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ABREVIATURAS

ACTH : adrenocorticotrofina
BDNF: brain-derived neurotrophic factor
CAT: catalase

CCK: colecistoquinina

CuZnSOD: superdxido dismutase dependente de cobre e zinco.

DNA: 4cido desoxiribonucléico
EAO: espécies ativas de oxigénio
ECS: choque eletroconvulsivo
ECT: eletroconvulsoterapia
GABA: acido aminobutirico
GPx: glutationa peroxidase

GSH: glutationa reduzida

GSSG: glutationa oxidada

H,0: agua

H,0;: peréxido de hidrogénio
HO;": radical hidroperoxila
MnSOD: superoxido dismutase dependente de manganés
NPY: neuropeptideos Y

O:: oxigénio molecular

02 " superoxido

OH: hidroxila

* OH: radical hidroxil



SNC: Sistema nervoso central
SOD: superoxido dismutase
SS: somatostatina

S5-HT: serotonina



RESUMO

(Tatiana Barichello - Avaliagio do Estresse Oxidativo em Tecido Cerebral de Ratos

Submetidos a Choque Eletroconvulsivo) Apesar dos inimeros avangos ocorridos nos
ultimos vinte anos referentes ao refinamento do uso e a administragdo da terapia
eletroconvulsiva de forma a minimizar os seus efeitos adversos, pouco progresso tem sido
feito na compreensio dos mecanismos subjacentes aos seus efeitos terapéuticos e adversos.
Desta forma, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de determinar os niveis de dano
oxidativo e da atividade das enzimas antioxidantes precocemente e tardiamente apos
choque eletroconvulsivo agudo ou crénico. Foir demonsirada uma diminui¢do na
peroxidagdo de lipidios no hipocampo, estriado e cerebelo imediatamente ap06s e trinta dias
apos uma unica ou multiplas sessdes de choque eletroconvulsivo. Resultado semelhantes
foram encontrados para oxidac¢do de proteinas pelo método carbonyl no protocolo agudo.
Da mesma forma, foi demonstrado um aumento nas atividades da catalase e da superoxido
dismutase em diferentes tempos apds tnico ou muiltiplos choques eletroconvulsivos.
Nossos resultados demonstram que ap6s o choque eletroconvulsivo hd um aumento nas
atividades das enzimas antioxidantes, mas nio houve demonstracio de dano oxidativo no

hipocampo, estriado e cerebelo.
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ABSTRACT

(Tatiana Barichello — Evaluation of oxidative stress in brain tissues of rats submitted
to eletroconvulsive shock) Although several advances has occurred over the past 20 years
concerning refining the use and administration of electroconvulsive therapy to mimnimize
side effects of this treatment, little progress has been made in understanding the
mechanisms underlying its therapeutic or adverse effects. Thus, this work was performed
order to determine the level of oxidative damage and antioxidant enzymes activities early
and late after acute and chronic electroconvulsive shock. We demonstrated a decrease 1n
lipid peroxidation in the hippocampus, striatum and cerebellum immediately after and up
for 30 days after a single or multiple electroconvulsive shock. This was also true to protein
carbonyls in the acute protocol. In this way, we demonstrated an increase in catalase and
superoxide dismutase activities different times after single and multiple electroconvulsive
shock. Our findings, for the first time, demonstrated that after ECS there 1s an increase mn
antioxidant enzymes activities and we cannot demonstrate oxidative damage In

hippocampus, striatum and cerebellum.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL



1.1. Eletroconvulsoterapia (ECT)

O tratamento através da eletroconvulsoterapia tem sido disponibilizado ha mais de
60 anos e ¢ ainda o mais efetivo tratamento antidepressivo disponivel (McCall et al., 2001).
O ECT ¢ um tratamento altamente eficaz, com indicagdes precisas, e com dificuldade em
revelar os processos bioquimicos responsaveis pelo seu sucesso terapéutico. Na aurora da
integragdo do processo entre mente e cérebro, a elucidagio das engrenagens bioldgicas da
estabilizacdo aguda dos quadros depressivos e psicoticos ocasionada pela ECT certamente
sera uma contribui¢cdo maior. O estado atual do conhecimento cientifico acerca dele ja
permite apontar casos e situagGes especificas onde hd um maximo beneficio do método, o
perfil daqueles mais adequadamente indicados a receberem o tratamento e alteragdes
bioquimicas que vém candidatando-se a um papel ndo meramente coadjuvante nas bases
biologicas dessa importante ferramenta do atual arsenal terapéutico em psiquiatna. O ECT
continua a ter um papel estabilizado e importante no manejo e tratamento de depressdes
resistentes, catatonia, sindrome neuroléptica maligna (Eranti et al, 2003), depressio
bipolar, esquizofrenia e doenga de Parkinson (Pekary et al., 2000), além de nio existirem
evidéncias que o ECT cause danos estruturais no cérebro (Devanand et al, 1994).
Entretanto, apesar dos avangos em seguranga e técnica na rotina do uso da
eletroconvulsoterapia, € ainda um dos mais negligenciados tratamentos em psiquiatria

(Eranti et al,, 2003).



1.1.1. Historico

Um dos primeiros investigadores a induzir convulsdes sistematicas como método
terapéutico no século passado foi Ladislas Joseph von Meduna. Ao examinar os cérebros de
pacientes do hospital psiquidtrico de Budapeste, acreditou que havia um espessamento da
neuroglia de pacientes epiléticos, enquanto nos esquizofrénicos parecia 0CorTrer 0 oposto.
Essa observacfo, nunca comprovada, levou-o a postular haver um antagonismo entre
epilepsia e estados psicoticos, e que a indugdo de crises convulsivas poderia ter um papel
terapéutico no manejo desses. Para obté-las, usou uma injegio intramuscular de cinfora, o
que foi capaz de produzir uma crise do tipo grande mal por aproximadamente 45 minutos
apos a aplica¢do. O paciente escolhido fora um cataténico em estado de mutismo quase
completo ha quatro anos. Apds a quinta injegio, o paciente levanta de sua cama e pede algo
para comer. O seu discurso torna-se coerente, embora apresentasse lapsos de memorna.
Quando toma conhecimento de que estava no asilo ha quatro anos, o paciente fica incrédulo
(Shorter, 1997). A céanfora € posteriormente substituida por pentilenotetrazol, mas a
agonizante fase de espera pela crise convulsiva, e o mal estar profundo do paciente nesse
periodo, levam a procurar outros métodos de indugéo da crise convulsiva (Thuillier,1999).
Dessa maneira, o Professor Ugo Cerletti e seu médico residente Lucio Bini, na
Universidade de Roma, no dia 18 de abnil de 1938, apds a aplicagdo de dois choques
elétricos subconvulsivos através de um aparelho primitivo montado pelo tltimo, ja4 com o
paciente mmplorando - “De novo nfo! Ird me matar!”- ignoram os apelos e colocam o

aparelho na voltagem maxima, conseguindo uma crise convulsiva nessa terceira tentativa,



inaugurando um método que, com algumas alteragdes, permanece em uso até hoje
(Dubovski, 1995).

O uso da ECT difundiu-se rapidamente e, nas suas duas pnmeiras décadas, houve
uma progressiva aceitagdo e refinamento na técnica de aplicagdo. Abram Bennett, na
Universidade de Nebraska, administrava curare para criangas com paralisia espastica. Em
1939, num encontro fortuito com o neurologista Walter Freeman, posteriormente
celebrizado pela realizacdo em série de lobotomias em excursdes pelos Estados Unidos,
esse sugertu que o farmaco poderia ser usado para reduzir as taxas de fraturas associadas a
ECT. A ele, logo se incorporou o uso sistematico de anestésicos gerais. Assim, houve uma
primeira época de ampla utilizagdo do método em diversos hospitais e clinicas
psiquiatricas, ndo so na Europa e Estados Unidos, mas mundialmente. No Rio Grande do
Sul, Alvaro Murillo da Silveira introduziu em 1942, no Hospital Psiquiatrico Sio Pedro, a
eletroconvulsoterapia usando um aparelho construido pelo engenheiro Olmiro Higenfritz.
(Busnello, 1995).

Nos anos 1960 e 70, ha uma marcada diminui¢do na utilizagdo da ECT, nio so pelo
advento da psicofarmacologia, mas principalmente pelo movimento antipsiquidtrico, que
inluenciou as elites universitarias gerando um sentimento de desconforto e raiva na
sociedade contra as internagdes psiquiatricas e a psiquiatria de um modo geral. Uma queda
de 46% no uso de ECT entre os anos de 1975 a 1980 foi demonstrada em um levantamento
do National Institutes of Mental Health (Thompson et al., 1994). Na Europa, a pratica do
ECT ¢ distribuida desigualmente (Philpot et al., 2002). O ECT esta disponivel somente em
centros especializados na Bélgica, Alemanha, e com limitada disponibilidade na Polonia e
Romenia. A ECT é proibida em varias partes da Suica desde 1994, e ndo pode ser utilizado

na Slovenia, mas é comumente usado em algumas partes da India (Eranti et al, 2003).



Ao longo de sua historia, as indicagGes para o uso do ECT tém sido ditadas ndo
pelos resultados que demonstra em ensaios clinicos, mas pelas percepgdes do piblico, meio
cultural onde ele é empregado e por inclinagdes dos profissionais que lidam com
transtornos mentais graves, além de peculiaridades da legislagdo local (Winslade et al,
1984). Hoje, mesmo com indicagdes precisas para diagnosticos definidos, a realizagdo da
ECT ainda estd sujeita a esses fatores, o que explica taxas altamente discrepantes de
utilizacdo entre diferentes populagGes. Dados demonstram que ha, proporcionalmente, uma
maior utilizagdo por membros das classes média e alta (Babigian & Guttmancher, 1984), ao
contrario do que ocorria na década de 1950 quando classes desprivilegiadas tinham uma
matior probabilidade de serem submetidas ao procedimento (Hermann et al., 1995). Negros
sdo sub-representados entre aqueles que recebem ECT (Thompson et al.,, 1994). Hospitais
privados aplicam mais que os publicos (Thompson et al., 1987) e a presenca de um centro
académico na area aumenta a chance de aplicagdo (Hermann et al., 1995). Idade e sexo
devem ser destacados quando se fala da distribui¢io demografica da ECT. Os estudos ja
mencionados do NIMH demonstraram que mulheres eram 71% dessa populagido em 1986.
Idosos tém formado uma importante fatia da distribuigio etaria. Sua baixa tolerdncia as
medicagdes psiquiatricas mais potentes pode explicar, em parte, esse fato. Além desses,
atualmente temos o diagnodstico como um importante preditor de uso, sendo os Transtornos

do Humor a principal categoria representada.



1.1.2. Refratariedade, mdicagGes e avaliagio para tratamento.

Apesar das discrepancias em seus indices de utiliza¢io e as percepgdes negativas do
publico em geral quanto a sua administragio, a ECT tem conseguido estabelecer de maneira
cada vez mais firme o seu papel no arsenal terapéutico atual. Isso se deve, em primeiro
lugar, ao nigor das avaliagGes as quais foi submetida (UK ECT Review Group, 2003). A
comunidade psiquidtrica pode, gracas a esses ensaios, oferecer respostas com bastante
credibilidade as principais perguntas sobre o tratamento. Esses testes rigorosos, observados
num contexto historico, definiram com maior precisio as indicagdes, ou mostraram suas
limitagdes para determinadas doencgas. Adeptos a técnica foram levados a avaliagGes mais
criteriosas de seu posicionamento, do mesmo modo que aqueles mais descrentes tiveram
provas que pediam uma reconsidera¢do de seus posicionamentos.

Indices demonstrando resposta em até 85% dos casos ja foram publicados (Crowe,
1984; UK ECT Review Group, 2003). Acreditamos que, nas condi¢des atuais, onde se
véem pacientes refratarios como uma parcela importante daqueles submetidos a ECT, isso
seja um numero otimista. No passado, tinhamos na intolerdncia aos antidepressivos uma
das principais indicagdes para ECT, o que levava um grande numero de idosos em primeiro
episodio depressivo grave a serem submetidos ao tratamento. Sabe-se, agora, que nesta
populagio o método goza de excepcional eficacia (Sackeim et al., 1993). O advento dos
novos antidepressivos, principalmente apos a introdug¢do dos mibidores seletivos da
recaptacio de serotonina, fez com que o perfil da populag¢io encaminhada para tratamento

mudasse. Agora, dificilmente sdo levados 4 ECT pacientes que j& ndo tenham sido
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submetidos a um curso adequado de tratamento com farmacos, o qual ndo logrou sucesso
(UK ECT Review Group, 2003).

As evidéncias mais robustas avaliaram o uso da ECT em trés diagndsticos
psiquiatricos — depressio, mania e esquizofrenia. Esses trabalhos mostraram se o
tratamento era indicado nestas circunstincias e o tamanho de seu efeito. Na depressio, as
evidéncias apontando sua eficacia sio fartas (UK ECT Review Group, 2003). Nos
primeiros anos apods seu estabelecimento, relatos de caso e estudos nio controlados
apoiavam sua indicacdo, e, com o rigor epidemiolégico surgido a partir dos anos 1970,
trabalhos controlados foram realizados submetendo-a novamente ao crivo cientifico
(Crowe, 1984). Os resultados, mais uma vez, demonstraram sua eficicia. Uma metanalise
demonstrou que, em quadros depressivos, a ECT era superior a todos demais grupos de
comparagdo. Havia grupos em uso de antidepressivos triciclicos, inibidores da monoamino-
oxidase, além de um grupo placebo, onde o participante era levado a sala de ECT,
submetido ao procedimento anestésico padrio do estudo e tinha inclusive os eletrodos
posicionados, apenas nio recebendo o choque eletroconvulsivo (“sham treatament™)
(Janicak et al., 1985).

A indicagio da ECT para quadros agudos de mania, apesar de infrequente, ndo €
controversa. O ECT, nesse caso, é considerado como uma segunda opgio devido a presenga
de psicofarmacos com um desempenho adequado na resolugdo dos episodios.
Normalmente, ele € attvado nos casos refratarios a medicagdo (Mukherjee et al ,1994). Um
estudo controlado demonstrou o ECT como superior ao litio ao final de oito semanas
(Small et al., 1988). Todavia, no estudo de seguimento o comportamento dos grupos nio
demonstrou diferenca significativa na reincidéncia de crises maniacas. Em um estudo

averiguando o uso de ECT concomitante a clorpromazina comparado a um grupo utiiizando



o antipsicotico sem ECT, o tratamento combinado foi superior em reduzir o tempo
necessario para o controle do episédio bem como atingiu um mator numero de individuos
livres de doenga ao final do estudo (Sikdar et al., 1994).

Ao contrario dos quadros maniacos e depressivos agudos, no controle dos smtomas
psicoticos, a ECT ndo demonstra uma efetividade tdo evidente. Estudos antigos ja
propunham que o manejo das psicoses era melhor estabelecido através do uso de
medicacdes e que essas seriam superiores a ECT. Este teria lugar, novamente, em casos
refratarios (May etal., 1976).

O encaminhamento do paciente a ECT deve ser encarado como um marco no
tratamento e ndo como apenas mais um passo na escalada terapéutica. Uma das principais
causas de falha terapéutica deste procedimento € o erro diagnostico. Entdo, temos, nesse
momento, o tempo ideal para uma reavaliacdo psiquiatrica completa, incluindo exames
clinicos.

E, principalmente pelo fato de haver um desconforto piblico quanto a aplicagdo da
ECT, a sua associagio a uma psiquiatria rigorosa quanto aos seus diagnosticos e precisa nas
suas indicac¢des terapéuticas € fundamental para uma mudanga na percepgdo errdnea que a

sociedade tem dela (UK ECT Review Group, 2003).

1.1.3. Técnica bilateral e unilateral direita

Até meados da década de 1990, acreditava-se que o efeito antidepressivo da ECT
estivesse relacionado a crise convulsiva por ele gerada Sugeria-se, e era amplamente

aceito, que convulsdes com mais de 25 segundos de duragio eram suficientes para obtengdo



de eferto antidepressivo (Fink et al., 1982). Isso levou muitas clinicas a tentarem obter uma
convulsdo ténico-clonica generalizada com a menor dose de energia possivel, almejando,
dessa forma, uma minimiza¢do dos efeitos adversos sobre a memoéria. Sackeim e
colaboradores (2000) questionaram essa conclusio e demonstraram em ensaios clinicos
controlados que a resposta terapéutica ao ECT era dose dependente.

Nao so a dosagem de energia foi estudada como um fator importante nos desfechos
do procedimento, mas o método de posicionamento dos eletrodos durante o choque
eletroconvulsivo também (Sackeim et al., 1987). O objetivo dessas investigagcdes passou a
ser a descoberta da dose associada com uma taxa de resposta terapéutica ideal e um minimo
de efeitos adversos sobre a cogni¢do. Um elegante ensaio randomizado controlado
comparou a técnica bilateral com a unilateral em trés diferentes intensidades de dosagem. A
taxa de resposta nos grupos que receberam dosagem alta pela técnica unilateral e bilateral
fo1 semelhante e superior aquelas percebidas nos grupos submetidos a dosagem baixa e
moderada pelo método unilateral (Sackeim et al., 2000).

Diversos estudos tentaram avaliar os efeitos desses métodos sobre a cogni¢do dos
pacientes. Porém os instrumentos e métodos utilizados nesses estudos deixavam margem
para ocorréncia de vieses. Lisanby e colaboradores (2000) construiram um instrumento de
avaliacdo de memoria desenvolvido especificamente para o estudo da memoria quanto a
fatos autobiograficos e impessoais em sujeitos submetidos a ECT e aplicaram-no em
pessoas submetidas as técnicas bilateral e unilateral em diferentes dosagens. Os resultados
apos dois meses de seguimento demonstraram que 0s prejuizos eram mais pronunciados em
eventos impessoais do que nos pessoais e na técnica bilateral mais do que na unilateral
independente da dosagem aplicada. Efeitos persistentes sobre a memoria carecem de

evidéncias controladas como as fornecidas por esse elegante ensaio. Todavia, ressaltamos



que existem relatos de amnésia permanente para eventos ocorridos proximos aos dias do

tratamento (Squire et al., 1983}

1.1.4. Alteragdes neurobioldgicas induzidas pelo ECT

O entendimento dos mecanismos pelo qual a ECT methora serios transtomos
mentais poderia levar a tratamentos mais seguros e efetivos. As pesquisas nesse sentido
fazem wuso do <choque eletroconvulsive (CEC) como modelo animal de
eletroconvulsoterapia (Busnello et al., 2004). Os fatos disponiveis tém demonstrado ser
mutto mais facil descobrirem-se alteragdes em diversos sistemas fisiologicos do que acusar
precisamente quais dessas respondem pela eficacia do CEC. Obviamente, um evento tal
qual a crnise convulsiva, ainda mais provocada pela aplicagio de uma descarga elétrnica
direta, ¢ a manifestacio dramatica de uma diversidade de processos bioguimicos
subjacentes. Isso atrai o interesse de cientistas que avidamente medem quaisquer variaveis
relacionadas ao sistema nervoso central, com uma consideravel chance de encontrarem
diferengas significativas quando comparados pacientes ou cobaias submetidos ao CEC com
controles adequados. Infelizmente, determinar quais vardveis alteradas respondem
diretamente pelo efeito antidepressivo do choque ndo ¢ igualmente ficil. Desse modo,
consideramos mais apropriado falar-se em alteragBes do que em bases neurobioldgicas da
ECT.

Dentre as alteragSes endocrinas, a prolactina for um dos hormdnios mais
mvestigados. Ela € liberada de maneira aguda apés cada aplicagio, atingindo um pico em

15 a 30 minutos (Whalley et al, 1987). Este aumento rapido do nivel da prolactina

10



prolactina plasmatica tem sido confirnado em animais e humanos. Entretanto, o
mecamsmo mediado desta resposta parece desconhecido (Golan et al., 1993; Papakostas et
al., 1988).

O eixo hipotédlamo-hipofise-tire6ide demonstra um rapido aumento nos niveis de
TSH logo apds o CEC. Esse aumento diminui a cada choque, o que pode ser relacionado
com a também decrescente duracdo das convulsdes ao longo das diversas sessdes de
tratamento. Esse fendmeno é comum a maiora dos cursos de ECT, ndo se relacionando
com desfecho clinico (Papakostas et al, 1990). Postulou-se, também, que o uso de
triiodotironina concomitante as sessdes resultaria numa melhor eficacia do procedimento.
Apesar de achados sustentando essa hipotese, o uso da técnica ndo logrou consagragdo
clinica e fo1 incapaz de estimular a realiza¢io de estudos posteriores metodologicamente
adequados que esclarecessem o seu verdadeiro desempenho na otimizagio dos resultados
da ECT (Stemn et al, 1991). A convulsfio induzida tem sido relacionada ao aumento da
sintese e acio do TRH em muitas regides limbicas (Sattin et al., 1994). Uma teona do
mecanismo de a¢do da ECT, a hipotese diencefalica, assumiu que o grau da resposta de
ECT foi relacionado com a estimulagio das estruturas subcorticais que regulam a atrvidade
do eixo endbcrino hipotilamo-hipéfisario. A estimulagdo desse sistema resultou na
liberagio de horménios hipofisarios como a adrenocorticotrofina (ACTH), tirotrofina,
prolactina, ocitocina e vasopressina. Entretanto, o eixo neuroendodcrino hipotilamo-
hipofise-tireoide é o mais extensamente estudado em depressio, e € controlado por varios
sistemas de neurotransmissores que podem estar envolvidos no desenvolvimento da doencga
(Esel et al, 2002).

O metabolismo cerebral de glicose e o fluxo sangiiineo cerebral foram avaliados em

animais € humanos submetidos a ECT (Obergriesser et al., 2003; Sartorius et al., 2003).
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Estudos em ratos demonstraram significante redugdo no metabolismo da glicose um dia
apos o ultimo CEC (Ackermann et al., 1986). Do mesmo modo, em humanos, uma
diminuigdo nos indices metabolicos foi demonstrada ap6s um curso de ECT (Obergriesser
et al., 2003). Essas alteragdes ndo foram correlacionadas com resposta clinica. Um estudo
conseguiu demonstrar correlagdo entre melhor taxa de remissdo de episodio depressivo e
diminui¢do no metabolismo cerebral de glicose imediatamente apos a ultima apiicag:éo da
série de CECs (Ackermann et al., 1986).

O ECS produz varias altera¢des no sistema serotoninergico (5-HT). A ativag¢io nos
receptores 5-HTs da serotonina aumenta a liberagdo de dopamina e colecistoquinina no
estriado e no cortex (Blandina et al.,1989) , mas mibe a libera¢do de acetilcolina no cortex
(Barnes et al., 1989). Na regido hipocampal CAl, a ativagdo do 5-HTs é conhecido por
aumentar a liberaco de noradrenalina e acido aminobutinico (GABA) (Feuerstein et al.
1986). Em animais, o uso do eletrochoque foi reportado como potenciador serotoniﬁergico
nos neurdnios corticais (De Montigny et al., 1984). Foi demonstrado que o receptor 5-HTa
fo1 potencializado apds repetigio de CECs em ratos (Ishiara & Sasa, 1999) e houve um
aumento na densidade do receptor no giro dentado do hipocampo (Hayakawa et al.,1994).
Os efeitos do ECS no SHT permanecem desconhecidos (Ishihara et al., 2001).

Recentes expernimentos tém demonstrado que diferentes neurotransmissores que
sintetizam enzimas, neuropeptideos, e receptores para neurotransmissores podem ser
afetados pela ECS (Brodin et al.,1989). Especialmente, ambos neuropeptideos Y (NPY) e
somatostatina (SS) s3o alterados em especificas regides do cérebro pela ECS (Mathé et
al ,1994). NPY e SS mostram véarias agdes no cérebro e tem uma vanedade de efeitos
(Heilig et al,1994). NPY, um peptidio com 36 aminoacidos, ¢ um membro da familia dos

polipeptidios pancreaticos (Tatemoto et al., 1982), e aparece no cérebro principalmente na
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forma de 36 aminoacidos (Allen,1993). SS ocorre no cérebro como um peptideo de 14
aminoacidos, mas outras formas de SS podem ser encontradas no cérebro (Benoit et al.,
1982). A somatostatina (SS-LI) pode ser liberada do hipocampo e estriado in vivo pela
despolarizagio estimulada e pelos efeitos da atividade neuronal desta regido (Dodd et
al,1978). A concentragdo de NPY esta reduzida em cérebros pos-mortem de individuos
com historia de transtornos depressivos (Widdowson et al. 1992). Foram encontrados
também reduzidos os niveis de NPY e SS no liquido cefalorraquidiano de individuos com
depressdo e as concentragdes desses peptideos foram aumentando de acordo com as
aplicagdes de ECT (Mathé et al ,1994). Estudos demonstraram que a ECT modificou a
sintese, liberagio e metabolismo de neuropeptideos como NPY, SS, substincia P e
colecistoquinina (CCK) (Lindfors et al.,1991). Mostrou-se também um aumento nos fatores
de transcricdo do RNAm para serotonina, receptores GABA (Butler et al.,1993) e tirosina-
hidroxilase (Leviel et al.,1990).

Estudos recentes avaliaram o uso da ECT dosando diferentes marcadores de
degeneracdo neuronal e de células gliais (proteina tau, neurofilamentos, proteina S-100beta)
no liquido cefalorraquidiano, porém nio foram encontrados niveis significantes destes
marcadores (Zachrisson et al., 2000). Isso apdia evidéncias que indicam ndo haver danos
neuronais causados pela ECT. Outra preocupagio a ser considerada seria a integridade da
barreira hematoencefalica apés a administragdo de ECT. Existe um aumento na
permeabilidade da barreira hematoencefalica imediatamente apos a indugido de estimulos
elétricos, mas esse efeito parece ser transitorio (Devanand et al., 1994). A passagem de
albumina sérica marcada com radio para o liquido cefalorraquidiano (CSF) comprova essa
permeabilidade, porém 24 horas apds o curso de ECT os niveis dessa passagem sdo

reduzides aos valores encontrados antes do inicio do tratamento. Portanto supGe-se que esse



aumento fugaz na permeabilidade da barreira nio desempenhe um papel importante nos
mecanismos antidepressivos (Devanand et al., 1994).

Estudos prévios sugerem que a ECT promove altera¢des duradouras na expressio
génica. Estas alteragdes na atividade gendmica sdo mediadas por immediate early genes
(IEGs) que funcionam como cédigo para a transcricio de fatores via estimulos
extracelulares na futura expressio de genes (Duman & Hosoda, 1992). Um unico ECT
resulta em rapido aumento na expressio de IEGs, incluindo c-fos e, ECT cronica resulta
em redugio de c-fos. Isto € possivel porque a ECT croénica modifica o sistema SHT em
particular SHT2a, via IEGs como a propria c-fos (Moorman et al., 1996). O basic fibroblast
growth factor (FGF-2) esta implicado na diferencia¢io de progenitores celulares de
neurdnios, astrocitos e oligodendrdcitos, sendo encontrado, também, na formagio de novas
sinapses, além de ter um efeito neuroprotetor. Ap6s convulsdes induzidas por ECT, ocorre
aumento na expressio de RNAm para FGF-2 no hipocampo, que permanece por muitas
horas apds a convulsio (Gwinn et al., 2002).

Estimulos elétricos induzem ativacdo de proteinas de regulacdo associadas ao
citoesqueleto (Yamagata et al, 2002). E levantada a possibilidade de que muitos
tratamentos antidepressivos, incluindo a ECT, regulem fatores neurotréficos. A sinapsina €
uma proteina associada as vesiculas sinapticas, tendo um papel regulador na hiberacio de
neurotransmissores, e também na organizacio da arquitetura do citoesqueleto no terminal
pré-sinaptico (Yamagata et al., 2002; Yamagata, 2003). Essa proteina ¢ fosforilada por
varias proteinas quinases. A ECT induz uma mudanga bidirecional na fosforilagdo da
sinapsina. Imediatamente apos a convulsdo, ocorre um rapido aumento na desfosforilagdo
da sinapsina, o0 que implica em uma maior rigidez na organizagio da actina-citoesqueleto

que modula a liberacdo de vesiculas sinapticas. Este fato impede que ocorra uma hberacio

14



maci¢a de neurotransmissores na fenda sinaptica, provocada pela ECT, promovendo, assim,
um efeito protetor. No entanto, alguns minutos ap6s a convulsio, ocorre um aumento na
fosforilagdo da sinapsina, desaparecendo a rede de actina e aumentando a liberagio de
neurotransmissores e, possivelmente induzindo plasticidade neural, tal como uma
reorganizagdo sinaptica (Yamagata et al, 2002; Yamagata, 2003).

Estudos prévios tém demonstrado que a indugio de convulsdes agudas ou cronicas
aumentam a expressdo de fator neurotrofico derivado do cérebro (brain-derived
neurotrophic factor - BDNF) e seu receptor ttKB, no cérebro de roedores (Lindefors et
al.1995). O mecanismo das convulsdes induzidas ainda nio estd claro, entretanto BDNF
mRNA abundante nos neurénios hipocampais tem sido demonstrado ser aumentado pelo
CEC. A expressdo de BDNF esta associada a remodelagdo sindptica, induzindo surgimento
de novas vias de fibras musgosas no hipocampo, distribui¢do de receptores e efeitos
antidepressivos (Zetterstrom et al.,1998).

Estudos j& comprovaram previamente a existéncia de um aumento de moléculas de
adesfo celular neuronal (N-CAM), as quais s3o envolvidas na sinaptogénese, seguido de
uma série de CECs em ratos sob condicdes experimentais (Kragh et al., 1993). Isso sugere
que 0s novos circuitos ndo sdo somente formados entre neurdnios preexistentes, mas podem
também envolver um grande numero de novos neurdénios. A proliferacio, diferenciagio e
sobrevivéncia de neurdnios granulares do giro dentado sio influenciados por condi¢des
fistologicas e ambientass.

Evidéncias recentes indicam que as novas células neuronais formadas integram-se
funcionalmente e mostram as mesmas caracteristicas anatomicas, no cérebro adulto, dos
demais neurdnios (Hellsten et al, 2002). Foi demonstrado um significante aumento no

numero de neurdnios hipocampais em um modelo animal de ECT, uma maxima
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prohiferagdo celular entre 3 e 5 dias depois a administragio de um Gnico choque
eletroconvulsivo, na qual a taxa de proliferagio aumentou aproximadamente 3 vezes
quando comparada com um controle. A taxa de proliferacio celular se relaciona com o
nuamero de estimulos administrados. Foi constatado que a nova geracio de neurdnios
sobrevive por pele menos trés meses, sendo, precisamente, a drea de maior proliferagio a
zona subgranular da borda do hilo do giro denteado. Evidéncias recentes indicam que esses
novos neurdnios interagem funcionalmente e tem as mesmas caracteristicas anatémicas
quando comparadas as dos neurdnios antigos (Madsen et al., 2000; Hellsten et al, 2002). A
atividade motora por st pode ser suficiente para induzir a neurogénese {(Van Praag et al.,
1999), sendo possivelmente a atividade motora ictal responsavel por esse efeito. Estudos
demonstraram que uma atividade elétrica sem convulsdes motoras pode induzir
neurogénese (Bengzon et al.,1997). Além disso, quando os amimais recebem ECT sob
anestesia com halotano, reduzindo assim a atividade motora, um similar aumento de células
marcadas com BrdU (marcador de proliferagio celular) sio observadas. Esses achados
indicam que a atividade cerebral por si s6 é suficiente para induzir neurogénese.
Entretanto, em animais de laboratério, quando € administrada ECT provocando uma
convulsio tonico-clénica generalizada, ocorre um aumento nas novas células nervosas
(Madsen et al., 2000). A diminui¢do do volume do hipocampo tem sido reportado em
humanos apds recorrentes episodios de depressdo (Sheline et al., 2003). A diminuigido do
volume hipocampal simultaneamente combinado com a depressido, demonstrando um
aumento da neurogénese para este modelo de desordem, adiciona uma nova dimenséo para
a conceitualizagio e interesse pela agdo do ECT. Os efeitos antidepressivos do ECT podem
estimular a proliferacdo celular e a plasticidade sinaptica na formagio do hipocampo.

(Madsen et al., 2000).
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Além dos benéficos da eletroconvulsoterapia, o procedimento pode causar
diminuigio na memoria, caracterizando as amnésias retrograda e anterdgrada, podendo ser
explicadas por uma redugdo no nimero de receptores muscarinicos em diversas regides do
cérebro (Gleiter et al., 1989). Adicionalmente, mudangas no sistema glutaminérgico podem
estar vinculadas (Chamberlin et al., 1998). De acordo com essas hipéteses, a ECT causa um
msulto neuronal por excessiva liberagio de aminoacidos excitatérios e ativagio de seus
receptores. Esses insultos no hipocampo durante as sessdes de ECT provavelmente sdo
importantes para a disfung¢io no processo de consolida¢io da memoria. Além disso, a ECT
aumenta a afinidade no sitio de ligagido de receptores 5-HT24, sendo que a estimulagio da
neurotransmissio serotoninérgica prejudica o processo de aprendizado e memoria

(Erakovic et al,, 2001).

1.2.1. Espécies Reativas do Oxigénio

O elemento oxigénio existe na atmosfera na forma diatomica O,. Com exce¢do de
certos microorganismos unicelulares anaerobios e aerdbios tolerantes, todos os animais,
plantas e bacténias necessitam de O, para eficiente producdo de energia através do uso do
oxigénio dependente da cadeia transportadora de elétrons nas mitocéndrias de eucariontes
(Halliwell & Gutteridge,1999).

A necessidade do O, obscurece o fato de que é um gas potencialmente toxico e
mutagénico oferecendo sérios riscos, as espécies aerobicas sobrevivem devido a defesas
antioxidantes que as protegem. Os efeitos dos danos em organismos aerébicos variam
consideravelmente com o tipo de organismo, a idade, estado fisiolégico e a dieta. A

toxicidade do oxigénio € influenciada pela presenca na dieta de variadas quantidades de
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vitaminas A, E, e C, metais tais como Zinco, Cobre e Ferro, antioxidantes sintéticos e
acidos graxos polinsaturados (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Para formar o oxigénio molecular O, os dois elétrons do subnivel p de um elemento
oxigénio fazem intercdmbio com os dois elétrons de outro elemento oxigénio, formando um
composto estavel com 12 elétrons na Gltima camada (L). Quando no metabolismo normal
ocorrer uma reducdo do oxigénio molecular O,, este ganhard um elétron, formando o
radical superéxido (07 °) (Mello et al ,1983). Em condigdes fisiolégicas do metabolismo
celular aerdbico, o O, sofre reducio tetravalente, com aceitacio de quatro elétrons,
resultando na formagio de agua, durante este processo sio formados intermediarios reativos
como os radicais superéxido (02 °), hidroperoxila (HO;"), hidroxila (OH), e o perdxido de
hidrogénio (H;0,) (Ferreira et al, 1997, Cuzzocrea et al.,2001), conforme figural.
Normalmente a reducio completa do O, ocorre na mitocondria, e a reatividade das EAO €
neutralizada pela entrada de quatro elétrons (Cohen, 1989). Entre as espécies reativas de
oxigénio formadas o radical superdoxido ocorre em quase todas as céluias aerobicas e é
produzido durante a ativagio maxima de neutrofilos, macrofagos, mondécitos e eosinofilos
(Halliwell & Gutteridge, 1990). O radical superéxido reage com alvos biologicos, sendo
que o efeitos nos tecidos € resultado da formagio secundaria de novos radicais livres em
adi¢io a reac¢do do superoxido com lipidios, catecolaminas (Macarthur et al.,2000), e Dna
(Dix et al ,1996).

Entre as EAO o oxigénio single, que € a forma excitada do oxigénio molecular e
ndo possui elétrons desemparelhados na ultima camada (Halliwell & Guttenidge, 1990), ¢

reconhecido como um possivel contribuinte para o estresse oxidativo nos sistemas vivos,
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altamente energético e mutagénico, sendo capaz de oxidar moléculas bioldgicas (Cuzzocrea
etal.,2001; Ravanat et al.,1992).

0O H,0; € capaz de atravessar camadas lipidicas, podendo reagir com a membrana
eritrocitaria e com proteinas ligadas ao ferro, sendo assim altamente toxico para as células,
podendo ser aumentada esta toxicidade em presenga de ferro (Eaton,1991).

O radical mais reativo proposto muitos anos atras é o HO,", produzido pela
interagdo do Oz ° e HO; pela rea¢do quimica conhecida como Haber-Weiss, tragos do
metal ferro na forma de ions, reage com H,0, produzindo o radical hidroxil, o ion ferro
nao esta presente em vivo, mas os ions sdo produzidos pela agdo do superdxido sobre os
fons ferro armazenados em proteinas (Cuzzocrea et al,2001). A liberagdo do ferro
intracelular, a baixa capacidade liquérica de ligacdo ferro-proteina e a deficiéncia de
enzimas antioxidantes no sistema nervoso central ampliam o risco de lesdo induzida pelo
trauma com a liberagdo de ferro (Ferreira, etal.,1997). Estas espécies ativas de oxigénio sdo
capazes de reagir indisciminadamente com qualquer tipo de molécula organica, extraindo
elétrons e gerando novos radicais livres em reagdo em cadeias altamente citotoxicas {(Ames
et al.,1993).

Quando existe um aumento na produ¢io ou diminui¢io das defesas antioxidantes
'existe uma condi¢do chamada de estresse oxidativo, em que os radicais livres em excesso
comecam a produzir danos a lipidios, proteinas, DNA, carboidratos (Halliwell &
Guttenidge, 1999), inibi¢do das enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial, inativagdo do
gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase, 1mibigdo da atividade da SODIO/POTASSIO
ATPase na membrana plasmatica (Cuzzocrea, et al.,2001), levando a subseqiiente morte

celular pela necrose ou apoptose (Evans,1993). Conforme demonstrado na figura 2. A
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capacidade das células em diminuir os efeitos do estresse oxidativo € determinada pelo
balango entre as quantidades de espécies oxidantes geradas e a capacidade dos processos
metabolicos de sintetizar antioxidantes (Beutler et al.,1989).

Varias enzimas cerebrais expr'essadas no cérebro incluindo monoaminooxidase,
tirosina hidroxilase e L-aminoacido oxidase produzem H,0, como um subproduto normal
de suas atividades. A atividade de outras enzimas neuronais podem produzir oxidantes
através da ativagio da fosfolipase A, dependente de Ca” que pode levara liberagio de acido
araquiddnico, produzindo diretamente O, ° através do seu subseqiiente metabolismo pela
lipoxigenases e ciclo-oxigenases para formar eucosandides (Gilgun-Sherki et al.,2002). A
auto-oxidagio de substancias endégenas como acido ascoOrbico e catecolaminas pode
aumentar os niveis de perdoxido de hidrogénio (Coyle & Puttfarcken, 1993). As EAO tem
sido foco de interesse como possiveis candidatos para a eluctdag@o de varias respostas na
patogénese do dano agudo do sistema nervoso central e como alvo terapéutico (Bromont et
al., 1989, Oliver, et al., 1990), é bem conhecido que as células glais sdo mais resistentes ao
estresse oxidativo do que os neurdnios, provavelmente devido a up regulation da sintese de
glutationa (Rice & Russo-Mena, 1998; Iwata-Ichikawa et al., 1999).

O estresse oxidativo gerado tem sido implicado principalmente no mecanismo
neuronal de varias patologias cerebrais, incluindo doenga de Alzheimer (Calabrese et al,,
2003), isquemia cerebral, doenca de Parkinson, esclerose lateral amiotrofica familiar,
transtorno degenerativo dos neurdénios motor (Ames et al , 1993, Moosmann & Behl, 2002),
doenga de Huntingto, esquizofrenia (Rao & Balachandran,2002), Friedreich’s ataxia,
citopatologias mitocondriais e outras doengas neuromusculares (Baker & Tamoplski,

2003). Indicado também como potencial contribuinte para patologias agudas do sistema
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nervoso central, apds danc por acidente hemorrdgico cerebral, as espécies ativas de
oxigénio podem aumentar muitas vezes ocorrendo danos teciduais por diferentes caminhos

molecular celulares {Gilgun-Sherk: et al 2002)

. _or o, Fe' ge*”” oW
: o ¢ Cgmww
0,0 5 ~=—»"0H “—H,

Superdxido  Perdddo de HO  padical
Hidrogenio Hidrowil

Figura 1: Formagio das principais espécies ativas de oxigénio (Adaptado Ritter ¢t al. 2004)
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Figura 2: Principais alicragdes celulares geradas pelo estresse oxidativo. (EAQ) cspéeics ativas do oxigénios

{ONOO™) peroxinitrito; (NOS) dxido nitrico sintetase {adaptado de Halliwell & Gutteridge. 1999).
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1.2.2. Sistemas de defesas antioxidantes

Existem distintas estratégias celulares de defesa contra 0s processos mediados pelas
especies ativas de oxigénio que incluem defesas enzimaticas e nfo enzimatcas. Estes
compostos sio encarregados de manter baixas as concentragdes em estado estacionario das
EAQ, atuam prevenindo a formaciio ou a sua atividade uma vez formadas. As células
também possuem sistemas de defesa que reparam os danos celulares ocormidos em
biomoléculas (proteinas, lipidios, acidos nucléicos) (Llesuy et al 2002},

Entre as defesas enzimaticas encontramos a superoxido dismutase (SOD), catalase e
glutationa peroxidase (Michiels et al ,1994; Halliwell & Gutteridge,1999), conforme figura

3 efigura 4.

07"+ 07 +2H > H0,+ 0, -
Enzima-Cu” + 07 + 2H —> Enzima-Cu’ + 0O, Superoxido dismutase
Enzima-Cu’ + Oy + 2H - Enzima-Cu”" + H:0z J CuZnSOD

M) + O3 <> [Malll} - O, "> Mn" + O, Superdéxido dismutase
Mn?+0;" <> [Mn' " - 0 "] — Mn(lll) + H,02 MnSOD

H-0Op > 2 H0 +0s 4‘? Catalase

-
ROOH + 2GSH — ROH + H-0 + GSSG [ Glutationa peroxidase

Figura 3. Principais cnzimas antioxidantes em eucariontes {adaptado Halliwell & Guttenidge. 1999).



A enzima CuZnSOD estd presente em todas as células eucariontes. Nos animais a
maioria da CuZnSOD ESTA localizadas no citosol, algumas aparecem nos lisossomos e
nicleo (Halbwell & QGutteridge, 1999, Desidenr et al 2003). As CuZnSODs estio
amplamente distribuidas e compreendem um total de 90% do total das SODs, esta enzima
que requer Cobre e Zinco para a sua atividade, tem grande significado fisiologico e
potencial terap€utico. Possui peso molecular de 32 000 daltons e contém um Cu(ll) ¢ um
Zn(ll) por subumidade. As subunidades estio estabilizadas por uma ligacio dissulfeto entre
cadeias. Esta enzima requer Cu e Zn para a sua atividade bioldgica e a perda do Cu resula
em completa inativagio levando em muitos casos ao desenvolvimento de doencas em
humanos {(Noor et al, 2002}, A MnSOD esta amplamente distribuida nas mitocdndrias. As
atividades relacionadas 8 MnSOD esta baseada no tipo de tecido e espéoie animal variando
de acordo com o numero de mitocdndrias presentes nas células, Normalmente contém 4
subunidades protéicas e 0.5 ou 1 ion de Mn por subunidade. A remocdo do Mn do sitio de
atividade da MnSOD causa perda da atividade catalitica (Halliwell & Gutteridge, 1999,
Noor et al [ 2002) A SOD converte superdxido em perdxido de hidrogénio e representa a

primeira linha de defesa contra a toxicidade do oxigénio (Gilgun-Sherk: et al 2002).

A catalase em rnamiferos € uma hemeproteina de ampla distribuigio tecidual,
focalizada em organelas subcelulares conhecidas como peroxissomos. Contém quatro
subumdades proteicas, cada qual contém um grupo heme com Fe higado ao sitio ativo,
Forma uma reacdo altamente eficiente com perdxido de hidrogénio, seu unico substrato,

para formar dgua e oxigénio molecular (Halliwell & Guttenidge,1999; Llesuy et al ,2002).

A glutationa peroxidase (GPx) é uma enzima formada por quatro subunidades de

protewcas, cada qual contém um atomo do elemento Selénio (Se) ligado ao sitio ativo gue €
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o sitto de atividade {(Halhwell & Gutteridge,1999), sua ag@o se baseis na oxidacio da
glutationa (GSH) ao seu dissulfeto correspondente GSSG  (Andreazza et al, 2004). A
glutationa reduzida {GSH L-v-glutamil-L-cistemnil-glicina) contém duas subumidades
protéicas, cada qual com flavina FAD no sitic ATIVO de atividade (Halliwell &
Gutteridge, 19993 A GSH estd presente na matonia das células e € o uol {-8H) mais
abundante no mewo intracelular (Meister et al, 1983) Sua capacidade redutora ¢
determinada pelo grupamento (-SH), presente na cisteina.. A GSH pode ser considerada um
dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a
contra a lesdo resultante da exposigo a agentes como fons ferro {Galleano et 2l ,1995) A
glutationa é conhecida como oxiradical scavenger {Darley-Usmar & Halliwell[1996) A
GSH ¢ essencial para a desintoxicag@o celular pelas espécies reativas de oxigénio no
cérebro. Dados recentes demonstram que alem da fungdo intracelular tem um importante

papel extracelular no cérebro {Dringen & Hirrhinger, 2003y,

Figura 4: Defesas antioxidantes, GSH glutationa reduzida, GSSGiglutationa oxidada, GPx:
Glutationa peroxidase, SOD: Superdxido dismutase, catalase (adaptado Ritter et al | 2004),



1.2.3. Estresse oxidativo e sistema nervoso central

O cérebro consome grandes quantidades de oxigénio, em tomo de 20% do oxigénio
consumido pelo corpo todo, 160 umol por 100g do peso cerebral por minuto (Magistretti et
al.,1999). Pelo constante uso do oxigénio nas mitocOndrias para suprir a energia necessaria
sdo gerados os radicais livres, tomado o cérebro particularmente suscetivel ao estresse
oxidativo (Gilgun-Sherki et al., 2002).

O SNC ¢ propenso ao dano oxidativo por varias razdes:

a) O metabolismo de alguns dos principais neurotransmissores, COmo a dopamina,'que é
precursora do L-DOPA, e noradrenalina reagem com O, para gerar O, °, H,O; e reativas
quinonas/semiquinonas podem destruir GSH e ligar-se com o grupo —SH de proteinas,
capazes de consumir as defesas antioxidantes, que sdo baixas em muitas regides do cérebro
(Halliwell & Gutteridge,1999).

b) Muitas enzimas que se encontram no cérebro incluindo monoamino oxidase, tirosina
hidroxilase, e L-amino acido oxidase produzem H,0, como um subproduto de suas
atividades metabolicas. (Gilgun-Sherki et al., 2002).

c) A presenga de aminoacidos excitotoxicos, tem sido sugerido que podem promover o
estresse oxidativo, pela liberagdo de aminoacidos excitatorios em neurénios (Halliwell &
Gutteridge,1999).

d) Outra possibilidade é a habilidade de vanas EAO em diminuir a captura de glutamato
pelas células gliais e a inativagio da enzima glutamina sintetase (Halliwell &
Gutteridge,1999). A exotoxicidade do glutamato esta envolvida na génese de uma série de

doencas do SNC, epilepsia, ezquizofrenia e acidente vascular encefalico (Rutter et al.,2004)



e) As membranas neuronais contém niveis elevados de acidos graxos poliinsaturados
capazes de sofrer peroxidagio lipidica (Halliwell & Guttenndge 1999; Floyd &
Hensley,2002).

f) A presenga da barreira hematoencefalica com o intuito de manter a constincia dos
liquidos intersticiais, age seletivamente sobre muitos substratos, mas permite a passagem de
ferro e cobre, capaz de participar da reacdo de Haber-Weiss/Fenton (Andreazza et al,
2004).

g) Os macrofagos do SNC quando ativados podem produzir superdxido, perdxido de
hidrogénio, sendo capazes de secretar citocinas como IL-1, IL-6 e TNFa. O interferon e
TNFo podem produzir espécies ativas do oxigénio (Halliwell & Gutteridge, 1999).

h) A grande concentragio de Ca™ que atravessa a membrana neuronal, interfere com os
transportes de ions, podendo produzir rapida elevagio do Ca™ livre intracelular, muitas
vezes levando ao estresse oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 1999; Koutsilieri et al.,2002).
1) O cérebro tem uma alta concentragdo de ferro e ascorbato, os quais sdo ingredientes
chaves na peroxidagio dos lipidios de membrana (Floyd & Hensley,2002).
1) O cérebro ndo possui grande concentracdo de defesas antioxidantes existindo um grande
potencial para danos oxidativos (Floyd, 1999).

k) Estudos referentes a separagio de mitocondrias do cérebro e outros 6rgdos demonstram
que de 2 a 5% do total do oxigénio consumido pela respiragdo mitocondrial formam EAO,

sendo a maior parte de peroxido de hidrogénio (Hensley K. et al, 1998).
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1.3. Objetivos e organizagido dos trabalhos apresentados na dissertagéo.

Este trabalho apresenta a compilagio dos principais experimentos carreados ao longo de
2001-2003.

O Capitulo 1. Apresenta sucintamente o marco tedrico dos trabalhos. Inicialmente sdo
discutidos aspectos da eletroconvulsoterapia. Apds, alguns elementos da bioquimica das
espécies reativas de oxigénio sdo apresentados no intuito de permitir estabelecer um
entendimento da eletroconvulsoterapia e a formacdo de radicais livres e defesas
antioxidantes no SNC.

O Capitulo 2. Apresenta os primeiros dados experimentais obtidos através do seguinte
artigo: No evidence for oxidative damage in hippocampus after acute and chronic
electroshock in rats. Brain Research (2004) submitted.

O Capitulo 3. Apresenta a seqiiéncia dos dados dos experimentos através do seguinte
artigo: Structure-related oxidative damage in rat brain after acute and chronic
electroschock. Neurochemical Research (2004) submitted.

O Capitulo 4. Apresenta a discussdo geral onde busca-se integrar esses achados
descritos nos capitulos anteriores. Alem disso, abre discussdo acerca de possiveis novas

possibilidades de pesquisa.
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Abstract

Although several advances has occurred over the past 20 years concerning
refining the use and administration of electroconvulsive therapy to minimize side effects of
this treatment, little progress has been made in understanding the mechanisms underlying
its therapeutic or adverse effects. Thus, this work was performed in order to determine the
level of oxidative damage and antioxidant enzymes activities early and late after acute and
chronic electroconvulsive shock. We demonstrated a decrease in lipid peroxidation in the
hippocampus immediately after and up for 30 days after a single or multipie
electroconvulsive shock. This was also true to protein carbonyls in the acute protocol. In
this way, we demonsirated an increase in catalase and superoxide dismutase activities
different times after single and multiple electroconvulsive shock. Our findings, for the first
time, demonstrated that after ECS there is an increase in antioxidant enzymes activities

and we cannot demonstrate oxidative damage in hippocampus.

THEME J: DISORDERS OF THE NERVOUS SYSTEM

Neuropsychiatric disorders

Key-Words: electroconvulsive shock, electroconvulsive therapy, free radicals, oxidative stress,

catalase, superoxide dismutase
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Introduction

Electroconvulsive therapy (ECT) has been used as a treatment for mental disorder
since 1930s. Particulary is the most effective treatments for refractary depression [23].
However, several features of this treatment elicit concem among professionals and the
public. These include the passage of electricity through the brain, the elicitation of grand
mal seizure, and the images of patients receiving ECT during the early unmodified era,
without anesthesia or muscle relaxation. For some critics, the cognitive deficits associated
with ECT raise the specter of brain damage [2], particularly in regions such as the
hippocampus that critically subserve memory functions and are highly sensitive to hypoxic
or ischemic insults [4,10,13]. Although several advances has occurred over the past 20
years conceming refining the use and administration of ECT to minimize side effects of
this treatment, little progress has been made in understanding the mechanisms underlying
its therapeutic or adverse effects. The animal equivalent of ECT, electroconvulsive shock
(ECS) has been shown to have many effects in experimental animals, and these findings
have contributed to explain the therapeutic and side effects of ECT [17]. In contrast to
several others animal models of convulsions, previous studies did not find biochemical and
structural evidence of brain damage following a therapeutic course of ECS [19].

Reactive oxygen species (ROS) are a part of normal human metabolism. When
produced in excess can cause tissue injury including lipid peroxidation, DNA damage and
enzyme inactivation. ROS has been implicated in a variety of acute and chronic
neur’dpsychiafﬁc conditions, including convulsion [5,6,8]. Although the involvement of ROS
during both acute and chronic period of drug-induced status epilepticus has been studied
[5], there is none study investigating the putative role of oxidative stress after ECS-induced
convulsions.

Thus, this work was performed in order to determine the level of oxidative damage

and antioxidant enzymes activities early and late after acute and chronic ECS.
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Material and Methods
Animals and study design

Adult and male Wistar rats (250-300 g) were obtained from our own breeding
colony. They were caged in group of 5 with free access to food and water and were
maintained on a 12-h light-dark cycle (lights on 7:00 am), at a temperature of 23° + 1°. The
experiments were performed between 2 p.m. and 5 p.m.

The rats were divided in two protocols: acute and chronic treatment. In acute
treatment the animals received a single ECS. In chronic treatment, animals received eight
ECS every other day. In both protocols the animals were sacrificed by decapitation at
different times after last ECS: immediately after, 48 hours, 7 and 30 days (n=5 animals per
group). The hippocampus was dissected out immediately after the rat to be sacrificed, and
storage at —80°C. In vivo studies were performed in accordance with National Institutes of

Health guidelines and with the approval of the local ethics committee.

Electfocon vulsive sfimulation

The electroconvulsive shock was applied via bilateral ear clip electrodes. The stimulus
parai‘neters were 150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds. Each stimulation elicited
tonic-clonic seizure. The sham groups (acute and chronic) were handled identically to the

ECS-treated rats except no current was passed.

Dmgs and chemicals
. Thiobarbituric acid, catalase, superoxide dismutase, dinitrophenylhidrazine,
adrenaline, hydrogen peroxide, were purchased from Sigma, St. Louis, MO. Glycine was

purchased from Nuclear, Diadema, SP, Brasil.
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Thiobarbituric Acid Reactive Species (TBARS)

As an index of ROS production we used the formation of TBARS during an acid-
heating reaction, which is widely adopted as a sensitive method for measurement of lipid
peroxidation, as previously described [12]. Briefly, the samples were mixed with 1 mL of
trichloroacetic acid 10% (TCA) and 1 mL of thiobarbituric acid 0.67% (TBA), then heated in a
boiling water bath for 15 min. TBARS were determined by the absorbance at 535 nm. Results

are expressed as MDA (malondialdehyde) equivalents (nmol / mg protein).

Measurement of protein carbonyls
The oxidative damage to proteins was assessed by the determination of carbonyl
groups based on the reaction with dinitrophenylhidrazine (DNPH) as previously described
[21]. Briefly, proteins were precipitated by the addition of 20% trichloroacetic acid and

redissolved in DNPH and the absorbance read at 370nm.

Superoxide dismutase activity (SOD)
Brain structures were homogenized in 50 mM glycine buffer (pH 10.2). SOD activity
was assayed by measuring the inhibition of adrenaline auto-oxidation, as previously

described [15].

Catalase activity (CAT)

To determine CAT activity brain structures were sonicated in 50 mM phosphate
buffer (pH 7.0) and the resulting suspension was centrifuged at 3000g for 10 min. The
supematant was used for enzyme assay. CAT activity was assayed by measuring the rate of

decrease of H,O, absorbance at 240 nm [11].



Protein Quantification

All the results were normalized by the protein content [20].

Statistical analysis
All data are presented as means + S.E.M. Differences among experimental groups
in experiments evaluating oxidative parameters were determined by One-way ANOVA
Multiple comparisons were performed by a Newman-Keuls test. In all experiments, P values

less than 0.05 were considered to indicate statistical significance.

Results

Oxidative damage parameters

It is shown in Figure 1A a decrease in TBARS in the hippocampus immediately
after a single ECS. TBARS levels returns to control levels 48h and 7d after a single ECS.
Late after ECS (30d) there is a decrease in TBARS in the hippocampus (Figure 1A). This
pattern was similar when chronic ECS was performed. There is a decrease in TBARS
immediately after, 7d and 30d after the last ECS in the chronic group (Figure 1B). As shown
for TBARS, protein carbonyls are decreased immediately after, 7d and 30d after a single
ECS (Figure 2A). In chronic ECS there was no differences in protein carbonyls in all groups

tested (Figure 2B).

SOD and CAT activities

The adaptation of central nervous system (CNS) after ECS seems to include
antioxidant enzymes modulation. A single ECS induces an increase in CAT activity 48h after

ECS (Figure 3A). This is accompanied by a proportional increase in SOD activity (Figure 4A).
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In the same way, during chronic ECS protocol there is an increase in CAT and SOD activities
immediately and for 7 days after ECS, returning to basal levels 30d after ECS (Figures 3B

and 4B).

Discussion

We for the first time demonstrated that after ECS there is a modulation of CAT and
SOD activities in CNS and this is accompanied by a decrease in oxidative damage
parameters in hippocampus until 30 days after ECS.

We expect that after ECS the liberation of excitatory neurotransmitters could induce
oxidative stress in CNS, as we demonstrated in animal models of epilepsy [5]. However, in
both single and chronic ECS there is a decrease in oxidative damage parameters (namely
TBARS and protein carbonyis) in hippocampus early and late after ECS induced convuision.
in single ECS the reduction of oxidative parameters 30d after ECS could reflect the increase
on antioxidant enzyme activities demonstrated. This adaptation, however could not explain
the reduction on oxidative damage parameters immediately after a single ECS, since in this
time there is no detectable increase in CAT or SOD activity. We supposed that acute ECS
could increase non-enzymatic antioxidant defenses, in this way protecting hippocampus from
oxidative damage during seizure activity. In chronic ECS, an increase in CAT and SOD is
evident even immediately after the last ECS, demonstrating CNS adaptation.

On the other hand, we can suppose that NMDA receptors and the excitotoxicity
demonstrated after convulsions in others animal models do not ﬁlay a major role in ECS.
There is no report in the literature that describes glutamatergic activity during acute or chronic
ECS. Generally, status epilepticus seem to induce an acute increase in oxidative damage in
CNS secondary to the excessive release of excitatory neurotransmitters [14,24,25]. The

chronic effects of convulsions on oxidative damage parameters are less studied [5]. In the
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pilocarpine model of temporal lobe epilepsy we demonstrated a reduction on TBARS levels
7d and 75d after status epilepticus [5]. In contrast, in the kainic acid model, TBARS levels are
not different from control 7d and 75d after status epilepticus [5]. These differences couid be
related with the neuronal loss and hypometabolism observed in the chronic epileptic animals
[9]. After ECT, some studies reported an increase in blood flow, while others a decrease
[1,3,7,16,22]. In addition it seems that there is no difference on cerebral glucose metabolism
after ECT [18]. In this way, it seems unlikely that the reduction on oxidative damage
parameters is secondary to cerebral hypometabolism, as demonstrated in chronic epiletic
animals.

The acute oxidative damage in pilocarpine and kainic acid models seems to be, at
least in part, responsible to the chronic effects of drug administration [8]. The difference in
oxidative damage parameters could explain the different outcomes after ECS or pilocarpine
and kainic acid induced convulsions. In pilocarpine model, all animals invariably develop
spontaneous recurrent seizures and in kainic acid around 50% of animals presented
spontaheous fecurreht seizures [5]. In ECS induced convulsion, even in the chronic protocol,
we do jnot observe spontaneous recurrent seizures in any animal. It seems that there is
different mechanisms involved in ECS effects on CNS when compared to others models of
animal >convulsion. We supposed that these differences could explain the therapeutic value of
ECT in contrast to the detrimental effects of convulsion in different clinical situations (i.e.
status epilepticus). |

‘ Our ﬁhdings, for the first time, demonstrated that after ECS there is an increase in
antioxidant enzymes activities and we cannot demonstrate oxidative damage in
hippoca.mpus. This findings help us to understand the differences between ECS and others
models of animal convulsion, and suggests that oxidative damage do not participate in

adverse events after ECT (i.e. retrograde amnesia).
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Figure Legends

Figure 1

A - Thiobarbituric acid reactive species in the hippocampus of rats submitted to a
single electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock
(150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h,
7 days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the hippocampus were
collected for determination of thiobarbituric acid reactive species as described under
“Materials and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

o = different from sham (control) (p<0.05).

B - Thiobarbituric acid reactive species in the hippocampus of rats submitted to
chronic electroconvulsive shock. Rats were submitted to eight electroconvulsive shock
every other day (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate.
Immediately after, 48h, 7 days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and
the hippocampus were collected for determination of thiobarbituric acid reactive species as
described under “Materials and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for
each group).

e = different from sham (control) (p<0.05).
Figure 2
A - Protein carbonyls in the hippocampus of rats submitted to a single
electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock (150
V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h, 7
days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the hippocampus were
collected for determination of protein carbonyls as described under “Materials and
Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

o = different from sham (control) (p<0.05).
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B - Protein carbonyls in the hippocampus of rats submitted to chronic
electroconvulsive shock. Rats were submitted to eight electroconvulsive shock every
other day (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately
after, 48h, 7 days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the
hippocampus were collected for determination of protein carbonyls as described under

“Materials and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

Figure 3
A - Catalase activity in the hippocampus of rats submitted to a single
electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock (150
V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h, 7
days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the hippocampus were
coliected for determination of catalase activity as described under “Materials and
Methods”.'Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

o * different from sham (control) (p<0.05).
B - Catalase activity in the hippocampus of rats submitted to chronic
electroconvulsive shock. Rats were submitted to eight electroconvulsive shock every
other day (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately
after, 48h, 7 days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the
hippocampus were collected for determination of catalase activity as described under
“Materials and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

o = different from sham (control) (p<0.05).

Figure 4
A - Superoxide dismutase activity in the hippocampus of rats submitted to a single

electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvuisive shock (150
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V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h, 7
days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the hippocampus were
collected for determination of superoxide dismutase activity as described under “Materials
and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).
s = different from sham (control) (p<0.05).

B - Superoxide dismutase activity in the hippocampus of rats submitted to chronic
electroconvulsive shock. Rats were submitted to eight electroconvulsive shock every
other day (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately
after, 48h, 7 days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the
hippocampus were collected for determination of superoxide dismutase activity as
described under “Materials and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for
each group).

o = different from sham (controf) (p<0.05).
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Figure 2
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Figure 3
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ABSTRACT

The role of oxidative stress in electroconvulsive therapy-related effecis is not well studied.
In this way, the purpose of this study was to determine oxidative stress parameters in
several brain structures after a single or multiple electroconvulsive seizures. Rats were
given either a single or a series of eight-electroconvulsive shock. Brain regions were
isolated and levels of oxidative stress in the brain tissue (cortex, hippocampus, striatum
and cerebellum) were measured. We demonstrated a decrease in lipid peroxidation and
protein carbonyls in the hippocampus, cerebelium and striatum several times after a single
or multiple electroconvulsive shock. In contrast, lipid peroxidation increases both after a
single or multiple electroconvulsive shock in cortex. Our findings demonstrated that after
electroconvulsive shock there is a strucuture-related oxidative damage in rat brain. These
results could contribute to understanding therapeutic and adverse effects of

electroconvulsive therapy.

Key-Words: electroconvulsive shock, electroconvulsive therapy, free radicals, oxidative

stress, TBARS, protein carbonyis.
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INTRODUCTION

Induction of seizures in the form of electroconvulsive therapy (ECT) has been used
in the treatment of psychiatric disorders for more than 60 years (1,2). A large number of
hypotheses on the mechanism of action of ECT have been proposed (3-6), however we
still do not know precisely how ECT works (7). ECT is defined as a medical procedure in
which a brief electrical stimulus is used to induce a cerebral seizure under controlled
conditions (8). The main diagnostic indications for ECT include depression, mania,
catatonia, bipolar disorder, schizophrenia disorders, particularly in the treatment of drug-
resistant depression, probably more effective than drug therapy, and in the cases that can
not wait to pharmacological interventions (1,2,9). Particularly in the treatment of severe
major depression, evidences for the effectiveness and superiority of ECT over other
treatments are clear and convincing (9,10). The science of ECT has progressed rapidly
over the last 20 years, providing new insights into the mechanisms of action, improving
both the acute and long-term efficacy and decreasing cognitive problems associated with
the treatment. Some studies do not show credible evidences that ECT causes structural
brain damage (11). There are no doubts about its clinical importance but the adverse
effects are focus of much research. The principal adverse effect of ECT, which has been
the root of much controversy, is memory impairment (2). The fact that ECT induces some
cerebral dysfunctions complicates the treatment being this one of the major concem for
both patients and providers. The advance to minimize side effects of this treatment
assured an improvement in treatment for ECT becoming this procedure safe and, despite
the advances in pharmacotherapy in the last four decade, effective treatment.

Electroconvulsive shock (ECS) seizures provide an animal mode! of ECT in
humans. ECS has been widely studied and shown to have many effects in experimental

animals, and these findings have contributed to explain the therapeutic and side effects of
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ECT (12). In contrast to several others animal models of convulsions, previous studies did
not find biochemical and structural evidence of brain damage following a therapeutic
course of ECS (13).

Reactive oxygen species (ROS) are a part of normal human metabolism. When
produced in excess can cause tissue injury including lipid peroxidation, DNA damage and
enzyme inactivation. ROS has been implicated in a variety of acute and chronic
neuropsychiatric conditions, including convulsion (14-16). Although the involvement of
ROS during both acute and chronic period of drug-induced status epilepticus has been
studied (15), there are few studies investigating the putative role of oxidative stress after

ECS-induced convuisions (17).

Besides the increase knowledge of ECT mechanism there is few studies
investigating the putative role of oxidative stress after ECT-induced convulsions. In this
way, the aim of the present study was determine oxidative stress parameters in several

brain regions after ECS.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals and design of Study

Adult and male Wistar rats (250-300 g) were obtained from our own breeding
colony. They were caged in groups of 5 with free access to food and water and were
maintained on a 12-h light-dark cycle (lights on 7:00 am), at a temperature of 23°+ 1°. The
experiments were performed between 2 p.m. and 5 p.m.

The rats were divided in two protocols: acute and chronic treatment. In acute
treatment the animals received a single ECS. While in chronic treatment, the animals
received eight ECS every other day. In both protocols the animals were sacrificed by

decapitation at different times after last ECS: immediately after, 48 hours, 7 and 30 days



after. There were 5 animals in each of the 10 groups. The cerebellum, hippocampus,
striatum and cortex were dissected out immediately after the rat to be sacrificed, and
storage at —80°C. The experimental procedures were carried out according to the guideline

set by the Ethics Committee of Universidade do Extremo Sul Catarinense.

Electroconvulsive stimulation

The electroconvulsive shock was applied via bilateral ear clip electrodes. The
stimulus parameters were 150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds. Each stimulation
elicited tonic-clonic seizure. The sham groups (acute and chronic) were handled identically

to the ECS-treated rats except no current was passed.

Drugs and chemicals
Thiobarbituric acid, catalase, superoxide dismutase, dinitrophenylhidrazine,
adrenaline, hydrogen peroxide, were purchased from Sigma, St. Louis, MO. Glycine was

purchased from Nuclear, Diadema, SP, Brasil.

Thiobarbituric Acid Reactive Species (TBARS)

As an index of ROS production we used the formation of TBARS during an acid-
heating reaction, which is widely adopted as a sensitive method for measurement of lipid
peroxidation, as previously described (18). Briefly, the samples were mixed with 1 mL of
trichloroacetic acid 10% (TCA) and 1 mL of thiobarbituric acid 0.67% (TBA), then heated in
a boiling water bath for 15 min. TBARS were determined by the absorbance at 535 nm.

Results are expressed as MDA (malondialdehyde) equivalents (nmol / mg protein).



Measurement of protein carbonyls
The oxidative damage to proteins was assessed by the determination of carbonyl
groups based on the reaction with dinitrophenylhidrazine (DNPH) as previously described
(19). Briefly, proteins were precipitated by the addition of 20% trichloroacetic acid and

redissolved in DNPH and the absorbance read at 370nm.

Protein Quantification
All the results were normalized by the protein content (20).
Statistical analysis
All data are presented as means + S.E.M. Differences among expenmental
groups in experiments evaluating oxidative parameters were determined by One-way
ANOVA. Multiple comparisons were performed by a Newman-Keuls test. In all

experiments, P values less than 0.05 were considered to indicate statistical significance.

RESULTS

Oxidative damage in hippocampus

it is shown in Figure 1A a decrease in TBARS in the hippocampus immediately
after a single ECS. TBARS levels retums to control levels 48h and 7d after a single ECS.
Late after ECS (30d) there is a decrease in TBARS in the hippocampus (Figure 1A). This
pattern was similar when chronic ECS was performed. There is a decrease in TBARS
immediately after, 7d and 30d after the last ECS in the chronic group (Figure 1B). As shown
for TBARS, protein carbonyls are decreased immediately after, 7d and 30d after a single
ECS (Figure 1C). In chronic ECS there was no differences in protein carbonyls in all groups

tested (Figure 1D).



Oxidative damage in cortex
It is shown in Figure 2A an increase in TBARS in the cortex 7d and 30d after a
single ECS. Similarly when chronic ECS was performed we demonstrated an immediately
increase in cortex TBARS that was observed 30d after the ECS (figure 2B). We cannot
demonstrate any alteration in carbonyls levels both after a single and muiltiple ECS (Figure

2C, 2D).

Oxidative damage in striatum

We cannot demonstrate any alteration in TBARS levels both after a single and
multiple ECS in striatum (Figure 3A, 3B). In contrast, as demonstrated for hippocampus, we
observed a decrease in protein carbonyls 7d after a single ECS and 48h and 7d after multiple

ECS (Figure 3C, 3D).

Oxidative damage in cerebelium

As we demonstrate in figure 4A and 4B, an opposite effect was observed in TBARS
when compared a single and multipie ECS. We observed an increase in TBARS levels 48h
after a single ECS, but a decrease 30d after multipie ECS. Both single and muitiple ECS

protocols induces a decrease in protein carbonyls in cerebellum (Figure 4C, 4D).

DISCUSSION
We for the first time demonstrated that after ECS there is a structure-related

occurrence oxidative damage to biomolecules after a single or multiple ECS. Hippocampus,

striatum and cerebellum seem to have antioxidant mechanisms sufficient to avoid oxidative
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damage. In contrast, the occurrence of oxidative damage in cortex suggests that this cerebral
structure is more susceptible to oxidative stress after ECS.

We expect that after ECS the liberation of excitatory neurofransmitters could induce
oxidative stress in CNS, as we demonstrated in animal models of epilepsy (15). In addition,
the findings of Erakovic and co-workers (17) demonstrated a decrease in superoxide
dismutase activity and glutathione peroxidase in frontal cortex, cerebellum and hippocampus
after ECS, which is compatible with the occurrence of oxidative stress. These observations
were not supported by our findings. In both single and chronic ECS, generally, there is a
decrease in oxidative damage parameters (namely TBARS and protein carbonyls) in
hippocampus, cerebellum and striatum early and late after ECS induced convulsion. We can
suppose that NMDA receptors and the excitotoxicity demonstrated after convulsions in others
animal models do not play a major role in ECS, at least in these studied structures. There is
no report in the literature that describes glutamatergic activity during acute or chronic ECS.
Generally, status epilepticus seem fo induce an acute increase in oxidative damage in CNS
secondary to the excessive release of excitatory neurotransmitters (21-23). The chronic
effects of convulsions on oxidative damage parameters are less studied (15). In the
pilocarpine mode! of temporal lobe epilepsy we demonstrated a reduction on TBARS levels
7d and 75d after status epilepticus (15). In contrast, in the kainic acid model, TBARS levels
are not different from control 7d and 75d after status epilepticus (15). These differences could
be related with the neuronal loss and hypometabolism observed in the chronic epileptic
animals (24). After ECT, some studies reported an increase in blood flow, while others a
decrease (25-29). In addition it seems that there is no difference on cerebral glucose
metabolism after ECT (30). In this way, it seems unlikely that the reduction on oxidative
damage parameters is secondary to cerebral hypometabolism, as demonstrated in chronic

epiletic animals.
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Cortical oxidative parameters resemble acute effects of pilocarpine or kainic acid
epilepsy models. The acute oxidative damage in pilocarpine and kainic acid models seems to
be, at least in part, responsible to the chronic effects of drug administration (15). We here
demonstrate that as long as 30d after single or multiple ECS we can detect lipid peroxidation,
but not protein carbonyls, in cortex. We cannot ascertain the exact explanation for these
differences. We suppose that the heterogeneity of cortical regions could be, in part,
responsible for the observed results. Future studies will address this issue.

Our findings, for the first time, demonstrated that after ECS there is no oxidative
damage in several brain regions, namely hippocampus, striatum and cerebellum. This
findings help us to understand the differences between ECS and others models of animal
convulsion, and suggests that oxidative damage do not participate in adverse events after

ECT (i.e. refrograde amnesia).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1

A - Thiobarbituric acid reactive species in the hippocampus of rats submitted to a
single electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock
(150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h,
7 days and 30 days after treatment animais were sacrificed and the hippocampus was
isolated for determination of thiobarbituric acid reactive species as described under
“Materials and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

* different from sham (control) (p<0.05).

B - Thiobarbituric acid reactive species in the hippocampus of rats submitted to
chronic electroconvulsive shock. Rats were submitted to eight electroconvulsive shock
every other day (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate.
Immediately after, 48h, 7 davs and 30 days after treatment animals were sacrificed, and
the hippocampus was isolated for determination of thiobarbituric acid reactive species as
described under “Materials and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for
each group).

* different from sham (control) (p<0.05).

C - Protein carbonyls in the hippocampus of rats submitted to a single
electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock (150
V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h, 7
days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the hippocampus was
isolated for detemmination of protein carbonyls as described under “Materials and
Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

* different from sham (control) (p<0.05).

D - Protein carbonyls in the hippocampus of rats submitted to chronic

electroconvulsive shock. Rats were submitted to eight electroconvulsive shock every
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other day (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately
after, 48h, 7 days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the
hippocampus was isolated for determination of protein carbonyls as described under

“Matenals and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

Figure 2

A - Thiobarbituric acid reactive species in the cortex of rats submitted to a single
electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock (150
V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h, 7
days and 30 days after treatment animals were sacrificed and the cortex was isolated for
determination of thiobarbituric acid reactive species as described under “Materials and
Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

* different from sham (control) (p<0.05).

B - Thiobarbituric acid reactive species in the cortex of rats submitted to chronic
electroconvuisive shock. Rats were submitted to eight electroconvulsive shock every
other day (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. immediately
after, 48h, 7 days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the cortex was
isolated for determination of thiobarbituric acid reactive species as described under
“Materials and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

* different from sham (control) (p<0.05).

C - Protein carbonyls in the cortex of rats submitted to a single electroconvuilsive
shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock (150 V, 60 Hz, sine wave,
during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h, 7 days and 30 days after
treatment animals were sacrificed, and the cortex was isolated for determination of protein

carbonyls as described under “Materiais and Methods”. Values are expressed as means +

S.D. (n=5 for each group).
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D - Protein carbonyls in the cortex of rats submitted to chronic electroconvulsive
shock. Rats were submitted to eight electroconvulsive shock every other day (150 V, 60
Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h, 7 days and
30 days after treatment animals were sacrificed, and the cortex was isolated for
determination of protein carbonyls as described under “Materials and Methods”. Values

are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

Figure 3

A - Thiobarbituric acid reactive species in the striatum of rats submitted to a single
electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock (150
V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h, 7
days and 30 days after treatment animals were sacrificed and the striatum was isolated for
determination of thiobarbituric acid reactive species as described under “Materials and
Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

B - Thiobarbituric acid reactive species in the striatum of rats submitted to chronic
electroconvulsive shock. Rats were submitted to eight electroconvulsive shock every
other day (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately
after, 48h, 7 days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the striatum
was isolated for determination of thiobarbituric acid reactive species as described under
“Materials and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

C - Protein carbonyls in the striatum of rats submitted to a single electroconvulsive
shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock (150 V, 60 Hz, sine wave,
during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h, 7 days and 30 days after
treatment animals were sacrificed, and the striatum was isolated for determination of
protein carbonyls as described under “Materials and Methods”. Values are expressed as

means + S.D. (n=5 for each group).
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* different from sham (control) (p<0.05).

D - Protein carbonyls in the striatum of rats submitted to chronic electroconvulsive
shock. Rats were submitted to eight electroconvulsive shock every other day (150 V, 60
Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h, 7 days and
30 days after treatment animals were sacrificed, and the striatum was isolated for
determination of protein carbonyls as described under “Materials and Methods”. Values
are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

* different from sham (control) (p<0.05).

Figure 4

A - Thiobarbituric acid reactive species in the cerebellum of rats submitted to a
single electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock
(150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h,
7 days and 30 days after treatment animals were sacrificed and the cerebellum was
isolated for determination of thiobarbituric acid reactive species as described under
“Matenials and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

* different from sham {control) (p<0.05).

B - Thiobarbituric acid reactive species in the cerebellum of rats submitted to
chronic electroconvulsive shock. Rats were submitted to eight electroconvulsive shock
every other day (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate.
Immediately after, 48h, 7 days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and
the cerebellum was isolated for determination of thiobarbituric acid reactive species as
described under “Materials and Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for
each group).

* different from sham (control) (p<0.05).

C - Protein carbonyls in the cerebellum of rats submitted to a single

electroconvulsive shock. Rats were submitted to a single electroconvulsive shock (150
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V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately after, 48h, 7
days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the cerebellum was isolated
for determination of protein carbonyis as described under “Materials and Methods”. Values
are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

o different from sham (control) (p<0.05).

D - Protein carbonyls in the cerebellum of rats submitted to chronic
electroconvulsive shock. Rats were submitted to eight electroconvulsive shock every
other day (150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds) or sham manipulate. Immediately
after, 48h, 7 days and 30 days after treatment animals were sacrificed, and the cerebellum
was isolated for determination of protein carbonyls as described under “Materials and
Methods”. Values are expressed as means + S.D. (n=5 for each group).

* different from sham (control) (p<0.05).
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Figure 1
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Figure 3
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4.1 DISCUSSAO

4.1.1. Avaliagdo do dano oxidativo no hipocampo apos choque eletroconvulsivo agudo e

cronico

Nossos resultados demonstram que ap6s o ECS ha uma modulac¢io das atividades
da CAT e da SOD no sistema nervoso central (SNC) e isso é acompanhado de uma
diminuicio dos parametros de dano oxidativo no hipocampo até 30 dias apos o ECS.

Havia a expectativa de que a liberagdo de neurotransmissores excitatorios poderia
induzir estresse oxidativo no SNC, da mesma forma que foi demonstrado nos modelos
animais de epilepsia (Dal-Pizzol et al,, 2000). Entretanto, em ambos modelos agudo e
cronico de ECS ha uma redugdo dos parimetros de dano oxidativo (avaliados pela
metodologia TBARS e carbonil) no hipocampo imediatamente e tardiamente apds uma
convulsdo induzida por ECS. No ECS agudo, a redu¢io dos pardmetros oxidativos 30 dias
apos o ECS pode refletir o aumento da atividade das enzimas antioxidantes observado. Essa
adaptacdo, entretanto, poderia ndo explicar a reduc¢do nos parametros de dano oxidativo
imediatamente apds um unico ECS, uma vez que neste momento nio atividade da CAT ou
SOD. Nos supomos que o ECS agudo pode aumentar defesas antioxidantes nio
enzimaticas, dessa forma protegendo o hipocampo de dano oxidativo durante a atividade
convulsiva. No ECS cronico, um aumento da CAT e SOD e evidente imediatamente apos a
ultima sessao de ECS, demonstrando adaptacio do SNC.

Por outro lado, pode-se supor que receptores NMDA e a excitotoxicidade
demonstrada apos convulsdes em outros modelos animais n3o possuem um papel

importante no ECS. Nio ha relatos na literatura que descrevam atividade glutamatérgica
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durante ECS agudo ou cronico. Geralmente, crises epilépticas parecem induzir um aumento
agudo no dano oxidativo no SNC secundario & excessiva liberacio de neurotransmissores
excitatorios (Schulz et al., 1995; Ben-Ari, 1995; Ueda et al., 1997). Os efeitos cronicos de
convulsdes nos parametros de dano oxidativo sio menos estudados (Dal-Pizzol et al,
2000). No modelo da pilocaipina para epilepsia de lobo temporal foi demonstrada uma
reducgio nos niveis de TBARS 7 dias e 75 dias apds a crise convulsiva (Dal-Pizzol et al,,
2000). Por outro lado, no modelo do acido kainico, os niveis de TBARS nio sdo diferentes
do controle 7 dias e 75 dias apos a convulsio (Dal-Pizzol et al., 2000). Essas diferengas
podem estar relacionadas com a perda neuronal e o hipometabolismo observado em animais
epilépticos cronicos (Scorza et al., 1998). Apos ECT, alguns estudos relatam um aumento
no fluxo sanguineo, enquanto outros uma diminui¢io (Conca et al., 2003; Mervaala et al.,
2001; Fabbri et al., 2003; Vangu et al., 2003; Awata et al, 2002). Adicionalmente, parece
nio haver diferenca no metabolismo cerebral de glicose apés o ECT (Volkow et al., 1988).
Dessa formé, parece que a redugio dos parametros de estresse oxidativo € secundario ao
hipofnetaboiismo cerebral, como demonstrado nos animais epilépticos cronicos.

O dano oxidativo agudo nos modelos da pilocarpina e do acido kainico parece ser,
ao menos em parte, relacionado aos efeitos cronicos da administragdo dos farmacos (Klamt
et al., 2001). A diferenca nos parametros de dano oxidativo pode explicar os diferentes
prognésticos apés ECS ou modelos da pilocarpina ou acido kainico. No modelo da
pilocarpina, todos os animais invariavelmente desenvolvem convulsdes espontineas
recor:éntes e no modelo do acido kaimnico cerca de 50 % dos animais apresentam
convulsdes espontén‘eas recotrentes (Dal-Pizzol etal., 2000). Nas convulses induzidas por
ECS, inclusive no protocolo cronico, ndo se observam convulsdes espontineas recorrentes

em nenhum animal. Parece que ha mecanismos diferentes envolvidos nos efeitos do ECS
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no SNC, quando comparados a outros modelos de convulsdes animais. Supde-se que essas
diferencas podem explicar o valor terapéutico do ECT em contraste aos prejudiciais efeitos
de convulsdes em situagdes clinicas (estado epiléptico).

Nossos resultados demonstram que apds o ECS ha um aumento na atividade das
enzimas antioxidantes e ndo foi demonstrado dano oxidativo no hipocampo. Esses achados
nos ajudam a compreender as diferengas entre ECS e outros modelos animais de
convulsdes, e sugerem que o dano oxidativo ndo participa doas efeitos adversos apos ECT

(amnésia retrograda).

4.1.2. Estudo do dano oxidativo em hipocampo, cértex, estriado e cerebelo apos choque

eletroconvulstvo agudo e crénico.

Nos demonstramos que apdés o CEC ha ocorréncia de dano oxidativo em
biomoléculas dependente da estrutura cerebral. Hipocampo, estnado e cerebelo parecem
possuir mecanismos antioxidantes suficientes para evitar dano oxidativo. Em contraste, a
ocorréncia de dano oxidativo no cortex, sugere que esta estrutura é mais suscetivel ao
estresse oxidativo apos o CEC.

Nos supunhamos que apds o CEC, ocorreria liberacio de neurotransmissores
excitatorios que poderiam induzir estresse oxidativo no SNC (Dal-Pizzol et al 2000).
Adici‘onalniente, os achados de Erakovic e colaboradores (2000) demonstraram uma
diminﬁi(;éo na atividade da superoxido dismutase e na glutationa peroxidase no cortex
frontal, cerebelo e hipocampo apos CEC, o que € compativel com a ocorréncia de estresse
oxidativo. Essas observacOes ndo sZo apoiadas pelos nossos achados. Em ambos CEC

agudo e cronico, de uma manetra geral, ha uma diminuicdo nos parimetros de dano
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oxidativo no hipocampo, cerebelo e estriado precocemente e tardiamente apés a convulsdo
induzida pelo CEC. Nos podemos supor que receptores NMDA e a excitotoxicidade
demonstrada apos convulsdes em outros modelos animais ndo possuem um papel
importante no CEC, pelo menos nessas estruturas estudadas. N3o ha relatos na literatura
que descrevem atividade glutamatérgica durante CEC agudo ou croénico. Geralmente,
estados epiléticos parecem induzir um aumento agudo no dano oxidativo no SNC
secundario a excessiva liberagio de neurotransmissores excitatérios (Bem-Ari 1995; Shulz
et al 1995; Ueda et al 1997). Os efeitos cronicos de convulsdes no estresse oxidativo sdo
menos estudados (Dal-Pizol et al 2000). No modelo da pilocarpina para epilepsia do lobo
temporal foi demonstrada uma redu¢io nos niveis de TBARS 7 e 75 dias apos a crise
epilética (Dal-Pizol et al 2000). Por outro lado, no modelo do acido kainiko os niveis de
TBARS nio diferem do controle 7 € 75 dias apos a crise convulsiva (Dal-Pizol et al 2000).
Essas diferengas podem estar relacionadas com a perda neuronal e o hipometabolismo
observado nos animais epiléticos cronicos (Scorza et al 1998). Apos o ECT alguns estudos
relatam um aumento no fluxo sanguineo, enquanto outros uma diminui¢io (Awata et al
2002; Conca et al 2003; Fabbn et al 2003; Mervaala et al 2001; Vangu et al 2003).
Adicionalmente, parece que ndo ha diferencga no metabolismo cerebral da glicose apos ECT
(Volkow et al 1988). Dessa forma, parece que a redugio nos pardmetros de dano oxidativo
é secundaria ac hipometabolismo cerebral come demonstrado nos animais epiléticos
cronicos.

Os parametros oxidativos corticais lembram os efeitos agudos da pilocarpina ou do
acido kainiko nos modelos de epilepsia. O dano oxidativo agudo nos modelos da
pilocarpina do acido kainiko parecem ser, pelo menos em parte, resultado dos efeitos

crénicos da administragdo dos farmacos (Dal-Pizol 2000). Nos demonstramos que em
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periodos tardios como 30 dias pos CEC agudo ou cronico foi possivel detectar peroxidagio
de lipidios no cortex. Nos ndo pudemos desenvolver uma explicacdo especifica para essas
diferengas. Nos supomos que a heterogeneidade das regides corticais pode, em parte,

responder pelos resultados observados. Estudos futuros deverdo mvestigar esses eventos.
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