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RESUMO 
Dissertação de Mestrado 

Programa de Pós-Graduação em Farmacologia 

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil 

 

HORMÔNIO ALFA ESTIMULANTE DOS MELANÓCITOS (α-MSH) 

NÃO MODIFICA AS CONVULSÕES INDUZIDAS POR 

PENTILENOTETRAZOL E POR PILOCARPINA EM CAMUNDONGOS 
AUTORA: Fernanda Rossatto Temp 

ORIENTADOR: Prof. Dr. Carlos Fernando de Mello 

CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Gustavo Petri Guerra 

LOCAL E DATA DE DEFESA: Santa Maria, 26 de novembro de 2013. 
 

O hormônio alfa-estimulante dos melanócitos (α-MSH), é um peptídeo derivado da pró-

opiomelanocortina (POMC) envolvido em diferentes funções neurológicas que também 

exercem efeitos antiinflamatórios, incluindo o sistema nervoso central (SNC). Embora 

inflamação tenha sido relacionada com convulsão e epilepsia, nenhum estudo tem investigado 

se o α-MSH sistemicamente altera crises. Portanto, no presente estudo verificou-se se α-MSH 

altera as convulsões induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) e pilocarpina.  Camundongos 

machos Swiss receberam α-MSH (1.66, 5 ou 15 μg/3 μL, intracerebroventricular (i.c.v.) or 

sistêmico (0.1, 0.3 ou 1 mg/kg, intraperitoneal (i.p.)). Cinco a sessenta minutos após a injeção 

do peptídeo, os animais receberam PTZ (60 mg/kg, i.p.) ou pilocarpina (370 mg/kg, i.p.). 

Latência para mioclonia e convulsão tônico-clônica, número de episódios convulsivos 

duração e gravidade das convulsão, foram avaliadas pela escala de Racine e Meurs. Os níveis 

de IL-1β no hipocampo foram medidos através de um ensaio imunoenzimático (ELISA). Nem 

administração de α-MSH intracerebroventricular (1.66, 5 ou 15 μg/3 μL) nem sistêmica (0.1, 

0.3 ou 1 mg/kg) alterou as convulsões induzidas por PTZ e pilocarpina. α-MSH, PTZ ou 

pilocarpina não alteraram os níveis de IL-1β no hipocampo. Embora a inflamação tem sido 

implicada em convulsões e epilepsia e α-MSH é um peptídeo antiinflamatório potente, os 

nossos resultados não suportam um papel para α-MSH no controle das convulsões.  

Palavras-chaves: Hormônio alfa-estimulante dos melanócitos, inflamação central, epilepsia. 
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ABSTRACT 

Dissertation of Master's Degree 

Graduate Course in Pharmacology 

Federal University of Santa Maria, RS, Brazil 

 

ALPHA MELANOCYTE STIMULATING HORMONE (α-MSH) DOES 

NOT MODIFY PENTYLENETETRAZOL- AND PILOCARPINE-

INDUCED SEIZURES IN MICE 

AUTHOR: Fernanda Rossatto Temp 

ADVISOR: Prof. Dr. Carlos Fernando de Mello 

CO-ADVISOR: Prof. Dr. Gustavo Petri Guerra 

PLACE AND DATE OF THE DEFENSE: Santa Maria, November 26
th 

2013. 
 

Alpha-melanocyte stimulating hormone (α-MSH) is a pro-opiomelanocortin (POMC)-derived 

peptide involved in different neurological functions that also exerts anti-inflammatory effects, 

including in the central nervous system (CNS). Although inflammation has been implicated in 

seizures and epilepsy, no study has systematically investigated whether α-MSH modifies 

seizures. Therefore, in the current study we determined whether α-MSH alters 

pentylenetetrazol (PTZ)- and pilocarpine-induced seizures. Adult male Swiss mice were 

injected with α-MSH (1.66, 5 or 15 μg/3 μL, intracerebroventricular (i.c.v.) or systemic (0.1, 

0.3 or 1 mg/kg, intraperitoneally (i.p.)). Five to sixty minutes after the injection of the 

peptide, animals were injected with PTZ (60 mg/kg, i.p.) or pilocarpine (370 mg/kg, i.p.). 

Latency to myoclonic jerks and tonic–clonic seizures, number of seizure episodes, total time 

spent seizing and seizure intensity, assessed by the Racine and Meurs scales were recorded. 

Interleukin 1 beta (IL-1β) levels in the hippocampus were measured by a commercial 

enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA). Neither intracerebroventricular (1.66, 5 or 

15 μg/3 μL, i.c.v.) nor systemic (0.1, 0.3 or 1 mg/kg, i.p.) administration of α-MSH altered 

PTZ- and pilocarpine-induced seizures. IL-1β levels in the hippocampi were not altered by α-

MSH, PTZ or pilocarpine. Although inflammation has been implicated in seizures and 

epilepsy and α-MSH is a potent antiinflammatory peptide, our results do not support a role for 

α-MSH in seizure control. 

 

Keywords: Melanocyte-stimulating-hormone, central inflammation, epilepsy. 
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APRESENTAÇÃO 

Esta dissertação está organizada em tópicos, a saber: Introdução, 

Objetivos, Artigo, Conclusão e Referências. As seções Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão e Referências são apresentadas no próprio manuscrito que 

está publicado na revista Life Sciences, representando os resultados obtidos. 

A Introdução apresenta o embasamento teórico que permitiu a formulação 

da proposta do trabalho. Os Objetivos (geral e específicos) estão dispostos no 

corpo do trabalho. E a seção “Artigo” contém o manuscrito aceito para publicação, 

no qual constam os principais resultados obtidos durante o período do Mestrado. 

Na Conclusão há uma abordagem geral da dissertação. 

Por fim, as Referências bibliográficas referem-se apenas às citações dos 

itens Introdução e Conclusão deste trabalho. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Hormônio alfa estimulante dos melanócitos 

 

 

1.1.1 Definição 

 

 

O α-MSH, também conhecido como α-melanocortina, é um neuropeptídeo de treze 

aminoácidos (Figura 1), que é produzido a partir do processamento pós-traducional da pró-

opiomelanocortina (POMC) (BRZOSKA et al., 2008;  BUTLER, 2006;  CATANIA et al., 

2000;  MOUNTJOY et al., 1992). Juntamente com o α-MSH, a POMC origina outras 

melanocortinas como: β-MSH, γ-MSH e ACTH.  

 

 

Figura 1: Estrutura primária do hormônio alfa estimulante dos melanócitos (α-MSH) (FUNG; HRUBY, 2005). 

 

 

A POMC, descoberta em 1977 por Mains e colaboradores e Robert e Herbert, é o 

peptídeo mais antigo da família dos opióides. O gene que codifica a POMC, detectado no 

genoma de vertebrados e invertebrados (DOUGLASS; CIVELLI; HERBERT, 1984;  

SUNDSTROM; DREBORG; LARHAMMAR, 2010), compreende 711 pares de bases 

contidas em três exons separados por dois íntrons (DROUIN et al., 1985). O produto da 

tradução do RNA mensageiro resultante após o splicing origina esta proteína de 31 kDa 

(EHRLICH et al., 2010). 

A POMC é expressa no SNC e amplamente em tecidos periféricos. No SNC, a POMC 

 é identificada especialmente no núcleo arqueado do hipotálamo e núcleo do trato solitário do 

tronco cerebral, e na hipófise anterior e intermediária (CATANIA et al., 2004;  MAYOROV 

et al., 2011;  WIKBERG et al., 2000). Em tecidos periféricos, sua expressão ocorre em 
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linfócitos, monócitos, queratinócitos e melanócitos, sendo importante para inflamação 

(LIPTON; CATANIA, 1997). 

A POMC é a precursora de vários peptídeos bioativos, como o hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH), a β-lipotrofina ( β-LPH), a β-endorfina (β-END), e o α-, β- e γ-

MSH (DOUGLASS et al., 1984;  EIPPER; MAINS, 1982;  PRITCHARD; TURNBULL; 

WHITE, 2002). Os produtos peptídicos gerados a partir do processamento da POMC variam 

em função do tecido. Por exemplo, o ACTH e a β-LPH são os principais produtos do 

processamento na hipófise anterior, enquanto o α-MSH e a β-END são mais abundantes na 

hipófise intermediária (DROUIN et al., 1985). O α-MSH é encontrado em macrófagos, 

neutrófilos, melanócitos, queratinócitos, células epiteliais, células B, células natural killer e 

subtipos de células T (AURIEMMA et al., 2012;  LOSER et al., 2010). 

 

 

1.1.2 Síntese de α-MSH 

 

 

O processamento da POMC inicia-se pela pró-hormônio convertase 1 (PC1 também 

conhecida como PC3), que cliva a POMC para produzir pró-corticotrofina (pró-ACTH) e β-

lipotrofina (β-LPH). Após, a PC1 cliva a molécula do pró-ACTH para produzir um peptídeo 

N-terminal (NT), um peptídeo de ligação e o ACTH1-39. A pró-hormônio convertase 2 (PC2) 

cliva a β-LPH, originando os fragmentos de γ-lipotrofina (γ-LPH) e β-endorfina (β-END). A 

γ-LPH e o peptídeo NT também são clivados pela  PC2, gerando respectivamente β-MSH e γ-

MSH (Figura 2) (BERTOLINI; TACCHI; VERGONI, 2009;  CATANIA et al., 2010;  

PRITCHARD et al., 2002). O processamento do, ACTH1-39 origina os fragmentos peptídicos 

ACTH1-17 e o ACTH18-39, também chamado peptídeo do lobo intermediário semelhante à 

corticotrofina (CLIP). Por fim, a clivagem do fragmento ACTH1-17 pela carboxipeptidase E 

(CPE) origina o α-MSH1-14. Já se sabe que a POMC, PC1 e PC2, bem como outras proteases, 

também encontram-se expressas em tecidos extrapituitários, como o sistema imunológico 

(BLALOCK, 1985). 
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Figura 2: Processamento da POMC com consequente formação das diferentes melanocortinas (adaptado de 

BRZOSKA et al., 2008). 

 

 

A geração do α-MSH a partir do α-MSH1-14 é catalisada primeiramente pela CPE, que 

remove o aminoácido da porção carbóxi-terminal. Em seguida a enzima monooxigenase 

amidante de α-peptidil (PAM) catalisa a formação desacetil-α-MSH1-13. Uma N-

acetiltransferase (NAT) converte o desacetil-α-MSH1-13 para uma forma mais ativa, o acetil-α-

MSH1-13 (Figura 3) (D'AGOSTINO; DIANO, 2010). 

O acetil-α-MSH1-13 produzido principalmente em neurônios do núcleo arqueado, é 

liberado no hipotálamo, tálamo, mesencéfalo, amígdala e tronco cerebral. Nestas estruturas, o 

acetil-α-MSH1-13 liga-se a receptores MCs pós-sinápticos e desencadeia seus efeitos 

metabólicos (RENQUIST et al., 2011). Além disso, o acetil-α-MSH1-13 pode ligar-se a auto-

receptores, como os receptores MC-3 presentes na membrana pré-sináptica, diminuindo a 

liberação de α-MSH pela pré-sinapse (CATANIA, 2008;  CHEN et al., 1997;  RENQUIST et 

al., 2011;  ROBBINS et al., 1993).   
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1.1.3 Degradação do α-MSH no SNC 

 

 

O acetil-α-MSH1-13 é clivado por uma prolil carboxipeptidase (PRCP) presente em 

lisossomos, gerando o acetil-α-MSH1-12 (Figura 3), um produto inativo (D'AGOSTINO; 

DIANO, 2010;  DIANO, 2011). A PRCP é uma enzima pertencente à família das 

carboxipeptidases que contém resíduos de serina, histidina e aspargina no centro ativo, que 

são essenciais para a sua atividade catalítica. Esta enzima catalisa a inativação do α-MSH pela 

remoção do resíduo de valina da porção carbóxi-terminal, produzindo o peptídeo inativo α-

MSH1-12 com doze aminoácidos (D'AGOSTINO; DIANO, 2010). 

 

 

 

Figura 3: Esquema ilustrativo do processamento da POMC hipotalâmica (adaptado de DIANO, 2011). 
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1.2 Receptores das melanocortinas 

 

 

Cinco subtipos de receptores MC: MC-1 a MC-5, clonados há aproximadamente vinte 

anos atrás (RAMACHANDRAPPA et al., 2013), revelaram possuir diferentes funções, 

afinidades de ligação, e níveis de expressão em tecidos específicos para os distintos peptídeos 

derivados da POMC (BRZOSKA et al., 2008;  GANTZ; FONG, 2003;  MAASER; 

KANNENGIESSER; SPECHT et al., 2006).  

Todas as melanocortinas: α-, β-, γ-MSH e ACTH compartilham uma sequência 

comum de aminoácidos: histidina-fenilalanina-arginina-triptofano (His-Phe-Arg-Trp), 

correspondentes aos resíduos 6-9 do ACTH e α-MSH. Esta é a sequência mínima necessária 

para o reconhecimento pelos receptores das melanocortinas (MC), que se encontram 

expressos na superfície celular das células, e que medeiam as respostas induzidas por estes 

peptídeos sinalizadores.  O receptor MC-2, uma exceção,  necessita, pelo menos, da sequência 

de aminoácidos 1-17 do ACTH para ser estimulado (CATANIA et al., 2004;  GETTING, 

2006;  HOLDER; HASKELL-LUEVANO, 2004). 

O receptor MC-1, o primeiro a ser clonado, desempenha um papel importante na 

regulação da melanogênese e pigmentação (AURIEMMA et al., 2012;  GETTING, 2006;  

LOSER et al., 2010). O peptídeo α-MSH tem uma alta afinidade de ligação ao receptor MC-1 

(α-MSH ≥ ACTH > β-MSH >> γ-MSH) (SUZUKI et al., 1996). O receptor MC-1 é expresso 

principalmente na pele (queratinócitos, melanócitos e fibroblastos), cérebro, glândula adrenal, 

por células do sistema imunológico (monócitos, neutrófilos, células dendríticas, linfócitos T 

CD8
+
) células de melanoma, células gliais, células endoteliais e epiteliais secretoras, 

mastócitos, células trofoblásticas, células do músculo esquelético e células de luteína 

(BRZOSKA et al., 2008;  ELLIOTT et al., 2004;  GANTZ; FONG, 2003;  LOSER et al., 

2010). 

O receptor MC-2 é o único receptor que possui seletividade de ligação para o 

hormônio ACTH1-39. A ligação do ACTH1-39 ao receptor MC-2 estimula a adenilil ciclase 

(AC), promovendo à ativação da proteína quinase A (PKA), aumentando a expressão de 

enzimas esteroidogênicas (CATANIA et al., 2004). O receptor MC-2 é expresso na zona 

fasciculada e glomerulosa do córtex da adrenal, testículos, adipócitos, queratinócitos, 

linfócitos e células β-pancreáticas (BRZOSKA et al., 2008;  GANTZ; FONG, 2003). 
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O receptor MC-3 liga preferencialmente γ-MSH (γ-MSH = ACTH ≥ α-MSH) 

(BRZOSKA et al., 2008;  CATANIA et al., 2004;  GANTZ; FONG, 2003). Foi mostrado que 

o receptor MC-3 apresenta atividade anti-inflamatória e possui papel importante em funções 

cardiovasculares e na regulação da homeostase energética (CATANIA et al., 2004;  

GETTING et al., 2001). O receptor MC-3 é expresso no trato gastrointestinal, placenta, 

coração, intestino, timo, adipócitos, músculo esquelético, sistema imunológico e em diversas 

áreas do SNC, como em neurônios que contém neuropeptídeo Y (NPY) no núcleo arqueado, 

hipotálamo ventromedial, núcleo habenular médio, área tegmentar ventral e núcleos da rafe 

(BRZOSKA et al., 2008;  CATANIA et al., 2004;  GANTZ; FONG, 2003;  GETTING, 2006;  

LASAGA et al., 2008;  ROSELLI-REHFUSS et al., 1993). 

O receptor MC-4 tem a mesma afinidade de ligação pela α-melanocortina e pelo 

ACTH (α-MSH = ACTH > β-MSH >> γ-MSH), sendo predominantemente expresso no 

hipotálamo, tálamo, córtex e tronco cerebral.  O receptor MC-4 também é expresso na pele, 

linfócitos, células do músculo esquelético e medula espinhal (GETTING, 2006;  WIKBERG 

et al., 2000). Este subtipo de receptor regula a maioria dos efeitos centrais das melanocortinas, 

incluindo a neuroproteção e inflamação. Estudos indicam que o receptor MC-4 está envolvido 

na regulação da homeostase energética, comportamento alimentar (CATANIA et al., 2010;  

MCDANIEL et al., 2012), bem como função erétil e comportamento sexual (HADLEY, 2005;  

VAN DER PLOEG et al., 2002). 

O último receptor a ser clonado e identificado em humanos e camundongos, o receptor 

MC-5, possui importante papel na termorregulação e na regulação da secreção de glândulas 

sebáceas, e é semelhante ao receptor MC-1 e MC-4 em sua capacidade de reconhecer α-MSH 

e ACTH, mas não γ-MSH (α-MSH ≥ ACTH >> γ-MSH) (CATANIA et al., 2004;  CHEN et 

al., 1997). O receptor MC-5 é expresso também no músculo esquelético, pele, cérebro, 

glândulas exócrinas, fígado, coração, baço, sistema imunológico, pulmão, estômago, útero, 

tecido adiposo, glândula adrenal, placenta, ovário, medula óssea e glândulas mamárias 

(CATANIA et al., 2004;  CHEN et al., 1997;  COLOMBO et al., 2002;  GETTING, 2006;  

VAN DER KRAAN et al., 1998).   

Além dos agonistas endógenos listados acima, os receptores MC podem ligar os 

antagonistas naturais (em realidade, agonistas inversos) proteína Agouti e a proteína 

relacionada ao Agouti (AgRP) (GANTZ; FONG, 2003;  MOUNTJOY et al., 1992). 
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1.2.1 Vias de sinalização dos receptores das melanocortinas 

 

 

Os receptores MC (MC-1 a MC-5) pertencem à família da rodopsina (classe A), e são 

receptores acoplados a proteínas Gs, possuem o domínio amino-terminal voltado para o meio 

extracelular, e o domínio carbóxi-terminal voltado para o meio intracelular (BRZOSKA et al., 

2008;  STAROWICZ; PRZEWLOCKA, 2003).   

Quando ativados, os receptores MC estimulam a enzima AC, aumentando assim a 

formação de adenosina 3',5'-monofosfato cíclico (AMPc), nucleotídeo sintetizado no interior 

da célula a partir do ATP. O AMPc pode se ligar aos dois sítios da subunidade regulatória da 

PKA no citoplasma e liberar a subunidade catalítica, a qual migra para o núcleo, levando à 

fosforilação da CREB (elemento de ligação responsivo ao AMPc), ao aumento da síntese 

proteíca (CARUSO et al., 2012;  ELLIOTT et al., 2004), e  a interações com a proteína 

quinase ativada por mitógeno (MAPK), bem como inibição da degradação do inibidor (IkB 

alpha) do fator de transcrição nuclear kB (NF-kB). Assim, as MC inibem a translocação do 

NF-kB para o núcleo, inibindo, conseqüentemente, a transcrição de vários genes inflamatórios 

(Figura 4).  

 

 

 

Figura 4: Vias de sinalização das melanocortinas (adaptado de LEONE; NOERA; BERTOLINI, 2013). 
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 Os receptores MC podem ativar diferentes vias de sinalização, dependentes e 

independentes de AMPc, como: MAPK, proteína quinase C (PKC), aumento de cálcio 

intracelular seguida da ativação secundária de inositol trifosfato, aumento no influxo de cálcio 

extracelular e transcrição/tradução da Janus quinase (BUGGY, 1998;  EVES; HAYCOCK, 

2010;  GANTZ; FONG, 2003).  

O receptor MC-4 pode acoplar-se às quatro principais classes de proteínas G: Gs, Gq 

(envolvida na ativação da enzima fosfolipase C), Gi (inibitória) e Go (regula canais de cálcio) 

(CHAI et al., 2009;  YANG, 2011). 

Segundo Buggy (1998), pró-linfócitos B (Ba/F3) expressam somente o receptor MC-5 

na membrana. Tem sido observado que α-MSH, ao se ligar ao receptor MC-5 localizado na 

superfície de linfócitos B, fosforila a quinase citoplasmática JAK2, a qual fosforila as 

tirosinas presentes no receptor. Essas tirosinas fosforiladas são capazes de recrutar proteínas 

STATs presentes no citosol (Figura 5). Uma vez fosforiladas, as STATs dimerizam-se e 

translocam-se para o núcleo, onde ativam a transcrição de genes que modulam a inflamação e 

apoptose. Além do α-MSH, os seus análogos sintéticos [Nle
4
 , D-Phe

7
] α-MSH (NDP-α-

MSH) e ACTH (1-24) aumentam a expressão de marcadores dos fatores de transcrição JAK2 

fosforilada, ERK1/2 fosforilada, tirosinas-STAT3 fosforiladas e reduzir os níveis de 

mediadores pró-inflamatórios, no ventrículo esquerdo, em modelo de ratos com 

reperfusão/isquemia miocárdica (OTTANI et al., 2013). É interessante que os efeitos do NDP-

α-MSH sobre o infarto no ventrículo esquerdo reduz após a inibição da ativação das vias 

JAK2 e ERK1/2 (OTTANI et al., 2013) evidenciando, assim, uma importante função dessas 

vias transdutoras de sinal. 
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Figura 5: Via de sinalização JAK/STAT (adaptado de NICOLAS et al., 2013). 

 

 

 Também tem sido demonstrado que receptores MC-1, MC-3, MC-4 e MC-5, quando 

expressos em células HEK293 (células embrionárias de rim humano) , e estimuladas com α-

MSH ou desacetil-α-MSH, medeiam um aumento do íon cálcio intracelular, além de ativar a 

enzima adenilil ciclase (MOUNTJOY et al., 2001). Porém a via exata da transdução do sinal 

do cálcio pela melanocortina e seus receptores ainda não está clara.   

 

1.2.2  Receptores das melanocortinas envolvidos na inflamação 

 

 

Os receptores MC-1, MC-3 e MC-4 inibem a produção e a liberação de mediadores 

inflamatórios em diferentes tecidos, resultando em um efeito anti-inflamatório (CATANIA et 

al., 2004). Evidências sugerem que os receptores MC-1 e MC-3 medeiam o efeito anti-

inflamatório do α-MSH na periferia, enquanto que o receptor MC-4, apesar de ser encontrado 

também em órgãos periféricos, está envolvido nos efeitos anti-inflamatórios centrais do α-
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MSH (CARUSO et al., 2004;  ICHIYAMA et al., 1999;  LAM; GETTING, 2004;  MAASER; 

KANNENGIESSER; SPECHT et al., 2006;  MOUNTJOY et al., 2003). 

Alguns estudos sugerem que grande parte dos efeitos anti-inflamatórios e 

imunomodulatórios do α-MSH são mediados pela ativação dos receptores MC-1 

(AURIEMMA et al., 2012;  LOSER et al., 2010), devido ao fato de que este receptor 

apresenta maior afinidade pelo α-MSH do que pelos outros peptídeos tipo melanocortina 

(MOUNTJOY, 1994). A ligação da α-melanocortina ao receptor MC-1 diminui a translocação 

nuclear do NF-kB (fator de transcrição nuclear), pelo impedimento da degradação de IkB, 

como veremos em detalhe mais adiante (ANDERSEN et al., 2005;  GETTING, 2006). A 

importância do receptor MC-1 na inflamação intestinal tem sido observada, pois 

camundongos nocaute para o receptor MC-1 apresentam exacerbação da inflamação intestinal 

induzida por sulfato de dextrano sódico (MAASER; KANNENGIESSER; KUCHARZIK, 

2006). No entanto, há evidências contrárias na literatura indicando que, mesmo na ausência 

do receptor MC-1, o peptídeo α-MSH injetado sistemicamente pode inibir a ativação do NF-

kB em modelo de inflamação cerebral aguda induzida por LPS (lipopolissacarídeo) 

(ICHIYAMA et al., 1999). Tal achado sugere que os efeitos anti-inflamatórios do α-MSH 

podem ser mediados por outros subtipos de receptores MC, e que na ausência de um subtipo, 

os outros receptores MC tornam-se mais importantes para regular a inflamação. 

Vários estudos têm mostrado que o receptor MC-3 desempenha um importante papel 

nos efeitos anti-inflamatórios do α-MSH (GETTING, 2002;  GETTING et al., 2001;  

GETTING et al., 2003). Giuliani e colaboradores (2006) apontam que o agonista do receptor 

MC-3, γ2-MSH, não possui efeito protetor na isquemia global transitória em gerbilos, apenas 

o peptídeo analógo da melanocortina NDP-α-MSH, o qual ativa principalmente subtipos de 

receptores da melanocortina expressos no SNC (receptor MC-3 e MC-4). Além disso,  o 

bloqueio farmacológico do receptor MC-4 previne os efeitos neuroprotetores do NDP-α-

MSH. Estes dados sugerem que o efeito neuroprotetor do NDP-α-MSH é mediado por 

receptor MC-4.  

Há evidências de que tanto o  α-MSH como o γ-MSH, por meio dos receptores MC-3 e 

MC-4 presentes no SNC, inibem a ativação do eixo hipotalâmico-pituitário-adrenal induzida 

pela IL-1β. Além disso, o pré-tratamento com antagonistas dos receptores MC-3/MC-4 atenua 

significativamente estes efeitos do α-MSH e do γ-MSH (CRAGNOLINI et al., 2004). Outro 

estudo  mostrou que a ligação do α-MSH ao receptor MC-4 diminui a expressão da enzima 
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oxido nítrico sintase (NOS), atenuando a expressão de ciclooxigenase 2 (COX-2) e a 

liberação de prostaglandina E2 (PGE2) em cultura de astrócitos estimulados com 

LPS/interferon gama (IFN-γ)  (CARUSO et al., 2007). 

 

 

1.2.3 Mecanismos neuroprotetores e antiinflamatórios do α-MSH 

 

 

O α-MSH apresenta ação neuroprotetora em muitos modelos de dano neuronal, 

vascular, inflamatório e traumático, considerado um peptídeo neuroimunomodulatório 

endógeno que inibe a inflamação por agir diretamente sobre as células periféricas do 

hospedeiro, células inflamatórias gliais, por modular a liberação de substâncias inflamatórias 

e pela sua ação nos receptores cerebrais que ativam a via anti-inflamatória neural (CATANIA, 

2008;  LIPTON; CATANIA, 1997;  LIPTON et al., 1991). 

A inflamação sistêmica libera citocinas pró-inflamatórias, que agem centralmente 

resultando na liberação do hormônio de liberação da corticotrofina (CRH), presente na 

hipófise anterior. O CRH regula atividade do gene da POMC, o que resulta no aumento da 

produção e secreção de peptídeos derivados da POMC, como: MSH, ACTH e β-endorfina 

(FUKATA; IMURA; NAKAO, 1994;  PECORI GIRALDI; CAVAGNINI, 1998;  

SLOMINSKI et al., 2000). O peptídeo α-MSH liberado na circulação sistêmica, ativa os 

receptores MC presente nos tecidos e atua como anti-inflamatório (CARUSO et al., 2004;  

GIULIANI et al., 2006;  ICHIYAMA et al., 1999). 

A ligação do α-MSH aos receptores MC diminui a expressão de citocinas pró-

inflamatórias, embora também contribua para o aumento da produção da citocina anti-

inflamatória IL-10, a qual reduz a produção de outras citocinas com atividade pró-

inflamatória em macrófagos (BHARDWAJ et al., 1996;  REDONDO et al., 1998). A fim de 

ratificar se a inflamação das vias aéreas é mediada pela produção de IL-10, camundongos 

nocauteados para o gene de IL-10 receberam tratamento com α-MSH e não apresentaram 

efeito na produção de anticorpos contra alérgenos (RAAP et al., 2003). Contudo, o α-MSH 

inibiu a inflamação aguda tanto na presença quanto na ausência da IL-10, sugerindo que a IL-

10 não seja um mediador essencial para os efeitos anti-inflamatórios do α-MSH (LIPTON et 

al., 1999).  
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A inflamação constitui uma resposta tecidual contra lesões que da origem a 

mediadores inflamatórios, basicamente, por meio de duas vias: via das ciclooxigenases 

(COX), que produz prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos; e via das lipooxigenases 

(LOX) que produz leucotrienos e lipoxinas (CAPRA et al., 2013). Alguns estudos têm 

avaliado a influência do α-MSH na via da COX. Cragnolini e colaboradores (2006) 

mostraram que o tratamento com α-MSH (0,1 μg/μL) in vivo inibe o efeito da IL-1β sobre a 

liberação de prostaglandina E2 (PGE2). Por outro lado, a administração de α-MSH, ou de seu 

análogo NDP-α-MSH, não alteram o aumento dos níveis plasmáticos de PGE2 induzido pela 

IL-1β (DAYNES et al., 1987). Hiltz e colaboradores (1992), investigaram se o α-MSH 

poderia inibir a resposta inflamatória induzida pela injeção de IL-1β, IL-6, TNF-α, leucotrieno 

B4 (LTB4), fator de agregação plaquetária (PAF) ou IL-8. O α-MSH inibiu a inflamação 

induzida por IL-1β, IL-6 ou TNF-α. Contudo, mesmo em altas doses, o tratamento com α-

MSH não foi capaz de atenuar o edema induzido por LTB4, PAF e IL-8. Assim, até o 

momento não existe qualquer prova de que o peptídeo α-MSH possa influenciar na cascata do 

ácido araquidônico. 

Um estudo realizado por Clark e colaboradores (1985) mostra que o α-MSH (200-600 

ng,  i.c.v.) 30 minutos após injeção de araquidonato (25 μg, i.c.v.) ou PGE2 (2 μg, i.c.v.) não é 

capaz de atenuar a resposta febril em coelhos. O mesmo efeito é observado por Davidson e 

colaboradores (1992) os quais não observaram efeito antipirético do α-MSH na hipertermia 

induzida pela PGE2. Assim, esses estudos constituem claras evidências de que o α-MSH não 

influencia na cascata do ácido araquidônico, a qual apresenta uma estreita relação com o 

desenvolvimento de convulsões.  

A injeção de um análogo do glutamato, ácido caínico (10 mg/kg, i.p.), em ratos 

machos Sprague-Dawley, ocasiona uma sequência de eventos comportamentais e 

eletrofisiológicos, bem como neurodegeneração no encéfalo (FORSLIN ARONSSON et al., 

2007). Entretanto, a administração de α-MSH (0,5 mg/Kg; i.p.) nos intervalos de tempo de 20 

minutos, 24 e 48 horas após a injeção do ácido caínico, resulta em neuroproteção da camada 

de células piramidais CA1 do hipocampo (FORSLIN ARONSSON et al., 2007). Além disso, 

a administração de α-MSH (i.p.) após um insulto isquêmico reduz a morte de células 

neuronais na camada de células piramidais (CA1) do hipocampo em mais de 30% quando 

comparado aos animais sham (animais que não sofrem insulto isquêmico), e fornece 
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aproximadamente 75% de neuroproteção comparado com animais isquêmicos que receberam 

salina (ARONSSON et al., 2006).     

Também tem sido descrito que a estimulação da PKA induzida por α-MSH em 

culturas de células T helper 1 (THP1) tratadas com acetato miristato de forbol (PMA) causa 

inibição da ativação da quinase p38 e subsequente ativação do NF-kB, bloqueando assim a 

produção de TNF-α induzida por LPS (Figura 6) (YOON et al., 2003). 

 

 

 

Figura 6: Bloqueio da ativação do fator de transcrição nuclear kB (NF-kB) (adaptado de CATANIA, 2008). 

 

 

Apesar das evidências de que a via do NF-kB está envolvida nos efeitos anti-

inflamatórios do α-MSH, se sabe que o α-MSH pode reduzir os níveis de citocinas sem afetar 

a expressão desses receptores, provavelmente por ativar CREB, fator de transcrição presente 

em vários tipos de neurônios no SNC e não envolver a via NF-kB (CARUSO et al., 2010). 

Tem sido sugerido que a ativação da via anti-inflamatória colinérgica mediada pelo 

nervo vago também está envolvida nos efeitos anti-inflamatórios do α-MSH. Bitto e 

colaboradores (2011) observaram que o análogo da melanocortina NDP-α-MSH  reverte o  

acidente vascular encefálico (AVE)hemorrágico em camundongos pela ativação dessa via, 

que envolve a estimulação do receptor MC-4 presente no núcleo motor dorsal do vago. Estes 

receptores provocam a ativação das fibras nervosas vagais que, rapidamente, conduzem à 

liberação de acetilcolina (Figura 7). A acetilcolina liberada ativa receptores colinérgicos 
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nicotínicos que contém a subunidade alfa-7 em macrófagos e outras células do sistema 

imunológico, inibindo a síntese e liberação de citocinas inflamatórias (BITTO et al., 2011;  

GIULIANI et al., 2010;  GUARINI et al., 2004). Assim, o efeito benéfico das melanocortinas 

em modelos de AVE sugere que as melanocortinas e os receptores MC-4 podem ser alvos 

promissores para o tratamento desta condição patológica. 

 

 

 

Figura 7: Via antiinflamatória colinérgica mediada pelo nervo vago (adaptado de GIULIANI et al., 2010). 

 

 

1.2.4 α-MSH como opção terapêutica  

 

 

Na clínica médica não existem estudos sobre o efeito terapêutico do α-MSH sobre 

crises epiléticas.  Contudo, há alguns estudos que investigaram o efeito de fragmentos do α-

MSH sobre as crises epiléticas de crianças. Neste sentido, o peptídeo ORG-2766, fragmento 

4-9 da sequência do ACTH e do desacetil-α-MSH, não atenuou a frequência de convulsões 

em quatro crianças que apresentavam convulsão intratável  (PENTELLA; BACHMAN; 

SANDMAN, 1982). Além disso, o tratamento com o fragmento ACTH 4-10, o qual 
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corresponde ao fragmento desacetil-α-MSH 4-10,  não diminui a frequência das convulsões 

ou o padrão de eletroencefalograma (EEG) de crianças epiléticas (WILLIG; LAGENSTEIN, 

1980).    

O α-MSH tem sido proposto como um possível tratamento para um grande número de 

doenças da clínica médica, uma  vez que possui atividades biológicas que incluem: a redução 

do comportamento alimentar e da inflamação, indução da pigmentação da pele, ação 

antipirética, efeitos regenerativos no cérebro, efeito facilitador do aprendizado e da memória,   

efeito sobre funções cardiovasculares, sexual e dor neuropática (BECKWITH et al., 1977;  

CATANIA et al., 2004;  NI et al., 2006;  VRINTEN et al., 2001). 

O α-MSH e os outros peptídeos derivados da POMC são biologicamente instáveis, 

sendo facilmente hidrolisados por proteases (HRUBY et al., 2011). Embora ativo, o α-MSH 

apresenta uma meia-vida curta, de aproximadamente 20 a 25 minutos, em humanos 

(ASHTON et al., 1977;  REDDING et al., 1978) e de 90 minutos em coelhos (RUDMAN et 

al., 1983).  

 

 

1.3 Epilepsia 

         

 

 A etimologia do vocábulo epilepsia tem origem dos povos antigos que acreditavam 

que os epiléticos eram possuídos por maus espíritos e demônios. Aproximadamente, entre 400 

a.C. (antes de Cristo) e 200 d.C. (depois de Cristo), Hipócrates, acompanhado por Arateus, 

Celsus e Plínius, focaram seus estudos na identificação da epilepsia como uma disfunção do 

cérebro. Portanto, a partir dessa época a definição da condição epilética passou a ser de 

natureza clínica (ENGEL; PEDLEY, 2008;  SHORVON, 2007;  VANEY, 1989). 

        Epilepsia é uma disfunção cerebral caracterizada por uma predisposição persistente de 

gerar crises epiléticas, que apresenta como conseqüências alterações neurobiológicas, 

cognitivas, psicológicas e sociais. Para que a disfunção seja caracterizada como epilepsia é 

necessária a ocorrência de pelo menos uma crise epilética. Define-se como crise epilética a 

ocorrência transitória de sinais e/ou sintomas gerados por uma atividade neuronal sincrônica e 

excessiva (FISHER et al., 2005). Considerada uma disfunção neurológica crônica, a epilepsia 

afeta aproximadamente 50 milhões de pessoas em todo o mundo, sendo que desses, 80% 
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encontram-se nos países em desenvolvimento, principalmente devido a infecções parasitárias 

(neurocisticercose), infecção intracraniana ocasionada por vírus ou bactérias, 

tocotraumatismo, traumatismo crânio encefálico, agentes tóxicos e fatores hereditários   

(SENANAYAKE; ROMAN, 1993; CREMER et al., 2009; PITKÄNEN; 

SCHWARTZKROIN; MOSHÉ, 2006; OMS, 2012). 

As causas da epilepsia são diversas, e abrangem desde defeitos no desenvolvimento do 

encéfalo, decorrentes de displasias ou neurônios corticais ectópicos, até mutações genéticas, 

como defeitos nos canais iônicos ou distúrbios metabólicos. Entretanto, a maioria das causas 

ainda é desconhecida (CREMER et al., 2009;  VEZZANI et al., 2011). Sendo assim, tanto 

uma diminuição na atividade dos neurônios inibitórios quanto um aumento na atividade dos 

neurônios excitatórios são os prováveis mecanismos responsáveis pelo início da crise 

convulsiva. Porém, estes estados de excitabilidade aumentada, condições importantes tanto 

para a geração de uma crise convulsiva quanto para a epileptogênese, podem ter outros fatores 

desencadeantes, como processo inflamatório no SNC, com liberação de citocinas e 

quimiocinas (KLEEN; HOLMES, 2008). Estudos recentes extrapolam esses conceitos 

clássicos e mostram que tanto crises agudas como a epileptogênese podem iniciar com um 

processo inflamatório (FABENE; BRAMANTI; CONSTANTIN, 2010;  KLEEN; HOLMES, 

2008;  VEZZANI et al., 2011). 

 

 

1.4 Crises epiléticas e inflamação 

 

 

1.4.1 Inflamação 

 

 

A inflamação é uma resposta fisiopatológica a uma agressão, infecção ou estresse 

biológico, normalmente desencadeado por patógenos invasores ou por dano celular, 

provocado mesmo em condições estéreis (WALKER; SILLS, 2012). A inflamação consiste na 

liberação de moléculas inflamatórias (citocinas e quimiocinas), geradas, inicialmente, pela 

ativação de macrófagos, mastócitos, células NK (natural Killer) que fazem parte da imunidade 

inata (VEZZANI et al., 2011).   
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A inflamação é uma reação complexa em tecidos que consiste principalmente nas 

respostas dos vasos sanguíneos e leucócitos. As principais defesas do organismo contra 

invasores estranhos são as proteínas plasmáticas e os leucócitos circulantes, assim como os 

fagócitos teciduais, que são derivados de células circulantes. A presença de proteínas e 

leucócitos no sangue dá a eles a habilidade de alcançarem qualquer local onde eles possam ser 

necessários. Devido aos invasores como micro-organismos e células necróticas estarem 

presentes nos tecidos, fora da circulação, isto resulta no fato de que as células circulantes e as 

proteínas têm de ser rapidamente recrutadas para estes locais extravasculares. A resposta 

inflamatória coordena as reações dos vasos, leucócitos e proteínas plasmáticas (KUMAR et 

al., 2010). 

As reações vasculares e celulares da inflamação são disparadas por fatores solúveis 

que são produzidos por várias células ou derivadas de proteínas do plasma e são ativadas em 

resposta ao estímulo inflamatório. Micro-organismo, células necróticas podem desencadear a 

produção de mediadores inflamatórios e então provocar a inflamação (KUMAR et al., 2010). 

Vários mediadores participam da resposta inflamatória, incluindo: quimiocinas, citocinas (IL-

1, IL-6, TNF-α), peptídeo como a bradicinina, tromboxanos, prostaglandinas, prostaciclinas, 

leucotrienos, entre outras (MANTOVANI et al., 2011;  SERHAN et al., 2007;  VEZZANI; 

FRIEDMAN; DINGLEDINE, 2013). Tais mediadores iniciam e amplificam a resposta 

inflamatória e determinam sua gravidade e manisfestações clínicas e patológicas (KUMAR et 

al., 2010). 

A via dos eicosanóides tem sido implicada na gênese e/ou propagação de crises 

epiléticas.  A produção de eicosanóides se inicia a partir da liberação dos fosfolipídios de 

membrana pela ação da enzima fosfolipase A2, que pode ser ativada por estímulos mecânicos, 

físicos e/ou produzidos por diversos mediadores (AKIBA; SATO, 2004).  Assim, o ácido 

araquidônico (ácido graxo presente de forma esterificada nas membranas celulares) é 

liberado, servindo de substrato para a produção de mediadores inflamatórios por meio de duas 

vias: 1) Via da ciclooxigenase (COX), que produzem prostaglandinas, prostaciclinas e 

tromboxanos e 2) Via da lipooxigenase (LOX), a qual produz leucotrienos e lipoxina (Figura 

8) (CAPRA et al., 2013). 
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Figura 8: Metabolismo do ácido araquidônico (adaptado de MEIRER; STEINHILBER; PROSCHAK, 2013). 

 
 

 A inflamação também pode ter origem auto-imune e resultar em uma lesão tecidual no 

qual os títulos de auto-anticorpos ou de linfócitos T auto-reativos estão aumentados. As auto-

inflamações constituem um amplo espectro de doenças auto-imunes, tendo em uma das 

extremidades a resposta direcionada contra um único órgão ou tecido, resultando em doença 

órgão-específico e, na outra extremidade, as reações auto-imunes contra antígenos 

disseminados, causando uma doença generalizada sistêmica (KUMAR et al., 2010). Neste 

sentido, crises associadas a doenças auto-imunes, como por exemplo pacientes com lupus 

eritematoso sistêmico e encefalopatia de Hashimoto (BIEN; SCHEFFER, 2011), também têm 

sido descritas, constituindo evidência adicional do envolvimento do sistema imune no 

desenvolvimento de crises, além dos já conhecidos aumentos de citocinas IL-6, IL-1beta e 

TNF-alfa induzidos pela administração de agentes pró-inflamatórios.  
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1.4.2 Mecanismos inflamatórios na convulsão 

 

 

A inflamação pode facilitar e/ou exacerbar as convulsões, embora o mecanismo exato 

pelo qual isso acontece ainda não esta totalmente esclarecido. Uma das hipóteses propostas, é 

que a inflamação desencadeie respostas imunológicas através do reconhecimento de padrões 

moleculares associados ao dano (DAMPs) e padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs), como por exemplo, a HMGB1 (proteínas do grupo box-1 de alta mobilidade) e LPS 

(CREMER et al., 2009;  DEDEURWAERDERE et al., 2012;  MAROSO et al., 2010;  

MATSUO et al., 2006;  RODGERS et al., 2009). 

Estudos têm demonstrado que o LPS pode facilitar convulsões induzidas por 

pilocarpina, por ligar-se a receptores de reconhecimento padrão (PRRs), como os receptores 

toll-like (TLR-4) e receptores de produtos finais de glicação avançada (advanced glycation 

end products receptors  - RAGE). Esse efeito facilitatório das convulsões é revertido por 

ifenprodil, o qual exerce sua ação por bloqueio dos receptores NMDA, sugerindo, assim, o 

envolvimento desses receptores nas convulsões induzidas por LPS (Figura 9) (MAROSO et 

al., 2010;  MATSUO et al., 2006;  RODGERS et al., 2009). 

           Essa associação entre DAMPS ou PAMPS e PRRs, desencadeia um aumento na 

produção de citocinas e ativação de receptores, como por exemplo, o receptor para IL-1 (IL-

1Ra), cujo antagonismo diminui as convulsões induzidas por LPS. Também tem sido 

demonstrado que a superexpressão de TNF-α e IL-6 no cérebro de camundongos estão 

associadas à presença de convulsões espontâneas esporádicas (AKASSOGLOU et al., 1997;  

CAMPBELL et al., 1993). Além disso, camundongos transgênicos que superexpressam IL-6 

em astrócitos apresentam maior suscetibilidade ao desenvolvimento das convulsões induzidas 

por agonistas glutamatérgicos (SAMLAND et al., 2003) e convulsões espontâneas 

(AKASSOGLOU et al., 1997;  CAMPBELL et al., 1993). Já se sabe também, que a atividade 

convulsiva provocada por bicuculina está relacionada com a superexpressão da IL-1β 

(LIBRIZZI et al., 2012). E que injeção intrahipocampal de ácido caínico induz aumento na 

imunoreatividade da IL-1β em astrócitos (BALOSSO et al., 2008). 

           Oliveira e colaboradores (2008), mostraram que PGE2 possui um papel importante em 

convulsões. A administração de anticorpos monoclonais anti-PGE2 atenua as convulsões 

induzidas por PTZ. Além disso, a injeção i.c.v. de PGE2 facilita o aparecimento das 
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convulsões induzidas por este agente convulsivante, bem como por ácido metilmalônico 

(SALVADORI et al., 2012), e diminui a atividade da enzima Na+,K+-ATPase no hipocampo 

de ratos (OLIVEIRA et al., 2009). 

 

 

 

Figura 9: Hipótese da sinalização da inflamação (Adaptado de KLEEN; HOLMES, 2010). 

 

 

Nos últimos anos muitas evidências têm sustentado a hipótese de que a presença de 

processos inflamatórios no cérebro pode constituir um mecanismo comum e fundamental na 

fisiopatologia das convulsões e da epilepsia (DEDEURWAERDERE et al., 2012;  VEZZANI 

et al., 2011). Apesar da grande variedade de medicamentos antiepiléticos disponíveis 

comercialmente, cerca de um terço dos pacientes com epilepsia não responde à terapia 

farmacológica (PERUCCA; FRENCH; BIALER, 2007). Isso tem despertado o interesse em 

pesquisas com foco nas estratégias anti-inflamatórias com atividade anticonvulsivante 

(DEDEURWAERDERE et al., 2012;  RAVIZZA; BALOSSO; VEZZANI, 2011). 
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1.4.3 Canais iônicos ativados por hiperpolarização e controlados por nucleotídeos cíclicos 

(HCN) 

 

 

 Os canais iônicos ativados por hiperpolarização e controlados por nucleotídeos 

cíclicos (HCN) têm a função de controlar a excitabilidade neuronal, potenciais sinápticos de 

integração dendrítica, transmissão sináptica, e atividade oscilatória rítmica em neurônios 

individuais e redes neuronais. A corrente associada à abertura desses canais, designada Ih, está 

presente em células excitáveis, incluindo neurônios, células marca-passo cardíaco, e 

fotorreceptores. Dentre as características da Ih estão a ativação por hiperpolarização da 

membrana, permeabilidade a Na
+
 e K

+
, ativação destes canais por ligação direta de 

nucleotídeos cíclicos (HOFMANN; BIEL; KAUPP, 2005; BIEL et al., 2009). Evidências 

experimentais indicam que esses canais são altamente expressos no SNC e contribuem para 

mecanismos de epilepsia e dor (BENARROCH, 2013; MARCELIN et al., 2009). De fato, tem 

sido relatado tanto aumento como redução na expressão dos canais HCN em diferentes 

modelos animais de epilepsia do lobo temporal, assim como na epilepsia em humanos 

(OLIVEIRA et al., 2011) o que é compatível com a condutância destes canais tanto ao 

potássio como ao sódio.  Além disso, em tipos específicos de neurônios, a expressão de canais 

HCN2 têm importante função na modulação da geração de potenciais de ação, em resposta a 

mediadores inflamatórios, como a PGE2, a qual aumenta a produção de AMPc (EMERY; 

YOUNG; MCNAUGHTON, 2012). Portanto, em neurônios o aumento do AMPc está 

associado a abertura dos canais HCN e a despolarização (BENARROCH, 2013). 

 O α-MSH se liga em receptores MC acoplados a uma proteína Gs, ativando a adenil 

ciclase, e aumentando a produção de AMPc em células gliais (GANTZ; FONG, 2003; 

BRZOSKA et al., 2010). O aumento de AMPc induzido por α-MSH parece reduzir a 

atividade do NF-kB por três mecanismos distintos: 1) indução da transcrição do IkB por 

mecanismos dependentes de CREB; 2) bloqueio da atividade da enzima IkB quinase (IKKβ) 

prevenindo a fosforilação do IkB e a sua degradação; 3) por aumentar os níveis intracelulares 

de IkB, por interferir na ubiquitinilação e/ou subsequente degradação pelo proteossoma 

(GERLO et al., 2011).  
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Figura 10: Representação esquemática do efeito do AMPc sobre atividade do NF-kB (Adaptado de GERLO et 

al., 2011).  

 

 

1.5 Modelos experimentais de convulsão 

 

 

   Modelos animais são bastante utilizados para estudos da fisiopatologia do processo 

convulsivo, pois reproduzem alterações comportamentais, eletroencefalográficas e 

neuroquímicas que são semelhantes à epilepsia em humanos (BEN-ARI; TREMBLAY; 

OTTERSEN, 1980). Uma variedade de modelos animais tem sido desenvolvida. Entre eles, 

destacam-se modelos genéticos (que desenvolvem crises espontâneas ou por estímulo 

sensorial), modelos elétricos (como o abrasamento e eletrochoque) e modelos farmacológicos, 

como os que usam ácido caínico, pilocarpina, penicilina, 4-aminopiridina, toxina colérica, 

bicuculina, picrotoxina, PTZ (BIDMON et al., 2008). Em nosso estudo optamos pelo PTZ e 

pilocarpina, dois modelos farmacológicos agudos de crise, sendo analisada a latência para o 

primeiro episódio mioclônico e para a crise generalizada tônico-clônica. As crises induzidas 

por PTZ são associadas a um grau variável de ruptura da barreira hematoencefálica 

(LORENZO et al., 1975), podendo ser inibidas por agentes anti-inflamatórios (OLIVEIRA et 

al., 2008), enquanto, o status epileticus (SE) induzido pela pilocarpina depende diretamente 

do aumento da permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE) (MARCHI et al., 2009).  
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1.5.1 Pentilenotetrazol (PTZ) 

 

 

O PTZ é um estimulante do SNC, e tem sido utilizado como um agente indutor de 

crises, sendo utilizado tanto em modelos experimentais de epilepsia agudos quanto crônicos 

(LOSCHER, 2009).  O PTZ é um antagonista do receptor GABAa (ácido gama-

aminobutírico), um receptor acoplado a um canal permeável a cloreto, cuja ativação provoca 

hiperpolarização localizada na membrana neuronal, o que torna o neurônio refratário a 

estímulos despolarizantes (CREMER et al., 2009). 

O PTZ tem sido utilizado experimentalmente tanto em pesquisas com foco na 

fisiopatologia das crises convulsivas, quanto na identificação de fármacos que possam inibir 

e/ou diminuir a suscetibilidade para crises. Algumas das principais vantagens do modelo do 

PTZ são o curto período de latência para crise generalizada tônico-clônica, a mínima 

degeneração neuronal e alto valor preditivo de eficácia clínica das drogas anticonvulsivantes 

identificadas por este modelo (ENGEL; PEDLEY, 2008; CREMER et al., 2009). 

As doses de PTZ administradas nos modelos animais de convulsões variam entre os 

autores. Comumente estão entre 30 a 110 mg/kg. Quando o objetivo é induzir uma única crise 

convulsiva, a dose é aplicada uma só vez, enquanto que, para a indução de convulsões repetidas 

como no modelo do abrasamento químico, são administradas doses repetidas, em concentrações 

subconvulsivantes, em diferentes intervalos de tempo como de 24 em 24 ou de 48 em 48 horas. 

O tratamento varia de 2 a 8 semanas (ENGEL; PEDLEY, 2008; CREMER et al., 2009). 

 

 

1.5.2 Modelo de crise aguda por pilocarpina 

 

 

A pilocarpina é um alcalóide extraído das folhas da Pilocarpus jaborandi e Pilocarpus 

microphillus (Figura 10), plantas encontradas nas florestas da América do Sul. O modelo da 

pilocarpina, descrito pela primeira vez por Turski e colaboradores (1983), é considerado um 

dos três modelos químicos mais utilizados no estudo da epilepsia. A pilocarpina ativa 

receptores colinérgicos muscarínicos do subtipo M1 (BYMASTER et al., 2003;  HAMILTON 

et al., 1997), localizado na camada do córtex entorrinal. A ativação desse subtipo de receptor 
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muscarínico amplia o influxo de cálcio, causando uma despolarização da membrana e 

repetidos disparos dos neurônios, acompanhado de atividade pós-sináptica (KLINK; 

ALONSO, 1997).   

As crises induzidas por pilocarpina iniciam-se no hipocampo e se propagam para a 

amigdala e neocórtex (TURSKI et al., 1983). As crises manifestam-se por movimentos 

orofaciais, salivação, piscar de olhos, movimentos de vibrissas, bocejos seguidos por 

movimentos clônicos da cabeça e crise motora límbica (CAVALHEIRO et al., 1991).  Na 

primeira fase denominada de fase aguda, os animais apresentam hiperatividade, tremores e 

clonias de patas nos primeiros 5 minutos (HIRSCH; BARAM; SNEAD, 1992). Este 

comportamento é seguido pelo aumento na atividade motora culminando em SE em torno de 

30 a 40 minutos após a administração. 

Estudos têm revelado que a pilocarpina induz elevação dos níveis de glutamato no 

hipocampo, levando ao aparecimento de convulsões. Devido à atividade neuronal intensa 

provocada pela estimulação de receptores M1, sugere-se que as convulsões são mantidas pela 

ativação de receptores NMDA promovendo ações excitotóxicas no hipocampo e estruturas 

adjacentes (NAGAO; ALONSO; AVOLI, 1996;  SMOLDERS et al., 1997). É importante 

enfatizar que o SE induzido pela pilocarpina é altamente dependente da ruptura da BHE 

(MARCHI et al., 2007), assim como da inflamação sistêmica e central (MARCHI et al., 

2009). Portanto, esse modelo é provavelmente mais sensível a ação de drogas com perfil anti-

inflamatório, como o proposto para o α-MSH. 

 

 

 

Figura 11: Estrutura molecular da pilocarpina.   
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

 Avaliar o efeito do α-MSH  sobre as convulsões induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) 

e pilocarpina em camundongos. 

 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

 

1. Investigar o efeito da administração intraperitoneal ou intracerebroventricular de α-MSH 

sobre a latência para primeira mioclonia; latência para a convulsão generalizada (tônico-

clônica); número de convulsão, duração e gravidade das convulsão induzidas por PTZ em 

camundongos;  

 

 

2. Investigar o efeito da administração intraperitoneal ou intracerebroventricular de α-MSH 

sobre a latência para a convulsão generalizada (tônico-clônica); número de convulsão, 

duração e gravidade das convulsão induzidas por pilocarpina em camundongos;  
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Artigo Científico 
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3.2 Dados adicionais 

 

3.2.1 Materiais e Métodos  

 

 Camundongos machos adultos Swiss (28 ± 3 g), acondicionados dez por caixa, 

mantidos em ambiente sob luz controlada (12-h ciclo claro/escuro, 24±1 °C, 55% umidade 

relativa) e livre acesso a água e comida (Guabi, Santa Maria, Brasil). Todos os animais foram 

provenientes do biotério da Universidade Federal de Santa Maria, RS. 

 

 

3.2.2 Resultados 

 

 
Figure 1: The effect of phenobarbital (Pheno, 20 mg/kg, p.o.) on pentylenetetrazol-induced seizure in mice. 

Pheno (20 mg/kg, p.o.) was administered 30 minutes prior to PTZ injection (60 mg/kg, i.p.). (A) Latency to 

myoclonic jerks; (B) latency to generalized tonic-clonic seizures and (C) total time spent seizing (C). Data were 
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analyzed by non parametric Mann Whitney test, and the results are presented as median and interquartile range 

for n=4-6 in each group. 

 

 

 

 
 

 

Figure 2: The effect of phenobarbital (Pheno, 20 mg/kg, p.o.) on pilocarpine-induced seizure in mice. Pheno (20 

mg/kg, p.o.) was administered thirty minutes prior to the injection of pilocarpine (370 mg/kg, i.p.). (A) Latency 

to generalized tonic-clonic seizures and (B) total time spent seizing. Data were analyzed by non parametric 

Mann Whitney test, and the results are presented as median and interquartile range for n=4-6 in each group. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

O α-MSH parece apresentar efeito satisfatório no controle da inflamação tanto no 

sistema nervoso central quanto periférico. Atualmente, uma das estratégias terapêuticas 

alternativas propostas para o tratamento da epilepsia tem sido a utilização de fármacos anti-

inflamatórios, devido ao número crescente de evidências clínicas e experimentais que 

demonstram uma estreita relação entre a presença de inflamação central e periférica e o 

desenvolvimento da epilepsia (CREMER et al., 2009;  DEDEURWAERDERE et al., 2012;  

FABENE et al., 2010;  PERUCCA et al., 2007;  VEZZANI et al., 2011;  VEZZANI; 

FRIEDMAN, 2011). Em virtude disso, a hipótese do presente trabalho foi que o tratamento 

com α-MSH pode atenuar e/ou inibir os episódios convulsivos induzidos por PTZ e por 

pilocarpina. Nesse estudo, foi demonstrado que α-MSH não modifica as convulsões induzidas 

por esses agentes convulsivantes. Os  dados obtidos nesta pesquisa apresentam abordagem 

metodológica cuidadosa, com curva de dose-efeito para cada via testada (i.c.v. ou sistêmico). 

Assim, os resultados negativos não podem ser atribuídos ao uso de doses ineficazes ou a uma 

possível incapacidade do α-MSH de atravessar a BHE (que é superada pela injeção i.c.v.). 

Também foram testados diferentes tempos entre a administração de α-MSH e dos agentes 

convulsivantes, uma vez que a ausência de efeito do α-MSH poderia ser devido à sua 

degradação durante este período. Também foi mostrado que animais injetados com α-MSH 

apresentam uma síndrome caracterizada por bocejos e contorções abdominais, indicando a 

presença do α-MSH em concentrações biologicamente ativas, no encéfalo, em todos os 

experimentos realizados pela via i.c.v.  

Também foram realizados experimentos para verificar o efeito de uma droga 

anticonvulsivante clássica, o fenobarbital, nos mesmos modelos experimentais, com os 

mesmos protocolos, a fim de demonstrar a eficácia dos modelos utilizados para identificar 

drogas com comprovada atividade anticonvulsivante. A análise dos resultados mostrou que o 

fenobarbital aumenta a latência para mioclonia, e para as crises generalizadas tônico-clônicas, 

bem como diminui a duração das crises, como bem estabelecido na literatura (TURSKI et al., 

1987; MANDHANE et al., 2007).  

Além disso, foi avaliado o efeito do α-MSH sobre o conteúdo hipocampal de IL-1β. A 

partir da análise dos dados obtidos observou-se que α-MSH não altera os níveis dessa citocina 
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no hipocampo sugerindo, assim, que nos modelos testados de indução de crises o α-MSH não 

é capaz de modificar a resposta inflamatória. 

Por fim, e de se ressaltar que a ausência do efeito anticonvulsivante desse peptídeo nos 

modelos experimentais do PTZ e pilocarpina não exclui a possibilidade de que tal efeito possa 

ser vislumbrado em outros modelos de indução de crises. Dessa forma, nossos resultados são 

contundentes no sentido que, pelo menos nos modelos aqui avaliados, o α-MSH claramente 

não apresenta atividade anticonvulsivante. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

1. A administração intraperitoneal ou intracerebroventricular de α-MSH não alterou a latência 

para primeira mioclonia; latência para a crise generalizada (tônico-clônica); número de crises, 

duração ou gravidade das crises induzidas por PTZ em camundongos;  

 

 

2. A administração intraperitoneal ou intracerebroventricular de α-MSH não alterou a latência 

para a crise generalizada (tônico-clônica); número de crises, duração ou gravidade das crises 

induzidas por pilocarpina em camundongos;  
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