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RESUMO

A epilepsia € um distarbio neurolégico caracterizado pela presenca de crises
epilépticas recorrentes e espontaneas (CREs), acometendo aproximadamente 50
milhdes de pessoas no mundo. A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) € a de maior
prevaléncia na populagéo adulta e possui um elevado indice de refratariedade (40%)
no tratamento farmacoldgico. Portanto,faz-se necessario a urgéncia do
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para a ELT. O Solutol HS 15
(SOL) é uma substéancia sintética utilizada como veiculo de farmacos néo sollveis em
meio aquoso e tém apresentado efeitos na eletrofisiologia celular (inibindo
transportadores e canais ibnicos de membrana) e na neuroprotecao contra isquemia
cerebral focal e global. Nosso grupo de pesquisa,por meio de estudos
prévios,observou que o pré-tratamento com SOL promove reducdo no perfil das
crises convulsivas durante o Status epilepticus. O presente estudo objetivou avaliar
se o tratamento com SOL diminui as crises convulsivas espontaneas, presentes na
fase crbnica da epilepsia.Para isso,utilizamos ratos machos Wistar submetidos a
inducgao do status epilepticus (SE) com administracao de Li-PILO (127mg/kg),onde os
animais foram video - monitorados 24 horas ao dia para deteccdo das crises
espontaneas e recorrentes (CREs). Os animais epilépticos foram entdo submetidos
ao tratamento com solutol (N=10, 2mL/Kg de SOL diluido em solucao salina a 0,9%
(45%/55%, v/v, respectivamente)) ou salina durante 15 dias. Durante todo o processo,
0S animais permaneceram sob videomonitoramento para avaliacdo e quantificacédo
das crises epilépticas, conforme a escala de Racine. A analise estatistica foi realizada
por teste T ndo paramétrico, comparando o perfil das crises antes do tratamento com
o perfil durante ou apos o tratamento, utilizando o programa GraphPad, Prism 7.0.
Observamos que 70 % dos animais submetidos ao tratamento com SOL tiveram o
namero de crises significativamente reduzidos. A analise da gravidade das crises
revelou que essa reducao ocorreu nas crises generalizadas de nivel 3 e 4, conforme
escala de Racine. Os animais tratados com salina ndo apresentaram uma reducgéo
significativa das crises durante o tratamento. Aléem do mais, observamos que apos a
descontinuidade do tratamento, as crises retornam a frequéncia observada antes do
tratamento. Assim, o SOL apresenta efeito anticonvulsivante nas crises espontaneas
e recorrentes e a interrupgao do tratamento gera um retorno do aumento da atividade
convulsiva.

Palavras-chaves: Epilepsia,Solutol® HS 15, Crises Espontaneas e
Recorrentes, Tratamento.



ABSTRACT

Epilepsy is a neurological disorder characterized by the presence of recurrent and
spontaneous epileptic seizures (SRCs), affecting approximately 50 million people
worldwide. Temporal Lobe Epilepsy (TLE) is the most prevalent in the adult population
and has a high refractoriness rate (40%) in pharmacological treatment. Therefore, it is
urgent to develop new therapeutic alternatives for TLE. Solutol HS 15 (SOL) is a
synthetic substance used as a vehicle for drugs that are not soluble in agueous media
and has shown effects on cell electrophysiology (inhibiting transporters and membrane
ion channels) and on neuroprotection against focal and global cerebral ischemia. Our
research group, through previous studies, observed that pre-treatment with SOL
promotes a reduction in the profile of seizures during Status epilepticus. The present
study aimed to evaluate whether treatment with SOL decreases spontaneous seizures,
present in the chronic phase of epilepsy. For this, we used male Wistar rats submitted
to induction of status epilepticus (SE) with administration of Li-PILO (127mg/kg) ,
where the animals were video - monitored 24 hours a day to detect spontaneous and
recurrent seizures (SRCs). The epileptic animals were then submitted to treatment with
solutol (N=10, 2mL/Kg of SOL diluted in 0.9% saline solution (45%/55%, vlv,
respectively)) or saline solution for 15 days. During the entire process, the animals
remained under video monitoring for evaluation and quantification of epileptic seizures,
according to Racine's scale. Statistical analysis was performed by non-parametric T-
test, comparing the profile of seizures before treatment with the profile during or after
treatment, using the GraphPad program, Prism 7.0. We observed that 70% of the
animals submitted to treatment with SOL had the number of seizures significantly
reduced. The analysis of seizure severity revealed that this reduction occurred in
generalized seizures of levels 3 and 4, according to Racine's scale. Animals treated
with saline did not show a significant reduction in seizures during treatment.
Furthermore, we observed that after discontinuing treatment, seizures returned to the
frequency observed before treatment. Thus, SOL has an anticonvulsant effect on
spontaneous and recurrent seizures, and interruption of treatment generates a return
of increased seizure activity.

Keywords:Epilepsy,Solutol® HS 15, Spontaneous and recurrent seizures, Treatment.
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1. INTRODUCAO

A epilepsia é uma condicdo neuroldgica caracterizada pela predisposicao
permanente do cérebro em gerar crises epilépticas espontaneas e recorrentes que
decorrem da atividade neuronal excessiva ou sincrona (SCHENKEL, 2011;YACUBIAN E
KOCHEN, 2014). Estima-se que a epilepsia afeta mais de 60 milhGes de pessoas em
todoo mundo, aparecendo entre as condi¢cbes cerebrais mais comuns (BURNEO et al.,
2005; FIEST et al., 2017). Etiologicamente, as epilepsias séo classificadas em genéticas,
estruturais, infecciosas, imunolégicas e de causas desconhecidas (BALESTRINI, 2021).
Nas epilepsias estruturais, ha lesbes no Sistema Nervoso Central (SNC), a exemplo de
traumatismo craniano, isquemias cerebrais, tumor cerebral e status epilepticus (SE). A
Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) € o tipo predominante na populacdo adulta, afetando

aproximadamente 50 milhdes de pessoas no mundo (BERG et al., 2010).

Na ELT, o insulto epileptogénico (ex.: convulsdo febril, acidente vascular
encefalico, traumatismo craniano, isquemia cerebral e SE) causa modificacfes
progressivas e permanentes na fisiologia de estruturas do sistema limbico, culminando
a formacao de circuitarias neurais suscetiveis a gerar as CREs (GRABENSTATTER,
2005). Esse processo, denominado de epileptogénese, esta acompanhado de
reorganizacdo da expressdo génica, neuroinflamacdo aguda e crdnica, neurogénese
aberrante, astrogliosee neurodegeneracéo (LEITE et al., 1998; GARCIA-GARCIA et al.,
2011;LIMA et al., 2007;VEZZANI et al., 2011).

O estudo da epileptogénese tem sido realizado em modelos animais por meio, por
exemplo, da inducdo do SE a partir da administracdo sistémica ou local de substancias
convulsivantes, como a pilocarpina (PILO) ou o acido cainico (CAVALHEIRO et al.,
1982). Além disso, a pré—administracdo de outras drogas, como o Cloreto de Litio (Li)
auxilia na potencializacdo da PILO, pois aumenta a concentracdo de receptores
dopaminérgicos e colinérgicos muscarinicos na superficie das células, o que implica a
diminuicdo da dosagem de PILO (modelo experimental de ELT induzido por Litio-
Pilocarpina (Li-PILO)), e por conseguinte, da letalidade decorrente do SE (DE BRUIN et
al., 2000). Sendo um modelo experimental muito usado para a prospec¢cdo de novos
farmacosantiepiléticos.

O tratamento da epilepsia tem como objetivo controlar totalmente as crises. Na
ELT,a primeira forma de tratamento é com a administracdo de Farmacos Antiepilépticos
(FAEs),
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em que 47% dos pacientes respondem ao tratamento baseado em um unico FAE; e 13%
baseados no uso de um segundo FAE (politerapia) (ELGER et al.,1999). Por outro lado,
aproximadamente 40% dos pacientes ndo respondem ao tratamento farmacoldgico -
mesmo em regime politerdpico-, sendo definidos como pacientes refratarios ou
farmacorresistentes (BOHOSOVA et al.,2021). Assim, torna-se evidente, a urgéncia por
novas terapias, com substancias naturais ou sintéticas capazes de promover um

tratamentofarmacologico mais eficaz, efetivo e seguro.

O Solutol® HS 15 (SOL) é sintetizado pela reacdo quimica entre o acido 12-
hidroxiesterarico e o polietilenoglicol que forma o &cido 12-hidroxiestearico polioxietilado
ou SOL. Esta substéancia possui alta solubilidade e estabilidade em solugcdo aquosa,
sendo utilizado clinicamente como agente emulsionante e solubilizador ndo iénico de
drogas, a exemplo de vitaminas, miconazol, alfaxalona, nifedipina, piroxicam (KU;
VELAGALETI, 2010). Entretanto, embora o0s excipientes farmacéuticos sejam
caracterizados como inertes, estudos mostraram que o SOL possui efeitos bioldgicos,
caracterizados por levar ainibicdo de transportadores de cations organicos (OTC 1-3) e
os transportadores de oligopeptideos (PEPT 1 e 2) (OTTER et al., 2017). Nesse sentido,
foi reportado que nanocéapsulas lipidicas contendo SOL interferem na sinalizacao celular
de célcio no cérebro, pois sdo responsaveis em inibir o transporte de calcio por meio de
canais ativados por hiperforina em células neurais (CHAUVET et al., 2015). Além disso,
Lin e colaboradores (2014) relataram que o pré-tratamento e tratamento (i.p) com SOL
em ratos confere neuroprotecdo hipocampal em modelo de isquemia cerebral focal e
global. Ademais, estudos prévios realizados por hosso grupo de pesquisa mostraram que
o pré-tratamento com 1uL de SOL diluido em solugéo salina (SAL) (30%/70%, SOL/SAL,
respectivamente)pela via intrahipocampal (i.h) promoveu uma diminui¢cdo de 61% no total
das crises convulsivas durante o SE. Observamos também que esse efeito
anticonvulsivante ocorre independente da via de administragdo, uma vez que, a
administragédo de solutol (2mL/Kg, 1h antes da indug&o) pela via intraperitoneal (i.p)
reduziu em 31,5% o total das crises durante o SE.

Neste Trabalho de Conclusdo de Curso testamos a hipétese de que Solutol® HS
15 apresenta efeito anticonvulsivante no periodo crbénico da epileptogénese,onde 0s
animais apresentam as CREs, ampliando os achados acerca de novas terapias eficazes

e seguraspara a ELT.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Historia da Epilepsia

Epilepsia € uma palavra de origem grega epilambaneim, que significa ser
dominado, invadido ou possuido (FERNANDES; LI, 2006), onde a propria definicdo da
palavra resulta em um certo tipo de aversdo a doenca, contribuindo para seu historico
de mitos, supersticdes e preconceitos.

Na Grécia Antiga, a epilepsia era considerada morbus sacer (doenca sagrada),
acreditava — se que era uma possessao divina, pois a convulsdo era resultado do
contato dos Deuses com o individuo. Em contrapartida, na Roma antiga a epilepsia era
considerada uma doenca contagiosa, onde as pessoas eram excluidas da sociedade.
Na Idade Média, a epilepsia era vista como morbus demoniacus (doenca do demdnio),
excluindo as pessoas que tinham a doencga da igreja, pois sua condi¢do era um ato
profano a Deus (YACUBIAN, 2000). Ainda nesse periodo, alguns médicosdesconfiavam
gue a contaminacdo era por meio do ar e esse pensamento permaneceu ainda no
inicio do século XX, quando foi produzida uma vacina para a erradicacdo de um
microrganismo que seria 0 agente da epilepsia, o Bacillus epilepticus (YACUBIAN,
2000).

Alguns pensadores da época também definiram a epilepsia. Hipdcrates
acreditava que a epilepsia ndo estava atrelada a questdes divinas e sim, que era uma
doenca de causas naturais (GOMES, 2006),e o cérebro era o responsavel pela
patologia. Anos depois, Galeno confirmou que se tratava de uma doenca cerebral e a
dividiu em dois tipos: de causas desconhecidas e as que eram resultado de outras
doencas (DREIFUSS, 1996).

Durante os séculos XVIII e XIX surgiram as teorias mais modernas sobre as
causas da epilepsia (GOMES 2006), quando diversos estudiosos sugeriram hipétesese
teorias para explicar os processos relacionados a epilepsia (MAGIORKINIS et al, 2011).
Considerado como o pai da epilepsia, John Hughlings Jackson, escreveu que as crises
epilépticas se originavam no cortex cerebral como resultado de uma “descarga” de
energia nos neurbnios corticais. De acordo com essa teoria, uma convulsdao era um
sintoma que acontece posteriormente uma descarga desordenada, em excesso e
ocasional do tecido nervoso nos musculos. O trabalho de Jackson foi continuado por
seus seguidores, que confirmaram por meio de experimentos 0os achados ja descritos

por ele. E atualmente, a epilepsia é definida como um disturbio
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cerebral causado pela predisposicdo permanente do cérebro em gerar CRES
acompanhadas de consequéncias neurobioldgicas, cognitivas e sociais (FISHER et al,
2005).

2.2. Epilepsia do Lobo Temporal

A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), um tipo de epilepsia estrutural, é tambéma
mais comum na populacdo adulta, respondendo por aproximadamente 40% dos casos
de ndo responsividade ao tratamento farmacolégico (SCHENKEL, 2011). Na ELT, o
individuo sofre um disturbio epileptogénico, a exemplo de um traumatismo craniano,
acidente vascular encefélico, tumor cerebral ou SE (FRENCH et al., 1993). O SE é
caracterizado por uma crise continua ou crises distintas, sem interrupcdo e com
duracdo de no minimo 5 minutos (LOWENSTEIN et al.,1999).

Em relacdo a semiologia das crises e ao foco epileptogénico, a ELT é
subdividida em: epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM) com foco no sistema limbicoe
epilepsia do lobo temporal lateral (ELTL) derivadas de modificacbes no neocortex
temporal

A ELTM representa cerca de 60% das ELT (CENDES, 2005) e
aproximadamente cerca de 70% das vezes estd correlacionada com perda de
neurénios piramidais, resultando na esclerose hipocampal (HS) (VALENCA et al.,
2006). Estudos de Wieser e colaboradores (2004) relatam que, “incidentes
precipitantes iniciais” (IP1s) que ocorrem normalmente antes dos 5 anos de idade, sdoum
dos fatores causais da ELTM com HS. Por exemplo, o SE desencadeia a
epileptogénese, um processo progressivo de alteragdes fisioldgicas e estruturais no
sistema nervoso central, que resulta na conversdo de um cérebro normal em um
cérebro epiléptico (FRENCH et al., 1993; LEITE et al., 1990).

O hipocampo é a principal regido onde ocorrem essas alteracdes, que além da
esclerose hipocampal, também incluem processos neurobiolégicos como a plasticidade
axonal, neurogénese, astrogliose, neuroinflamacédo e reorganizacdo da expressao
génica. Os mecanismos secundarios dessas alteracbes e sua funcdo na
epileptogénese tém sido destaque para diversos estudos experimentais e clinicos.

2.3. Modelo experimental de epilepsia do lobo temporal
Ha diversos tipos de modelos experimentais de epilepsia ou de crises

epilépticas. Em relagcdo a ELT sao utilizados protocolos de inducdo de SE em
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roedores, baseado na administracdo, intrahipocampal ou intraperitoneal, de drogas
convulsivas,como a pilocarpina e o acido cainico (McCNAMARA, 1994).

O método de inducdo por pilocarpina € o0 mais aplicado e o que mais se
assemelha a ELT. A pilocarpina é uma substancia extraida da planta Pilocarpus
jaborandi, que atua como um agonista colinérgico muscarinico, e que em altas
concentracdes (300 mg/Kg), provoca modificacdes eletrograficas, comportamentais e
morfolégicas comparaveis a ELT em humanos (PIMENTA, 2009) Para otimizar a acdoda
PILO, aplica-se cloreto de Litio em um intervalo entre 18 a 24 horas antes da
administracdo da PILO, possibilitando a diminuicdo da dose da pilocarpina em até 10
vezes, 0 que reduz a mortalidade animal e os efeitos colaterais decorrentes de doses
elevadas da PILO (VENTURIN, 2008; CHAUDHARY et al., 1999).

O modelo experimental de epilepsia do lobo temporal induzido por pilocarpina

pode ser dividido em trés fases (REDDY; KURUBA, 2013) (Tabela 1).

Tabela 1. Modelo experimental de epilepsia do lobo temporal por pilocarpina.

FASES CARACTERISTICAS
AGUDA Fase que se refere as 24 horas iniciais apés o SE, iniciando a
epileptogénese.
Fase que ocorre alteraces fisiologicas, histolégicas e de reorganizacdo
LATENTE . ~ o
da expressao génica. Tem duracdo de dias a meses.
CRONICA Fase marcada pelas crises espontaneas e recorrentes, como observada

nos pacientes com ELT.

Caracteristicas das trés fases que correspondem ao modelo experimental de ELT induzida por
pilocarpina.
Fonte: REDDY e KURUBA (2013).

2.4 . Tratamento Farmacoldgico

Inicialmente, o tratamento da epilepsia € realizado pela utlizacdo de
farmacos antiepilépticos (FAES), que tém a capacidade de reduzir ou cessar as
crises epilépticas (SMITH et al., 2007). O foco principal do tratamento da epilepsia é
controlarcompletamente as crises minimizando os efeitos colaterais, com o objetivo
de oferecerao paciente uma boa qualidade de vida. Todavia, 40% dos pacientes
tem ETL refratdria e n&o consegue responder ao tratamento farmacolégico

(CACIAGLE et al., 2017).
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Historicamente, o desenvolvimento dos FAEs pode ser dividido em trés
geracoes. A 1° é marcada pela comercializacdo dos farmacos entre 1857 e 1958,
onde podemos destacar o fenobarbital e as moléculas que sdo provenientes da
estrutura dos barbitaricos, como a fenitoina. Entre 1960 e 1975, iniciou-se a 22
geragdo, marcada pelos benzodiazepinicos, incluindo a carbamazepina e o
valproato,. Por fim,em 1980 marca o inicio da 32 geracdo, em que se buscou o
aprimoramento dos farmacos ja conhecidos, como por exemplo o desenvolvimento
das moléculas de oxcarbazepina (carbamazepina) (YACUBIAN et al.,2014).

A primeira opcéo de tratamento é através da administracdo de um farmaco
(monoterapia), uma vez que 47% dos pacientes conseguem controlar as crises,
porém13% precisam receber um tratamento de politerapia (mais de um FAE) para
conseguir controlar as crises. Entretanto, 40% dos pacientes sé&o
farmacorresistentes, continuando a apresentar apresentando crises epilépticas,
mesmo sob tratamento farmacologico (KWAN; BRODIE, 2000).

Assim, os indices de refratariedade farmacolégica na ELT mostra que é
importante o desenvolvimento de novas terapias, com produtos naturais ou
sintéticos, capazes de promover um tratamento mais eficaz e seguro e que consiga
proporcionarao paciente uma boa qualidade de vida.

2.5 Solutol® HS 15

O Solutol® HS 15 (SOL) é sintetizado pela reacéo quimica entre o acido 12-
hidroxiesterarico e o polietilenoglicol que resulta no é&cido 12-hidroxiestearico
polioxietilado (SOL) (figura 1) formado por 70% de monoesteres e diésteres e 30%
de polietilenoglicol (KU; VELAGALETI, 2010).

Figura 1 — Estrutura quimica do Solutol® HS 15
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Fonte: (BERGONZ| et al.,2020)
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Essa substancia sintética € um forte agente emulsificante e solubilizante nédo
ibnico com baixa toxicidade, sua grande regido hidrofobica favorece a melhor
solubilizagédo dos farmacos (CHU et al.,2022). Logo € bem utilizado como veiculos
de drogas, tais como as vitaminas, alfaxalona, miconazol entre outras (KU,
VELAGALETI,2010).

Porém, estudos da literatura tem relatado que Solutol® HS 15 tem
apresentado efeitos biolégicos, o que requer uma maior atencdo, pois excipientes
farmacéuticos ativos podem resultar em erros na leitura de dados farmacocinéticos
e em alteracbes indesejadas nas interacdes medicamentosas no corpo do
individuos (OTTER et al., 2017).

Nanocépsulas lipidicas contendo Solutol® HS15 podem influenciar a
sinalizacdo celular de calcio no cérebro, pois causam inibicdo do transporte de
calcio através de canais ativados por hiperforina em células neurais.(CHAUVET et
al.,2015). Além disso, o Solutol® HS 15 inibe os transportadores de cations
organicos (OTC 1- 3) bem como os transportadores de oligopeptideos (PEPT 1 e 2)
(OTTER etal., 2017).No estudo de Lin e colaboradores (2014) foi relatado que o pré
— tratamento e tratamento pela via intraperitoneal (i.p) com SOL confere
neuroprotecao hipocampal em ratos, no modelo de isquemia cerebral focal e global.

Em estudos prévios, nosso grupo de pesquisa relatou que o pré- tratamento
com SOL (30%/70%, SOL/SAL, via intra hipocampal) reduz em 61% as crises
duranteo SE quando comparado ao grupo salina. Observamos também que o pré-
tratamento com SOL pela via intraperitoneal também reduziu as crises (31,5%)
durante o SE quando comparado ao grupo Li-Pilo.

Considerando esses achados,no presente trabalho buscamos avaliar se o
tratamento com o SOL (i.p) diminui as crises recorrentes e espontaneas na fase

cronica da epilepsia.



19

3. OBJETIVOS
3.1. Geral:

Avaliar o efeito do Solutol H15 no perfil das crises recorrentes e espontaneas
durantea fase crbnica da epileptogénese em modelo experimental de epilepsia do
lobo temporal.

3.2. Especificos

3.2.1. Avaliar o efeito do Solutol H15 via intraperitoneal na frequéncia das crises
espontaneas e recorrentes durante a fase cronica da epileptogénese induzida por
Li-PILO;
3.2.2. Avaliar o efeito do Solutol H15 via intraperitoneal na gravidade das crises
espontaneas e recorrentes durante a fase cronica da epileptogénese induzida por
Li-PILO.
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4. METODOLOGIA
4.1. Ambientagdo Animal

Nesse estudo foram utilizados 20 ratos machos Wistar com aproximadamente
60 dias de idade, pesando de 250 a 350g, oriundos do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (BIOCEN/UFAL), alocados no Biotério Setorial
do Laboratoério de Biologia Celular e Molecular com a temperatura de 22°C, no
ciclo claro/escuro de 12 horas (06:00/18:00) e com disponibilizacdo de agua e
alimento. O protocolo experimental foi aprovado e executado seguindo os
principios éticos doComité de Etica de Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL) (n° de Protocolo (14/2019 — ANEXO).
4.2. Inducao do Status Epilepticus (SE)
Para a inducdo do SE, os animais foram submetidos a injecao intraperitoneal
(i.p.) de cloreto de litio (127mg/kg) 16 horas antes da administracdo da PILO. O
butilborometo de escopolamina (1mg/kg, i.p.) foi aplicado 30 minutos antes da
administragcdo de PILO para minimizar os efeitos da PILO nos receptores
muscarinicos periféricos. Apos 30 minutos da aplicacdo da escopolamina, foi
aplicado a PILO (30mg/kg, i.p.) para a inducdo do SE. O Status Epilepticus foi
abortado apds 90 minutos de duragéo, com Diazepam (5 mg/kg; i.p.). Todo o SE foi
monitorado, comauxilio de uma filmadora.

4.3. Video-monitoracao e confirmacdo das CREs
Apoés a reversdo do SE, os animais passaram 60 dias (2 meses) pelo

periodo de laténcia. Em seguida, durante 15 dias, foram video — monitorados 24
horas por dia, para a deteccdo e confirmacdo das CREs. Vale ressaltar que foram
utilizadas lampadas de luz vermelha para a visualizagcdo das crises na filmagem
durante a fasenoturna do ciclo. Foi utilizada a escala de Racine (1972) (Tabela 2),
uma escala de classificacéo dos tipos de crises, para avaliar a frequéncia e duracao

de cada crise durante a fase cronica da epileptogénese.

Tabela 2. Caracterizagdo comportamental dos niveis de crises epilépticas em modelo animal

segundoa escala de Racine (1972)

Nivel de crise Comportamento

Imobilidade

Automatismos faciais
Mioclonias de cabeca e pescoco
Clonias de patas anteriores
Elevacgéo de patas posteriores
Elevacéo e queda

QB WN RO

Fonte: Racine,1972
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4.4. Divisdo dos grupos experimentais

Confirmado o aparecimento das CREs, os animais foram divididos por um

processo de randomizacdo, em dois grupos experimentais (Tabela 3).

Tabela 3. Divisdo dos Grupos Experimentais e identificacdo dos animais.

GRUPO SOLUTOL (N=10) GRUPO SALINA (N=10)
R2 R1
R3 R4
R7 R5
R12 R6
R13 R8
R14 R10
R16 R11
R22 R15
R23 R17
R25 R24

Fonte: Autora
4.4. Tratamento com Solutol HS15

Apés a divisdo dos grupos experimentais, os animais ficaram 15 dias sob
video- monitoramento (pré-tratamento). Em seguida, foi iniciado o tratamento, em
que os animais foram administrados com SOL uma vez ao dia no mesmo horario
por 15 diascom 2 mL/Kg de SOL diluido em solucéo salina a 0,9% (45%/55%, Vvlv,
respectivamente). Em paralelo, animais receberam 2mL/Kg de SAL (i.p.) a 0,9%
para compor o grupo SAL. Durante o processo de tratamento os animais foram
filmados 24 horas por dia. Por fim, o tratamento foi interrompido e os animais
permaneceram video-monitorados por mais 15 dias (p6s-tratamento). Ao final desse
processo, 0s animais foram eutanasidos por decapitacdo e os tecidos foram

estocados no freezer a -80°C.
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Figura 2. Delineamento Experimental do tratamento com Solutol HS 15 na fase crénica da

epileptogénese

“E (Li-Pilo) Pré-tratamento Pés-tratamento
¥
Adiministracao
de SOL e Salina
Laténcia
CREs | I ]
(8 horas) e (o5 | [75 3 |
Tratamento Andlise

Estatistica

Fonte: Autora

4.5 Analise das crises na fase crénica da epileptogénese

Utilizamos a escala de Racine (RACINE,1972) (Tabela 2), uma escala de
classificacéo dos tipos de crises, para avaliar a frequéncia e duracéo de cada crise
durante a fase cronica da epileptogénese.

4.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como valores de média £ erro padréo analisados
para normalidade, seguido pelo teste t paramétrico ou ndo paramétrico utilizando o
programa estatistico GraphPad, Prism 7.0. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para verificar o efeito do Solutol nas crises epilépticas espontaneas, foram utilizados
10 animais para o grupo solutol e 10 animais para do grupo salina, sendo avaliados o total
de crise e o total de crises no nivel 3,4 e 5; comparando o perfil das crises antes do

tratamento com o perfil durante ou apés o tratamento (Tabela 4).
Tabela 4 - Comparacdes das fases do tratamento nos grupos Solutol e Salina.
GRUPO SOLUTOL GRUPO SALINA

Pré-tratamento X Tratamento Pré — tratamento X Tratamento

Pré-tratamento X Pés — Tratamento | Pré — tratamento X Pds-tratamento

Observamos que no grupo salina ndo houve diferenca significativa entre os totais
de crises durante os periodos analisados (Figura 3 e 4).

Figura 3 - Andlise do total das crises do grupo salina entre as trés fases de tratamento.

34 TOTAL DE CRISES

Total

T

0 T
Pré-tratamento Tratamento Pés-tratamento

Figura 3. Total de crises por dia em animais do grupo salina entre as fases de pré-tratamento, tratamento
e pos-tratamento. Valores de média + erro padrdo analisados para normalidade seguido pelo teste t
paramétrico ou ndo paramétrico utilizando o programa estatistico GraphPad, Prism 7.0. Valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significantes. N=10.

Figura 4 - Analise do total das crises nivel 3,4 e 5 do grupo salina entre as trés fases de tratamento.

(A) os- Total de crises - NIVEL 3 (B) 087 Total de crises - NIVEL 4 (© 2o Total de crises - NIVEL 5
0.6+ 1.5+
0.6 — —
< <
T ° °
S = .44 = 1.0
o
|_
5.2+ 0.5
0.0- 0.0~ T
Pré-tratamento Tr 1to Pos-trat t Pré-tratamento Tratamento Pos-tratamento Pré-tratamento Tratamento Pés-tratamento

Figura 4. Total de crise - nivel 3 (A), total de crise - nivel 4 (B) e total de crise nivel 5 (C) entre as
fases de pré-tratamento, tratamento e pds-tratamento. Valores de média + erro padrdo analisados
para normalidade seguido pelo teste t paramétrico ou ndo paramétrico utilizando o programa
estatistico GraphPad, Prism 7.0. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. N=10
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No grupo solutol, observamos que houve uma diminui¢do significante das crises
de nivel 3 durante o tratamento com Solutol comparado com o periodo de pré-
tratamento (Figura 6A)

Figura 5 - Analise do total das crises do grupo solutol entre as trés fases de tratamento.

25 TOTAL DE CRISES

2.0

1.5

Total

1.0

0.5+

0.0- T

Pré-tratamento Tratamento Pés-tratamento
Figura 5. Total de crises por dia em animais do grupo solutol entre as fases de pré-tratamento, tratamento
e pés-tratamento. Valores de média + erro padrdo analisados para normalidade seguido pelo teste t

paramétrico ou ndo paramétrico utilizando o programa estatistico GraphPad, Prism 7.0. Valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significantes. N=10

(A)

3 Total de crises - NIVEL 3 (B) g6—  Total de crises - NIVEL 4 (C)o o  Total e crises - NIVEL S
0.6+
1.0 0.4+
* % — —_—
— ey © © 0.4~
T b e
o |9 0.2 o
0.5- 2
= F o2
0.0- 0.0 0.0- ;
Pré-tr 1to Trat: 1to Pos-trat to Pré-tr 1to Trat 1to Pos-tr t: Pré-tr 1to Trat; 1to Pés-tratamento

Figura 6. Total de crise - nivel 3 (A), total de crise - nivel 4 (B) e total de crise nivel 5 (C) entre as
fases de pré-tratamento, tratamento e pds-tratamento. Valores de média + erro padrdo analisados
para normalidade seguido pelo teste t paramétrico ou ndo paramétrico utilizando o programa

estatistico GraphPad, Prism 7.0. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.N=10.

Tendo em vista a responsividade variavel ao tratamento com o solutol,
realizamosuma analise individual da frequéncia das crises. Observamos que 70% dos
animais tratados com solutol tiveram suas crises significativamente diminuidas (Figura
7). A andlise separada por tipo de crise mostrou que houve uma reducdo significativa das
crisesde nivel 3 e 4 mas néo de nivel 5 (Figura 8A-C)
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Figura 7 — Analise do total das crises em animais do grupo Solutol que mostraram reducao de

crises durante o tratamento

2 Diminuigdo das crises
%k
© 2+ | |
=
o
|_
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0-

Pré-tratamento Tratamento Poés-tratamento
Figura 7: Total de crises diminuida no grupo solutol, entre as fases de pré-tratamento X tratamento
e pré-tratamento X pds-tratamento. Valores de média + erro padrdo analisados para normalidade seguido
pelo teste t paramétrico ou ndo paramétrico utilizando o programa estatistico GraphPad, Prism 7.0.
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. N=10.

Figura 8 — Andlise do total de crises nivel 3,4 e 5 em animais do grupo Solutol que
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Figura 8: Total de crise diminuida - nivel 3 (B), total de crise diminuida - nivel 4 (B) e total de crise
diminuidanivel 5 (C) entre as fases de pré-tratamento X tratamento e pré-tratamento X pos-tratamento.
Valores de média + erro padrdo analisados para normalidade seguido pelo teste t paramétrico ou ndo
paramétrico utilizando o programa estatistico GraphPad, Prism 7.0. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. N=10

Por outro lado, 30% dos animais nao apresentaram diferengas significativas
entre 0S grupos.

Os dados apresentados apontam para uma ac¢ao anticonvulsivante do solutol nas
crises epilépticas espontaneas e recorrentes. Em estudo prévio, nosso grupo observou
uma diminuicdo significativa no total das crises de nivel 3, 4 e 5 durante 0 SE em
animais pré — tratados com o solutol. O presente trabalho, portanto, corrobora o
potencial anticonvulsivante do Solutol ampliando sua acdo para crises ndo induzidas.
Além do mais, observamos também uma responsividade variavel ao Solutol, onde 30%
dos animais nao tiveram as crises reduzidas. De fato, na ELT, cerca de 40% dos
pacientes nao respondemao tratamento farmacolégico, sendo caracterizados como
pacientes refratarios ou farmacorresistentes (BOHOSOVA et al.,2021). O mecanismo
da farmacorresisténcia € fundamentado pela teoria do efluxo de drogas, onde existe

uma forte ligacdo entre a resisténcia aos farmacos antiepilépticos e a superexpressao
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da glicoproteina P (gp-P) (LOSCHER e POTSCHKA,2005). A gp-P é um transportador
expresso na barreira hematoencefalica (BHE) que regula o efluxo de FAEs, delimitando
a penetracéo cerebral(WEINHEIMER et al.,2017).

O solutol HS 15 é um excipiente farmacéutico que é utilizado como solubilizante
ndo iénico de farmacos e vitaminas, além de ser muito utilizado como carreador de
substancias. Porém, como apresenta efeitos bioldgicos, deixa de ser somente um
excipiente inerte e passa a ter uma importancia bioldgica. Os excipientes farmacéuticos
tém a capacidade de modificar a fluidez de membranas e isto, pode interferir na
integridade de proteinas, como os transportadores e canais i6nicos que fazem parte da
membrana celular, ocasionando alterac6es na maquinaria bioquimica (CHAUVET et al.,
2015).

Estruturalmente, o solutol HS 15 apresenta semelhanca com &cidos graxos.
Schlanger e colaboradores (2002) relataram que acidos graxos poliinsaturados émega-
3 possuem efeito anticonvulsivante em pacientes com epilepsia. Além do mais, o
tratamento com o acido graxo poliinsaturado, acido linolénico previne convulsdes e
morte celular neuronal em modelo experimental de epilepsia induzida por acido cainico
(LAURITZEN etal., 2000).

Além disso, o solutol HS 15 inibiu polipeptideos transportadores de anions
organicos (OATP) e proteinas co-transportadoras de Na+ dependente como taurocolato
(NTCP) (ENGEAL et al.,2012), entdo é possivel que o solutol HS 15 atue nos canais
iI0nicos e nos transportadores de membrana neural, tendo a capacidade de modificar a
entrada e saida de ions, como também ele pode alterar a captacdo e recaptacdo de

neurotransmissores, modulando a homeostase excitatoria — inibitéria
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo avaliou o efeito do solutol HS 15 no perfil das crises
recorrentes e espontaneas na fase cronica da epilepsia. Observamos que o solutol HS
15 possui efeito anticonvulsivante nas crises epilépticas, mas que a interrupcao do

tratamento gera um retorno do aumento da atividade convulsiva.
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
3.8 FRO" EITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA A

‘COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Investigagdo do efeito do Solutol HS 15 em
modelo experimental de epilepsia de lobo temporal induzida por litio-pilocarpina », registrada
com o n° 14/2019, sob a responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Daniel Leite Goes Gitai,
que envolve a utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
mem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com 0s preceitos da Lei n°
4, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
, das pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA),
e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Alagoas (CEUAIUFAL), em reunizo de 23 de julho de 2019.

01.08.2019 a 31.12.2023

: Centralda Ufal / Biotério Setorial do
de Ciéncias Biologicas (ICBS) da Ufal.
. F. C. Santos, Pedro A.




