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Resumo

Contexto: As convulsoes podem produzir danos neuronais em diversas areas e, especialmente, nas estruturas limbicas. Objetivos: O objetivo do presente trabalho
foi estudar os efeitos neuroprotetores da vitamina C nas alteragoes histopatologicas observadas no corpo estriado de ratos convulsivos. Material e métodos: Foram
utilizados ratos Wistar adultos. Os animais foram divididos em quatro grupos. O primeiro grupo foi tratado com salina 0,9% (grupo controle) e o segundo, com
pilocarpina (400 mg/kg, grupo P400). Ja o terceiro e o quarto grupo foram tratados com vitamina C (250 mg/kg), e, 30 minutos depois, receberam P400 (grupo
VIT C + P400) ou solugio salina 0,9% (grupo VIT C), respectivamente. Apos os tratamentos, todos os grupos foram observados por 24 horas e, em seguida,
sacrificados e seus cérebros removidos para as andlises histopatoldgicas. Resultados: O grupo P400 apresentou convulsdes que progrediram para o estado epi-
léptico em 75% dos animais. O pré-tratamento com vitamina C produziu uma redugéo de 35% nesse indice. Os grupos P400 e VIT C + P400 apresentaram 80% e
20% de animais com lesdo cerebral, respectivamente. No corpo estriado dos animais do grupo P400, houve um comprometimento de 50%. Por sua vez, na regido
estriatal dos animais do grupo VIT C + P400 foi vista uma redugdo de 40% nesse comprometimento. Discussdo: As convulsées induzidas pela pilocarpina sao
instaladas pelo sistema colinérgico e propagadas pela produgéao de radicais livres e pelo sistema glutamatérgico, resultado no desenvolvimento de dano cerebral.
As drogas antioxidantes podem apresentar um potencial terapéutico para pacientes epilépticos na protecio contra as lesdes cerebrais por meio da remogao desses
radicais livres formados. Acredita-se, assim, que a vitamina C pode influenciar a epileptogénese e promover agdes neuroprotetoras durante as convulsoes.

Freitas RM, Tomé AR / Rev Psiq Clin. 2010;37(3):105-8

Palavras-chave: Convulsio, lesdo cerebral, corpo estriado, pilocarpina, dcido ascérbico.

Abstract

Background: Seizures may produce neuronal damage in several areas and especially in limbic structures. Objectives: This study aimed to evaluate the neuro-
protective effects of vitamin C in the histopathological changes observed in rat striatum after seizures. Material and methods: Healthy Wistar rats were divided
into four groups. The first group was treated with 0.9% saline (control group) and the second one with pilocarpine (400 mg/kg, P400 group). Third and fourth
groups were treated with vitamin C (250 mg/kg), 30 minutes before receiving P400 (P400 + VIT C group) or 0.9% saline (VIT C group), respectively. After the
treatments, all groups were observed for 24 hours, 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 vitamin C produced a 35% reduction in this index. P400 and
P400 + VIT C groups revealed 80% and 20% of animals with brain injury, respectively. In P400 group, lesion severity of the striatum was 50%. In turn, in striatal
region of animals treated with P400 + VIT C group, we detected a reduction of 40% in the severity degree. Discussion: Pilocarpine-induced seizures are installed
by the cholinergic system and propagated by free radicals and by glutamatergic system, leading to brain damage. The antioxidant drugs may have therapeutic
potential for epileptic patients to protect against brain injure through removing free radicals produced, suggesting that vitamin C may influence epileptogenesis
and promote neuroprotective actions during seizures.
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Introducéo

A vitamina C (4cido ascorbico) é um componente essencial envol-
vido em varias fun¢des bioldgicas no organismo humano. Estudos
mostram que a diminui¢do de sua concentragdo pode produzir
inameras patologias, incluindo epilepsial. O 4cido ascdrbico tam-
bém participa de uma variedade de reagdes enzimaticas, tais como
na sintese de catecolaminas e de coldgenoz. A literatura relata que
existem altas concentragdes desse composto antioxidante no siste-
ma nervoso central (SNC), sugerindo um papel importante deste
durante os processos de remogao de espécies reativas derivadas do
oxigénio (EROS) nos compartimentos intra e extracelular neuronal,
atribuindo-se a este a capacidade de participar em intimeros proces-
sos fisiopatoldgicoss.

Dados recentes demonstraram que o acido ascdrbico participa
como um importante neuromodulador da transmissdo glutama-
térgica no SNC, contribuindo para a redugdo da excitotoxicidade
mediada pelo glutamato nas terminagdes nervosast. O metabolismo
alterado do glutamato e a disfun¢do das moléculas transportadoras
glutamatérgicas podem facilitar a estimulagdo dos receptores glu-
tamatérgicos, induzindo um aumento na concentragao intracelular
de célcios, que, por sua vez, facilita a ativagdo de vérias enzimas de
importéancia fisiopatoldgica durante as convulsoes.

O glutamato parece desencadear a liberagao de ascorbato em
astrdcitoss. Existe evidéncia de que a perda de moléculas trans-
portadoras de glutamato nessas células neuronais pode contribuir
para a alteracdo das fungdes cerebraiss’. Além disso, a alteragao de
transportadores de glutamato no cértex cerebral pode exacerbar a
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lesao cerebral isquémica. Essa agao neurotdxica pode ser aumentada
pelo estresse oxidativos. Sabe-se que o sistema glutamatérgico tem
uma importante participagdo na instalagdo e na propagagio e é res-
ponsavel pelas lesdes cerebrais induzidas pelas convulsoes?. Estudos
anteriores demonstram que a administragao de pilocarpina induz o
desenvolvimento de convulsées, estado epiléptico e lesdo cerebral em
roedores>11. O inicio das convulsées pode ser bloqueado por drogas
anticolinérgicas sugerindo que a ativagdo do receptor colinérgico
muscarinico é responsavel pela instalagido do processo convulsivo.
Por sua vez, o bloqueio de receptores glutamatérgicos impede sua
propagagdo e o desenvolvimento de dano cerebral+11.12,

Fazendo uso do modelo de convulsées induzidas pela pilocar-
pina, tem sido estudadas a severidade e as dreas cerebrais afetadas
durante o desenvolvimento das lesdes cerebrais observadas nesse
modelo. No entanto, os efeitos de drogas antioxidantes durante a
evolugio temporal dessas lesdes cerebrais ainda nio foram com-
pletamente estabelecidos. De maneira geral, as convulsdes limbicas
produzem danos neuronais em diversas dreas, causando perda
neuronal em vdrias estruturas, a saber: hipocampo, corpo estriado,
amigdala, cortex piriforme, cortex entorrinal, cortex frontal, talamo
e substancia negral314,

Dessa forma, por meio do modelo de convulsao induzida por
pilocarpina, decidiu-se estudar os efeitos neuroprotetores da vitamina C
nas alteragdes histopatoldgicas observadas no corpo estriado de ratos
convulsivos, uma vez que essa drea tem sido sugerida como respon-
savel pela propaga¢do e/ou manuten¢io da atividade convulsiva
induzida pela pilocarpinals.

Material e métodos

Foram utilizados ratos Wistar adultos (2 meses de idade; machos;
n =38), com peso variando entre 250 e 280 g, provenientes do Biotério
Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade
Catolica Rainha do Sertdo. Durante todos os experimentos, os animais
foram mantidos em gaiolas de acrilico de 30 x 30 x 17 cm3,onde foram
observados durante 24 horas com no méximo seis animais, em con-
digdes ambientais semelhantes, com ciclo claro/escuro alternado de
12 horas (07:00 a.m.), recebendo ragao padréo tipo Purina e dgua ad
libitum. Os experimentos foram realizados de acordo com o guia de
cuidados e usos de animais de laboratdrio do Departamento de Saude
e Servicos Humanos dos Estados Unidos da América (EUA).

Os animais foram divididos em quatro grupos. O primeiro grupo
foi tratado com solugéo salina 0,9% (via intraperitoneal (i.p.), n =
6, grupo controle). O segundo grupo foi tratado com pilocarpina
na dose de 400 mg/kg (i.p., n =12; P400). J4 o terceiro e quarto
grupo foram tratados com vitamina C na dose de 250 mg/kg por
via intraperitoneal, e 30 minutos depois receberam pilocarpina
(400 mg/kg, i.p., n = 6, grupo VIT C + P400) ou solugio salina 0,9%
(i.p., n = 6, grupo VIT C), respectivamente. Apos os tratamentos, 0s
grupos foram colocados em gaiolas para observagdo dos seguintes
parametros (sinais colinérgicos periféricos [SCP], tremores, movi-
mentos estereotipados [ME], convulsées, estado epiléptico [EP] e
taxa de mortalidade). O grupo P400 foi constituido pelos animais
que apresentaram convulsio, estado epiléptico e que sobreviveram
ao periodo de 24 horas de observagio.

Apos o periodo de observagio de 24 horas, todos os grupos
foram sacrificados por decapitacio. Seus cérebros foram removidos
e fixados em formalina a 10% por 72 horas para a realizagdo das
analises histopatoldgicas. Cortes sagitais, feitos em intervalos de
1 mm, foram obtidos a partir de um corte inicial préximo aos corpos
mamilares. Para o estudo microscdpico, sec¢des de 10 p foram feitas,
coradas em hematoxilina-eosina (HE), e analisadas com auxilio de
um microscdpio Optico. As dreas cerebrais foram observadas e classi-
ficadas de acordo com as descri¢oes do Atlas de Paxinos e Watson!e.
O grau de lesdo foi expresso por meio de uma escala percentual de 0
(nenhum) a 100 (total) para cada corpo estriado analisado de acordo
com o método descrito anteriormente!”.8. A lesdo cerebral foi defi-
nida pela presenca de pelo menos 50% de alteragdo histopatologica
em cada corpo estriado analisado.

Para a analise estatistica, os resultados ndo paramétricos (per-
centagens) foram analisados pelo programa GraphPad Prism versao
3.00 para Windows, GraphPad software, San Diego Califérnia, EUA.
Copyright (c) 1994-1999 por GraphPad software utilizando o teste
do qui-quadrado. As diferengas foram consideradas estatisticamente
significativas a partir de p < 0,05.

Resultados

A tabela 1 mostra que todos os animais tratados com pilocarpina
(grupo P400, n = 24) apresentaram SCP, ME e tremores. As con-
vulsdes ocorreram em 75% (18) dos animais, que progrediram para
o estado epiléptico também em 75% (18) dos animais. A taxa de
mortalidade desse grupo corresponde a 63% (15).

Tabela 1. Efeito de pré-tratamento com vitamina C em ratos durante as
convulsdes limbicas

Grupos SCP ME Tremores Convulsdes EP mgﬁt);i]ig:de
g % % % o "

P400 100 | 100 100 75 75 63

VITC+P400 | 100 | 100 100 40° 40° 20°

ap < 0,05, quando comparado ao grupo P400. Teste do Qui-quadrado. SCP: sinais colinérgicos
periféricos; ME: movimentos estereotipados; EP: estado epiléptico.

O grupo P400 foi tratado com pilocarpina (400 mg/kg, i.p.,
n =24). O grupo VIT C + P400 foi pré-tratado com vitamina C (250
mg/kg, i.p.) e 30 minutos apos recebeu pilocarpina (400 mg/kg, i.p.,
n = 10). Apds o tratamento com pilocarpina, foram observados
durante 24 horas para a determinagdo dos SCP, ME, tremores,
convulsoes, EP e taxa de mortalidade. Os resultados dos estudos
comportamentais foram expressos em percentagem.

Os dados apresentados na tabela 1 sugerem que os efeitos produ-
zidos pela estimulagao colinérgica periférica ndo sio bloqueados pela
vitamina C. O pré-tratamento com vitamina C (grupo VIT C + P400)
ndo interfere em SCP, ME e tremores induzidos pela pilocarpina. No
entanto, produziu um aumento na laténcia da primeira convulsao e
nalaténcia da instalagdo do estado epiléptico (dados ndo mostrados).
No mesmo grupo, notou-se uma diminui¢io de 35% no nimero de
animais que convulsionam e que evoluem para o EP (p < 0,05). Foi
verificada também uma reducio na taxa de mortalidade de 43%
(p < 0,05). Os grupos tratados somente com solugdo salina 0,9%
(grupo controle) ou vitamina C (grupo VIT C) ndo apresentaram
nenhuma alteragdo 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 vitamina C, 30 minutos antes da administragdo de
pilocarpina, houve redugdo no numero de animais com lesao cerebral
e, daqueles que apresentaram convulsdo e EP, detectou-se alteragao
histopatolédgica no corpo estriado em apenas dois animais. Também
foi detecta uma redugio de 40% no grau de comprometimento do
corpo estriado no grupo VIT C + P400, quando comparado ao grupo
P400. Os grupos tratados somente com solugao salina 0,9% (grupo
controle) ou vitamina C (grupo VIT C) ndo apresentaram nenhuma
alteragao histopatolégica (Figura 1).

Discussao

No presente estudo, demonstrou-se que a vitamina C reduz o niimero
de animais que apresentam convulsdes e EP induzido por pilocarpina
e que também essa droga antioxidante aumenta o indice de sobrevi-
véncia dos animais. O acido ascdrbico tem a capacidade de reparar
a lesao neuronal, juntamente com outras enzimas antioxidantes
(glutationa peroxidase e glutationa redutase), sugerindo, assim,
um papel neuroprotetor para a vitamina C.

Dados anteriores evidenciaram uma supressao da atividade do
transportador de glutamato em astrocitos de ratos pelo peroxinitrito,
contribuindo para o acumulo de glutamato e, consequentemente,
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Figura 1. Efeitos do pré-tratamento com vitamina C no dano cerebral induzido pelas convulsoes.

A - Auséncia de alterac@es histopatoldgicas no corpo estriado de ratos adultos observados por 24 horas ap6s administragao de salina (NaCl 0,9%, i.p.;
n = 6, controle) (Hematoxilina-Eosina (HE) - X40); B - Auséncia de alteragdes histopatoldgicas no corpo estriado de ratos adultos observados por 24 horas
ap6s administragdo de vitamina C (250 mg/kg, i.p.; n = 6, VIT C) (HE X40); € - Perda neuronal, gliose, atrofia e degeneragdo no corpo estriado de ratos
adultos que apresentaram convulsdo, estado epiléptico e que foram sacrificados 24 horas apds a administragao de P400 (400 mg/kg, i.p., n = 4) (HE X40);
D - Auséncia de alteragGes histopatolégicas no corpo estriado de ratos adultos pré-tratados com vitamina C (250 mg/kg, i.p.) e que apés 30 minutos

receberam pilocarpina (400 mg/kg, i.p., n="5, VIT C + P400) (HE X40).

a propagac¢do das convulsdes e a produ¢do de dano cerebral?.
A vitamina C é um agente antioxidante que participa do sistema da
defesa celular contra lesdes induzidas por radicais livres e produz
alteragdes benéficas nos pardmetros comportamentais induzidos
pelas convulsdes. Os resultados do presente estudo concordam
com os dados anteriormente descritos na literatura sobre o papel
neuroprotetor da vitamina C durante as convulsdes e EP induzido
pela pilocarpina2t22. Entretanto, ainda nio foram estabelecidas as
agoes da vitamina C na prote¢do contra as lesdes cerebrais induzidas
pelas convulsdes.

A vitamina C contribui para a formagao dos tecidos dsseos e
cartilaginosos. A sua deficiéncia pode induzir deformidades 6sseas,
hemorragias e anorexia; além disso, facilita o desenvolvimento do
processo oxidativo? e retarda o processo de cicatrizagdo?. O interesse
pelo papel dessa vitamina decorre da constatacdo de que as adap-
tagdes metabdlicas verificadas no processo convulsivo conduzem
a aumento da taxa metabolica basal, no consumo de oxigénio e na
formagio de radicais livres. O 4cido ascorbico é um importante antio-
xidante em seres humanos e vérios estudos demonstraram reducdo na
concentragio plasmatica de vitamina C durante o desenvolvimento
das doengas neurodegenerativas, entretanto, o significado dessas
alteracoes durante o estabelecimento das convulsdes ainda néo esta
completamente esclarecido.

O modelo de epilepsia induzido pela pilocarpina tem sido
extensivamente analisado quanto as mudangas histopatologicas.
As alteragdes observadas no corpo estriado reproduzem muitas
dessas alteragdes observadas em epilépticos, incluindo perda neu-

ronal e remogdo do tecido de sustentagio do SNCs2526. A literatura
registra danos morfolégicos em diversas estruturas cerebrais apos
convulsdo?7:28. As principais alteragdes sdo o alargamento dos ventri-
culos, a deformacéo do giro dentado com moderada dispersio das
células granulares e a perda neuronal em diversas dreas (hipocampo,
cortex cerebral, corpo estriado, cortex piriforme, amigdala, tdlamo,
nucleo subtaldmico, corpo caloso, cértex motor e drea septal).

Esses danos neuronais também foram observados no hipocampo,
amigdala, cértex piriforme, cortex entorrinal, septum lateral, tdlamo,
neocortex e substancia negra de ratos convulsivos!314. Neste trabalho,
varios animais foram distribuidos para o estudo histopatolégico,
sendo detectadas lesdo cerebral, vacuolizagdo e gliose no grupo
P400. Esses dados sugerem a participagao dos sistemas colinérgicos
e oxidantes cerebrais nesse processo. No presente estudo, as estru-
turas cerebrais mais afetadas com a administracdo de pilocarpina
foram, em ordem decrescente de severidade da lesao, o hipocampo,
o cortex frontoparietal e entorrinal, seguidos do cértex piriforme,
corpo estriado e substincia negra.

Neste estudo, demonstrou-se alta percentagem de animais com
lesao cerebral apds administragdo de pilocarpina. Por sua vez, os
animais pré-tratados com vitamina C, 30 minutos antes da adminis-
tracao de pilocarpina, apresentaram menor niimero de animais com
lesao cerebral. Além disso, naqueles animais que apresentaram con-
vulsio e EP, foi detectada alteragio histopatoldgica no corpo estriado
em apenas dois deles, sugerindo, assim, que as lesdes decorrentes do
processo convulsivo podem ocorrer em consequéncia da produgéao
de radicais livres. Portanto, esses resultados indicam que o uso de
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drogas antioxidantes pode apresentar a¢do neuroprotetora durante
o tratamento das convulsdes em humanos.

O corpo estriado foi descrito como sendo responsavel pela pro-
pagacdo da atividade convulsiva induzida pela pilocarpina. Estudos
realizados com drogas antioxidantes demonstraram menor indice
de lesdes estriatais em animais epilépticos. Essas drogas podem ser
capazes de produzir efeito antiepileptogénico no modelo da epilepsia
dolobo temporal que apresenta alteragdes histopatoldgicas semelhan-
tes as de humanos. Esses resultados sugerem uma possivel interagao
entre o sistema colinérgico e os sistemas antioxidantes cerebrais.
E, ainda, mostram que a remocéo de radicais livres pode ser essencial
na prevengao das lesdes em algumas areas cerebrais; no entanto, esses
agentes antioxidantes nao sao capazes de impedir a instalagio e/ou
cessar a manutencao da atividade convulsival421.

As mudangas histopatoldgicas no corpo estriado reproduzem
muitas alteragdes vistas na epilepsia do lobo temporal em humanos,
incluindo perda neuronal e remogao do tecido de sustentagdo do
SNCz. Os dados do presente estudo concordam com os anteriormen-
te descritos, uma vez que foram observadas degeneragdo neuronal,
gliose, atrofia e vacuolizagio no corpo estriado dos ratos convulsivos.
Além disso, foi evidenciada a agdo neuroprotetora da vitamina C
nessas lesdes por meio da diminui¢do do ndmero de animais que
apresentam dano cerebral e alteragdes histopatologicas (Figura 1).

Todos os grupos foram observados durante 24 horas e, em se-
guida, sacrificados para remogao dos cérebros e dissecagio do corpo
estriado para realizacdo dos estudos histopatoldgicos. O grau de lesao
foi expresso por meio de uma escala percentual de 0 (nenhum) a
100 (total) para cada corpo estriado examinado. Os animais foram
definidos como tendo lesdo cerebral quando havia pelo menos 50%
de alteragdo no corpo estriado.

As convulsoes induzidas pela pilocarpina sdo instaladas pelo
sistema colinérgico, enquanto a propagacéo e o desenvolvimento do
dano cerebral devem-se ao aumento da produgao de EROS e pela
estimulacdo do sistema glutamatérgico. As drogas antioxidantes
podem apresentar um potencial terapéutico para pacientes epi-
1épticos na protegdo contra as lesdes cerebrais durante a atividade
epiléptica, provavelmente, por meio da remogao de radicais livres,
pelas mudancas nas propriedades da membrana celular e, ainda, pela
estabilizacdo das funcdes sinapticas neuronais. Os dados do presente
estudo sugerem que a vitamina C pode influenciar a epileptogénese
e promover agdes anticonvulsivantes e neuroprotetoras durante as
convulsoes. Entretanto, novos estudos devem ser realizados no intuito
de fortalecer os mecanismos de agio da vitamina C que justifiquem
seu uso no tratamento clinico de pacientes epilépticos.
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