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Abstract

The seizures can produce neuronal damage in several brain structures. The aim of this study was to investigate the potential neuroprotective effect of essential
oil of Citrus limon (EOCL) on the histopathological changes observed in the hippocampus and striatum of mice after seizures induced by pilocarpine. Adult
Swiss mice were 2 months old. The animals were divided into four groups. The first group was treated with 0.05% Tween 80 (control group) and the second
with pilocarpine (400 mg/kg group P400). The third and fourth group were treated with EOCL (150 mg/kg) and 30 min after received P400 (P400 + EOCL
group) or 0.05% Tween 80, respectively. After treatment, all groups were observed for 24 h, then sacrificed and their brains removed for histopathological
analysis. The group P400, presented with seizures that progressed to status epilepticus in 75% of animals. Pretreatment with OECL produced a 25% reduction
in this index. Groups P400 and P400 + EOCL showed 83.33% and 25% of animals with brain damage in the hippocampus, respectively. In the striatum of
group P400 was a compromise of 75%. In turn, in the striatal region of group EOCL P400 + was seen a decrease of 58.34% in this neuronal damage. The
seizures induced by pilocarpine are installed by the cholinergic system and produce brain damage. According to our results we suggest that the EOCL may
modulate epileptogenesis and promote neuroprotective effects during the seizures in the model investigated.
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Resumo

As convulsdes podem produzir danos neuronais em diversas estruturas cerebrais. O objetivo desse estudo foi investigar o potencial efeito neuroprotetor do
oleo essencial de Citrus limon (OECL) nas alteragdes histopatoldgicas observadas no hipocampo e corpo estriado de camundongos apds convulsdo induzida
por pilocarpina. Foram utilizados camundongos Swiss adultos com 2 meses de idade. Os animais foram divididos em 4 grupos. O primeiro grupo foi tratado
com Tween 80 0,05% (grupo controle) e o segundo com pilocarpina (400 mg/kg, grupo P400). Ja o terceiro e quarto grupo foram tratados com OECL (150
mg/kg), e 30 min depois receberam P400 (grupo OECL + P400) ou Tween 80 0,05% 0.9% (grupo OECL), respectivamente. Apods os tratamentos, todos os
grupos foram observados durante 24 h e em seguida sacrificados e seus cérebros removidos para as andlises histopatologicas. O grupo P400, apresentou
convulsdes que progrediram para o estado epiléptico em 75% dos animais. O pré-tratamento com OECL produziu uma redugdo de 25% nesse indice. Os
grupos P400 ¢ OECL + P400 apresentaram 83,33% e 25% de animais com lesdo cerebral no hipocampo, respectivamente. No corpo estriado dos animais do
grupo P400 houve um comprometimento de 75%. Por sua vez, na regido estriatal dos animais do grupo OECL + P400 foi visto uma redugdo de 58,34% nesse
comprometimento. As convulsdes induzidas pela pilocarpina sdo instaladas pelo sistema colinérgico e produzem dano cerebral. De acordo com nossos
resultados podemos sugerir que o OECL pode modular a epileptogénese e promover agao neuroprotetora durante as convulsdes no modelo investigado.
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INTRODUCAO

O género Citrus da familia Rutaceae é uma das mais
importantes culturas de frutas do mundo e ¢
consumido principalmente na forma de fruto fresco ou
suco devido ao seu valor nutricional e sabor especial
(Guimaraes et al., 2010). Os beneficios para saude das
frutas citricas tém sido atribuidos a presenca de
constituintes bioativos como compostos fendlicos,
vitamina C e carotenoides (Marchand, 2002). Muitos
autores t€m verificado atividade bioldgica e as
propriedades antioxidantes de Oleos essenciais de
plantas medicinais (Sacchetti et al., 2005; Proteggente
et al., 2002; Vinson et al., 2001).

Ha um considerdvel numero de plantas
aromaticas cujos resultados tem sido promissores no
sentido de obter novos fitoterapicos. Como exemplos
pode-se citar os efeitos anticonvulsivantes e
ansioliticos em modelos animais dos extratos das
folhas de plantas medicinais (Lian et al., 2005;
Grundmann et al, 2007; Xiu-Yan et al., 2007).
Complementando  os  achados  sobre  agfo
farmacologica de plantas medicinais aromaticas,
ensaios  pré-clinicos realizados com  Thymus
broussonetti Boiss demonstraram atividade ansiolitica
no teste da caixa claro e escura (Elhabazi et al., 2006).
De forma semelhante, foi avaliada a atividade
anticonvulsivante dos extratos hidroalcodlicos das
cascas do caule de Erythrina velutina e Erythrina
mulungu (Vasconcelos et al., 2007).

A busca por novas farmacoterapias de plantas
medicinais aromaticas para doencas psiquiatricas
progrediu significativamente na década passada. Isto
pode ser observado no grande namero de
medicamentos a base de ervas (Minh Tu et al., 2002;
Mora et al.,, 2005). Entre as plantas medicinais, o
grupo das ‘“aromaticas” tem despertado muito
interesse. Essas espécies possuem substincias
odoriferas que tem varias fungdes (Enan, 2001,
Bakkali et al., 2008). Trabalhos tém relatado que os
monoterpenos e seus derivados sintéticos apresentam
varias propriedades farmacoldgicas, onde podemos
citar algumas delas no SNC tais como antinociceptiva
(De Sousa et al., 2007c), anticonvulsivante e
neuroprotetora como: o,p-epoxi-carvona (De Sousa et
al, 2007a), o limoneno (Viana et al., 2000), o
citronelol (De Sousa et al., 2006) e o a-Terpineol (De
Sousa et al, 2007b).

Diante disso, ¢ devido ao crescente nimero de
estudos com plantas medicinais aromaticas para o
tratamento de doengas neurodegenerativas; nos
resolvemos investigar o efeito do oleo essencial
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extraido das folhas de C. limon no modelo de
convulsdo induzido por pilocarpina. A pilocarpina ¢é
um agonista colinérgico muscarinico utilizado em
modelos  experimentais  para  reproduzir a
fisiopatologia das crises convulsivas e que permite
investigar e identificar novos agentes terapéuticos para
o tratamento da epilepsia refrataria (Jope et al., 1986).
Estudos anteriores demonstram que a administragao de
pilocarpina, induz o desenvolvimento de convulsoes,
estado de mal epiléptico e lesdo cerebral em roedores
(Turski et al., 1989; Marinho et al., 1997; Freitas et al.,
2003). O inicio das convulsdes pode ser bloqueado por
drogas anticolinérgicas e o bloqueio de receptores
glutamatérgicos impede sua propagagdo e o
desenvolvimento de danos cerebrais (Jope et al., 1986;
Marinho et al., 1998; Morisett et al., 1987).

Fazendo uso desse modelo de convulsoes tem-
se estudado a severidade e as areas cerebrais afetadas
durante o desenvolvimento das lesdes cerebrais em
roedores. No entanto, o potencial efeito neuroprotetor
do 6leo essencial extraido das folhas de C. limon
durante a evolucdo temporal dessas lesdes cerebrais
ainda nao foi completamente estabelecido. De uma
maneira geral, as convulsdes limbicas produzem danos
neuronais em diversas areas, causando perda neuronal
em varias estruturas cerebrais (Clifford et al., 1987;
Honchar et al., 1990).

Dessa forma, fazendo uso desse modelo de
convuls@o nos decidimos avaliar se o potencial efeito
anticonvulsivante e neuroprotetor do 6leo essencial
das folhas de C. limon em hipocampo e corpo estriado
de camundongos adultos, uma vez que, essas areas tém
sido sugeridas como responsdveis pela instalacdo e
propagacdo e/ou manutengdo da atividade convulsiva
induzida por pilocarpina, respectivamente (Turski et
al., 1983).

Material e Métodos

Procedimento experimental

Foram utilizados camundongos Swiss adultos (2 meses
de idade; machos; n=48), com peso variando de 20 a
25 g, provenientes do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui.
Durante todos os experimentos, os animais foram
mantidos em gaiolas de acrilico de 30 x 30 x 17 cm’
onde foram observados durante 24 h com no maximo
6 animais, em condigdes ambientais semelhantes, com
ciclo claro/escuro alternado de 12 horas (07:00 a.m.),
recebendo ragdo padrdo tipo Purina e agua ad libitum.
Os experimentos foram realizados de acordo com o
guia de cuidados e usos de animais de laboratorio do
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Departamento de Saude e Servigos Humanos dos
Estados Unidos da América (EUA).

Os animais foram divididos em quatro grupos.
O primeiro grupo foi tratado com Tween 80 0,05%
(i.p., n=12, grupo controle). O segundo grupo foi
tratado com pilocarpina na dose de 400 mg/kg (i.p.,
n=12; P400). Ja o terceiro e quarto grupo foram
tratados com o o6leo essencial na dose de 150 mg/kg
por via intraperitoneal, ¢ 30 min depois receberam
pilocarpina (400 mg/kg, i.p., n=12, grupo OECL +
P400) ou Tween 80 0,05% (i.p., =12, grupo OECL),
respectivamente. Apos os tratamentos os grupos foram
colocados em gaiolas para observagdo dos seguintes
parametros (sinais colinérgicos periféricos (SCP),
tremores, =~ movimentos  estereotipados  (ME),
convulsoes, estado de mal epiléptico (EME) e a taxa
de mortalidade). O grupo P400 foi constituido pelos
animais que apresentaram convulsdo, estado epiléptico
e que sobreviveram ao periodo de 24 h observacao.

Estudos histopatoldgicos

Apods o periodo de observacdo de 24 h, todos os
grupos foram sacrificados por decapitagdo. Seus
cérebros foram removidos e fixados em formalina a
10% por 72 h para a realizagdo das analises
histopatoldgicas. Cortes sagitais, feitos em intervalos
de 1 mm, foram obtidos a partir de um corte inicial
proximo aos corpos mamilares. Para o estudo
microscopico, seccdes de 10 p foram feitas, coradas
em Hematoxilina - Eosina (HE), ¢ analisadas com
auxilio de um microscopio Optico. As areas cerebrais
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foram observadas e classificadas de acordo com as
descrigoes do Atlas de Paxinos & Watson (1986). O
grau de lesdo foi expresso através de uma escala
percentual de 0 (nenhum) a 100 (total) para cada
hipocampo e corpo estriado analisados de acordo com
o método descrito anteriormente (Bureau et al., 1994;
Ferreira et al., 1997). A lesdo cerebral foi definida pela
presengca de pelo menos 50% de alteracdo
histopatoldgica em cada hipocampo e corpo estriado
analisados.

Analise estatistica

Para a andlise estatistica os resultados ndo
paramétricos (percentagens) foram analisados pelo
programa GraphPad Prism versao 3.00 para Windows,
GraphPad Software, San Diego California USA.
Copyright (¢) 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 demonstra os rendimentos, a composi¢do
quimica e as percentagens relativas dos constituintes
encontrados no 6leo volatil das folhas de C. limon.
Diante disso, nossos resultados permitiram calcular o
rendimento com base na massa das folhas frescas
usadas para extragcdo, dessa forma nosso rendimento
de 0,29% foi similar ao rendimento encontrado em
trabalhos anteriores para o o6leo volatil obtido das
folhas de Citrus (Minh Tu, 2002).

Tabela 1: Rendimento da composi¢ao quimica do 6leo essencial extraido das folhas de Citrus limon.

Constituintes indice Kovats Calculado  Area (%)
Limoneno 1025.5 52,77
Linalol 1100 1,73
cis-oxido-limoneno 1129.3 2,68
trans-6xido-limoneno 1133.7 7,13
Citronelol 1150 2,77
Neral 1238.5 6,85
Geraniol 1268.9 5,49
Nerol 1363.3 4,04
Acetato de Geraniol 1384.2 9,92
Total - 93,38
Rendimento - 0,29
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Por sua vez, a tabela 2 apresenta que todos os para o estado de mal epiléptico (EME) também em
animais tratados com pilocarpina (grupo P400, n=12), 75% (9) dos animais. A taxa de mortalidade desse
apresentaram SCP, ME e tremores. As convulsdes grupo correspondeu a 66% (8).

ocorreram em 75% (9) dos animais, que progrediram

Tabela 2. Efeito de pré-tratamento com 6leo essencial de Citrus limon em ratos durante as convulsoes limbicas.

Grupos SCP ME  Tremores Convulsbes Estado Taxa de Numero de
piléptico mortalidade animais por grupo
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
P400 100 100 100 75 75 66 12
OECL + P400 100 100 100 50° 50° 25° 12
OECL 00 00 00 00 00 00 12

O grupo P400 foi tratado com pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). O grupo OECL + P400 foi pré-tratado com o dleo
essencial de Citrus limon (150 mg/kg, i.p.), € 30 min apos o tratamento recebeu pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). E o
grupo OECL foi tratado com o 6leo essencial de Citrus limon (150 mg/kg, i.p.). Apds os tratamentos os animais
foram observados durante 24 h para a determinacdo dos sinais colinérgicos periféricos (SCP), movimentos
estereotipados (ME), tremores, convulsdes, estado epiléptico e a taxa de mortalidade. Os resultados dos estudos
comportamentais foram expressos em percentagem.

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

Os dados apresentados na tabela 2 sugerem vez, nos animais que foram pré-tratados com OECL,
que os efeitos produzidos pela estimulagdo colinérgica 30 minutos antes da administracdo de pilocarpina
periférica ndo sdo bloqueados pelo 6leo essencial de houve uma reducdo de 58,34% no nimero de animais
Citrus limon (OECL) na dose de 150 mg/kg. O pré- com lesdo cerebral, e daqueles que apresentaram
tratamento com o Oleo essencial (grupo OECL + convulsio e EME foi detectado alteragdo
P400) nao interfere nos SCP, ME e tremores induzidos histopatologica no corpo estriado em apenas dois
pela pilocarpina. No entanto, produziu um aumento na animais (16,66%). Também foi detectada uma reducao
laténcia da primeira convuls8o e na laténcia da de 42,58% no grau de comprometimento do corpo
instalacdo do estado epiléptico (dados nao mostrados). estriado no grupo OECL + P400, quando comparado
No mesmo grupo foi visto uma diminuig¢@o de 25% no ao grupo P400. Os grupos tratados somente com
numero de animais que convulsionam e que evoluem solugdo Tween 80 0,05% (grupo controle) ou odleo
para o EME (p<0,05). Foi verificada também uma essencial (grupo OECL) ndo apresentaram nenhuma
reducdo na taxa de mortalidade de 41% (p<0,05). Os alteracdo histopatologica (Tabela 3). Por sua vez, a
grupos tratados somente com solucdo Tween 80 0,05% Figura 1 demonstra os efeitos do pré-tratamento com
(grupo controle) ou dleo essencial (grupo OECL) ndo 6leo essencial de Citrus limon no corpo estriado de
apresentaram nenhuma alteragdo comportamental camundongos apés convulsdo induzida por
(Tabela 2). pilocarpina.

A tabela 3 descreve as principais alteragdes Ja na tabela 4 as principais mudangas
histopatologicas observadas no corpo estriado de histopatologicas no hipocampo dos camundongos
camundongos adultos machos do grupo P400. Por sua adultos do grupo P400 podem ser verificadas. Por sua
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vez, os animais pré-tratados com OECL, 30 minutos
antes da administragdo de pilocarpina apresentaram
uma redu¢do de 58,33% no nimero de animais com
lesdo cerebral, e daqueles que apresentaram convulsao
e EME foi detectado alteragdo histopatologica no
hipocampo em trés animais (25%). Também foi
detectada uma reducdo de 49,76% no grau de
comprometimento do hipocampo no grupo OECL +
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P400, quando comparado ao grupo P400. Os grupos
tratados somente com solu¢do Tween 80 0,05% (grupo
controle) ou oleo essencial (grupo OECL) ndo
apresentaram nenhuma alteragdo histopatologica no
hipocampo (Tabela 4). Além disso, na Figura 2 os
efeitos do pré-tratamento com 6leo essencial de Citrus
limon no hipocampo de camundongos pode ser
verificado ap6s convulsdo induzida por pilocarpina.

Tabela 3. Efeito de pré-tratamento com 6leo essencial de Citrus limon nas alteragdes histopatologicas estriatais
observadas em ratos adultos apos convulsdes induzidas pela pilocarpina.

Grupos AlteracOes histopatoldgicas no corpo estriado
Ratos com lesdo Severidade da lesdao Numero de animais Numero total
com lesdo / grupo de animais / grupo
(%) (%)
P400 75 55,39 £0,52 09 12
OECL + P400 16,66° 12,81 +0,22° 02 12
OECL 00 00 00 12

O grupo P400 foi tratado com pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). O grupo OECL + P400 foi pré-tratado com odleo
essencial de Citrus limon (150 mg/kg, i.p.), € 30 min ap6s recebeu pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). O grupo OECL foi
tratado com 6leo essencial de Citrus limon (150 mg/kg, i.p). Apds os tratamentos todos os grupos foram observados
durante 24 h. O grau de comprometimento estriatal (severidade da les@o) foi expresso como a média + S.E.M. dos
escores do dano cerebral do nimero de animais com lesdo no corpo estriado. Os animais foram definidos como
tendo lesdo cerebral quando havia pelo menos 50% de compromentimento no corpo estriado. “p<0,05, quando
comparado ao grupo P400 (Teste do Qui-quadrado); °p<0,05, quando comprado ao grupo P400 (ANOVA e teste t-
Student post hoc).

Tabela 4. Efeito de pré-tratamento com o6leo essencial de Citrus limon nas alteragdes histopatoldgicas
hipocampais observadas em ratos adultos apos convulsdes induzidas pela pilocarpina.

Grupos AlteracGes histopatoldgicas no hipocampo
Ratos com lesao Severidade da lesao Numero de animais Numero total
(%) (%) com lesdo / grupo de animais / grupo
P400 83,33 59,92 £0,23 10 12
OECL + P400 25° 10,16 £ 0,51° 03 12
OECL 00 00 00 12

O grupo P400 foi tratado com pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). O grupo OECL + P400 foi pré-tratado com o6leo
essencial de Citrus limon (150 mg/kg, i.p.), € 30 min apds recebeu pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). O grupo OECL
foi tratado com o6leo essencial de Citrus limon (150 mg/kg, i.p). Ap6s os tratamentos todos os grupos foram
observados durante 24 h. O grau de comprometimento hipocampal (severidade da lesdao) foi expresso como a
média = S.E.M. dos escores do dano cerebral do numero de animais com les@o hipocampal. Os animais foram
definidos como tendo lesdo cerebral quando havia pelo menos 50% de compromentimento no hipocampo.
p<0,05, quando comparado ao grupo P400 (Teste do Qui-quadrado); °p<0,05, quando comprado ao grupo P400
(ANOVA e teste t-Student post hoc).
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Figura 1: Efeitos do pré-tratamento com 6leo essencial de Citrus limon no corpo estriado de ratos apos convulsdo
induzida por pilocarpina.

A - Auséncia de alteragdes histopatologicas no corpo estriado de ratos adultos observados por 24 h apoés
administragdo do veiculo - Tween 80 0,05% (dissolvido em solucdo salina 0,9%), i.p.; n=12, controle)
(Hematoxilina — Eosina (HE) - X40);

B - Perda neuronal, gliose, atrofia e degeneragdo no corpo estriado de ratos adultos que apresentaram convulsdo,
estado epiléptico e que foram sacrificados 24 h ap6s a administragdo de P400 (400 mg/kg, i.p., n=9) (HE X40);

C - Auséncia de alteracdes histopatolégicas no corpo estriado de ratos adultos pré-tratados com 6leo essencial de
Citrus limon (150 mg/kg, i.p.) e que ap6s 30 min receberam pilocarpina (400 mg/kg, i.p., n=2, OECL + P400) (HE
X40).

D - Auséncia de alteragdes histopatologicas no corpo estriado de ratos adultos observados por 24 h apoés
administrag¢@o de dleo essencial de Citrus limon (150 mg/kg, i.p.; n=12, OECL) (HE X40);

Todos os grupos foram observados durante 24 h, em seguida eutanasiados para remog¢ao dos cérebros para
realizacdo dos estudos histopatologicos. O grau de lesdo foi expresso através 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 alteracdo no corpo estriado.
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Figura 2: Efeitos do pré-tratamento com 6leo essencial de Citrus limon no hipocampo de ratos apos convulsdo
induzida por pilocarpina.

A - Auséncia de alteracdes histopatologicas no hipocampo de ratos adultos observados por 24 h apos administragdo
do veiculo - Tween 80 0,05% (dissolvido em solugdo salina 0,9%), i.p.; =12, controle) (Hematoxilina — Eosina
(HE) - X40);

B - Perda neuronal, gliose, atrofia e degeneragdo no hipocampo de ratos adultos que apresentaram convulsio,
estado epiléptico e que foram sacrificados 24 h ap6s a administracdo de P400 (400 mg/kg, i.p., n=10) (HE X40);

C - Auséncia de alteracdes histopatologicas no hipocampo de ratos adultos pré-tratados com 6leo essencial de
Citrus limon (150 mg/kg, i.p.) e que apds 30 min receberam pilocarpina (400 mg/kg, i.p., n=3, OECL + P400) (HE
X40).

D - Auséncia de alteragdes histopatologicas no hipocampo de ratos adultos observados por 24 h apds administragao
do dleo essencial de Citrus limon (150 mg/kg, i.p.; =12, OECL) (HE X40);

Todos os grupos foram observados durante 24 h, em seguida eutanasiados para remogdo dos cérebros para
realizagdo dos estudos histopatologicos. O grau de lesdo foi expresso através de uma escala percentual de 0
(nenhum) a 100 (total) para cada corpo estriado examinado. Os animais foram definidos como tendo lesao cerebral
quando havia pelo menos 50% de alteragdo no corpo estriado.

Discusséo (citronelal), acido carboxilico (acido kaurendico) e
Na literatura ha diversos estudos que demonstram as éster (jasmonato de metila) apresentam significativa
acoes de terpenos carbonilados sobre o SNC. Por atividade antinociceptiva em roedores (Block et al.,
exemplo, terpenos do tipo cetona (carvona), aldeido 1998). Os terpenos de menor massa molecular
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(monoterpenos) sdo encontrados nos o6leos essenciais
de diversas plantas medicinais que exercem atividade
farmacologica no SNC. Portanto, no presente estudo
avaliamos 0s efeitos neuroprotetores e
anticonvulsivantes do o6leo essencial de C. limon
constituido de diversos monoterpenos potencialmente
psicoativos.

No presente estudo, ndés demonstramos que o
OECL reduz o nimero de animais que apresentam
convulsdes ¢ EME induzido por pilocarpina, € também
aumenta o indice de sobrevivéncia dos animais.
Alguns estudos tém demonstrado que o Citrus limon
apresenta atividade antioxidante devido a presenca em
sua composi¢do do acido ascorbico e flavonodides,
sugerindo uma possivel atividade neuroprotetor para o
6leo essencial extraido de Citrus limon (Vinson et al.,
2001; Proteggente et al., 2002).

Os resultados de muitos estudos demonstram
que os antioxidantes exogenos podem remover os
radicais livres produzidos durante as crises e pelo
estado de mal epiléptico induzido por pilocarpina
(Barros et al., 2007). Nossos resultados sugerem que
OECL pode exercer atividade anticonvulsivante contra
as crises e reduzir a freqiiéncia de instalagdo do estado
de mal epiléptico induzido por pilocarpina, como
demonstrado pelo aumento na laténcia do inicio das
crises convulsivas e pela diminui¢do da taxa de
mortalidade dos animais apos a administragdo do
estimulo convulsivo.

Dados anteriores evidenciaram que o aumento
do conteudo de radicais livres durante as convulsdes
ocorre aumento da concentracdo de glutamato e
conseqiientemente ha uma facilitagdo da propagagdo
das convulsoes, bem como do dano neuronal em varias
regides cerebrais (Barros et al., 2007). Com os
resultados apresentados observa-se que o OECL pode
participar do sistema de defesa celular contra as
alteragdes histopatoldgicas induzidas por radicais
livres, e conseqiientemente também pode promover
alteragoes benéficas em pardmetros comportamentais
modificados durante convulsdes induzidas pela
pilocarpina.

O modelo de epilepsia induzido pela
pilocarpina tem sido extensivamente analisado quanto
as mudancas histopatologicas. As alteragdes
observadas no hipocampo e corpo estriado reproduzem
muitas destas alteragdes observadas em humanos
epilépticos, incluindo perda neuronal e remogdo do
tecido de sustentagdo do SNC (Holmes et al., 2004;
Marchetti et al., 2005; Garcia-Cairasco et al., 1996). A
literatura registra danos morfologicos em diversas
estruturas cerebrais apos convulsio (Kok, 1997,
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Holmes et al., 2004;). As principais alteragdes sdo o
alargamento dos ventriculos, a deformacdo do giro
dentado com moderada dispersio das células
granulares e a perda neuronal em diversas areas
(hipocampo, cortex cerebral, corpo estriado, cortex
piriforme, amigdala, talamo, nticleo subtalamico,
corpo caloso, cortex motor e area septal).

Esses danos neuronais, também foram
observados no hipocampo, amigdala, cortex piriforme,
cortex entorrinal, septum lateral, tdlamo, neocortex e
substancia negra de camundongos convulsivos
(Honchar et al., 1983; Clifford et al., 1987) Neste
trabalho, varios animais foram distribuidos para o
estudo histopatolégico, sendo detectada lesdo cerebral,
vacuolizagdo e gliose no grupo P400. Esses dados
sugerem que durante o estabelecimento das convulsoes
e o desenvolvimento de alteracdes histopatoldgicas ha
uma participagdo direta do sistema colinérgico e,
provavelmente uma deficiéncia dos  sistemas
antioxidantes cerebrais, uma vez que foi visto um
bloqueio dessas lesdes por drogas anticolinérgicas e
uma reducdo no numero de animais com dano cerebral
e na severidade da lesdo em ratos pré-tratados com
compostos antioxidantes antes da administragdo do
estimulo convulsivo (Barros et al., 2007; Santos et al.,
2008; Militao et al., 2010; Santos et al., 2010). Em
nosso estudo as estruturas cerebrais mais afetadas com
a administracdo de pilocarpina foram, em ordem
decrescente de severidade da lesdo, o hipocampo,
cortex fronto-parietal e entorrinal, seguidos do cortex
piriforme, corpo estriado e substidncia negra (dados
ndo mostrados).

Nosso estudo mostrou uma alta percentagem
de animais com lesdo cerebral ap6s administragdo de
pilocarpina. Por sua vez, no grupo dos animais pré-
tratados com OECL, 30 minutos antes da
administragdo de pilocarpina foi verificado um menor
numero de animais com lesdo cerebral. Além disso,
naqueles animais que apresentaram convulsdo ¢ EME
foi detectada alteragdo histopatolégica no corpo
estriado em apenas dois deles, sugerindo, assim, que
as lesdes decorrentes do processo convulsivo, podem
ocorrer devido a produgao de radicais livres. Portanto,
esses resultados indicam que o uso de compostos
antioxidantes extraidos de plantas medicinais pode
apresentar agdo neuroprotetora durante o tratamento
das convulsdes em humanos.

O corpo estriado foi descrito como sendo
responsavel pela propagacdo da atividade convulsiva
induzida por pilocarpina. Estudos realizados com
drogas antioxidantes demonstraram um menor indice
de lesdes estriatais em animais epilépticos (Honchar et
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al., 1983; Santos et al, 2008). As mudancas
histopatologicas no hipocampo reproduzem muitas
alteragdes vistas na epilepsia do lobo temporal em
humanos, incluindo perda neuronal e remog¢do do
tecido de sustentacdo do SNC (Holmes et al., 2004).
Nossos dados concordam com os anteriormente
descritos, uma vez que observamos degeneragdo
neuronal, gliose, atrofia e vacuoliza¢do no hipocampo
e corpo estriado de camundongos apds administragéo
do estimulo convulsivo. Além disso, foram
evidenciados efeitos neuroprotetores do OECL nas
duas 4areas cerebrais analisadas, por meio da
diminuicdo do numero de animais que apresentam
dano cerebral e na reducdo da severidade da lesao.

As convulsdes induzidas por pilocarpina sdo
instaladas pelo sistema colinérgico, enquanto que, a
propagacdo ¢ o desenvolvimento do dano cerebral
devem-se ao aumento da producdo de espécies reativas
derivadas do oxigénio (EROs) e pela estimulagcdo do
sistema glutamatérgico. Os compostos antioxidantes
extraidos de plantas medicinais podem apresentam um
potencial terapéutico para pacientes epiléticos na
protecdo contras as lesdes cerebrais durante a
atividade epiléptica, provavelmente, por meio da
remocdo de radicais livres, pelas mudangas nas
propriedades da membrana celular e, ainda pela
estabilizag¢do das fungdes sinapticas neuronais.

CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que OECL pode influenciar a
epileptogénese e promover agdes anticonvulsivantes e
neuroprotetoras durante as convulsdes induzidas por
pilocarpina. Entretanto, novos estudos devem ser
realizados no intuito de fortalecer os mecanismos de
acdo do OECL que justifiquem o seu uso no
tratamento clinico de pacientes epilépticos.
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