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RESUMO

Objetivo. avaliar os efeitos anticonvulsivantes e neuroprotetores
do dcido lipdico (AL) em ratos adultos no modelo de convulsao
induzido pela pilocarpina. Método. Foram utilizados ratos Wistar
adultos, divididos em quatro grupos. O primeiro foi tratado com
salina 0,9% (grupo controle), o segundo com pilocarpina (400 mg/
kg, grupo P400), o terceiro e o quarto foram tratados com 4cido
lipéico (10 mg/kg), 30 min depois receberam P400 (grupo AL +
P400) ou solugao salina 0,9% (grupo AL), respectivamente. ApSs
os tratamentos, todos os grupos foram observados durante 24 h e
sacrificados, seus cérebros foram removidos para andlise histopa-
tolégica. Resultados. O grupo P400 apresentou convulsées que
progrediram para o estado de mal epiléptico em 75% dos animais.
O pré-tratamento com AL produziu uma reducio de 65% nesse
indice (p<0,0001). Os grupos P400 e AL + P400 apresentaram
83,33 ¢ 25% de animais com lesdo cerebral, respectivamente. No
grupo P400 houve um comprometimento significativo no hipo-
campo dos animais. Na regido hipocampal dos animais do grupo
AL + P400 foi visto uma reducio de 80% nesse comprometimen-
to. Conclusées. Nossos resultados sugerem que o dcido lipdico
exerce efeitos diretos sobre a epileptogénese e promove agdes neu-
roprotetoras contra as convulsoes.
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ABSTRACT

Objective. To evaluate the anticonvulsant and neuroprotective effects
of lipoic acid (LA) in adult rats in the epilepsy model induced by pi-
locarpine. Method. Healthy Wistar rats were divided in four groups.
The first was treated with 0.9% saline (control group), the second
with pilocarpine (400 mg/kg, P400 group), the third and fourth were
treated with lipoic acid (10 mg/kg), and 30 min before receiving P400
(LA + P400 group) or 0.9% saline (LA group), respectively. After the
treatments, all groups were observed for 24 h, sacrificed and dissected
out to remove their brains for histopathological analysis. Results. The
group P400 presented seizures that progressed to status epilepticus in
75% of the animals. Pretreatment with lipoic acid produced a 65%
reduction in this index. P400 and LA + P400 groups revealed 83 and
16% of animals with brain injury, respectively. In P400 group was ob-
served a significative lesion in the hippocampus of the animals. In turn,
in hippocampal region of animals treated with LA + P400 group, we
detected a reduction of 80,23% in the severity degree. Conclusions.
Our results suggest that lipoic acid exerts direct effects on epileptogen-
esis, and promotes neuroprotective actions against the seizures.
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INTRODUGCAO

O a-dcido lipéico (AL) é um co-fator essen-
cial para a atividade de vérios complexos enzimdticos
envolvidos no metabolismo energético. Esses com-
plexos incluem as enzimas piruvato desidrogenase e a
o-cetoglutarato, e ainda, um sistema de clivagem da
glicina. O AL estd presente em células eucariéticas,
sendo sintetizado pela enzima 4cido lipdico sintetase,
a partir do 4cido octandico e do enxofre’. O AL é um
dos mais potentes compostos antioxidantes naturais,
e atualmente tem recebido considerdvel atencio como
um suplemento dietético®.

Muitos estudos tém demonstrado que o AL e a
sua forma reduzida, o 4cido dihidrolipdico (DHAL),
tem atividade antioxidante multifuncional com as se-
guintes caracteristicas: Primeiro, o AL e o DHAL, sio
anfifilicos e facilmente atravessam a barreira hemato-
encefdlica e as membranas celulares; Em segundo lu-
gar, ambos possuem atividade quelante para metais; E
terceiro, o AL é reduzido para o DHAL por virias enzi-
mas antioxidantes que s3o expressas constitutivamente
na maioria dos tecidos. Além disso, devido ao seu forte
potencial redox, o DHAL pode reciclar outros antio-
xidantes, a saber: vitamina C, vitamina E, glutationa e
ubiquinona“.

Um grande nimero de evidéncias cientificas de-
monstra que o estresse oxidativo é um dos elementos
patogénicos relacionados de forma importante em vé-
rias patologias, incluindo a epilepsia, a aterosclerose e o
diabetes™®. Estudos anteriores sugerem que o AL pode
reduzir o estresse oxidativo e ¢ particularmente adequa-
do para a preven¢do e/ou tratamento dessas compli-

11 No entanto, o tratamento com

cagoes patoldgicas
AL, em doses que produzem uma redugio significativa
do estresse oxidativo cerebral ainda nio foi claramen-
te demonstrado. Além disso, precisa ser esclarecido o
mecanismo sobre a sintese endégena de AL durante
essas condicoes, bem como determinado como as al-
teragdes genéticas podem modificar essa sintese, e por
fim, como essas mudancas podem contribuir para o
estabelecimento de doengas neurodegenerativas.

O AL atualmente ¢é utilizado no tratamento da
neuropatia diabética, reduzindo seus sintomas, possi-
velmente através da diminuicio do estresse oxidativo'?.
A atividade antioxidante do AL e do DHLA pode ser
devido a capacidade de um ou de ambos, desempenha-
rem um importante papel na remogao de espécies rea-
tivas derivadas de oxigénio (EROS)". Estudos indicam
que o AL promove uma diminui¢io na concentragio
do 6xido nitrico, provavelmente por meio da redugio
do estresse oxidativo'*!>. Apesar dos potenciais bene-

ficios do AL, ainda nao foi investigado o seu efeito
agudo sobre o dano neuronal observado no modelo
de convulsao. O primeiro objetivo do presente estudo
foi examinar o efeito agudo de AL (10 mg/kg) sobre
as alteragdes comportamentais observadas durante as
convulsoes induzidas pela pilocarpina em ratos adul-
tos. Em segundo lugar, fazendo uso desse modelo
tem-se estudado a severidade e as dreas cerebrais afe-
tadas durante o desenvolvimento das lesées cerebrais
observadas nesse modelo. Dessa forma, por meio desse
modelo de convulso nés decidimos investigar se o AL
pode exercer efeitos neuroprotetores sobre as alteracoes
histopatolégicas observadas no hipocampo de ratos
durante as convulsées, uma vez que, essa drea tem sido
sugerida como responsavel pela instalagao da atividade
convulsiva induzida pela pilocarpina.

METODO

Foram utilizados ratos Wistar adultos (2 meses
de idade; machos; #=80), com peso variando entre 250
e 280g, provenientes do Biotério Central do Depar-
tamento de Fisiologia e Farmacologia, da Universida-
de Federal do Paiui. Durante todos os experimentos,
os animais foram mantidos em gaiolas de acrilico de
30 x 30 x 17 cm® onde foram observados diretamente
durante 24 h com no mdximo 6 animais, em condi-
cbes ambientais semelhantes, com ciclo claro/escuro
alternado de 12 horas (07:00 a.m.), recebendo racio
padrao tipo Purina e dgua ad libitum. Os experimentos
foram realizados de acordo com o guia de cuidados e
usos de animais de laboratério do Departamento de
Satde e Servicos Humanos dos Estados Unidos da
América (EUA).

Os animais foram divididos em quatro grupos.
O primeiro grupo foi tratado com solugio salina 0.9%
(i.p., n=20, grupo controle). O segundo grupo foi tra-
tado com pilocarpina na dose de 400 mg/kg (i.p., #=20;
P400). J4 o terceiro e quarto grupo foram tratados com
4cido lipbico na dose de 10 mg/kg por via intraperi-
toneal, e 30 min depois, receberam pilocarpina (400
mg/kg, i.p., n=20, grupo AL + P400) ou solugao salina
0,9% (i.p., =20, grupo AL), respectivamente. Apds
os tratamentos os grupos foram colocados em gaiolas
para observagio dos seguintes parimetros: sinais coli-
nérgicos periféricos (SCP), tremores, movimentos es-
tereotipados (ME), laténcia para instalagao da primeira
convulsio (LIPC), convulsoes, laténcia para o desen-
volvimento do estado de mal epiléptico (LDEP), esta-
do de mal epiléptico e a taxa de mortalidade. O grupo
P400 foi constituido pelos animais que apresentaram
convulsao, estado de mal epiléptico e que sobreviveram



ao periodo de 24 h observagio (7=12). Os grupos con-
trole (n=6) e AL (7=6) foram constituidos pelos ani-
mais de cada grupo que nio apresentaram convulsio,
estado de mal epiléptico e que sobreviveram ao periodo
de 24 h observagao. Por sua vez, o grupo AL + P400,
foi constituido pelos animais que apresentaram con-
vulsao, estado de mal epiléptico e que sobreviveram ao
periodo de 24 h observagao (n=4).

Apés o periodo de observacio de 24 h, todos
os grupos descritos acima foram sacrificados por deca-
pitagdo. Seus cérebros foram removidos e fixados em
formalina a 10% por 72 h para a realizacio das anilises
histopatoldgicas. Cortes sagitais, feitos dois cortes dor-
sais em intervalos de 1 mm, foram obtidos a partir de
um corte inicial préximo aos corpos mamilares. Para o
estudo microscdpico, seccoes de 10 pm foram feitas, e
coradas pelo método de coloragio HE (hematoxilina
- eosina), e analisadas com auxilio de um microscé-
pio 6ptico. As regides CA1 e CA3 hipocampal foram
observadas e classificadas de acordo com as descricoes
do Atlas de Paxinos & Watson'®. O grau de lesao foi
expresso através de uma escala percentual de 0 (ne-
nhum) a 100 (total) para cada hipocampo analisado
de acordo com o método descrito anteriormente'”'%. A
lesdo cerebral foi definida pela presenga de pelo menos
50% de alteragao histopatolégica em uma das regioes
hipocampais analisadas.

Os resultados que obedeciam a uma distribui¢io
paramétrica foram analisados por Anélise de Variincia
(ANOVA) com teste de Student Newman Keuls (post
hoc) pelo programa GraphPad Prism versao 3.00 para
Windows, GraphPad Software, San Diego California
USA. Copyright (c) 1994-1999 por GraphPad softwa-
re. Os dados nio paramétricos (percentagens) foram
analisados pelo mesmo programa utilizando o teste do
qui-quadrado. As diferencas foram consideradas esta-
tisticamente significativas a partir de p<0,05.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra que todos os animais trata-
dos com pilocarpina (grupo P400, 7=20), apresenta-
ram SCP, ME e tremores. As convulsées ocorreram em
75% (15) dos animais, que progrediram para o estado
de mal epiléptico também em 75% (15) dos animais.
A taxa de mortalidade desse grupo corresponde a 60%
(12).

Os dados apresentados na Tabela 1 sugerem que
os efeitos produzidos pela estimulagao colinérgica pe-
riférica ndo sao bloqueados pelo 4cido lipdico. O pré-
tratamento com AL (grupo AL + P400) nio interfere
nos SCP, ME e tremores induzidos pela pilocarpina.
No entanto, produz um aumento na laténcia de ins-
talagdo da primeira convulsao (LIPC) e na laténcia do
desenvolvimento do estado de mal epiléptico (LDEP)
de 158% (p<0,0001) e 152% (p<0,0001), respecti-
vamente (Tabela 1). No mesmo grupo, foi vista uma
diminui¢ao de 65% no niimero de animais que con-
vulsionam e que evoluem para o estado de mal epilép-
tico (p<0,0001). Foi verificada também uma redugio
na taxa de mortalidade de 60% (p<0,0001). Os grupos
tratados somente com solugao salina 0,9% (grupo con-
trole) ou com dcido lipéico (grupo AL) nido apresen-
taram nenhuma alteragio comportamental (Tabela 1).

A Figura 1 mostra uma alta percentagem de
animais com lesao cerebral no grupo P400. Por sua
vez, nos animais que foram pré-tratados com AL 30
minutos antes da administracio de pilocarpina, houve
uma reducio de 58,33% no ndmero de animais com
lesao cerebral, e daqueles que apresentaram convul-
sdo e estado de mal epiléptico, foi detectado alteragao
histopatolégica no hipocampo em apenas um animal
(p<0,0001) (Tabela 2). Também foi detectada uma
redugio de 80% no grau de severidade da lesdo hipo-
campal no grupo AL + P400, quando comparado ao
grupo P400 (p<0,0001) (Tabela 2). Os grupos tratados

Tabela 1. Efeito de pré-tratamento com 4cido lipdico em ratos apds convulsoes induzidas pela pilocarpina.

Estado de mal Taxa de

Grupos S(E/:‘)I)’ 1(\;3: Tre(l:/xoc))res Con(‘;:;%es epiléptico mortalidade
(%) (%)
P400 100 100 100 75 75 60
AL + P400 100 100 100 20° 20° 20°
AL 00 00 00 00 00 00

O grupo P400 foi tratado com pilocarpina (400 mg/kg, i.p., n=20). O grupo AL + P400 foi pré-tratado com dcido lipdico (10 mg/kg, i.p.), e 30 min apds
recebeu pilocarpina (400 mg/kg, i.p., n=20). O grupo AL foi tratado com dcido lip6ico (10 mg/kg, i.p., n=20). Apds os tratamentos todos os grupos foram
observados durante 24 h para a determinagio dos sinais colinérgicos periféricos (SCP), movimentos estereotipados (ME), tremores, convulsoes, estado de mal
epiléptico e a taxa de mortalidade. Os resultados dos estudos comportamentais foram expressos em percentagem.

ap<0,05, quando comparado ao grupo P400. Teste do Qui-quadrado.



somente com solugao salina 0,9% (grupo controle) ou
4cido lipdico (grupo AL) nio apresentaram nenhuma
mudanga histopatolégica (Figura 1).

Figura 1. Efeitos do pré-tratamento com 4cido lipdico no dano
hipocampal induzido pelas convulsées.

A - Auséncia de alteragdes histopatoldgicas no hipocampo de ratos adultos
observados por 24 h apés administragio de salina (NaCl 0,9%, i.p.; n=4,
controle) (Hematoxilina — Eosina (HE) - X40);

B - Perda neuronal, gliose, atrofia e degeneragio no hipocampo de ratos
adultos que apresentaram convulsio, estado epiléptico e que foram sacrifi-
cados 24 h apés a administracio de P400 (400 mg/kg, i.p., n=4) (HE X40);
C - Auséncia de alteragdes histopatolégicas no hipocampo de ratos adultos
observados por 24 h apés administracdo de 4cido lipéico (10 mg/kg, i.p.;
n=4, AL) (HE X40);

D - Auséncia de alteragoes histopatoldgicas no hipocampo de ratos adultos
pré-tratados com écido lipsico (10 mg/kg, i.p.), que apresentaram convul-
sdo, estado epiléptico e que foram sacrificados 24 h apds a administracio de
P400 (n=4, AL + P400) (HE X40).

Todos os grupos foram observados durante 24 h, em seguida sacrificados
para remogao dos cérebros para realizagio dos estudos histopatolégicos. O
grau de lesao foi expresso através de uma escala percentual de 0 (nenhum)
a 100 (total) para cada hipocampo examinado. Os animais foram definidos
como tendo lesio cerebral quando havia pelo menos 50% de alteragio no
hipocampo.

DISCUSSAO

O estresse oxidativo cerebral pode ser produzido
pelo desequilibrio entre a produgao de EROS e a ativi-
dade antioxidante neuronal”?. Estudos demonstram
que o estresse oxidativo estd frequentemente associado
com a etiologia multifatorial das crises convulsivas, ca-
racterizada por alteragoes nos sistemas monoaminérgi-
cos e antioxidantes cerebrais, principalmente no hipo-
campo'"*'. Esse estresse oxidativo associado as lesoes
histopatoldgicas no hipocampo, provavelmente, ocorre
por causa das mudancas neuroquimicas que compro-
metem a remogio das EROSY.

O estresse oxidativo e as lesoes cerebrais estdo
associados a vdrios outros fatores epileptogénicos, in-
cluindo peroxidacio lipidica e produc¢io de nitrito',

bem como pelo aumento ou reducio da sintese e/ou
liberagao das monoaminas e aminodcidos'**. O aspec-
to mais critico da presente investigagio ¢ a identifica-
¢a0 de uma neuroprotecio mediada pelo 4cido lipdico
contra as lesdes hipocampais causadas pelas convulsées
no modelo de epilepsia induzido pelosa pilocarpina.

Os efeitos individuais da administracio aguda
de AL em ratos convulsivos sio consistentes com os
nossos resultados de estudos anteriores'™", que de-
monstram uma reducido dos niveis de peroxidagao
lipidica e da produgio de nitrito, bem como um au-
mento na atividade das enzimas antioxidantes (superé-
xido dismutase e catalase) apds o pré-tratamento com
4cido lipdico. Nesse estudo o pré-tratamento com AL
resultou em redugoes substanciais, comparadas com
as do grupo tratado com pilocarpina (grupo P400),
nas alteragbes comportamentais observadas durantes
as crises convulsivas, como também aumentou signi-
ficativamente as laténcias para instalagio da primeira
convulsao e para o desenvolvimento do estado de mal
epiléptico. Da mesma, este pré-tratamento reduziu de
forma significativa o niimero de animais que apresen-
taram lesao hipocampal. Esses dados sugerem que AL
reduz a produgio de EROS, por meio da estimulagio
das defesas antioxidantes, bem como aumenta os me-
canismos de neuroprotegio contra o dano neuronal,
provavelmente, devido a sua capacidade de reciclar ou-
tros antioxidantes (vitamina C, vitamina E, glutationa
e ubiquinona) cerebrais.

No presente estudo, nés demonstramos que o
AL também aumentou o indice de sobrevivéncia dos
animais e reduziu o grau de severidade da lesiao ob-
servada no hipocampo dos ratos convulsivos. O AL
pode ter a capacidade de reparar a lesao neuronal, jun-
tamente com outras enzimas antioxidantes (glutationa
peroxidase e glutationa redutase), sugerindo assim, um
papel neuroprotetor para este antioxidante>*’. Nossos
resultados corroboram com os dados anteriormente
descritos na literatura sobre o papel neuroprotetor do
AL durante as convulsoes induzidas pela pilocarpi-
nalbl.

O interesse pelo papel deste antioxidante decor-
re da constatagdo de que as adaptagoes metabdlicas ve-
rificadas no estresse oxidativo observado durante a fase
aguda das convulsoes conduzem a um aumento da taxa
metabdlica basal, no consumo de oxigénio e na forma-
¢ao de EROS®. O AL ¢ um importante antioxidante
em seres humanos e vdrios estudos sugerem uma pos-
sivel reducdo na sua concentragio durante o desenvol-
vimento de doengas neurodegenerativas, entretanto, o



Tabela 2. Efeito de pré-tratamento com 4cido lip6ico nas alteragées histopatolégicas hipocampais observadas em ratos adultos apds convul-

soes induzidas pela pilocarpina.

Alteragdes histopatolégicas

Grupos 5 4
RaFOS com lesdo Severidade da lesao .Nl{mero de Numero total de
hippocampal (%) animais com dano Animais bor eTipo
(%) hipocampal por grup
P400 83,33 61,89 +0,23 11 12
AL + P400 25% 12,23 + 0,67° 1 4
AL 00 00 0 6

O grupo P400 foi tratado com pilocarpina (400 mg/kg, i.p., n=20). O grupo AL + P400 foi pré-tratado com dcido lipdico (10 mg/kg, i.p.), e 30 min apds
recebeu pilocarpina (400 mg/kg, i.p., n=20). O grupo AL foi tratado com 4cido lipdico (10 mg/kg, i.p., n=20). Apds os tratamentos todos os grupos foram
observados durante 24 h. O grau de comprometimento hipocampal (severidade da lesao) foi expresso como a média + S.E.M. dos escores do dano cerebral do
nimero de animais inseridos entre paréntesis. Os animais foram definidos como tendo lesio cerebral quando havia pelo menos 50% de compromentimento
no hipocampo. ap<0,05, quando comparado ao grupo P400 (Teste do Qui-quadrado); bp<0,05, quando comprado ao grupo P400 (ANOVA e teste t-Student

post hoc).

significado destas alteragoes durante o estabelecimento
das convulsoes ainda nao estd completamente esclare-
cido.

Dessa forma, decidimos investigar o papel desse
antioxidante nas mudangas histopatolégicas observa-
das no modelo de convulsao induzido pela pilocarpina.
As alteragoes observadas no hipocampo reproduzem
muitas destas alteragdes observadas em pacientes epi-
lépticos, incluindo perda neuronal e remogao do te-
cido de sustentagio do SNC*2°. A literatura registra
danos morfoldgicos em diversas estruturas cerebrais
apds convulsao'. As principais alteragdes sao o alar-
gamento dos ventriculos, a deformagao do giro denta-
do com moderada dispersao das células granulares e a
perda neuronal em diversas dreas (hipocampo, cértex
cerebral, corpo estriado, cortex piriforme, amigdala,
tilamo, nicleo subtalimico, corpo caloso, cértex mo-
tor e drea septal).

Esses danos neuronais, também foram observa-
dos no hipocampo, amigdala, cértex piriforme, cortex
entorrinal, septum lateral, tdlamo, neocértex e subs-
tincia negra de ratos convulsivos'””’. Neste trabalho,
vérios animais foram distribuidos para o estudo his-
topatolégico, sendo detectada lesiao cerebral, vacuo-
lizagao e gliose no grupo P400. Esses dados sugerem
uma interagio entre o sistema colinérgico e as EROS
no desenvolvimento das lesdes hipocampais. Em nosso
estudo, a estrutura cerebral mais comprometida com a
administragdo de pilocarpina foi o hipocampo.

Nosso estudo mostrou uma alta percentagem
de animais com lesao cerebral apés administracao de
P400. Por sua vez, o grupo pré-tratado com AL, 30 mi-
nutos antes da administracdo de P400 apresentou um

menor numero de animais com lesao cerebral. Além
disso, naqueles animais que apresentaram convulsao
foi detectada alteragao histopatolégica no hipocampo
em apenas um animal, sugerindo, assim, que as lesoes
decorrentes do processo convulsivo, podem ocorrer de-
vido a0 aumento na produ¢io de EROS. O hipocam-
po foi descrito como sendo responsével pela instalagio
da atividade convulsiva induzida pela pilocarpina’®.
Portanto, a remogao de EROS pelo AL nessa regiao
pode ser essencial para suprimir as alteracdes compor-
tamentais e prevenir as lesdes hipocampais causadas
pelas convulsoes.

CONCLUSAO

Em suma, nossos dados concordam com os
anteriormente descritos, uma vez que observamos de-
generagio neuronal, gliose, atrofia e vacuolizagio no
hipocampo dos ratos convulsivos. As drogas antioxi-
dantes podem apresentar um potencial terapéutico
para pacientes epiléticos na protegio contra as lesoes
cerebrais durante a atividade epiléptica, provavelmen-
te, por meio da remogio e/ou diminuigao da produgio
de EROS, e ainda pelo aumento da atividade de enzi-
mas antioxidantes hipocampais. Nossos dados sugerem
que o AL pode influenciar a epileptogénese e promover
agdes anticonvulsivantes e neuroprotetoras durante as
convulsoes. Entretanto, novos estudos devem ser reali-
zados no intuito de esclarecer o papel nos mecanismos
epileptogénicos deste antioxidante.
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