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RESUMO

Objetivo: O objetivo desse estudo foi caracterizar a neuroprote¢io do RPia em ratos submetidos ao status
epilepticus (SE) induzido pela pilocarpina (Pilo). Métodos: Avaliou-se o balango entre utilizagdo local da
glicose cerebral (ULGC) e fluxo sanguineo cerebral local (FSCL) apés 4 horas de SE, e a marcagio por
Fluoro Jade-B (FJB), 24 horas e 90 dias ap6s SE. Quatro grupos foram avaliados: Salina, Pilo, RPia+Salina
e RPia+Pilo. Resultados e Conclusiao: Aumentos significantes na ULGC foram observados na maioria das
regides avaliadas nos grupos Pilo e RPia+Pilo quando comparados ao controle. Entretanto, redugio
significante na ULGC ocorreu na substancia negra pars reticulata e giro denteado do grupo RPia+ Pilo versus
Pilo. Houve aumento significante do FSCL em todas as 4reas estudadas, comparando-se os grupos Pilo e
RPia+Pilo com o controle. Foi observado um aumento significante do FSCL durante SE em CA2, CA3, giro
denteado, cértex entorrinal, corpo mamilar, nicleos talamicos, ntcleo rubro, zona incerta, nicleo oral da
ponte e cértex visual, no grupo pré-tratado com RPia comparado ao tratado somente com Pilo. Grande
nidmero de células marcadas com FJB foi observado no grupo Pilo e o pré-tratamento com RPia reduziu essa
marcagio na formagio hipocampal, cértex piriforme, amigdala basolateral e substdncia negra pars compacta.

Unitermos: Pilocarpina; neuroprotecio; adenosina; metabolismo de glicose; fluxo sanguineo cerebral.

ABSTRACT
Epilepsy and neuroprotection: Employment of the RPia during status epilepticus induced by pilocarpine

Objective: The aim of this study was to characterize the neuroprotection of the RPia in rats subjected to
status epilepticus (SE) induced by pilocarpine (Pilo). Methods: We evaluated the mismatch between local
cerebral glucose utilisation (LCGU) and local cerebral blood flow (LCBF) 4 hours after SE induction.
Neuronal loss was evaluated by Fluoro Jade-B (FJB) 24 hours and 90 days after SE. Four groups were studied:
Saline, Pilo, RPia+Saline and RPia+Pilo. Results and Conclusions: Significant increases in the LCGU
were observed in the almost all brain regions of Pilo and RPia+Pilo groups compared to control. However,
significant reduction in the LCGU occurred in the substantia nigra pars reticulata and hippocampal formation
of RPia+Pilo group versus Pilo. There was significant increase of the LCBF in all the studied areas, comparing
the Pilo and RPia+Pilo groups with the control. The increases of LCBF was more intense in rats from
RPia+Pilo compared to Pilo, and located mainly in CA2, CA3, dentate gyrus, entorhinal cortex, thalamic
nuclei, mammillary body, red nucleus, zone incerta, pontine nucleus and visual cortex. A great number FJB
stained cells was observed in the Pilo group and RPia pretreatment reduced the staining in the hippocampal
formation, piriform cortex, basolateral amygdala and substantia nigra pars compacta.
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INTRODUCAO

A epilepsia é uma desordem neuroldgica caracteriza-
da pelo aparecimento de crises espontineas devido a
hiperatividade neuronal.’? A epilepsia do lobo temporal
(ELT) é uma forma comum dentre as epilepsias, compre-
endendo cerca de 40% de todos os casos.>!” O modelo da
pilocarpina vem sendo extensamente utilizado por repro-
duzir as principais caracteristicas da epilepsia do lobo tem-
poral (ELT) humana”.'® Este modelo consiste na adminis-
tracdo (i.p.) de altas doses de pilocarpina (300-380mg/kg),
desencadeando uma seqiiéncia de alteragcdes comporta-
mentais e eletrencefalograficas que incluem crises limbicas
e estado de mal epiléptico podendo durar até 12 horas (fase
aguda), seguido por um periodo de normalizagio de apro-
ximadamente 14 dias que caracteriza a fase latente, e o
aparecimento de crises espontineas e recorrentes marca o
inicio da fase cronica do modelo.!

O uso desse modelo vem contribuindo para uma me-
lhor compreensio da fisiopatologia da ELT, bem como pos-
sibilitando o estudo de novas terapias para amenizar os efei-
tos deletérios da crise. Nesse contexto, Vianna e colabo-
radores?' demonstraram que o uso de agonista adenosi-
nérgico A, promove neuroprote¢io no hipocampo de ra-
tos submetidos ao modelo da pilocarpina.

A adenosina é um neuromodulador com potente efei-
to depressor na transmissdo sindptica excitatdria, espe-
cialmente por ativar receptores A, e desempenha uma im-
portante agio neuroprotetora contra os efeitos excito-
téxicos desencadeados pela alta liberagio de glutamato du-
rante a atividade ictal.2’*611.21 Além da propriedade
neuromodulatdria, estudos apontam a vasodilatagio e o
aumento na producéo de energia através do transporte de
glicose como efeitos benéficos da adenosina.!*

Alguns autores sugerem que o desequilibrio entre o
consumo de glicose cerebral local e o aporte sanguineo
durante SE pode ser um dos fatores envolvidos no proces-
so lesional.”81320 Fernandes e colaboradores® em um es-
tudo do metabolismo da glicose utilizando a técnica da
[C14]-2DG'8 em ratos adultos tratados com litio-pilo-
carpina, demonstraram uma correlagdo entre hipermeta-
bolismo e morte neuronal em algumas regides envolvidas
com a circuitaria da crise. Estudos auto-radiogréficos en-
volvendo a relagio entre fluxo e metabolismo em animais
adultos submetidos a crises severas ou SE confirmam que
a morte neuronal pode ser resultado de um desequilibrio
entre esses dois sistemas.”?°

Estudos prévios demonstraram potente efeito neuro-
protetor do agonista adenosinérgico A, RPia, no modelo
lesional induzido por pilocarpina.?! Sendo assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o balango entre a utili-
zacdo local de glicose cerebral e o fluxo sanguineo cere-
bral local durante SE induzido por pilocarpina em ratos
pré-tratados com RPia, a fim de mapear possiveis altera-
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¢Oes nesses sistemas e associd-las ao processo de neuro-
protegio.

METODOS

Ratos machos da linhagem Wistar, pesando de 250g a
300g mantidos sob ciclo claro/escuro de 12 horas e com
livre acesso a dgua e a racio, foram submetidos a aplica-
cdo de cloridrato de pilocarpina (4% — Sigma), na dose de
360mg/kg, i.p., 30 minutos apds tratamento com me-
tilescopolamina (Img/kg, s.c. — Sigma), utilizada para
minimizar os efeitos periféricos da pilocarpina®®.

O agonista adenosinérgico A; RPia (R(-)N6-(2-fe-
nilisopropil)adenosina, Sigma), foi administrado na dose
de 25ug/kg (i.p.), 15 minutos antes da injecdo de pilo-
carpina ou de salina. De acordo com o tratamento, foram
obtidos os seguintes grupos (n=18/grupo, sendo 5 para
estudo do metabolismo, 5 para estudo do fluxo e 8 para
o estudo do FJB): Salina: animais tratados com salina
e DMSQ; Pilo: animais tratados com pilocarpina, apds
pré-tratamento com salina e dimetilsulféxido (DMSO —
Sigma); RPia+Salina: animais tratados com salina, apés
pré-tratamento com RPia; RPia+Pilo: animais tratados
com pilocarpina, apds pré-tratamento com RPia. Os gru-
pos que foram submetidos 4 aplicagio de RPia foram trata-
dos com 1,5mg/kg de 8pSPT (8-p-sulfofenil) teofilina (i.p.),
um antagonista adenosinérgico que minimiza os efeitos
periféricos da adenosina. As drogas foram dissolvidas em
DMSQO e solugio salina, na proporgao de 1:5 (v/v).

Aproximadamente 24 horas antes da injecdo de
[C14]-2DG ou [C14]-IAP os animais foram submetidos ao
procedimento cirtirgico para implantacdo dos cateteres
(PE-50, Clay Adams) na artéria e veia femoral. A ULGC
foi mensurada através do método de Sokoloff.'s A
[C14]-2DG (300-350mCi/mmol — PerkinElmer) foi injetada
por via intravenosa em concentracio trago de 100uCi/kg,
4 horas ap6s o inicio do SE (grupos experimentais) ou da
aplicacdo de salina (grupos controles). Durante a admi-
nistracio de [Cl4]-2DG, amostras de sangue foram
coletadas pelo cateter arterial para a obtengio do pico da
concentracio plasmética do radioisétopo e para andlise
da glicose sangiiinea plasmética (Kit Glicose enzimAtica
Liquida — Wiener). Apds 45 minutos do inicio da admi-
nistragio de [C!4]-2DG, os animais foram decapitados, os
cérebros retirados, congelados em metilbutano (Sigma) a
-25°C e estocados em -80°C até procedimentos seguintes.

A medida do fluxo sanguineo cerebral local foi reali-
zada através do método de Sakurada!® Um volume de
1,0mL de IAP (56mCi/mmol; Amersham; 25mCi/mL) foi
infundido por via intravenosa durante 1 minuto. Amos-
tras de sangue arterial foram recolhidas e tratadas com
0,5 mL de solubilizador de tecido e 0,5 mL de peréxido
de hidrogénio 30%, antes de ser submetido & contagem do
Cl4 pelo equipamento contador de cintilacio beta. Ao fi-
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nal do procedimento (1min), os ratos foram decapitados,
seus cérebros retirados e congelados em metilbutano a
-25°C e estocados a -80°C até serem processados. Cortes
coronais (20um) foram feitos em criostato a -20°C e recu-
perados em laminulas para montagem dos filmes auto-
radiograficos. Os padroes de C14 (Amersham) foram usa-
dos para a construcio da curva de densidade 6ptica no
momento da leitura dos filmes no sistema de anélise de
imagens. As concentracdes das regides cerebrais foram es-
timadas de acordo com o nivel de cinza em relagio a cur-
va padrio.

Animais experimentais, 24 horas ou 3 meses apds o
insulto, e seus respectivos controles foram anestesiados e
perfundidos por via transcardiaca com solugéo fixadora de
formaldeido tamponado a 4%. Apés, os cérebros foram
fatiados em vibratomo em cortes coronais de 40um. As
secgdes foram montadas em lAminas gelatinizadas e secas
a temperatura ambiente. A reagio foi feita em imersoes
consecutivas de alcool (80 e 70%), 4gua destilada, per-
manganato de potassio 0.06% (15min), seguido de lava-
gens com agua destilada, imersdo em solugio de FJB a
0.01% em 4cido acético 0.1% sob leve agitagio por 30min
e sucessivas lavagens em dgua destilada. As lAminas foram
secas em placa aquecida (50°C -10min), desidratadas em
alcool, diafanizadas em xileno e montadas com “Vecta
Mount” (Vector).

RESULTADOS

Nio foram observadas diferencas significantes nos ni-
veis de pressdo arterial, glicose arterial, pH, pCO, e pO, en-
tre os grupos estudados durante o experimento (Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos do SE e do RPia nas variaveis fisiolégicas.

Salina Pilo RPia+Pilo
Pressdo Arterial 11874133 130,049 1153486
(mmHg)
Glicose Arterial
(mg/dL) 115469 1197495 13,2428
pH 7,48+£0,04  7,45+0,03 7,43 0,07
pCO, (mmHg) 452+ 1,7 3314 36,9 + 6,1
pO, (mmHg) 89,62  83,5+0,7 89,1 +3,7

Aumentos significantes na ULGC foram observados
em 38 das 44 regioes cerebrais de ratos do grupo Pilo com-
parados ao grupo controle e em 43 das 44 regices do gru-
po RPia+Pilo quando comparado ao controle (ANOVA
pés-teste de Bonferroni).
pos experimentais Pilo e RPia+Pilo revelou diminui-
¢io significante na ULGC do giro denteado (-54,01%;
p<0.001) e da substincia negra pars reticulata (-67,96%;
p<0.001) nos animais do grupo RPia+Pilo (Figura 1).

A comparagdo entre os gru-
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* Giro denteado (DG), corpo geniculado medial (MGB), substancia negra pars
reticulata (SNPR) e coliculo inferior (ICol).

Figura 1. Auto-radiogramas de [C14]2DG de secgdes coronais
de cérebros de ratos adultos dos diferentes grupos: controle (Sa-
lina), Pilo, RPia+ Pilo.

Foram observados aumentos significantes dos valores
de FSCL em todas as 4reas avaliadas, quando comparados
os grupos experimentais Pilo e RPia+Pilo com seus res-
pectivos controles. Durante SE houve aumento signifi-
cante do FSCL em CA2 (27,68%, p<0,05); CA3 (27,43%,
p<0,01); giro denteado (27,53%, p<0,05); cértex entorri-
nal (29,46%, p<0,05); corpo mamilar (31,25%, p<0,05);
tadlamo médio-dorsal (38,57%, p<0,01); tdlamo ventro-
p6stero medial (30,07%, p<0,05); nicleo rubro (14,72%,
p<0,05); talamo posterior (34,82%, p<0,05); corpo geni-
culado medial (30,71%, p<0,05); zona incerta (31,87%,
p<0,01); ntcleo oral da ponte (34,82%, p<0,05); cortex
visual (40,41%, p<0,05) no grupo pré-tratado com RPia
em relagio ao grupo tratado somente com pilocarpina (Fi-
gura 2).
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*Giro denteado (DG), corpo geniculado medial (MGB), substancia negra pars
reticulata (SNPR) e coliculo inferior (ICol).

Figura 2. Auto-radiogramas de ["“C]-IAP de secg¢des coronais
de cérebros de ratos adultos dos diferentes grupos: controle (Sa-
lina), Pilo e RPia+ Pilo.

O pré-tratamento com RPia reduziu a intensidade da
marcacgio por FJB na formagdo hipocampal e no cértex
piriforme 24 horas ap6s inicio do SE (Figura 3). Além des-
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sas dreas, 90 dias apds o insulto, observou-se neuroprotegio
na amigdala basolateral e substAncia negra pars compacta.
A reacio foi negativa nos animais controles (Figura 4).
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Figura 3. Coloragio por FJB no hilo do giro denteado (a,b) e
cértex piriforme (c,d) de ratos adultos durante condiges con-
trole salina (1), 24h ap6s Pilo (2) e 24h ap6és RPia+Pilo (3).
(a,c) barra 50um; (b,d) barra 20um.

Figura 4: Coloragio por FJB da amigdala basolateral (a,b) e
cértex piriforme (c,d) de ratos adultos durante condigdes contro-
le salina (1), 3 meses ap6s Pilo (2) e 3 meses apds RPia+Pilo (3).
(a,c) barra 50um; (b,d) barra 20um.

CONCLUSOES

O pré-tratamento com RPia em ratos submetidos ao
modelo da pilocarpina promoveu hipometabolismo duran-
te o SE em regides envolvidas na circuitaria da crise, como
por exemplo, o giro denteado e a substincia negra pars
reticulata. Concomitantemente, detectou-se hiperfluxo em
areas como CA2; CA3; giro denteado; cértex entorrinal;
corpo mamilar; nicleos médio-dorsal, ventro-pdstero me-
dial e posterior do tdlamo; corpo geniculado medial; nd-
cleo rubro; zona incerta; nicleo oral da ponte e cértex
visual. O resultado indica modulagio desses sistemas pelo
RPia favorecendo processos de neuroprotecio que foi de-
monstrada pela reducio na densidade de células marcadas
pelo FJB no hipocampo, cértex piriforme, amigdala
basolateral e substncia negra pars compacta de ratos pré-
tratados.
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