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RESUMO

A epilepsia é uma doenca neuroldgica caracterizada por uma predisposicao cronica do
cérebro em gerar crises epilépticas recorrentes e espontaneas (CREs). A Epilepsia do
Lobo Temporal Mesial (ELTM) é a forma mais comum em adultos e muitas vezes é
resistente aos tratamentos disponiveis. Por isso, &€ urgente encontrar novas op¢oes
terapéuticas. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa indicaram que o Solutol®
HS 15 (SOL), um excipiente farmacéutico usado como surfactante e carreador de
farmacos, poderia ter acdo anticonvulsivante e antiepileptogénica. Neste estudo,
investigamos essa possibilidade usando um modelo animal de Status Epilepticus (SE)
induzido por pilocarpina. Assim, o objetivo foi avaliar se o SOL: i. reduz as crises
epilépticas durante o SE e na fase crénica da epileptogénese, ii. reduz a neurodegeneracao
e, lii. modula a expressdo de genes associados a epileptogénese. Para isso, ratos da
linhagem Wistar foram pré-tratados com SOL (grupos experimentais) ou solucéo salina
(SAL) (grupos de controle) por administracao intrahipocampal (I.H.) ou intraperitoneal
(1.P.), e depois submetidos a 90 minutos de SE. Apés 24 horas do SE, os animais foram
eutanasiados para as andlises histologicas e moleculares. Na fase crbnica, animais
epilépticos receberam tratamento com SOL ou SAL por via intraperitoneal durante 15
dias. Todos os animais foram monitorados por video durante SE, laténcia e fase cronica,
e as crises epilépticas foram avaliadas usando a escala de Racine. A neurodegeneracao
hipocampal total e em suas sub-regides (Corno de Ammon: CAl e CAS3; e hilo) foi
avaliada com Fluoro-Jade. A expressdo de transcritos associados a epileptogénese foi
medida por RT-qPCR. A anélise estatistica foi realizada com o programa GraphPad,
Prism 9.0. Dessa forma, o pré-tratamento com SOL reduziu o nimero total de crises
durante o SE em 38,97% (via I.H.) e 60,87% (via I.P.), a neurodegeneragéo hipocampal
total (29,07% a 66,62%) em todos os modelos testados. Além disso, animais pré-tratados
com SOL tiveram um aumento e diminuicdo na expressdo de BDNF (via I.H.) e GFAP
(via I.P.), respectivamente, indicando efeito neuroprotetor. Portanto, o estudo mostra que
0 SOL tem efeitos anticonvulsivantes durante as fases aguda e cronica da epileptogénese,
bem como reduz a neurodegeneracdo hipocampal e modula a expressdo de BDNF e
GFAP. Esses achados sao promissores para o potencial efeito antiepileptogénico do SOL
no tratamento da epilepsia.

Palavras-chave: Epilepsia. Solutol. Neuroprotecdo. Anticonvulsivante.



ABSTRACT

Epilepsy is a neurological disorder characterized by a chronic predisposition of the brain
oVto generate spontaneous recurrent seizures. Mesial Temporal Lobe Epilepsy (MTLE)
is the most common form in adults and often resistant to available treatments. Therefore,
finding new therapeutic options is urgent. Previous studies by our research group have
indicated that Solutol® HS 15 (SOL), a pharmaceutical excipient used as a surfactant and
drug carrier, could have anticonvulsant and antiepileptogenic action. In this study, we
investigated this possibility using an animal model of pilocapine-induced status
epilepticus (SE). Thus, the objective was to evaluate if SOL.: i. reduces epileptic seizures
during SE and in the chronic phase of epileptogenesis, ii. reduces neurodegeneration
process, and iii. modulates the expression of genes associated with epileptogenesis. Male
Wistar rats were pre-treated with SOL (experimental groups) or saline solution (SAL)
(control groups) by intrahippocampal (I.H.) or intraperitoneal (I.P.) administration and
then submitted to 90 minutes of SE. After 24 hours of SE, the animals were euthanized
for histological and molecular analyses. In the chronic phase, epileptic animals received
SOL or SAL treatment intraperitoneally for 15 days. All animals were monitored by video
during SE, latency, and chronic phase, and their seizures were evaluated using the Racine
scale. Total hippocampal neurodegeneration and in its sub-regions (Cornu Ammonis:
CAl and CA3; and hilus) were evaluated with Fluoro-Jade. The expression of transcripts
associated with epileptogenesis was measured by RT-gPCR. Statistical analysis was
performed using GraphPad Prism 9.0 software. Thus, pre-treatment with SOL reduced
the total number of seizures during SE by 38.97% (via I.H.) and 60.87% (via I.P.), total
hippocampal neurodegeneration (29.07% to 66.62%) in all tested models. Furthermore,
animals pretreated with SOL had an increase and decrease in the expression of BDNF
(via 1.H.) and GFAP (via I.P.), respectively, indicating a neuroprotective effect. Taken
together, our study showed that SOL has anticonvulsant effects during the acute and
chronic phases of epileptogenesis, as well as reduces hippocampal neurodegeneration and
modulates the expression of BDNF and GFAP. These findings are promising for the
potential role of SOL in epilepsy treatment.

Keywords: Epilepsy. Solutol. Neuroprotection. Anticonvulsant.
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1. INTRODUCAO

A epilepsia é considerada uma doenca do cérebro e a defini¢do requer a ocorréncia
de no minimo duas crises epilépticas ndo provocada ou reflexa ocorrendo com um
intervalo superior a 24 horas (Fisher et al., 2014). De acordo com a etiologia, as epilepsias
podem ser classificadas como: i. genética, causada devido a um resultado direto de uma
mutacdo genética conhecida ou presumida; ii. infecciosa, causada por uma infecgdo no
sistema nervoso central (SNC); iii. metabdlica, causada devido ao resultado direto de um
distdrbio metabdlico conhecido ou presumido; iv. imunoldgicas, causada quando existe
evidéncia de inflamacdo do SNC imunologicamente mediada; v. estrutural, causada
devido a uma lesdo do SNC (Scheffer, 2017); e vi. causa desconhecida, quando ndo ha
possibilidade de desfecho de diagnostico.

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a forma mais comum da classificacdo das
epilepsias estruturais na populacéo adulta, sendo subdividida em mesial (ou limbica) e
lateral (ou neocortical). A epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM), o tipo mais
frequente, apresenta uma alta farmacoresisténcia, em que os medicamentos disponiveis
no mercado nao controlam as crises epilépticas (Liga internacional contra epilepsia, 2017;
Henning, et al., 2023).

Na ELTM, o lobo temporal é a &rea mais importante para o desenvolvimento das
crises epilépticas, visto que apresenta uma série de alteracbes moleculares, morfoldgicas
e fisioldgicas como consequéncia de insultos epileptogénicos, tais como hipoxia,
traumatismo craniano, isquemia, malformacdes arteriovenosas, encefalites autoimune ou
viral, anormalidades genéticas esclerose hipocampal, dentre outros (Walker, 2015). O
insulto epileptogénico provoca um processo progressivo de alteracbes morfofisiologicas
em estruturas limbicas, o que culmina em uma predisposi¢do permanente do cérebro em
gerar crises epilépticas. Esse processo é conhecido como epileptogénese, que cursa com
inflamacéo, estresse oxidativo neuronal, neurodegeneracdo, neurogénese aberrante e
astrogliose (Klein et al., 2017).

As formas de tratamento para o controle e remissdo das crises epilépticas sdo
classificadas em farmacologica, primeira escolha para o tratamento, e em néo
farmacologicas, como uma ressec¢do cirtrgica do foco epileptogénico, quando os
pacientes apresentam farmacoresisténcia. No estudo de Kurita e colaboradores (2016),
foi evidenciado que os pacientes que realizam cirurgia, como a lobectomia ou amigdalo-

hipocampectomia seletiva, apresentam uma remissdo das crises em até 60-80%.
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Entretanto, a opcdo cirdrgica ndo € a mais viavel para alguns pacientes por questes
socioecondmicas ou até médicas, cujos pacientes apresentam sintomas psiquiatricos ou
foco epileptigénico bilateral (Elsharkawy et al, 2009).

No mercado, existe um vasto arsenal de medicamentos anticolvulsivantes,
conhecidos como drogas antiepilépticas (DAES), porém em torno de 30% dos pacientes
sdo classificados como farmacoresistentes (Wiebe; Jetté, 2012). No estudo de Brodie
(2017), ao avaliar pacientes tratados com o uso de DAES durante um periodo de
acompanhamento de quase 30 anos, observaram que apenas 29% dos pacientes ficaram
livres de convulsbes com a farmacoterapia e, nos 54% restantes, as convulsfes ocorriam
pelo menos mais de uma vez por més mesmo com o tratamento continuo com as DAES.
Esse efeito observado pode ser pelo fato dos medicamentos apresentarem mecanismo de
acao em canais ibnicos/receptores neuronais, mas ndo apresentarem consideravel efeito
antiepileptogénico. Dessa forma, torna-se necessario a busca de novas drogas que além
de apresentarem efeito  anticonvulsivantes, apresentem, também, efeito
antiepileptogénico.

O Solutol® HS 15 (SOL), um excipiente farmacéutico constituido por 70% de
monoesteres e diésteres e 30% de polietilenoglicol, é utilizado como solubilizante de
drogas ndo hidrossoluveis e em sistemas carreadores de farmacos (Ku; Velagaleti, 2010).
Os excipientes farmacéuticos sdo considerados inertes, porém, estudos tém demonstrado
gue muitos deles apresentam efeito bioldgico, o que gera preocupacdo com eventual efeito
sinérgico, interacdes farmacodinamicas, potencializacdo de reacfes adversas, dentre
outros (lonova; Wilson, 2020; Caballero et al., 2021; Martilez et al., 2022).

Estudos apontam que SOL confere agdo neuroprotetora no hipocampo em modelo
experimental de isquemia focal e global, como também promove bloqueio de canais de
calcio ativados por hiperforina, de transportadores de cations e anidnicos organicos e
inibicdo in vitro da atividade da glicoproteina P (Lin, et al., 2014; Chauvet et al, 2015;
Otter et al., 2017; Gurjar et al., 2018). Considerando esses dados que apontam para uma
acdo na trasmissao sinaptica e na neuroprotecdo, o presente estudo teve como objetivo
avaliar se SOL apresenta efeito anticonvulsivante e antiepileptogénico em modelo

experimental animal de indug&o de status epilepticus e da fase cronica da epileptogénese.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. EPILEPSIA

Os primeiros relatos sobre epilepsia sdo datados ha mais de 3.000 anos na
Babildnia, onde se acreditava que as crises epilépticas eram provocadas pela invasao do
corpo por demdnios, justificando a terminologia epilepsia, derivada do grego
epilambaneim que significa ser tomado, ser possuido (Kinnier Wilson; Reynold, 1990).
Atualmente, a epilepsia é considerada uma doenca do cérebro desordem neurolégica
crbnica, caracterizada pela ocorréncia de pelo menos duas crises epilépticas néo
provocada ou reflexa em intervalo superior a 24 horas. (Fisher et al., 2014).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saiude (OMS) (2019), a epilepsia é
classificada como uma das condic¢des neuroldgicas mais comuns. Cerca de 50 milhdes de
pessoas no mundo sdo portadoras de epilepsia, sendo que, a cada ano, aproximadamente,
5 milhGes de pessoas sdo diagnosticadas com epilepsia. Assim, a epilepsia € um desafio
para saude publica e esta associada a problemas biopsicossociais, incluindo preconceito,
restricoes de estilo de vida, dificuldade de relagbes sociais, estigmatizacdo, e
comorbidades psiquiatricas (ex. transtorno de ansiedade e humor, bem como ideacédo
suicida). Além do mais, a epilepsia impacta no crescimento econdmico e no mercado de
trabalho (Fiest et al., 2014; Christensen et al., 2023). Em 2010, a OMS classificou a
epilepsia como o segundo distdrbio neurol6gico mais oneroso em todo o mundo em
termos de anos de vida ajustados por incapacidade, ficando atras da enxaqueca (Murray
etal., 2012).

A Liga Internacional Contra Epilepsia (LICA) elaborou uma classificagdo das
epilepsias projetada para efetividade clinica com um diagnéstico em trés niveis: I. tipo da
crise; I1. tipo da epilepsia; Il1. tipo da sindrome, bem como a etiologia da epilepsia (tabela
1) (Scheffer et al, 2017).

Tabela 1- Resumo da nova classificacdo da epilepsia de acordo com a ILAE (2017).

Classificacdo da epilepsia

Tipo da crise Inicio focal,
Inicio generalizado;

Inicio desconhecido.
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Tipo da epilepsia  Epilepsia Focal;
Epilepsia Generalizada;
Epilepsia Focal e Generalizada Combinada;

Epilepsia desconhecida.

Tipo da sindrome  Sindrome de West;
Sindrome de Dravet;
Epilepsia de Auséncia Infantil;
Epilepsia de Auséncia Juvenil,
Epilepsia Mioclénica Juvenil;
Convulsbes Tonico-Clonicas Generalizadas

Isoladas.

Tipo da etiologia  Estrutural;
Génética;
Infecciosa;
Metabdlicas;
Imunoldgica;

Causa desconhecida.

Quanto a etiologia, a epilepsia é uma condicdo complexa e multifatorial, de forma
que a classificacdo etioldgica da epilepsia se torna um desafio médico, visto que muitas
vezes o profissional ndo possui ferramentas necessarias para um bom fechamento do
diagnostico (Sen et al., 2020). Para facilitar o a analise etioldgica, a ILAE estabeleceu um

sistema de classificacdo que pode ser visualizado na tabela 2.

Tabela 2- Resumo da nova classificagdo etiologica da epilepsia segundo a ILAE
(2017).

Classificacdo etioldgica da epilepsia

Estrutural Causada por lesdo estrutural no cérebro que gera um risco de
ocasionar a epilepsia. Pode ser classificada como estrutural
adquirida como no caso de acidente vascular cerebral,
traumatismo e infecdo; ou estrutural genética como em

malformacGes do desenvolvimento cortical. E importante
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salientar que apesar de haver uma base genetica para estas
malformacdes, € o fator estrutural que determina a existéncia da
epilepsia. Dessa forma, a etiologia de uma leséo estrutural pode

ter origem genética, adquirida ou ambas.

Genética

Causada quando a epilepsia é o resultado direto de uma mutagao
genética conhecida ou presumida, sendo mutacGes de ganho ou

perda de funcgéo causadoras da epilepsia.

Infecciosa

Causada apds uma infeccdo, como é o caso da encefalite viral
que € causadora de crises epilépticas apds a fase aguda da
infecdo, assim, refere-se a um individuo com epilepsia

infecciosa.

Metabdlica

Causada devido ao resultado direto de um distdrbio metabdlico
conhecido ou presumido, em que as crises sdo 0 sintoma
principal. As causas metabodlicas referem-se a alteracOes
metabolicas bem definidas com manifestacdes clinicas ou
alteracBes bioquimicas por todo o corpo como a porfiria, a
uremia, as aminoacidopatias ou as crises piridoxino-
dependentes. Estima-se que a maioria das epilepsias metabdlicas
apresentem uma base genética, mas algumas poderdo ser

adquiridas, tais como a deficiéncia de folato cerebral.

Imunoldgica

Causada quando existe evidéncia de inflamacdo do SNC
imunologicamente mediada. Tais quais as encefalites anti-
repcetor NMDA (N-metilD-aspartato) e anti-LGI155. Resulta
diretamente de uma perturbacdo imunoldgica em que as crises

s&o o sintoma principal.

Causa

desconhecida

H& muitos individuos com epilepsia cuja causa permanece
desconhecida. Nesta categoria ndo € possivel fazer um
diagndstico especifico, para além da semiologia eletroclinica
basica. A determinacdo da etiologia depende da extensdo da
avaliagdo possivel em cada individuo. Isto difere nos varios
niveis de cuidados de salde e em diferentes paises, como em

paises com baixos recursos de salde.
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Em relacdo as epilepsias de causa estrutural adquirida, destaca-se a Epilepsia do
Lobo Temporal Mesial (ELTM) devido sua importancia clinica justificada pela alta
incidéncia, gravidade e, principalmente, refratariedade ao tratamento farmacol6gico
(Berg et al., 2010).

2.2. EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL MESIAL

A ELT é caracterizada como um tipo de epilepsia de inicio focal com crises que
se originam em regifes do lobo temporal, podendo se difundir por uma rede de
interconexdes neuronais, gerando crises epilépticas generalizadas (Maillard et al., 2004).
AELT édividida em dois grupos principais: o primeiro e mais comum é a ELTM, quando
a crise se origina nas estruturas temporais mesiais, tais quais o hipocampo e amigdala,
que sdo regides cerebrais denominadas zonas epileptogénicas (Eglot; Konrad; Morgan,
2016). O segundo grupo corresponde a epilepsia do lobo temporal lateral ou neocortical,
que afeta o neocortex temporal, incluindo as jungdes temporal-occipital e temporal-
parietal e as areas sensoriais associativas para a audi¢do, fungdes visuais e de linguagem
(Kanner et al., 2004).

A ELTM é o tipo mais comum em individuos adultos e cerca de 40% dos pacientes
continuam apresentando crises epilépticas apesar do tratamento farmacoldgico ideal
(Eglot; Konrad; Morgan., 2016). Além disso, pacientes com ELTM podem apresentar
problemas psiquiatricos, comportamentais e cognitivos de modo a interferir na realizacao
das atividades diarias, como trabalhar, estudar, além de afetar as relagdes intrapessoal e
interpessoais, prejudicando a qualidade de vida dos pacientes (Caplan, 2019). Os fatores
envolvidos na etiologia da ELTM, denominados insultos epileptogénicos, apresentam
diferentes naturezas, a exemplo do traumatismo craniano, infeccdes cerebrais como
meningite e encefalites, convulsédo febril, displasias, hiperplasias, esclerose hipocampal,
Status Epilepticus (SE), dentre outros. Quando um individuo sofre um insulto
epileptogénico e apresenta predisponibilidade genética, seu cérebro passara por um
processo chamado de epileptogénese que corresponde a um conjunto de alteracGes de
expressdo génica, morfoldgica e fisioldgica (Junna et al., 2013; Garganis et al.,
2019). Essas alteragfes envolvem mudangas moleculares e celulares, incluindo
alteracOes na atividade de canais i6nicos, modificacdo das funcgdes das proteinas, eventos

transcricionais, morte celular, ativagdo de cascatas inflamatorias, neurogénese,
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brotamento de fibras musgosas e gliose, que contribuem para o desequilibrio excitatorio-
inibitorio neuronal, responséavel pela ocorréncia das crises epilépticas (Klein, et al., 2017).
Vale ressaltar que o achado mais comum associado a ELTM € a esclerose hipocampal,
decorrente de uma neurodegeneracdo, principalmente, no hipocampo (Tatum, 2012).
Essas alteracdes estdo localizadas com maior intensidade no hilo do giro denteado e nas
camadas de células piramidais CAl e CA3, embora todas as regides do hipocampo podem
apresentar perda de células neuronais em graus variados (Bote et al., 2008). O dano do
hipocampo associado a ELT é frequentemente bilateral, mas assimétrico, uma vez que
um hipocampo é mais danificado do que o outro (Wieser, 2004). Interessantemente,
alteracOes que ocorrem na epileptogénese descritas em humanos, também, sdo descritas

em animais por meio do estabelecimento de modelos experimentais.

2.3. EPILEPTOGENESE

A epileptogénese € um periodo entre a ocorréncia do insulto epileptogénico e o
surgimento da primeira CRE. Entretanto, alguns autores consideram que a
epileptogénese se estende além do periodo latente, visto que a frequéncia e a gravidade
das crises aumentam progressivamente ao longo do tempo, indicando a continuidade
desse processo (Pitkanen et al., 2015). Assim, a epileptogénese ocorre de modo
progressivo e prolongado de tal forma que as alteraces moleculares e celulares que
desencadeiam a ocorréncia da primeira crise persistem, levando a uma progressdo no
quadro epilético (Williams et al., 2009; Pitkanen; LUKASIUK, 2011).

Os estudos da epileptogénese em seres humanos sdo mais dificeis, visto que é
necessario a avaliacdo dos pacientes a partir do momento de um evento epileptogénico
que pode ndo ser identificado, até o inicio da ocorréncia das CREs. Além disso outros
aspectos também dificultam as investigacdes em humanos, a exemplo da heterogeneidade
da epilepsia, da dindmica das altera¢cbes moleculares ao longo da epileptogénese e do
dificil acesso a tecidos cerebrais. Dessa forma, para contornar essa situagdo, estudos
animais em modelos experimentais sdo ferramentas importantes para elucidacdo desse

processo (Pitkanen; Engel, 2014).

O processo de epileptogénese em humanos e em animais experimentais esta
intimamente relacionado ao processo neuroinflamatorio e neurodegenerativo mediado
por alteracfes da expressao génica que culminam na hiperexcitabilidade neuronal. Dentre
essas mudancas, destacam-se as que atingem os receptores metabotropicos de glutamato
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(mGIuRs) e suas vias de transducdo de sinal, de recaptacéo e reciclagem do glutamato
entre neurdnios e astrocitos. Além disso, a disfungdo astrocitica e a gliose sdo também
relevantes, pois interrompem o equilibrio dos ions e neurotransmissores ao redor das
redes astrogliais (Qian; Tang, 2016). A inducdo de uma crise epiléptica leva a ativacao
de células gliais, que alteram a expressdo génica, produzindo e liberando moléculas
inflamatorias, tais como interleucina-1p (IL-1p), IL-6 e fator de necrose tumoral-o (TNF-
a). O TNF-a apresenta uma agdo inflamatéria e degenerativa que pode reduzir o limiar
convulsivo, além de predispor o cérebro a perda neuronal induzida por crise epiléptica
(De Simoni et al., 2000). Além disso, um marcador importante de disfuncéo astrdcitaria
é a proteina glial fibrilar acida (GFAP), um filamento intermediario, que apresenta uma
superexpressdo associada a inflamacdo e a morte neuronal, caracterizando a chamada
astrogliose (Diaz-Arrastia et al., 2014; Do Nascimento et al., 2012). A inflamacéo, de
fato, desempenha um papel significativo na progressao da epileptogénese no qual reduz
o limiar para o inicio de crises epilépticas e torna-se ainda mais exacerbado em condi¢oes
de SE (Wei et al., 2017).

A morte das células neuronais, 0 mau funcionamento das sinapses e o inicio da
hiperexcitabilidade sdo sintomas de lesdo cerebral causada por concussdes, hipoxia ou
convulsbes febris. A liberacdo de citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos e
protetinas no ambiente neuronal indica que o trauma cerebral causou uma cascata
organizada de processos biologicos. Dependendo da parte do cérebro afetada, a
desregulacdo desses mediadores e a expressdo de seus receptores pode resultar em

sintomas clinicos que incluem lesdo neuronal permanente (Rana; Musto, 2018).

Dentre as alteracfes celulares, destaca-se a perda de neurbnios hipocampais.
Sendo assim, o hipocampo é divido em regides: CAl, CA2, CA3 e CA4, que variam em
tamanho e quantidade de células nervosas. A camada de células piramidais do CA é
subdividida, lateromedialmente, em CAl, CA2 e CAS, definidas pelo tamanho e
morfologia dos neurdnios piramidais (Amaral, 2006). Os corpos celulares ocupam a
camada das células piramidais e as arvores dendriticas desses neurdnios, sao elaboradas
e ramificadas e se estendem perpendicularmente em ambas as direcOes, apical e basal,
para fora da camada, classificando esses neurénios como bipolares. CA4, conhecida como
o hilo do GD, apresenta uma camada de células polimérficas (Grooms et al., 2000). O
cortéx entorrinal é considerado o ponto inicial do circuito por onde chega a informacéo

sensorial através dos axdnios que compdem a via perfurante e entram em contato com a
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camada molecular. As células granulares projetam fibras musgosas para 0s neurénios
piramidais em CA3, que por sua vez projetam através da via colateral de Schaffer para os
neuronios piramidais em CAL. Interneurdénios no hilo e camada molecular participam
modulando a atividade das células granulares (Toni e Schinder, 2015). A figura 1
evidencia uma visdo transversal do hipocampo onde se encontram as principais células

que compdem o circuito trisinaptico.

Figura 1. Principais tipos celulares hipocampais que compdem o circuito
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Curiosamente, a neurodegeneracdo na regido do hilo parece desencadear
consequéncias de lesdes iniciais primarias e progressdo da epileptogénese. De fato, a
perda de neurdnios hilares corresponde a uma condi¢édo histopatoldgica geral de esclerose
mesial temporal (Dudek; Sutula, 2007; Margerison; Corsellis, 1966).

Por outro lado, alem dos mecanismos indutores de inflamacéo, estresse oxidativo,
degeneracgédo, mecanismos de carater antiepileptogénico ocorrem no ambito celular como
tentativa do reestabelecimento da homeostase neural. Scharfman e colaboradores (2005)
demostraram que a expressdo do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) produz
plasticidades estruturais das células granulares dentadas do hipocampo, promovendo
neurogénese hipocampal. Paradiso e colaboradores (2009), por sua vez, demonstraram
gue quando injetado diretamente em hipocampo com esclerose, BDNF proporcionou

recuperacdo significativa de dano neuronal e reducdo significativa da ocorréncia das
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CREs. Além do mais, em hipocampo lesionado por crises epilépticas prolongadas, BDNF
repara a neurodegeneracdo, melhorando, significativamente, a historia natural da doenga
(Paradiso et al., 2009).

Dentre outros mecanismos, vale destacar o papel do neuropeptideo Y (NPY) na
epileptogénese, amplamente expresso no sistema nervoso, sobretudo no hipocampo. O
NPY € um dos neuropeptideos mais estudados em epilepsia, pois induz neurogénese
hipocampal e inibe a transmissdo sinaptica glutamatérgica nas areas CA1 e CA3. As
crises epilépticas aumentam o nivel de NPY em interneurdnios hipocampais do
neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA), um neurotransmissor inibitério do
SNC, sugerindo um papel anticonvulsivante. (Schwartzkroin, 1994; El Bahh et al., 2005;
Takahashi et al., 2000; SUN et al., 2018).

24. MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL DE INDUC;AO QUIMICA DE
EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL MESIAL

Um importante modelo experimental para epilepsia se baseia na inducdo de SE
em roedores. Existem diferente protocolos de indugdo, sendo 0s mais comuns 0s que
utilizam estimulagcdes com quimiconvulsivantes (&cido cainico e pilocarpina), ou

estimulacdo elétrica em estruturas cerebrais (Hellier et al, 1998).

O uso de modelo experimental animal tem como objetivo obter informacdes que
possam beneficiar as pesquisas clinicas em humanos, visto que ensaios pré-clinicos
podem ser realizados para investigar a seguranca e eficacia de novos procedimentos e
medicamentos (Pound; Ritskes-Hoitinga, 2018). Dessa forma, 0 uso do modelo que mais
se aproxima da histdria natural descrita em pacientes (Leite et al., 1990) € o que representa
a melhor escolha para medicina translacional, a exemplo de SE induzido por Pilocarpina
(PILO). A administragdo intraperitoneal ou intrahipocampal da PILO, um farmaco
agonista colinérgico muscarinico que gera o inicio da ocorréncia das crises sendo mantida
por meio de acdo glutamatérgica (Turski et al., 1983) resulta em SE caracterizado por um
padréo de crise limbica autossustentada do tipo tonico-clénica continua com duracao de
cinco ou mais minutos ou uma série de convulsdes sem recuperacao entre elas (Trinka;
Kaélviéinen, 2017).

O SE atua como um insulto epileptogénico, tornando o cérebro do animal
susceptivel a ocorréncia das primeiras CREs, que surgem em media entre duas e trés
semanas apos a reversao do SE. Esse modelo pode ser potencializado com administragéo
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de Cloreto de Litio (LiCl) para intensificar a acdo da PILO, sendo chamado, entdo, de
modelo experimental de ELT induzido por Litio-Pilocarpina (LI-PILO) (De Bruin et al.,
2000). Assim, a inducdo de SE promove anormalidades subsequentes que compartilham
achados patoldgicos semelhantes a ELTM em humano, tais como neurodegeneracao,
processos inflamatorios, estresse oxidativo, reorganizacdo da expressdo génica como
atividade astrocitaria anormal com aumento dos niveis de GFAP que causa efeito adverso
na morfologia, atividade metabdlica, eletrofisiologia e sintese de proteinas por exemplo
(Mazzuferi et al., 2012; Marques-Carneiro et al, 2017; Damayer et al, 2011; Alese;
Mabandla, 2019).

Similarmente ao descrito em pacientes, 0 processo epileptogénico induzido no
modelo LI:PILO apresenta trés fases: i. aguda, correspondente ao periodo entre 6 horas e
24 horas ap06s a reversdo do SE; ii. latente, com durac¢ao aproximada de 7 a 42 dias apds
a reversao do SE, periodo no qual ndo ocorrem crises epilépticas; e iii. uma fase crénica,
caracterizada pela ocorréncia de CREs (Reddy; Kuruba, 2013). A figura 1 apresenta um
esquema mostrando a similaridade do processo de desenvolvimento da ELTM em
humanos e em modelo experimental. A tabela 3 evidencia os modelos experimentais da
ELTM.

Figura 2. Representacdo do modelo experimental de epilepsia do lobo temporal em

humanos e animais.
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Tabela 3 - Modelo experimental de ELT induzida por pilocarpina/Litio-Pilocarpina.

Fase Caracteristicas

Aguda Corresponde as primeiras 24 horas
imediatamente ap6s o SE, inicio do
estabelecimento da epileptogénese.

Latente Manutencao das alteracdes
epileptogénicas tais quais histoldgicas,
fisioldgicas, de expressdo génica, dura de
dias a meses, sem a ocorréncia das CREs.

Cronica Manutencao das alteragdes
epileptogénicas e ocorréncia das CREs,
semelhante as crises apresentadas nos
pacientes com ELTM.

Portanto, nesse modelo, a avaliacdo do efeito de drogas experimentais pode ser
realizada com diferentes finalidades terapéuticas: |. administragéo da droga experimental
antes da inducédo do SE, por exemplo, pode ser feita com o objetivo de identificar drogas
com acdo anticonvulsivante e antiepileptogénica prevenindo e/ou amenizando a
ocorréncia do SE e os danos neuronais causados pelo SE. Il. administracdo da droga
experimental na fase latente, a fim de identificar drogas que tenham efeito de controlar
e/ou abolir as alteragcdes do processo epileptogénico induzida pelo SE para evitar o
surgimento das CREs; Ill. a administracdo da droga experimental durante o periodo
crbnico tem como objetivo testar drogas que apresentem efeito em controlar e/ou abolir
as CREs (Leite et al., 2002). Assim, tendo em vista as justificativas para se utilizar esses
modelos, tém-se pesquisas de novas drogas com potencial efeito anticonvulsivante e

antiepileptogénico.

2.5. TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA ELT

Segundo Engel (2016), o objetivo do tratamento farmacoldgico para epilepsia é o
controle das crises epilépticas, com um menor efeito colateral e uma efetividade mais
rapida. Entretanto, pacientes com ELTM apresentam uma alta farmacoresisténcia, em que
cerca de 40% dos individuos com epilepsia permanecem apresentando crises epilépticas

mesmo em tratamento farmacolégico.
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A escolha do medicamento anticonvulsivante deve ser individualizada em
consulta com um neurologista e baseada em fatores como tipo de crise, presenca de
sindrome epiléptica, uso de outros medicamentos, presenca de comorbidades, estilo de
vida e preferéncia do paciente (Glauser et al., 2013). A farmacoterapia inicia-se com o
uso de um medicamento (monoterapia) e, em caso de ndo responsividade, seguir para a
combinacéo de dois ou mais medicamentos (politerapia) (Dipiro et al., 2017). Insta notar
que interagcbes medicamentosas devem ser mantidas sob atencdo, visto que maioria dos
medicamentos anticonvulsivantes apresentam indice terapéutico estreito e muitos afetam
a atividade das enzimas metabolizadoras de medicamentos, podendo ocasionar interacdes
entre drogas antiepilépticas, ou entre drogas antiepilépticas com outras drogas (Patsalos;
Perucca, 2003).

Os medicamentos anticonvulsivantes se diferenciam de acordo com seu
mecanismo de a¢do, atuando, principalmente, em canais ibnicos ou receptor gabaérgico
ou glutamatérgico. No tratamento da ELTM, a carbamazepina tem sido um farmaco de
primeira escolha para adultos, enquanto a lamotragina e gabapentina, por sua vez,
mostraram-se mais efetivas em idosos. Além disso, o acido valproico, fenitoina e
fenobarbital sdo outros farmacos amplamente utilizados na prética clinica. A tabela 4
evidencia o mecanismo de acdo desses farmacos (Brasil, 2019).

Tabela 4- FArmacos utilizados na ELTM.

Farmaco Mecanismo de acao

Carbamazepina e Lamotragina Agem bloqueando canais de sodio

dependente de voltagem.

Gabapentina Apresenta sitio de ligacdo a proteina alfa-
2-gama, uma subunidade dos canais de

calcio dependentes de voltagem.

Acido Valproico Age na reducéo da atividade de canais de
sodio, ativacao da condutancia do potassio
e elevagdo do GABA por inibicdo da
GABA-transaminase, aumento das
enzimas sintetizadoras do GABA,
aumento da liberacdo e inibicdo da
recaptacdo do GABA.
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Fenitoina Age no blogueio dos canais de sodio
dependentes de voltagem e na inibicdo da
recaptacdo do GABA

Fenobarbital Age no bloqueio dos canais de sodio
dependentes de voltagem, prolongamento
da abertura dos canais de cloreto e
receptores de GABA-A, gerando
hiperpolarizacdo da membrana pos-
sinéptica, bloqueio de canais de sodio e
potéssio, reducdo do influxo de célcio pré-
sinaptico.

Fonte: Brasil (2019).

Além desses farmacos, existem outros que podem ser empregados, também, em
casos de crises focais e/ou generalizadas. Entratanto, Brodie (2017), ao avaliar pacientes
tratados com o uso de DAES durante um periodo de acompanhamento de quase 30 anos,
observou que apenas cerca de 29% dos pacientes ficaram livres de convulsées com a
farmacoterapia e, nos 54% restantes, as convulsdes ocorriam pelo menos mais de uma
vez por més mesmo com o tratamento continuo com as DAES, possivelmente, devido aos
medicamentos apresentarem mecanismo de acdo em canais idnicos/receptores neuronais,
mas ndo apresentarem considerdvel efeito antiepileptogénico. Dessa forma, torna-se
necessario a busca de novas drogas que além de apresentarem efeito anticonvulsivantes,

apresentem efeito antiepileptogénico.

2.6. EXCIPENTE FARMACEUTICO SOLUTOL® HS 15

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), “os
medicamentos sdo produtos farmacéuticos, tecnicamente obtidos ou elaborados, com
finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnostico” (Brasil, 1973). O
farmaco corresponde ao insumo ativo presente no medicamento, a substancia que
apresenta efeito terapéutico, ja o excipiente, corresponde ao insumo inerte, ou seja, néo
apresenta efeito terapéutico, mas atua como adjuvante farmacotécnico com finalidades
diversas, incluindo agente desintegrante, diluente, lubrificante, suspensor, emulsificante,

flavorizante, corante, estabilizante quimico.
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Apesar dos excipientes serem considerados inertes, estudos demonstram que eles
tém a habilidade de influenciar a taxa da absorcdo de farmacos (Aulton, Taylor et al.,
2016). De fato, por muito tempo, acreditou-se que os excipientes farmacéuticos séo
inertes, porém, estudos tém demonstrado que excipientes podem apresentar efeito
bioldgico, 0 que instiga a realizacdo de estudos visto que em determinadas formulacdes
de medicamentos, a juncdo de fa&rmacos e excipientes podem promover possibilidades de
efeito sinérgico, interacdes farmacodinamicas, potencializacdo de reagdes adversas,
dentre outros quando associados um farmaco a determinados excipientes (lonova;
Wilson, 2020; Caballero et al., 2021; Martilez et al., 2022).

O Solutol® HS 15 (SOL) é um excipiente farmacéutico produzido por meio da
reacdo entre o &cido 12-hidroxiestearico com polietilenoglicol. Essa reacdo gera como
produto o acido 12-hidroxiestearico polioxietilado, o qual consiste em aproximadamente
70% de monoesteres e diésteres de acido 12-hidroxiestearico, bem como cerca de 30%
de polietilenoglicol, segundo o fabricante BAFS Global. Assim, SOL apresenta uma
porc¢éo hidrofilica (polietilenoglicol) e uma porgéo lipofilica (monoesteres e diésteres de
acido 12-hidroxiestearico) (Bhaskar et al., 2015). A figura 2 mostra a estrutura quimica
do SOL.

Figura 3. Estrutura quimica do Solutol® HS 15.
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|
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FONTE: (Buggins et al., 2007)

Além disso, o fabricante relata que SOL é um surfactante ndo idnico e agente
emulsificante utilizado em varias formulacGes tais quais em administracdo intravenosa
para solubilizar propanidida em panitol (agente anestesico), vitamina K1 e diclofenaco.
Ku e Velagaleti (2010) demonstraram que SOL é utilizado como solubilizante em
formulagdes com farmacos como miconazol, alfaxalona, nifedipina e piroxicam.

Entretanto, além de apresentar utilizacdo em formulacdes farmacotécnicas,
estudos tem demonstrado que SOL apresenta efeitos bioldgicos, dentre os quais, efeito de
interferir na farmacocinética de farmacos como é possivel observar no estudo de Buggins

e colaboradores (2007), no qual é evidenciado o efeito de SOL no metabolismo de
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midazolam reduzindo a depuracdo dos substratos CYP3A, no metabolismo e a
farmacocinética da colchicina visto que promove diminuicdo significativa na depuracao
e um aumento na concentragdo plasméatica maxima da colchicina. Além disso, SOL reduz
da concentracao inibitoria (IC) 50 da colcichina, vinblastina e doxorrubicina e interfere
na ligacdo a lipoproteinas plasmaticas que pode influenciar na maior permanencia de
farmacos na circulagdo sanguinea. Essas caracteristicas geram preocupacao na escolha de
um excipiente para formulagdo de medicamentos, visto que excipientes farmacéuticos
ativos no organismo podem gerar erros na interpretacdo de dados farmacocinéticos e

interacdes medicamentosas indesejaveis (Otter et al., 2017).

O estudo de Lin e colaboradores (2014) demonstrou que o pré-tratamento e
tratamento com SOL (2 mL/ Kg) (30%/70%, SOL/SAL, v.v.) pela via intraperitoneal
(i.p.) em ratos machos wistar promoveram neuroprotecao hipocampal na regido CAl em
modelo de isquemia cerebral focal e global. Ademais, SOL pode influenciar a sinalizagao
celular de célcio no cérebro, pois causa inibicao do transporte de calcio atraves de canais
ativados por hiperforina em células neurais (Chauvet et al., 2015). Além disso, SOL
apresenta efeito de inibir os transportadores de cations organicos (OTC 1-3) e 0s
transportadores de oligopeptideos (PEPT 1 e 2) (OTTER et al., 2017). SOL também é
capaz de inibir a glicoproteina P, transportadores ABC e de soluto (SLC), caracteristicas
importantes na modulacédo de farmacorresisténcia (Gurjar et al., 2018).

Estudos tém mostrado a toxicidade de SOL. Stoke e colaboradores (2013) que
demonstrou que SOL associado a polietilenoglicol em formulacdo SOL/PEG400
(30%/70%, respectivamente), administrado por 91 dias uma vez ao dia por gavagem oral
na dose de (10 mL/kg) em ratos machos e fémeas e na formulacdo SOL/PEG 400 (10/90%
ou 30/70%) em doses de (2 ou 5 mL/kg/d) administrado durante 28 dias uma vez ao dia
por gavagem oral em cadelas beagle ndo apresentou efeitos de toxicidade. Ali e Kolter
(2019) evidencia que SOL e um solubilizante usado em: i. formulacdo parenteral
injetaveis como intravenosa, intramuscular, subcutanea; ii. formulagdo oral, como veiculo
na entrega de moléculas encapsuladas em micelas ou microemulsdes; iii. sistemas
autoemulsificantes de administracdo de medicamentos; e iv. nanoparticulas & base de
lipidio. Eles indicaram que o0 SOL apresenta seguranca e auséncia de toxicidade.

Dessa forma, diante das atividades bioldgicas apresentadas pelo excipiente SOL,
o0 presente estudo teve como hipotese que o SOL apresenta efeito biolégico no modelo
experimental de ELTM induzida por litio-pilocarpina, considerando que na
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epileptogénese ocorre desequilibrio excitatorio/inibitorio de neurotransmissores e influxo
e efluxo de substancias como célcio que pode ser citotoxico em acumulo celular,
neurodegeneracdo hipocampal, reorganizagdo da expressdo génica. Portanto, esse
trabalho teve como objetivo investigar a atividade do SOL na fase aguda e cronica da

epileptogénese em modelo experimental de ELTM.
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OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o efeito do SOL em modelo experimental de epilepsia do lobo temporal mesial.

3.2 ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito do pré-tratamento com SOL administrado pela via intrahipocampal e
intraperitoneal na (s):

- crises durante SE;

- neurodegeneracgéo durante a fase aguda da epileptogénese;

- expressdo dos transcritos GFAP, TNF-a, NPY, BDNF, durante a fase aguda da
epileptogénese.

2. Avaliar o efeito do tratamento com SOL administrado pela via intraperitoneal nas

CREs da fase cronica da epileptogénese.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais utilizados nesse estudo foram ratos da linhagem Wistar com idade
entre 60 e 70 dias e peso entre 250 e 300g provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os animais foram alocados em gaiolas
contendo no maximo 5 animais com acesso livre a agua e racdo e mantidos no biotério
setorial do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satude com temperatura de £22°C e com
ciclo de 12 horas claro/escuro (6h/18h). Os protocolos experimentais foram aprovados
pela Comisso de Etica de Uso de Animais da UFAL sob n° 37/2017; 14/2019 (ANEXO).

Os animais foram divididos em grupos experimentais de acordo com: i. o tipo de
modelo de inducdo das crises: com pilocarpina (PILO) ou litio-pilocarpina (LI-PLO); ii.
a via de administracdo [intrahipocampal (1.H.) ou intraperitoneal (1.P)]; iii. o tipo de
tratamento com SOL em pré-tratamento (I.H.) 30 minutos antes da inducdo de SE com
PILO (I.H.); pré-tratamento (I.H.) 30 minutos antes inducdo de SE com LI-PILO (I.P.);
pré-tratamento (I.P.) 1 hora antes da inducéo de SE com LI-PILO (I.P.); tratamento (I.P.)
durante 15 dias consecutivos na fase crénica da epileptogénese induzida por LI-PILO
(I.P.); iv. animais que receberam administracdo de SOL (grupos experimentais) ou
veiculo solucdo salina a 0,9% (SAL) (grupos controles) e naive. Sendo assim, as
nomenclaturas para os grupos ficaram dispostas em: SOL (1.H.) + PILO (I.H.), SAL (1.H)
+ PILO (I.H.), SOL (I.H.) + LI-PILO, SAL (I.H) + LI-PILO, SOL (I.P.) + LI-PILO, LI-
PILO, PRE-TRAT, TRAT, POS-TRAT.

Figura 4. Delineamento Experimental.

Pré-tratamento com SOL (1.H.) e inducdo do SE com PILO (I.H.)

Avaliacdo do perfil das crises e neurodegeneracéo

Microinjegdo (1pL) Microinjegdo (1uL) Reversio do SE Eutanisia Corte Histoquimica Microscopia Contagem

4727 Cirorgia SOL (30%/70%)IH. PLO(l.2mg/ul)LH.  DZP (SmgKg)IP.  Perfusio transcardial histologico com Fluoro-jade com fluorescéncia  da marcagio
o4 i Esmeotéx.{cal SAL (0.9%) 1H. I I I I I I I
7 I Pré-tratamento I SE I 24 I Remogio I Criostato I Mareagiio das I Captura das I Estatistica/

dias 30min 90min horas do encéfalo células microfotografias Resultados

Pré-tratamento com SOL (I.H.) e indugéo do SE com LI-PILO (I.P.)

Avaliacgéo do perfil das crises, neurodegeneracao e expressao génica

36

s



ol Microinjegio (1uL) Administragio Reversio do SE Eutanasia Corte Histoquimica Microscopia Contagem

"' Cirurgia SOL (30%:-70%) 1H ) LItP]]dO DZP (5mg/Kg) LP Perfusio transcardial ‘histolagico com Fluoro-jade com fluorescéncia  da marcagio
Ealereotéxical SAL (0.9%) LH. Il‘.?mgfkngOmgrkg I.PI I I I I I
—
o 4"' 7 I Prvaameno | SE 1 24 1 Remogio | Criostato | Marcagio das | Captwradas || Estatistical
: dias 30min O0min horas do encéfalo células microfotografias Resultados
5 Microinjegio (1pL) Administragio Reversio do SE Futani " B
! utandsia
b 7 Cirurgia SOL (30%/70%) LH. LI-PILO DZP (5mg/Kg) LP. Decaptagio Eﬁu&? dzf;,ai-i\ RT-gPCR Estatistica
/ ‘ Esbemuléxmal SAL (0.9%) LH Il2?mg-‘kg-"30mg-‘kg, I.P.I I I I I
oo n - - - " . p—— ——
L 7 dias I Pré-tratamento 3{]m1:1| SE 90min I 24 horas I Remogio do encéfalo I Purificagio I PCR IExpressao Génica I Resultados
Pré-tratamento com SOL (I.P.) e inducdo do SE com LI-PILO (I.P.)
Avaliacgéo do perfil das crises, neurodegeneracao e expressdo génica
N Admm_isha_;_io Administracio Reversio do SE Eutanasia Corte Histogquimica Microscopia Contagem
¥ SOL (45%155%) LI-PILO DZP (5mg/Kg) 1P Perfusio transcardial histolbgico com Fluoro-jade_ com fluorescéncia_ da marcagio
7 2mlKg IP. | 127me/ke/30me/ke, T 1 1 1 |
ey Pré-tratamento 1 hora 1 SE 90min | 24 horas I Remogio do encéfalo I Criostato I Marcagio das I Captura das Estatistica’
s células microfotografias Resultados
el Administragdo Administragio Reversio do SE Eutanisia Extragio i
' SOL (45%/55%) LI-PILO DZP (5mg/Kg) 1P. Decaptagio de RNA di’;‘ﬁf&i RT-gPCR
/ 2olKg LP. ] 127mgke3omele. 2. | | | | R | ] Estistica
e Pré-tratamento 1 hora || SE 90min | 24homs I Remogiodoencefato |  Purificagio | pcR JEupressio Genica | Resuitados

Tratamento com SOL e inducdo do SE com LI-PILO (I.P.)

Avaliacao do perfil das crises nas fases de pré-tratamento, tratamento e pds-tratamento

MUy Administragio Reversiio do SE Tratamento

] g LLPILO Laténcia Pré-tratamento SOL (45%/55%) 2mlKg LP. Pos-tratamento Estatistica
/ 127mg/kg/30mg/ke. LP. || | | J saLooe)mEelr. | |
=\ 1 I ooodis [ 154 | 15 di I 15di;s [ Resuliad
FR SE 90min DZP (5mgKg) [P S J dias ias ias sultados

Fonte: imagem rato- https://depositphotos.com/br/vectors/rat-silhouette.html/  imagem  gréfico-
https://www.ingeniovirtual.com/tipos-de-graficos-y-diagramas-para-la-visualizacion-de-datos/

4.2. CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Para o pré-tratamento com SOL (i.h), os animais passaram por procedimento
cirurgico para implante de uma canula no hilo do giro dentado esquerdo. Para isso, 0s
animais foram anestesiados com 0,08mL/100g de cetamina (i.p.) € 0,04mL/100g de
xilazina (i.p). Para verificar a efetividade da anestesia, observou-se a presenca de reflexo
através do aperto de pata. Posteriormente, os animais foram tricotomizados na cabega,
fixados no estereotaxico, e receberam injecdo subcutédnea de lidocaina (0,2 ml por
animal), anestésico local, e administracdo de pentabiotico (0,1/100g) administrado na via
intramuscular (i.m.) antes do inicio da cirurgia. A cénula foi implantada

estereotaxicamente seguindo as coordenadas de (Paxinos & Watson, 1996): Hilo do giro
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denteado do hipocampo esquerdo — 6,30mm Antero posterior (AP) (em relacdo ao
bregma); 4,50mm médio lateral (ML) (em relagdo ao seio sagital) e - 4,50mm
dorsoventral (DV) (em relagdo a dura-mater), de acordo com Furtado et al., (2002). Apos
a cirurgia, um mandril de fio de aco foi utilizado para fechar a canula, a fim de evitar
obstrucdo e infeccdo. Os animais permaneceram por 7 dias no biotério setorial para

recuperacdo pos-cirurgica.

43. PRE-TRATAMENTO COM SOLUTOL® HS 15 E INDUCAO DE STATUS
EPILEPTICUS COM PILOCARPINA PELA VIA INTRAHIPOCAMPAL

O SOL utilizado neste estudo foi fabricado pela Sigma-Aldrich (com nome
comercial de Kolliphor® HS 15) e foi obtido por colaboragdo com o Laboratério de
Farmacologia e Imunidade (LAFI/UFAL). Assim, SOL foi aquecido em 37°C e diluido
em SAL na proporc¢édo (30%/70%, respectivamente) seguindo o protocolo de (Lin, et al
2015). Os animais que receberam administracdo de SOL pela via i.h. passaram por
microinjecdo com infusdo de 1pulL de SOL através de uma seringa Hamilton de Sul. com
velocidade de 0,5pL/minuto no hipocampo esquerdo do animal 30 minutos antes da
administracdo de 1puL de PILO (1,2mg/uL) para a indugdo de SE com PILO (i.h.). O
grupo controle recebeu microinjecdo de 1uL de SAL 0,9% (i.h.).

44. PRE-TRATAMENTO COM SOLUTOL® HS 15 E INDUCAO DE STATUS
EPILEPTICUS COM LITIO-PILOCARPINA PELA VIA INTRAPERITONEAL
Nesse delineamento experimental, SOL foi aquecido em 37°C e diluido em SAL
na proporc¢do (45%/55%, respectivamente) de acordo com ajuste de dose arbitraria para
administracdo sistémica (i.p.). Assim, os animais receberam administracdo de SOL
(2mL/Kg, i.p) 1 hora antes da indu¢do do SE com LI-PILO (i.p.). Para a inducéo do SE,
seguiu-se 0 protocolo em que os animais foram submetidos a administracao de cloreto de
litio (127mg/kg, i.p.) 16 horas antes da administracdo da PILO. O butilbrometo de
escopolamina (1mg/kg, i.p.) foi aplicado 30 minutos antes da administracdo de PILO para
reduzir os efeitos da acdo da PILO em receptores muscarinicos periféricos. Apds 30
minutos da aplicacdo da escopolamina, foi administrada PILO (30mg/kg, i.p.) para a
indugéo do SE. O SE foi mantido durante 90 minutos e, ao término do tempo, 0s animais
receberam administracdo de diazepam (5mg/kg, i.p.) para reverter o SE. Os animais foram

videomonitorados em camera (DCR-SR68- Sony Brasil LTDA) a partir do momento da
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administracdo de PILO até o término do SE para posterior analise do perfil das crises

epilépticas.

45. ANALISE DO PERFIL DAS CRISES DURANTE STATUS EPILEPTICUS

A analise do perfil das crises foi realizada utilizando a escala de Racine. Esta
escala é composta por nivel (de 0 a 5) atribuidos a diferentes tipos de comportamento
durante o SE e que reflete de forma arbitréria, porém crescente, a gravidade das crises
(RACINE, 1972). Sendo o nivel 0, imobilidade, nivel 1, os automatismos faciais, nivel 2,
mioclonias de cabeca e pescoco, nivel 3, clonias de patas anteriores, nivel 4, elevacao
sobre as patas posteriores e, nivel 5, elevacdo e queda. Assim, foi avaliado o perfil da
gravidade das crises de cada animal durante o tempo de 90 minutos de SE.

4.6. EUTANASIA POR DECAPITAQAO PARA ANALISES DE EXPRESSAO
GENICA DE TECIDO HIPOCAMPAL

Para analises de expressao génica, 24h horas apos a reversdo do SE, 0s animais
foram decapitados e, imediatamente, em seguida, o encéfalo foi removido.
Posteriormente, o cérebro foi dissecado e os hipocampos direito e esquerdo coletados,
congelados em nitrogénio liquido para o rapido congelamento e transferidos ao freezer -

80°C, onde ficaram estocados até a etapa de processamento.

4.7. AVALIA(;AO DO PERFIL DA EXPRESSAO DE GENES ASSOCIADOS A
EPILEPTOGENESE
4.7.1. Extracdo de RNA Total

Os hipocampos esquerdos dos animais foram transferidos do freezer a -80°C para
nitrogénio liquido e extragcdo do RNA total foi realizada individualmente com o uso do
Kit para extragdo com reagente trizol. Apos a extracdo dos RNAs, foram avaliadas a
concentracdo e pureza das amostras através de espectrofotometria (Espectrofotdmetro
Eppendorf BioPhotometer Plus). O padrdo de quantificacdo utilizado nas amostras,
seguiu 0 método da densidade Optica (OD) obtida em comprimento de onda de 260nm. A
pureza das amostras foi avaliada a partir do célculo da razdo entre os valores de

absorbancia nos comprimentos de onda 260 nm e 280nm.
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4.7.2. Sintese de cDNA e RT-gPCR para avaliacdo da expressdo génica relativa de

genes associados ao processo epileptogénico

Para a sintese de cDNA a partir do RNA total extraido, foi utilizado o Kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription da Applied Biosystems. A quantificacdo dos
transcritos GFAP, BDNF, NPY e TNF-« foi realizada através de RT-gPCR. Esses genes
foram selecionados, pois correspondem a genes associados ao processo epileptogénico
com perfil de expressdo modulada. Dessa forma, as reacOes de amplificacdo
foram realizadas utilizando-se  SYBR® Green PCR Master Mix, conforme as
informacdes do fabricante GoTag® gPCR Master Mix (Promega). A avaliagdo de
expressdo relativa foi realizada a partir do método 2-AACt. Para a normalizagdo,
utilizamos Actina e PR1G como genes de referéncia. As reacdes foram realizadas em
triplicatas e o perfil dos niveis de expressdo identificados. A tabela 5 apresenta a
sequéncia dos primers desenhados dos genes avaliados (MARQUES, 2013; MARQUES
2018; BARBOSA, 2017).

Tabela 5. Sequéncia dos primers desenhados dos genes selecionados.

GENE SIGLA SEQUENCIA DOS PRIMERS 5°-3°

Proteina glial GFAP F- ACCGCATCACCATTCCTGT

fibrilar acida
R- ATCTCCACCGTCTTTACCAC

Fator Neurotréfico BDNF F—-TCATACTTCGGTTGCATGAAGG

Derivado do
Cérebro R - AGACCTCTCGAACCTGCCC

Neuropeptideo Y  NPY F- GCTCTGCGACACTACATCAATC

R-CCATCACCACATGGAAGGGT

Fator de Necrose TNF-a F-GCTCCCTCTCATCAGTTCCA

Tumoral-a
R-CTCCGCTTGGTGGTTTGCTA

Beta-actina Actb F - AGCCTTCCTTCCTGGGTATG

R - GAGGTCTTTACGGATGTCAAC
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Proteina RPLP1 F-GCATCTACTCCGCCCTCA

Ribossomal,

grande, pl R-ATCTTATCCTCCGTGACCGT

4.8. EUTANASIA POR PERFUSAO TRANSCARDIAL PARA
HISTOQUIMICA COM FLUORO-JADE

Ap0s 24h da reversdao do SE, outros grupos de animais foram anestesiados com
cetamina (0,08mL/100g, (i.p.) e xilazina (0,04mL/100g i.p.), o coracdo foi exposto e uma
agulha acoplada a um cateter foi colocada no ventriculo esquerdo. Cada animal foi
infundido com 200 mL de tampéo fosfato heparinizado e posteriormente com 150 mL de
paraformaldeido (PFA) a 4% em tampéo fosfato, pH 7,4. Apos, os animais foram
decapitados e os cérebros removidos. Os cérebros foram pds-fixados em solucdo de PFA
a 4% por 24 horas, crioprotegidos em solucdo de sacarose 30% e mantidos estocados em
freezer a -20°C até o momento do processamento dos cortes histolégicos em criostato.

49. CORTES HISTOLOGICOS E HISTOQUIMICA COM FLUORO-JADE
PARA ANALISES DE NEURODEGENERAQAO HIPOCAMPAL

Para o processamento dos cortes histologicos, os cérebros foram cobertos com
Tissue Tek e, entdo, cortados em sec¢des de 30 um em criostato, com temperatura a -
20°C. Os cortes foram colocados em laminas gelatinizadas (solucdo para gelatinizacéo:
gelatina 0,5% e sulfato duplo de cromo e potassio 0,05%) contendo cada lamina seis
niveis cerebrais (dorsal, medial e ventral), representando a extensdo anteroposterior do
hipocampo de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (1996).

A analise do processo de neurodegeneracdo foi realizada utilizando a técnica de
histoquimica com Fluoro-Jade, de acordo com o protocolo proposto por Schmued e
colaboradores (1997) e modificado por Castro (2011). Essa técnica possui um mecanismo
ainda desconhecido, mas é sabido que envolve a afinidade deste corante pela acidose
desencadeada neste processo de morte celular. Assim, as laminas com o0s cortes
histologicos foram submetidas a banhos sucessivos de etanol absoluto por 3 minutos,
etanol 70% por 1 minuto, agua destilada por 1 minuto, permanganato de potassio 0,06 %
por 15 minutos, com agitacdo branda, 3 lavagens em agua destilada por 1 minuto e 30
minutos em Fluoro-Jade (FJ) (0,0001%), sob agitacdo branda. Posteriormente, as

laminulas foram montadas nas Iaminas por meio de uma mistura na proporcéo de 3:1 de
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acido acético 0,1% e Fluoromount respectivamente. Os cortes foram analisados e as
imagens capturadas atraves de um microscopio de fluorescéncia (Nikon DS RI1).

A contagem de células foi realizada utilizando o programa Imagel (Wayne
Rasband; Research Services Branch, National Institute of Mental Health Bethesda, MD,
USA). Foram contados os numeros de células em trés regides hipocampais: CAl, CA3 e
Hilo, considerando os niveis (dorsal, medial e ventral) do hipocampo. Essas regides foram
selecionadas devido a alta sensibilidade ao processo neurodegenerativo (CASTRO,

2011). A figura 5 evidencia a localizacdo das sub-regides hipocampais avaliadas.

Figura 5. Anatomia hipocampal de rato evidenciando as sub-regides CAL,
CA3 e HILO e as profundidades Dorsal, Medial, Ventral.

Dorsal Ventral

avi et al., (2018).

4.10. ANALISE DO PERFIL DAS CRISES DURANTE A FASE CRONICA DA
EPILEPTOGENESE

Os animais utilizados para o estabelecimento da fase cronica da epileptogénese
foram mantidos sob filmagem por 60 dias, periodo chamado de laténcia, no tempo de 24h
por dia apos a reversdo do SE até a confirmagéo do estabelecimento da fase cronica. Para
confirmar a fase cronica, foi feita a anélise dos videomonitoramentos e confirmacgéo de

pelo menos 2 crises recorrentes e espontaneas de nivel 3. Apés confirmacao, 0s animais
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foram divididos em grupo tratado com SOL e grupo SAL. Assim, estabeleceu-se o
protocolo de tratamento, de modo que os animais continuaram sendo mantidos em
filmagem por 24h por dia por mais 45 dias, divididos nas fases de 15 dias pré-tratamento,
15 dias tratamento e 15 dias pds-tratamento.

Desse modo, os animais ficaram 15 dias sob videomonitoramento correspondendo
a fase de pré-tratamento. Em seguida, foi iniciado o tratamento, em que os animais foram
administrados com SOL diluido em solucdo salina a 0,9% (45%/55%, vlv,
respectivamente, 2 mL/Kg) uma vez ao dia no mesmo horario por 15 dias. Em paralelo,
animais do grupo controle receberam administracdo de SAL a 0,9% (2mL/Kg, i.p.) para
compor o grupo SAL. Finalizado os 15 dias de tratamento, 0s animais permaneceram em
videomonitoramento por mais 15 dias correspondendo a fase pos-tratamento. Ao final
desse processo, o perfil das crises nas fases pré-tratamento, tratamento e pos-tratamento,

foi avaliada de acordo com a escala de Racine.

4.11. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como valores de média + erro padrdo média (EPM)
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

5.1. EFEITO DO PRE-TRATAMENTO (30 MINUTOS) COM SOL (I.H.) NAS
CRISES DURANTE SE E NA NEURODEGENERACAO EM MODELO DE
INDUCAO POR PILO (I.H)

Para verificar o efeito do pré-tratamento com SOL administrado pela via (1.H.)
nas crises epilépticas durante o SE induzido por PILO (I.H.), foram utilizados 9 animais
no grupo SAL(I.H.)+PILO(l.H.) e 11 animais do grupo SOL(I.H.)+PILO(I.H.). Foi
observado que nao houve diferenca estatisticamente significante no total das crises e em
cada tipo de crise durante os 90 minutos de SE quando comparado os grupos, conforme

exposto na fig. 6.

Figura 6. Efeito do SOL (I.H.) no total das crises durante o SE e no total de cada
tipo de crise em modelo de induc¢éo por PILO (1.H).

o)
=
S
(-]

]

@)

A) ) 100+
2 5 4
= B 80+
z 100+ I -1 = 80 E
2 @ 4
2 7 60 E 60
g 2 —— -— ¢
2 50- g 409 g 4
= 3 3 — —
a = 204 = 204
: 2
9‘ 0 T T 0 ! 5 0 X ;
SAL(LHY*PILO(LH)  SOL(LH)+ PILO(LH) SAL(LH+PILO(LLH) SOL(LH)+PILO(LH) SAL(I.H)+PILO(I.H) SOL(LH}+PILO(L.H)
D) 100+ E)  100-
- wi
£ s £ 8o
=1 =1
I w
g 6o @ 601
g &
3] 3]
o 404 = 40+
3 —_ 2
= 204 — & 20
= L || | ¢ == =
: : ol . ] [ . ]
SAL(L.H)+PILO(I.H) SOL(.H)+PILO(L.H) SAL(LH)+PILO(LLH)  SOL(L.H)+PILO(L.H)

Perfil das crises durante SE. (A) total de crises durante 90 minutos de SE, teste paramétrico, p > 0,05. (B)
total de crises tipo 2, (C) total de crises tipo 3, (D) total de crises tipo 4 e (E) total de crises tipo 5 durante
90 minutos de SE, teste paramétrico, p < 0,05. Valores expressos em médiatEPM. Grupo
SAL(1.H.)+PILO(I.H) (n=9), grupo SOL(I.H.)+PILO(I.H.) (n=11).

Para avaliar o efeito do pré-tratamento com SOL administrado pela via (I.H.) na
neurodegeneracdo do hipocampo contralateral total e suas sub-regides CA1, CA3 e Hilo,
24h apos a reversdo do SE induzido por PILO(I.H.), foram utilizados 5 animais no grupo

SAL(I.H.)+PILO(I.H.) e 5 animais do grupo SOL(I.H.)+PILO(I.H.).
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A fig. 7 apresenta as microfotografias representativas do padréo de marcacéo de
FJ no hipocampo dos animais do grupo SAL(I.H)+PILO(I.H.) e SOL(I.H.)+PILO(I.H.).

Figura 7. Efeito do SOL (I.H.) na neurodegeneracdo em modelo de inducéo de SE
em modelo de induc¢do de SE por PILO (I.H).

CAl CA3 HILO

SAL(LH.)+PILO(LH.)

SOL(LH.)+PILO(LH.)

Cortes histolégicos submetidos a técnica Fluoro-Jade. Os pontos em verde brilhante indicam marcacdo de
neurdnios em degeneracdo. Na vertical estdo as sub-regies analisadas do hipocampo, com seta branca
indicando cada regido. Na horizontal estdo os grupos experimentais. Aumento de 10x.

Foi observado a presenca de neurdnios FJ positivos nas regides CAl e CA3 e no
Hilo 24 horas apds a reversdo do SE nos dois grupos experimentais. Vale ressaltar que
esta analise foi direcionada para as sub-regides CA1, CA3 e Hilo nas profundidades
dorsal, medial e ventral do hipocampo contralateral. A quantidade de células FJ positivas
de todas as profundidades foram somadas para a analise quantitativa, obtendo-se, assim,
0 padrdo de marcacdo total das regides CAl, CA3 e Hilo. Assim, foi observado uma
diminuicdo estatisticamente significante de 66,62% de marcacdo de neurdnios FJ
positivos no hipocampo total do grupo SOL(I.H.)+PILO(I1.H.) (fig. 8A). Além disso, foi
observada uma reducdo de 64,15% na sub-regido CA3 e de 80,34% em Hilo
estatisticamente significante no grupo SOL(I.H.)+PILO(I.H.) quando comparados ao
grupo SAL(1.H)+PILO(I.H.) (fig. 8C e 8D). N&o houve diferenca em CALl (fig. 8B).
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Figura 8. Efeito do SOL (I.H.) na reduc¢do da marcacao de neurénios FJ positivos
no hipocampo contralateral total e nas regides hipocampais contralaterais em
modelo de indugéo de SE por PILO (I.H).
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Marcacdo de neurdnios em processo de degeneracao no hipocampo contralateral total (A) e nas sub-regides
CA1(B), CA3(C) e Hilo(D). Teste paramétrico, p < 0,05. Valores expressos em média + EPM. * < 0,05,
*** <0,0005. Grupo SAL(I.H.)+PILO(I.H.) (n=5), grupo SOL(I.H.)+PILO(I.H.) (n=5).

5.2. EFEITO DO PRE-TRATAMENTO (30 MINUTOS) COM SOL (1.H.) NAS
CRISES DURANTE SE, NA NEURODEGENERACAO E NA EXPRESSAO
GENICA EM MODELO DE INDUCAO POR LI-PILO (I.P)

Para verificar o efeito do pré-tratamento com SOL administrado pela via (1.H.)
nas crises durante o SE induzido por LI-PILO (I.P.), foram utilizados 7 animais no grupo
SAL(I.H)+LI-PILO e 10 animais do grupo SOL(I.H.)+LI-PILO. Foi observado uma
diminuicdo significante de 38,97% no total das crises, sendo 25,71% no tipo 3, 54,65%
no 4 e 66,36% no tipo 5 durante os 90 minutos de SE no grupo SOL(I.H.)+LI-PILO
quando comparado com o grupo SAL(1.H.)+LI-PILO, conforme representado na fig. 9A,

9C, 9D e 9E respectivamente.
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Figura 9. Efeito do SOL (I.H.) no total das crises durante o SE e no total de cada
tipo de crise em modelo de inducgéo por LI-PILO (1.P).
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Perfil das crises durante SE. (A) total de crises durante 90 minutos de SE, teste paramétrico, p > 0,05. (B)
total de crises tipo 2, (C) total de crises tipo 3, (D) total de crises tipo 4 e (E) total de crises tipo 5 durante
90 minutos de SE, teste paramétrico, p < 0,05. Valores expressos em médiaxtEPM. ** < 0,005, *** <0,0005.
Grupo SAL(1.H.)+LI-PILO(I.P) (n=7), grupo SOL(I.H.)+LI-PILO(I.P.) (n=10).

Para verificar o efeito do pré-tratamento com SOL administrado pela via (1.H) na
neurodegeneracdo do hipocampo contralateral e ipsilateral total e em suas sub-regides
CAL, CA3eHilo 24 h apds areversao do SE induzido por LI-PILO(I.P.), foram utilizados
5 animais no grupo SAL(I.H)+LI-PILO e 5 animais do grupo SOL(I.H.)+LI-PILO. A
fig.10 apresenta as microfotografias representativas do padrdo de marcacdo de FJ no
hipocampo dos animais de cada grupo.
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Figura 10. Efeito do SOL (I.H.) na neurodegeneracdo em modelo de inducéo de SE
por LI-PILO.
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Cortes histolégicos submetidos a técnica Fluoro-Jade. Os pontos em verde brilhante indicam marcagéo de
neurdnios em degeneracdo. Na horizontal estdo as sub-regies analisadas do hipocampo, com seta branca
indicando cada regido. Na vertical estdo os grupos experimentais. Aumento de 10x.

Na neurodegeneracao do hipocampo contralateral, foi observado uma diminuicéo

significante de 29,07% na marcacdo por FJ no hipocampo total (fig. 11A), sendo de
66,47% na sub-regido CA1 e de 40% em CA3 no grupo SOL(I.H.)+LI-PILO quando
comparado ao grupo SAL(1.H.)+LI-PILO (fig. 11B e 11C). Néao houve diferenca em Hilo

(fig. 11D).

Figura 11. Efeito do SOL (l1.H.) na reducéo da marcacéo de neurdnios FJ positivos

no hipocampo contralateral total e nas regiées hipocampais contralaterais em
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Marcacédo de neurbnios em processo de degeneracdo no hipocampo contralateral total (A), e nas sub-regides
CAL(B), CA3(C) e Hilo(D). Teste paramétrico, p < 0,05. Valores expressos em médiat EPM. * < 0,05, **
<0,005. Grupo SAL(I.H.)+LI-PILO (n=5), grupo SOL(I.H.)+LI-PILO (n=5).

Na neurodegeneracdo do hipocampo ipsilateral, foi observado diminuicéo
significante de 56,40% na marcagéo por FJ positivo no hipocampo total (fig. 12A), de
67% na sub-regido CA3 e de 22,77% em Hilo (fig. 12C e 12) no grupo SOL(I.H.)+LI-
PILO quando comparado ao grupo SAL(I.H.)+LI-PILO. Nao houve diferenca em CA1l
(fig. 12B).

Figura 12. Efeito do SOL (I.H.) na redugédo da marcagédo de neurdnios FJ positivos
no hipocampo ipsilateral total e nas regides hipocampais ipsilaterais em modelo de
inducgéo de SE por LI-PILO.
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Marcacdo de neur6nios em processo de degeneracdo no hipocampo ipsilateral total (A), e nas sub-regides
CA1(B), CA3(C) e Hilo(D). Teste paramétrico, p < 0,05. Valores expressos em médiatEPM. * < 0,05, **
<0,005. Grupo SAL(l.H.)+LI-PILO (n=5), grupo SOL(I.H.)+LI-PILO (n=5).

Para verificar o efeito do pré-tratamento com SOL administrado pela via (1.H.) na
expressdo de transcritos dos genes associados ao processo epileptogénico (TNF-a, GFAP,
NPY, BDNF), 24 horas apds a reversdo do SE induzido por LI-PILO (I.P.), foram
utilizados 6 animais no grupo Naive, cinco animais no grupo SAL(1.H)+LI-PILO e cinco

animais do grupo SOL(I.H.)+LI-PILO. A fig. 13 representa os niveis do transcrito Tnf-a,
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Gfap, Npy ,Bdnf expressos no hipocampo dos animais do grupo Naive, SAL(I.H.)+LI-
PILO e SOL(I.H.)+Li-PILO.

Conforme esperado, o grupo SAL(I.H.)+LI-PILO apresentou niveis
significantemente aumentados dos transcritos BDNF, TNF-a, GFAP, NPY quando
comparados com animais naives. O pre-tratamento com SOL n&o mudou esse padréo de
expressao, exceto para BDNF (Fig. 11). De fato, observamos que houve um aumento
significante de 126,52% nos niveis relativos de transcritos BDNF no grupo SOL(I.H)+LI-
PILO quando comparado com SAL(l.H.)+LI-PILO, conforme representado na (fig.
11D).

Figura 13. Efeito do SOL (I.H.) na expressao génica hipocampal dos transcritos
dos genes TNF-a, GFAP, NPY, BDNF em modelo de inducéo de SE por LI -PILO.
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Expressédo génica hipocampal de transcritos TNF-a (A), GFAP (B), NPY (C) e BDNF (D). Teste
paramétrico, p < 0,05. Valores expressos em médiatEPM. ** < 0,005, *** <0,0005. Grupo Naive (n=6),
SAL(I.H.)+LI-PILO (n=5), grupo SOL(I.H.)+LI-PILO (n=5).

5.3. EFEITO PRE-TRATAMENTO (1 HORA) COM SOL (I.P.) NAS CRISES
DURANTE SE, NA NEURODEGENERAGAO E NA EXPRESSAO GENICA EM
MODELO DE INDUCAO POR LI-PILO (I.P)
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Para verificar o efeito do pré-tratamento com SOL administrado pela via (I.P.) nas
crises durante o SE induzido por LI-PILO(I.P.), foram utilizados 21 animais no grupo LI-
PILO e 16 animais do grupo SOL(I.P.)+LI-PILO. Foi observado que houve diminuicdo
estatisticamente significante de 60,87% no total das crises, de 42,46% no tipo 2, de
59,53% no tipo 3, de 71,4% no tipo 4 e de 73,1% no tipo 5, durante os 90 minutos de SE
no grupo SOL(I.P)+LI-PILO quando comparado ao grupo LI-PILO, conforme exposto
na fig. 14.

Figura 14. Efeito do SOL (1.P.) no total das crises durante o SE e no total de cada
tipo de crise em modelo de inducéo por LI-PILO (1.P).
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Perfil das crises durante SE. (A) total de crises durante 90 minutos de SE, teste paramétrico, p > 0,05. (B)
total de crises tipo 2, (C) total de crises tipo 3, (D) total de crises tipo 4 e (E) total de crises tipo 5 durante
90 minutos de SE, teste paramétrico, p < 0,05. Valores expressos em médiat EPM. *<0,05, ** < 0,005,
*x% <0,0005. Grupo SAL(I.H.)+LI-PILO(I.P) (n=21), grupo SOL(I.H.)+LI-PILO(I.P.) (n=16).

Para avaliar o efeito do pré-tratamento com SOL administrado pela via (1.P.) na
neurodegeneracdo do hipocampo esquerdo e direito e em suas sub-regides CAl, CA3 e
Hilo, 24 h apos a reversdo do SE induzido por LI-PILO, foram utilizados 6 animais no

grupo LI-PILO e 6 animais do grupo SOL(I.P.)+LI-PILO.
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A fig. 15 apresenta as microfotografias representativas do padrdo de marcacao de
FJ no hipocampo dos animais do grupo LI-PILO e SOL(I.P.)+LI-PILO.

Figura 15. Efeito do SOL (1.P.) na neurodegeneracado em modelo de inducéo de SE
por LI-PILO.
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Cortes histolégicos submetidos a técnica Fluoro-Jade. Os pontos em verde brilhante indicam marcacdo de
neurdnios em degeneracdo. Na horizontal estdo as sub-regifes analisadas do hipocampo, com seta branca
indicando cada regido. Na vertical estdo os grupos experimentais. Aumento de 10x.

Na neurodegeneracdo do hipocampo esquerdo, foi observado uma diminuicéo
significante de 30,27%na marcacdo de neurdnios FJ positivo no hipocampo total (fig.
16A) e (39,67%) na sub-regido Hilo (fig. 16D) no grupo SOL(I.P.)+LI-PILO quando
comparado ao grupo LI-PILO. Nas regides CAl e CA3, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos avaliados (fig. 16B e 16C).

Figura 16. Efeito do SOL (1.P.) na reducéo da marcacgédo de neurdnios FJ positivos
no hipocampo esquerdo total e nas regides hipocampais esquerdas em modelo de
inducéo de SE por LI-PILO.
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Marcacdo de neurdnios em processo de degeneracdo no hipocampo esquerdo total (A), e nas sub-regides
CAL(B), CA3(C) e Hilo(D). Teste paramétrico, p < 0,05. Valores expressos em médiaxtEPM. * < 0,05.
Grupo LI-PILO (n=6), grupo SOL(I.P.)+LI-PILO (n=6).

Na neurodegeneracdo do hipocampo direito, por sua vez, foi observado que ndo
houve diferenca estatisticamente significante da marcacao por FJ positivo no hipocampo

total e em suas sub-regides no grupo entre os grupos avaliados fig.17.

Figura 17. Efeito do SOL (I.P.) na reducéo da marcacgéo de neurdnios FJ positivos
no hipocampo direito total e nas regides hipocampais direitas em modelo de
inducgéo de SE por LI-PILO.
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Marcacdo de neurdnios em processo de degeneracdo no hipocampo esquerdo total (A), e nas sub-regides
CA1(B), CA3(C) e Hilo(D). Teste paramétrico, p > 0,05. Valores expressos em médiatEPM. Grupo LI-
PILO (n=6), grupo SOL(I.P.)+LI-PILO (n=6).

Para verificar o efeito do pré-tratamento com SOL administrado pela via (1.P.) na
expressdo de transcritos dos genes associados ao processo epileptogénico (TNF-a, GFAP,
NPY, BDNF) 24 horas apds a reversdao do SE induzido por LI-PILO (I.P.), foram
utilizados 6 animais no grupo Naive, 6 animais no grupo LI-PILO e 5 animais do grupo
SOL(I.P.)+LI-PILO. A fig. 18 representa os niveis do transcrito Tnf-a, Gfap, Npy ,Bdnf
expressos no hipocampo dos animais do grupo Naive, LI-PILO e SOL(I.P.)+Li-PILO.
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Podemos observar que houve um aumento estatisticamente significante dos niveis
de transcritos de GFAP no grupo LI-PILO quando comparado ao grupo Naive,
evidenciando o padrdo associado a epileptogénese, bem como uma diminui¢do de
(46,58%) estatisticamente significante da expressdao de transcritos GFAP no
grupo SOL(1.H)+LI-PILO guando comparado ao grupo LI-PILO conforme representado
na (fig. 18B). Além disso, o grupo SOL(I.P.)+LI-PILO e LI-PILO apresentaram aumento
estatisticamente significante dos niveis dos transcritos TNF-a. e BDNF quando comparado
ao grupo Naive (fig. 18A e18D) e ndo houve diferenca estatisticamente significativa na

modulacédo de NPY entre os grupos avaliados (fig. 18C).

Figura 18. Efeito do SOL (1.P.) na expresséo génica hipocampal dos transcritos dos
genes TNF-a, GFAP, NPY, BDNF em modelo de indugéo de SE por LI -PILO.
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5.4. EFEITO DO TRATAMENTO (15 DIAS) COM SOL (I.P.) NAS CRISES
RECORRENTES E ESPONTANEAS DA FASE CRONICA DA
EPILEPTOGENESE INDUZIDA POR LI-PILO (1.P)
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Para verificar o efeito do SOL nas CREs, foram utilizados 10 animais para o grupo
SOL e 10 animais para do grupo SAL, sendo avaliados quanto ao total das crises e o total
de crises no nivel 3,4 e 5; e comparando o perfil das crises antes do tratamento (PRE-
TRAT) com o perfil durante o tratamento (TRAT) ou apds o tratamento (POS-TRAT).
Considerando uma potencial farmacorresisténcia, as analises foram realizadas com base
no perfil das crises de: i, todos os animais de cada grupo, animais que apresentaram crises
reduzidas e, iii. animais que apresentaram as crises aumentadas. Vale ressaltar que os
resultados estdo expressos em valores de normalizacao crises/dia (quantidade de crises
por dia dividido pela quantidade de dias total de avaliacdo). PRE-TRAT e POS-TRAT (n
total de crises/15 dias), TRAT (n total de crises/6 dias).

Ao comparar o perfil das crises no grupo SAL entre os periodos PRE-TRAT e
TRAT (fig.19), ndo houve diferenca significativa no total das crises ados (fig. 19A).
Entretanto, ao avaliar as crises de nivel 3, foi observado que houve uma reducdo
significante durante o periodo TRAT quando comparado ao grupo PRE-TRAT. Em
relagdo ao perfil das crises de nivel 4 e 5 nos periodos PRE-TRAT e TRAT, foi observado
que nado houve diferenca significante tanto para animais com crises reduzidas quanto para

animais com crises aumentadas (fig. 19C e 19D).

Figura 19. Avaliacdo do perfil das CREs no grupo SAL entre os periodos
PRE-TRAT e TRAT.
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O mesmo perfil foi observado ao avaliar o perfil das crises entre os periodos
TRAT e POS-TRAT.

Ao analisar o perfil das crises no grupo SOL entre os periodos PRE-TRAT e TRAT
(fig.20), foi observado que no total das crises ndo houve diferenca significante com todos
0S animais e somente com 0s que tiveram crises aumentadas, mas houve diminuicéo do
total das crises no grupo de animais que apresentaram as crises reduzidas (fig. 20A). Ao
avaliar o tipo de crise individualmente, foi observado que houve diminuicdo das crises
nivel 3 no periodo TRAT quando comparado ao periodo PRE-TRAT (fig. 20B).
Similarmente, ao avaliar as crises de nivel 4, foi observado que houve uma diminuicédo
estatisticamente significante no periodo TRAT quando comparado ao PRE-TRAT no
grupo de animais que apresentaram crises reduzidas. E, ndo houve animais que
apresentaram mais crises (aumentadas) no periodo TRAT conforme apresentado na

(fig.20 C). J& no nivel 5, ndo houve diferenca estatistica.

Figura 20. Avaliacdo do perfil das CREs no grupo SOL entre os periodos
PRE-TRAT e TRAT.
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O mesmo perfil foi observado ao avaliar o perfil das crises entre os periodos
TRAT e POS-TRAT. Com a diferenca de que no nivel 4, houve diferenca estatisticamente

significante, também, no total das crises, além do grupo reduzido.
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6. DISCUSSAO

Estudos anteriores do nosso grupo verificou que SOL apresenta efeito na
neuroprotecdo hipocampal em modelo experimental de ELTM em um estudo gando
utilizado como veiculo da caulerpina (CAU), um alcaloide hidrossolavel. Assim, o grupo
de animais que receberam CAU+SOL apresentaram efeito anticonvulsivante e
neuroproteror e, curiosamente, os animais que receberam somente SOL promoveram uma
neuroprotecdo hipocampal. Dessa forma, o presente estudo avaliou o efeito de SOL em
modelo experimental de ELTM, utilizando vias de administracdo e dosagens diferentes.
O pré-tratamento com SOL na dosagem de (30%/70%, SOL/SAL, v/v, respectivamente)
administrado pela via (I.H) 30 minutos antes da administragéo de PILO (1.H) n&o conferiu
efeito nas crises durante SE (Fig. 6). Esse achado pode estar associado a via de
administracdo utilizada, visto que a administracdo de PILO de modo local pode conferir
maior ativacdo em receptores muscarinicos colinérgicos hipocampais culminando, assim,
em potencializacdo do desequilibrio excitatério e inibitorio. De fato, Castro e
colaboradores (2011) afirmam que os efeitos de PILO administrada pela via (I.H) séo
localizados regionalmente em comparagdo com o modelo de administracdo de PILO pela
via sistémica.

Por outro lado, foi observado que, apesar de ndo apresentar efeito sob as crises,
SOL reduziu a marcacdo de morte neuronal no hipocampo total e em CA3 e Hilo
individualmente (Fig. 8), isso pode ser explicado devido ao mecanismo de processamento
hipocampal, onde o Hilo é a regido onde se iniciam 0s processos epileptogénicos
(Sloviter, 1994). Como a canula foi implantada nessa regido, é possivel que SOL tenha
apresentado maior efeito neuroprotetor no hilo e na subsequente regido CA3. Segundo
Arundine e Tymianski (2003), a morte neuronal que ocorre devido a indugdo de SE pode
ser relacionado com a excitotoxicidade provocada pela ativacao excessiva dos receptores
de glutamato e alto influxo de Ca?* aos neurdnios. Como SOL tem demonstrado efeito na
modulacédo de célcio (Chauvet et al., 2015), é possivel que a reducdo da morte neuronal
esteja associada a um efeito de SOL em reduzir o influxo de célcio nos neurénios
hipocampais, 0 que leva a uma diminui¢do no processo de neurodegeneragéo.

Os resultados obtidos por meio da via de administragdo (I.H.) de SOL e PILO
instigou ao questionamento de como seriam os efeitos de SOL quando administrado pela
via (I.H) no modelo sisttmico de indu¢do do SE com a administracdo de LI-PILO (I.P).

Assim, quando administrado pela via (I.H) 30 minutos antes da inducdo de SE por LI-
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PILO (I.P.) (Fig. 9 e 11), SOL apresentou efeito em reduzir o total das crises tipo 3,4 e 5
durante SE, além disso, reduziu a marcacao de neurodegeneracdo nas regides CAl e CA3
no hipocampo contralateral e em CA3 e HILO no hipocampo ipsilateral, reforcando a
hipétese de que com a implantagdo da canula no hipocampo ipsilateral, o efeito
neuroprotetor foi mais intensificado em HILO e em sua regido subsequente CA3. Com a
mudanga da via indutora do SE, o SOL apresentou perfil diferente no efeito sob as crises,
além de manter a agdo de diminuir a neurodegeneragao hipocampal.

Esses achados podem ser justificados frente ao modelo de inducdo de SE, visto
que a administracdo sistémica de LI-PILO pode ter refletido em uma interacdo dos
farmacos de forma distribuida pelos tecidos corpéreos reduzindo, entdo, a intensificacao
da ativagdo de receptores colinérgicos muscarinicos hipocampais e, consequentemente,
gerando um novo perfil da ocorréncia das crises e neurodegeneracao hipocampal.

Além disso, nesse modelo, foi avaliado, também, o efeito do SOL na expressdo
de genes associados ao processo epileptogénico (Fig. 13) e foi observado, assim, que
BDFN foi superexpresso no hipocampo dos animais tratados com SOL quando
comparados com os animais do grupo controle SAL(I.H.) + LI-PILO(I.P) e aos animais
Naive. Esse achado pode dar sustentacdo a hip6tese de que com o0s niveis aumentados,
BDNF contribuiu para a reducdo das crises e da neurodegeneragdo nos animais pré-
tratados com SOL. O estudo de Egbenya e colaboradores (2023) evidenciaram um
aumento significativo no BDNF total nos terminais pré-sinapticos CA3 do hipocampo,
sendo os principais fatores que desencadeiam alteracfes nas concentracdes de BDNF séo
o influxo de Ca?" e a liberagdo de glutamato. A atividade do Ca 2" é um importante
regulador do BDNF, logo alteracdes na rede neuronal induzidas pelo Ca?* tém
implicacdes significativas para o BDNF (lindvall et al., 1994 ). O BDNF tem recebido a
maior atencdo devido ao seu possivel papel no desenvolvimento de numerosos disturbios
neuroldgicos e psiquiatricos e devido ao seu potencial valor terapéutico (Gliwinska et al,
2023). Assim, BDNF tem sido estudado como um possivel biomarcador de gravidade da
epilepsia (McGonigal et al, 2023). Em modelo cronico de epilepsia, foi observado que
BDNF estava em niveis aumentados nas regides pré-sinapticas de neurdnios de CA3
(Egbenya et al., 2023).

Apesar do SOL ndo ter modulado a expressdo de TNF-a, GFAP e NPY quando
comparado ao grupo controle, foi observado que esses transcritos se apresentaram
aumentados no grupo SOL(I.H)+LI-PILO e SAL(I.H)+LI-PILO quando comparados ao
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grupo Naive, evidenciando, assim, que sdo genes que sofrem modula¢do durante o
processo epileptogénico.

Diante dos achados associados ao pré-tratamento de SOL pela via (I.H) 30
minutos antes da inducdo de SE, tornou-se necessario avaliar o efeito desse excipiente
farmacéutico na via sistémica. Por se tratar de uma via em que o perfil farmacocinético,
farmacodindmico e metabdlico é diferente, foi aumentada a dosagem de SOL para
45%/55%, SOL/SAL, viv, respectivamente) e o tempo de pré-tratamento passou para 1
hora antes da inducéo de SE.

Curiosamente, com a administracdo de SOL (I.P), foi observado que houve
reducdo das crises tipo 2, 3, 4 e 5 quando comparado ao grupo controle fig 14. Diante
disso, foi levantado a hipdtese de que como se trata de uma administracdo sistémica na
via (1.P), um tecido altamente vascularizado e como SOL apresenta uma porcao lipofilica,
houve uma maior facilitacdo de SOL para alcancar a corrente sanguinea sistémica e isso
ocasionou na reducdo do desiquilibrio excitatorio celular ocasionada pelo LI-PILO
culminando na reducéo das crises.

Dessa forma, ao ser administrado pela via (1.P), o perfil de neurodegeneracéo foi
alterado também fig 16 e 17, assim, foi observado que houve reducdo da marcacédo de
morte neuronal no HILO do hipocampo esquerdo, porém, ao avaliar o hipocampo direito,
ndo houve reducdo da morte neuronal quando comparado ao grupo controle. Para
entender melhor esse achado, vale ressaltar que a literatura demonstra que em estudos
neuroanatémicos e funcionais do SNC existe diferencas hemisféricas esquerda-direita nas
regides cerebrais de humanos e roedores, tais diferengas estruturais e funcionais, no
volume do hipocampo e na morfologia das células piramidais do hipocampo, assim como
no namero ¢é significativamente menor de neurdnios nas areas direitas CA1, CA2 e CA3
do em ratos do que no hipocampo esquerdo (Jordan, 2020; Rogers, 2021; Kozareva et
al., 2019; Lister et al. 2006).

Além disso, foi observado, que no perfil da expressdo génica (Fig 18), houve
modulacdo de GPAF, nesse caso, niveis diminuidos de GFAP foram observados no grupo
SOL quando comparado ao grupo controle. Astrécitos ativos e microglia emitem a
citocina pro-inflamatéria TNF-o que controla a N-caderina, que € essencial para o
desenvolvimento e estrutura das sinapses excitatérias que amplifica a transmisséo
glutamatérgica e resulta em influxo excessivo de ions de calcio e neurotoxicidade (Rana;
Musto, 2018).
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Vale ressaltar que o hipocampo utilizado para avaliacdo de expressao génica foi o
esquerdo, o que pode corroborar, dessa forma, com a neurodegeneragdo reduzida no
hipocampo esquerdo visto que a superexpressdo de GFAP esta associada ao processo
neurodegenerativo durante a epileptogénese. Assim, os grupos SOL(L.P)+LI-PILO e
SAL(I.P)+LI-PILO apresentaram aumento nos niveis de GFAP quando comparados ao
grupo Naive evidenciando, portanto, que esse gene estd associado ao processo
epileptogénico (Marques et al., 2013). No estudo Diaz e colaboradores (2023) foi
observado que em hipocampo de camundongos estimulados com PTZ apresentaram
aumento nos niveis de GFAP e um padrdo anormal de oscilacBes intracelulares de
Ca " Assim, ¢ possivel que uma modulagéo de Ca 2* por SOL possa ter influenciado nos
niveis de GFAP. Além disso, Nashar e colaboradores (2022) mostraram que com 0
tratamento com extrato de Stevia rebaudiana Bertoni por via oral durante 4 semanas
diminuiu os niveis de GFAP em CA3 de hipocampo de ratos. E possivel que SOL esteja
modulando os niveis de GFAP em CA3 também.

Ao verificar o efeito de SOL nas crises durante o SE, foi levantado o
questionamento da possibilidade de SOL apresentar efeito nas CREs. Assim, foram
realizados os grupos SAL e SOL da fase crbnica da epileptogénese. Ao avaliar o efeito
de SAL na fase cronica da epileptogénese, foi observado que houve reducdo das crises
nivel 3 no grupo SAL fig. 19 que pode ser explicado devido ao processo de manipulacdo
animal que confere reducdo de estresse que € considerado um fator indutor de crises. De
fato, Manouze e colaboradores (2021) demonstra que a manipulacdo animal reduz o
estresse animal de modo a diminuir a ocorréncia das crises epilépticas visto que 0s ratos
sd0 seres sociaveis e o contato com o manipulador assemelha a convivéncia em grupo.
Além disso, segundo Racine (1972), a crise tipo 3 € mais branda quando comparadas ao
nivel 4 e 5 que sdo crises generalizadas.

Ao avaliar o efeito do SOL na fase cronica foi observado que SOL, também,
apresenta efeito de reduzir o total de crises, nesse caso as CREs. Esse achado demonstra
gue SOL apresentam efeito bioldgico e age como anticonvulsivante fig. 20. Vale ressaltar
que foi observado uma redugéo das crises em 70% dos animais no grupo reduzido, sendo
assim, SOL ndo conferiu efeito em 30% da amostra, esse dado se assemelha ao que é
verificado no perfil da farmacorreristéncia em seres humanos (Weaver; Pohlmann-Eden,
2013).

Esse é o primeiro estudo em que o excipiente SOL é associado a um efeito

terapéutico na epilepsia, assim, espera-se que novos estudos sejam realizados para
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auxiliar na compreensédo dos mecanismos farmacoldgicos envolvidos para conferir a agdo

anticonvulsivante e antiepileptogénica desse excipiente farmacéutico.
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7.  CONCLUSAO

Diante dos achados, sugere-se, entdo, que o excipiente farmacéutico SOL

apresenta:

1. efeito anticonvulsivante visto que reduz o total de crises durante SE e na fase crénica
da epileptogénese;

2. efeito antiepileptogénico por reduzir a neurodegeneragédo hipocampal

3. efeito antiepileptogénico por promover modulacdo de transcritos de genes
associados ao processo epileptogénico como aumento dos niveis de transcritos de
BDNF e diminuicao dos niveis de GFAP na fase aguda da epileptigénese em modelo

experimental de ELT.
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PERSPECTIVAS

Frente aos achados do presente estudo, surge-se a possibilidade de explorar mais
conhecimentos do SOL por meio realizagdo de estudos que possam avaliar o efeito do
SOL em modelo experimental de convulsdo, o efeito terapéutico associado a farmacos
anticonvulsivantes e, inclusive, em mecanismos de farmacorresisténcia associada a

epilepsia do lobo temporal mesial.
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ANEXOS
AUTOBIOGRAFIA

Apos realizar o ensino fundamental e médio em escola publica, chegou a hora de
decidir o que eu queria ser, qual a minha profissdo. Assim, para tragar os caminhos de
uma profissdo, escolhi fazer o curso de graduacdo em Farméacia pela Universidade Federal
de Alagoas, um curso integral e de duracgéo de cinco anos, meu ciclo foi entre 2011-2016.
Durante esse periodo, procurei me engajar em atividades extrassala de aula. Desse modo,
durante a graduacdo, participei de 3 ciclos de PIBIC no Laboratério de Biologia
Molecular e Celular entre 2013-2016, que me proporcionou conhecer mais de perto a
Ciéncia contribuindo na formacédo do pensamento critico, aprendizagem de manipulagéo
animal, técnicas de biologia molecular e histoldgicas além de colaborar em outros
estudos; passei em 3 sele¢Ges de Programa de Monitoria, exercendo a fungdo na disciplina
de Biofisica e Fisiologia Humana entre 2014-2016, que me fez conhecer o ambiente de
sala de aula, técnicas para lecionar e ferramentas didaticas. Em 2015, tive a oportunidade
de participar do Curso de Verdo de Fisiologia e do Curso de Inverno de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade de Sdo Paulo de Ribeirdo Preto. Participei de Projeto
de Extens@o sobre Sexualidade Humana entre 2015-2019, no qual foram realizadas
atividades para adolescentes estudantes do ensino fundamental e médio de escolas
publicas sobre temas de salde sexual, oportunidade essa que proporcionou um maior
contato com a sociedade.

Ao finalizar a graduacdo, optei em ingressar na P6s-Graduacéo stricto sensu do
Programa de Ciéncias da Salde da UFAL no qual, passei em primeiro lugar, sendo
bolsista e, a partir de entdo, pude dar continuidade aos estudos com o SOL além de
participar de eventos cientificos tanto na area de epilepsia quanto de sexualidade. Apés o
mestrado que ocorreu entre 2017-2019, optei em prestar a selecdo de doutorado no mesmo
programa e passei em primeiro lugar. Durante o doutorado, ndo obtive bolsa logo de inicio
e surgiu a pandemia da COVID-19, desse modo, tive a oportunidade de trabalhar em
farmacia comunitaria privada como farmacéutica responsavel técnica em Marechal
Deodoro por 7 meses entre 2020-2021, somente por esse periodo, pois prestei selecdo
docente para o Centro Universitario Mauricio de Nassau onde além das aulas, participo
como orientadora de Monitoria, de Projeto de Extenséo, de Projeto de Iniciag¢do Cientifica
e de Trabalho de Conclusdo de Curso. Além disso, passei, no mesmo periodo, na
Faculdade Estacio também no qual, além de lecionar, fui preceptora de estagio em
Farmécia Comunitaria entre 2021-2023 e orientadora de monitoria em 2021.

Paralelo as atividades académicas e cientificas, participei do Conselho Regional
de Farmacia de Alagoas sendo eleita Diretora, Conselheira Regional, Coordenadora do
Grupo de Trabalho em Saude Mental e do Grupo de Trabalho de Mulheres Farmacéuticas
entre 2022-2023. Realizei duas pos-graduacdes latu sensu em Farmacia Clinica e Atengéo
Farmacéutica 2020-2021 e em Metodologias Ativas de Ensino em Ensino Superior 2021-
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2022, e estou finalizando outra pos-graduacado /atu sensu em Aromaterapia 2023-2024.
Além disso, prestei o concurso do Exame Nacional de Residéncia (ENARE) no qual,
passei em terceiro lugar em 2023 e em primeiro lugar em 2024 ambos na area da
residéncia em saiide mental, porém, ndo optei em ndo me matricular. Pois quero tentar
me tornar docente de ensino superior da rede publica Estadual/Federal.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS @ UA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA o 7\
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMALIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada " Efeito do Solutol HS 15 na fase aguda

“em modelo experimental de epilepsia do lobo temporal induzida por
com o n° 37/2017, sob a responsabilidade do pesquisador Prof.
que envolve a utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata,
), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
A), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de

72



73



	eafb1af1a7d486faa8cc89adee507baeaea7f166b472bc8617313d2846b8714d.pdf
	eafb1af1a7d486faa8cc89adee507baeaea7f166b472bc8617313d2846b8714d.pdf
	ee97155e263a86117ec2d83391e4c70c020213dc24943f90fdb4f7e861395745.pdf

