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INTRODUÇÃO 

A epilepsia é uma doença crônica, recorrente, caracterizada por alterações 
paroxísticas da atividade intelectual, sensorial, motora, autonômica ou afetiva, sendo 
tempo-limitada e presumivelmente relacionada à hiperreatividade neuronal síncrona 
(Alter et al, 1972). Atingindo 50 milhões de pessoas no mundo, é considerada o 
transtorno neurológico sério mais frequente na população (Scott et al, 2001). A epilepsia 
do lobo temporal (ELT) é o tipo mais comum de crise parcial complexa (Hauser et al, 
1996; Wieser, 2004), sendo a variante que mais apresenta refratariedade ao tratamento 
com drogas antiepilépticas (Engel, 1993). Suas características principais são: (1) 
localização dos focos de convulsão no sistema límbico, particularmente no hipocampo, 
córtex entorrinal e amígdala (Bartolomei et al, 2005); (2) frequente achado de uma 
“injúria precipitante” que antecede o surgimento da ELT (Mathern et al, 2002); (3) 
período latente seguido da “injúria precipitante”, ou seja, um intervalo caracterizado pela 
ausência de crises convulsivas. Estudos in vitro sugerem que um aumento de glutamato 
extracelular e da geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), assim como a 
resultante peroxidação lipídica, podem estar relacionados com este fenômeno (Cohen et 
al., 1987; Candelario-Jalil et al., 2000). A geração de EROs tem sido considerada como 
parte dos mecanismos envolvidos com a excitotoxidade glutamatérgica in vitro (Bonfoco, 
1995) e in vivo (Bondy e Lee, 1993; Bruce e Baudry, 1995; Ueda at al., 1997). As EROs 
são essenciais na manutenção da homeostase celular. O ambiente redox intracelular é 
constantemente controlado e mantido em estado redutor, a não ser que a célula seja 
exposta a situações oxidantes extremas. O ambiente redox também é importante para 
manter a atividade biológica e a geração adequada tanto de Eros, quanto de espécies 
reativas de nitrogênio (ERNs) (Schafer e Buettner, 2001). O estresse oxidativo está 
presente em uma variedade de condições patológicas incluindo câncer, doenças 
neurodegenerativas, envelhecimento e epilepsia, levando ao prejuízo oxidativo 
irreversível dos lipídios, proteínas, DNA e ativação de processos de apoptose (Bruce e 
Baudry, 1995;; Todorova et al., 2004; Valko et al., 2007). Além disso, há evidências de 
que a inflamação, tendo efeitos significantes sobre a integridade da barreira hemato-
encefálica, afeta a função cerebral normal e contribui na fisiopatologia das convulsões 
(Marchi et al, 2007; Seiffert et al, 2004). A resposta inflamatória envolve a produção de 
vários mediadores pró-inflamatórios e radicais livres, como o óxido nítrico (NO), o qual 
está associado à transdução de vias de sinalização ativadas pelo stress, levando à morte 



neuronal (Meda et al, 2001; Minagar et al, 2002). A ativação da NOS, essencial à síntese 
do NO, ocorre principalmente devido à estimulação de receptores N-metil-D-aspartato 
(NMDA) (Snyder SH, 1992), tendo sido identificadas três isoformas desta enzima: as 
constitutivas neuronal (nNOS) e endotelial (eNOS), além da forma induzida (iNOS) 
(Mayer & Hemmens, 1997). Foi demonstrado que, no hipocampo de uma determinada 
espécie de ratos, nNOS e iNOS tiveram elevação de suas concentrações 
proporcionalmente ao desenvolvimento da epileptogenicidade (Murashima et al, 2000), o 
que corrobora a relação entre a produção de radicais livres e a ocorrência do mal 
epiléptico. Com base nesses dados, a utilização de fármacos inibidores da NOS pode ser 
um importante recurso ao se estudar o papel exercido por cada isoforma da enzima no 
processo de epileptogênese. Através da utilização de um inibidor seletivo da iNOS, o 
1400W, pretende-se, neste projeto, estabelecer o papel da iNOS na epileptogênese. 
 
OBJETIVOS 
Avaliar a participação da enzima Óxido Nítrico Sintetase induzida na epileptogênese em 
ratos submetidos ao modelo de epilepsia do lobo temporal induzido pela pilocarpina. 
 
METODOLOGIA 
Animais 
Nos experimentos foram utilizados ratos machos da espécie Wistar, com  peso entre 260 
e 300 g. Todos os animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade de 
Mogi das Cruzes.  
Grupos Experimentais 
Os animais foram divididos nos seguintes grupos: A. SAL – n=8; B. PILO – n=8; C. 
PILO-1400W n=8; D. SAL-1400 n=8 
Modelo da Pilocarpina 
Os animais foram  previamente tratados com metil-escopolamina, visando minimizar os 
efeitos periféricos da PILO. Posteriormente, esses animais foram injetados com PILO 
diluída em salina estéril e administrada intraperitonialmente. Após 4 horas do início do 
SE foi administrado diazepam e o 1400W tratamento este que ocorreu por 4 dias pós SE. 
Os animais tratados com PILO que apresentarem SE foram monitorados diariamente 
durante 24hs por dia, a partir do 3o dia pós SE.  Após ter sido estabelecido o padrão de 
crises os animais serão levados a eutanásia. Uma vez retirado do crânio o encéfalo será 
mantido em formol 10% por uma semana, após sete dias os encéfalos serão cortados por 
congelamento. As fatias referentes às coordenadas do hipocampo serão montadas em 
laminas gelatinizadas e coradas, pela Técnica de Nissl e NeoTim, após 24 horas 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Em conformidade com a descrição do modelo experimental, uma única dose de PILO 
induziu uma sequência de alterações comportamentais características de atividade 
epiléptica.  A fase aguda foi seguida por um período latente, durante o qual os animais se 
mostraram inicialmente muito debilitados devido ao SE, retornando progressivamente ao 
comportamento normal, usualmente dentro de 48-72 após o SE. A mortalidade pós-SE 
não foi reduzida no grupo de animais tratados com o 1400W, comparativamente ao grupo 
crônico sem tratamento. O grupo de animais tratados apenas com veículo apresentou os 
mesmos sintomas, atingindo um índice de mortalidade pós-SE sem diferença para o 



grupo crônico. 
O marco inicial do período crônico do modelo experimental da PILO foi determinado 
pelo aparecimento da primeira crise espontânea dos animais, caracterizada por 
movimentos mastigatórios, eventual salivação seguido por abalos clônicos de um ou dos 
dois membros anteriores, elevação do corpo com apoio nas patas posteriores 
concomitantemente a clonias das patas anteriores, perda do equilíbrio postural e 
convulsão tônico-clônico generalizada.  
Ao determinar o intervalo de tempo entre o SE e a ocorrência da primeira crise epiléptica 
espontânea nos animais sobreviventes ao procedimento experimental, observou-se que o 
tratamento com o inibidor promoveu discreto aumento do período de latência. 
Por fim, cabe ressaltar que, em relação aos grupos PILO e PILO-1400, os animais que 
sobreviveram ao SE continuarão sendo monitorados para determinação da frequência de 
crises, porém devido a alta mortalidade dos animais no modelo novos grupos deverão ser 
formados para melhor avaliação do período de latência e frequência de crises espontâneas 
e recorrentes. 
Os dados preliminares em relação a frequência de crises mostram uma discreta redução 
Animais crônicos dos diferentes grupos experimentais discutidos na seção anterior foram 
sacrificados para avaliação histológica de seus respectivos hipocampos. Cortes 
histológicos, analisados qualitativamente pela coloração de Nissl, sugerem uma discreta 
preservação celular nas regiões CA1 e CA3 em animais tratados com o inibidor 1400W. 
Nos animais dos grupos PILO-VEÍCULO e PILO, observou-se perda neuronal nas 
regiões CA1 e CA3, a qual foi mais evidente em hipocampos de animais do grupo PILO. 
Observando a região do hilo do giro denteado, notou-se uma variabilidade na  dispersão 
celular em animais tratados com o inibidor 1400W, quando comparado à mesma região 
em animais dos grupos PILO-VEÍCULO e PILO. 
Quando cortes histológicos da formação hipocampal foram analisados pela coloração de 
Neo-Timm, não foi observada diferença marcante no padrão de brotamento axonal de 
fibras musgosas entre os grupos experimentais.  
 
CONCLUSÕES 
Concluir se os objetivos foram alcançados, tomando como referencial a discussão dos 
resultados. Apresentar, se necessário, sugestão para futuras pesquisas relacionadas ao 
projeto desenvolvido. 
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