
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA 

CENTRO DE CIÊNCIAS NATURAIS E EXATAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS: 

BIOQUÍMICA TOXICOLÓGICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O efeito protetor do Exercício Físico e da suplementação 

com Cafeína nas convulsões e dano oxidativo induzidos 

por pentilenotetrazol em ratos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

TESE DE DOUTORADO 

 

 

 

 

 

 

 

Mauren Assis de Souza 
 

 

 

 

 

 

 

Santa Maria, RS, Brasil 

2012 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
P

P
G

B
T

O
X

/U
F

S
M

, R
S

 
 

S
o

u
za

, M
a

u
ren

 A
ssis 

 
D

o
u

to
ra

d
o

 
 

2
0

1
2
 



 

 

O efeito protetor do Exercício Físico e da suplementação com 

Cafeína nas convulsões e dano oxidativo induzidos por 

pentilenotetrazol em ratos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mauren Assis de Souza 

 

 

 

Tese apresentada ao Curso de Doutorado do Programa de Pós-Graduação em 

Ciências Biológicas: Bioquímica Toxicológica, da Universidade Federal de 

Santa Maria (UFSM, RS), como requisito parcial para obtenção do grau de 

Doutor em Ciências Biológicas: Bioquímica Toxicológica. 

 

 

 

 

 

 

Orientador:Prof. Dr. Luiz Fernando Freire Royes 

Co-Orientadora: Prof
a
. Dr

a
. Michele Rechia Fighera 

 

 

 

 

 

 

 

 

Santa Maria, RS, Brasil 

2012 

 



 

 

Universidade Federal de Santa Maria 

Centro De Ciências Naturais E Exatas 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: 

Bioquímica Toxicológica 

 

 

 

A Comissão Examinadora, abaixo assinada, 

aprova a Tese de Doutorado 

 

 

 

O efeito protetor do Exercício Físico e da suplementação com Cafeína nas 

convulsões e dano oxidativo induzidos por pentilenotetrazol em ratos. 

 

 

elaborada por 

Mauren Assis de Souza 

 

 

 

Como requisito parcial para a obtenção do grau de 

Doutor em Ciências Biológicas: Bioquímica Toxicológica 

 

 

Comissão Examinadora 

 

 
Luiz Fernando Freire Royes, Dr. 

(Presidente/Orientadora) 

 

 

Marina Prigol, Dr
a
. (UNIPAMPA) 

 

 

Cristina Wayne Nogueira, Dr
a
. (UFSM) 

 

 

Maria Rosa ChitolinaSchetinger Dr
a
. (UFSM) 

 

 

Roselei Fachinetto, Dr
a
. (UFSM) 

 

 

Santa Maria, 05 de outubro de 2012. 

  



 

 

 



 

 

DEDICATÓRIA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esta caminhada a minha mãe e a minha avó que sempre acreditaram e incentivaram 

esta jornada. 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Esta com certeza é a parte mais difícil e prazerosa de todo processo, pois é aquele 

momento que muitas recordações vem a lembrança e juntamente com elas aquele nó na 

garganta. Em primeiro lugar, e não tinha como ser diferente, quero registrar meu 

agradecimento as duas pessoas “culpadas” pelo que me tornei, minha mãe Neuza e minha avó 

Isabel. Pessoas simples, com poucas oportunidades na vida, mas pessoas com valores, que 

sempre me ensinaram a dizer a verdade e fizeram de tudo para que hoje eu pudesse vencer 

mais esta etapa. Da mesma forma gostaria de agradecer toda minha família meu pai, meus 

avós e tios por toda a torcida e apoio nos momentos mais difíceis que passei.  

Aos meus orientadores Nando e Michele, que em 2007 “deram uma corda” pra um 

menino de abrigo da educação física e mais que orientadores foram amigos. Hoje só tenho a 

agradecer, pois com os ensinamentos e convívio estou me virando pra usar a tal corda pra 

“subir” ao invés de me “enforcar” não é chefe hehehheh. 

Aos amigos Dani (Valnes), Ana e Mauro e professores Carlos e Maribel pela 

oportunidade de conviver e aprender com vocês.  

A minha Grande e querida família do BioEx....  

Esta família é muito unida  

E também muito ouriçada  

Brigam por qualquer razão  

Mas acabam pedindo perdão... 

Que grande alegria poder ter convivido e ter uma história com cada um desses grandes 

amigos, que por coincidência foram também colegas de laboratório. 2012 está sendo um ano 

de grandes mudanças para a maioria de nós, e isso fez com que nos aproximássemos ainda 

mais. Com vocês aprendi a ser uma menina que fala ao invés de pronunciar barulhos não 

identificáveis não é Maurício. Pensar que não serão mais vocês meus companheiros de lab, e 

pós lab faz dar aquele aperto, mas feliz fico por ter compartilhado muitas e ótimos momentos 

ao lado de vocês. Podia escrever muitas páginas no dialeto BioEx só pra agradecer a cada um 

de vocês e dizer o quanto vocês são importantes pra mim, mas nesse momento uma avalanche 

de recordações me impede de organizar tudo isso.  

Um grande abraço a todos que participaram e contribuíram de alguma forma com essa 

caminhada! 

 



 

 

EPÍGRAFE 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Uma vida sem desafios não vale a pena ser vivida.” 

 

Sócrates 

 

 



 

 

RESUMO 

 

Tese de Doutorado 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica Toxicológica 

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil 

 

O efeito protetor do Exercício Físico e da suplementação com Cafeína nas 

convulsões e dano oxidativo induzido por pentilenotetrazol em ratos. 

 
Autor: Mauren Assis de Souza 

Orientador: Luiz Fernando Freire Royes 

Co-Orientadora: Michele Rechia Fighera 

Local e data da defesa: Santa Maria, 05 de outubro de 2012. 

 

As crises convulsivas constituem a principal manifestação clínica da epilepsia. A epilepsia é uma condição 

neurológica crônica com incidência de 1 % na população em geral sendo que cerca de 20 a 30% dos pacientes 

apresentam-se refratários ao tratamento com as drogas antiepiléticas disponíveis. Existem evidências para a 

participação das espécies reativas de oxigênio (EROs) na fisiopatologia das epilepsias, entretanto determinar o 

seu papel é difícil, uma vez que, o estresse oxidativo pode ser causa ou consequência das crises epilépticas. 

Considerando o grande número de pacientes refratários ao tratamento disponível, e que o dano oxidativo parece 

ser um importante fator envolvido nas crises, terapias alternativas que aumentem as defesas antioxidantes e/ou 

diminuam o dano oxidativo podem se tornar importantes adjuvantes no tratamento das crises epilépticas, como o 

exercício físico e a administração de cafeína. Neste sentido o presente trabalho teve como objetivo investigar os 

efeitos da atividade física e da suplementação com cafeína nas convulsões comportamentais e 

eletroencefalográficas (EEG), bem como nas alterações dos parâmetros oxidativos induzidos por 

pentilenotetrazol (PTZ) em ratos.  

No estudo 1 demonstrou-se que o exercício físico (natação 6 semanas) atenuou a latência e a duração das 

convulsões generalizadas induzidas pela administração de PTZ (45 mg / kg i.p) e atenuou o aumento da 

amplitude das ondas eletroencefalográficas induzidas por PTZ (30, 45 e 60 mg/Kg i.p). Análise de correlação de 

Pearson revelou que a proteção do exercício físico contra as convulsões correlaciona-se com conteúdo de tióis 

não protéicos (TNP), atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase e manutenção da captação de glutamato. O exercício 

físico aumentou a atividade da superóxido dismutase (SOD) e o conteúdo de TNP per se atenuando a produção 

de EROs per se. Além disso, o exercício físico protegeu contra a neutoxicidade induzida por PTZ caracterizada 

aqui pela produção de EROs, peroxidação lipídica (LPO), carbolinação de proteínas, diminuição no conteúdo de 

TNP  inibição da atividade da SOD e catalase (CAT), e a inibição da captação de glutamato. 

No estudo 2 verificou-se que a administração prolongada de cafeína (6 mg/Kg, 15 dias p.o), mas não a 

administração aguda diminuiu o tempo gasto nas convulsões tônico-clônico generalizadas e atenuou o aumento 

da amplitude EEG induzida por PTZ (60 mg/Kg i.p). Além disso, verificou-se que a administração prolongada 

de cafeína aumentou o conteúdo de glutationa reduzida (GSH) per se e protegeu do aumento da LPO, produção 

de EROs e inibição da atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase induzida por PTZ. A infusão de L-butionina 

sulfoximina (BSO, 3,2 micromol / site icv), um inibidor da síntese de GSH, dois dias antes da administração de 

PTZ reverteu o efeito anticonvulsivante da cafeína frente as convulsões e dano oxidativo induzidos por PTZ.  

Além disso, um estudo subsequente revelou que a administração prolongada de cafeína juntamente com 

exercício físico durante 4 semanas aumentou a latência para a primeira convulsão mioclônica e primeira 

generalizada, além de diminuir a duração das convulsões generalizadas induzidas pela administração de PTZ (60 

mg / kg i.p). 

Considerando os dados apresentados no presente estudo, conclui-se que o exercício físico e a suplementação 

prolongada com cafeína atenuam as convulsões induzidas por PTZ, por modular positivamente o sistema 

antioxidante e manter a atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase em ratos. 
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Seizures are the main clinical manifestation of epilepsy. Epilepsy is a common neurological disorder with an 

incidence of 1% in the general population, with about 20 to 30% of patients are refractory to treatment with 

antiepileptic drugs available. There is evidence for the involvement of reactive oxygen species (ROS) in the 

pathophysiology of epilepsy, however, determines their role is difficult since oxidative stress can be a cause or 

consequence of epileptic seizures. 

Considering the large number of patients refractory to available treatment, and that oxidative damage appears to 

be an important factor involved in crises, alternative therapies that enhance antioxidant defenses and / or 

decrease the oxidative damage may become important adjuvants in the treatment of epileptic seizures, as 

exercise and caffeine administration. In this sense the present work aimed to investigate the effects of physical 

activity and caffeine supplementation on behavioral and electroencephalographic (EEG) seizures, as well as on 

changes in oxidative parameters induced by pentylenetetrazol (PTZ) in rats. 

The first study showed that physical exercise (swimming for 6 weeks) attenuated the onset and duration of 

generalized seizures induced by administration of PTZ (45 mg / kg i.p) and attenuated the increase in amplitude 

of EEG waves induced by PTZ (30, 45 and 60 mg / kg i.p). The Pearson correlation analysis revealed that the 

protection of physical training against seizures, correlates with the content of non-protein thiol (NPT), Na
+
,K

+
-

ATPase activity and glutamate uptake. Exercise increased the activity of superoxide dismutase (SOD) and the 

content of the NPT per se. Moreover, physical exercise protect against PTZ-induced neutoxicity, characterized 

here by ROS production, lipid peroxidation (LPO), protein carbonylation, decreased the content of TNP 

inhibition of SOD and catalase (CAT) and inhibition of glutamate uptake. 

The second study, showed that prolonged administration of caffeine (6 mg / kg, 15 days po), but not acute 

administration decreased the duration of generalized tonic-clonic seizures and attenuated the increase in EEG 

amplitude induced by PTZ (60 mg / kg i.p). Moreover, prolonged administration of caffeine increased content of 

reduced glutathione (GSH) per se and protected against increased LPO, ROS and the inhibition of  Na
+
,K

+
-

ATPase activity induced by PTZ. Infusion of L-buthioninesulfoximine (BSO, 3.2 micromol / site, i.c.v), an 

inhibitor of GSH synthesis, two days before the injection of PTZ, reversed the anticonvulsant effect of caffeine 

on seizures and oxidative damage induced by PTZ. 

In addition, a subsequent study has revealed that the prolonged administration of caffeine along with exercise for 

4 weeks increased the latency to first myoclonic seizure and first generalized beyond decreased the time spend 

on generalized seizures induced by the administration of PTZ (60 mg / kg i.p ). 

Considering the data presented in this study, conclude that physical exercise and supplementation with caffeine 

attenuates seizures by positively modulating the antioxidant system and maintain Na
+
,K

+
-ATPase  activity. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Epilepsia 

 

 

1.1.1 Definição 

 

 

A epilepsia foi provavelmente descrita pela primeira vez nos antigos escritos egípcios, 

aproximadamente 2000 a.C, e foi um tema popular dos estudiosos gregos e romanos. A 

doença "sagrada'', como foi frequentemente chamada, foi relacionada com forças 

sobrenaturais e considerada uma manifestação dos deuses e espíritos. Em 400 a.C., Hipócrates 

já havia escrito um texto médico desmistificando o tema, propondo que a epilepsia não era 

sagrada nem divina, e sim, uma doença relacionada ao cérebro, com possível origem 

hereditária (MOREIRA, 2004). 

A era moderna da epilepsia começou com os escritos de Jackson que estabeleceu as 

bases neuroanatômicas para os fenômenos epilépticos no final dos anos de 1870 (JACKSON, 

1879). A introdução da eletroencefalografia em 1930 favoreceu a compreensão das bases 

neurofisiológicas do distúrbio, facilitando o desenvolvimento de tratamentos farmacológicos 

para os vários tipos de epilepsia (GASTAUT, 1950). 

A epilepsia é uma condição caracterizada por crises epilépticas espontâneas e 

recorrentes, devido a um substrato neurológico que possibilite o surgimento de novas crises, 

nas quais ocorrem uma atividade elétrica encefálica hipersincrônica e paroxística (FISHER; 

KETTL, 2005), sendo as convulsões caracterizadas como a manifestação motora das crises.  

A epilepsia representa uma doença heterogenea que tem diversas etiologias, padrões 

electrofisiológicos e comportamentais, sem, no entanto, deixar de responder ao tratamento 

farmacológico. Como tal, a sua patogenia é multifactorial pois qualquer perturbação 

neurológica, lesional ou funcional é susceptível de desencadear o aparecimento de 

convulsões. Pode ter uma componente genético, pode ser desencadeada por alterações 

desconhecidas na atividade neural, por alterações na neurotransmissão ou ainda por estímu-

los ambientais que não causam ataques em cérebros normais (Goodkin et al., 2002; Podell, 

2004). 
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Em relação ao início das convulsões, elas podem ser classificadas como focais e 

generalizadas (Tabela 1). As Crises focais são definidas como crises epilépticas que se 

originam em redes limitadas à um hemisfério cerebral, no qual apresentam padrões de 

propagação semelhantes entre as crises, os quais podem envolver o hemisfério contralateral. 

As crises generalizadas são consideradas como originárias em algum ponto do encéfalo e que 

rapidamente ativam redes neuronais bilaterais, mas não necessariamente todo o córtex 

cerebral. Ainda, as crises generalizadas podem ser assimétricas e semelhantes às crises focais, 

porém se diferem por não apresentar um padrão entre cada crise (BERG et al., 2009). 

 

 

Tabela 1. Classificação das crises epiléticas. Fonte: Berg et al., 2010. 

 

 

A epilepsia afeta aproximadamente 50 milhões de pessoas em todo o mundo (STRINE 

et al., 2005). A cada ano somam-se aproximadamente dois milhões de casos, sendo que esta 

condição acomete pessoas de todas as raças, sexos e condições socioeconômicas. Estima-se 

que 80% das pessoas com epilepsia vivam em países em desenvolvimento, onde 60-90% 

destas não recebem nenhum tipo de tratamento (SANDER; SHORVON, 1996; MEINARDI et 

al., 2001; REYNOLDS, 2002).  
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Nos países da América Latina, a incidência das epilepsias tem variado entre 78-190 

novos casos por 100.000 habitantes por ano, e a prevalência média é de aproximadamente 18 

casos por 1.000 habitantes, podendo variar de acordo com os métodos de investigação em 

cada país (Figura 1, BURNEO; TELLEZ-ZENTENO; WIEBE, 2005).  

O elevado número de pessoas com epilepsia nos países em desenvolvimento tem sido 

atribuído a aspectos socioeconômicos e a problemas de saúde pública, geralmente em 

decorrência de uma assistência pré-natal e materna deficiente, do alto índice de nascimentos 

de prematuros, desnutrição, traumas durante o parto, crises febris na infância, infecções e 

neurocisticercose (FERNANDES et al., 1992; PAL; CARPIO; SANDER, 2000; ROMAN et 

al., 2000; SCOTT et al., 2001; BURNEO; TELLEZ-ZENTENO; WIEBE, 2005). Apesar do 

crescente número e variedade de drogas antiepilépticas (DAE), mais de 30% dos casos são 

clinicamente classificados como refratários e, muitas vezes, não responsivos em mais de três 

tentativas terapêuticas, com DAE apropriadamente escolhidas (ELGER, 2003). A 

refratariedade é definida como a falha de dois esquemas terapêuticos bem tolerados e 

apropriadamente escolhidos, sejam eles de mono ou politerapia farmacológica, para que o 

paciente fique livre de crises. O paciente é considerado livre de crises se apresentar um 

período de 12 meses sem crises ou três vezes o período de intervalo entre as crises, sendo 

escolhido como critério o que resultar em maior período (KWAN; BRODIE, 2010). 

No caso de pacientes refratários, algumas terapias alternativas podem ser adotadas, 

como a cirurgia para a retirada do foco epiléptico, dieta cetogênica e estimulação do nervo 

vago (SHNEKER; FOUNTAIN, 2003). Uma vez que um grande número de pacientes com 

epilepsia permanece refratário ao tratamento medicamentoso, surge a importância do estudo 

da fisiopatologia dos diferentes tipos de crises convulsivas e de síndromes eletroclínicas, para 

assim, desenvolverem-se novas terapias com potencial anticonvulsivante.  

Neste sentido, os modelos experimentais são de grande valia para o estudo da 

fisiopatologia envolvida nestas manifestações, assim como para a identificação de novas 

terapias antiepilépticas. 
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Figura 1: Prevalência de epilepsia em diferentes países da América Latina. Fonte: BURNEO et al., 2005. 

 

1.1.2 Modelos experimentais de epilepsias e convulsões 

 

 

Os modelos experimentais em animais para convulsões e epilepsia têm desempenhado 

um papel fundamental no avanço da compreensão dos mecanismos básicos subjacentes de 

ictogênese e epileptogênese. Dessa forma, esses estudos têm sido fundamentais para a 

descoberta e desenvolvimento pré-clínico de novas DAE (LOSCHER, 2011). Durante as 

últimas décadas foram desenvolvidos diversos modelos experimentais de epilepsias e 

convulsões (FIGURA 2 PURPURA; SHOFER, 1972; LOSCHER, 2011). Os vários modelos 

animais podem ser atribuídos a diferentes categorias, por exemplo, modelos com crises 

espontâneas induzidas por alterações genéticas ou modelos com crises espontâneas induzidas 

química ou eletricamente; modelos com crises únicas e modelos com crises parciais e/ou 

modelos de convulsões generalizadas (LOSCHER et al., 1999; LOSCHER; SCHMIDT, 

2011). 
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Figura 2. Uma visão geral dos modelos de epilepsia ou convulsões epilépticas. Fonte: Adaptado de Loscher W 

2011. 

 

 

Dentre os modelos de convulsão generalizada, destaca-se o modelo de convulsão 

induzido por pentilenotetrazol (PTZ), também conhecido como pentetrazol e metrazol. Este 

estimulante do SNC é amplamente usado experimentalmente para estudar crises convulsivas 

generalizadas tônico-clônicas, crises de ausência e para identificar fármacos que possam 

alterar a susceptibilidade a convulsões (SCHMIDT; LEPPIK, 1988; LOSCHER et al., 1999; 

WHITE et al., 2008). Além disso, o PTZ é uma droga ansiogênica que pode exercer efeitos 

positivos sobre a cognição (JUNG; DOUSSARD-LEFAUCHEUX, 2002; RUEDA; FLOREZ; 

MARTINEZ-CUE, 2008).  

O mecanismo de ação do PTZ é por antagonizar os receptores GABAA que, por inibir 

as correntes de cloreto associadas a este mesmo canal, potencializa a neurotransmissão 

excitatória e desencadeia as convulsões (RAMANJANEYULU; TICKU, 1984; 

KUPFERBERG, 2001). 

O PTZ pode ser administrado através de infusão por via intravenosa (i.v), via 

intraperitoneal (i.p) ou subcutânea (s.c), em doses convulsivantes ou subconvulsivantes, 
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podendo ser avaliado a latência para a primeira convulsão mioclônica, latência para a primeira 

generalizada tônico-clônica e a duração das convulsões (ZIENOWICZ et al., 2005; YILMAZ 

et al., 2007; REHNI; SINGH; KUMAR, 2008). 

Existem evidências para a participação das EROs na fisiopatologia das epilepsias, 

entretanto determinar o seu papel é difícil, uma vez que, o estresse oxidativo pode ser causa 

ou consequência das crises epiléticas (WALDBAUM; PATEL, 2010). Entretanto, alguns 

autores descreveram que a produção de EROs é uma consequência de crises epiléticas agudas, 

como as induzidas por PTZ (BASHKATOVA et al., 2000; MURASHIMA; YOSHII; 

SUZUKI, 2000). Contudo, as crises epiléticas também podem ser iniciadas por paradigmas 

que aumentem a produção de EROs, como acidente vascular encefálico, exposição a oxigênio 

hiperbárico e breves períodos de isquemia-reperfusão (JENSEN et al., 1992; ELAYAN et al., 

2000; VELIOGLU et al., 2001). 

 

 

Estresse Oxidativo 

 

 

Qualquer átomo ou molécula que contenha um ou mais elétrons desemparelhados são 

chamados de radicais livres (SOUTHORN; POWIS, 1988; HALLIWELL, 1989). Os radicais 

livres são produzidos como um subproduto do metabolismo fisiológico, principalmente no 

final do processo respiratório na mitocôndria, dentre eles o radical superóxido (O2•) e o 

radical hidroxil (OH•). A produção de O2• se dá principalmente no complexo I (NADH 

desidrogenase) e complexo III (ubiquinonacitocromo c oxidase) onde a coenzima FMN e o 

ubiquinol respectivamente, reduzem o oxigênio univalentemente formando o radical 

(NAVARRO; TORREJON, 2007). 

Outras moléculas, tais como o peróxido de hidrogênio (H2O2) produzido 

enzimaticamente pela ação da superóxido dismutase (SOD) e peroxinitrito (ONOO-), embora 

não sejam radicais livres, são altamente reativas e podem levar a produção dos radicais livres 

por meio de várias reações químicas. Assim o H2O2, reagindo com o cobre (Cu
+1

) ou ferro 

(Fe
+2

), na reação de Fenton e ainda a partir do O2• + H2O2 na reação de Haber – Weiss pode 

formar OH• (LIANG, C. et al., 2000). Juntas, essas moléculas são chamadas de EROs e as 

espécies reativas de nitrogênio (ERNs). As EROs e ERNs são por sua vez compostos 

altamente reativos que buscam estabilidade durante sua breve existência, reagindo com a 
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matéria circundante, desta maneira causando danos às membranas celulares, proteínas e DNA 

(HALLIWELL, 2012). 

Níveis fisiológicos de EROs/ERN podem ser eliminados por um sistema antioxidante 

enzimático e não enzimático (NAVARRO; BOVERIS, 2008). Entretanto, um aumento na 

produção de EROs, uma diminuição na eficiência dos sistemas antioxidantes ou ambos 

podem levar ao estresse oxidativo, que é caracterizado por uma oxidação de biomoléculas 

com consequente perda de suas funções biológicas (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). 

O sistema antioxidante enzimático é composto principalmente pelas enzimas SOD, 

Glutationa Peroxidase (GPx), e Catalase (CAT), e o sistema antioxidante não-enzimático é 

representado pelas vitaminas A, C, E e D,  e a glutationa reduzida (GSH) (HALLIWELL, 

1989; GUTTERIDGE, 1995). 

Em relação ao sistema enzimático, existem dois tipos de SOD, as que contêm cobre e 

zinco no sítio ativo e são encontradas principalmente no citoplasma, mas também nos 

peroxissomos, lisossomos e espaço intermembrana da mitocôndria, e as que contêm 

manganês no sítio ativo, que são encontradas na matriz mitocondrial  (CHANCE; SIES; 

BOVERIS, 1979). A SOD catalisa a dismutação do O2•, formando o H2O2. Depois de 

formado, o H2O2 é degradado pela GPx, uma enzima que está presente em duas formas, a que 

utiliza o selênio como co-fator, encontrada tanto na mitocôndria como no citosol, e a que não 

utiliza selênio como co-fator, encontrada apenas no citosol.  A GPx catalisa a reação de 

hidroperóxidos com a GSH, formando glutationa oxidada (GSSG) e o produto da redução do 

hidroperóxido (MILLS, 1960). Fisiologicamente, a GPx funciona acoplada a glutationa 

redutase (GR), que por sua vez, catalisa a redução de GSSG para GSH, utilizando NADPH 

como coenzima (MAIORINO; GREGOLIN; URSINI, 1990). 

Além disso, a GSH reage com vários metabólitos endógenos e xenobióticos mediadas 

pela glutationa-S-transferase (GST) para formar dissulfuretos mistos, que são exportados para 

o exterior da célula (FANG, 2004). A GSH é um antioxidante importante no cérebro, com 

uma concentração de aproximadamente 2-3 mM (DRINGEN, 2000), sendo que a maior parte 

do GSH celular (85-90%) está presente no citosol, com o restante em muitas organelas 

(incluindo a matriz mitocondrial, núcleo e peroxissomas). 

Este tripeptídeo exerce as suas funções através de vários mecanismos (Fang, Y. Z. 

2002), podendo reagir não enzimaticamente com o  O2• (WINTERBOURN; METODIEWA, 

1994), OH• (CLANCY et al., 1994) e ONOO- (KOPPAL; DRAKE; BUTTERFIELD, 1999). 

A GSH também serve como um reservatório de óxido nítrico (NO) endógeno para formar S-

nitrosoglutationa (GSNO) (SINGH et al., 1996). A GSNO pode liberar NO sob certas 
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condições, com efeitos biológicos, enquanto GSNO tem um efeito protetor no cérebro em 

condições de estresse (RAUHALA; LIN; CHIUEH, 1998). Além disso, não há defesa 

enzimática conhecida contra OH•, tornando GSH o único composto capaz de detoxificar estes 

radicais (BAINS, 1997). 

Outra acão da GSH se d por atuar como um co-factor essencial para as enzimas GPx, 

GR, GST como descrito anteriormente. Além disso, é uma importante forma de 

armazenamento do aminoácido cisteína, que tem efeitos neurotóxicos mediados pela produção 

de EROs, aumento de glutamato extracelular e ativação dos receptores N-Metil-D-aspartato 

(NMDA) (JANAKY et al., 2000). Sob condições de estresse oxidativo, a GSH pode levar a 

formação reversível de dissulfetos mistos entre os grupos tiol das proteínas (S-

glutationilação), um processo crítico para prevenir a oxidação irreversível de proteínas 

(GIUSTARINI et al., 2004). Assim, a GSH modula uma variedade de funções de proteínas 

através de S-glutationilação. Outra possível ação da GSH é como neuromodulador dos 

receptores NMDA, podendo atuar como agonista ou antagonista (JANAKY et al., 1999). 

Além disso, a GSH também é necessária para a proliferação celular e diferenciação neuronal  

(SAGARA; MAKINO, 2008). 

As EROs têm uma vida curta e sua recombinação química é quase imediata (RICE-

EVANS et al., 1993). Visto isso, torna-se muito difícil a quantificação imediata dos mesmos, 

o que torna bem aceito a medição de seus produtos. A determinação da formação de grupos 

carbonila (R-C=O) é um método bastante utilizado para avaliar o dano das EROs às proteínas. 

Particularmente os aminoácidos histidina, arginina e lisina que são os principais alvos das 

EROs (PRATICO; DELANTY, 2000).  

Por sua vez, a peroxidação lipídica (LPO) é um processo fisiológico e contínuo que 

ocorre nas membranas celulares. Além de ser um fator de renovação da membrana este 

processo é essencial para a síntese de prostaglandinas e leucotrienos. No entanto, este 

processo pode se tornar tóxico quando as defesas antioxidantes são insuficientes ou quando há 

uma produção intensa de EROs (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1995). A LPO produz 

aldeídos, gases hidrocarbonados e vários resíduos químicos, como o malondialdeído (MDA), 

dienos conjugados e 4-hidroxinonenal (4-HNE) (HOTZ; HOET; LAUWERYS, 1987). Desta 

forma, esta reação pode ser estimada pela medida de seus produtos, e é utilizada para medir 

indiretamente a produção de radicais livres (HOTZ; HOET; LAUWERYS, 1987). 

Em comparação com outros órgãos, o cérebro é particularmente vulnerável ao estresse 

oxidativo, pois possui menor atividade das enzimas SOD, CAT e GPx e menor quantidade de 

GSH (DRINGEN, 2000; GUPTA; DATTA; SHUKLA, 2000), por utilizar grandes 
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quantidades de oxigênio e por conter uma grande quantidade de ferro e de ácidos graxos 

poliissaturados (DRINGEN, 2000;  JOVANOVIC, 2011). 

O estresse oxidativo está envolvido na patogênese de uma série de condições 

neurológicas e doenças neurodegenerativas, incluindo a doença de Alzheimer, doença de 

Parkinson, esclerose lateral amiotrófica e epilepsia (PERRY et al., 2002; MIGLIORE et al., 

2005; ASHRAFI et al., 2007). 

Em relação à epilepsia, o início e a propagação de uma convulsão podem ocorrer 

como resultado de um desequilíbrio entre mecanismos excitatórios e inibitórios de uma rede 

interligada de neurônios (MCCORMICK; CONTRERAS, 2001). A excitação prolongada dos 

neurônios durante as convulsões pode levar ao aumento da liberação de neurotransmissores 

excitatórios, incluindo o aspartato e o glutamato, e aumento do influxo de íons cálcio através 

dos receptores NMDA e canais de cálcio dependente de voltagem (ZATTA; TOGNON; 

CARAMPIN, 2003; ERCEGOVAC et al., 2010). Dessa forma, os níveis elevados de cálcio 

intracelular podem levar a excitotoxicidade induzida por disfunção mitocondrial, aumento na 

liberação de citocinas, aumento na produção de EROs/ERN, reversão dos transportadores 

sódio/cálcio ativação de cascatas bioquímicas que provocam a morte neuronal (FERRIERO, 

2005). 

Em modelos experimentais geneticamente propensos ao desenvolvimento de epilepsia, 

foi demonstrado uma diminuição da atividade da GPx e da razão GSH/GSSG, aumento da 

LPO e oxidação de proteínas (SHIN et al., 2008a). O modelo de crise espontânea induzido por 

cainato é particularmente útil para o estudo da evolução, propagação e consequências 

patológicas da descarga epiléptica no sistema límbico. A administração de cainato aumenta 

produção de O2• e dano oxidativo ao DNA, disfunção mitocondrial e apoptose principalmente 

nas regiões de CA1, CA3 e no giro dentado do hipocampo (KIM; HAN, 2000; PATEL, R. N. 

et al., 2005; LIANG, L. P.; PATEL, 2006). Além disso, ocorre aumento da produção de MDA 

e diminuição nos níveis de GSH (ONG et al., 2000; LIANG, L. P.; PATEL, 2006; SHIN et 

al., 2008b; SHIN et al., 2008a). 

Outro modelo de crise espontânea amplamente utilizado em roedores para estudar a 

fisiopatologia das convulsões é o modelo da pilocarpina (CAVALHEIRO et al., 1992; DE 

FREITAS et al., 2003; DE FREITAS et al., 2010). Neste modelo, as alterações 

comportamentais e eletroencefalográficas são semelhantes à Epilepsia do Lobo Temporal 

(TURSKI et al., 1983). Essas alterações são acompanhadas por LPO, aumento do conteúdo de 

nitrito e diminuição nos níveis de GSH no hipocampo, estriado e córtex (FREITAS et al., 

2004). 
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O aumento em marcadores de dano oxidativo é demonstrado também em modelos de 

crise única como as convulsões induzidas por PTZ, onde reduções significativas de GSH, e 

cisteína, bem como o aumento de proteínas carboniladas e LPO são observados 

(PATSOUKIS et al., 2004; RAMBO et al., 2009). Além disso, as convulsões induzidas por 

PTZ causam um aumento de nitrito bem como redução na atividade de enzimas antioxidantes 

como a SOD e a GPx. A ativação excessiva de receptores de glutamato e estresse oxidativo 

podem ser eventos sequenciais, bem como paralelos, que convergem como uma via final 

comum para a vulnerabilidade neuronal (COYLE; PUTTFARCKEN, 1993). 

Considerando o grande número de pacientes refratários ao tratamento disponível, e 

que o dano oxidativo parece ser um importante fator envolvido nas crises, terapias alternativas 

que aumentem as defesas antioxidantes e/ou diminuam o dano oxidativo podem se tornar 

importantes adjuvantes no tratamento das crises epilépticas, como o exercício físico e a 

cafeína (RADAK et al., 2007; ARIDA et al., 2009; EL YACOUBI ey al., 2008; LOSCHER, 

2011). 

 

 

Terapias Adjuvantes 

 

 

1.3.1   Exercício Físico  

 

 

Os efeitos do exercício físico sobre a saúde geral são bem descritos, principalmente 

sobre o sistema cardiovascular e metabolismo (POWELL; PAFFENBARGER, 1985; 

BOOTH; CHAKRAVARTHY; SPANGENBURG, 2002). Além disso, nas últimas décadas os 

efeitos benéficos da atividade física sobre o sistema nervoso central (SNC) têm sido 

evidenciados, sugerindo um papel protetor contra uma variedade de distúrbios psicológicos e 

neurológicos (HILLMAN; ERICKSON; KRAMER, 2008; VAN PRAAG, 2009). 

Estudos clínicos e epidemiológicos indicam que o exercício pode melhorar os 

sintomas de estresse e depressão (SALMON, 2001; BROSSE et al., 2002; CALLAGHAN, 

2004), o declínio cognitivo relacionado à idade (LAURIN et al., 2001; COLCOMBE et al., 

2004; MCAULEY, E.; KRAMER; COLCOMBE, 2004) e reduzir o risco de demência 

(FRATIGLIONI; PAILLARD-BORG; WINBLAD, 2004; LARSON et al., 2006). O exercício 

físico também se mostrou benéfico em uma série de modelos de doenças do SNC, como, 
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Esclerose Múltipla (EM), doenças de Huntington (DH), Parkinson (DP), Alzheimer (DA) e 

epilepsia (ARIDA et al., 1999; LAURIN et al., 2001; TILLERSON et al., 2003; KOHL et al., 

2007; BENEDETTI et al., 2009). No entanto, os mecanismos subjacentes a estes efeitos 

benéficos são pouco compreendidos. 

Alguns trabalhos têm se direcionado ao entendimento das bases neurobiológicas dos 

benefícios associados ao exercício físico. Dessa forma, vários autores mostraram que o 

exercício físico voluntário e aeróbico forçado aumenta a expressão do fator neurotrófico 

derivado do encéfalo (BDNF) (NEEPER et al., 1995; VAN PRAAG et al., 1999; RADAK et 

al., 2001; ANG et al., 2006; DING et al., 2006; RADAK et al., 2006; DIETRICH; 

ANDREWS; HORVATH, 2008) e que, a ativação desse fator trófico está relacionada com a 

sobrevivência e diferenciação celular, assim como,com o aumento da resistência ao estresse 

oxidativo (GUO; MATTSON, 2000; KLUMPP; LIPOWSKY, 2005; LEEDS et al., 2005). De 

fato, estudos em modelos experimentais mostraram que a atividade física aumenta a expressão 

de BDNF (GRIESBACH; HOVDA; GOMEZ-PINILLA, 2009) e modula positivamente o 

sistema antioxidante, aumentando o conteúdo e/ou atividade das enzimas SOD, CAT e GPx 

tanto no músculo como no cérebro de ratos (RAMBO et al., 2009; STEINER; PHILBERT, 

2011).  

Além disso, estudos mostraram o envolvimento do BDNF com a via de ativação do 

fator de transcrição responsivo a adenosina monofosfato cíclico (CREB) (FINKBEINER et 

al., 1997). Nesse contexto, Lee e colaboradores observaram que a administração de BNDF 

causa um aumento significativo das convulsões induzidas por pilocarpina e dos níveis de 

EROs, assim como, uma redução na expressão de enzimas antioxidantes e de PGC-1α em 

animais transgênicos com diminuição da expressão de CREB, sugerindo que este elemento é 

importante na neuroproteção contra o dano oxidativo (LEE, B. et al., 2009). De fato, vários 

estudos mostram que o CREB induz a expressão de PGC-1α (HERZIG et al., 2001; LEE, W. 

J. et al., 2006; ST. PIERRE et al., 2006) e regula a expressão das enzimas antioxidantes, 

incluindo a GPx e a SOD (BEDOGNI et al., 2003; ST. PIERRE et al.2006). 

Nesse sentido, terapias que modulem positivamente o sistema BDNF/CREB/PGC-1α e 

consequentemente o sistema antioxidante podem ser importantes ferramentas no tratamento 

de diversas doenças do SNC, como por exemplo a epilepsia.  
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1.3.1.1    Exercício e Epilepsia 

 

 

Pessoas com epilepsia são frequentemente aconselhadas a evitar exercícios vigorosos 

para evitar a manifestação das convulsões, embora existam raros casos de convulsões 

induzidas pela prática do exercício físico. A maioria dos estudos têm geralmente mostrado 

que a atividade física pode diminuir a frequência de crises, bem como melhorar a eficiência 

cardiovascular e aspectos psicológicos associados a pessoas com epilepsia (HEISE J, 2002; 

ARIDA et al., 2009).  

Os efeitos positivos do exercício na epilepsia são principalmente baseados em 

questionários e / ou estudos (ROTH et al., 1994; STEINHOFF et al., 1996) e por meio de 

ensaios padronizados de resistência física (STEINHOFF et al., 1996; JALAVA; 

SILLANPAA, 1997). Apenas poucos estudos em humanos têm examinado o efeito de um 

programa de exercício físico em pessoas com epilepsia. 

Em um estudo realizado por Nakken e colaboradores (1997) foi verificado que a 

atividade epileptiforme interictal registrada por eletroencefalograma permanece inalterada ou 

diminui a frequência durante ou imediatamente após o exercício físico aeróbico (NAKKEN et 

al., 1997). De acordo com estes dados, foi verificado que ocorrem menos convulsões durante 

a atividade mental e física quando comparado com períodos de descanso (CORDOVA; 

NAVAS; ESCANERO, 1993), sugerindo que uma maior atenção e vigilância durante a 

atividade física pode reduzir a ocorrência de convulsões (KUIJER, 1980). Um estudo em 

mulheres com epilepsia refratária mostrou que o treinamento físico aeróbio diminuiu o 

número de crises durante o período de exercício (ERIKSEN et al., 1994). Nesse contexto, 

outro estudo mostrou nenhum impacto na frequência das crises após um programa de 

exercícios de 12 semanas (MCAULEY, J. W. et al., 2001). Além disso, Vancini e 

colaboradores (2010) verificaram que o exercício físico exaustivo não induz convulsões 

(VANCINI et al., 2010). 

Estudos experimentais também têm demonstrado um efeito benéfico do exercício 

físico em animais com epilepsia onde o treinamento físico retarda o desenvolvimento de 

crises espontâneas antes e durante a indução de crises por estimulação elétrica (ARIDA; DE 

JESUS VIEIRA; CAVALHEIRO, 1998), bem como reduz a frequência de crises induzidas 

por pilocarpina (ARIDA et al., 1999). Além disso, estudos metabólicos, eletrofisiológicos e 

imunohistoquímicos também encontraram efeitos positivos do exercício em modelos 

experimentais de epilepsia (ARIDA et al., 2003; ARIDA et al., 2007). Neste sentido, tanto o 
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exercício voluntário como em esteira ou natação oferecem proteção contras as crises 

induzidas por ácido domóico, cainato e pilocarpina (CARROLL et al., 2001; SETKOWITZ E 

MAZUR, 2006; REISS et al., 2009). Além disso, um programa de natação de 6 semanas 

atenuou as convulsões e o dano oxidativo induzido por PTZ em ratos (RAMBO et al., 2009). 

Levando-se em consideração que o exercício pode exercer ações benéficas, como a 

redução de susceptibilidade a convulsão e melhora da qualidade de vida nas pessoas com 

epilepsia (ARIDA et al., 2010), o exercício físico pode ser um candidato potencial para ser 

integrado a terapia convencional para o tratamento desta patologia. 

 

 

Cafeína 

 

 

A cafeína (1,3,7-trimetilxantina), pertence ao grupo das purinas alcalóides, e é um 

psicoestimulante comumente consumido em todo o mundo. Esta trimetilxantina é encontrada 

em bebidas como café, mate, chá e refrigerantes, assim como em chocolates. Também é 

utilizada pela indústria farmacêutica na composição de analgésicos, estimulantes do apetite e 

alguns antivirais (GILBERT et al., 1976; BERNSTEIN et al., 2002). 

A história da cafeína está associada com a história do café. O café é a principal fonte 

de cafeína e provém de uma árvore do gênero Coffeae. Dentre as várias espécies conhecidas 

as mais comercializadas são Coffea arábica e Coffea canephora, sendo popularmente 

conhecidas como arábica e robusta, respectivamente (FREDHOLM, 2011). 

Alguns antropólogos acreditam que o primeiro uso da cafeína derivada de plantas, 

remonta a 600 mil anos a.C. (Idade da Pedra), no entanto, acredita-se que a descoberta do 

cafeeiro tenha ocorrido na Etiópia, em torno de 700 a.C., onde a planta crescia naturalmente. 

Apesar disso, as primeiras plantações de café denominadas “Kaweh” apareceram na península 

Arábica no século XIV, e eram usadas como alimento, na fabricação de vinho, como remédio 

e para fazer uma bebida árabe denominada “qahwa”, conhecida por prevenir o sono 

(FREDHOLM, 2011). 

Embora os árabes tenham cultivado o cafeeiro e tenham preparado bebidas de seu 

grão, somente no século XIV que o processo de torração foi criado.  Somente quando isso 

aconteceu que o uso do café difundiu-se através do Iémen e dos países árabes para o resto do 

mundo (FREDHOLM, 2011).  
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Entre os muçulmanos, a necessidade de uma bebida social foi preenchida pelo café, 

sendo um excelente substituto das bebidas alcoólicas. A bebida foi consumida tanto em casa 

como em estabelecimentos comerciais (Cafés). O desenvolvimento de casas de café em 

centros intelectuais foi percebido como uma ameaça às autoridades, sendo o hábito de tomar 

café condenado pela ortodoxia islâmica. Entretanto, posteriormente, chegou a ser considerado 

como algo providencial para rezar sem cair em sonolência (FREDHOLM, 2011). 

Na Europa, o café apareceu no século XVI sendo introduzido, principalmente, pelos 

espanhóis e holandeses, no período das grandes navegações e descobertas. Entretanto, o café 

era consumido de maneira restrita e a bebida nobre era o chá. Inicialmente, o café encontrou 

uma forte oposição em alguns países protestantes, como a Alemanha, Áustria e Suíça, nações 

essas que chegaram mesmo a punir o comércio e o seu consumo (FREDHOLM, 2011). 

Em 1736, surgem as primeiras plantações na América Latina, principalmente em Porto 

Rico e cerca de 20 anos depois já era seu principal produto de exportação (RIGOULOUT et 

al., 2003). Atualmente, o café é cultivado em mais de cinquenta países, sendo o Brasil e a 

Colômbia os maiores produtores, juntos produzem 39% dos grãos consumidos no mundo 

(WEINBERG E BEALER, 2001). 

Em 1819, o químico alemão Ferdin Runge Friedlieb isolou pela primeira vez um 

extrato relativamente puro de cafeína, o qual foi chamado de "Kaffebase" (ou seja, uma base 

que existe no café). Em 1821, a cafeína um pó cristalino branco de gosto amargo foi isolada 

por químicos franceses (FREDHOLM, 2011). 

 

 

1.4.1 Metabolismo 

 

 

O metabolismo da cafeína é caracterizado por uma rápida e completa absorção 

gastrointestinal (WALTON, K.; DORNE; RENWICK, 2001), sendo que após a administração 

oral a absorção ocorre em 45 minutos (CHVASTA; COOKE, 1971; BLANCHARD; 

SAWERS, 1983). 

A meia vida, tempo necessário para que sua concentração plasmática diminua pela 

metade, varia entre as faixas etárias, na gravidez, em combinação com alguns medicamentos e 

com a integridade hepática. Em adultos saudáveis a meia vida é de aproximadamente 3-4 

horas, enquanto que em ratos é mais curta (cerca de uma hora). Mulheres que usam 

anticoncepcionais a meia vida é de 5-10 horas e naquelas em gestação de 9-11 horas. Já em 
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recém-nascidos a meia-vida é de 30 horas. Nos indivíduos com doença hepática, a meia-vida 

da cafeína pode chegar até 96 horas. O metabolismo da cafeína pode ser alterado por outros 

compostos, por exemplo, o consumo de tabaco diminui a meia-vida da cafeína (FREDHOLM 

et al., 1999). 

A cafeína distribui-se nos tecidos e é encontrada em todos os fluidos corporais, 

incluindo o plasma, fluido cérebro-espinhal, saliva, bile, sêmen, leite materno, sangue do 

cordão umbilical, bem como todos os órgãos, entretanto não há o acúmulo de cafeína e/ou 

seus metabólitos (ARNAUD, 1976). Em ratos adultos, por exemplo, a concentração de 

cafeína no plasma é semelhante à encontrada no líquido cérebro-espinhal (LIU et al., 2006). 

A distribuição tecidual após uma hora de administração intravenosa em coelhos 

mostrou que a razão de concentração de cafeína tecido/sangue foi de aproximadamente 1. 

Exceto no tecido adiposo, adrenais, fígado e bile, onde as razões foram 0,2; 0,6; 1,5; e 2,7; 

respectivamente (BEACH et al., 1985). 

O metabolismo de primeira passagem é mínimo (YESAIR; BRANFMAN; 

CALLAHAN, 1984) ou inexistente em humanos (ARNAUD et al., 1983). As enzimas do 

citocromo P-450 são as responsáveis pelo metabolismo da cafeína no fígado, sendo degradada 

em dimetilxantinas, como a paraxantina, teobromina e teofilina. Cada um destes metabólitos 

tem suas funções no organismo, sendo excretados na urina após metabolizados. Nos humanos, 

a paraxantina é o metabólito predominante (72 a 80%), enquanto em roedores, apesar da 

paraxantina ser o metabólito plasmático predominante, os níveis de teofilina também estão 

elevados. 

 

 

1.4.2 Mecanismo de ação da Cafeína 

 

 

A cafeína em baixas concentrações (μM) pode antagonizar todos os receptores de 

adenosina (A1, A2A, A2B and A3), sendo que a maior parte de suas ações é mediada pela 

inibição dos receptores de alta afinidade A1 e A2A, (FREDHOLM et al., 1999). Estes, são 

receptores acoplados a proteína G que afetam muitas vias de sinalização intracelular, 

incluindo a via do AMPc. A ativação dos receptores dos subtipos A1 e A3 leva a uma inibição 

da enzima adenilatociclase através de uma proteína G inibitória, diminuindo os níveis 

intracelulares de AMPc. Entretanto a ativação dos receptores A2A e A2B estimula a 
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adenilatociclase através de uma proteína G estimulatória aumentando os níveis intracelulares 

de AMPc (OLAH; STILES, 1995).  

A cafeína é normalmente ingerida de uma forma crônica, sendo que seus efeitos em 

longo prazo podem ser diferentes dos efeitos da administração aguda, especialmente em 

relação à sua ação sobre os receptores de adenosina (JACOBSON et al., 1996). Isso pode se 

dar em função de um aumento na expressão dos receptores do tipo A1 e A2A ou por 

sensibilização dos receptores de adenosina (BIAGGIONI et al., 1991; JACOBSON et al., 

1996).  

Em altas concentrações, a cafeína pode elevar os níveis intracelulares de AMPc 

através da inibição da fosfodiesterase 4 (FREDHOLM et al., 1999). Em concentrações na 

faixa de mM a cafeína pode mobilizar cálcio dos estoques do retículo endoplasmático através 

dos receptores IP3 e de rianodina (FREDHOLM; HEDQVIST, 1980; FREDHOLM et al., 

1999). 

A maioria dos estudos discute uma relação entre o efeito neuroprotetor da cafeína e 

antagonismo dos receptores A2A, que levaria a uma diminuição da liberação de 

neurotransmissores excitatórios (KALDA et al., 2006), porém um aumento na expressão dos 

receptores A1, cuja ativação pode significar neuroproteção ou um aumento das defesas 

antioxidantes, poderia ser um  mecanismo alternativo (CUNHA et al., 2006). Desta forma, em 

modelos experimentais, o tratamento com cafeína tem demonstrado efeito neuroprotetor 

contra neurotoxicidade induzida por β-amilóide ou MPTP (XU et al., 2002; DALL'IGNA et 

al., 2003; ARENDASH et al., 2006; DALL'IGNA et al., 2007). 

Além do efeito direto sobre os receptores de adenosina, alguns outros efeitos têm sido 

evidenciados após a administração de cafeína. Jones e colaboradores (2008) verificaram um 

aumento na expressão e na atividade da enzima citocromo oxidase (Cox) no estriado após a 

administração aguda de cafeína e esses efeitos foram associados ao antagonismo dos 

receptores A2A (JONES et al., 2008). Desde que a ativação destes receptores aumenta a 

atividade de proteínas kinases (PKA e MAPK) que podem aumentar a ligação de fatores 

nucleares repressores da ativação gênica de Cox, antagonistas deste receptor podem inibir a 

repressão da ativação gênica desta enzima (JONES et al., 2008). 

Além disso, a cafeína pode agir via ativação da expressão gênica do fator nuclear 

relacionado ao eritróide-2 (Nrf2), que ocorre na mesma região promotora da Cox e é um fator 

de transcrição sensível ao estado redox. A estimulação da via Nrf2 resulta em aumento no 

mecanismo endógeno contra dano oxidativo e eletrofílico, caracterizado pelo aumento na 

expressão de GST, que suporta seu potencial neuroprotetor (CHAN et al., 2000; 
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SCHWARZSCHILD; CHEN; ASCHERIO, 2002; ASCHERIO et al., 2004; HARVEY; SEIB; 

LUCKE, 2009). Além disso, Cavin e colaboradores (2008) sugerem que o café medeia a 

estimulação da via Nrf2 resultando em um aumento dos mecanismos de defesa endógenos, 

como o aumento na expressão das enzimas que regulam a síntese de GSH (CAVIN et al., 

2008). 

  Além dos efeitos citados até o momento, alguns estudos têm mostrado que a ação da 

cafeína pode não necessariamente depender do antagonismo dos receptores de adenosina. Han 

e colaboradores (2009) encontraram que a cafeína aumenta a produção de fluído cérebro-

espinhal e a expressão da Na
+
,K

+
-ATPase em células endoteliais em animais tratados 

cronicamente com cafeína, podendo este ser um dos mecanismos pelo qual a cafeína protege 

contra DA (HAN et al., 2009; WOSTYN et al., 2011). 

Nesse contexto, se demonstrou que a cafeína diminui a produção de PGE2 induzida 

por lipopolissacarídeo em cultura de células microgliais (FIEBICH et al., 2000), bem como 

atenua a perda de células e previne a apoptose induzida por MPP
+
 em cultura neurônios 

granulares cerebelares, sendo que esse efeito não parece ser dependente do antagonismo dos 

receptores A1 e A2A (KAVITA et al., 2010). 

Alguns estudos também demonstraram que a cafeína e seus metabólitos apresentam 

efeitos antioxidantes in vitro, sendo inclusive capaz de reagir diretamente com OH  (SHI; 

DALAL; JAIN, 1991; LEE, C., 2000; GOMEZ-RUIZ; LEAKE; AMES, 2007). A maioria dos 

estudos sobre cafeína e estresse oxidativo foram feitos in vitro, entretanto, outros estudos 

sugerem que a cafeína pode aumentar a atividade de enzimas antioxidantes in vivo 

(ROSSOWSKA; NAKAMOTO, 1994; MUKHOPADHYAY; MONDAL; PODDAR, 2003).  

Nesse sentido, Aoyama e colaboradores (AOYAMA et al., 2011) verificaram que a 

cafeína aumenta a síntese de GSH, podendo este ser um novo mecanismo pelo qual esta 

metilxantina apresenta efeito neuroprotetor (AOYAMA et al., 2011). A GSH é o tiol reduzido 

mais abundante que desenvolve uma importante função como antioxidante no SNC 

(DRINGEN; GUTTERER; HIRRLINGER, 2000). De fato, algumas doenças 

neurodegenerativas apresentam níveis reduzidos de GSH, dentre elas DP, DA e epilepsia 

(SIAN et al., 1994; RAMASSAMY et al., 2000; MUELLER et al., 2001). 
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1.4.3 Cafeína e Epilepsia 

 

 

Embora o papel neuroprotetor da cafeína esteja bem descrito, principalmente para DA 

e DP, seu papel nas convulsões ainda é controverso. Existem estudos mostrando que a cafeína 

pode atuar como proconvulsivante ou anticonvulsivante, sendo que este efeito parece ser 

dependente da dose e do tempo de administração (JOHANSSON et al., 1996; HALLER; 

MEIER; OLSON, 2005). 

Nesse contexto, alguns estudos evidenciam que a administração de altas doses de 

cafeína (acima de 150 mg/Kg) pode induzir convulsões tanto em humanos quanto em modelos 

experimentais (CHU, 1981; MARANGOS et al., 1981; NEHLIG; DAVAL; DEBRY, 1992; 

HALLER; MEIER; OLSON, 2005). 

Além disso, a administração desta trimetilxantina diminui o limiar e aumenta a 

incidência de convulsões tônicas induzidas por PTZ e aminofililina (CZUCZWAR et al., 

1987; CUTRUFO et al., 1992). Da mesma forma, a cafeína reduz o limiar e prolonga a 

duração das convulsões induzidas por estímulos elétricos em ratos (ALBERTSON; JOY; 

STARK, 1983; CZUCZWAR et al., 1990; FRANCIS; FOCHTMANN, 1994; GASIOR et al., 

1996), bem como, prolonga a duração das convulsões em terapia de eletrochoque para 

depressão profunda (STERN et al., 1999). 

Neste sentido, alguns estudos têm demonstrado que a administração de cafeína atenua 

o efeito protetor de algumas DAE como a carbamazepina, fenobarbital, fenitoína, valproato e 

topiramato, bem como, reduziu os efeitos anticonvulsivantes dodiazepam nas convulsões 

induzidas por PTZ em ratos (KULKARNI; JOSEPH; DAVID, 1991). Entretanto, a 

administração de cafeína não reduz a eficácia das AED de nova geração como lamotrigina, 

tiagabina, e oxcarbazepina. Da mesma forma, não foi observado efeito da cafeína sobre a 

atividade anticonvulsivante da etossuximida e valproato (CHROSCINSKA-KRAWCZYK et 

al., 2011).  

O conceito de que o uso de metilxantinas pode potencializar as convulsões tem sido 

desafiado por diversos autores que argumentam que os estimulantes do SNC atuam como 

proconvulsivante somente em doses supramáximas (GEORGIEV; JOHANSSON; 

FREDHOLM, 1993; JOHANSSON et al., 1996; LOSCHER, 2009). 

Visto isso, o tratamento com cafeína (60-70 mg/kg/dia durante 2 semanas) reduziu as 

convulsões induzidas por NMDA, bicuculina, e PTZ em camundongos, sem alterações na 

expressão dos receptores A1 e A2A e GABAA (GEORGIEV; JOHANSSON; FREDHOLM, 
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1993; JOHANSSON et al., 1996). Estudos anteriores sugerem que o efeito neuroprotetor 

exercido pela cafeína dá-se pelo aumento na expressão dos receptores A1 de adenosina 

(DAVAL et al., 1989; JOHANSSON et al., 1993). No entanto, a exposição prolongada a uma 

dose baixa de cafeína não tem nenhum efeito, quer sobre o número de receptores de adenosina 

(GEORGIEV; JOHANSSON; FREDHOLM, 1993; JOHANSSON et al., 1996) ou sobre o 

número de receptores GABAA (JOHANSSON et al., 1996). Neste sentido, El Yacoubi sugere 

uma possível participação do antagonismo dos receptores A2A (EL YACOUBI et al, 2008). 

Desta forma, camundongos transgênicos que demonstram uma diminuição na 

expressão dos receptores do tipo A2A são parcialmente resistentes a convulsões induzidas por 

PTZ ou pela retirada do etanol (El YACOUBI et al. 2001, 2008). A administração de cafeína 

(0,3 g/l na água), durante 14 dias reduziu as convulsões induzidas por PTZ em camundongos 

(EL YACOUBI et al.2008).  

No modelo experimental de epilepsia do lobo temporal, a administração de cafeína, 

ofereceu neuroproteção completa contra a perda neuronal na região CA1 do hipocampo, 

entretanto, não ofereceu proteção contra o aparecimento de convulsões (RIGOULOUT 2003). 

Em um modelo de morte súbita em epilepsia (SUDEP), a administração aguda de 

cafeína (40 mg/kg i.p) aumentou o tempo de sobrevivência dos camundongos  (SHEN; LI; 

BOISON, 2010). Esse efeito protetor pode ser explicado pelo antagonismo dos receptores de 

adenosina, já que após as convulsões o aumento excessivo da liberação de adenosina pode 

induzir insuficiência respiratória e cardíaca por hiperestimulação dos receptores de adenosina 

do tronco cerebral (SHEN; LI; BOISON, 2010). 

Dessa forma, considerando que a cafeína e o exercício físico apresentam efeito 

protetor frente ao dano oxidativo induzido em modelos experimentais de doenças 

neurodegenerativas e epilepsia, torna-se importante investigar seus efeitos sobre as 

convulsões e o dano oxidativo induzidos por PTZ. 
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Objetivo Geral 

 

 

Investigar os efeitos do exercício físico e da suplementação com cafeína nas 

convulsões comportamentais e alterações eletroencefalográficas, bem como nas alterações dos 

parâmetros oxidativos induzidos por pentilenotetrazol em ratos. 

 

 

1.5.1 Objetivos Específicos 

 

 

- Avaliar o efeito do exercício físico na gênese das convulsões comportamentais e alterações 

eletroencefalográficas induzidas por PTZ, bem como sobre diferentes parâmetros oxidativos. 

 

- Avaliar o efeito da suplementação de cafeína nas convulsões comportamentais e 

eletroencefalográficas induzidas por PTZ, bem como sobre diferentes parâmetros oxidativos. 

 

- Avaliar o efeito do exercício físico associado à suplementação com cafeína nas convulsões 

comportamentais e eletroencefalográficas induzidos por pentilenotetrazol em ratos. 
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Abstract 

 

Although caffeine supplementation has been a documented beneficial effect on 

neurological disorders, its implications for epilepsy are still controversial. Thus, the aim of 

this study was to investigate the effects of 2-week caffeine supplementation (6mg/kg; p.o.) on 

seizures and neurochemical alterations induced by pentylenetetrazol (PTZ 60 mg/kg i.p). 

Statistical analyses showed that long-term but not acute caffeine administration decreased the 

duration of PTZ-induced seizures in adult male Wistar rats as recorded by cortical 

electroencephalographic (EEG) and behavioral analysis. The quantification of EEG 

recordings also revealed that caffeine supplementation protected against PTZ-induced wave 

amplitude increase. Neurochemical analyses revealed that caffeine supplementation increased 

glutathione (GSH) content per se and protected against  the increase in the levels of 

thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and oxidized diclorofluoresceine diacetate 

(DCFH-DA) as well as the decrease in GSH content and Na
+
,K

+
-ATPase activity induced by 

PTZ. Our data also showed that the infusion of L-buthionine sulfoximine (BSO; 3.2 µmol/site 

i.c.v), an inhibitor of GSH synthesis, 2 days before PTZ injection reverted the anticonvulsant 

effect elicited by caffeine. BSO infusion also decreased GSH content and Na
+
,K

+
-ATPase 

activity, however, it increased DCFH-DA oxidation and TBARS per se and reverted the 

protective effect exerted by caffeine. Results presented in this report extend the 

neuroprotective effects of low long-term caffeine exposure to epileptic damage and suggest 

that the increase in the cerebral GSH content elicited by caffeine supplementation may 

provide a new therapeutic approach to the control of the seizure activity. 

 

 

 

 

Key words: Caffeine, seizures, oxidative damage, GSH, Na
+
, K

+
-ATPase activity, 

BSO. 
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1. Introduction 

 

Epilepsy is a neurological disorder characterized by recurrent episodes of seizures 

due to an imbalance between cerebral excitability and inhibition with a tendency towards 

uncontrolled excitability [1]. Currently, around 50 million people worldwide have active 

epilepsy with continuing seizures that need treatment. Despite the increasing number and 

variety of anti-epileptic drugs, morethan 30% of the cases of epilepsy are medically 

intractable [2]. In this sense, animal models for seizures and epilepsy have played a key role 

in advancing our comprehension of ictogenesis basic mechanisms underlying epileptogenesis 

[3]. More important than understanding the mechanism of seizure is the possibility of 

devising novel strategies to treat epilepsy, which may also offer some additional insights in 

key mechanism processes. Other research groups have focused on the study of alternative 

therapies such as caffeine, which reduce seizures and related brain damage [4, 5]. 

Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine), which belongs to the group of purine alkaloids, is 

the most commonly and widely ingested psychoactive substance. Caffeine is found in 

beverages such as coffee, tea, and many soft drinks as well as in chocolate products and 

desiccated coconut. Structurally, caffeine is similar to adenosine, an endogenous 

neuromodulator, and binds to adenosine receptor to act as a nonselective antagonist [6]. 

Experimental and clinical studies have indicated that chronic caffeine supplementation 

provides neuroprotective effects against several neurological disorders, including Alzheimer’s 

and Parkinson’s diseases by the blockade of adenosine receptors [7-10]. On the other hand, 

caffeine-mediated neuroprotection is not exclusively attributed to the blockade of adenosine 

receptor.  

Caffeine may have other effects against neurodegeneration in the CNS, although the 

precise entity is still elusive. In addition, it is important to consider that the potential benefits 

of this compound for patients with convulsive disorders remain poorly defined. While some 

authors suggest a proconvulsant role of acute caffeine treatment [11, 12], others suggest that 

caffeine may be an anticonvulsant agent [5, 13, 14]. The basis for this discrepancy is 

unknown; however, methodological differences may account for the apparent disagreement 

among findings. Important methodological considerations that may have impacted the results 

of various studies include the convulsant agents administered, the drug doses studied, the 

administration routes, the animal model species, and the parameters evaluated. 

The brain is one of the major organs that generates large amounts of reactive oxygen 

species (ROS). Compared with other organs, the brain is especially vulnerable to oxidative stress 
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because of its lower antioxidant enzyme activities, since it contains high quantities of lipids with 

unsaturated fatty acids, which are targets of lipid peroxidation [15]. Under normal conditions, the 

brain can equilibrate the generated ROS with its own antioxidant defense. In this context, 

glutathione (GSH) is the most abundant thiol-reducing agent that plays a critical role as a major 

antioxidant in the CNS [16]. In line with this view, a growing number of studies have 

demonstrated that oxidative stress facilities the appearance and/or propagation of seizures in 

several models of epilepsy [17, 18]. Accordingly, experimental findings from our research group 

have demonstrated that the inhibition of some selected target for oxidative stress such as Na
+
,K

+
-

ATPase may lead to neuronal excitability and appearance of convulsion in model of seizure 

elicited by PTZ  [19-21]. This is particularly important considering the fact that this ion-motive 

pump plays a key role in regulating and controlling nerve excitability [22]. Based on the 

hypothesis that the selected targets are involved in epilepsy, an alternative approach to the 

treatment of this disorder would be the use of neuroprotective therapy to prevent or slow down 

seizure progression.  

Over the last years, accumulating evidence has suggested a potential antioxidant role of 

caffeine [23-26]. The suggestions are largely based on chemical studies showing it to be able to 

scavenge ROS, particularly the hydroxyl radical (OH
·
), known to be generated in the body by 

many physiologic reactions involving oxygen utilization [27, 28]. Additionally, caffeine has been 

shown to prevent Fenton’s reaction-induced oxidation of glutathione [27], a major antioxidant 

reserve in many tissues, including CNS. However, the effect of caffeine against ROS inducing 

oxidative stress especially in the brain where oxidative stress has been implicated in the genesis 

and propagation of seizures has not been studied to date. Therefore, since it has been proposed 

that at least part of the neuroprotective effects of caffeine are due to antioxidant effects [25, 26] 

and that oxidative stress facilitates the appearance and propagation of seizures in several 

experimental models of epilepsy [29, 30], we evaluated the effect of caffeine supplementation on 

PTZ-induced electrographic and neurochemical alterations in cerebral cortex of rats.  
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2. Materials and Methods 

 

2.1 Animals and reagents 

 

Adult male Wistar rats (270–300 g) were used in the present study. Rats were housed 

four to a cage. Light and temperature were controlled (12-h light/dark cycle, 22±1 ◦C, 55% 

relative humidity) and rats had free access to food (Guabi, Santa Maria, Brazil) and water. All 

experimental protocols were designed to keep the number of animals used to a minimum as 

well as to keep them from suffering. All experimental protocols were conducted in 

accordance with national and international legislation (National Council for Control of 

Animal Experimentation (CONCEA) and of U.S. Public Health Service’s Policy on Human 

Care and Use of Laboratory Animals-PHS Policy), and approved by  the Ethics Committee 

for animal research at the Federal University of Santa Maria. Behavioral tests were conducted 

during the light phase of the cycle (between 10:00 AM and 4:00 PM). All reagents were 

purchased from Sigma (St Louis, MO, U.S.A.). Caffeine anhydrous was dissolved in water 

and L-buthionine sulfoximine (BSO) and PTZ were dissolved in 0.9% physiological saline. 

 

2.2 Study design 

 

The study design is summarized in Figure 1 and consisted of two experiments. The 

experiments were as follows. 

Experiment 1: in order to determine the role of caffeine on the electrographic, and 

neurochemical alterations in cerebral cortex of rats induced by convulsive dose of PTZ (60 

mg/kg, i.p), animals were supplemented with caffeine (6 mg/Kg) [31] or its vehicle (water) by 

intragastric gavage (p.o.) for 15 days.  In the present study, we also evaluated the participation 

of glutathione pathway on electroencephalographic and neurochemical alterations exerted by 

caffeine in this model of seizure. For this propose, a subset of animals was supplemented with 

caffeine (6 mg/Kg) for 15 days. On the days 14 and 15 of caffeine treatment, another subset of 

animals received intracerebroventricular infusion of L-buthionine sulfoximine (BSO; 3.2 

µmol/site i.c.v), an inhibitor of GSH synthesis .Twenty four hours after the last administration 

of BSO, animals were injected with a convulsive dose of PTZ (60 mg/kg, i.p) as described in 

Figure 1. 
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Experiment 2:  To evaluate if the acute caffeine administration protects against PTZ-

induced electrographic seizures and neurochemical alterations, a subset of animals was treated 

with caffeine (6 mg/Kg) 60 min before the injection of a convulsive dose of PTZ (60 mg/kg, 

i.p). After a 20 min seizure evaluation, animals were killed and parietal cortex removed for 

biochemical analyses. 

 

2.3 Surgical procedure 

 

For the electroencephalographic recordings (EEG), all animals were subjected to 

surgery. In brief, animals were anesthetized with Equithesin (1% phenobarbital, 2% 

magnesium sulfate, 4% chloral hydrate, 42% propylene glycol, 11% ethanol; 3 ml/kg, i.p.) 

and placed in a rodent stereotaxic apparatus. For the EEG recordings, two screw electrodes 

were placed bilaterally over the parietal cortex along with a ground lead positioned over the 

nasal sinus. The electrodes were connected to a multipin socket fixed to the skull with acrylic 

cement. For intracerebroventricular infusion of BSO (3.2 µmol/site i.c.v), a cannula was 

positioned on the right ventricle (coordinates relative to bregma: AP 0 mm; ML 1.5 mm; 2.5 

mm from the dura) [32]. Ceftriaxone (200 mg/kg, i.p.) was administered immediately before 

the surgical procedure. The behavioral and EEG evaluation were performed 4 days after 

surgery.  

 

2.4 Seizure evaluation 

 

Seizures were monitored in all animals by EEG recording. On the day of the 

experiments, each animal was transferred to an acrylic glass cage (25 X 25 X 40 cm) and 

allowed to adapt for 20 min before EEG recording. The rat was then connected to the lead 

socket in a swivel inside a Faraday’s cage, and the EEG was recorded using a digital 

encephalographer (Neuromap EQSA260, Neuromap LTDA, Itajaú, MG, Brazil). EEG signals 

were amplified, filtered (0.1–70.0 Hz, band pass), digitalized (sampling rate 256 Hz), and 

stored in a personal computer for off-line analysis. Routinely, a 10 min baseline recording 

was obtained to establish an adequate control period. After baseline recording animals 

received an injection of saline (0.9% NaCl, 1 ml/kg, i.p.) or PTZ (60 mg/kg, i.p.). The animals 

were observed for the appearance of clonic and generalized tonic–clonic convulsive episodes 

for 20 min according to [33], who describes clonic convulsions as episodes characterized by 

typical partial clonic activity affecting the face, head, vibrissae, and forelimbs. Generalized 
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convulsive episodes were considered as generalized whole-body clonus involving all four 

limbs and tail, rearing, and wild running and jumping, followed by sudden loss of upright 

posture and autonomic signs, such as hypersalivation and defecation, respectively. During the 

20min observation period, latencies for the first clonic and generalized tonic–clonic 

convulsions were measured. EEG recordings were visually analyzed for seizure activity, 

which were defined by the occurrence of the following alterations in the recording leads [34]: 

isolated sharp waves (≥ 1.5 x baseline); multiple sharp waves (≥ 2x baseline) in brief spindle 

episodes (≥ 1s ≥ 5 s); multiple sharp waves (≥ 2x baseline) in long spindle episodes (≥ 5 s); 

spikes (≥ 2 x baseline) plus slow waves; multispikes (≥ 2 x baseline, ≥3 spikes/complex) plus 

slow waves; and major seizure (repetitive spikes plus slow waves obliterating background 

rhythm, ≥ 5 s). For quantitative analysis of EEG amplitude, we averaged EEG amplitude over 

the 20min of observation. 

 

2.5 Sample processing  

 

Immediately after the seizure evaluation period, animals were killed by decapitation 

and their brains were exposed by the removal of the parietal bone. The cerebral cortex was 

quickly dissected on an inverted ice-cold Petri dish and the material was stored at -80
o 

C for 

subsequent biochemical analyses. Samples were prepared according to the guidelines for each 

technique, as described below. 

 

2.6 Measurement of TBARS content 

 

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) content was estimated in a 

medium containing 0.2 ml of cortex homogenate, 0.1 ml of 8.1% SDS, 0.4 ml of acetic acid 

buffer (500 mM, pH 3.4), and 0.75 ml of 0.81% (TBA). The mixture was finally made up to 2 

ml with type I ultrapure water and heated at 95 °C for 90 min in a water bath using a glass 

ball as a condenser. After cooling to room temperature, absorbance was measured in the 

supernatant at 532 nm [35].  

 

2.7 Isolation of rat brain mitochondria for Oxidized Diclorofluoresceine 

(DCFH) Level Determination 
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Rat cortex mitochondria were isolated as described by [36] with some modifications. 

Firstly, the cerebral cortex was quickly removed from the rat skull and homogenized in a 

buffer containing (in mM): 100 sucrose, 10 EDTA, 100 Tris-HCl, and 46 KCl (pH 7.4). After 

homogenization, the resulting suspension was centrifuged for 3 min at 2,000 g (4° C) to 

obtain a low speed supernatant fraction (S1). S1 was centrifuged for 20 min at 12,000 g (4° 

C). The pellet was re-suspended in a buffer containing (in mM): 100 sucrose, 10 EDTA, 100 

Tris-HCl, 46 KCl and bovine serum albumin (BSA, 0.5%; pH 7.4) and re-centrifuged for 10 

min at 12,000 g (4° C). The supernatant was decanted and the final pellet re-suspended in a 

buffer containing (in mM): 70 sucrose, 0.02 EDTA, 20 Tris-HCl, 230 mannitol, 1 K2HPO4, to 

yield a protein concentration of 30-40 mg/mL. 

 

2.8 Oxidized Diclorofluoresceine (DCFH) Level Determination  

 

The levels of DCFH were determined as an index of the peroxide production by the 

cellular components. This experimental method of analysis is based on the deacetylation of 

the probe DCFH-DA and its sub-sequent oxidation by reactive species to DCFH, a highly 

fluorescent compound  [37]. Fractions of cortex mitochondria (350 µg/µl) were added to a 

medium containing buffer III and DCFH-DA (1 mM). After DCFH-DA addition, the 

fluorescence measurement procedure started (excitation at 488 nm and emission at 525 nm, 

and both slit widths used were at 1.5 nm). DCFH oxidation was determined using a standard 

curve of DCF and results were corrected by the protein content. 

 

2.9 GSH levels 

 

The levels of GSH were determined fluorometrically as described by [38], using 0-

phthaladehyde (OPA) as fluorophore. Briefly, cortex was homogenized in 0.1 M HClO4. 

Homogenates were centrifuged at 2500 g for 10 min and the low-speed supernatants were 

separated for measurement of GSH. Supernatant (100 µl) was incubated with 100 µl of OPA 

(0.1% in methanol) and 1.8 ml of 0.1 M phosphate buffer (pH 8.0) for 15 min at room 

temperature in the dark. Fluorescence was measured with a fluorescence spectrophotometer at 

excitation wavelength of 350 nm and at emission wavelength of 420 nm. GSH levels were 

expressed as nmol GSH/g of tissue. 

 

2.10 Na
+
,K

+
-ATPase activity measurements  
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Assay of Na
+
,K

+
-ATPase activity was performed according to Wise [39]. Briefly, the 

reaction medium consisted of 30 mM Tris–HCl buffer (pH 7.4), 0.1 mM EDTA, 50 mM 

NaCl, 5 mM KCl, 6 mM MgCl2, and 50 µg of protein in the presence or absence of the 

Na
+
,K

+
-ATPase inhibitor ouabain (1 mM), in a final volume of 320 µL. 

The reaction was started by the addition of adenosine triphosphate (ATP) to a final 

concentration of 5 mM. After 30 min at 37ºC, the reaction was stopped by the addition of 70 

µL of trichloroacetic acid (TCA, 50%). Saturating substrate concentrations were used and the 

reaction was linear with protein and time. The amount of inorganic phosphate released was 

quantified by the colorimetric method described by Fiske and Subbarow [40]. The Na
+
,K

+
-

ATPase activity was calculated by subtracting the ouabain-sensitive activity from the overall 

activity (in the absence of ouabain). 

 

2.11 Protein determination 

 

Protein content was measured colorimetrically by the method of [41] using bovine 

serum albumin (1 mg/mL) as standard. 

 

2.12 Statistical analysis  

 

Data from ex-vivo TBARS, GSH levels, DCFH and Na
+
,K

+
-ATPase activity 

determinations were analyzed by three-way ANOVA (analysis of variance) and were 

expressed as mean ± S.E.M. Latency to first clonic and generalized tonic-clonic seizures were 

analyzed by Scheirer-Ray-Hare test and expressed as median ± interquartile range. A 

probability of p< 0.05 was considered significant. 

 

 

3. Results  

 

Figure 2 shows the effect of a two week caffeine supplementation (6 mg/kg) on 

behavioral seizures induced by PTZ (60 mg/kg). Statistical analyses revealed that the caffeine 

treatment did not alter the latency periods for the first myoclonic jerk [U=24; p>0.05 Fig. 2A] 

or first generalized tonic-clonic seizures [U=24; p>0.05; Fig. 2B]. However, it decreased the 

time spent in generalized tonic-clonic seizure [U=10; p<0.05; Fig. 2C] induced by the 
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convulsive dose of PTZ. The behavior repertoire observed after PTZ injection occurred 

concomitantly with electrographically recorded seizures: myoclonic jerks were characterized 

by multiple sharp waves in brief spindle episodes, whereas generalized seizures were 

characterized by the appearance of 2–3 Hz high-amplitude activity (Fig.4A-B, E and F). The 

quantification of electroencephalographic wave amplitude revealed that all groups increased 

EEG amplitude after PTZ administration [F(1,13)=23,93; p< 0.05, Fig. 2J]. However, caffeine 

atenuates the increase in wave amplitude after the injection of PTZ (60 mg/kg; i.p.) 

[F(1,13)=5,98; p< 0.05]. 

Considering that the oxidative stress facilitates the appearance and/or propagation of 

seizures in several models of epilepsy [19, 20] and that caffeine has been shown antioxidant 

effects [25, 26], we decided to investigate the effects of caffeine supplementation on oxidative 

stress induced by PTZ, characterized here by DCFH-DA oxidation, TBARS content, and 

GSH levels in cerebral cortex of rats. The results presented in this report revealed that 

caffeine supplementation increased GSH content [F(1,27)=5.54; p< 0.05; Fig. 3A] per se and 

protected against PTZ-induced GSH decrease [F(1,27)=5.54;p< 0.05; Fig. 3A]. In addition, 

statistical analyses revealed that caffeine supplementation prevented against PTZ-induced 

DCFH-DA oxidation [F(1,27)=4.28; p< 0.05 Fig. 3B] and TBARS content increase 

[F(1,27)=4.56; p<0.05 Fig. 3C]. The caffeine supplementation also protected against PTZ-

induced Na
+
,K

+
-ATPase activity inhibition [F(1,27)=8.76; p< 0.01]. These experimental data 

suggest that alterations in the redox state of regulatory sulfhydryl groups in selected targets 

such as Na
+
,K

+
-ATPase activity [42] increased cellular excitability and that chronic 

administration of caffeine prevented such an effect.  

In the present study, we also evaluated the participation of glutathione pathway on 

electroencephalographic and neurochemical alterations exerted by caffeine in this model of 

seizure. Behavioral and EEG recordings revealed that caffeine supplementation decreased the 

time spent in generalized tonic-clonic seizures induced by PTZ (U= 8,15; p< 0.05, Fig. 4E) 

and that infusion of BSO (3.2 µmol/5 µl i.c.v) 2 days before PTZ injection reverted the 

anticonvulsant effect elicited by caffeine (U=8,15 p<0,05, Fig. 4E). The quantification of 

electroencephalographic wave amplitude revealed that the infusion of BSO altered the effect 

exerted by caffeine supplementation characterized here by EEG wave amplitude increase after 

PTZ injection (F(1,26)=4.52; p<0.05 Fig. 4L). Neurochemical analyses also revealed that the 

BSO (3.2 µmol/5µli.c.v) infusion decreased GSH content [F(1,54)=26.73; p< 0.01 Fig. 5A] 

and Na
+
,K

+
-ATPase activity[F(1,54)=9.15; p< 0.01 Fig. 5D], whereas DCFH-DA oxidation 

[F(1,54)=5.18; p< 0.01] and TBARS content per se [F(1,54)=18,85; p< 0.01 Fig. 5D] were 
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increased . In addition, BSO reverted the protective effect exerted by caffeine against PTZ-

induced GSH decrease [F(1,54)=11.54; p< 0.05], Na
+
,K

+
-ATPase activity inhibition 

[F(1,54)=13.43; p< 0.05], as well as DCFH-DA oxidation[(1,54)=13.03; p< 0.05] and 

TBARS increase [F(1,54)=16.93; p< 0,05].  

In the present study we investigated the role of the acute caffeine administration on 

PTZ-induced electrographic seizures as well as neurochemical alterations.  Figure 6 shows 

that the acute caffeine administration one hour before PTZ administration (6 mg/kg) had no 

effect on the latency periods for the first myoclonic jerk [U=10.5; p>0.05], the first 

generalized tonic-clonic seizure [U=9.5; p>0.05] or the time spent in generalized tonic-clonic 

seizure [U=11; p>0.05]. Behavioral seizures were accompanied by EEG recording observed 

after PTZ injection. EEG recordings revealed that PTZ treatment increase EEG amplitude 

[F(1,11)=21,48; p<0.05] the acute caffeine administration had no effect on wave amplitude 

increase elicited by PTZ (Figure 6J). Accordingly, neurochemical analyses revealed that the 

acute caffeine administration did not protect against the increase of DCFH-DA oxidation 

[F(1,25)=0.14; p> 0.05 Fig. 7B], TBARS content [F(1,25)=0.05; p> 0.05, Fig. 7C], as well as 

Na
+
,K

+
-ATPase activity inhibition [F(1,25)=0.38;p> 0.05 Fig. 7D] and GSH level decrease 

[F(1,25)=0.46; p> 0.05, Fig. 7A] induced by the injection of convulsive dose of PTZ. 

 

4. Discussion 

 

In the present study, we confirmed and extended our previous findings that PTZ 

elicits behavioral seizures, electrographic seizures, and oxidative stress [19, 20].  The idea that 

the selected target dysfunction may play a critical role in oxidative stress during seizure onset 

[20, 43, 44] was supported by our findings of decreased Na
+
, K

+
-ATPase activity, GSH levels, 

increased lipid peroxidation, and DCFH-DA oxidation in cerebral cortex of rats after PTZ-

induced seizures.   

The results presented in this report also revealed that long-term caffeine 

administration (6 mg/kg) attenuates EEG alterations and decreases generalized tonic-clonic 

seizures induced by PTZ. Furthermore, our data reveled that caffeine supplementation 

increases GSH content per se and the infusion of BSO, an inhibitor of GSH synthesis, and 

reverts the protective effect of caffeine against toxicity elicited by PTZ characterized here by 

EEG seizures, Na+, K+-ATPase activity inhibition, GSH decrease, increased lipid 

peroxidation, and DCFH-DA oxidation. The results presented in this report also showed that 
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the acute caffeine administration (6 mg/kg) had no effect on seizures and did not protect 

against the increase of oxidative stress and Na
+
, K

+
-ATPase activity inhibition induced by 

injection of convulsive dose of PTZ. These experimental data reinforce the idea that adaptive 

long-lasting neurochemical and behavioral responses are usually different from the acute drug 

effect [45-47]. Furthermore, the protection exerted by caffeine supplementation on the 

epileptic activity and neurochemical alterations induced by PTZ is of particular interest 

because PTZ-induced seizure is an important model of myoclonic and generalized tonic–

clonic seizures, which is used in the routine test for screening anticonvulsants [48]. 

Caffeine is one of the most favorable psycho stimulant in beverages or foods for 

motor activation, mood chances, information processing, and cognitive/performances [31]. 

Considering that caffeine is structurally similar to adenosine, an endogenous inhibitory 

neuromodulator, most of the studies have suggested that caffeine has neuroprotective effects 

as an adenosine receptor antagonist [49-51]. Although epidemiological studies have indicated 

that caffeine consumption is negatively correlated with the incidence of some neurological 

diseases [8, 52, 53], anecdotally, caffeinated beverages are “known” to lower seizure 

thresholds in patients with epilepsy [54]. However, due to the lack of well-designed, 

randomized, and placebo-controlled clinical trials, this concept has been challenged [55]. 

While clinical trials have demonstrated that higher doses of  antagonist of adenosine receptor 

(A1R) rolofylline induce seizures in patients with renal failure [56], another study with 

116,363 women revealed that caffeine ingestion was not associated with an increased risk of 

epilepsy [57]. In this context, the understanding of the mechanisms involved in the caffeine-

related control of seizure is important since caffeine holds the second position in consumption 

among all beverages followed by water, and people from all over the world consume 

approximately 500 billion cupsof coffee annually [58]. 

In experimental animals the caffeine administration at dose of 0.3 g/L per day over a 

period of two weeks (resulting in plasma levels of caffeine in the range of 6 to 14µM 

corresponding to chronic caffeine in human) reduced NMDA, bicucculine and PTZ-induced 

seizures in mice in the absence of changes in A1, A2A, or GABAA receptors [59]. Considering 

that chronic but not acute caffeine administration attenuates EEG seizures elicited by PTZ, we 

suggest that another mechanism underlies caffeine’s ability to induce anticonvulsant effect. In 

this context, more recent observations have demonstrated that caffeine also acts as an 

antioxidant [60]. This idea is largely based on chemical studies showing it to be able to 

scavenge ROS, particularly the hydroxyl radical (OH•) and ambient with physiologic 

reactions involving oxygen utilization [28, 61]. The interaction of OH• with caffeine results in 
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its oxidative de-methylation generating partially N-methylated xanthines such as 

theobromine, paraxanthine, and theophylline [62, 63]. In addition, studies have shown that the 

antioxidant effect of caffeine is similar to that of glutathione  and higher than that of ascorbic 

acid [28]. This antioxidant effect protects humans against health disorders associated with 

ROS generation such as Alzheimer's and Parkinson’s diseases [64, 65].  

In the present study the occurrence of DCFH-DA oxidation, TBARS increase, 

decrease in GSH content, and Na
+
,K

+
-ATPase activity inhibition after PTZ injection suggests 

that epileptic seizures elicited by this convulsant agent were accompanied by an increase of 

oxidative stress. In addition, the increase of ROS production attacks the unsaturated bonds of 

membrane fatty acids leading to an autocatalytic process called membrane lipid peroxidation, 

which may impair the function of several membrane transport proteins including Na
+
,K

+
-

ATP-ase [66].Thus, the alteration in the redox state of regulatory sulfhydryl groups in selected 

targets such as Na
+
,K

+
-ATPase activity  might increase cellular excitability[67]. Accordingly, 

considering that GSH is the major determinant of the cellular redox state protecting SH- 

groups of proteins from oxidation and restoring Na
+
,K

+
-ATPase activity [68, 69], the failure 

of Na
+
, K

+
-ATPase activity caused by the infusion of the inhibitor of GSH synthesis (BSO) in 

this report may be due to the weak action of the antioxidant on the membrane enzyme. In fact, 

the depletion of GSH results in the inhibition of the Na
+
,K

+
-ATPase activity [70] and increase 

of lipid peroxidation in models of seizures induced by PTZ (Kumar and Gandhimathi, 2010). 

Furthermore, it has been demonstrated that the intracerebroventricularly administered GSH 

inhibited PTZ induced convulsions in mice [71] and protected against seizure episodes 

induced by diphenyl diselenide in rat pups by reducing oxidative stress [72]. 

In line with this view, results presented in this report also revealed that caffeine 

supplementation increased GSH content per se. Considering that caffeine supplementation 

leads to the development of compensatory responses to oxidative stress induced by 

experimental model of Alzheimer’s and Parkinson’s diseases [64]; [73] and GSH protects 

against free radical-induced Na
+
,K

+
-ATPase inhibition [74], we suggest that the increase of 

antioxidant defenses (GSH) in this protocol of caffeine supplementation may protect against 

Na
+
,K

+
-ATPase inhibition induced by PTZ. In fact, the infusion of BSO (an GSH inhibitor  

synthesis) decreased GSH content, Na
+
,K

+
-ATPase activity and increased DCFH-DA 

oxidation per se as well as reverted the protective effect exerted by caffeine against  PTZ-

induced EEG seizures.  

In conclusion, the present study reports that PTZ administration induces convulsive 

behavior following excitotoxic damage in vivo and that caffeine supplementation protects 
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against these deleterious effects. The results showing specific molecular systems modulated 

by caffeine also provide a framework to guide further studies to examine the mechanisms by 

which this compound alters neuronal functions. Therefore, although further studies are 

necessary to determine the mechanisms involved in this protective action exerted by caffeine, 

these experimental findings suggest that the administration of low doses of caffeine  may be a 

new therapeutic approach to control acute and chronic excitotoxicity including seizure 

activity.   

 

5. References 

[1] Papandreou D, Pavlou E, Kalimeri E, Mavromichalis I. The ketogenic diet in children 

with epilepsy. Br J Nutr. 2006;95:5-13. 

[2] Fisher K, Kettl P. Aging with mental retardation: increasing population of older adults 

with MR require health interventions and prevention strategies. Geriatrics. 2005;60:26-9. 

[3] Loscher W. Critical review of current animal models of seizures and epilepsy used in the 

discovery and development of new antiepileptic drugs. Seizure. 2011;20:359-68. 

[4] Rigoulot MA, Leroy C, Koning E, Ferrandon A, Nehlig A. Prolonged low-dose caffeine 

exposure protects against hippocampal damage but not against the occurrence of epilepsy in 

the lithium-pilocarpine model in the rat. Epilepsia. 2003;44:529-35. 

[5] El Yacoubi M, Ledent C, Parmentier M, Costentin J, Vaugeois JM. Evidence for the 

involvement of the adenosine A(2A) receptor in the lowered susceptibility to 

pentylenetetrazol-induced seizures produced in mice by long-term treatment with caffeine. 

Neuropharmacology. 2008;55:35-40. 

[6] Fredholm BB, Lindstrom K. Autoradiographic comparison of the potency of several 

structurally unrelated adenosine receptor antagonists at adenosine A1 and A(2A) receptors. 

European journal of pharmacology. 1999;380:197-202. 

[7] Ross GW, Abbott RD, Petrovitch H, White LR, Tanner CM. Relationship between 

caffeine intake and parkinson disease. JAMA. 2000;284:1378-9. 

[8] Maia L, de Mendonca A. Does caffeine intake protect from Alzheimer's disease? Eur J 

Neurol. 2002;9:377-82. 

[9] Kalda A, Yu L, Oztas E, Chen JF. Novel neuroprotection by caffeine and adenosine 

A(2A) receptor antagonists in animal models of Parkinson's disease. J Neurol Sci. 

2006;248:9-15. 

[10] Xu K, Xu Y, Brown-Jermyn D, Chen JF, Ascherio A, Dluzen DE, et al. Estrogen 

prevents neuroprotection by caffeine in the mouse 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridine model of Parkinson's disease. J Neurosci. 2006;26:535-41. 

[11] Cutrufo C, Bortot L, Giachetti A, Manzini S. Differential effects of various xanthines on 

pentylenetetrazole-induced seizures in rats: an EEG and behavioural study. Eur J Pharmacol. 

1992;222:1-6. 

[12] Czuczwar SJ, Janusz W, Wamil A, Kleinrok Z. Inhibition of aminophylline-induced 

convulsions in mice by antiepileptic drugs and other agents. Eur J Pharmacol. 1987;144:309-

15. 

[13] Cognato GP, Agostinho PM, Hockemeyer J, Muller CE, Souza DO, Cunha RA. Caffeine 

and an adenosine A(2A) receptor antagonist prevent memory impairment and synaptotoxicity 

in adult rats triggered by a convulsive episode in early life. J Neurochem. 2010;112:453-62. 



64 

 

[14] Johansson B, Georgiev V, Kuosmanen T, Fredholm BB. Long-term treatment with some 

methylxanthines decreases the susceptibility to bicuculline- and pentylenetetrazol-induced 

seizures in mice. Relationship to c-fos expression and receptor binding. The European journal 

of neuroscience. 1996;8:2447-58. 

[15] Milder J, Patel M. Modulation of oxidative stress and mitochondrial function by the 

ketogenic diet. Epilepsy Res. 2012;100:295-303. 

[16] Dringen R. Metabolism and functions of glutathione in brain. Prog Neurobiol. 

2000;62:649-71. 

[17] Gupta A, Naorem T. Cognitive retraining in epilepsy. Brain Inj. 2003;17:161-74. 

[18] Patsoukis N, Zervoudakis G, Georgiou CD, Angelatou F, Matsokis NA, Panagopoulos 

NT. Effect of pentylenetetrazol-induced epileptic seizure on thiol redox state in the mouse 

cerebral cortex. Epilepsy Res. 2004;62:65-74. 

[19] Souza MA, Oliveira MS, Furian AF, Rambo LM, Ribeiro LR, Lima FD, et al. Swimming 

training prevents pentylenetetrazol-induced inhibition of Na+, K+-ATPase activity, seizures, 

and oxidative stress. Epilepsia. 2009;50:811-23. 

[20] Rambo LM, Ribeiro LR, Oliveira MS, Furian AF, Lima FD, Souza MA, et al. Additive 

anticonvulsant effects of creatine supplementation and physical exercise against 

pentylenetetrazol-induced seizures. Neurochem Int. 2009;55:333-40. 

[21] Saraiva AL, Ferreira AP, Silva LF, Hoffmann MS, Dutra FD, Furian AF, et al. Creatine 

reduces oxidative stress markers but does not protect against seizure susceptibility after severe 

traumatic brain injury. Brain Res Bull. 2012;87:180-6. 

[22] Vasilets LA, Schwarz W. Structure-function relationships of cation binding in the 

Na+/K(+)-ATPase. Biochim Biophys Acta. 1993;1154:201-22. 

[23] Rossowska MJ, Nakamoto T. Effects of chronic caffeine feeding on the activities of 

oxygen free radical defense enzymes in the growing rat heart and liver. Experientia. 

1994;50:465-8. 

[24] Noschang CG, Pettenuzzo LF, von Pozzer Toigo E, Andreazza AC, Krolow R, Fachin A, 

et al. Sex-specific differences on caffeine consumption and chronic stress-induced anxiety-

like behavior and DNA breaks in the hippocampus. Pharmacol Biochem Behav. 2009;94:63-

9. 

[25] Varma SD, Kovtun S, Hegde K. Effectiveness of topical caffeine in cataract prevention: 

studies with galactose cataract. Mol Vis. 2010;16:2626-33. 

[26] Aoyama K, Matsumura N, Watabe M, Wang F, Kikuchi-Utsumi K, Nakaki T. Caffeine 

and uric acid mediate glutathione synthesis for neuroprotection. Neuroscience. 2011;181:206-

15. 

[27] Shi X, Dalal NS, Jain AC. Antioxidant behaviour of caffeine: efficient scavenging of 

hydroxyl radicals. Food Chem Toxicol. 1991;29:1-6. 

[28] Devasagayam TP, Kamat JP, Mohan H, Kesavan PC. Caffeine as an antioxidant: 

inhibition of lipid peroxidation induced by reactive oxygen species. Biochim Biophys Acta. 

1996;1282:63-70. 

[29] Shin EJ, Jeong JH, Chung YH, Kim WK, Ko KH, Bach JH, et al. Role of oxidative stress 

in epileptic seizures. Neurochem Int. 2011;59:122-37. 

[30] Waldbaum S, Patel M. Mitochondria, oxidative stress, and temporal lobe epilepsy. 

Epilepsy Res. 2010;88:23-45. 

[31] Fredholm BB, Battig K, Holmen J, Nehlig A, Zvartau EE. Actions of caffeine in the 

brain with special reference to factors that contribute to its widespread use. Pharmacol Rev. 

1999;51:83-133. 

[32] Paxinos G, Watson CR, Emson PC. AChE-stained horizontal sections of the rat brain in 

stereotaxic coordinates. J Neurosci Methods. 1980;3:129-49. 



65 

 

[33] Ferraro TN, Golden GT, Smith GG, St Jean P, Schork NJ, Mulholland N, et al. Mapping 

loci for pentylenetetrazol-induced seizure susceptibility in mice. J Neurosci. 1999;19:6733-9. 

[34] McColl E, Meadows K, Barofsky I. Cognitive aspects of survey methodology and quality 

of life assessment. Qual Life Res. 2003;12:217-8. 

[35] Ohkawa H, Ohishi N, Yagi K. Assay for lipid peroxides in animal tissues by 

thiobarbituric acid reaction. Anal Biochem. 1979;95:351-8. 

[36] Bhattacharya SK, Thakar JH, Johnson PL, Shanklin DR. Isolation of skeletal muscle 

mitochondria from hamsters using an ionic medium containing ethylenediaminetetraacetic 

acid and nagarse. Anal Biochem. 1991;192:344-9. 

[37] Halliwell B. Biochemistry of oxidative stress. Biochem Soc Trans. 2007;35:1147-50. 

[38] Hissin PJ, Hilf R. A fluorometric method for determination of oxidized and reduced 

glutathione in tissues. Anal Biochem. 1976;74:214-26. 

[39] Wyse AT, Streck EL, Barros SV, Brusque AM, Zugno AI, Wajner M. Methylmalonate 

administration decreases Na+,K+-ATPase activity in cerebral cortex of rats. Neuroreport. 

2000;11:2331-4. 

[40] Fiske CH, Subbarow Y. The Nature of the "Inorganic Phosphate" in Voluntary Muscle. 

Science. 1927;65:401-3. 

[41] Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities 

of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem. 1976;72:248-54. 

[42] Morell G, Steplock D, Shenolikar S, Weinman EJ. Identification of a putative Na(+)-H+ 

exchanger regulatory cofactor in rabbit renal BBM. Am J Physiol. 1990;259:F867-71. 

[43] Frantseva MV, Perez Velazquez JL, Tsoraklidis G, Mendonca AJ, Adamchik Y, Mills 

LR, et al. Oxidative stress is involved in seizure-induced neurodegeneration in the kindling 

model of epilepsy. Neuroscience. 2000;97:431-5. 

[44] Gluck MR, Thomas RG, Sivak MA. Unaltered cytochrome oxidase, glutamate 

dehydrogenase and glutaminase activities in platelets from patients with sporadic amyotrophic 

lateral sclerosis--a study of potential pathogenetic mechanisms in neurodegenerative diseases. 

J Neural Transm. 2000;107:1437-47. 

[45] Lopez F, Miller LG, Greenblatt DJ, Kaplan GB, Shader RI. Interaction of caffeine with 

the GABAA receptor complex: alterations in receptor function but not ligand binding. Eur J 

Pharmacol. 1989;172:453-9. 

[46] Hughes RN, Beveridge IJ. Sex-and age-dependent effects of prenatal exposure to 

caffeine on open-field behavior, emergence latency and adrenal weights in rats. Life Sci. 

1990;47:2075-88. 

[47] Tchekalarova J, Kubova H, Mares P. Postnatal caffeine treatment affects differently two 

pentylenetetrazol seizure models in rats. Seizure. 2009;18:463-9. 

[48] Swinyard EA, Woodhead JH, Franklin MR, Sofia RD, Kupferberg HJ. The effect of 

chronic felbamate administration on anticonvulsant activity and hepatic drug-metabolizing 

enzymes in mice and rats. Epilepsia. 1987;28:295-300. 

[49] Chen JF, Xu K, Petzer JP, Staal R, Xu YH, Beilstein M, et al. Neuroprotection by 

caffeine and A(2A) adenosine receptor inactivation in a model of Parkinson's disease. J 

Neurosci. 2001;21:RC143. 

[50] Dall'Igna OP, Porciuncula LO, Souza DO, Cunha RA, Lara DR. Neuroprotection by 

caffeine and adenosine A2A receptor blockade of beta-amyloid neurotoxicity. Br J 

Pharmacol. 2003;138:1207-9. 

[51] Nakaso K, Ito S, Nakashima K. Caffeine activates the PI3K/Akt pathway and prevents 

apoptotic cell death in a Parkinson's disease model of SH-SY5Y cells. Neurosci Lett. 

2008;432:146-50. 



66 

 

[52] Ascherio A, Zhang SM, Hernan MA, Kawachi I, Colditz GA, Speizer FE, et al. 

Prospective study of caffeine consumption and risk of Parkinson's disease in men and women. 

Ann Neurol. 2001;50:56-63. 

[53] Lindsay DS, Neiger R, Hildreth M. Porcine enteritis associated with Eimeria spinosa 

Henry, 1931 infection. J Parasitol. 2002;88:1262-3. 

[54] Kaufmann WK, Heffernan TP, Beaulieu LM, Doherty S, Frank AR, Zhou Y, et al. 

Caffeine and human DNA metabolism: the magic and the mystery. Mutat Res. 2003;532:85-

102. 

[55] Asadi-Pooya AA, Nei M, Sharan AD, Mintzer S, Zangaladze A, Evans JG, et al. 

Antiepileptic drugs and relapse after epilepsy surgery. Epileptic Disord. 2008;10:193-8. 

[56] Cotter G, Dittrich HC, Weatherley BD, Bloomfield DM, O'Connor CM, Metra M, et al. 

The PROTECT pilot study: a randomized, placebo-controlled, dose-finding study of the 

adenosine A1 receptor antagonist rolofylline in patients with acute heart failure and renal 

impairment. J Card Fail. 2008;14:631-40. 

[57] Dworetzky BA, Bromfield EB, Townsend MK, Kang JH. A prospective study of 

smoking, caffeine, and alcohol as risk factors for seizures or epilepsy in young adult women: 

data from the Nurses' Health Study II. Epilepsia. 2010;51:198-205. 

[58] Butt MS, Sultan MT. Coffee and its consumption: benefits and risks. Crit Rev Food Sci 

Nutr. 2011;51:363-73. 

[59] Georgiev V, Johansson B, Fredholm BB. Long-term caffeine treatment leads to a 

decreased susceptibility to NMDA-induced clonic seizures in mice without changes in 

adenosine A1 receptor number. Brain Res. 1993;612:271-7. 

[60] Leon-Carmona JR, Galano A. Is caffeine a good scavenger of oxygenated free radicals? J 

Phys Chem B. 2011;115:4538-46. 

[61] Gomez-Ruiz JA, Leake DS, Ames JM. In vitro antioxidant activity of coffee compounds 

and their metabolites. J Agric Food Chem. 2007;55:6962-9. 

[62] Stadler RH, Richoz J, Turesky RJ, Welti DH, Fay LB. Oxidation of caffeine and related 

methylxanthines in ascorbate and polyphenol-driven Fenton-type oxidations. Free Radic Res. 

1996;24:225-10. 

[63] Chung WG, Cha YN. Oxidation of caffeine to theobromine and theophylline is catalyzed 

primarily by flavin-containing monooxygenase in liver microsomes. Biochem Biophys Res 

Commun. 1997;235:685-8. 

[64] Rosso A, Mossey J, Lippa CF. Caffeine: neuroprotective functions in cognition and 

Alzheimer's disease. Am J Alzheimers Dis Other Demen. 2008;23:417-22. 

[65] Prasanthi JR, Dasari B, Marwarha G, Larson T, Chen X, Geiger JD, et al. Caffeine 

protects against oxidative stress and Alzheimer's disease-like pathology in rabbit 

hippocampus induced by cholesterol-enriched diet. Free Radic Biol Med. 2010;49:1212-20. 

[66] Marnett LJ. Oxy radicals, lipid peroxidation and DNA damage. Toxicology. 2002;181-

182:219-22. 

[67] Morelli A, Ravera S, Panfoli I, Pepe IM. Effects of extremely low frequency 

electromagnetic fields on membrane-associated enzymes. Archives of biochemistry and 

biophysics. 2005;441:191-8. 

[68] Boldyrev A, Bulygina E, Yuneva M, Schoner W. Na/K-ATPase regulates intracellular 

ROS level in cerebellum neurons. Ann N Y Acad Sci. 2003;986:519-21. 

[69] Franzon R, Lamers ML, Stefanello FM, Wannmacher CM, Wajner M, Wyse AT. 

Evidence that oxidative stress is involved in the inhibitory effect of proline on Na(+),K(+)-

ATPase activity in synaptic plasma membrane of rat hippocampus. Int J Dev Neurosci. 

2003;21:303-7. 



67 

 

[70] Petrushanko I, Bogdanov N, Bulygina E, Grenacher B, Leinsoo T, Boldyrev A, et al. Na-

K-ATPase in rat cerebellar granule cells is redox sensitive. Am J Physiol Regul Integr Comp 

Physiol. 2006;290:R916-25. 

[71] Abe K, Nakanishi K, Saito H. The possible role of endogenous glutathione as an 

anticonvulsant in mice. Brain Res. 2000;854:235-8. 

[72] Prigol M, Bruning CA, Nogueira CW, Zeni G. The role of the glutathione system in 

seizures induced by diphenyl diselenide in rat pups. Chem Biol Interact. 2011;193:65-70. 

[73] Nobre HV, Jr., Cunha GM, de Vasconcelos LM, Magalhaes HI, Oliveira Neto RN, Maia 

FD, et al. Caffeine and CSC, adenosine A2A antagonists, offer neuroprotection against 6-

OHDA-induced neurotoxicity in rat mesencephalic cells. Neurochem Int. 2010;56:51-8. 

[74] Tsakiris S, Angelogianni P, Schulpis KH, Behrakis P. Protective effect of L-cysteine and 

glutathione on rat brain Na+,K+-ATPase inhibition induced by free radicals. Z Naturforsch C. 

2000;55:271-7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 

 

Figure Legends 

 

 

 

 

Figure 1. Representation of experimental desigin. The animals were treated wifh caffeine (6 

mg/Kg p.o) during fifteen days. On the twenth day, the animal were submitted to a surgery for 

electrodes and/or cannula implantments. In the experiment with BSO, animal received an i.c.v 

infusion (3.2 umol/5 ul) on fourteenth and fifteenth day. On the sixteenth day animals were 

connected  to EEG and  injected with PTZ (60 mg/Kg i.p) or saline 0.9% and twenty minutes 

after were killed to biochemical analyses. 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Effect of long-term caffeine administration (6 mg/kg, p.o.) on the convulsive 

behavior induced by PTZ (60 mg/kg, i.p.). (A) Latency for first clonic seizure; (B) latency for 

generalized tonic-clonic seizure; (C) time spent in generalized tonic-clonic seizure ; (D) wave 

amplitude quantification. Data are presented as median and interquartile range Mann-Whitney 

test (A-C) and data are presented as the mean  ± S.E.M One-Way Anova  * p< 0.05 compared 

with PTZ-treated group, # p< 0.05 compared with basal period (n= 7-8). 
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Figure 3. Effect of cronic caffeine administration (6 mg/kg, p.o.) on the oxidative damage 

induced by PTZ (60 mg/kg, i.p.). The effect of caffeine and PTZ on GSH content (A), DCFH 

oxidation (B), TBARS content (C) and Na
+
, K 

+
, ATPase activity. Data are presented as the 

mean  ± S.E.M Two-Way Anova  * p<0.05 compared with vehicle-treated group, ** p< 0.01  

compared with vehicle-treated group, # p<0.05 compared with PTZ-treated group (n= 7-8). 
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Figure 4. Effect of BSO on the neuroprotective effect of caffeine against behavioral and 

electroencephalographic seizures induced by PTZ (60 mg/kg, i.p.). Representative 

electroencephalographic recordings of animals treated with Vehicle (A-B), BSO (C-D) 

caffeine (E-F) and caffeine plus BSO (G-H) after PTZ injection (B – D - F and H). Arrows 

indicate PTZ injection; arrowheads indicate the first clonic seizure.  Data from (I) Latency for 

first clonic seizure; (J) latency for generalized tonic-clonic seizure; (K) time spent in 

generalized tonic-clonic seizure are presented as median and interquartile range. Data from 

(L) wave amplitude quantification are presented as the mean  ± S.E.M. * p<0.05 compared 

with PTZ-treated group # p<0.05 compared with basal period  (Scheirer-ray-hare and Three-

way Anova test, n=7=8).  
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Figure 5. Effect of BSO on the neuroprotective effect of long-term caffeine (6 mg/Kg p.o) 

against oxidative damage induced by PTZ (60 mg/kg, i.p.). The effect of caffeine and PTZ on 

GSH content (A), DCFH oxidation (B), TBARS content (C) and Na
+
, K 

+
, ATPase activity. 

Data are presented as the mean  ± S.E.M Three-Way Anova  * p< 0.05 compared with vehicle 

treated group ** p<0.05 compared with  BSO treated group, # p<0.05 compared with PTZ-

treated group (n= 6-8). 
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Figure 6. Effect of acute caffeine administration (6 mg/kg, p.o.) against behavioral and 

electroencephalographic seizures induced by PTZ (60 mg/kg, i.p.). Representative 

electroencephalographic recordings of animals treated with Vehicle (A-C) or caffeine after 

PTZ injection (C and F), (A and D) basal period (B and E) vehicle or caffeine treatment 

before PTZ administration. Arrows indicate PTZ injection; arrowheads indicate the first 

clonic seizure.  Data from (G) Latency for first clonic seizure; (H) latency for generalized 

tonic-clonic seizure; (I) time spent in generalized tonic-clonic seizure are presented as median 

and interquartile range. Data from (J) wave amplitude quantification are presented as the 

mean ± S.E.M. * p<0.05 compared with PTZ-treated group # p<0.05 compared with caffeine-

treated group (Mann-Whitney test and One-way Anova test, n=7=8). 
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Figure 7. Effect of acute caffeine administration (6 mg/kg, p.o.) on the oxidative damage 

induced by PTZ (60 mg/kg, i.p.). The effect of caffeine and PTZ on GSH content (A), DCFH 

oxidation (B), TBARS content (C) and Na
+
, K 

+
, ATPase activity. Data are presented as the 

mean  ± S.E.M Two-Way Anova  * p<0.05 compared with vehicle-treated group (n= 7-8). 
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Introdução 

 

Estudos na área de epilepsia e modelos experimentais de convulsões em animais têm 

desempenhado um papel fundamental no avanço da compreensão dos mecanismos básicos de 

ictogênese e epileptogênese (Loscher, 2011). Dessa forma, esses estudos têm sido 

fundamentais para a descoberta e desenvolvimento de novas terapias antiepilépticas (Loscher, 

2011). Durante as últimas décadas, foram desenvolvidos diversos modelos experimentais de 

convulsões  (Purpura and Shofer, 1972, Loscher et al., 1999), como por exemplo, o modelo de 

convulsão induzido por pentilenotetrazol (PTZ) (Loscher and Schmidt, 1988, Loscher et al., 

1999, White et al., 2008). 

Muitos estudos sugerem o envolvimento de uma cascata de eventos biológicos, 

incluindo a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), subjacentes ao desenvolvimento 

e propagação da epilepsia e convulsões induzidas por PTZ (Shin et al., 2011, Azam et al., 

2012). 

Nesse contexto, o SNC apresenta vários mecanismos na tentativa de reduzir os 

potenciais efeitos fisiopatológicos da EROs, entre eles,o aumento na expressão de genes das 

enzimas antioxidantes. Dentre esses genes, alguns são expressos regularmente, enquanto 

outros são induzidos em resposta ao aumento do estresse oxidativo (Ishii et al., 2000).  

O elemento de ligação de resposta do AMPc (CREB) é um fator de transcrição que 

parece ser essencial para o desenvolvimento normal do CNS e na regulação da detoxificação 

de EROs. Alguns estudos mostram que o CREB regula uma classe de genes de antioxidantes 

através da expressão de um fator nuclear (PGC-1α) (Herzig et al., 2001, Lee et al., 2005, St-

Pierre et al., 2006), que está envolvido na expressão de enzimas antioxidantes, como a GPx1 e 

SOD2 (St-Pierre et al., 2006). 

Além disso, pesquisas mostram que alguns fatores neurotróficos, como o fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), ativam o CREB (Finkbeiner et al., 1997). O BDNF 

esta implicado na sobrevivência e diferenciação celular, assim como, no aumento da 

resistência ao estresse oxidativo (Guo and Mattson, 2000, Klumpp et al., 2006, Boutahar et 

al., 2010). De fato, a ativação da via BDNF/CREB protege das convulsões, aumento dos 

níveis de EROs e da redução na expressão de PGC-1a  (Lee et al., 2009). 

No entanto, ensaios clínicos prévios revelaram inúmeros efeitos colaterais das 

neurotrofinas, bem como, a sua pobre penetração na barreira hemato-encefálica, dificultando 

o uso terapêutico destas proteínas (Allen and Dawbarn, 2006). Portanto, muitos estudos estão 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3DCREB%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D1366%26bih%3D687%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/CAMP_response_element&usg=ALkJrhiW_n3b4w8QVT7lUIdl5ElVWWw89g
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sendo realizados para encontrar um agente com propriedades terapêuticas que possa agir na 

via BNDF/CREB (Hooper and Scott, 2005, Choi et al., 2011).  

O exercício físico é uma intervenção de baixo custo, não invasiva com vários 

resultados benéficos, incluindo o aumento de respostas anti-inflamatórias e antioxidantes 

(Linke et al., 2005), e o aumento no conteúdo de fatores neurotróficos, especialmente o 

BDNF (Radak et al., 2006, Dietrich et al., 2008). Além disso, o exercício físico protege das 

crises epilépticas em pacientes (REF) e em diferentes modelos de convulsões (Arida et al., 

2009), assim como do dano oxidativo induzido por PTZ (Rambo et al., 2009). 

A cafeína (1,3,7-trimethylxanthine), que pertence ao grupo dos alcalóides, tem efeito 

protetor em diferentes modelos de doenças neurológicas, como por exemplo, a epilepsia 

(Chen et al., 2001, Arendash et al., 2006, Dall'Igna et al., 2007). Neste contexto, foi 

observado que a suplementação de cafeína, em baixas doses, atenua as convulsões e o estresse 

oxidativo induzidos pelo PTZ, assim como, aumenta os níveis de BDNF e CREB (El Yacoubi 

et al., 2011, Porciuncula et al., 2012). 

Considerando que a atividade física e a cafeína exerceram um efeito protetor nas 

convulsões e dano oxidativo induzido por PTZ (artigos 1 e 2, respectivamente), e que a via 

BDNF/CREB/PGC1-a pode ser um importante mecanismo de regulação das EROs, decidimos 

avaliar os efeitos do exercício físico associado a suplementação com cafeína na expressão de 

fatores de transcrição responsáveis pela regulação das enzimas detoxificantes de EROs.  

 

 

Objetivos:  

 

Avaliar o efeito do exercício físico e da suplementação com cafeína: 

 

1. Nas convulsões comportamentais e eletroencefalográficas induzidas por PTZ 

2. Na expressão de BDNF, CREB e PGC1-α 

3. No conteúdo de GSH e atividade da GPx 

4. Na atividade e expressão da SOD 

5. No conteúdo de TBARS e carbonilação proteica 
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Materiais e Métodos 

 

Animais e reagentes 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos fornecidos pelo Biotério Central da UFSM, com 

peso variando entre 270 – 300g, mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas a temperatura de 

22 ± 1°C, com alimento e água ad libitum. Todos os protocolos serão submetidos à avaliação 

pelo comitê de ética da Universidade Federal de Santa Maria. O número de animais utilizados 

será o mínimo possível de modo a fornecer efeitos consistentes de nossos resultados. Os 

procedimentos experimentais foram realizadas durante a fase clara do ciclo (9:00 - 16:00). 

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma (St Louis, MO, EUA). A cafeína anidra foi 

solubilizada em água e o PTZ foi dissolvido em solução salina fisiológica 0,9%. 

 

Protocolo de exercício físico e suplementação com cafeína 

 

O exercício de natação em estilo livre foi realizado em um tambor de plástico circular 

(diâmetro, 120 cm; profundidade, 90 cm) cheio com água mantido a uma temperatura de 32 ± 

2°C. O exercício consistiu de natação diária por 50 minutos, cinco dias por semana, durante 4 

semanas. Durante os três primeiros dias de exercício, todos os animais foram submetidos a 

um período de adaptação de natação sem pesos. Após o período de adaptação da natação, os 

ratos foram submetidos ao exercício de natação com uma carga de trabalho (5% do peso 

corporal), para melhorar a resistência (Gobatto et al., 2001). O tratamento com cafeína na 

dose de 6 mg/kg por via oral (gavage) foi  realizado durante todo o protocolo de treinamento. 

 

Procedimento Cirúrgico 

 

Para os registros eletroencefalográficos (EEG), todos os animais foram submetidos ao 

procedimento cirúrgico para implantação de eletrodos. Em resumo, os animais foram 

anestesiados com equitesina (fenobarbital 1%, sulfato de magnésio 2%, hidrato de cloral 4%, 

propileno glicol 42%, etanol 11%, 3 ml / kg, ip) e fixados no aparelho estereotáxico para 

roedores. Para os registros de EEG, dois eletrodos foram colocados bilateralmente sobre o 

córtex parietal, juntamente com um cabo de massa posicionada sobre o seio nasal. Os 

eletrodos foram conectados a uma tomada de multipino fixado ao crânio com acrílico. 
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Ceftriaxona (200 mg / kg, ip) foi administrado imediatamente antes do procedimento 

cirúrgico. A avaliação comportamental e EEG foram realizadas 4 dias depois da cirurgia.  

 

Avaliação das convulsões  

 

Após 4 dias de recuperação, os animais serão conectados ao aparelho 

eletroencefalográfo digital (Neuromap EQSA260, Neuromap LTDA, Brasil). Será feito um 

registro da atividade eletroencefalográfica basal por 10 minutos e logo após os animais serão 

injetados com cloreto de sódio (NaCl) ou PTZ (60mg/kg) e observados durante 20 minutos. 

 O sistema de eletroencefalografia, os protocolos cirúrgicos e de registro da 

atividade eletroencefalográfica assim como os critérios para análise das convulsões são 

descritos detalhadamente em estudos prévios de nosso grupo (Oliveira et al., 2008). Em 

resumo, os animais que estarão em caixas de acrílico divididas em 9 áreas iguais serão 

observados quanto ao aparecimento de comportamentos convulsivos. A latência para o 

primeiro episódio convulsivo (caracterizada pelo aparecimento de mioclônias) e a soma da 

duração de todas as convulsões apresentadas durante o período de avaliação (tempo total 

convulsionando) será cronometrado. Os sinais eletroencefalográficos serão amplificados, 

filtrados, digitalizados e gravados em um computador pessoal para posterior análise. Após o 

registro eletroencefalográfico e/ou a avaliação comportamental os animais serão eutanasiados 

por decapitação e o córtex cerebral será obtido para realização das análises neuroquímicas, 

conforme descrito abaixo. 

 

 

Resultados obtidos até o momento:  

 

A análise estatística demonstrou que os animais submetidos ao protocolo de exercício 

físico aumentaram a latência para a primeira convulsão mioclôncica [U=15,41; p<0,05] e 

primeira convulsão generalizada tônico-clônica [U=19,02; p<0,05] bem como diminui a 

duração das convulsões [U=18,01; p<0,05], além de prevenir o aumento de amplitude das 

ondas após a administração de PTZ [F(1,22)=3,9; p<0,05]. Da mesma o tratamento com 

cafeína aumentou a latência para a primeira convulsão mioclônica [U=15,41; p<0,05] e 

primeira convulsão generalizada tônico-clônica [U=19,02; p<0,05], diminuiu a duração das 

convulsões [U=18,01; p<0,05] e atenuou o aumento de amplitude de onda induzido por PTZ 

[F(1,22)=2,34; p<0,05]. O tratamento com exercício físico mais a suplementação com cafeína 
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também demonstrou o mesmo efeito protetor frente  as convulsões, aumentando a latência 

para a primeira convulsão mioclônica [U=15,41; p<0,05], primeira convulsão generalizada 

tônico-clônica [U=19,02; p<0,05] bem como diminuiu a duração das convulsões [U=18,01; 

p<0,05] e atenuou o aumento de amplitude de onda induzido por PTZ [F(1,22)=3,6; p<0,05]. 

 

 

 

Perspectivas do Estudo: 

 

Os resultados obtidos até o momento indicam um efeito protetor tanto do exercício 

físico quanto da suplementação com cafeína frente as convulsões induzidas por PTZ, 

entretanto não houve um efeito aditivo entre os dois tratamentos. Considerando estudos 

prévios do grupo e da literatura de que o exercício físico e a cafeína modulam positivamente o 

sistema antioxidante e protegem do dano oxidativo induzido por PTZ nós temos como 

perspectivas desse estudo: 

- Analisar a expressão de BDNF, CREB e PGC1-α 

- Analisar conteúdo de GSH e atividade da GPx 

- Analisar a atividade e expressão da SOD  

- Analisar o conteúdo de TBARS e carbonilação protéica. 
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DISCUSSÃO 

 

 

As convulsões são a principal manifestação clínica da epilepsia (Fischer et al., 2005) e  

apesar do crescente número e variedade de DAE, mais de 30% dos casos são clinicamente 

classificados como refratários ao tratamento (ELGER, 2003). 

Existem evidências para a participação das EROs na fisiopatologia das epilepsias, 

entretanto, determinar o seu papel é difícil, uma vez que o estresse oxidativo pode ser causa 

ou consequência das crises epilépticas (WALDBAUM; PATEL, 2010).  

Dessa forma, considerando o grande número de pacientes refratários ao tratamento 

disponível, e que o dano oxidativo parece ser um importante fator envolvido nas crises, 

terapias alternativas que aumentem as defesas antioxidantes e/ou diminuam o dano oxidativo 

podem se tornar importantes adjuvantes no tratamento das crises epilépticas. Neste sentido, 

programas de exercício físico têm apresentado efeito protetor tanto em pacientes quanto em 

modelos experimentais de epilepsia (ARIDA et al., 2009). 

De fato, os resultados apresentados no primeiro estudo demonstraram que seis 

semanas de protocolo de treino de natação proporciona alteração no status antioxidante e é 

eficaz em atenuar convulsões e alterações neuroquímicas induzidas pela administração de 

PTZ.  

As avaliações comportamentais e eletroencefalográficas indicaram que o treinamento 

físico teve um efeito protetor sobre a geração e duração de crises generalizadas induzidas por 

PTZ (45 e 60 mg / kg, i.p.). Estes dados sugerem que as alterações na neuroplasticidade 

induzidas pelo treinamento físico podem diminuir a suscetibilidade a crises convulsivas 

(SUTOO; AKIYAMA, 2003). Além disso, a administração de doses sub efetivas e efetivas de 

PTZ (45 e 60 mg / kg, ip) aumentaram os níveis de oxidação de DCFH-DA, TBARS, 

carbonilação protéica, assim como inibiram a atividade da SOD e CAT, sugerindo que as 

convulsões foram acompanhadas por um aumento do estresse oxidativo. No entanto, é difícil 

estabelecer uma relação causa-efeito entre estes eventos, já que não houve correlação entre a 

duração das convulsões e carbonilação proteica, produção de TBARS ou oxidação de DCFH-

DA.  

No presente estudo, também foi observado que o treinamento físico aumentou os 

níveis de TNP e a atividade da SOD per se, bem como protegeu do aumento da formação de 

TBARS, carbonilação de proteínas, oxidação DCFH-DA e TNP induzidas pelas convulsões. 
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Além disso, o exercício físico protegeu da inibição da atividade das enzimas SOD e CAT. 

Estes resultados concordam com algumas evidências que sugerem que as respostas 

adaptativas ao exercício moderado envolvem um aumento das defesas antioxidantes e uma 

redução de produção basal de oxidantes (RADAK et al., 2006; PACKER; CADENAS; 

DAVIES, 2008). Navarro e colaboradores (2004) demonstraram que o exercício físico 

moderado diminui o dano oxidativo, aumenta a expectativa de vida e melhora o desempenho 

comportamental associado ao envelhecimento em ratos (NAVARRO et al., 2004).  

Além disso, os resultados apresentados neste estudo mostraram que a administração de 

doses subconvulsivantes, e convulsivantes de PTZ (30, 45 e 60 mg / kg, ip) inibiram a 

atividade da  Na
+
,K

+
-ATPase, a captação de glutamato (60 mg / kg, ip) e diminuiram o 

conteúdo de TNP  (45 e 60 mg / kg, ip). 

Tendo em vista que a enzima Na
+
, K

+
-ATPase desempenha um papel fundamental na 

manutenção do gradiente ionico celular e é particularmente sensível às espécies reativas 

(MOREL et al., 1998; PETRUSHANKO et al., 2006), sugere-se que o manutenção da 

atividade Na
+
,K

+
-ATPase induzida pelo treinamento físico pode proteger do aumento da 

excitabilidade neuronal induzida pela administração de PTZ. De fato, o presente estudo 

mostrou uma forte correlação negativa entre a duração das convulsões e a oxidação de TNP, 

atividade da Na
+
,K

+
-ATPase e inibição da captação de glutamato nos ratos treinados e 

sedentários, sugerindo que a convulsão e os parâmetros neuroquímicos são eventos que estão 

correlacionados. 

Embora o mecanismo exato pelo qual PTZ reduz a captação de glutamato ainda não 

esteja totalmente esclarecido, sugere-se que possa ter relação, direta ou indiretamente, com o 

estresse oxidativo induzido pela administração de PTZ. Neste contexto, a oxidação de grupos 

SH em transportadores de glutamato pode diminuir sua atividade (TROTTI et al., 1997), 

assim como, uma redução da atividade da Na
+
,K

+
-ATPase, também pode diminuir a captação 

de glutamato, já que esta é dependente de gradiente de Na
+
 através da membrana celular 

(KANAI 2003). Isso é particularmente importante considerando que a atividade dos 

transportadores de glutamato pode ser afetada por vários mecanismo, incluindo formação de 

EROs e redução da atividade da Na
+
,K

+
-ATPase (VOLTERRA et al., 1994; NANITSOS et 

al., 2004). No entanto, mais estudos são necessários para estabelecer definitivamente os 

mecanismos envolvidos. 

Considerando que o exercício regular leva ao desenvolvimento de respostas 

compensatórias ao estresse oxidativo (VIGUIE et al., 1993; LEICHTWEIS et al., 2001) e que 

a falha de alguns alvos selecionados, tais como Na
+
,K

+
-ATPase, pode aumentar a 
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excitabilidade celular e facilitar o aparecimento ou a propagação das convulsões (PATEL, M., 

2004), sugere-se que o aumento das defesas antioxidantes e redução da produção basal de 

oxidantes suscitados por este treinamento físico pode proteger contra a inibição da atividade 

da enzima Na
+
,K

+
-ATPase induzida por PTZ.  

Portanto, como o exercício físico promoveu um aumento da resistência ao estresse 

oxidativo e reduziu as crises neste modelo de convulsão, pode-se considerar que a prática de 

atividade física, tanto de maneira profilática como terapêutica, pode ter um impacto positivo 

para auxiliar no tratamento da epilepsia.  

Dessa forma, visto que as convulsões estão relacionadas com o dano oxidativo, 

compostos com potencial efeito antioxidante podem auxiliar no controle das crises, entre elas 

podemos citar a suplementação com a cafeína (AOYAMA et al., 2011).  

Neste sentido o segundo estudo deste trabalho mostrou que a suplementação com 

baixas doses de cafeína atenuou as convulsões comportamentais e alterações 

eletroencefalográficas e o dano oxidativo induzidos por PTZ, bem como, aumentou o 

conteúdo de GSH per se. Além disso, a infusão de BSO, um inibidor da síntese de GSH, 

reverteu o efeito protetor da cafeína nas convulsões e nos parâmetros neuroquímicos, 

caracterizados pela diminuição na atividade da Na
+
,K

+
-ATPase, nos níveis de GSH , no 

aumento da LPO e na oxidação DCFH-DA induzidos por PTZ. 

Embora o tratamento prolongado com a cafeína apresentou efeitos protetores, a 

administração de forma aguda desta xantina (6 mg / kg) não alterou as convulsões e os 

parâmetros neuroquímicos induzidos por PTZ, sugerindo que os efeitos protetores induzidos 

pela cafeína são devido ao tratamento crônico. 

Embora os estudos epidemiológicos tenham indicado que o consumo de cafeína está 

negativamente correlacionado com a incidência de algumas doenças neurológicas (MAIA E 

DE MENDONÇA 2002; ASCHERIO; MUNGER; SIMON, 2010), seus efeitos na epilepsia 

ainda permanecem controversos. Enquanto alguns estudos evidenciam que a administração de 

altas doses de cafeína diminui o limiar para as convulsões induzidas por PTZ (CZUCZWAR 

et al., 1987; CUTRUFO et al., 1992) e anula o efeito protetor de algumas DAE 

(CHROSCINSKA-KRAWCZYK et al.), outros estudos sugerem um efeito neuroprotetor para 

a cafeína em modelos de epilepsia (SHEN; LI; BOISON; EL YACOUBI et al., 2008).  

Ainda que não se descarte que a ação protetora da cafeína neste estudo seja por atuar 

como antagonista dos receptores de adenosina, sugere-se que seu efeito neuroprotetor se de  

por atenuar o dano oxidativo e prevenir a inibição da atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase. 

Neste contexto, alguns trabalhos mostram que a cafeína também age como um antioxidante 
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(NOSCHANG et al., 2009; LEON-CARMONA; GALANO, 2011) pode proteger de doenças 

associadas a produção de EROs, como DA, DP e epilepsia (ROSSO et al 2008; EL 

YACOUBI et al., 2008; PRASANTHI et al., 2010). De acordo com esses dados, neste 

trabalho também foi observado que a suplementação de cafeína aumentou o conteúdo de GSH 

per se, sugerindo um potencial antioxidante. Considerando-se que a suplementação de cafeína 

induz ao desenvolvimento de respostas compensatórias ao estresse oxidativo em modelos de 

doenças neurodegenerativas (NOBRE et al., 2010) e que a GSH protege da inibição da 

Na
+
,K

+
-ATPase induzida por radicais livres (TSAKIRIS et al., 2000), sugere-se que o 

aumento da GSH pode ser a responsável por proteger a Na
+
,K

+
-ATPase da inibição induzida 

por PTZ. Reforçando esta hipótese, foi observado que a administração de BSO per 

sediminuiu o conteúdo de GSH, aumentou a oxidação DCFH-DA e inibiu a atividade Na
+
,K

+
-

ATPase, assim como, reverteu o efeito protetor da cafeína nas convulsões induzidas por PTZ. 

Nesse contexto, dados da literatura mostram que a depleção de GSH causa uma 

inibição da enzima Na
+
,K

+
-ATPase em cultura de células neuronais (PETRUSHANKO et al., 

2006) e que a GSH administrada intracerebroventricular inibe as convulsões induzidas por 

PTZ (ABE et al., 2000). Da mesma forma, Prigol e colaboradores (2011) mostraram que a 

administração de GSH (i.c.v) protegeu das convulsões e do dano oxidativo induzidos por 

diseleneto (PRIGOL et al., 2011).  

Em resumo, o presente trabalho demonstrou que a proteção oferecida tanto pelo 

exercício físico quanto pela cafeína frente as convulsões  pode ser devido a manutenção do 

estado redox e da atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase. 

 



 

 

CONCLUSÃO 

 

 

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que: 

 

O exercício físico modula positivamente o sistema antioxidante e protege das 

convulsões e dano oxidativo induzido por PTZ. 

 

A administração prolongada de cafeína modula positivamente o sistema antioxidante 

(aumento nos níveis de GSH) sendo que este pode ser um dos mecanismos pelo qual ela 

protege das convulsões e dano oxidativo induzido por PTZ.  

 

O exercício físico associado a administração prolongada de cafeína não oferecem 

proteção aditiva frente as convulsões e dano oxidativo induzido por PTZ. Provavelmente pelo 

fato de os dois modularem o estado redox neuronal. 

 

 

 



 

 

REFERÊNCIAS 

 

ABE K, NAKANISHI K, SAITO H. The possible role of endogenous glutathione as an anticonvulsant 

in mice. Brain Res. 854:235-8, 2000. 

 

ALBERTSON, T. E.; JOY, R. M.; STARK, L. G. Caffeine modification of kindled amygdaloid 

seizures. Pharmacol Biochem Behav, v. 19, n. 2, p. 339-343, 1983. 

 

ANG, E. T.; DAWE, G. S.; WONG, P. T.; MOOCHHALA, S.; NG, Y. K. Alterations in spatial 

learning and memory after forced exercise. Brain Res, v. 1113, n. 1, p. 186-193, 2006. 

 

AOYAMA, K.; MATSUMURA, N.; WATABE, M.; WANG, F.; KIKUCHI-UTSUMI, K.; NAKAKI, 

T. Caffeine and uric acid mediate glutathione synthesis for neuroprotection. Neuroscience, v. 181, n., 

p. 206-215, 2011. 

 

ARENDASH, G. W.; SCHLEIF, W.; REZAI-ZADEH, K.; JACKSON, E. K.; ZACHARIA, L. C.; 

CRACCHIOLO, J. R.; SHIPPY, D.; TAN, J. Caffeine protects Alzheimer's mice against cognitive 

impairment and reduces brain beta-amyloid production. Neuroscience, v. 142, n. 4, p. 941-952, 2006. 

 

ARIDA, R. M.; DE JESUS VIEIRA, A.; CAVALHEIRO, E. A. Effect of physical exercise on 

kindling development. Epilepsy Res, v. 30, n. 2, p. 127-132, 1998. 

 

ARIDA, R. M.; SCORZA, F. A.; DOS SANTOS, N. F.; PERES, C. A.; CAVALHEIRO, E. A. Effect 

of physical exercise on seizure occurrence in a model of temporal lobe epilepsy in rats. Epilepsy Res, 

v. 37, n. 1, p. 45-52, 1999. 

 

ARIDA, R. M.; SCORZA, F. A.; DE ALBUQUERQUE, M.; CYSNEIROS, R. M.; DE OLIVEIRA, 

R. J.; CAVALHEIRO, E. A. Evaluation of physical exercise habits in Brazilian patients with epilepsy. 

Epilepsy Behav, v. 4, n. 5, p. 507-510, 2003. 

 

ARIDA, R. M.; CAVALHEIRO, E. A.; DE ALBUQUERQUE, M.; DA SILVA, A. C.; SCORZA, F. 

A. Physical exercise in epilepsy: the case in favor. Epilepsy Behav, v. 11, n. 3, p. 478-479, 2007. 

 

ARIDA, R. M.; SCORZA, F. A.; TERRA, V. C.; CYSNEIROS, R. M.; CAVALHEIRO, E. A. 

Physical exercise in rats with epilepsy is protective against seizures: evidence of animal studies. Arq 

Neuropsiquiatr, v. 67, n. 4, p. 1013-1016, 2009. 

 

ARIDA, R. M.; SCORZA, F. A.; GOMES DA SILVA, S.; SCHACHTER, S. C.; CAVALHEIRO, E. 

A. The potential role of physical exercise in the treatment of epilepsy. Epilepsy Behav, v. 17, n. 4, p. 

432-435, 2010. 

 

ARNAUD, M. J. Metabolism of 1,3,7-trimethyldihydrouric acid in the rat: new metabolic pathway of 

caffeine. Experientia, v. 32, n. 10, p. 1238-1240, 1976. 

 

ARNAUD, M. J.; BRACCO, I.; SAUVAGEAT, J. L.; CLERC, M. F. Placental transfer of the major 

caffeine metabolite in the rat using 6-amino-5[N-formylmethylamino]1,3[Me-14C]-dimethyluracil 

administered orally or intravenously to the pregnant rat. Toxicol Lett, v. 16, n. 3-4, p. 271-279, 1983. 

 

ASCHERIO, A.; WEISSKOPF, M. G.; O'REILLY, E. J.; MCCULLOUGH, M. L.; CALLE, E. E.; 

RODRIGUEZ, C.; THUN, M. J. Coffee consumption, gender, and Parkinson's disease mortality in the 

cancer prevention study II cohort: the modifying effects of estrogen. Am J Epidemiol, v. 160, n. 10, 

p. 977-984, 2004. 

 



89 

 

ASCHERIO, A.; MUNGER, K. L.; SIMON, K. C. Vitamin D and multiple sclerosis. Lancet Neurol, 

v. 9, n. 6, p. 599-612, 2010. 

 

ASHRAFI, M. R.; SHABANIAN, R.; ABBASKHANIAN, A.; NASIRIAN, A.; GHOFRANI, M.; 

MOHAMMADI, M.; ZAMANI, G. R.; KAYHANIDOOST, Z.; EBRAHIMI, S.; POURPAK, Z. 

Selenium and intractable epilepsy: is there any correlation? Pediatr Neurol, v. 36, n. 1, p. 25-29, 

2007. 

 

BAINS JS, SHAW CA. Neurodegenerative disorders in humans: the role of glutathione in oxidative 

stress-mediated neuronal death. Brain Res Brain Res Rev. 1997;25:335–358. 

 

BASHKATOVA, V.; VITSKOVA, G.; NARKEVICH, V.; VANIN, A.; MIKOYAN, V.; 

RAYEVSKY, K. Nitric oxide content measured by ESR-spectroscopy in the rat brain is increased 

during pentylenetetrazole-induced seizures. J Mol Neurosci, v. 14, n. 3, p. 183-190, 2000. 

 

BEACH, C. A.; MAYS, D. C.; STERMAN, B. M.; GERBER, N. Metabolism, distribution, seminal 

excretion and pharmacokinetics of caffeine in the rabbit. J Pharmacol Exp Ther, v. 233, n. 1, p. 18-

23, 1985. 

 

BEDOGNI, B.; PANI, G.; COLAVITTI, R.; RICCIO, A.; BORRELLO, S.; MURPHY, M.; SMITH, 

R.; EBOLI, M. L.; GALEOTTI, T. Redox regulation of cAMP-responsive element-binding protein 

and induction of manganous superoxide dismutase in nerve growth factor-dependent cell survival. J 

Biol Chem, v. 278, n. 19, p. 16510-16519, 2003. 

 

BENEDETTI, M. G.; GASPARRONI, V.; STECCHI, S.; ZILIOLI, R.; STRAUDI, S.; PIPERNO, R. 

Treadmill exercise in early mutiple sclerosis: a case series study. Eur J Phys Rehabil Med, v. 45, n. 

1, p. 53-59, 2009. 

 

BERG, A. T.; MATHERN, G. W.; BRONEN, R. A.; FULBRIGHT, R. K.; DIMARIO, F.; TESTA, F. 

M.; LEVY, S. R. Frequency, prognosis and surgical treatment of structural abnormalities seen with 

magnetic resonance imaging in childhood epilepsy. Brain, v. 132, n. Pt 10, p. 2785-2797, 2009. 

 

BERNSTEIN, G. A.; CARROLL, M. E.; THURAS, P. D.; COSGROVE, K. P.; ROTH, M. E. 

Caffeine dependence in teenagers. Drug Alcohol Depend, v. 66, n. 1, p. 1-6, 2002. 

 

BIAGGIONI, I.; PAUL, S.; PUCKETT, A.; ARZUBIAGA, C. Caffeine and theophylline as adenosine 

receptor antagonists in humans. J Pharmacol Exp Ther, v. 258, n. 2, p. 588-593, 1991. 

 

BLANCHARD, J.; SAWERS, S. J. Comparative pharmacokinetics of caffeine in young and elderly 

men. J Pharmacokinet Biopharm, v. 11, n. 2, p. 109-126, 1983. 

 

BOOTH, F. W.; CHAKRAVARTHY, M. V.; SPANGENBURG, E. E. Exercise and gene expression: 

physiological regulation of the human genome through physical activity. J Physiol, v. 543, n. Pt 2, p. 

399-411, 2002. 

 

BROSSE, A. L.; SHEETS, E. S.; LETT, H. S.; BLUMENTHAL, J. A. Exercise and the treatment of 

clinical depression in adults: recent findings and future directions. Sports Med, v. 32, n. 12, p. 741-

760, 2002. 

 

BURNEO, J. G.; TELLEZ-ZENTENO, J.; WIEBE, S. Understanding the burden of epilepsy in Latin 

America: a systematic review of its prevalence and incidence. Epilepsy Res, v. 66, n. 1-3, p. 63-74, 

2005. 

 

CALLAGHAN, P. Exercise: a neglected intervention in mental health care? J Psychiatr Ment Health 

Nurs, v. 11, n. 4, p. 476-483, 2004. 



90 

 

 

CARROLL, T. J.; BARRY, B.; RIEK, S.; CARSON, R. G. Resistance training enhances the stability 

of sensorimotor coordination. Proc Biol Sci, v. 268, n. 1464, p. 221-227, 2001. 

 

CAVALHEIRO, E. A.; FERNANDES, M. J.; TURSKI, L.; MAZZACORATTI, M. G. Neurochemical 

changes in the hippocampus of rats with spontaneous recurrent seizures. Epilepsy Res Suppl, v. 9, n., 

p. 239-247; discussion 247-238, 1992. 

 

CAVIN, C.; MARIN-KUAN, M.; LANGOUET, S.; BEZENÇON, C.; GUIGNARD, G.; VERGUET, 

C.; PIGUET, D.; HOLZHAUSER, D.; CORNAZ, R., AND SCHILTER, B. Induction of Nrf2-

mediated cellular defenses and alteration of phase I activities as mechanisms of chemoprotective 

effects of coffee in the liver. Food Chem.Toxicol. 46: 1239–1248, 2008. 

 

CHAN, S. L.; MAYNE, M.; HOLDEN, C. P.; GEIGER, J. D.; MATTSON, M. P. Presenilin-1 

mutations increase levels of ryanodine receptors and calcium release in PC12 cells and cortical 

neurons. J Biol Chem, v. 275, n. 24, p. 18195-18200, 2000. 

 

CHANCE, B.; SIES, H.; BOVERIS, A. Hydroperoxide metabolism in mammalian organs. Physiol 

Rev, v. 59, n. 3, p. 527-605, 1979. 

 

CHROSCINSKA-KRAWCZYK, M.; JARGIELLO-BASZAK, M.; WALEK, M.; TYLUS, B.; 

CZUCZWAR, S. J. Caffeine and the anticonvulsant potency of antiepileptic drugs: experimental and 

clinical data. Pharmacol Rep, v. 63, n. 1, p. 12-18. 

 

CHROSCINSKA-KRAWCZYK, M.; JARGIELLO-BASZAK, M.; WALEK, M.; TYLUS, B.; 

CZUCZWAR, S. J. Caffeine and the anticonvulsant potency of antiepileptic drugs: experimental and 

clinical data. Pharmacol Rep, v. 63, n. 1, p. 12-18, 2011. 

 

CHU, N. S. Caffeine- and aminophylline-induced seizures. Epilepsia, v. 22, n. 1, p. 85-94, 1981. 

 

CHVASTA, T. E.; COOKE, A. R. Emptying and absorption of caffeine from the human stomach. 

Gastroenterology, v. 61, n. 6, p. 838-843, 1971. 

 

CLANCY, R. M.; LEVARTOVSKY, D.; LESZCZYNSKA-PIZIAK, J.; YEGUDIN, J.; 

ABRAMSON, S. B. Nitric oxide reacts with intracellular glutathione and activates the hexose 

monophosphate shunt in human neutrophils: evidence for S-nitrosoglutathione as a bioactive 

intermediary. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 91, n. 9, p. 3680-3684, 1994. 

 

COLCOMBE, S. J.; KRAMER, A. F.; MCAULEY, E.; ERICKSON, K. I.; SCALF, P. Neurocognitive 

aging and cardiovascular fitness: recent findings and future directions. J Mol Neurosci, v. 24, n. 1, p. 

9-14, 2004. 

 

CORDOVA, A.; NAVAS, F. J.; ESCANERO, J. F. The effect of exercise and zinc supplement on the 

hematological parameters in rats. Biol Trace Elem Res, v. 39, n. 1, p. 13-20, 1993. 

 

COYLE, J. T.; PUTTFARCKEN, P. Oxidative stress, glutamate, and neurodegenerative disorders. 

Science, v. 262, n. 5134, p. 689-695, 1993. 

 

CUNHA, G. M.; CANAS, P. M.; OLIVEIRA, C. R.; CUNHA, R. A. Increased density and synapto-

protective effect of adenosine A2A receptors upon sub-chronic restraint stress. Neuroscience, v. 141, 

n. 4, p. 1775-1781, 2006. 

 

CUTRUFO, C.; BORTOT, L.; GIACHETTI, A.; MANZINI, S. Differential effects of various 

xanthines on pentylenetetrazole-induced seizures in rats: an EEG and behavioural study. Eur J 

Pharmacol, v. 222, n. 1, p. 1-6, 1992. 



91 

 

 

CZUCZWAR, S. J.; JANUSZ, W.; WAMIL, A.; KLEINROK, Z. Inhibition of aminophylline-induced 

convulsions in mice by antiepileptic drugs and other agents. Eur J Pharmacol, v. 144, n. 3, p. 309-

315, 1987. 

 

CZUCZWAR, S. J.; GASIOR, M.; JANUSZ, W.; SZCZEPANIK, B.; WLODARCZYK, D.; 

KLEINROK, Z. Influence of different methylxanthines on the anticonvulsant action of common 

antiepileptic drugs in mice. Epilepsia, v. 31, n. 3, p. 318-323, 1990. 

 

DALL'IGNA, O. P.; PORCIUNCULA, L. O.; SOUZA, D. O.; CUNHA, R. A.; LARA, D. R. 

Neuroprotection by caffeine and adenosine A2A receptor blockade of beta-amyloid neurotoxicity. Br 

J Pharmacol, v. 138, n. 7, p. 1207-1209, 2003. 

 

DALL'IGNA, O. P.; FETT, P.; GOMES, M. W.; SOUZA, D. O.; CUNHA, R. A.; LARA, D. R. 

Caffeine and adenosine A(2a) receptor antagonists prevent beta-amyloid (25-35)-induced cognitive 

deficits in mice. Exp Neurol, v. 203, n. 1, p. 241-245, 2007. 

 

DAVAL, J. L.; DECKERT, J.; WEISS, S. R.; POST, R. M.; MARANGOS, P. J. Upregulation of 

adenosine A1 receptors and forskolin binding sites following chronic treatment with caffeine or 

carbamazepine: a quantitative autoradiographic study. Epilepsia, v. 30, n. 1, p. 26-33, 1989. 

 

DE FREITAS, R. M.; DE SOUSA, F. C.; VASCONCELOS, S. M.; VIANA, G. S.; FONTELES, M. 

M. [Acute alterations of neurotransmitters levels in striatum of young rat after pilocarpine-induced 

status epilepticus]. Arq Neuropsiquiatr, v. 61, n. 2B, p. 430-433, 2003. 

 

DE FREITAS, R. M.; DO NASCIMENTO, K. G.; FERREIRA, P. M.; JORDAN, J. Neurochemical 

changes on oxidative stress in rat hippocampus during acute phase of pilocarpine-induced seizures. 

Pharmacol Biochem Behav, v. 94, n. 3, p. 341-345, 2010. 

 

 

DIETRICH, M. O.; ANDREWS, Z. B.; HORVATH, T. L. Exercise-induced synaptogenesis in the 

hippocampus is dependent on UCP2-regulated mitochondrial adaptation. J Neurosci, v. 28, n. 42, p. 

10766-10771, 2008. 

 

DING, Y. H.; DING, Y.; LI, J.; BESSERT, D. A.; RAFOLS, J. A. Exercise pre-conditioning 

strengthens brain microvascular integrity in a rat stroke model. Neurol Res, v. 28, n. 2, p. 184-189, 

2006. 

 

DRINGEN, R. Glutathione metabolism and oxidative stress in neurodegeneration. Eur J Biochem, v. 

267, n. 16, p. 4903, 2000. 

 

DRINGEN, R.; GUTTERER, J. M.; HIRRLINGER, J. Glutathione metabolism in brain metabolic 

interaction between astrocytes and neurons in the defense against reactive oxygen species. Eur J 

Biochem, v. 267, n. 16, p. 4912-4916, 2000. 

 

EL YACOUBI, M.; LEDENT, C.; PARMENTIER, M.; COSTENTIN, J.; VAUGEOIS, J. M. 

Evidence for the involvement of the adenosine A(2A) receptor in the lowered susceptibility to 

pentylenetetrazol-induced seizures produced in mice by long-term treatment with caffeine. 

Neuropharmacology, v. 55, n. 1, p. 35-40, 2008. 

 

ELAYAN, I. M.; AXLEY, M. J.; PRASAD, P. V.; AHLERS, S. T.; AUKER, C. R. Effect of 

hyperbaric oxygen treatment on nitric oxide and oxygen free radicals in rat brain. J Neurophysiol, v. 

83, n. 4, p. 2022-2029, 2000. 

 



92 

 

ELGER, C. E. Pharmacoresistance: modern concept and basic data derived from human brain tissue. 

Epilepsia, v. 44 Suppl 5, n., p. 9-15, 2003. 

 

EL YACOUBI, M., LEDENT, C., PARMENTIER, M., DAOUST, M., COSTENTIN, J., 

VAUGEOIS, J.-M. Absence of the adenosine A2A receptor or its chronic blockade decrease ethanol 

withdrawal-induced seizures in mice. Neuropharmacology 40, 424–432, 2001. 

 

EL YACOUBI M, LEDENT C, PARMENTIER M, COSTENTIN J, VAUGEOIS JM. Evidence for 

the involvement of the adenosine A(2A) receptor in the lowered susceptibility to pentylenetetrazol-

induced seizures produced in mice by long-term treatment with caffeine. Neuropharmacology. 55:35-

40, 2008. 

 

ERCEGOVAC, M.; JOVIC, N.; SIMIC, T.; BESLAC-BUMBASIREVIC, L.; SOKIC, D.; DJUKIC, 

T.; SAVIC-RADOJEVIC, A.; MATIC, M.; MIMIC-OKA, J.; PLJESA-ERCEGOVAC, M. 

Byproducts of protein, lipid and DNA oxidative damage and antioxidant enzyme activities in seizure. 

Seizure, v. 19, n. 4, p. 205-210, 2010. 

 

ERIKSEN, H. R.; ELLERTSEN, B.; GRONNINGSAETER, H.; NAKKEN, K. O.; LOYNING, Y.; 

URSIN, H. Physical exercise in women with intractable epilepsy. Epilepsia, v. 35, n. 6, p. 1256-1264, 

1994. 

 

FANG, Y.Z.; YANG, S.; LUPTON, J.R.; TURNER, N.D. Glutathione metabolism and its 

implications for health. J Nutr; 134:489– 92. 2004. 

 

FERNANDES, J.G.; SCHMIDT, M.I.; TOZZI, S.; SANDER, J.W.A.S. Prevalence of epilepsy: the 

Porto Alegre study. Epilepsia, v.33, p.132, 1992. 

 

FERRIERO, D. M. Protecting neurons. Epilepsia, v. 46 Suppl 7, n., p. 45-51, 2005. 

 

FIEBICH, B. L.; MUEKSCH, B.; BOEHRINGER, M.; HULL, M. Interleukin-1beta induces 

cyclooxygenase-2 and prostaglandin E(2) synthesis in human neuroblastoma cells: involvement of p38 

mitogen-activated protein kinase and nuclear factor-kappaB. J Neurochem, v. 75, n. 5, p. 2020-2028, 

2000. 

 

FINKBEINER, S.; TAVAZOIE, S. F.; MALORATSKY, A.; JACOBS, K. M.; HARRIS, K. M.; 

GREENBERG, M. E. CREB: a major mediator of neuronal neurotrophin responses. Neuron, v. 19, n. 

5, p. 1031-1047, 1997. 

 

FISHER, K.; KETTL, P. Aging with mental retardation: increasing population of older adults with 

MR require health interventions and prevention strategies. Geriatrics, v. 60, n. 4, p. 26-29, 2005. 

 

FRANCIS, A.; FOCHTMANN, L. Caffeine augmentation of electroconvulsive seizures. 

Psychopharmacology (Berl), v. 115, n. 3, p. 320-324, 1994. 

 

FRATIGLIONI, L.; PAILLARD-BORG, S.; WINBLAD, B. An active and socially integrated lifestyle 

in late life might protect against dementia. Lancet Neurol, v. 3, n. 6, p. 343-353, 2004. 

 

FREDHOLM, B. B.; HEDQVIST, P. Modulation of neurotransmission by purine nucleotides and 

nucleosides. Biochem Pharmacol, v. 29, n. 12, p. 1635-1643, 1980. 

 

FREDHOLM, B. B.; BATTIG, K.; HOLMEN, J.; NEHLIG, A.; ZVARTAU, E. E. Actions of caffeine 

in the brain with special reference to factors that contribute to its widespread use. Pharmacol Rev, v. 

51, n. 1, p. 83-133, 1999. 

 



93 

 

FREDHOLM, B. B. Notes on the history of caffeine use. Handb Exp Pharmacol, v., n. 200, p. 1-9, 

2011. 

 

FREITAS, C. S.; BAGGIO, C. H.; DA SILVA-SANTOS, J. E.; RIECK, L.; DE MORAES SANTOS, 

C. A.; JUNIOR, C. C.; MING, L. C.; GARCIA CORTEZ, D. A.; MARQUES, M. C. Involvement of 

nitric oxide in the gastroprotective effects of an aqueous extract of Pfaffia glomerata (Spreng) 

Pedersen, Amaranthaceae, in rats. Life Sci, v. 74, n. 9, p. 1167-1179, 2004. 

 

GASIOR, M.; BOROWICZ, K.; KLEINROK, Z.; CZUCZWAR, S. J. Chronic caffeine and the 

anticonvulsant potency of antiepileptic drugs against maximal electroshock. Pharmacol Biochem 

Behav, v. 54, n. 4, p. 639-644, 1996. 

 

GASTAUT, H. [Introduction to electroencephalography, a neurophysiological method applied to 

current clinical practice]. Mars Med, v. 87, n. 8, p. 403-405, 1950. 

 

GEORGIEV, V.; JOHANSSON, B.; FREDHOLM, B. B. Long-term caffeine treatment leads to a 

decreased susceptibility to NMDA-induced clonic seizures in mice without changes in adenosine A1 

receptor number. Brain Res, v. 612, n. 1-2, p. 271-277, 1993. 

 

GILBERT, R. M.; MARSHMAN, J. A.; SCHWIEDER, M.; BERG, R. Caffeine content of beverages 

as consumed. Can Med Assoc J, v. 114, n. 3, p. 205-208, 1976. 

 

GIUSTARINI, D.; ROSSI, R.; MILZANI, A.; COLOMBO, R.; DALLE-DONNE, I. S-

glutathionylation: from redox regulation of protein functions to human diseases. J Cell Mol Med, v. 8, 

n. 2, p. 201-212, 2004. 

 

GOODKIN HP, KAPUR J. Responsiveness of Status Epilepticus to Treatment with Diazepan 

Decreases Rapidly as Seizure Duration Increases. Epilepsy Curr, 3: 11-12, 2002. 

 

GOMEZ-RUIZ, J. A.; LEAKE, D. S.; AMES, J. M. In vitro antioxidant activity of coffee compounds 

and their metabolites. J Agric Food Chem, v. 55, n. 17, p. 6962-6969, 2007. 

 

GRIESBACH, G. S.; HOVDA, D. A.; GOMEZ-PINILLA, F. Exercise-induced improvement in 

cognitive performance after traumatic brain injury in rats is dependent on BDNF activation. Brain 

Res, v. 1288, n., p. 105-115, 2009. 

 

GUO, Z. H.; MATTSON, M. P. Neurotrophic factors protect cortical synaptic terminals against 

amyloid and oxidative stress-induced impairment of glucose transport, glutamate transport and 

mitochondrial function. Cereb Cortex, v. 10, n. 1, p. 50-57, 2000. 

 

GUPTA, A.; DATTA, M.; SHUKLA, G. S. Cerebral antioxidant status and free radical generation 

following glutathione depletion and subsequent recovery. Mol Cell Biochem, v. 209, n. 1-2, p. 55-61, 

2000. 

 

GUTTERIDGE, J. M. Lipid peroxidation and antioxidants as biomarkers of tissue damage. Clin 

Chem, v. 41, n. 12 Pt 2, p. 1819-1828, 1995. 

 

HALLER, C. A.; MEIER, K. H.; OLSON, K. R. Seizures reported in association with use of dietary 

supplements. Clin Toxicol (Phila), v. 43, n. 1, p. 23-30, 2005. 

 

HALLIWELL, B. Free radicals, reactive oxygen species and human disease: a critical evaluation with 

special reference to atherosclerosis. Br J Exp Pathol, v. 70, n. 6, p. 737-757, 1989. 

 

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. The definition and measurement of antioxidants in 

biological systems. Free Radic Biol Med, v. 18, n. 1, p. 125-126, 1995. 



94 

 

 

HALLIWELL, B.; WHITEMAN, M. Measuring reactive species and oxidative damage in vivo and in 

cell culture: how should you do it and what do the results mean? Br J Pharmacol, v. 142, n. 2, p. 231-

255, 2004. 

 

HALLIWELL, B. Free radicals and antioxidants: updating a personal view. Nutr Rev, v. 70, n. 5, p. 

257-265, 2012. 

 

HAN, F.; TUCKER, A. L.; LINGREL, J. B.; DESPA, S.; BERS, D. M. Extracellular potassium 

dependence of the Na+-K+-ATPase in cardiac myocytes: isoform specificity and effect of 

phospholemman. Am J Physiol Cell Physiol, v. 297, n. 3, p. C699-705, 2009. 

 

HARVEY, C.; SEIB, C.; LUCKE, J. Continuation rates and reasons for removal among Implanon 

users accessing two family planning clinics in Queensland, Australia. Contraception, v. 80, n. 6, p. 

527-532, 2009. 

 

HEISE J, BUCKWORTH J, MCAULEY JW, LONG L, KIRBY T.  Exercise Training Results in 

Positive Outcomes in Persons with Epilepsy. Clinical Exercise Physiology 4:79-84, 2002. 

 

HERZIG, S.; LONG, F.; JHALA, U. S.; HEDRICK, S.; QUINN, R.; BAUER, A.; RUDOLPH, D.; 

SCHUTZ, G.; YOON, C.; PUIGSERVER, P.; SPIEGELMAN, B.; MONTMINY, M. CREB regulates 

hepatic gluconeogenesis through the coactivator PGC-1. Nature, v. 413, n. 6852, p. 179-183, 2001. 

 

HILLMAN, C. H.; ERICKSON, K. I.; KRAMER, A. F. Be smart, exercise your heart: exercise effects 

on brain and cognition. Nat Rev Neurosci, v. 9, n. 1, p. 58-65, 2008. 

 

HOTZ, P.; HOET, P.; LAUWERYS, R. [Lipid peroxidation in human pathology: evaluation of data in 

literature]. Pathol Biol (Paris), v. 35, n. 7, p. 1067-1073, 1987. 

 

JACKSON, J. H. Lectures on the Diagnosis of Epilepsy. Br Med J, v. 1, n. 943, p. 109-112, 1879. 

 

JACOBSON, K. A.; VON LUBITZ, D. K.; DALY, J. W.; FREDHOLM, B. B. Adenosine receptor 

ligands: differences with acute versus chronic treatment. Trends Pharmacol Sci, v. 17, n. 3, p. 108-

113, 1996. 

 

JALAVA, M.; SILLANPAA, M. Physical activity, health-related fitness, and health experience in 

adults with childhood-onset epilepsy: a controlled study. Epilepsia, v. 38, n. 4, p. 424-429, 1997. 

 

JANAKY, R.; OGITA, K.; PASQUALOTTO, B. A.; BAINS, J. S.; OJA, S. S.; YONEDA, Y.; 

SHAW, C. A. Glutathione and signal transduction in the mammalian CNS. J Neurochem, v. 73, n. 3, 

p. 889-902, 1999. 

 

JANAKY, R.; SHAW, C. A.; VARGA, V.; HERMANN, A.; DOHOVICS, R.; SARANSAARI, P.; 

OJA, S. S. Specific glutathione binding sites in pig cerebral cortical synaptic membranes. 

Neuroscience, v. 95, n. 2, p. 617-624, 2000. 

 

JENSEN, F. E.; HOLMES, G. L.; LOMBROSO, C. T.; BLUME, H. K.; FIRKUSNY, I. R. Age-

dependent changes in long-term seizure susceptibility and behavior after hypoxia in rats. Epilepsia, v. 

33, n. 6, p. 971-980, 1992. 

 

JOHANSSON, B.; AHLBERG, S.; VAN DER PLOEG, I.; BRENE, S.; LINDEFORS, N.; PERSSON, 

H.; FREDHOLM, B. B. Effect of long term caffeine treatment on A1 and A2 adenosine receptor 

binding and on mRNA levels in rat brain. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, v. 347, n. 4, p. 

407-414, 1993. 

 



95 

 

JOHANSSON, B.; GEORGIEV, V.; KUOSMANEN, T.; FREDHOLM, B. B. Long-term treatment 

with some methylxanthines decreases the susceptibility to bicuculline- and pentylenetetrazol-induced 

seizures in mice. Relationship to c-fos expression and receptor binding. Eur J Neurosci, v. 8, n. 12, p. 

2447-2458, 1996. 

 

JONES, F. S.; JING, J.; STONEHOUSE, A. H.; STEVENS, A.; EDELMAN, G. M. Caffeine 

stimulates cytochrome oxidase expression and activity in the striatum in a sexually dimorphic manner. 

Mol Pharmacol, v. 74, n. 3, p. 673-684, 2008. 

 

JOVANOVIC, Z.; JOVANOVIC, S. [Resistance of nerve cells to oxidative injury]. Med Pregl, v. 64, 

n. 7-8, p. 386-391, 2011. 

 

JUNG, P.; DOUSSARD-LEFAUCHEUX, S. [Visual field defect in a patient given sodium valporate 

then carbamazepine: possible effect of aminotransferase inhibition]. Rev Neurol (Paris), v. 158, n. 4, 

p. 477-479, 2002. 

 

KALDA, A.; YU, L.; OZTAS, E.; CHEN, J. F. Novel neuroprotection by caffeine and adenosine 

A(2A) receptor antagonists in animal models of Parkinson's disease. J Neurol Sci, v. 248, n. 1-2, p. 9-

15, 2006. 

 

KANAI Y, HEDIGER MA. The glutamate and neutral amino acid transporter family: physiological 

and pharmacological implica-tions. Eur J Pharmacol. 479:237–247, 2003. 

 

KAVITA S.; SEEMA S.; NAVEEN K. S.; AMIT S.; DEVENDRA P.; MAHENDRA P. S. Nicotine- 

and caffeine-mediated changes in gene expression patterns of MPTP-lesioned mouse striatum: 

Implications in neuroprotection mechanism. Chemico-Biological Interactions 185, 81–93, 2010. 

 

KIM, Y. S.; HAN, S. Superoxide reactivates nitric oxide-inhibited catalase. Biol Chem, v. 381, n. 12, 

p. 1269-1271, 2000. 

 

KLUMPP, S.; LIPOWSKY, R. Active diffusion of motor particles. Phys Rev Lett, v. 95, n. 26, p. 

268102, 2005. 

 

KOHL, Z.; KANDASAMY, M.; WINNER, B.; AIGNER, R.; GROSS, C.; COUILLARD-DESPRES, 

S.; BOGDAHN, U.; AIGNER, L.; WINKLER, J. Physical activity fails to rescue hippocampal 

neurogenesis deficits in the R6/2 mouse model of Huntington's disease. Brain Res, v. 1155, n., p. 24-

33, 2007. 

 

KOPPAL, T.; DRAKE, J.; BUTTERFIELD, D. A. In vivo modulation of rodent glutathione and its 

role in peroxynitrite-induced neocortical synaptosomal membrane protein damage. Biochim Biophys 

Acta, v. 1453, n. 3, p. 407-411, 1999. 

 

KUIJER, A. Epilepsy and exercise, electroencephalographical and biochemical studies. In: WADA, 

J.A.; PENRY, J.K., Advances in Epileptology: The 10th Epilepsy International Symposium. New 

York: Raven Press, 1980. 

 

KULKARNI, C.; JOSEPH, T.; DAVID, J. Influence of adenosine receptor antagonists, aminophylline 

and caffeine, on seizure protective ability of antiepileptic drugs in rats. Indian J Exp Biol, v. 29, n. 8, 

p. 751-754, 1991. 

 

KUPFERBERG, H. Animal models used in the screening of antiepileptic drugs. Epilepsia, v. 42 

Suppl 4, n., p. 7-12, 2001. 

 

KWAN, P.; BRODIE, M. J. Definition of refractory epilepsy: defining the indefinable? Lancet 

Neurol, v. 9, n. 1, p. 27-29, 2010. 



96 

 

 

LARSON, E. B.; WANG, L.; BOWEN, J. D.; MCCORMICK, W. C.; TERI, L.; CRANE, P.; 

KUKULL, W. Exercise is associated with reduced risk for incident dementia among persons 65 years 

of age and older. Ann Intern Med, v. 144, n. 2, p. 73-81, 2006. 

 

LAURIN, D.; VERREAULT, R.; LINDSAY, J.; MACPHERSON, K.; ROCKWOOD, K. Physical 

activity and risk of cognitive impairment and dementia in elderly persons. Arch Neurol, v. 58, n. 3, p. 

498-504, 2001. 

 

LEE, B.; CAO, R.; CHOI, Y. S.; CHO, H. Y.; RHEE, A. D.; HAH, C. K.; HOYT, K. R.; OBRIETAN, 

K. The CREB/CRE transcriptional pathway: protection against oxidative stress-mediated neuronal cell 

death. J Neurochem, v. 108, n. 5, p. 1251-1265, 2009. 

 

LEE, C. Antioxidant ability of caffeine and its metabolites based on the study of oxygen radical 

absorbing capacity and inhibition of LDL peroxidation. Clin Chim Acta, v. 295, n. 1-2, p. 141-154, 

2000. 

 

LEE, W. J.; KIM, M.; PARK, H. S.; KIM, H. S.; JEON, M. J.; OH, K. S.; KOH, E. H.; WON, J. C.; 

KIM, M. S.; OH, G. T.; YOON, M.; LEE, K. U.; PARK, J. Y. AMPK activation increases fatty acid 

oxidation in skeletal muscle by activating PPARalpha and PGC-1. Biochem Biophys Res Commun, 

v. 340, n. 1, p. 291-295, 2006. 

 

LEEDS, P.; LENG, Y.; CHALECKA-FRANASZEK, E.; CHUANG, D. M. Neurotrophins protect 

against cytosine arabinoside-induced apoptosis of immature rat cerebellar neurons. Neurochem Int, v. 

46, n. 1, p. 61-72, 2005. 

 

LEICHTWEIS, S.; LEEUWENBURGH, C.; BEJMA, J.; JI, L. L. Aged rat hearts are not more 

susceptible to ischemia-reperfusion injury in vivo: role of glutathione. Mech Ageing Dev, v. 122, n. 6, 

p. 503-518, 2001. 

 

LEON-CARMONA, J. R.; GALANO, A. Is caffeine a good scavenger of oxygenated free radicals? J 

Phys Chem B, v. 115, n. 15, p. 4538-4546, 2011. 

 

LIANG, C.; ROUNDS, N. K.; DONG, E.; STEVENS, S. Y.; SHITE, J.; QIN, F. Alterations by 

norepinephrine of cardiac sympathetic nerve terminal function and myocardial beta-adrenergic 

receptor sensitivity in the ferret: normalization by antioxidant vitamins. Circulation, v. 102, n. 1, p. 

96-103, 2000. 

 

LIANG, L. P.; PATEL, M. Seizure-induced changes in mitochondrial redox status. Free Radic Biol 

Med, v. 40, n. 2, p. 316-322, 2006. 

 

LIU, X.; SMITH, B. J.; CHEN, C.; CALLEGARI, E.; BECKER, S. L.; CHEN, X.; CIANFROGNA, 

J.; DORAN, A. C.; DORAN, S. D.; GIBBS, J. P.; HOSEA, N.; LIU, J.; NELSON, F. R.; SZEWC, M. 

A.; VAN DEUSEN, J. Evaluation of cerebrospinal fluid concentration and plasma free concentration 

as a surrogate measurement for brain free concentration. Drug Metab Dispos, v. 34, n. 9, p. 1443-

1447, 2006. 

 

LOSCHER, W.; LEHMANN, H.; TESCHENDORF, H. J.; TRAUT, M.; GROSS, G. Inhibition of 

monoamine oxidase type A, but not type B, is an effective means of inducing anticonvulsant activity 

in the kindling model of epilepsy. J Pharmacol Exp Ther, v. 288, n. 3, p. 984-992, 1999. 

 

LOSCHER, W. Preclinical assessment of proconvulsant drug activity and its relevance for predicting 

adverse events in humans. Eur J Pharmacol, v. 610, n. 1-3, p. 1-11, 2009. 

 



97 

 

LOSCHER, W. Critical review of current animal models of seizures and epilepsy used in the 

discovery and development of new antiepileptic drugs. Seizure, v. 20, n. 5, p. 359-368, 2011. 

 

LOSCHER, W.; SCHMIDT, D. Modern antiepileptic drug development has failed to deliver: ways out 

of the current dilemma. Epilepsia, v. 52, n. 4, p. 657-678, 2011. 

 

MAIA L, DE MENDONCA A. Does caffeine intake  protect from Alzheimer's disease? Eur J Neurol. 

9:377-82, 2002. 

 

MAIORINO, M.; GREGOLIN, C.; URSINI, F. Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase. 

Methods Enzymol, v. 186, n., p. 448-457, 1990. 

 

MARANGOS, P. J.; TRAMS, E.; CLARK-ROSENBERG, R. L.; PAUL, S. M.; SKOLNICK, P. 

Anticonvulsant doses of inosine result in brain levels sufficient to inhibit [3H] diazepam binding. 

Psychopharmacology (Berl), v. 75, n. 2, p. 175-178, 1981. 

 

MCAULEY, E.; KRAMER, A. F.; COLCOMBE, S. J. Cardiovascular fitness and neurocognitive 

function in older adults: a brief review. Brain Behav Immun, v. 18, n. 3, p. 214-220, 2004. 

 

MCAULEY, J. W.; LONG, L.; HEISE, J.; KIRBY, T.; BUCKWORTH, J.; PITT, C.; LEHMAN, K. 

J.; MOORE, J. L.; REEVES, A. L. A Prospective Evaluation of the Effects of a 12-Week Outpatient 

Exercise Program on Clinical and Behavioral Outcomes in Patients with Epilepsy. Epilepsy Behav, v. 

2, n. 6, p. 592-600, 2001. 

 

MCCORMICK, D. A.; CONTRERAS, D. On the cellular and network bases of epileptic seizures. 

Annu Rev Physiol, v. 63, n., p. 815-846, 2001. 

 

MEINARDI, H.; SCOTT, R. A.; REIS, R.; SANDER, J. W. The treatment gap in epilepsy: the current 

situation and ways forward. Epilepsia, v. 42, n. 1, p. 136-149, 2001. 

 

MIGLIORE, L.; FONTANA, I.; TRIPPI, F.; COLOGNATO, R.; COPPEDE, F.; TOGNONI, G.; 

NUCCIARONE, B.; SICILIANO, G. Oxidative DNA damage in peripheral leukocytes of mild 

cognitive impairment and AD patients. Neurobiol Aging, v. 26, n. 5, p. 567-573, 2005. 

 

MILLS, G. C. Glutathione peroxidase and the destruction of hydrogen peroxide in animal tissues. 

Arch Biochem Biophys, v. 86, n., p. 1-5, 1960. 

 

MOREL, P.; TALLINEAU, C.; PONTCHARRAUD, R.; PIRIOU, A.; HUGUET, F. Effects of 4-

hydroxynonenal, a lipid peroxidation product, on dopamine transport and Na+/K+ ATPase in rat 

striatal synaptosomes. Neurochem Int, v. 33, n. 6, p. 531-540, 1998. 

 

MOREIRA, S. R. G. Epilepsia: concepção histórica, aspectos conceituais, diagnóstico e tratamento. 

Mental. Barbacena, v. 2, n. 3, p. 107-122, 2004. 

 

MUELLER, S. G.; TRABESINGER, A. H.; BOESIGER, P.; WIESER, H. G. Brain glutathione levels 

in patients with epilepsy measured by in vivo (1)H-MRS. Neurology, v. 57, n. 8, p. 1422-1427, 2001. 

 

MUKHOPADHYAY, S.; MONDAL, A.; PODDAR, M. K. Chronic administration of caffeine: effect 

on the activities of hepatic antioxidant enzymes of Ehrlich ascites tumor-bearing mice. Indian J Exp 

Biol, v. 41, n. 4, p. 283-289, 2003. 

 

MURASHIMA, Y. L.; YOSHII, M.; SUZUKI, J. Role of nitric oxide in the epileptogenesis of EL 

mice. Epilepsia, v. 41 Suppl 6, n., p. S195-199, 2000. 

 



98 

 

NAKKEN, K. O.; LOYNING, A.; LOYNING, T.; GLOERSEN, G.; LARSSON, P. G. Does physical 

exercise influence the occurrence of epileptiform EEG discharges in children? Epilepsia, v. 38, n. 3, 

p. 279-284, 1997. 

 

NANITSOS, E. K.; ACOSTA, G. B.; SAIHARA, Y.; STANTON, D.; LIAO, L. P.; SHIN, J. W.; 

RAE, C.; BALCAR, V. J. Effects of glutamate transport substrates and glutamate receptor ligands on 

the activity of Na-/K(+)-ATPase in brain tissue in vitro. Clin Exp Pharmacol Physiol, v. 31, n. 11, p. 

762-769, 2004. 

 

NAVARRO A, GOMEZ C, LOPEZ-CEPERO JM, BOVERIS A. Beneficial effects of moderate 

exercise onmice aging: survival, behavior, oxida-tive stress, and mitochondrial electron transfer. Am J 

Physiol Regul Integr Comp Physiol. 286:505–511, 2004. 

 

NAVARRO, A.; TORREJON, R. Role of nitric oxide on mitochondrial biogenesis during the ovarian 

cycle. Front Biosci, v. 12, n., p. 1164-1173, 2007. 

 

NAVARRO, A.; BOVERIS, A. Mitochondrial nitric oxide synthase, mitochondrial brain dysfunction 

in aging, and mitochondria-targeted antioxidants. Adv Drug Deliv Rev, v. 60, n. 13-14, p. 1534-1544, 

2008. 

 

NEEPER, S. A.; GOMEZ-PINILLA, F.; CHOI, J.; COTMAN, C. Exercise and brain neurotrophins. 

Nature, v. 373, n. 6510, p. 109, 1995. 

 

NEHLIG, A.; DAVAL, J. L.; DEBRY, G. Caffeine and the central nervous system: mechanisms of 

action, biochemical, metabolic and psychostimulant effects. Brain Res Brain Res Rev, v. 17, n. 2, p. 

139-170, 1992. 

 

NOBRE, H. V., JR.; CUNHA, G. M.; DE VASCONCELOS, L. M.; MAGALHAES, H. I.; 

OLIVEIRA NETO, R. N.; MAIA, F. D.; DE MORAES, M. O.; LEAL, L. K.; VIANA, G. S. Caffeine 

and CSC, adenosine A2A antagonists, offer neuroprotection against 6-OHDA-induced neurotoxicity in 

rat mesencephalic cells. Neurochem Int, v. 56, n. 1, p. 51-58, 2010. 

 

NOSCHANG, C. G.; PETTENUZZO, L. F.; VON POZZER TOIGO, E.; ANDREAZZA, A. C.; 

KROLOW, R.; FACHIN, A.; AVILA, M. C.; ARCEGO, D.; CREMA, L. M.; DIEHL, L. A.; 

GONCALVEZ, C. A.; VENDITE, D.; DALMAZ, C. Sex-specific differences on caffeine 

consumption and chronic stress-induced anxiety-like behavior and DNA breaks in the hippocampus. 

Pharmacol Biochem Behav, v. 94, n. 1, p. 63-69, 2009. 

 

OLAH, M. E.; STILES, G. L. Adenosine receptor subtypes: characterization and therapeutic 

regulation. Annu Rev Pharmacol Toxicol, v. 35, n., p. 581-606, 1995. 

 

ONG, W. Y.; HU, C. Y.; HJELLE, O. P.; OTTERSEN, O. P.; HALLIWELL, B. Changes in 

glutathione in the hippocampus of rats injected with kainate: depletion in neurons and upregulation in 

glia. Exp Brain Res, v. 132, n. 4, p. 510-516, 2000. 

 

PACKER, L.; CADENAS, E.; DAVIES, K. J. Free radicals and exercise: an introduction. Free Radic 

Biol Med, v. 44, n. 2, p. 123-125, 2008. 

 

PAL, D. K.; CARPIO, A.; SANDER, J. W. Neurocysticercosis and epilepsy in developing countries. J 

Neurol Neurosurg Psychiatry, v. 68, n. 2, p. 137-143, 2000. 

 

PATEL, M. Mitochondrial dysfunction and oxidative stress: cause and consequence of epileptic 

seizures. Free Radic Biol Med, v. 37, n. 12, p. 1951-1962, 2004. 

 



99 

 

PATEL, R. N.; SINGH, N.; SHUKLA, K. K.; GUNDLA, V. L.; CHAUHAN, U. K. Synthesis, spectra 

and biomimetic properties of copper(II)-copper(II) and copper(II)-zinc(II) binuclear complexes with 

CuN5 chromophores. Spectrochim Acta A Mol Biomol Spectrosc, v. 61, n. 11-12, p. 2603-2610, 

2005. 

 

PATSOUKIS, N.; ZERVOUDAKIS, G.; GEORGIOU, C. D.; ANGELATOU, F.; MATSOKIS, N. A.; 

PANAGOPOULOS, N. T. Effect of pentylenetetrazol-induced epileptic seizure on thiol redox state in 

the mouse cerebral cortex. Epilepsy Res, v. 62, n. 1, p. 65-74, 2004. 

 

PERRY, G.; NUNOMURA, A.; HIRAI, K.; ZHU, X.; PEREZ, M.; AVILA, J.; CASTELLANI, R. J.; 

ATWOOD, C. S.; ALIEV, G.; SAYRE, L. M.; TAKEDA, A.; SMITH, M. A. Is oxidative damage the 

fundamental pathogenic mechanism of Alzheimer's and other neurodegenerative diseases? Free Radic 

Biol Med, v. 33, n. 11, p. 1475-1479, 2002. 

 

PETRUSHANKO, I.; BOGDANOV, N.; BULYGINA, E.; GRENACHER, B.; LEINSOO, T.; 

BOLDYREV, A.; GASSMANN, M.; BOGDANOVA, A. Na-K-ATPase in rat cerebellar granule cells 

is redox sensitive. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol, v. 290, n. 4, p. R916-925, 2006. 

 

PODELL M. The use of diazepam per rectum at home for the acute management of cluster seizures in 

dogs. J Vet In-tern Med, 9:68, 1995. 

 

POWELL, K. E.; PAFFENBARGER, R. S., JR. Workshop on Epidemiologic and Public Health 

Aspects of Physical Activity and Exercise: a summary. Public Health Rep, v. 100, n. 2, p. 118-126, 

1985. 

 

PRASANTHI, J. R.; DASARI, B.; MARWARHA, G.; LARSON, T.; CHEN, X.; GEIGER, J. D.; 

GHRIBI, O. Caffeine protects against oxidative stress and Alzheimer's disease-like pathology in rabbit 

hippocampus induced by cholesterol-enriched diet. Free Radic Biol Med, v. 49, n. 7, p. 1212-1220, 

2010. 

 

PRATICO, D.; DELANTY, N. Oxidative injury in diseases of the central nervous system: focus on 

Alzheimer's disease. Am J Med, v. 109, n. 7, p. 577-585, 2000. 

 

PRIGOL, M.; BRUNING, C. A.; NOGUEIRA, C. W.; ZENI, G. The role of the glutathione system in 

seizures induced by diphenyl diselenide in rat pups. Chem Biol Interact, v. 193, n. 1, p. 65-70, 2011. 

 

PURPURA, D. P.; SHOFER, R. J. Excitatory action of dibutyryl cyclic adenosine monophosphate on 

immature cerebral cortex. Brain Res, v. 38, n. 1, p. 179-181, 1972. 

 

RADAK, Z.; KANEKO, T.; TAHARA, S.; NAKAMOTO, H.; PUCSOK, J.; SASVARI, M.; 

NYAKAS, C.; GOTO, S. Regular exercise improves cognitive function and decreases oxidative 

damage in rat brain. Neurochem Int, v. 38, n. 1, p. 17-23, 2001. 

 

RADAK, Z.; TOLDY, A.; SZABO, Z.; SIAMILIS, S.; NYAKAS, C.; SILYE, G.; JAKUS, J.; GOTO, 

S. The effects of training and detraining on memory, neurotrophins and oxidative stress markers in rat 

brain. Neurochem Int, v. 49, n. 4, p. 387-392, 2006. 

 

RADAK, Z.; KUMAGAI, S.; TAYLOR, A. W.; NAITO, H.; GOTO, S. Effects of exercise on brain 

function: role of free radicals. Appl Physiol Nutr Metab, v. 32, n. 5, p. 942-946, 2007. 

 

RAMANJANEYULU, R.; TICKU, M. K. Interactions of pentamethylenetetrazole and tetrazole 

analogues with the picrotoxinin site of the benzodiazepine-GABA receptor-ionophore complex. Eur J 

Pharmacol, v. 98, n. 3-4, p. 337-345, 1984. 

 



100 

 

RAMASSAMY, C.; AVERILL, D.; BEFFERT, U.; THEROUX, L.; LUSSIER-CACAN, S.; COHN, 

J. S.; CHRISTEN, Y.; SCHOOFS, A.; DAVIGNON, J.; POIRIER, J. Oxidative insults are associated 

with apolipoprotein E genotype in Alzheimer's disease brain. Neurobiol Dis, v. 7, n. 1, p. 23-37, 2000. 

 

RAMBO, L. M.; RIBEIRO, L. R.; OLIVEIRA, M. S.; FURIAN, A. F.; LIMA, F. D.; SOUZA, M. A.; 

SILVA, L. F.; RETAMOSO, L. T.; CORTE, C. L.; PUNTEL, G. O.; DE AVILA, D. S.; SOARES, F. 

A.; FIGHERA, M. R.; MELLO, C. F.; ROYES, L. F. Additive anticonvulsant effects of creatine 

supplementation and physical exercise against pentylenetetrazol-induced seizures. Neurochem Int, v. 

55, n. 5, p. 333-340, 2009. 

 

RAUHALA, P.; LIN, A. M.; CHIUEH, C. C. Neuroprotection by S-nitrosoglutathione of brain 

dopamine neurons from oxidative stress. FASEB J, v. 12, n. 2, p. 165-173, 1998. 

 

REHNI, A. K.; SINGH, I.; KUMAR, M. Tramadol-induced seizurogenic effect: a possible role of 

opioid-dependent gamma-aminobutyric acid inhibitory pathway. Basic Clin Pharmacol Toxicol, v. 

103, n. 3, p. 262-266, 2008. 

 

REISS, J. I.; DISHMAN, R. K.; BOYD, H. E.; ROBINSON, J. K.; HOLMES, P. V. Chronic activity 

wheel running reduces the severity of kainic acid-induced seizures in the rat: possible role of galanin. 

Brain Res, v. 1266, n., p. 54-63, 2009. 

 

REYNOLDS, E. H. Introduction: epilepsy in the world. Epilepsia, v. 43 Suppl 6, n., p. 1-3, 2002. 

 

RICE-EVANS, C.; GREEN, E.; PAGANGA, G.; COOPER, C.; WRIGGLESWORTH, J. Oxidised 

low density lipoproteins induce iron release from activated myoglobin. FEBS Lett, v. 326, n. 1-3, p. 

177-182, 1993. 

 

RIGOULOT MA, KONING E, FERRANDON A, NEHLIG A. Neuroprotective properties of 

topiramate in the lithium-pilocarpine model of epilepsy. J Pharmacol Exp Ther. 308:787–95, 2004. 

 

ROMAN, G.; SOTELO, J.; DEL BRUTTO, O.; FLISSER, A.; DUMAS, M.; WADIA, N.; BOTERO, 

D.; CRUZ, M.; GARCIA, H.; DE BITTENCOURT, P. R.; TRELLES, L.; ARRIAGADA, C.; 

LORENZANA, P.; NASH, T. E.; SPINA-FRANCA, A. A proposal to declare neurocysticercosis an 

international reportable disease. Bull World Health Organ, v. 78, n. 3, p. 399-406, 2000. 

 

ROSSO A, MOSSEY J, LIPPA CF. Caffeine: neuroprotective functions in cognition and Alzheimer's 

disease. Am J Alzheimers Dis Other Demen. 23:417-22, 2008. 

 

ROSSOWSKA, M. J.; NAKAMOTO, T. Effects of chronic caffeine feeding on the activities of 

oxygen free radical defense enzymes in the growing rat heart and liver. Experientia, v. 50, n. 5, p. 

465-468, 1994. 

 

ROTH, D. L.; GOODE, K. T.; WILLIAMS, V. L.; FAUGHT, E. Physical exercise, stressful life 

experience, and depression in adults with epilepsy. Epilepsia, v. 35, n. 6, p. 1248-1255, 1994. 

 

RUEDA, N.; FLOREZ, J.; MARTINEZ-CUE, C. Chronic pentylenetetrazole but not donepezil 

treatment rescues spatial cognition in Ts65Dn mice, a model for Down syndrome. Neurosci Lett, v. 

433, n. 1, p. 22-27, 2008. 

 

SAGARA, J.; MAKINO, N. Glutathione induces neuronal differentiation in rat bone marrow stromal 

cells. Neurochem Res, v. 33, n. 1, p. 16-21, 2008. 

 

SALMON, P. Effects of physical exercise on anxiety, depression, and sensitivity to stress: a unifying 

theory. Clin Psychol Rev, v. 21, n. 1, p. 33-61, 2001. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nehlig%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14593082


101 

 

SANDER, J. W.; SHORVON, S. D. Epidemiology of the epilepsies. J Neurol Neurosurg Psychiatry, 

v. 61, n. 5, p. 433-443, 1996. 

 

SCHMIDT, D.; LEPPIK, I. E. Compliance in epilepsy: introduction. Epilepsy Res Suppl, v. 1, n., p. 

3-4, 1988. 

 

SCHWARZSCHILD, M. A.; CHEN, J. F.; ASCHERIO, A. Caffeinated clues and the promise of 

adenosine A(2A) antagonists in PD. Neurology, v. 58, n. 8, p. 1154-1160, 2002. 

 

SCOTT, B. J.; LEUNG, K. C.; MCMILLAN, A. S.; DAVIS, D. M.; FISKE, J. A transcultural 

perspective on the emotional effect of tooth loss in complete denture wearers. Int J Prosthodont, v. 

14, n. 5, p. 461-465, 2001. 

 

SETKOWITZ, Z., MAZUR, A. Physical training decreases susceptibility to subsequent pilocarpine-

induced seizures in the rat. Epilepsy Res. 71, 142–148, 2006. 

 

SHEN, H. Y.; LI, T.; BOISON, D. A novel mouse model for sudden unexpected death in epilepsy 

(SUDEP): role of impaired adenosine clearance. Epilepsia, v. 51, n. 3, p. 465-468. 

 

SHEN, H. Y.; LI, T.; BOISON, D. A novel mouse model for sudden unexpected death in epilepsy 

(SUDEP): role of impaired adenosine clearance. Epilepsia, v. 51, n. 3, p. 465-468, 2010. 

 

SHI, X.; DALAL, N. S.; JAIN, A. C. Antioxidant behaviour of caffeine: efficient scavenging of 

hydroxyl radicals. Food Chem Toxicol, v. 29, n. 1, p. 1-6, 1991. 

 

SHIN, E. J.; KO, K. H.; KIM, W. K.; CHAE, J. S.; YEN, T. P.; KIM, H. J.; WIE, M. B.; KIM, H. C. 

Role of glutathione peroxidase in the ontogeny of hippocampal oxidative stress and kainate seizure 

sensitivity in the genetically epilepsy-prone rats. Neurochem Int, v. 52, n. 6, p. 1134-1147, 2008a. 

 

SHIN, E. J.; JEONG, J. H.; BING, G.; PARK, E. S.; CHAE, J. S.; YEN, T. P.; KIM, W. K.; WIE, M. 

B.; JUNG, B. D.; KIM, H. J.; LEE, S. Y.; KIM, H. C. Kainate-induced mitochondrial oxidative stress 

contributes to hippocampal degeneration in senescence-accelerated mice. Cell Signal, v. 20, n. 4, p. 

645-658, 2008b. 

 

SHNEKER, B. F.; FOUNTAIN, N. B. Epilepsy. Dis Mon, v. 49, n. 7, p. 426-478, 2003. 

 

SIAN, J.; DEXTER, D. T.; LEES, A. J.; DANIEL, S.; AGID, Y.; JAVOY-AGID, F.; JENNER, P.; 

MARSDEN, C. D. Alterations in glutathione levels in Parkinson's disease and other neurodegenerative 

disorders affecting basal ganglia. Ann Neurol, v. 36, n. 3, p. 348-355, 1994. 

 

SINGH, S. P.; WISHNOK, J. S.; KESHIVE, M.; DEEN, W. M.; TANNENBAUM, S. R. The 

chemistry of the S-nitrosoglutathione/glutathione system. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 93, n. 25, p. 

14428-14433, 1996. 

 

SOUTHORN, P. A.; POWIS, G. Free radicals in medicine. I. Chemical nature and biologic reactions. 

Mayo Clin Proc, v. 63, n. 4, p. 381-389, 1988. 

 

STEINER, S. R.; PHILBERT, M. A. Proteomic identification of carbonylated proteins in 1,3-

dinitrobenzene neurotoxicity. Neurotoxicology, v. 32, n. 4, p. 362-373, 2011. 

 

STEINHOFF, B. J.; NEUSUSS, K.; THEGEDER, H.; REIMERS, C. D. Leisure time activity and 

physical fitness in patients with epilepsy. Epilepsia, v. 37, n. 12, p. 1221-1227, 1996. 

 



102 

 

STERN, L.; DANNON, P. N.; HIRSCHMANN, S.; SCHRIBER, S.; AMYTAL, D.; DOLBERG, O. 

T.; GRUNHAUS, L. Aminophylline increases seizure length during electroconvulsive therapy. J 

ECT, v. 15, n. 4, p. 252-257, 1999. 

 

ST-PIERRE J, DRORI S, ULDRY M, SILVAGGI JM, RHEE J, JAGER S, HANDSCHIN C, ZHENG 

K, LIN J, YANG W, SIMON DK, BACHOO R, SPIEGELMAN BM. Suppression of reactive oxygen 

species and neurodegeneration by the PGC-1 transcriptional coactivators. Cell 127:397-408, 2006. 

 

STRINE, T. W.; KOBAU, R.; CHAPMAN, D. P.; THURMAN, D. J.; PRICE, P.; BALLUZ, L. S. 

Psychological distress, comorbidities, and health behaviors among U.S. adults with seizures: results 

from the 2002 National Health Interview Survey. Epilepsia, v. 46, n. 7, p. 1133-1139, 2005. 

 

SUTOO, D.; AKIYAMA, K. Regulation of brain function by exercise. Neurobiol Dis, v. 13, n. 1, p. 

1-14, 2003. 

 

TILLERSON, J. L.; CAUDLE, W. M.; REVERON, M. E.; MILLER, G. W. Exercise induces 

behavioral recovery and attenuates neurochemical deficits in rodent models of Parkinson's disease. 

Neuroscience, v. 119, n. 3, p. 899-911, 2003. 

 

TROTTI, D.; RIZZINI, B. L.; ROSSI, D.; HAUGETO, O.; RACAGNI, G.; DANBOLT, N. C.; 

VOLTERRA, A. Neuronal and glial glutamate transporters possess an SH-based redox regulatory 

mechanism. Eur J Neurosci, v. 9, n. 6, p. 1236-1243, 1997. 

 

TSAKIRIS, S.; ANGELOGIANNI, P.; SCHULPIS, K. H.; BEHRAKIS, P. Protective effect of L-

cysteine and glutathione on rat brain Na+,K+-ATPase inhibition induced by free radicals. Z 

Naturforsch C, v. 55, n. 3-4, p. 271-277, 2000. 

 

TURSKI, W. A.; CAVALHEIRO, E. A.; TURSKI, L.; KLEINROK, Z. Intrahippocampal bethanechol 

in rats: behavioural, electroencephalographic and neuropathological correlates. Behav Brain Res, v. 7, 

n. 3, p. 361-370, 1983. 

 

VAN PRAAG, H.; CHRISTIE, B. R.; SEJNOWSKI, T. J.; GAGE, F. H. Running enhances 

neurogenesis, learning, and long-term potentiation in mice. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 96, n. 23, p. 

13427-13431, 1999. 

 

VAN PRAAG, H. Exercise and the brain: something to chew on. Trends Neurosci, v. 32, n. 5, p. 283-

290, 2009. 

 

VANCINI, R. L.; LIRA, C. A.; GOMES DA SILVA, S.; SCORZA, F. A.; SILVA, A. C.; VIEIRA, 

D.; CAVALHEIRO, E. A.; ARIDA, R. M. Evaluation of physical educators' knowledge about 

epilepsy. Arq Neuropsiquiatr, v. 68, n. 3, p. 367-371, 2010. 

 

VELIOGLU, S. K.; OZMENOGLU, M.; BOZ, C.; ALIOGLU, Z. Status epilepticus after stroke. 

Stroke, v. 32, n. 5, p. 1169-1172, 2001. 

 

VIGUIE, C. A.; FREI, B.; SHIGENAGA, M. K.; AMES, B. N.; PACKER, L.; BROOKS, G. A. 

Antioxidant status and indexes of oxidative stress during consecutive days of exercise. J Appl 

Physiol, v. 75, n. 2, p. 566-572, 1993. 

 

VOLTERRA, A.; TROTTI, D.; TROMBA, C.; FLORIDI, S.; RACAGNI, G. Glutamate uptake 

inhibition by oxygen free radicals in rat cortical astrocytes. J Neurosci, v. 14, n. 5 Pt 1, p. 2924-2932, 

1994. 

 

WALDBAUM, S.; PATEL, M. Mitochondria, oxidative stress, and temporal lobe epilepsy. Epilepsy 

Res, v. 88, n. 1, p. 23-45, 2010. 



103 

 

 

WALTON, K.; DORNE, J. L.; RENWICK, A. G. Uncertainty factors for chemical risk assessment: 

interspecies differences in the in vivo pharmacokinetics and metabolism of human CYP1A2 

substrates. Food Chem Toxicol, v. 39, n. 7, p. 667-680, 2001. 

 

WEINBERG BA, BEALER BK.  The world of caffeine. The science and culture of the world’s most 

popular drug. Routledge, New York 2001. 

 

WHITE, H. S.; FRANKLIN, M. R.; KUPFERBERG, H. J.; SCHMUTZ, M.; STABLES, J. P.; WOLF, 

H. H. The anticonvulsant profile of rufinamide (CGP 33101) in rodent seizure models. Epilepsia, v. 

49, n. 7, p. 1213-1220, 2008. 

 

WINTERBOURN, C. C.; METODIEWA, D. The reaction of superoxide with reduced glutathione. 

Arch Biochem Biophys, v. 314, n. 2, p. 284-290, 1994. 

 

WOSTYN, P.; VAN DAM, D.; AUDENAERT, K.; DE DEYN, P. P. Increased Cerebrospinal Fluid 

Production as a Possible Mechanism Underlying Caffeine's Protective Effect against Alzheimer's 

Disease. Int J Alzheimers Dis, v. 2011, n., p. 617420, 2011. 

 

XU, K.; XU, Y. H.; CHEN, J. F.; SCHWARZSCHILD, M. A. Caffeine's neuroprotection against 1-

methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine toxicity shows no tolerance to chronic caffeine 

administration in mice. Neurosci Lett, v. 322, n. 1, p. 13-16, 2002. 

 

YESAIR, D. W.; BRANFMAN, A. R.; CALLAHAN, M. M. Human disposition and some 

biochemical aspects of methylxanthines. Prog Clin Biol Res, v. 158, n., p. 215-233, 1984. 

 

YILMAZ, I.; SEZER, Z.; KAYIR, H.; UZBAY, T. I. Mirtazapine does not affect pentylenetetrazole- 

and maximal electroconvulsive shock-induced seizures in mice. Epilepsy Behav, v. 11, n. 1, p. 1-5, 

2007. 

 

ZATTA, P.; TOGNON, G.; CARAMPIN, P. Melatonin prevents free radical formation due to the 

interaction between beta-amyloid peptides and metal ions [Al(III), Zn(II), Cu(II), Mn(II), Fe(II)]. J 

Pineal Res, v. 35, n. 2, p. 98-103, 2003. 

 

ZIENOWICZ, M.; WISLOWSKA, A.; LEHNER, M.; TARACHA, E.; SKORZEWSKA, A.; 

MACIEJAK, P.; PLAZNIK, A. The effect of fluoxetine in a model of chemically induced seizures--

behavioral and immunocytochemical study. Neurosci Lett, v. 373, n. 3, p. 226-231, 2005. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


