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INTRODUCAO

A epilepsia € uma condicdo crbnica de etiologia diversa, caracterizada por crises
repetidas, devido a uma descarga excessiva neuronal. No modelo de epilepsia induzido por
pilocarpina pode ser observado varias alteragdes neuroquimicas. Essas alteracdes podem
estar envolvidas diretamente nos mecanismos fisiopatolégicos responsaveis pela
epileptogénese, no entanto, esses mecanismos ainda n&o foram completamente estabelecidos.

As principais alteragBes histopatolégicas identificadas durante a fase aguda desse
modelo sdo a perda neuronal, a gliose e a degeneracao vacuolar tipica, em varias estruturas
cerebrais (hipocampo, cértex fronto-parietal e corpo estriado). A apoptose pode apresentar um
papel essencial nessas alteragcbes (NAKAMURA; LIPTON, 2009). Uma das principais
implicacBes clinicas do processo de apoptose nas doengas neurodegenerativas € a producao
de radicais livres e a perda neuronal. Ao contrario dos radicais livres, compostos antioxidantes
parecem proteger as células neuronais contra apoptose. Contudo, ainda permanecem
indeterminados os mecanismos envolvidos na atividade antiapopt6tica do &acido lipdico, quais

as vias celulares envolvidas nesse processo durante as convulsdes induzidas por pilocarpina.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (2 meses de idade, 250-280 g),
provenientes do Biotério Central da UFPI. Durante todos os experimentos, 0os animais foram
mantidos em gaiolas de acrilico, em condi¢bes ambientais semelhantes, com ciclo claro/escuro
alternado de 12 h, recebendo ragdo padrdo tipo Purina e 4gua ad libitum. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da UFPI.

Todos os grupos fora observados durante 24h e em seguida eutanasiados. Os animais
controles foram tratados com solucédo salina 0.9% (i.p.). Os grupos AL10 e AL20 foram tratados
com acido lipéico (20 mg/kg, i.p.). Ja o grupo AL20 + P400 os animais foram pré-tratados com
acido lipoico (20mg/kg, i.p.) e 30 min apds essa administracéo foram tratados com pilocarpina
(400 mg/kg, i.p.). E no dltimo grupo, os animais foram tratados com pilocarpina (400 mg/kg,
i.p.). Os animais desse grupo que apresentaram convulsédo, estado epiléptico e sobreviveram
ao periodo de observacao foram eutanasiados.

Para a avaliacdo dos efeitos do AL nas altera¢gBes histopatolégicos os animais que
apresentarem convulsdo, estado epiléptico e sobreviveram apds o periodo de observacdo
foram decapitados, os seus cérebros removidos e fixados em formalina a 10% por 72 h para
serem submetidos as andlises histopatolégicas (BUREAU et al.,, 1994). A toxicidade
mitocondrial foi avaliada pelo método de MTT (PRICE; MCMILLAN, 1982), a caracterizagdo da



presenca ou ndo de apoptose por da técnica de microscopia de fluorescéncia (MEILHAC et al.,
1999), da atividade da caspase-3, dos contetdos dos cit c, AIF e Bid (NAPOLI et al., 2000).

Os resultados que obedecerem a uma distribuicdo paramétrica foram analisados pela
ANOVA e pelo t-Student Newman Keuls como post hoc teste através do programa GraphPad
Prism verséo 5.00 para Windows, San Diego California USA, Copyright (c) 1994-1999.

RESULTADOS

Os resultados mostram que, quando administrado AL na dose (20 mg/kg), 30 min antes
da pilocarpina, o acido lipéico reduz em 50% o percentual de animais convulsionados aumenta
em 154% a laténcia para a primeira convulsdo (LPC) e a taxa de sobrevivéncia em 60%.

Nenhum dos animais que receberam injec8es apenas de solucéo salina (controle) ou
acido lipéico demonstrou convulsGes ou alteracbes histopatolégicas no hipocampo. No
entanto, a perda neuronal, gliose e degeneracdo vacuolar tipica sdo observadas na regido do
hipocampo nos animais tratados com pilocarpina. E relevante que alteragdes histopatoldgicas
nado foram observadas no hipocampo do grupo tratado com acido lipbico + pilocarpina.

Tabela 1: Efeito do pré-tratamento com AL apds convulsfes induzidas por pilocarpina.

Grupos LPC Taxa de Convulsdo Taxade sobrevivéncia n
(min) (%) (%)

Pilocarpina 35,00 £ 0,70 60 40 24

AL + Pilocarpina 89,00 + 1,95° 10° 100° 24

AL 00 00*° 100° 24

Os resultados para LPC foram expressos em minutos como média + SEM. Os resultados da taxa
de convuls@es e sobrevivéncia foram expressos em porcentagem do nimero de animais de cada grupo
experimental. ®p<0,0001, comparado ao grupo pilocarpina; ”p<0,0001, comparado ao grupo AL +
pilocarpina (x* -teste).®p<0,0001, comparado ao grupo pilocarpina (ANOVA e Student-Newman-Keuls
como post hoc teste).

Na analise histopatolégica, 24 h ap6s as convulsdes, as células hipocampais foram
significativamente aumentadas, no grupo tratado previamente com AL, em comparagdo com
grupo tratado com pilocarpina (p<0,001) (Fig. 1). Os neurdnios das regides CAl e CA3, 24 h
apos as convulsdes, foram significativamente aumentados no grupo tratado com AL +
pilocarpina em comparagdo com o grupo pilocarpina. A analise semi-quantitativa de
sobrevivéncia CAl e CA3 (p<0,001) das células coradas em hematoxilina e eosina (HE) foi

significativamente maior no grupo AL (Fig. 2).

Fig. 1: Reducéo da morte celular no hipocampo pelo AL.

A comparacao da gravidade da leséo foi expressa como média + E.P.M de escores de danos com base
em uma escala de zero (nenhum) para 100 (total) de percentagem de comprometimento do hipocampo. A
lesdo cerebral foi considerada quando pelo menos 50% de comprometimento do hipocampo. Imagens
(100 x) mostradas a partir de experimento representativo de n = 5. Legendas: A: grupo salina; B: grupo
pilocarpina, e C: grupo AL+ pilocarpina.
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Fig. 2: Analise semi-quantitativa de células TUNEL positivas nos CA1 e CA3 no hipocampo dos ratos
tratados com AL e pilorcapina. ®p<0,0001 comparado com grupo pilocarpina), bp<0,0001 comparado
com grupo pilocarpina (t-Student-Newman-Keuls-teste).

Na analise de Western blot, a imunorreatividade do citocromo c foi evidenciada na
fracdo citosolica de ratos apds convulsdo, enquanto que a imunorreatividade do citocromo ¢ em
fracdo citosélica do grupo controle ndo foi detectada. A quantidade de citocromo c foi
significativamente reduzida no grupo tratado com AL apés a convulséo (Fig. 3).

A administragdo apenas de AL ndo alterou a quantidade de citocromo c de
mitocéndrias no grupo controle. Em contraste, nos ratos tratados com AL e pilocarpina houve
uma diminuicdo da imunoreatividade do citocromo c. Na andlise de Western blot, o AlF
mitocondrial no grupo tratado com pilocarpina aumentou apés as convulsées. Considerando o
AIF nos ratos tratados com o AL houve uma diminuicdo, apds as convulsées. A quantidade de
AIF nos ratos tratados com o AL foi significativamente reduzida (p<0,001) (Fig. 3).

A quantidade total da caspase-3 foi significativamente reduzida nos ratos pré-tratados
com o AL em comparacdo aos ratos que apresentaram convulses. A atividade da caspase 3
foi significativamente diminuida em ratos tratados com o AL em comparacdo aos ratos que
apresentaram convulsdo em 24 h apés a administracdo de pilocarpina (p<0,05). No entanto,
ndo houve diferenca significativa nessa atividade entre grupo tratado com salina ou AL (Fig. 4).

A quantidade de fragmentacdo de DNA foi significativamente diminuida pelo tratamento
com o acido lipéico em comparacdo com ratos tratados com pilocarpina. Além disso, a
fragmentagcé@o do DNA apoptético foi significativamente menor no grupo tratado com AL (Fig.4).
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Fig. 3: Reducdo do citocromo c e translocagdo Fig.4: A inibicdo das vias caspase-dependente e
nuclear de AIF a partir da mitocondria pelo AL. independente no hipocampo apos o tratamento com
AL e pilocarpina.
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Discusséo
Todos os animais estudados apresentaram convulsdes tdnico-clénicas generalizadas

com estado de mal epiléptico. Todos os animais pré-tratados com o acido lipéico selecionados
para este estudo foram observados entre 1 e 24 h ap6s administracéo de pilocarpina.

Os resultados mostram que quando administrado em uma dose de 20 mg/kg antes
de pilocarpina , o AL reduz o percentual de animais que convulsionam, ha um aumento da LPC
e da taxa de sobrevivéncia, em comparacdo com o grupo pilocarpina. O AL apresenta um
efeito anticonvulsivante, e pode melhorar alguns pardmetros relacionados com as convulsdes.

Em primeiro lugar, o AL reduziu a fragmentacédo do DNA apdés convulsdo. Em segundo
lugar, AL inibe tanto a via caspase-dependente (citocromo c e posterior clivagem da caspase) e
vias independentes (translocacdo nuclear do AIF) apds convulsées induzidas por pilocarpina.
Relatos recentes demonstram que ha translocacdo nuclear do AlF durante as
convulsdes (CHEUNG et al., 2005). Tanto a via de morte celular caspase-independente quando
a caspase-dependente (HENSHALL et al., 2000), estdo envolvidas na convulsdo e ambas as

vias séo inibidas pelo tratamento com o AL (LOVELL et al., 2003).

Concluséo
Em suma, podemos sugerir que o acido lipdéico pode apresentar um efeito
neuroprotetor contra a morte celular no hipocampo de ratos apds convulsdes induzidas por

pilocarpina, por meio da inibi¢cdo das vias apoptéticas caspase-dependente e independente.
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