferenca estatistica e

grupos marcados com letras iguais ndo possuem diferencas estatisticas. (n=9).

Comportamento Tratamento Laténcia (S) Média + DP
PTZ 50,89 + 5,922
Espasmos dos membros PBTI 84,22 + 15,77°
anteriores PBTNI 77,89 + 21,69°
Controle 46,22 + 6,4572
) o PTZ 72,78 £ 16,012
Crises cldnicas isoladas
PBTI 197,2 + 58,59
sem perda do reflexo de
PBTNI 199,4 +93,0°
postura
Controle 73,64 + 14,282
Crises clénicas PTZ 150,1 + 39,512
Generalizada com perda PBTI 316,4 + 65,69"
Transitdria do reflexo de PBTNI 330,3 + 78,4°
postura Controle 141,6 + 38,462

Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)

Os animais apresentaram apds 24 horas de suspensdo do fenobarbital caracteristicas

comportamentais de estagio 1V representado por crises clénicas generalizadas com perda
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transitoria do reflexo de postura que apresentou laténcia para o grupo PTZ (150,1 + 39,51
segundos) e controle com argila (141,6 + 38,46 segundos) ndo demonstrando diferenca
estatistica. Os grupos PBTI e PBTNI apresentaram laténcia de (316,4 * 65,69) e (330,3+ 78,4)
segundos respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica entre eles, mantendo,
porém, diferencas para o grupo controle, o que demonstra uma protecdo para a deflagracdo
das convulsdes induzidas pelo PTZ (TABELA 2).

Com a retirada do fenobarbital por um periodo de 36 horas 0s animais apresentaram
evolucdo do quadro convulsivo até o estagio V apos a indugdo com o PTZ, porém os animais
que receberam o fenobarbital intercalado apresentaram laténcias maiores para a deflagracéo
do quadro convulsivo, o que indicou a permanéncia do efeito anticonvulsivante da droga,
como pode ser observado na (TABELA 3).

TABELA 3: Apresenta as médias de laténcias para crises 36 horas apds utilizagdo de Fenobarbital. Grupos
marcados com letras diferentes possuem diferenca estatistica e grupos marcados com letras iguais ndo possuem
diferengas estatisticas. (n=9)

Comportamento Tratamento Laténcia (S) Média = DP
PTZ 50,89 + 5,922
Espasmos dos membros PBTI 80,67 + 6,928"
anteriores PBTNI 68,44 + 6,307°
Controle 48,11 + 5,578%
_ o PTZ 72,78 + 16,012
Crises clbnicas isoladas
PBTI 116,6 + 17,26"
sem perda do reflexo de
PBTNI 87,89 £ 10,372
postura
Controle 82,33 £ 13,312
Crises clbnicas PTZ 150,1 + 39,512
Generalizada com perda PBTI 213,3 + 32,49°
Transitoria do reflexo de PBTNI 211,6 + 39,47°
postura Controle 153,2 + 28,752
) ) _ PTZ 203,3 + 37,232
Crises Toénico clonicas
PBTI 281,4 + 38,25"
com perda do reflexo de
PBTNI 227,7 £ 43,372
postura
Controle 201,2 + 20,802

Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)
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O quadro convulsivo inicia com os espasmos dos membros anteriores com tempo de
laténcia para o aparecimento apds administracdo do PTZ de 50,89 + 5,92 segundos, ndo tendo
diferenca estatistica para o controle (48,11+ 5,578 segundos). Para o PBTNI a laténcia para o
comportamento foi de 68,44 + 6,307 segundos, mantendo diferenca estatistica para o grupo
controle. O grupo com maior laténcia para o aparecimento do comportamento convulsivo foi
PBTI com 80,67+ 6,928 segundos, que apresentou diferenca estatistica para os demais grupos,
indicando que o processo de liberacdo lenta do fenobarbital teve influéncia sobre atuacéo para
0 comportamento de crises clonicas isoladas sem perda do reflexo de postura onde o grupo
PBTI teve média de laténcia mais alta, o que diferenciou estatisticamente dos demais grupos

(TABELA 3), corroborando com a informagao supracitada.

FIGURA 1. Demonstrativo dos tracados eletrocorticograficos (ECoG) e espectogramas, com duragdo de 30
minutos, apés administracdo de PTZ. Registro eletrocorticografico basal (controle) (A), registro
eletrocorticografico do controle positivo apds aplicacdo de PTZ (B), Eletrocorticograma dos animais que
receberam quatro doses PBTI, com indugdo ao quadro convulsivo 12 horas apds interrupcédo do tratamento (C),
tragado eletrocorticografico do grupo PBTNI com indugdo ao quadro convulsivo 12 horas ap6s interrupgao do
tratamento (D), Eletrocorticograma do grupo PBTI com indugdo do quadro convulsivo 24 horas ap0s a retirada
do fenobarbital (E), registro do grupo PBTNI com indugdo do quadro convulsivo 24 horas apds a retirada do
fenobarbital (F), Registro do grupo PBTI com inducdo ao quadro convulsivo 36 horas ap6s a retirada do
fenobarbital (G) e Registro do grupo PBTNI com inducdo do quadro convulsivo 36 horas ap6s a retirada do
fenobarbital (H). (n=9)
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Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)

Para o aparecimento do comportamento de crises clonicas generalizada com perda
Transitoria do reflexo de postura ndo houve diferenga estatistica entre PBTI (213,3 + 32,49
segundos) e PBTNI (211,6 + 39,47 segundos), 0 que indica que o comportamento observado
no estagio IV teve evolucdo semelhante para as duas formas de fenobarbital. Porém as duas
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preparacOes de fenobarbital apresentaram diferenca estatistica para o grupo controle e PTZ
(TABELA 3).

O comportamento de crises tonico-clénicas com perda do reflexo de postura que
compde 0 estagio V e representa 0 comportamento convulsivo de maior intensidade o grupo
PBTI apresentou maior laténcia, apresentando diferenca estatistica para 0s outros grupos
(TABELA 3), demostrando que o processo de intercalagdo em argila para o fenobarbital

melhora sua atuacdo na mesma dose administrada do fenobarbital ndo intercalado.

FIGURA 2: Poténcia dos registros ap6s a retirada do PBTI e PBTNI nos periodos de 12, 24 e 36 horas. Grupos
marcados com letras diferentes possuem diferenca estatistica e grupos marcados com letras iguais ndo possuem

diferencas estatisticas. (n=9)

B L]

Power m* /Hz X 10°

Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)
Os tracados eletrocorticograficos dos controles possui como caracteristica menor

amplitude abaixo de 0,1 mV, no espectograma pode ser observado as frequéncias com maior
intensidade de energia abaixo de 10 Hz (FIGURA 1A). A poténcia do registro basal
apresentou média de 0,2116 + 0,08257 mV2/ Hz x10-3 (FIGURA 2). O grupo que recebeu o
PTZ apresentou alteracfes eletrocorticograficas compativeis com quadro convulsivo com
irregularidades e amplitude de registro que atingiu 0,7 mV, apresentando salva de potenciais
caracteristica e elevacdo do nivel de energia nas frequéncias até 50 Hz observada no
espectograma, correspondendo a uma mudanga expressiva quando comparado ao controle
(basal) (FIGURA 1B). O nivel de poténcia do grupo que recebeu o PTZ apresentou maior
elevagdo com média de 6,844 = 2,195 mV2/ Hz x 10-3 demonstrando diferenca estatistica
para o grupo controle (FIGURA 2).

O grupo que foi tratado com o fenobarbital intercalado (PBTI 12) e ndo intercalado
(PBTNI 12) apresentaram caracteristicas de tracado eletrocorticograficos muito semelhantes
apos a inducdo das convulsées com PTZ 12 horas posterior a interrupgdo do tratamento com

fenobarbital (FIGURA 1 C e D). A analise de poténcia entre 0s grupos demonstrou que o
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PBTI 12 apresentou média 1,613 + 0,709 mV2/ Hz x 10-3 e 0 grupo PBTNI 12 com média de
1,91 £+ 0,5688 mV2/ Hz x 10-3 ndo apresentaram diferenca estatistica de acordo com os
valores. Porém os grupos PBTI12 e PBTNI12 apresentaram diferenca estatistica em relacéo
ao grupo controle e ao grupo PTZ (FIGURA 2).

Os grupos que receberam aplicacdo de PTZ 24 horas apds a retirada do tratamento
com fenobarbital intercalado (PBTI 24) apresentou o registro cortical com disparos abaixo de
0,5 mV e maiores intensidade de energia observado no espectograma abaixo dos 30 Hz
(FIGURA 1E), quando relacionado a poténcia do registro apresentou média de 2,852 +
0,4075 mV2/ Hz x 10-3 . Para o grupo que recebei o fenobarbital ndo intercalado PBTNI 24
foi observado semelhanca no registro apos a utilizacdo do PTZ para a indugdo das convulsdes
(FIGURA 1F). O nivel de poténcia observado durante o registro foi de 3,18 + 0,3058 mV2/
Hz x 10-3. Desta forma quando comparados os grupos PBTI 24 e PBTNI 24 em relacdo a
poténcia do registro ndo apresentaram diferencas estatistica significativa. Da mesma forma
ndo mantiveram diferenca estatistica para os grupos PBTI 12 e PBTNI 12, porém mantiveram
diferencas estatistica significativas para os grupos controle e PTZ.

Nos testes feitos apos 36 horas da retirada do tratamento com o fenobarbital os grupos
PBTI 36 e PBTNI 36 apresentaram maiores oscila¢es no tracado o que indica diminuigdo na
quantidade de droga que protege contra as convulsdes induzidas pelo PTZ (FIGURA 1 G e
H). Para o grupo PBTI 36 a poténcia apresentou média de 4,144 + 0,7084 mV2/ Hz x 10-3
que apresentou diferenca estatistica para o grupo PBTNI 36 que apresentou média de 5,594 +
0,8784 mV2/ Hz x 10-3, demonstrando que o processo de liberacdo lenta do fenobarbital
intercalado promoveu maior protecdo para os animais testados. Este dado é relevante a partir
da constatacdo que em relacdo a poténcia o grupo PBTNI36 ndo apresenta diferenca

estatistica para o grupo PTZ.

TABELA 4: Atividade das enzimas hepaticas ap6s a utilizacdo de PBTI e PBTNI. Grupos
marcados com letras diferentes possuem diferenca estatistica e grupos marcados com letras

iguais ndo possuem diferengas estatisticas. (n=9).

Enzimas Hepaticas Controle PBTI PBTNI
AST (mg/dL) 96,1 (+ 11,8) 108,0 (+ 5,6)? 115,8 (¥ 7,5)°
ALT (mg/dL) 53,00 (+ 13,0) 54,08 ( 4,0) 58,56 (+ 5,6)

Fonte: Elaborado pelos autores do trabalho (2019)
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Os testes para avaliagdo das enzimas hepaticas Aspartato aminotransferase (AST) e
Alanina aminotransferase (ALT), indicam dano na membrana do hepatécito, devido ao
aumento da permeabilidade. Houve aumento significativo da AST para o grupo PBTNI em

relacdo ao controle que pode indicar dano hepatico.

4 DISCUSSAO

No centenario da descoberta das propriedades antiepilépticas do fenobarbital, temos
mais de 20 drogas disponiveis para tratamento de epilepsia; contudo, nenhum farmaco mudou
dramaticamente o prognoéstico desta condicdo, em longo prazo. A cascata de eventos que
desencadeia a epilepsia, provavelmente, varia muito de individuo para individuo. Uma vez
que a epileptogénese seja melhor compreendida, o tratamento podera ser direcionado aos seus
mecanismos especificos e entdo poderemos dispor de tratamentos capazes de modificar a
historia natural da doenca. Desta forma utilizacdo de fenobarbital intercalado para liberacdo
lenta pode ser observado como uma possibilidade de melhor controle do episédio epilético e
menores efeitos colaterais. Apos a comprovacao da intercalacdo em HDL na proporcdo de
0,032g por grama de material, 0 que possibilitou o teste e comprovacdo comportamental e
eletroencefalogréfica.

A intercalagdo de espécies organicas em HDL tem recebido atencdo as diversas
aplicacGes possiveis para esses materiais hibridos orgéanicos-inorganicos. Os compostos
intercalados em HDL sofrem processo de liberacdo sustentada, decorrente da dissolucdo da
matriz lamelar em funcéo do ataque &cido ou de uma reacdo de troca ibnica no corpo (DEL
HOYO, 2007). Adicionalmente, o confinamento de substancias em estruturas lamelares pode
aumentar seu tempo de acdo no corpo de modo a manter as especificagdes, fisica, quimica,
terapéutica e toxicologicas do principio ativo do composto durante o periodo de
armazenamento, além de promover a estabilidade da substancia e direcionar os sistemas
hibridos para alvos especificos (tecidos) e/ou regular sua liberagdo no organismo (KURA et
al. 2014) Esses dados corroboram com os apresentados no trabalho pois o fenobarbital
intercalado teve maior tempo de controle das convulsdes induzidas por PTZ , quando
comparado ao fenobarbital comercial.

Essas propriedades permitem que o HDL seja um dos materiais inorganicos apontado
COmMO promissor para uso como suporte para o armazenamento e liberacdo sustentada de
fenobarbital. As propriedades dos HDL também, permite intercala-los com trocadores i6nicos,
catalisadores, precursores ou suporte para catalisadores, adsorventes, na sintese de matérias
ceramicos avancados (CAVANI, TRIFIRO, VACCARI, 1991). O HDL pode ser utilizado
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para liberacdo lenta de anti-inflamatorios ndo esterdidais, uma das drogas ja utilizada é a
metformina para o controle da glicemia em diabéticos (AMBROGI et al, 2001, 2003;
BARAHUIE et al, 2014; TRONTO et al, 2001). O pentilenotetrazol (PTZ) € um componente
convulsivo capaz de gerar tanto crises agudas, quanto cronicas (MUSSOLINI, 2013). Ela é
uma das principais substancias causadoras de convulsdes que séo utilizadas na escolha pré-
clinica de novos farmacos anticonvulsivantes. A criacdo de barbitdricos no tratamento das
crises convulsivas veio a partir de estudos com 0 PTZ (JUNIOR et al, 2007). Desta forma, a
utilizacdo do modelo convulsivo do PTZ levou em consideracdo o tempo de ocorréncia para o
comportamento padronizado pelo grupo controle e a confirmacdo eletroencefalografica do
fendmeno subjacentes ao estado convulsivo e podemos demonstrar a eficacia do fenobarbital
intercalado com HDL.

A intercalacdo de espécies organicas em HDL tem ganhado atencédo expressiva devido
as inimeras aplicacOes viaveis para esses materiais hibridos organico-inorganicos. Esses
compostos também vém sendo usado ha algum tempo como excipientes farmacéuticos como
é o0 caso da metformina de liberacdo lenta para tratamento de diabetes (CUNHA et al., 2010).
Atualmente, atenta-se para um numero cada vez maior de artigos cientificos e de patentes que
focam a intercalacdo de produtos biologicamente ativos em HDL, como uma tatica para
aumentar a estabilidade das substancias, para aplicacdo em terapias modernas (CUNHA et al.,
2010). No presente trabalho os HDL foram os materiais de escolha para serem intercalados ao
fenobarbital, justamente em funcdo de suas caracteristicas inovadoras. O controle de doencas
crbnicas com menos oscilaces nas concentraces plasmaticas pode favorecer o tratamento da
epilepsia com fenobarbital intercalado.

O fenobarbital apresenta um histérico de mais de cem anos de uso clinico o que Ihe
proporciona um grau incomparavel de conhecimento e seguranca sobre sua eficacia e
tolerabilidade (YANCUBIAN, CONTRERAS-CAICEDO, RIOS-POHL, 1999; MEDEIROS,
2014). Dados todos esses fatores foi a droga anticonvulsivante usada nesse estudo.

O estudo sob andlise revela que em relacdo tracados eletrocorticograficos (ECoG) e
espectogramas, com duracdo de 30 minutos, apés administracdo de PTZ, houve alteraces
estatisticas significativas entre 0 PBTI (FIGURA 1G) e PBTNI (FIGURA 1H) apds 36 horas
do uso das mesmas. Por meio desses tracados ficou claro que o PBTI oferece um maior tempo
de protecdo contra convulsdes comparando-se ao PBTNI quando se leva em consideracdo um
tempo minimo de 36 horas ap0s a indugéo da crise. Também é possivel comprovar que ambas
as composigdes obtiveram resultados satisfatorios em relagdo ao grupo basal representado no
eletroencefalograma (FIGURA 1A).
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As enzimas hepéticas ALT (Alanina aminotransferase) e AST (Aspartato
aminotransferase) sdo utilizadas para avaliar a existéncia de dano hepatico (BATISTA, 2016;
MINCIS, 2006). Hoje sabe-se que a grande parte das drogas utilizadas para o tratamento da
epilepsia podem induzir alguma alteracdo nos valores dessas enzimas, como o fenobarbital,
4cido valpraico, fenitoina, feloamato, carbamazepina, entre outros. (MARANHAOQO; GOMES;
CARVALHO, 2011).

O fenobarbital € um antiepiléptico muito utilizado, porém com efeitos colaterais
importantes, sendo a insuficiéncia hepatica o mais grave deles, podendo ocorrer apenas
aumento das enzimas hepaticas, ou até oObito, (ANTONIUK, 1996). A hepatotoxicidade
induzida pelos antiepilépticos pode ocorrer tanto como parte de uma reacdo idiossincrésica
generalizada, que ocorre em fungdo do acimulo de intermediarios toxicos produzidos durante
a bioativacdo hepatica ou como um evento isolado, sendo sua prevaléncia cerca de 9% entre
0s pacientes tratados com fenitoina, carbamazepina e fenobarbital. (OLIVEIRA, 2011)

O fenobarbital, a droga utilizada nesse estudo, também apresenta como efeitos
colaterais comuns distarbios hepatobiliares, como aumento da gama-glutamiltransferase,
aumento das transaminases, aumento da fosfatase alcalina no sangue e até hepatite.
Normalmente a hepatotoxicidade s se manifesta se a concentracdo sérica é mantida acima do
limite maximo por periodos extensos. (BITTAR, 2018).

Nos resultados do presente estudo, a utilizagdo de fenobarbital promoveu um aumento
nos valores das transaminases hepaticas, corroborando os resultados encontrados em outros
estudos realizados em animais. (BITTAR, 2018; TIPOLD, 2014).

A utilizacdo de fenobarbital ndo intercalado e intercalado ndo aumentaram a enzima
ALT, em relacdo ao grupo controle, havendo manutencéo da enzima proximo aos padrdes de
normalidade. Porém, ao se analisar a enzima AST, a utilizacdo do fenobarbital ndo intercalado
induziu um aumento relevante de AST em comparagdo ao grupo controle, o que pode sugerir
um certo comprometimento hepéatico. O fenobarbital intercalado ndo apresentou diferenca
para o0 grupo controle. Para este dado o fato de a droga ser liberada de forma lenta no
organismo, evitando absor¢do rapida com aumento gradativo no sangue pode estar
relacionado ao resultado encontrado. A liberagdo controlada provoca aumento na seguranca
da droga levando a menor indugdo enzimatica, efeito colateral importante do fenobarbital
(CUNHA et al, 2010).

5 CONCLUSAO
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Ficou demonstrado que o fenobarbital pode ser incluido em HDL e aumentar sua
permanéncia no organismo podendo controlar melhor os quadros convulsivos.

O modelo experimental de convulsdo induzido pelo PTZ, utilizando o PBTI e o
PBTNI para o controle das crises convulsivas foi bem sucedido, tendo com isso alcangado o
objetivo de demonstrar que existe um tempo maior de permanéncia no efeito
anticonvulsivante do PBTI em relacdo ao PBTNI demonstrado através do comportamento e
de registros eletroencefalogréaficos.

Ambas as drogas, PBTI e PBTNI, exercem protecdo contra as crises convulsivas
induzidas pelo PTZ, no entanto ap6s 36 horas de uso 0 PBNT mostrou efeito mais eficaz pelo
fato de 0 mesmo apresentar um maior tempo de permanéncia no organismo. Ambas as drogas,
PBTI e PBTNI, provocam um certo aumento das enzimas hepaticas. O PTBNI, porém,
provoca um aumento de AST consideravelmente maior que o PBTI durante o periodo de
tratamento de 4 dias, diminuindo sua toxicidade hepatica.

Este estudo oferece indicios para posteriores e maiores explanacfes sobre o uso do
Fenobarbital intercalado para o controle das crises convulsivas e seus beneficios. Ter no
mercado uma droga anticonvulsivante mais eficaz, o que podera favorecer o tratamento de

milhares de pessoas epilépticas proporcionando melhor qualidade de vida.
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& 'CERTIPIBAoo

-vttificamos que a proposta intitulada "Utilizagao pré-clinica do fenobarbital intercalado para )
“iiepsia.”, protocolada sob o CEUA n® 3953260717 (o 00069s), MAW
‘anutencao efou utilizacao de animais pertencentes aa filo Chordata, subilo Verte
~entifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11. 7946e 8 de outubro
£ 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle d.
“rnuada nala Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Pard

'\ that the proposal "Preclinical use of intercalated phenobarbltal for the

2(11¢5 rats (0 males), protocol number CEUA 3953260717

* the nroduction, maintenance and/or use bf animals bel : ‘

/1 seinas), for scientific research purposes or teaching - is in accordal
02008, as well as with the rules issued by the National Council
{haroved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal Unlve'rslty

>'dode da Proposta: Pesquisa
\"géncia da Proposta de 09/2017 a 09[2019
Urgem: Laboratério de Farmacologia e toxicologi

“.oecler  Ratos heterogénicos
Linhagem: Wistar ¢




