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INTRODUCAO

A epilepsia € uma doenca crbnica, recorrente, taraada por alteracdes
paroxisticas da atividade intelectual, sensoriadfona, autonémica ou afetiva, sendo
tempo-limitada e presumivelmente relacionada arfepévidade neuronal sincrona
(Alter et al, 1972). Atingindo 50 milhdes de pessa@m mundo, é considerada o
transtorno neuroldgico sério mais frequente na laggo (Scott et al, 2001). A epilepsia
do lobo temporal (ELT) é o tipo mais comum de cpsecial complexa (Hauser et al,
1996; Wieser, 2004), sendo a variante que maissapta refratariedade ao tratamento
com drogas antiepilépticas (Engel, 1993). Suas cteniaticas principais sao: (1)
localizacdo dos focos de convulsdo no sistema timlparticularmente no hipocampo,
cortex entorrinal e amigdala (Bartolomei et al, $0Q2) frequente achado de uma
“injaria precipitante” que antecede o surgimento Elar (Mathern et al, 2002); (3)
periodo latente seguido da “injdria precipitant®i,seja, um intervalo caracterizado pela
auséncia de crises convulsivas. Estudogtro sugerem que um aumento de glutamato
extracelular e da geracdo de espécies reativasxigénm (EROs), assim como a
resultante peroxidacéo lipidica, podem estar refecios com este fendmeno (Cohen et
al., 1987; Candelario-Jalil et al., 2000). A gemad@& EROs tem sido considerada como
parte dos mecanismos envolvidos com a excitotogidgutamatérgica in vitro (Bonfoco,
1995) e in vivo (Bondy e Lee, 1993; Bruce e BaudB895; Ueda at al., 1997). As EROs
sdo essenciais ha manutencdo da homeostase c@utanbiente redox intracelular é
constantemente controlado e mantido em estadoomrdutndo ser que a célula seja
exposta a situacdes oxidantes extremas. O ambiedtx também é importante para
manter a atividade biolégica e a geracdo adequatta tle Eros, quanto de espécies
reativas de nitrogénio (ERNs) (Schafer e Buett2&)1). O estresse oxidativo esta
presente em uma variedade de condi¢cdes patoldgicdsindo céancer, doencas
neurodegenerativas, envelhecimento e epilepsiaantey ao prejuizo oxidativo
irreversivel dos lipidios, proteinas, DNA e ativagie processos de apoptose (Bruce e
Baudry, 1995;; Todorova et al., 2004; Valko et 2007). Além disso, h& evidéncias de
gue a inflamacéo, tendo efeitos significantes sa@biiategridade da barreira hemato-
encefalica, afeta a funcédo cerebral normal e duritma fisiopatologia das convulsdes
(Marchi et al, 2007; Seiffert et al, 2004). A resgoinflamatoria envolve a producédo de
varios mediadores proé-inflamatorios e radicaiselsyrcomo o éxido nitrico (NO), o qual
esta associado a transducgéo de vias de sinalizdigaolas pelo stress, levando a morte



neuronal (Meda et al, 2001; Minagar et al, 2002atikacdo da NOS, essencial a sintese
do NO, ocorre principalmente devido a estimulag@oreteptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) (Snyder SH, 1992), tendo sido identificada8s isoformas desta enzima: as
constitutivas neuronal (nNOS) e endotelial (eNC8¢&m da forma induzida (iINOS)
(Mayer & Hemmens, 1997). Foi demonstrado que, podampo de uma determinada
espécie de ratos, nNOS e INOS tiveram elevacdo das sconcentracdes
proporcionalmente ao desenvolvimento da epileptiocgide (Murashima et al, 2000), o
gue corrobora a relagdo entre a producdo de radinees e a ocorréncia do mal
epiléptico. Com base nesses dados, a utilizacdardwmcos inibidores da NOS pode ser
um importante recurso ao se estudar o papel exepnd cada isoforma da enzima no
processo de epileptogénese. Através da utilizagdand inibidor seletivo da INOS, o
1400W, pretende-se, neste projeto, estabelecgrad ga iINOS na epileptogénese.

OBJETIVOS )
Avaliar a participacdo da enzima Oxido Nitrico 8tase induzida na epileptogénese em
ratos submetidos ao modelo de epilepsia do lobpdeshinduzido pela pilocarpina.

METODOLOGIA

Animais

Nos experimentos foram utilizados ratos machossgaae Wistar, com peso entre 260
e 300 g. Todos os animais foram provenientes dééBaoCentral da Universidade de
Mogi das Cruzes.

Grupos Experimentais

Os animais foram divididos nos seguintes gruposSAL — 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 metdy@damina, visando minimizar os
efeitos periféricos da PILO. Posteriormente, essemais foram injetados com PILO
diluida em salina estéril e administrada intrapeidlmente. Apés 4 horas do inicio do
SE foi administrado diazepam e o 1400W tratamesti® gue ocorreu por 4 dias pos SE.
Os animais tratados com PILO que apresentarem &fnfononitorados diariamente
durante 24hs por dia, a partir do 3o dia p6s SlhosAter sido estabelecido o padrdo de
crises 0s animais serdo levados a eutanasia. Umeetreado do cranio o encéfalo sera
mantido em formol 10% por uma semana, apos seteodi@ncéfalos serdo cortados por
congelamento. As fatias referentes as coordenaddsippcampo serdo montadas em
laminas gelatinizadas e coradas, pela Técnica s BliNeoTim, apds 24 horas

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em conformidade com a descricdo do modelo expetahemma Unica dose de PILO
induziu uma sequéncia de alteracbes comportamegtaizcteristicas de atividade
epiléptica. A fase aguda foi seguida por um periatente, durante o qual os animais se
mostraram inicialmente muito debilitados devidoSify retornando progressivamente ao
comportamento normal, usualmente dentro de 48-82 apSE. A mortalidade pos-SE
nao foi reduzida no grupo de animais tratados cd#0®W, comparativamente ao grupo
cronico sem tratamento. O grupo de animais tratagesas com veiculo apresentou os
mesmos sintomas, atingindo um indice de mortalida@®eSE sem diferenca para o



grupo croénico.

O marco inicial do periodo cronico do modelo experital da PILO foi determinado
pelo aparecimento da primeira crise espontanea alomais, caracterizada por
movimentos mastigatérios, eventual salivacdo segpad abalos clonicos de um ou dos
dois membros anteriores, elevacdo do corpo comoap@is patas posteriores
concomitantemente a clonias das patas anterioreslapdo equilibrio postural e
convulséo ténico-clonico generalizada.

Ao determinar o intervalo de tempo entre o SE eagréncia da primeira crise epiléptica
espontanea nos animais sobreviventes ao procediragperimental, observou-se que o
tratamento com o inibidor promoveu discreto aumeistperiodo de laténcia.

Por fim, cabe ressaltar que, em relacdo aos glBidd e PILO-1400, os animais que
sobreviveram ao SE continuardo sendo monitorad@sdeterminacdo da frequéncia de
crises, porém devido a alta mortalidade dos animaisiodelo novos grupos deverao ser
formados para melhor avaliacdo do periodo de laténfrequéncia de crises espontaneas
e recorrentes.

Os dados preliminares em relagéo a frequénciaisescmostram uma discreta reducéo
Animais cronicos dos diferentes grupos experimsrdacutidos na secdo anterior foram
sacrificados para avaliagdo histologica de seugpeotivos hipocampos. Cortes
histoldgicos, analisados qualitativamente pelarego de Nissl, sugerem uma discreta
preservacao celular nas regides CAl e CA3 em asitreiados com o inibidor 1400W.
Nos animais dos grupos PILO-VEICULO e PILO, obserge perda neuronal nas
regides CAl e CA3, a qual foi mais evidente em ¢apapos de animais do grupo PILO.
Observando a regido do hilo do giro denteado, re¢ouma variabilidade na dispersdo
celular em animais tratados com o inibidor 1400\Marglo comparado a mesma regiao
em animais dos grupos PILO-VEICULO e PILO.

Quando cortes histoldgicos da formacéo hipocamgrahi analisados pela coloracao de
Neo-Timm, ndo foi observada diferenca marcante adro de brotamento axonal de
fibras musgosas entre 0s grupos experimentais.

CONCLUSOES

Concluir se os objetivos foram alcancados, tomarwoo referencial a discussédo dos
resultados. Apresentar, se necessario, sugestaofytaras pesquisas relacionadas ao
projeto desenvolvido.
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