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RESUMO

Rangel, P. M.; Scorza, F. A. Efeito da administracido de lovastatina sobre a formacao
hipocampal de animais submetidos ao modelo de epilepsia induzido por pilocarpina.
2005. 40f. Dissertacdo de Mestrado — Universidade de Mogi das Cruzes, Mogi das Cruzes,
2005.

Objetivo: O objetivo do nosso estudo foi caracterizar a capacidade da lovastatina em prevenir
a perda de neurdnios e o brotamento supragranular hipocampal no modelo de epilepsia
induzido por pilocarpina. Métodos: Ratos adultos Wistar foram divididos em 4 grupos: (A)
ratos controles que nao receberam pilocarpina nem lovastatina (n=10); (B) ratos controles que
receberam somente lovastatina (n=10); (C) ratos que receberam somente pilocarpina (n=10);
(D) ratos que receberam pilocarpina e lovastatina (n=10). Apos a administra¢ao de pilocarpina
(350mg/kg, i.p.), somente ratos que evoluiram para o status epilepticus foram incluidos em
nosso estudo. A atividade epiléptica foi interrompida com uma injecdo de diazepam (10
mg/kg, i.p.) ap6s 4h do inicio do SE. Os ratos tratados com lovastatina receberam duas doses
de 20mg/kg via esofagica, imediatamente e 24 h apos o SE. Sete dias apos o SE induzido pela
pilocarpina, 05 animais de cada grupo foram perfundidos e seus cérebros processados para
analise histologica através do método de Nissl. Por outro lado, o restante dos animais foram
perfundidos e seus cérebros processados para analise histologica através do método de neo-
Timm 60 dias apos o SE. Resultados: A contagem celular da formagao hipocampal mostrou
uma significante perda celular nos animais que receberam pilocarpina e apresentaram SE
(CA1=126.8 £ 13.67; CA3=38.1 £ 7.2; hilus= 43.8 £ 3.95) quando comparados com animais
pertencentes ao grupo controle (Grupo A: CAl= 53.2 £ 9.63; CA3= 63.5 + 13.35; hilus=
59.08 £ 10.24; Grupo B: CAl= 74.3 £ 8.16; CA3= 70.1 £ 3.83; hilus= 70.6 £ 5.10). O
numero de células neuronais na regido CAl do hipocampo de ratos que apresentaram SE e
receberam lovastatina (44.4 + 17.88) foi estatisticamente maior quando comparado com
animais que somente apresentaram SE. Os animais que receberam somente pilocarpina e os
que receberam pilocarpina e lovastatina apresentaram brotamento supragranular das fibras
musgosas. Conclusoes: A lovastatina exerce um papel neuroprotetor na atenuagdo do dano
cerebral apos o SE, no entanto, ndo € capaz de prevenir o brotamento supragranular das fibras
musgosas.

Palavras-chave: epilepsia, pilocarpina, lovastatina, hipocampo.



ABSTRACT

Rangel, P. M.; Scorza, F. A. The effect of lovastatin administration on hippocampal
formation of rats submitted to pilocarpine model of epilepsy. 2005. 40f Master Science

Thesis — University of Mogi das Cruzes, Mogi das Cruzes, 2005.

Objective: The aim of our study was to further characterize the capacity of lovastatin to
prevent hippocampal neuronal loss and supragranular sprouting of rats submitted to
pilocarpine model of epilepsy. Method: Adult male Wistar rats were divided into four
groups: (A) control rats, received neither pilocarpine nor lovastatin (n=10); (B) control rats,
received just lovastatin (n=10); (C) rats that received just pilocarpine (n=10); (D) rats that
received pilocarpine and lovastatin (n=10). After pilocarpine injection (350mg/kg, i.p.), only
rats that displayed continuous, convulsive seizure activity were included in our study. Seizure
activity was monitored behaviorally and terminated with an injection of diazepam (10 mg/kg,
i.p.) after 4 h of convulsive SE. The rats treated with lovastatin received two doses of
20mg/kg via an oesophagic probe immediately after and 24 hours after SE. Seven days after
pilocarpine-induced SE, 05 animals of each group were perfused and their brains were
processed for histological analysis through Nissl method. On the other hand, the rest of
animals were perfused and their brains were processed for histological analysis through neo-
Timm method 60 days after SE. Results: The cell counts in the Nissl-stained sections
performed within the hippocampal formation showed a significant cell loss in rats that
received pilocarpine and presented SE (CA1=26.8 £ 13.67; CA3=38.1 = 7.2; hilus= 43.8 +
3.95) when compared with control group animals (Group A: CA1=53.2 £9.63; CA3=63.5 %
13.35; hilus= 59.08 £ 10.24; Group B: CA1=74.3 £ 8.16; CA3= 70.1 £ 3.83; hilus= 70.6
5.10). The average neuronal cell number of CA1 subfield of rats that present SE and received
lovastatin (44.4 £ 17.88) was statically significant increased when compared with animals that
just presented SE. The neo-Timm staining of hippocampal formation has shown suragranular
sprouting of the mossy fibers in rats that received just pilocarpine and the rats that received
pilocarpine and lovastatin Conclusions: Lovastatin exert a neuroprotective role in the
attenuation of brain damage after SE, however, is not able to prevent supragranular sprouting.

Key words: epilepsy, pilocarpine, lovastatin, hippocampus
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1 Introducao

1.1 Epilepsia

Desde os tempos mais remotos a epilepsia tem intrigado a humanidade. O carater ictal,
as manifestacdes convulsivas, a perda do controle volitivo e o desconhecimento por parte do
paciente de todo o ocorrido durante o evento convulsivo suscitavam explicacdes magicas.
Inicialmente, as explicagdes das crises epilépticas tiveram como base a possessdo do paciente
por deuses ou demodnios. Essa visdo religiosa foi, em parte, responsavel pelo estigma e
preconceito que os pacientes portadores de epilepsia sofreram e continuam sofrendo nos dias
atuais. SO no século XIX, com os trabalhos de Sommer, foi possivel caracterizar a relagao

entre crises convulsivas e lesdes localizadas no Sistema Nervoso Central (SNC).

Em fung¢do de suas caracteristicas fisiopatogénicas, as epilepsias acometem os
individuos independente de aspectos étnicos, climdticos ou regionais. No entanto, em
decorréncia de sua alta incidéncia e prevaléncia, provocam grandes repercussdes nos aspectos

socio-econdmicos (OSUNTOKUN et al., 1987; LI et al., 1985).

Os estudos da prevaléncia e da incidéncia das epilepsias encontrados na literatura
apresentam indices com grande variabilidade. Tém sido descritos valores para prevaléncia
entre 0,9 e 57 casos / 1.000 habitantes e para a incidéncia entre 26 ¢ 190 casos / 100.000
habitantes, porém essas variagdes sdo resultantes de problemas metodologicos durante as
investigacdes. Os problemas metodoldgicos mais comuns sdo: utilizacao de diferentes critérios
diagnosticos, de classificacdo e diferentes métodos de selecdo de casos e definicdes de
epilepsia (HAUSER; KURLAND, 1975; SANDER ; SHORVON, 1985; McNAMARA, 1994;
JALLON et al., 1997).

Apesar desses problemas, as informagdes obtidas nessas investigagdes indicam que as
epilepsias continuam sendo um problema de satde publica maior nos paises em
desenvolvimento. Os dados disponiveis indicam que a prevaléncia em paises da Africa,
América Latina ¢ Asia chega a ser 4 a 5 vezes maior que em paises industrializados (O.M.S.,

1978). Essa constatagcdo ¢ altamente preocupante, uma vez que esses paises enfrentam grandes
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dificuldades econdmicas, tem baixo investimento em areas sociais aliadas a um alto grau de

subemprego e desemprego.

As altas taxas de incidéncia e prevaléncia das epilepsias nos paises em
desenvolvimento afetam a economia a medida em que aumentam os custos economicos diretos
da doenca, provenientes dos gastos médicos (drogas e hospitalizacdes) e gastos ndo médicos
(cuidados residenciais e transporte para o hospital). Ao mesmo tempo, aumentam os custos
econdmicos indiretos decorrentes da perda de producdo econdmica por desemprego, licenca
médica ou morte prematura (ROBINSON, 1993). Como exemplo, na Argentina o custo médio
das drogas antiepilépticas (DAE) é 25% mais alto que nos Estados Unidos ¢ 145% mais alto
que na Europa. Por outro lado, as novas DAE s@o 86% mais caras que nos Estados Unidos e

55% mais caras que na Europa (KOCHEN, 1996).

A alta incidéncia das epilepsias nos paises em desenvolvimento ¢ decorrente da
deficiente assisténcia pré-natal e maternal, alto indice de prematuridade, desnutri¢ao, traumas
durante o parto, convulsoes febris da infancia e de infecgdes, particularmente as decorrentes de
parasitismo (SANDER; SHORVON, 1985; FERNANDES et al., 1992).

O termo epilepsia se refere a um distirbio da atividade cerebral caracterizada pela
ocorréncia periodica e espontanea de atividade elétrica altamente sincronizada, acompanhada
de manifestacdes comportamentais. Dado o carater freqiientemente focal do gerador da
atividade epiléptica, os pacientes podem apresentar uma grande variedade de sinais clinicos.
Uma vez desencadeada, essa descarga excessiva pode propagar-se para outras regides
cerebrais incorporando-as a atividade epiléptica. Além desse aspecto, um mesmo paciente
pode apresentar formas diferentes de crises epilépticas. Esse fato dificultou o estudo
sistematico das epilepsias tanto do ponto de vista epidemioldgico quanto clinico e

experimental (McNAMARA, 1994).

As crises epilépticas sdo fendmenos clinicos transitorios, decorrentes da descarga
excessiva e sincronizada da rede neuronal. Essas crises podem surgir espontaneamente ou ser
desencadeadas por situacdes como: febre, distirbio eletrolitico, intoxica¢do ¢ alteragdes
vasculares. As manifestacdoes clinicas apresentadas pelos pacientes dependem das regides
envolvidas, podendo o paciente apresentar desde um simples sinal motor focal até crises
motoras generalizadas. Neste caso, o paciente perde a consci€éncia ¢ apresenta atividade

motora intensa acometendo toda a musculatura estriada (PEDLEY et al., 1997).
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Quando a crise ¢ acompanhada de atividade motora ¢ denominada de crise convulsiva.
Essa atividade motora pode assumir formas tdnicas, indicando contracdes musculares
mantidas, ou clonicas, sob a forma de contracdes musculares intermitentes. No entanto, o
paciente pode apresentar uma crise com perda da consciéncia sem sinais convulsivos

(PEDLEY et al., 1997).

A primeira proposta para a classificagdo das crises epilépticas foi anunciada em 1969
por Henri Gastaut, baseada em critérios clinicos, eletrencefalograficos, substrato anatdmico,

etiologia e idade de ocorréncia das crises.

A introducdo de técnicas novas, como a video-eletrencefalografia e os registros
poligraficos, exigiu, no entanto, a revisdo da classificagdo proposta por Gastaut. Diversas
reunides internacionais foram realizadas com especialistas desde entdo, culminando, em 1981,
com a publicacdo da Classificagdo Internacional das Crises Epilépticas (COMMISSION,
1981).

As crises epilépticas foram entdo classificadas em: parciais e generalizadas. As crises
parciais por sua vez foram divididas em parciais simples ¢ complexas. As crises parciais
simples t€ém carater focal, iniciando em um sitio cortical com preservagdo da consciéncia. As
manifestagdes comportamentais das crises epilépticas sdo ditadas pelas fungdes normalmente
exercidas pelas regides corticais nas quais a crise comegou, isto ¢, uma crise com origem no
cortex motor se manifesta com atividade motora clénica da parte do corpo controlada pela
regido cortical de origem da crise. Da mesma forma, uma crise com origem no giro pos-central
provoca o surgimento de sinais somestésicos na parte do corpo correspondente a zona de
recepcdo cortical sensorial. A crise parcial pode, no entanto, generalizar-se secundariamente
quando, entdo, se acompanhard de perda da consciéncia e da presenca ou ndo de sinais
convulsivos generalizados. As crises parciais complexas por sua vez sdo caracterizadas pela
presenca de sinais focais de origem limbica e sdo geralmente acompanhadas de alteragoes da

consciéncia desde o inicio, com ou sem a presenca de automatismos (COMMISSION, 1981).

Nas crises generalizadas ocorre o envolvimento das regides corticais de ambos o0s
hemisférios desde o inicio da atividade epiléptica, sendo acompanhadas de perda da
consciéncia. Crise de auséncia, crises mioclonica e tonico-clonica sao exemplos de crises

4

generalizadas. Uma crise de auséncia ¢ caracterizada por uma interrup¢do da atividade,
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acompanhada de olhar para o infinito com durag@o de 5 a 15 segundos, seguida do retorno a
atividade normal. A crise mioclonica consiste de breves abalos musculares, semelhantes a
choques, os quais podem ser confinados a uma extremidade ou generalizados. Uma crise
tonica consiste de contragdo muscular sustentada, enquanto que uma crise clonica consiste de
contra¢des musculares alternantes dos musculos flexores e extensores. O mais freqliente ¢ que
0 paciente apresente um periodo inicial de atividade tonica seguido por um periodo de

atividade clonica (COMMISSION, 1981).

As crises parciais complexas s3o as mais freqiientemente observadas na clinica.
Caracterizam-se pela presenca de automatismos, principalmente orofaciais, acompanhados de
embotamento da consciéncia, e geralmente se iniciam no lobo temporal (COMMISSION,

1981).

Como mencionado anteriormente, um mesmo paciente pode apresentar mais de um tipo
de crise epiléptica. Baseado nesse aspecto, bem como em outros fatores (etiologia e idade do
inicio das crises) e nos achados eletrograficos, foi criada uma nova classificacdo das

sindromes epilépticas (COMMISSION, 1989).

1.2 Epilepsia do Lobo Temporal

A forma mais comum de sindrome epiléptica ¢ a epilepsia do lobo temporal, ocorrendo
em cerca de 40% de todos os casos de epilepsias (HAUSER; KURLAND, 1975). A epilepsia
do lobo temporal manifesta-se pela presenca de crises parciais complexas, com ou sem
generalizacdo subseqiiente. Na grande maioria dos pacientes, o lobo temporal esta acometido
por lesdes histologicamente demonstraveis e a sua ressec¢ao pode eliminar completamente as

crises convulsivas em 80 a 90 % dos pacientes (DODRIL et al., 1986).

O padrao histologico mais freqlientemente observado em tecidos ressecados de pacientes
com epilepsia do lobo temporal ¢ a chamada esclerose do Corno de Amon, caracterizada por
acentuada perda de neurdnios piramidais do hipocampo acompanhada de gliose. Em outros
casos podem ser observados outros tipos de lesdes como: neoplasias ou alteracdes vasculares

(WOLF; WIESTLER, 1993; WOLF et al., 1994).
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Outro aspecto importante da epilepsia do lobo temporal ¢ a alta refratariedade ao
tratamento, onde apenas 30% dos casos sdo controlados em monoterapia. Grande parte dos
pacientes sdo obrigados a receber mais de uma medicacdo antiepiléptica, e mesmo assim, a
melhora ocorre em apenas 11% desses pacientes (COMMISSION, 1981; MATTSON et al.,
1985; PEDLEY et al., 1997).

1.3 Modelo Experimental de Epilepsia Induzido pela Pilocarpina

A auséncia de modelos experimentais adequados das epilepsias dificultou o estudo
sistemdtico da sua fisiopatogenia. Esse fato justificou a procura pelo desenvolvimento de
modelos experimentais que simulassem o quadro observado nos humanos. Dentre esses
modelos, se destacam aqueles que mimetizam a epilepsia do lobo temporal, sendo que o da

pilocarpina ocupa um lugar de destaque.

A acetilcolina (Ach), as substancias inibidoras da acetilcolinesterase e os analogos da
Ach sdo agentes epileptogénicos efetivos quando administrados intracerebralmente (VOSU;
WISE, 1975; COHEN et al.,, 1981; CAVALHEIRO et al, 1983; OLNEY et al., 1983;
TURSKI et al., 1983a) ou sistematicamente (LUNDY; SHAW, 1983; TURSKI et al., 1983D).

A administracdo sistémica de pilocarpina (PILO) (um agonista colinérgico
muscarinico), em ratos e camundongos, numa dose de 350 a 380 mg/kg, desencadeia,
seletivamente, uma seqiiéncia de alteragdes comportamentais e eletrencefalograficas que se
iniclam nas estruturas limbicas. Estas alteracdes evoluem progressivamente para crises
generalizadas atingindo o estado de mal epiléptico que, por sua vez, produz alteracdes

patologicas cerebrais difusas (TURSKI et al., 1983 a; 1984).

Na dose de 350 mg/kg, os animais apresentam crises motoras limbicas com intensa
salivacdo, “rearing” (o animal permanece em pé apresentando clonias dos membros anteriores
apoiado sobre as patas posteriores) e crises tonico-clonicas generalizadas. Tais crises
recorrem a cada 2-8 minutos e evoluem para o estado de mal epiléptico (status epilepticus), o
qual perdurava em média 10 h. As primeiras 24 horas apos a inje¢do da PILO caracterizam o
periodo agudo do modelo. Em seguida, os animais recuperam gradativamente suas condigdes

pré-droga, sem crises ¢ sem alteragdes comportamentais aparentes, caracterizando o periodo
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silencioso do modelo. Este periodo pode durar de 4 a 44 dias (média de 14, + 3.0 dias). Apos
este periodo, todos os animais sobreviventes passam a exibir crises epilépticas espontineas e
recorrentes que caracterizam o periodo cronico. Durante este periodo, os animais apresentam
de 2 a 15 episddios criticos por més (média de 2 a 3 crises por semana). As crises espontaneas
sdo caracterizadas por automatismos faciais, clonias dos membros anteriores com elevacao do
corpo sobre os membros posteriores e perda de equilibrio com convulsdes generalizadas

(CAVALHEIRO et al., 1991).

Do ponto de vista histopatolégico, a analise realizada ao final do periodo agudo revela
lesdes no cortex olfatorio, complexo amigdaldide, talamo, neocortex e substincia negra. A
formacao hipocampal ¢ a regido mais lesada, com extensa degeneracao das células piramidais
nas camadas CAl e CA3a, b, c. Observa-se ainda grande perda neuronal na regido

polimorfica do giro denteado (hilo) (TURSKI et al., 1983a).

Neste modelo, foi descrita a existéncia de brotamento supragranular das fibras
musgosas do giro denteado ou sprouting (MELLO et al., 1993), semelhante aquele descrito
em tecido cerebral epiléptico humano (BABB et al, 1987). Esses autores acreditam que com a
perda de células hilares do giro denteado, os axonios das células granulares glutamatérgicas,
que antes utilizavam essas células como alvo, passam entdo a fazer sinapse com seus proprios
dendritos proximais, criando um circuito monossindptico excitatorio e reverberante,

facilitando a re-entrada do estimulo excitatdrio € o aparecimento de crises epilépticas.

1.4 Estatinas

As estatinas foram descobertas por Endo et al. (1976), ao serem isoladas a partir de
uma coldnia de Penicillium Citrinium e identificadas como inibidoras da biossintese do
colesterol. Foi estabelecido por Brown et al. (1978) que as estatinas atuam inibindo a 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG CoA) redutase. A compactina, depois denominada
de mevastatina, foi a primeira estatina estudada em seres humanos, demonstrando um
potencial terapéutico eficaz (YAMAMOTO et al., 1984). A primeira estatina desenvolvida e
aprovada para uso em seres humanos foi a lovastatina, antes conhecida como mevinolina e
isolada do Aspergillus Terreus (ALBERTS et al., 1980; BILHEIMER et al., 1983). Desde a
aprovagao da lovastatina pelo United States Food and Drug Administration (FDA) em 1987,
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outras 5 estatinas foram aprovadas, sendo que duas destas, a pravastatina e a sinvastatina, sdo

derivadas da lovastatina.

A lovastatina, um antibidtico fingico usado no tratamento da hipercolesterolemia, ¢
um inibidor competitivo da HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril Coenzima A redutase), a
principal enzima regulatoria da sintese do colesterol (GOLDSTEIN, 1994). Estudos recentes
mostraram que as estatinas reduzem a resposta inflamatéria vascular (GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 2000), promove angiogénese (KUREISHI et al., 2000), modula a producédo de
citocina (PAHAN et al., 1997) e diminui o estresse oxidativo (AVIRAM et al., 1998).
Surpreendentemente, trabalhos recentes demonstraram que as estatinas reduzem a extensdo da
lesdo cerebral apos um insulto isquémico (SIRONI et al., 2003). Neste trabalho foi utilizado
imagem por Ressonancia Magnética para investigar a intervencao terapéutica desta droga em
um modelo permanente de isquemia focal em ratos. A estatina administrada apds a obstrugdo
da artéria média cerebral, protegeu o tecido cerebral contra danos cerebrais agudos, e a
segunda dose administrada 24 horas apds, serviu para prevenir o crescimento da lesdo. Assim
as estatinas ndo somente previnem o insulto agudo (ENDRES et al., 1998), mas também ¢

benéfico no tratamento do mesmo.



16

2 Objetivo

Além das propriedades farmacologicas altamente eficazes no tratamento da
hipercolesterolemia, estudos recentes sugerem que as estatinas também sao capazes de reduzir
a resposta inflamatdria, o estresse oxidativo e promover a angiogénese. Além disso, outros
estudos mostram que as estatinas reduzem a lesdo neuronal ap6s um insulto cerebral agudo.
Sendo assim, o objetivo do presente estudo ¢ avaliar um possivel papel neuroprotetor da
lovastatina sobre a formagao hipocampal de ratos submetidos ao modelo de epilepsia induzido

por pilocarpina.
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3 Material e Métodos

3.1 Animais

Para a realizag@o deste trabalho foram utilizados ratos machos, da raca Wistar (n=40), 60
dias, adultos, pesando entre 200 e 250g no inicio dos experimentos. Os animais foram
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Paulo/Escola Paulista de
Medicina (UNIFESP/EPM) e do Biotério da Universidade de Mogi das Cruzes e alojados em
grupos de cinco ratos, em gaiolas apropriadas, onde tiveram livre acesso a comida e agua. As
condicdes destes biotérios obedeceram a um ciclo claro-escuro de 12 horas (claro: 7:00h -

19:00h), sendo a temperatura ambiente mantida constante entre 21° 1°C.
3.2 Substancias Quimicas Envolvidas

As drogas utilizadas neste trabalho serdo discriminadas a seguir, de acordo com a
procedéncia. Para obtencdo do modelo experimental de epilepsia foi utilizado o cloridrato de
pilocarpina (Merck S.A. Industrias Quimicas) e a metil escopolamina (Da Sigma Chemica
Co.). O cloridrato de pilocarpina foi dissolvido em uma concentracdo de 40mg/ml enquanto
que a metil-escopolamina em uma concentracdo de 0,4mg/ml. Para o tratamento dos animais
submetidos ao status epilepticus, administramos lovastatina (Farmacia Millenium, Sdo Paulo,
Brasil) em uma concentracdo de S5Smg/ml diluida em solugdo salina a 0,9%. Para bloquear as

crises foi utilizado Diazepan (Smg/ml; Roche, Brasil).

3.3 Etica dos Procedimentos Experimentais

Os protocolos experimentais realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica em Manipulagio e Experimentagio Animal da Universidade de Mogi das Cruzes

(CEMEA/UMC).

3.4 Modelo de Epilepsia Induzido pela Pilocarpina
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Para obten¢ao de animais submetidos ao status epilepticus (periodo agudo do modelo) e
com epilepsia (periodo cronico do modelo) foi utilizado o modelo da pilocarpina. No
desenvolvimento deste trabalho administrou-se a dose de 350 mg/kg para todos os animais.
Esta droga foi injetada intraperitonealmente e os seus efeitos foram observados segundo a

metodologia descrita por Turski et al. (1983a) e apresentada na introducdo deste estudo.

Todos os animais injetados com pilocarpina foram pré-tratados sub-cutaneamente com
metil-escopolamina (1 mg/kg), 30 minutos antes da injecdo de pilocarpina. A administragao
da metil-escopolamina tem por finalidade atenuar os efeitos periféricos provocados pela

injecdo de pilocarpina.

3.5 Grupos Experimentais

Para a analise do papel da lovastatina em animais submetidos ao status epilepticus
(periodo agudo do modelo) e os com epilepsia (periodo cronico do modelo), o desenho

experimental de nosso estudo apresentou os seguintes grupos:

a) Animais pertencentes ao grupo controle que ndo receberam pilocarpina nem lovastatina

(n=10).

b) Animais pertencentes ao grupo controle que receberam apenas lovastatina em um horério

matinal aleatorio e 24 horas apds o mesmo (20mg/kg; via esofagica; n=10).

¢) Animais submetidos ao status epilepticus que receberam apenas solucdo salina 0,9% (via

esofagica; n=10).

d) Animais submetidos ao status epilepticus que receberam lvastatina (20mg/kg; via

esofagica; n=10) imediatamente apds o aparecimento do SE e 24 horas ap6s o0 mesmo.

Com excec¢do do grupo controle, os animais submetidos ao status epilepticus, tiveram

suas crises bloqueadas apds 4 horas com uma inje¢ao intraperitoneal de diazepan (10mg/kg).
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3.6 Preparaciao da Amostra

Apo6s sete dias ao SE, cinco animais de cada grupo foram perfundidos e o tecido
cerebral retirado para analise histologica através do Método de Nissl. Para a andlise
histologica pelo método de Timm, o mesmo foi realizado com os outros cinco animais de
cada grupo, no entanto, os mesmos foram perfundidos e o tecido cerebral retirado apds 60

dias ao status epilepticus.

Para a perfusdo, os animais foram anestesiados com tionembutal 2,5% (Abbott). Apds
ter sido profundamente anestesiado, realizou-se a abertura de sua caixa tordcica com a
exposi¢do do coracdo. O ventriculo esquerdo foi puncionado com uma agulha para que as

solucdes ai infundidas drenassem através da seccdo do atrio direito.

Durante a perfusdo, os animais que foram sacrificados 07 dias apds o status epilepticus
(para realizacdo do método de Nissl) receberam primeiro uma solu¢do de Salina tamponada
0,0lM e em seguida uma solucdo fixadora de Paraformoldeido a 4%. Ja os animais
sacrificados 60 dias apds o SE (para realizagdo do método de neo-Timm) receberam primeiro
uma solu¢@o de Sulfeto de Sodio 0.1% e em seguida uma solugdo fixadora de Glutaraldeido
3%. Todas as solugdes foram preparadas em tampao fosfato e pH 7,4. A infusdo foi feita

automaticamente por uma bomba de perfusdao (Masterflex).

ApoOs este processo, retiramos o cérebro de cada animal da caixa craniana com uma
goiva e o colocamos em uma solucdo crioprotetora de sacarose 30%. Os mesmos foram
cortados de forma seriada em secgdes de 20um (Método de Nissl) e 40 um de espessura

(Método Timm) em um criostato (Microm HM 505E).

3.7 Método de Nissl

O Cresil Violeta ¢ um corante basico para que se possa evidenciar o citoplasma dos
neurdnios. Dentro do citoplasma ha varias estruturas, incluindo os Corpusculos de Nissl, que
sdo compostos basicamente por RNA. Assim, esta coloragdo serve para indicar as condigoes

do corpo celular dos neurénios, sendo que na ocorréncia de lesdo neuronal, esses corpusculos
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podem desaparecer, fenomeno este denominado cromatolise.

Os cortes de 20pum foram recuperados em ldminas e corados com cresil violeta pela
técnica de Nissl, que consiste em desidratar os cortes em banhos de alcool em concentragdo
decrescente, permanecendo 5 minutos em cada concentracdo. Em seguida, banha-se estes
cortes em agua destilada, a fim de retirar o excesso de alcool para ndo diluir o corante, feito
1ss0, 0s mesmos sdo imersos em uma solucao de cresil violeta (0,5%) dissolvido em solucao
de acetato tamponado em pH 3,8, permanecendo neste por mais 5 minutos. Imediatamente
apos este processo, banha-se novamente os cortes em agua destilada, lavando-os rapidamente
em diferentes concentra¢des de alcool, sendo clarificados com xileno. A partir disto, montam-

se as laminas utilizando laminulas com um meio de montagem (entelan).

3.8 Método neo-Timm

Esta ¢ uma modificagdo do tradicional método de Timm (SLOVITER, 1982), que
intensifica, através da prata, a colorag@o especifica de zinco. Este método produz uma melhor
visualizacdo das fibras musgosas (ricas em zinco), permitindo facil observagdo da

reorganizagao sinaptica.

Apbs montadas as laminas com os cortes de 40um, as mesmas passaram por uma
revelacdo em camara escura, onde foram imersas em uma solugdo reveladora a 26°C. Essa
solugdo consistia em 240ml de goma arabica, 9,4g de citrato de sédio, 10,2¢g acido citrico, 6,8
de hidroquinona e 425mg de nitrato de prata dissolvidos em 165ml de agua destilada. Feito
isso os tecidos foram desidratados e as laminas cobertas por laminulas, usando balsamo do

Canad4 como meio de montagem.

3.9 Contagem Neuronal

A contagem dos neurdnios realizou-se nas seguintes areas hipocampais: CAl, CA3 e
hilo do giro denteado, como reportado por Mouritzen-Dam (1982). Para cada animal, foram
contados células em tr€s cortes, ambos hemisférios direito e esquerdo, totalizando 6 valores
individuais por animal. Foi aceito somente células com nucleos e nucléolos evidentes, sendo
que os valores de células encontradas nos ratos controles foram utilizados como parametros,

ou seja, uma populacao de células normais de 100%, vale a pena salientar que realizaram a
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contagem neuronal dois examinadores que ndo participaram diretamente do estudo.

3.10 Analise dos dados

Para determinar se ha ou ndo diferenga estatisticamente significativa entre o numero
de células neuronais do hipocampo dos animais dos diversos grupos, foi utilizado analise de
varidncia monofatorial (ANOVA), seguido do teste Dunnett’s. Para cada um dos grupos
experimentais, consideramos que ha diferengas estatisticamente significativas entre os grupos

se p for menor que 0,05.
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4 Resultados

4.1 Analise Comportamental

Imediatamente apos a administracdo de pilocarpina, os ratos apresentaram
automatismos faciais associados a salivagdo moderada, acinesia e tremores generalizados.
Ap6s 15-25 minutos da injecdo, estes comportamentos progrediram, originando crises
motoras limbicas, em que os animais apresentavam intensa salivagdo, clonia das patas
anteriores apoiados sobre as patas posteriores e finalmente quedas. Estas crises motoras
comecaram aproximadamente 30minutos apos a inje¢do, e recorreram a cada 2-8 minutos,
culminando em estado de mal epiléptico dentro de 50-60 minutos. De acordo com a descri¢ao
feita por Turski (1983), destes episodios que caracterizam o periodo agudo do modelo
experimental da pilocarpina, o estado de mal epiléptico perdurava por aproximadamente 10
horas, quando os animais tornavam-se irresponsivos aos estimulos ambientais, retornando
gradativamente ao seu comportamento normal dentro de 24 horas. No entanto, em nosso
estudo, os animais permaneceram em status epilepticus por 4 horas, quando tiveram suas

crises bloqueadas com Diazepan (10mg/Kg).

Nos animais que nao foram eutanasiados ao sétimo dia apds o status epilepticus, pode-
se observar os outros dois periodos do modelo da pilocarpina: periodo silencioso e periodo

cronico.

O periodo silencioso em média 15 dias apds a injecdo da pilocarpina e foi
caracterizado pela normalizacao das alteragdes comportamentais e eletrograficas.

Com o aparecimento da primeira crise espontanea e recorrente, deu-se inicio ao
periodo cronico do modelo da pilocarpina. Do ponto de vista comportamental, o animal se
mostrou imoével, olhos fixos e discreta movimentagdo das vibrissas. Em seguida, apareceram
movimentos mastigatorios, piscamento e salivagdo, acompanhados por abalos clonicos de um
ou dos dois membros anteriores. O animal apresentou elevacdo do tronco sobre as patas
posteriores concomitantemente as clonias das patas anteriores, com perda da postura e
culminando finalmente, em uma crise generalizada do tipo tdénico-clénica. Vale a pena

salientar que estes eventos comportamentais perduraram em média 60 segundos. Sendo assim,
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a partir dessa seqiiéncia de eventos, o animal permaneceu apresentando crises espontineas e
recorrentes até o periodo estabelecido em nosso protocolo experimental para andlise

histologica.

4.2 Analise Qualitativa

Do ponto de vista morfologico, realizamos a andlise qualitativa da formacao
hipocampal (precisamente as regides CA1 e CA3 do hipocampo e hilo do giro denteado) de
todos os animais avaliados em nosso estudo. Nos grupos de animais pertencentes aos grupos
controles, notamos a integridade celular das regides CA1 e CA3 do hipocampo e do hilo do
giro denteado (Figura 1A e Figura 1B). Por outro lado, nos animais submetidos ao status
epilepticus e que receberam solucdo salina, foi observada uma perda celular nas regides CAl
e CA3 do hipocampo e no hilo do giro denteado (Figura 1C). A estrutura hipocampal dos
animais que evoluiram para o status epilepticus e que receberam lovastatina (Figura 1D),
notamos, do ponto de vista qualitativo, uma citoarquitetura similar aos animais pertencentes

ao grupo controle.

Com relagdo a neuroplasticidade, descrita no modelo da pilocarpina como a existéncia
de brotamento supragranular das fibras musgosas do giro denteado ou sprouting, a coloracao
de neo-Timm revelou a presenca de uma densa banda de granulos de prata nos animais
submetidos ao status epilepticus e que receberam solugéo salina (Figura 2C), bem como nos
que evoluiram para o status epilepticus e que receberam lovastatina (Figura 2D). Em
contrapartida, ndo evidenciamos essa marcagdo nos animais pertencentes aos grupos

controles (Figura 2A e Figura 2B).

4.3 Analise Quantitativa

A Figura 3 mostra o grafico da contagem neuronal realizada nas subareas CA1, CA3
do hipocampo e do hilo do giro denteado. Nos animais que evoluiram para o status epilepticus
e que foram tratados com solugdo salina, observamos uma redugao significante no nimero de
células da formagdo hipocampal (CAl1= 26.8 £ 13.67; CA3= 38.1 = 7.2; hilo= 43.8 £+ 3.95)
quando comparados com animais pertencentes aos grupos controles (Grupo A: CAl=53.2 +

9.63; CA3= 63.5 + 13.35; hilo= 59.08 + 10.24; Grupo B: CA1= 74.3 + 8.16; CA3= 70.1 *
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3.83; hilo= 70.6 + 5.10). Interessantemente, os animais que evoluiram para o status
epilepticus ¢ administrados com lovastatina, verificamos uma preservagdo estatisticamente
significante das células na subarea CAl do hipocampo (CAl= 44.4 + 17.88) quando
comparados com os animais que evoluiram para o status epilepticus e que receberam solucao
salina (CAl1= 26.8 £ 13.67). Paralelamente, apesar da diferenca ndo ser estatisticamente
significante, os animais que evoluiram para o status epilepticus e que foram tratados com
lovastatina, pudemos notar uma tendéncia a protecdo neuronal das regidoes CA3 e do hilo do
giro denteado (CA3= 50.14 £+ 15.33; hilo= 52.20 + 18.71) quando comparados com os
animais que evoluiram para o status epilepticus e que receberam apenas solucdo salina (CA3=

38.1 £7.2; hilo=43.8 £ 3.95).
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Figura 1 - Fotomicrografia da formagao hipocampal com o método de Nissl mostrando: (A) ratos controles, (B)
ratos que receberam lovastatina, (C) ratos que receberam somente pilocarpina, (D)ratos que receberam
pilocarpina e lovastatina. Observe em C (flecha), uma perda de células nas subcamadas CA1, CA3 e hilo do giro
denteado do hipocampo. Escala: 100pm.
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Figura 2 - Fotomicrografia da formagao hipocampal com o método de Timm mostrando: (A) ratos controles, (B)
ratos que receberam lovastatina, (C) ratos que receberam somente pilocarpina, (D)ratos que receberam
pilocarpina e lovastatina. Observe em C e D (flecha), a presenca de reorganizagdo sinaptica no giro denteado do
hipocampo. Escala: 100um.
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Figura 3 — Grafico da Contagem de Células Neuronais. Os dados representam as médias e erros padrdo das
médias da contagem de células neuronais de ratos controles, ratos controles que receberam lovastatina, ratos que
receberam somente pilocarpina e ratos que receberam pilocarpina e lovastatina. Os dados foram analisados pela
ANOVA, seguido do teste de Dunnett’s. Perceba a redugdo do nimero de perda de células de CA1 de ratos que
receberam pilocarpina e lovastatina quando comparados com ratos que receberam somente pilocarpina.
Consideramos diferengas estatisticamente significativas se P<0,05.
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5 Discussao

Nosso trabalho teve por objetivo avaliar um possivel papel neuroprotetor da
lovastatina sobre a formagao hipocampal de ratos submetidos ao modelo de epilepsia induzido
por pilocarpina. Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a lovastatina é um agente
neuroprotetor eficaz frente a um insulto cerebral agudo, pois a administragdo desse farmaco
foi capaz de reduzir a morte neuronal na regido de CA1 do hipocampo de ratos apds o status

epilepticus induzido pela pilocarpina.

Algumas hipoteses podem ser levantadas com o intuito de tentarmos explicar o efeito
neuroprotetor da lovastatina apos uma lesdo cerebral aguda. Primeiramente, sabemos que as
espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo parte do metabolismo humano normal, no entanto,
quando produzido em excesso, podem causar lesdo tecidual, incluindo peroxidacdo de
lipideos, danos ao DNA ¢ inativacdo enzimatica (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2000). As
ERO sao denominadores comuns em diversas condi¢cdes neurologicas agudas (BONFOCO et
al, 1995; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2000), as quais as epilepsias estdo incluidas
(BRUCE; BAUDRY, 1995; UEDA et al, 1997). No modelo de epilepsia induzido pela
pilocarpina, a lesdo neuronal ocorre por um processo denominado excitotoxicidade
(CAVALHEIRO et al, 1991) e a produ¢do das ERO est4 envolvida com os mecanismos da
exicitotoxicidade glutamatérgica in vitro (BONFOCO et al, 1995) e in vivo (BRUCE;
BAUDRY, 1995; UEDA et al, 1997; SCHULZ et al, 1995). Nesse sentido, foi demonstrado
previamente que o tratamento com lovastatina inibe lesdes neuronais desencadeadas por
radicais livres (CHEN et al, 1997). Seguindo essa linha de pensamento, poderemos supor que
esse efeito antioxidante das estatinas poderia explicar a neuroprote¢ao hipocampal encontrada

em nosso estudo.

Uma segunda hipotese que poderia explicar o papel neuroprotetor da lovastatina em
nosso estudo estad relacionado com o oOxido nitrico (ON). Existe um forte argumento
associando o ON ao fendmeno epiléptico, pois a ativacdo de aminoacidos excitatorios (ex.
NMDA - N-metil-D- aspartato), conhecidos como agentes pro-convulsivantes (MELDRUM,
1984), ¢ acompanhada pela formacao de ON (GARTHWAITE, 1991). De fato, o papel do
ON no fenomeno de epileptogénese tem sido verificado em uma série de estudos, sugerindo

que o mesmo ¢ uma substincia enddgena pro-convulsivante (DE SARRO et al, 1991;
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MULSCH, 1994). Além do mais, alguns estudos tem mostrado que as estatinas sdo capazes
de inibir a producdo de ON no parénquima cerebral (PAHAN et al, 1997), indicando que as
estatinas, secundariamente, podem exercer um papel anticonvulsivante, ndo promovendo
assim, a lesdo neuronal mediada pela liberagdo excessiva de glutamato (excitotoxicidade).
Outra possibilidade ¢ que a inibicdo do o6xido nitrico sintetase endotelial (eONS) cerebral
leva ao aumento da pressdo arterial (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991), o qual pode
afetar a excitabilidade do sistema nervoso central (FEWELL; JOHNSON, 1994). No entanto,
foi demonstrado que as estatinas sdo capazes de super regular o eONS (LAUFS et al, 2000),
podendo aumentar as respostas vasodilatadoras arteriais ¢ diminuindo com isso,o limiar de

disparo neuronal.

Os efeitos anti-inflamatérios das estatinas podem também contribuir para a
neuroprote¢do verificada apos o status epilepticus induzido pela pilocarpina observada em
nosso estudo. As alteracdes patologicas que ocorrem na formacdo hipocampal apds crises
prolongadas tem inicio dentro de horas e causam alteragdes morfologicas que perduram por
toda a vida. Além disso, alguns estudos tem associado as citocinas com as alteragdes
patologicas hipocampais nas epilepsias (ROTHWELL, 1999; MINAMI; KURAISHI;
SATOH, 1991). Interessantemente, Pahan et al (1997) mostraram que a lovastatina reduz a
indugdo desses mediadores inflamatorios. Sendo assim, podemos supor que a lovastatina ¢é
um importante agente capaz de suprimir a resposta inflamatoria apds um insulto cerebral

agudo.

Também podemos especular uma possivel agdo da lovastatina frente ao fendomeno da
neurogénese. O processo de neurogénese no SNC de adultos tem sido descrito em muitas
espécies, como crustaceoss (HARZSCH et al., 1999), répteis (LOPEZ-GARCIA et al., 1988),
anfibios (POLENOY; CHETVERUKHIN, 1993), aves (NOTTEBOHM, 1989), roedores
(ALTMAN, 1965), primatas (ECKENHOFF; RAKIC, 1989) ¢ humanos (ERIKSSON et al.,
1998). Dentre todas as espécies de mamiferos ja estudadas, inclusive humanas, existem
regides onde se localizam células progenitoras mitoticamente ativas, capazes de gerar novos
neurdnios durante a fase adulta (ERIKSSON et al., 1998; GOLD et al., 1998). Essas regioes
incluem os ventriculos, mais precisamente a zona subventricular dos ventriculos laterais
(ZSV) e a formagao hipocampal, especificamente a zona subgranular do giro dentado (ZSG),
sendo esta Ultima, o ponto de encontro da camada interna de células granulares do giro

dentado com o hilo. Paralelamente, tem sido demonstrado nos ltimos anos que o processo de
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neurogénese no SNC do adulto sofre forte influéncia de uma grande variedade de estimulos.
Nesse sentido, Parent e colaboradores (1997) demonstraram aumento sustentado da atividade
mitdtica na ZSG de ratos adultos e que se mantém do 3° ao 14° dia apds o episodio inicial de
status epilepticus induzido pela pilocarpina. (PARENT et al. 1997). Bengzon ¢ et al. (1997)
mostraram que apenas um estimulo no modelo do kindling (abrasamento) pode levar a um
aumento significativo da neurogénese hipocampal e a injecdo intracerebroventricular de acido
cainico também ¢ capaz de aumentar a proliferacdo de células na regido do giro denteado de
ratos adultos (GRAY; SUNDSTROM, 1998). Nesse sentido, a analise quantitativa realizada
em nosso trabalho refor¢a a hipotese de ocorréncia do fendmeno da neurogénese através da
administracdo da lovastatina, uma vez que nossos resultados mostraram que tanto os animais
pertencentes ao grupo controle e que receberam lovastatina quanto os animais submetidos ao
SE e que foram tratados com lovastatina apresentaram um aumento no nimero de células na
regido hipocampal quando comparados com os animais que ndo receberam lovastatina.
Obviamente que essa hipotese devera ser testada através de métodos eficazes e
especificamente indicados para avaliar o fendmeno da neurogénese, no entanto, abre uma

nova perspectiva de pesquisa em nossa area de atuacao.

Finalmente, os resultados obtidos em nosso trabalho demonstraram que a lovastatina
ndo foi capaz de inibir o sprouting nos animais com epilepsia. Como a neuroprotecio
observada em nosso estudo se restringe a regido CA1 do hipocampo, neurénios estes que nao
participam do fendmeno do sprouting, ¢ bastante justificavel argumentar a razdo pela qual a

lovastatina ndo foi capaz de reverter esse fenomeno de neuroplasticidade cerebral.
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6 Conclusao

Os resultados obtidos em nosso estudo demonstram que a administracdo de lovastatina
reduziu a morte neuronal na regido de CA1 do hipocampo de ratos apos um insulto cerebral
agudo, porém, em animais com epilepsia, este farmaco ndo foi capaz de reverter a
reorganizacdo sinaptica hipocampal. Futuros estudos serdo necessarios para uma melhor

compreensdo dos possiveis mecanismos exercidos pela lovastatina durante a epileptogénese.
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ANEXO A

Parecer do Comité de Etica em Manipulacio e Experimentacio Animal da Universidade de
Mogi das Cruzes (CEMEA/UMC)
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