UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA ANIMAL

FLAVIA MARIA MEDEIROS GOMES

Avaliacéo antiepiléptica do peptideo Neuropolybina no modelo cronico de

Epilepsia do Lobo Temporal induzido por pilocarpina em camundongos

Brasilia

2016



FLAVIA MARIA MEDEIROS GOMES

AVALIACAO ANTIEPILEPTICA DO PEPTIDEO NEUROPOLYBINA NO
MODELO CRONICO DE EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL INDUZIDO

POR PILOCARPINA EM CAMUNDONGOS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de PoOs-Graduacdo em Biologia Animal da
Universidade de Brasilia, como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Mestre em Biologia

Animal.

Orientadora: Prof? Dr2 Mércia Renata Mortari

Brasilia

2016



Capa: Marcacdo imunofluorescente de astrocitos
por anti-GFAP (vermelho) na camada CA3 da
formacgéo hipocampal de camundongos submetidos
ao Status Epilepticus. Nucleos celulares marcados

com DAPI (azul). Imagem com aumento de 1000x.



DEDICATORIA

Aos meus pais, Francisco e Marilene

A todas as pessoas com Epilepsia



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida. Agradeco por estar sempre me guiando e por colocar

pessoas no meu caminho que me inspiram, ajudam e desafiam.

Aos meus pais, Francisco e Marilene, e meus irmaos, Arthur e Fernanda, pelo amor,

seguranca, motivacao e por acreditarem no meu potencial.

Ao meu namorado, Pedro, que mesmo longe, apoiou meus sonhos, vibrou com minhas
conquistas e sempre teve muita paciéncia e compreensdo. Obrigada por me fazer tédo

feliz, por acreditar que eu posso superar tudo e nunca me deixar desistir.

A minha orientadora, Marcia, pelos ensinamentos, enorme paciéncia, confianca e
amizade. Agradeco pelos valiosos momentos de discusséo e dedicacdo em todos esses
anos de convivéncia. Vocé é a minha fonte de inspiracéo, meu exemplo de profissional
ética, competente e que ama o que faz. Foi uma grande honra poder ser orientada por

vocé e por poder ter contribuido com o crescimento do Neuropharma Lab!

Ao Programa de Pés-Graduacao em Biologia Animal, aos professores e a Universidade
de Brasilia, pela oportunidade e pelos auxilios financeiros para a participacdo em
congressos cientificos. Especialmente, agradeco a secretaria Silvia, pela ajuda e

disposicao.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES, pela
concessdo da bolsa de mestrado. A Fundagéo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal
— FAPDF, ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPq
e a Fundacao de Empreendimentos Cientificos e Tecnoldgicos — Finatec pelo suporte

financeiro para a realizacéo desta pesquisa.



Ao Prof. Dr. Luis Eugénio Araujo de Moraes Mello e a Dr2 Alexandra Olimpio

Siqueira Cunha pelas correcdes e sugestdes no exame de qualificacéo deste trabalho.

A minha querida amiga, Ju, pela companhia, caronas e conselhos. Mesmo de tdo longe,

sempre esteve disposta a conversar e me mandar boas energias.

A todos os amigos do laboratorio de Neurofarmacologia, aos que passaram por la e
aos que ainda continuam e compartilharam comigo o dia-a-dia, 0s sucessos e angustias
nos experimentos e as comemoracdes nos churrascos as sexta-feiras: Gabriel,
Henrique, Andreia, Vic, Leandro, Fernanda, Lilian, Pri, Jacq, Rafa, Lu, Carol, Sol,
Claudia, Luana, Matheus, Danilo, Sebben, Carlos Schwartz, Beth, Rafael Maior,

Washington e Angelita.

Ao Jivago e Adriana pelo cuidado com os animais do biotério.

Ao Adolfo, pelo desenho da estrutura quimica do peptideo e pela ajuda com a
espectrometria de massas, por conferir meus calculos de dilui¢cBes, por sanar minhas
inimeras davidas sobre tudo e pelos muitos litros de PBS preparados. Agradeco,

especialmente, pelas fugidas para lanchar e pelas conversas tdo enriquecedoras.

Ao Prof. Dr. Renato Malcher Lopes pela oportunidade de inicia¢do na vida académica,
permitindo que eu trilhasse meus caminhos na pesquisa de forma independente e

critica.

Aos meus amigos, Flavio, Fred, Maisa, Fabiano, Tais, Nathalia, Dariane, Amanda,
Jodo, Giuliano, Débora, Flavinha, Jéssica e Carol pelos anos de amizade e pelos

momentos de distracdo aos fins de semana.

Aos camundongos, pelo sacrificio.



“Percebi ha muito tempo que as pessoas realizadas raramente
relaxaram e esperaram que as coisas lhe acontecessem. Elas

foram a procura e as coisas aconteceram.”

Leonardo da Vinci



PREFACIO

“[...] Quando descobri que tinha Epilepsia, eu tinha 7 anos de idade e estava
com tanto medo, vergonha e me senti tdo sozinha. Eu pensei que era a unica crianca
com Epilepsia, que era a Unica com Epilepsia que se sentiu assim. Eu queria que
ninguém soubesse que eu tinha Epilepsia e eu ndo deixei que meus pais ou qualquer um

falasse sobre eu ter Epilepsia.

Quando eu tinha oito anos, minha mae levou a Associacéo de Epilepsia da Nova
Escocia a minha escola para fazerem uma apresentacdo para a minha classe para
ajuda-los a aprender sobre Epilepsia. Eu vi como meus amigos estavam agindo e
querendo aprender mais. Quando perguntaram a apresentadora se ela conhecia
alguém com Epilepsia, ela disse que sim. Foi entdo que eu disse a minha mae e

professora que poderiamos dizer-lhes que eu tinha Epilepsia também. Eu estava com

medo, mas vi 0 quao bom todos eles foram.

Entdo, no ano seguinte, eu estava sentada no sof4 com a minha mée e perguntei-
Ihe porgue ndo havia apenas um dia para a Epilepsia, como h& para o cancer ou o dia
de St. Patricks, um dia onde as pessoas possam aprender mais sobre a Epilepsia e para
que as pessoas que tém Epilepsia saberem que elas ndo estdo sozinhas. [...]JEu queria
que todos, no mundo todo, vestissem algo roxo nesse dia. [...] Ela explicou-me que a
cor da lavanda representava o sentimento de sentir-se sozinho, para algumas pessoas
com Epilepsia em algumas partes do mundo. [...] A razdo para ser dia 26 de marco é
que quando falamos com o diretor da minha escola, ele disse que o melhor dia para ele
e a escola receberem a Associacao de Epilepsia da Nova Escocia seria 26 de marcgo. Eu
queria fazer isso todos os anos, eu queria ter aquele dia, 26 de margo como o dia da

consciéncia sobre a Epilepsia.



[...] Eu vejo o quanto 26 de marco cresceu e ainda esta crescendo para unir o
mundo nesse dia. [...] Eu ouvi historias de pessoas que dizem que isso 0s ajudou a

falar, se sentirem corajosos e se sentirem parte de algo /[...].”

Trechos da carta aos membros da International League Against Epilepsy e da
International Bureau of Epilepsy, escrita pela canadense Cassidy Megan, hoje com 15
anos, extraidos e traduzidos da pagina: www.purpleday.org. Cassidy pede suporte a
essas instituicdes para a criacdo do Purple Day, um dia em que todo o mundo se veste

de roxo e faz acdes de conscientizacdo sobre a Epilepsia.

Cassidy Megan,

Founder of Purple Day.

Photo: Cassidy Megan - photo credit Lindsay Duncan , Eldie Photography

!S‘li; ! )

Alguns membros do Neuropharma Lab vestindo roxo no dia 26 de Margo e Congresso Nacional em
Brasilia iluminado de roxo em suporte a causa do Purple Day em 2015.
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RESUMO

Gomes, FMMG. Avaliacdo antiepiléptica do peptideo Neuropolybina no modelo
crénico de Epilepsia do Lobo Temporal induzido por pilocarpina em
camundongos. Dissertacdo de mestrado — Programa de Pds-Graduagdo em Biologia
Animal, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia, 2016.

A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) € o subtipo mais prevalente de Epilepsia em
adultos e sua relevancia clinica deve-se a sua gravidade e alta porcentagem de pacientes
resistentes aos farmacos antiepilépticos disponiveis atualmente. Ha, portanto, uma
necessidade pela busca de novas terapias farmacoldgicas capazes de controlar essa
condicdo patologica de forma eficiente, assim como de compreender melhor as
alteracdes causadas pelo funcionamento anormal das estruturas neuronais durante a
Epilepsia. Nesse aspecto, o0s artropodes peconhentos representam uma fonte alternativa
de compostos neuroativos selecionados pela evolucao dessas espécies. A potencialidade
farmacologica dessas moléculas reforca o interesse em compreender sua acdo no
sistema nervoso central, foco desse trabalho. O Laboratério de Neurofarmacologia
isolou o peptideo Neuropolybina a partir da pegonha da vespa Polybia paulista, e ele
apresentou uma interessante atividade antiepiléptica em modelos agudos de crises
epilépticas. Além disso, ndo apresentou efeitos adversos na exploracdo espontanea e na
coordenacdo motora dos animais testados. Portanto, o objetivo foi avaliar a efetividade
antiepiléptica da Neuropolybina em camundongos submetidos ao modelo crénico de
Status Epilepticus (SE) induzido por pilocarpina. Esse modelo é amplamente utilizado
na literatura e apresenta similaridades com achados histopatoldgicos e comportamentais
observados em pacientes epilépticos em apenas algumas semanas, enquanto as mesmas
alteracbes levam anos para se manifestar nos pacientes. A Comissdo de Etica no Uso
Animal (CEUA/UnB) aprovou todos os experimentos. Camundongos Swiss receberam a
administragdo i.p. de pilocarpina e ap6s 10 minutos, manifestaram sinais do SE, que
durou trés horas (periodo agudo do modelo). No periodo de 15 dias ap6s o SE (periodo
latente), foi realizado um procedimento estereotaxico para implantar uma canula-guia
no ventriculo lateral e oito eletrodos profundos e corticais. Ap6s os 15 dias, durante o
periodo das crises recorrentes e espontaneas (CRE), os camundongos foram tratados por
cinco dias consecutivos com administracdo i.c.v. de veiculo, Neuropolybina (0,5 e 2,5
nmol) e Diazepam (4 mg.kg™). Durante esse periodo, 0 comportamento, as CRE e a
atividade epileptiforme foram monitoradas por filmagem e eletroencefalografia. Apo6s o
periodo de tratamento, 0s camundongos foram eutanasiados e as alteragdes
morfologicas foram avaliadas por técnicas histologicas (Coloracdo de Nissl para
neurdnios) e Imunohistoquimica/imunofluorescéncia (GFAP para astrocitos e DAPI
para nucleos celulares). Foi observada uma reducdo da duracdo das CRE ap0s o
tratamento com Neuropolybina. O nimero de neurénios viaveis nas regides CAl e CA3
da formacdo hipocampal dos tratados foi significativamente diferente dos doentes, e a
presenca de astrécitos nao foi diferente quando comparada aos sadios, sugerindo que o
peptideo evitou a perda neuronal induzida pelo SE. O peptideo produziu um efeito
antiepiléptico e possui um potencial terapéutico no modelo de ELT. Ademais, ele pode
ser usado como uma ferramenta na pesquisa em neurociéncia e no desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento da Epilepsia.

Palavras-chave: Epilepsia do Lobo Temporal, peptideo antiepiléptico, Neuropolybina,
pilocarpina, eletroencefalografia, imunohistoquimica.



ABSTRACT

Gomes, FMMG. Antiepileptic evaluation of the peptide Neuropolybin in the
chronic model of Temporal Lobe Epilepsy induced by pilocarpine in mice. Master
dissertation — Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Animal, Instituto de Ciéncias
Biologicas, Universidade de Brasilia, 2016.

Temporal Lobe Epilepsy (TLE) is the most prevalent subtype of Epilepsy in adults and
its clinical relevance is due to the gravity and the high percentage of patients resistant to
antiepileptic drugs currently available. Thus, there is a need to seek new
pharmacological therapies able to efficiently control this disease, as well as a better
understanding of the changes caused by the abnormal functioning of neuronal structures
during Epilepsy. In this aspect, venomous arthropods represent an alternative source of
evolutionary selected neuroactive compounds. The pharmacological potentiality of
these molecules reinforce the interest on its action on the central nervous system,
focused by this work. The Neuropharmacology Laboratory previous isolated
Neuropolybin from the Polybia paulista wasp venom and this peptide has demonstrated
an interesting antiepileptic activity on acute models of seizures. Furthermore,
Neuropolybin has not presented side effects on spontaneous exploration and motor
coordination of the animals tested. Therefore, the aim was to evaluate the antiepileptic
effectiveness of the peptide Neuropolybin in mice submitted to a chronic model of
status epilepticus (SE) induced by pilocarpine. This model has been used frequently and
presents similarities with histopathological and behavioral findings in epileptic patients
in just a few weeks, while the same changes take years to manifest in patients. The
Ethical Committee on Use of Animals (CEUA/UnB) approved all procedures. Swiss
mice received an i.p. injection of pilocarpine and after 10 minutes, they manifested
signs of SE for three hours (acute period of the model). Fifteen days after SE (latent
period), a stereotaxic procedure was perfomed to implant a guide cannula in the lateral
ventricle and eight deep and cortical electrodes. After 15 days, already during the
spontaneous recurrent seizures (SRS), treatment was carried out during five consecutive
days by i.c.v. injections with vehicle solution, Neuropolybin (0.5 and 2.5 nmol) or
Diazepam (4 mg.kg™). During this period, behavioral, SRS and epileptiform activity
were monitored by video recording and electroencephalography. After the period of
treatment, the animals were euthanized and morphological changes were evaluated by
histological ~ (Nissl stain for neurons) and immunohistochemistry and
immunofluorescence (GFAP stain for astrocytes and DAPI stain for cells nuclei)
techniques. There was a reduction in SRS duration with Neuropolybin treatment. The
number of viable neurons in CA1l and CA3 regions of the hippocampus formation of
treated mice was significantly different from that of epileptic mice after the treatment.
The presence of astrocytes did not increase when compared to healthy animals,
suggesting that the peptide minimized neuronal loss induced by SE. Neuropolybin thus
exerts a promising antiepileptic effect and provides a therapeutic potential on this model
of TLE. Nevertheless, the peptide may also be used as a tool in neuroscience research
and as a framework in the design of novel drug agents for epilepsy treatment.

Keywords: Temporal Lobe Epilepsy, antiepileptic peptide, Neuropolybin, pilocarpine,
electroencephalography, immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

1.1.1 Panorama e definic¢des

A Epilepsia tem sido citada na histéria da humanidade desde muitos anos antes
de Cristo, sendo que os primeiros relatos foram em escritos médicos babilénicos
(Sakkiku) da antiga Mesopotamia (hoje, Iraque). Primeiramente, era citada como a
“doenca da queda”, na qual o individuo acometido apresentava 0s seguintes sintomas
descritos na época e que eram atribuidos a possessao de maus espiritos: auras subjetivas,
apertamento dos dentes, boca espumante, crises em série com quedas, perda de
consciéncia, desvio da cabeca e dos olhos (Wilson & Reynolds, 1990; Todman, 2008;
Brodie et al., 2012). O termo “Epilepsia”, que deriva do verbo epilambaneim e significa
“ataque”, SO comecgou a ser usado na Grécia antiga. O médico grego Hipdcrates foi o
primeiro a investig4-la como uma doenga do cérebro, assim como escreveu em seu livro
“A doenga sagrada” (The Sacred Disease, 400 a.C.), ap0s inumeras observacOes de
pacientes (Todman, 2008). No entanto, a ideia hipocratica de que uma crise epiléptica
poderia ser causada por uma desordem da atividade elétrica cerebral e ndo por uma
maldicdo sobrenatural foi somente aceita por volta do século XVI1II (Masia & Devinsky,
2000).

Os vestigios do misticismo de que forcas sobrenaturais controlariam o0s
comportamentos de um paciente acometido pela Epilepsia estiveram presentes na
sociedade por muito tempo, mesmo ap0s 0s avangos no tratamento e no entendimento
sobre sua fisiopatologia. Ademais, pessoas com Epilepsia (PCE) continuam sendo
estigmatizadas porque possuem um atributo ndo desejado, incontrolavel e néo
premeditado que as deixa impotente. Um dos fatores que contribui para esse fenémeno,

é estereotipar um individuo devido a sua condicdo, nesse caso, chama-lo de epiléptico.



Distingui-lo transmite a ideia de que ele € diferente das demais pessoas, 0 que colabora
com a estigmatizacdo das PCE (Jacoby et al., 2005).

As PCE ainda sdo vistas como incapazes de exercerem ocupagdes cotidianas e
também ndo recebem informagdes suficientes sobre sua prépria condicdo, contribuindo
para que apresentem sinais de ansiedade, além de depressdo e se sintam socialmente
excluidas e com baixa auto-estima (Kerr, 2012; Ekenze & Ndukuba, 2013,
Mameniskiene et al., 2015). Isso gera, portanto, uma necessidade de intervencdes e
medidas educativas e maiores investimentos econémicos em opgdes de tratamento que
garanta as PCE o controle das crises epilépticas, permitindo melhor qualidade de vida e
minimizando tais impactos negativos em seu cotidiano (Gao et al., 2015; Mathern &
Nehlig, 2015).

Retardos cognitivos, comprometimentos na fala, na linguagem e no aprendizado,
consequentes em alguns casos, do proprio uso de farmacos antiepilépticos (Mula &
Trimble, 2009) também sdo fatores comprometedores no dia-a-dia das PCE (De Boer et
al.,, 2008; Kerr et al., 2009). A Epilepsia é, portanto, fortemente associada a
consequéncias psicoldgicas, sociais, econémicas e cognitivas (De Boer et al., 2008) e
tais fatores motivam a comunidade cientifica a se empenhar no entendimento a cerca
dessa doenca e na construcdo de novas estratégias para o avanco do seu tratamento.

Por muito tempo, a Epilepsia foi interpretada como uma condigdo ou conjunto
de desordens associadas a uma disfuncdo da atividade elétrica do cérebro. No entanto, o
uso do termo “desordem” foi recentemente discutido pela Liga Internacional Contra a
Epilepsia (International League Against Epilepsy — ILAE) e pela International Bureau
of Epilepsy — IBE, que sugeriram que a Epilepsia seja definida como uma doenca.
Segundo Fischer e colaboradores (2014), uma desordem implica em um desequilibrio

fisioldgico ndo necessariamente duradouro, enquanto o termo “doenca” pode transmitir



a ideia de um desarranjo mais duradouro da funcdo normal. Além disso, o termo
“desordem” ¢ fracamente compreendido pela populagdo, gerando um entendimento
erroneo a respeito da Epilepsia, que pode minimizar a sua real natureza. Espera-se que o
novo uso do termo possa contribuir para que a sociedade a entenda como uma condi¢ao
médica séria, na qual a perturbacdo da funcdo normal do cérebro do paciente pode ser
duradoura ou permanente (Fisher et al., 2014).

O documento consolidado ap6s ampla discussdo entre especialistas da area
trouxe uma nova descri¢do mais préatica e especifica, definindo que uma crise epiléptica
¢ “uma ocorréncia transitoria de sinais e¢/ou sintomas devido a atividade neuronal
anormal, excessiva ou sincrona do cérebro” e a Epilepsia ¢, portanto, “uma
predisposicdo persistente do cérebro em gerar crises epilépticas e todas as
consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicolégicas e sociais que essa condicao
acarreta” (Fisher et al., 2005). No entanto, essa definigdo ainda precisa explorar alguns
aspectos controversos e um exemplo disso é que ela preconiza a ocorréncia de pelo
menos uma crise epiléptica para o devido diagnéstico da doenca, mas ndo fornece as
orientagdes sobre como a “predisposicao persistente” deve ser conceituada. Sugeriu-Se,
entdo, que se houver o aparecimento de duas ou mais crises ndo provocadas (auséncia
de fator provocativo, fator temporéario ou reversivel que reduz o limiar, produzindo uma
crise naquele instante), em um intervalo de 24 horas, o diagndéstico de Epilepsia pode
ser considerado (Fisher et al., 2014).

As principais causas para o aparecimento da Epilepsia que tém sido destacadas
pela Organizagdo Mundial de Saude — OMS (World Health Organization — WHO)
compreendem os incidentes de danos cerebrais provenientes de injarias pré e perinatais
(falta de oxigénio ou trauma durante 0 nascimento, baixo peso ao nascer),

anormalidades congénitas ou condigdes genéticas associadas a malformacdes cerebrais,



fortes golpes na cabeca, acidentes vasculares encefélicos que privam o cérebro de
oxigenacdo, sindromes genéticas, infeccbes cerebrais como meningite, encefalite ou
neurocisticercose e tumores cerebrais (WHO, 2012).

Ainda sobre a determinacdo de fatores para o diagnostico dessa doenga,
destacam-se casos de pessoas que apresentam crises reflexas (evocadas por um estimulo
aferente ou por uma atividade especifica realizada pelo paciente) ou individuos
portadores de sindromes epilépticas, como por exemplo, a Sindrome de Landau-
Kleffner, que também podem ser considerados portadores da doenca (Sinclair &
Snyder, 2005; Wolf & Koepp, 2012).

Por ultimo, a recomendacdo da ILAE é que o termo “Epilepsia resolvida” seja
utilizado somente para pacientes que tiveram alguma sindrome epiléptica idade-
dependente e passaram da idade aplicavel, ou em casos cujo paciente esteja livre das
crises por mais de 10 anos e esteja ha pelo menos cinco anos sem ser tratado com
farmacos antiepilépticos (Fisher et al., 2014). Ressalta-se que o termo “resolvido”
implica que mesmo que o0 paciente ndo apresente mais as crises, ndo ha uma garantia de
que essas nao irdo retornar. As circunstancias para o uso do termo “curado” nao foram
delimitadas e por esse motivo ndo se recomenda sua utilizagdo nesse quesito. A figura 1

resume as recomendagdes recentes da ILAE para a definicdo da Epilepsia.



Epilepsia

Epilepsia
resolvida
Ocorréncia de pelo menos duas crises nido provocadas (ou T e
reflexas) em um intervalo de 24h alguma sindrome
J —  epiléptica idade-

= dependente ¢ passaram
/ ’ da idade aplicavel

Ocorréncia, nos proximos 10 anos ap6s duas crises ndo
provocadas (ou reflexas), de uma crise similar (o risco de

recorréncia € de pelo menos 60%)
Pacientes que ndo
apresentaram crises
epilépticas nos dltimos
L— 10 anos e estejam ha
pelo menos 5 anos
sem utilizar algum
farmaco antiepiléptico

Diagnostico de uma sindrome epiléptica

Figura 1. Esquema resumido da definicdo pratica de Epilepsia formulada pela ILAE em 2014.
Modificada de Fisher et al., 2014.

Segundo a OMS (WHO, 2012), a Epilepsia ¢ a uma das doencas neuroldgicas
mais prevalentes no mundo, juntamente com acidente vascular encefalico (AVE), a
Doenca de Alzheimer e a Doenca de Parkinson. Estima-se que cerca de 65 milhGes de
pessoas, de todas as idades, sejam afetadas mundialmente pela Epilepsia (Ngugi et al.,
2010; England et al., 2012), e a maior parte delas enfrenta problemas no tratamento,
apresentando resisténcia aos farmacos seletivamente escolhidos para cada caso de
Epilepsia (Kwan et al., 2010; Kwan et al., 2011; Kerr, 2012). Além disso, a Epilepsia
possui implicacdes significativas no que diz respeito aos cuidados de saude requisitados
pelos pacientes, morte prematura e perda de produtividade no trabalho, conforme citado
anteriormente (WHO, 2012). Ela permanece pouco reconhecida dentre as demais
condicBes neuroldgicas e por isso, continua a receber poucos financiamentos em relacéo
aos cuidados clinicos e a pesquisa. Tais fatores reforcam a preocupacdo em reconhecer
que a Epilepsia é uma questdo de saude publica e merece mais atencdo por parte das

autoridades brasileiras e mundiais.



Como intuito de facilitar o diagndstico, as classificagdes da epilepsia também
foram recentemente revistas pela Comisséo sobre Classificacdo e Terminologia da ILAE
(Berg et al., 2010). No que diz respeito as crises epilépticas, estas podem ser
classificadas em focais, quando h& uma regido de atividade excessiva em determinada
rede cerebral restrita a um dos hemisférios, ou generalizadas, quando se originam em
algum ponto especifico, mas rapidamente se espalham para redes em ambos o0s
hemisférios (Berg & Scheffer, 2011). Essas redes bilaterais podem compreender
estruturas corticais e subcorticais, no entanto, ndo significa que incluam
necessariamente a ativagéo do cortex em sua totalidade (Berg et al., 2010).

Em relacdo a etiologia das Epilepsias, a classificacdo se baseia nos recentes
avancos de estudos de neuroimagem, tecnologia genémica e conceitos de biologia
molecular, dividindo-as entre “genética”, “estrutural/metabolica” e de “causa ndo
conhecida” em substituicdo aos antigos termos “idiopatica”, “sintomdtica” e
“criptogénica”. Sendo assim, a Epilepsia de origem genética pode ser compreendida
como resultado direto de um defeito genético conhecido ou presumido, onde as crises
sdo o principal sintoma da doenga. Por sua vez, as condigdes estruturais ou metabdlicas,
ou outra doenca que definem o segundo tipo de Epilepsia citado, estdo associadas a um
aumento substancial do risco de desenvolvé-la. Um exemplo sdo as lesBes estruturais
que incluem distdrbios adquiridos como o AVE, trauma e infeccdo. Por fim, Epilepsias
de causas ndo conhecidas podem ser consequéncias de um distdrbio ainda ndo
identificado (Berg et al., 2010). E valido ressaltar que essa classificagdo proposta ainda
segue em discussdo (para revisdo ver Shorvon, 2011) e apesar do debate acerca das
varias definicdes a respeito da Epilepsia, alguns tipos se sobressaem devido a sua alta

incidéncia e dificuldade no tratamento.



1.2 Epilepsia do Lobo Temporal

Entre as Epilepsias de maior incidéncia em adultos, a Epilepsia do Lobo
Temporal (ELT) é a de maior relevancia clinica, principalmente devido a sua gravidade
e pela alta porcentagem de pacientes resistentes aos fa&rmacos antiepilépticos disponiveis
(50 a 70% dos pacientes séo refratarios) (Engel et al., 2012; White & Loscher, 2014).
Seu nome se deve ao fato de as crises se originarem em estruturas do lobo temporal, em
especial a formacdo hipocampal, estrutura primeiramente descrita pelo “pai da
neurociéncia moderna”, Santiago Ramoén y Cajal (1852-1934) (Andersen et al., 2006
Walker et al., 2006).

A formac&o hipocampal é uma estrutura composta pelo cortex entorrinal (CE), o
giro denteado (GD), o hipocampo propriamente dito (CA1-3, em roedores e CAl-4, em
humanos) e o complexo subicular (parasubiculo, pré-subiculo e subiculo) (para revisdo
ver Kiernan, 2012). O critério para essa divisdo consiste em considerar que 0S
componentes se conectam predominantemente por projecGes unidirecionais. Dessa
forma, grande parte da informacdo que circula no interior da estrutura realiza um
circuito trissinaptico. A maior via de entrada de informac&o é a perfurante, formada por
projecdes axonais de neurdnios presentes na camada Il do CE (regido de convergéncia
de fibras vindas dos demais cortices) e que sdo emitidas para a camada molecular do
GD, estabelecendo conex@es excitatorias com os dendritos das células granulares do
GD. Na sequéncia, as fibras musgosas (axénios das células granulares do GD) projetam
para a camada piramidal da CA3 e parte das células piramidais desse extrato podem se
projetar ipsilateralmente para a camada CA1, pelas colaterais de Schaffer, e de CAl a
informacdo se encaminha para o subiculo (regido transitdria entre o CE e o hipocampo)
e para a camada V do CE. Outra parte da informacao é encaminhada contralateralmente,

para a outra formacdo hipocampal e outras estruturas do encéfalo. Adicionalmente, ha



ainda outra importante via de entrada de informacdo, na qual neurGnios presentes na
camada Ill do cértex entorrinal medial e lateral emitem projeces para a camada

piramidal de CA1, constituindo a via temporoamonica (Figura 2).
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Figura 2. Esquema das vias responsaveis pelo fluxo de informagdo na formagao hipocampal. Modificado
de Neves et al., 2008.

Todo esse circuito excitatorio € modulado por interneurdnios GABAérgicos, que
compreendem cerca de 10% das sinapses hipocampais e estdo presentes,
principalmente, nas camadas granulares do GD. Dessa forma, o controle do fluxo de
informacdo € altamente monitorado, evitando uma potencializacdo da excitacdo de
maneira desnecessaria, fendmeno presente em algumas situacdes patoldgicas, como a
ELT (Spruston & McBain, 2006).

O desenvolvimento da ELT ocorre por um processo dindmico denominado
epileptogénese. Esse fendmeno pode ser definido como o periodo entre o insulto e o
aparecimento das primeiras crises espontaneas e abrange todos os tipos de injarias
(crises febris prolongadas, AVE, infeccdes) ao encéfalo capazes de gerar eventos que

transformam a rede neuronal normal em um circuito cronicamente hiperexcitavel, que



eventualmente comeca a apresentar crises epilépticas espontaneas (Acharya et al.,
2008).

Além disso, a ELT é frequentemente associada a esclerose hipocampal (EH),
caracterizada por uma grande perda das células piramidais das camadas da formacéo
hipocampal, associada a um severo quadro de astrogliose, fendmeno marcado pelo
aumento anormal do nimero de astrécitos (Thom et al., 2009). As células gliais passam
a se proliferar apos a morte de neurdnios proximos a regido cerebral que sofreu trauma,
infeccdo, isquemia, ou como consequéncia de alteracbes morfoldgicas e bioquimicas
ocasionadas por algumas doencas neurodegenerativas e respostas autoimunes
(hiperexcitabilidade e inflamacdo). Além disso, os corpos celulares dos astrdcitos
reativos sofrem uma intensa hipertrofia e a sintese de proteinas gliais fibrilares acidas
(Glial fibrillary acidic protein — GFAP) ocorre muito rapidamente em filamentos
intermediérios do citoesqueleto dessas células (Wetherington et al., 2008; Sofroniew,
2009).

Um sistema de classificacdo dos tipos de EH foi recentemente proposto pela
ILAE apdés uma andlise histopatologica criteriosa de tecido nervoso removido
cirurgicamente de alguns pacientes com ELT (Blimcke et al., 2013). O tipo mais
comum de EH é o Tipo 1, presente em aproximadamente 60-80% dos casos reportados
de ELT-EH e € caracterizado por uma grande perda neuronal em CA1 (>80%), seguida
de dano em CA2 (30-50%), CA3 (30-90%), CA4 (40-90%) e no GD (50-60%) e
presenca de gliose. Além disso, ha sinais de reorganizagdo dos axonios excitatorios e
inibitorios. O tipo 2 é mais incomum e foi somente observado em 5-10% dos casos
cirurgicos e também compreende perda predominante de 80% das células piramidais de
CAl, seguida de CA2 (<20%), CA3 (<20%) e CA4 (<25%). A ultima classificacdo de

EH é a de tipo 3 e também é incomum, com predominancia de perda celular em CA4



(aproximadamente 50%) e no GD (35%) enquanto que as camadas CA3 (<30%), CA2
(<25%) e CA1l (<20%) sao moderadamente afetadas (Blimcke et al., 2013; Thom,
2014).

De forma geral, a EH elimina algumas células musgosas do GD, responsaveis
por fornecer retroalimentagdo excitatdria aos interneurénios GABAérgicos, removendo
funcionalmente a inibicdo adjacente no GD. Esse fenbmeno é denominado inibicao
dormente e também é responsavel por gerar a hiperexcitabilidade (Sloviter, 1991).

A ELT também € capaz de aumentar a neurogénese (Parent et al., 1997), no
entanto, esse fenbmeno parece contribuir negativamente, pois as novas células migram
de forma aberrante e as células imaturas sofrem alteracdes morfoldgicas. Além disso, a

densidade de espinhos dendriticos diminui (Kurz et al., 2008; Yuste, 2011).

1.3 O modelo animal de ELT induzido por pilocarpina

Grande parte do conhecimento que possuimos acerca da Epilepsia foi adquirida
a partir do uso de modelos animais. Apesar de ndo haver nenhum modelo capaz de
representar integralmente a Epilepsia, 0os modelos experimentais sdo uma rica
ferramenta de pesquisa, pois sdo capazes de reproduzir ou modelar caracteristicas da
doenca foco do estudo (Grone & Baraban, 2015). Nesse campo de pesquisa, 0s modelos
permitem investigar mecanismos envolvidos na patofisiologia da Epilepsia, avaliar e
desenvolver novos tratamentos antiepilépticos e estudar as consequéncias de condicdes
que podem ocorrer concomitantemente a Epilepsia, como por exemplo, consequéncias
cognitivas e/ou comorbidades (Mula, 2012; Simonato et al., 2012; Auvin & Dupuis,
2014).

Um dos modelos mais utilizados para simular a ELT é o induzido pelo
convulsivante pilocarpina, que foi primeiramente descrito em ratos, por Turski e

colaboradores (1983a,b) e, posteriormente, reproduzido por Cavalheiro em ratos (1995)
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e camundongos (1996). A administracdo intraperitoneal sistémica de pilocarpina foi
capaz de produzir uma sequéncia de automatismos faciais, seguida de crises motoras
limbicas nos roedores utilizados nesses estudos. A pilocarpina se liga a receptores
muscarinicos do tipo M1 e atua ativando essas vias colinérgicas cujos circuitos eferentes
ativam vias glutamatérgicas. A iniciacdo das crises epilépticas é induzida, portanto, por
agonistas colinérgicos, enquanto que agonistas glutamatérgicos sdo responsaveis pela
manutencdo das crises. Esse mecanismo pOde ser sugerido apds a demonstracdo de que
um pré-tratamento com antagonistas colinérgicos é capaz de bloquear as crises
epilépticas, enquanto que se o tratamento ocorrer ap6s a manutencdo do SE, ndo ha
reversdo das crises (Turski et al., 1984).

As vantagens do uso da pilocarpina sdo as semelhangas com achados
histopatoldgicos e comportamentais de pacientes com ELT que podem ser obtidos em
poucas semanas pdés-administracao, enquanto no paciente, tais alteragdes demoram anos
para se estabelecerem (Curia et al., 2008; Kuruba et al., 2009). Além disso, a utilizacdo
de camundongos necessita 0 uso de menores volumes de substancias nos testes, o que
implica em menores custos econdmicos e maior rendimento para as pesquisas
(Mazzuferi et al.,, 2012). Apesar de algumas linhagens de camundongos serem
resistentes aos efeitos excitotoxicos e epileptogénicos induzidos pelo cainato
(Schauwecker & Steward, 1997), isso ndo ocorre no modelo de indugéo por pilocarpina
(Shibley & Smith, 2002; Schauwecker, 2012), outro importante fator que favorece o uso
desse modelo.

A pilocarpina € um alcaloide extraido das folhas da planta Pilocarpus jaborandi
e a0 ser administrada sistemicamente em altas doses em camundongos (~300 mg.kg™),
produz diversas alteracbes comportamentais com manifestacbes de crises motoras

limbicas, mioclonia dos membros anteriores e automatismos faciais 15-30 minutos
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posteriores a administragdo (insulto), que persiste por horas e caracteriza o quadro de
status epilepticus (SE), no qual o animal ndo é capaz de recuperar-se espontaneamente
desse estado (Turski et al., 1984; Cavalheiro et al., 1996). O status epilepticus em
humanos é definido como o periodo de ocorréncia de uma crise ou um conjunto de
crises, durante pelo menos 30 minutos, no qual o individuo permanece em uma
condigdo de perda total de consciéncia e ndo é capaz de recuperar-se desse estado
espontaneamente (Scott, 2014). Em sujeitos experimentais, as falhas respiratérias
apresentadas nesse periodo sdo a principal causa da alta mortalidade, caracterizando a
fase aguda do modelo (Buckmaster & Haney, 2012).

Os camundongos que sobrevivem ao quadro agudo passam por um periodo
latente, com uma normalizagdo progressiva do perfil eletroencefalogréfico e
comportamental. Durante esse periodo ndo ha sinais clinicos de atividade epiléptica, no
entanto, presume-se que alteragdes nas estruturas e funcdes neuronais e gliais das
células estejam ocorrendo, caracterizando a epileptogénese. Brotamentos axonais,
mudancas estruturais nos receptores pré- e pds-sinapticos e nos canais idnicos
voltagem-dependentes, alteracbes em mecanismo de homeostase e degeneragédo
neuronal sdo alguns fendbmenos associados a transformacéo do cérebro normal em um
cérebro capaz de gerar crises recorrentes espontaneas (CRE; Pitkdnen & Lukasiuk,
2009).

As primeiras CRE comecam a aparecer por volta de 15 dias ap6s o SE e
perduram por toda a vida do animal e é esse fendmeno que se assemelha a ocorréncia de
inimeras crises por dia e por varios dias consecutivos que 0s pacientes apresentam,
caracterizando uma condicéao crénica (Cavalheiro, 1995; Haut, 2006; Curia et al. 2008).
As crises apresentadas no periodo crénico do modelo, apés a inducdo sistémica de

pilocarpina, reproduzem dois padrbes eletroencefalograficos de geracdo de crises
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observados em pacientes com ELT. O primeiro tipo é o padrdo de inicio rapido de baixa
voltagem (LVF — low-voltage fast onset pattern), caracterizado por uma espicula de
ponta Unica seguida por atividade de alta frequéncia, maior que 25 Hz. O segundo tipo
consiste do inicio de crises com espiculas de periodicidade variadas que ocorrem em
uma frequéncia de aproximadamente 2 Hz e é chamado de padrdo de inicio
hipersincronizado (HYP — hypersyncronous onset pattern) (Velasco et al., 2000).
Enguanto a maioria dos pacientes apresenta padrdes estereotipados de inicio de crises,
podendo ser o tipo LVF ou 0 HYP (Velasco et al., 2000), os sujeitos experimentais séo
capazes de reproduzir ambos os tipos (Lévesque et al., 2012), o que permitiu inferir
hipoteses que justifiquem a geracdo das crises durante o periodo crbénico por
mecanismos distintos e sua localizacdo mais prevalente em regides especificas do Lobo
Temporal (Bragin et al., 2011).

Em relacdo as mudancas histopatoldgicas observadas apds a administracdo
sisttmica de pilocarpina, esse modelo experimental € capaz de reproduzir a perda
neuronal nas CAs e o brotamento de fibras musgosas no GD que também sdo
observados em pacientes de ELT (Sharma et al., 2007). O dano celular inicialmente
produzido apés o insulto avanca rapidamente das células granulares do GD e do hilus
para CA3 e CA1, causando uma degeneracdo massiva (Covolan & Mello, 2000). Além
disso, a geracdo das crises recorrentes tem sido associada ao brotamento das fibras
musgosas no GD (Mello et al., 1993; Cho et al., 2015). Um resumo dos processos
envolvidos na geracdo da ELT em humanos e sujeitos experimentais esta representado

na figura 3.
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Figura 3. Causas e principais processos celulares envolvidos na epileptogénese da ELT.
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O primeiro estudo que demonstrou a capacidade de alguns farmacos
antiepilépticos convencionais em reduzir a frequéncia de crises espontaneas originadas
em ratos foi realizado por Leite & Cavalheiro em 1995. Estudos posteriores tentaram
mostrar a eficicia de alguns outros farmacos no tratamento de sujeitos experimentais
submetidos a modelos de ELT. No entanto, a dificuldade enfrentada pelos pacientes
resistentes ao tratamento também é reproduzida no modelo experimental, pois sempre
existem animais que apresentam crises farmacoresistentes. Além disso, alguns farmacos
possuem propriedades anti-ictogénicas (contra as crises epilépticas), mas se o
tratamento for interrompido, as crises podem voltar a ocorrer (Glien et al., 2002;
Grabenstatter et al., 2005; Chakir et al., 2006; Grabenstatter et al., 2007; Ali et al., 2012;

Doeser et al., 2015).

1.4 Tratamento da ELT

Como descrito anteriormente, a ELT é altamente refrataria, sendo considerada,
segundo a ILAE, como Epilepsia Farmaco-Resistente. A ILAE preconiza que Epilepsias
Farmaco-Resistentes sdo aquelas em que o esquema de tratamento com dois farmacos
antiepilépticos, bem tolerados e apropriadamente escolhidos, apresenta falhas (Téllez-
Zenteno et al., 2014). Devido a isso, a lobectomia temporal é um tratamento mais
indicado em candidatos selecionados, pois pode aumentar em 60 a 80% as chances do
paciente de se tornar livre de crises. Mesmo assim, existem pacientes que apresentam

epilepsias resistentes a cirurgia de remocéo do lobo temporal (Cendes et al., 2014).

Na prética clinica, por outro lado, o tratamento farmacoldgico da ELT se inicia
com carbamazepina, fenitoina ou oxcarbazepina em monoterapia, preferencialmente.
No caso de insucesso no controle das crises ou impossibilidade de uso desses farmacos

a segunda opcdo de tratamento indica o uso de lamotrigina, topiramato, acido valproico
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ou derivados benzodiazepinicos, como o clobazam. No entanto, além da refratariedade,
os efeitos adversos e os altos custos da terapia impdem sérias restricdes ao uso desses

farmacos (Schmidt & Schachter, 2014; Vadja & Eadie, 2014).

Nesse sentido, o desenvolvimento de farmacos antiepilépticos que sejam capazes
de diminuir a excitacdo e aumentar a inibicdo neuronal, por variados mecanismos
farmacoldgicos, incluindo a potenciacdo da atividade GABAérgica, a modulacdo de
canais idnicos, a inibicdo de processos glutamatérgicos e a modificacdo da liberagdo de
neurotransmissores, ainda sdo estratégias altamente almejadas (Remy & Beck, 2006;
Radzik et al., 2015). Alguns farmacos, como o brivaracetam (BRV), o acetato de
eslicarbazepina (ESL), a lacosamida (LCM), o perampanel (PER) e a retigabina (RTG),
apresentaram uma eficacia comprovada em modelos animais e, recentemente, vem
sendo testados para o controle de diversos tipos de Epilepsias, mostrando-se como

potenciais candidatos a tratarem principalmente a ELT.

A seguir, é apresentada uma tabela que indica os principais modelos em que cada
um desses farmacos foram testados e produziram efeitos terapéuticos de reducdo da
duracdo e da severidade das crises induzidas. Alguns efeitos adversos tém sido
observados em humanos e também estdo indicados, assim como 0 mecanismo de agédo

sugerido para cada um deles (para revisdo, ver Palleria et al., 2015).
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Tabela 2. Principais farmacos promissores para o tratamento de pacientes com ELT, modelo animal em que foram testados, seus efeitos adversos e mecanismo de agéo.

Farmaco Modelo animal

Efeitos adversos

Mecanismo de agdo

Referéncias

BRV Abrasamento hipocampal e do Agressividade, ansiedade, Ligante de alta afinidade de Kenda et al., 2004;
complexo amigdaloide amnésia, insonia, depressdo  SV2A e inibidor de canais de Dupuis et al., 2015
sodio voltagem-dependentes
ESL Abrasamento hipocampal Ataxia, nauseas, disfuncéo Interage com o sitio 2 do Almeida & Soares-da-
sexual, desordens do sono estado inativo do canal de Silva, 2007; Potschka et
sodio voltagem-dependente al., 2014
LCM Abrasamento hipocampal e do Ataxia, depressdo, distirbios ~ Aumenta a inativacao lenta Errington et al., 2006;
complexo amigdaloide gastrointestinais, alucinacGes, do canal de sodio voltagem- Brandt et al., 2006
sedacéo, perda de peso dependente
PER

Abrasamento do complexo amigdaloide,
Litio-pilocarpina (SE agudo) e Cainato

hipocampal (crises espontaneas pos-SE)

Diarreia, irritabilidade, Antagonista ndo-competitivo Hanada et al., 2011,
nauseas, rinite, sonoléncia do receptor de AMPA Hanada et al., 2014

RTG Abrasamento hipocampal e do Prejuizos na memoria, Agonista do canal de Backburn-Munro et al.,
complexo amigdaloide tremores, desordens renais e potéssio voltagem- 2005; Tober et al., 1996;
urinarias, visao turva. dependente Mazarati et al., 2008
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1.5 O peptideo Neuropolybina

Desde 2008, pesquisadores do Laboratério de Neurofarmacologia da
Universidade de Brasilia (UnB) tém investigado a acdo de moléculas isoladas a partir da
peconha de vespas sociais no SNC de roedores. Tais pesquisas levaram ao isolamento
de alguns compostos promissores, como € o caso do peptideo em estudo.

Couto e colaboradores (2012a,b) o isolaram e caracterizaram a partir de técnicas
de ultrafiltracdo, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e espectrometria de
massas. Ap6s o indicio de um perfil antiepiléptico nos compostos de baixa massa
molecular (< 3000 Da) extraidos da peconha da vespa social Polybia paulista, testados
no modelo agudo de inducédo de crises epilépticas por Pentilenotetrazol (PTZ) em ratos
Wistar, foi possivel obter a fracdo cromatografica que continha a molécula responsavel
por tal efeito, a fracdo 7. Sendo assim, a molécula inédita descoberta recebeu 0 nome de
Ppnp7, ou seja, Neuropeptideo 7 da Polybia paulista (Couto et al., 2012b).

Ainda nesse trabalho, o peptideo foi testado no mesmo modelo e em trés
diferentes concentragfes (4,5; 3 e 1,5 pg/animal) apds administracéo direta no SNC (via
intracerebroventricular — i.c.v.) e apresentou notavel protecdo contra as crises induzidas,
em um efeito dose-dependente. Possiveis alteracbes motoras e comportamentais
induzidas pela administracdo do composto também foram avaliadas e os resultados ndo
mostraram o aparecimento de efeitos adversos nos testes de avaliacdo da exploracao
geral espontanea (campo aberto) e de coordenagdo motora (rotarod), sugerindo que esse
peptideo pode ser uma ferramenta farmacoldgica interessante.

Posteriormente, Silva e colaboradores (2014) prosseguiram as pesquisas com 0
peptideo sintetizado com base na sequéncia de aminoacidos do Ppnp7 (Pyr-GIn-Trp-
GIn-Pro-GlIn-Leu-His-Arg-OH), que passou a ser denominado Neuropolybina. Nesse

trabalho, foi realizado o monitoramento das crises epilépticas em ratos Wistar por
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video-eletroencefalografia e foi demonstrado que a laténcia para o estabelecimento das
crises EEG coincidiu com a laténcia das crises comportamentais induzidas por PTZ. O
peptideo também foi capaz de reduzir a severidade das crises e protegeu 80% dos ratos
contra as crises induzidas apds a administragdo do peptideo.

Além disso, foram realizados os primeiros testes do peptideo em camundongos
Swiss e ele também se mostrou eficaz em protegé-los contra crises induzidas por PTZ e
ndo induziu alteragcdes na atividade geral espontédnea dos camundongos nas doses de
protecdo testadas e também ndo foi hemolitico em eritrdcitos de camundongos. Tais
resultados guiaram os testes neuroquimicos com o peptideo, pois sugeriu-se ter uma
acdo modulatoria na neurotransmissdo GABAérgica, uma vez que havia sido capaz de
controlar crises induzidas por um antagonista de GABAa. No entanto, a Neuropolybina
nas concentracdes testadas ndo apresentou atividade sobre a captacdo de [*H]-L-
Glutamato e sobre a ligacdo a receptores de [*H]-GABA e [*H]-L-Glutamato, em
sinaptossomas corticais de ratos, o que permite inferir que outros mecanismos de agédo
podem ser sugeridos para o peptideo em questao.

Todos os dados adquiridos até 0 momento sobre a potencialidade farmacoldgica
do peptideo Neuropolybina reforcam o interesse depositado no estudo desse imenso
arsenal de compostos neuroativos selecionados pelos processos evolutivos que
conduziram a adaptacdo dessas espécies de artropodes peconhentos. Neste sentido, essas
novas moléculas isoladas podem contribuir enormemente para as neurociéncias, seja na
elucidagéo de aspectos envolvidos no funcionamento de estruturas neuronais ou em seu
papel no estudo da fisiopatologia de algumas desordens neuroldgicas, como a Epilepsia.
Além disso, também podem ser Gteis no desenvolvimento de farmacos mais potentes e
com menos efeitos adversos, capazes de tratar as crises epilépticas apresentadas pelos

pacientes (Mortari et al., 2007; Monge-Fuentes et al., 2015; Silva et al., 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Diante do grande potencial dos compostos obtidos das peconhas de vespas sociais
na descoberta de moléculas com atividade no Sistema Nervoso Central de mamiferos,
bem como da grande necessidade de buscar novas alternativas farmacoterapéuticas para
o tratamento da ELT, o objetivo do presente trabalho é aprofundar o conhecimento
acerca do efeito antiepiléptico do peptideo Neuropolybina em camundongos submetidos

ao modelo cronico de inducgéo de SE por pilocarpina.

2.2 Objetivos especificos

o Verificar o efeito antiepiléptico do peptideo Neuropolybina pelo
monitoramento por video-EEG e comportamental dos animais no periodo crénico,
utilizando o modelo de ELT induzido por pilocarpina em camundongos;

. Verificar se a administracdo do peptideo altera a densidade de neurdnios
do extrato de células piramidais de CAl e CA3 e da camada granular do GD contra
morte celular induzida apés 20 dias de SE induzido por pilocarpina, utilizando a
estimativa de densidade Optica de células coradas pela técnica de Nissl;

. Verificar se a administracdo do peptideo também é capaz de alterar o
namero de astrocitos imunorreagentes ao anticorpo anti-GFAP nas mesmas regifes ja
citadas, utilizando a andlise quantitativa de astrocitos submetidos as técnicas de

imunohistoquimica e imunofluorescéncia.

21



MATERIAL E METODOS

22



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese do peptideo

O peptideo Neuropolybina foi sintetizado pelas empresas AminoTech Pesquisa
& Desenvolvimento Ltda (Brasil) e FastBio Ltda (Brasil), utilizando a técnica de sintese
em fase solida - Fmoc. Esse processo foi realizado com base na sequéncia do composto
Ppnp7 isolado a partir da pegonha da vespa social neotropical Polybia paulista por
Couto e colaboradores (2012a).

Apdbs o recebimento do material, que conta com um relatério de qualidade
(Anexo A), foram realizadas andlises para inspecdo da massa monoisotopica e o0 grau de
pureza do peptideo por Espectrometria de Massas. Sua sequéncia de aminoacidos
também foi confirmada por sequenciamento De Novo. Para essas devidas identificacoes,
foi utilizado o método MALDI-TOF/TOF no espectro de massas Autoflex speed (Bruker
Daltonics, Alemanha) no modo positivo [M+H]". Uma aliquota do peptideo foi
ressuspendida em dgua deionizada e misturada a uma matriz pronta de acido a-cyano-4-
hidroxi-cindmico em acetonitrila/agua deionizada/3% de é&cido trifluoracético, 5/4/1,
viIviv e, posteriormente, essa mistura foi aplicada em triplicata em uma placa Bruker
MTP Massive 384. As aplicacbes secaram em temperatura ambiente e entdo foram
analisadas.

O espectro de massas estava equipado com laser SmartBeam e foram utilizados
em dois modos de operagéo, o refletido positivo, para a obtencdo de espectros de MS, e
0 LIFT, para a obtencdo de espectros de MS/MS. A faixa de deteccdo da razéo
massa/carga (m/z) foi de 600 a 3000. A calibragéo foi realizada com a mistura Peptide
Calibration Standard | (Bruker Daltonics, Alemanha). O software utilizado nessas

analises foi o FlexControl 3.0. Aliquotas do peptideo foram submetidas as analises
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citadas a cada seis meses a fim de monitorar e garantir a estabilidade do composto em
estudo.

A etapa de verificacdo do grau de pureza e sequenciamento do peptideo
Neuropolybina foi realizada no Laboratério de Neurofarmacologia (Departamento
de Ciéncias Fisioldgicas, UnB) pelo técnico quimico MSc. Adolfo Carlos Barros de

Souza.

3.2 Bioensaios

Para analisar a atividade antiepiléptica potencial do peptideo Neuropolybina no
modelo cronico de Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), foi utilizado o modelo de
inducdo por pilocarpina em camundongos (Mus musculus) Swiss machos, apds
aquisicdo das autorizacbes e licencas pertinentes. A manipulagdo dos animais
experimentais seguiu os principios éticos do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e a Lei Arouca (Lei 11.794/2008). O projeto foi
submetido & Comissdo de Etica no Uso Animal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(CEUA/IB) da Universidade de Brasilia — UnB e deferido (UnBDOC n° 139668/2014,
Anexo B). Além disso, a permissdo para utilizar componentes presentes na peconha de
animais da biodiversidade brasileira com a finalidade de pesquisa cientifica foi
aprovada pelo CNPq (Autorizacdo de Acesso e de Remessa de Componente do
Patriménio Genético, Processo n° 010476/2013-0, Anexo C).

3.2.1 Sujeitos experimentais

Os camundongos pesando de 18 a 22 g (inicio dos experimentos) e com 5 a 6
semanas de idade foram adquiridos do Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UnB, acondicionados em caixas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm — comprimento X
largura x altura), dez camundongos/caixa, mantidos em biotério com ciclo claro/escuro

de 12/12 horas, temperatura (25°C) e umidade (55%) controladas. Durante todo o
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periodo experimental, foram oferecidas agua e alimentagcdo (racdo especifica para
camundongos — Labina) ad libitum. Os sujeitos experimentais foram identificados

individualmente por marcagdes na cauda e no dorso com caneta permanente.

3.2.2 Modelo crdonico de ELT por pilocarpina

O modelo crénico de ELT utilizado neste estudo foi dividido em trés periodos. O
primeiro deles, chamado de periodo agudo, é caracterizado pela administracéo sistémica
de um antagonista colinérgico 20 minutos antes da administracdo sistémica do agonista
colinérgico pilocarpina (pilo). Em alguns minutos, 0s sujeitos experimentais passam a
apresentar sinais de estimulacdo colinérgica e respostas comportamentais estereotipadas
que progridem para o quadro de Status Epilepticus (SE). A partir desse momento, eles
sdo mantidos em SE por 180 minutos até receberem a administracdo sistémica de um
barbiturico, para serem resgatados do quadro de crises ininterruptas do SE.

Os camundongos que sobrevivem ap6s o insulto realizado com pilo no periodo
agudo, passam para o periodo latente, que corresponde aos 15 dias subsequentes ao SE
em que ndo apresentam nenhuma crise epiléptica. O procedimento cirtrgico de
implantacdo da canula-guia e dos eletrodos para registro da atividade elétrica cerebral
foi realizado nesse periodo, no 10° dia apds o SE.

A partir do 15° dia, os camundongos passam a apresentar crises recorrentes e
espontaneas (CRE), caracterizando o terceiro periodo do modelo utilizado neste
trabalho, o periodo crénico. Nos cinco primeiros dias desse periodo foi realizado o
tratamento subcronico das CRE com o veiculo, o peptideo ou com o benzodiazepinico
Diazepam (DZP). Além disso, também foi realizado o monitoramento da atividade

epileptiforme por video-eletroencefalografia nesse periodo. Um resumo do modelo esta
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ilustrado na figura 4 e a descricdo de cada procedimento realizado durante os periodos

brevemente explicados neste tdpico estdo detalhados a seguir.

Dia 1 Dia 10 Dia 15 Dia 20
Butilbrometo de Escopolamina Procedimento estereotaxico para Tratamento subcrénico diario
15— 20 min Insulto implante da cénula—gui.a 1o VL € monitoramento por video
e/ou eletrodos corticais ou video-EEG

Cloridrato de Pilocarpina

Periodo Y
ll&')min apéso SE | agudo

Tiopental sédico

Periodo crénico
Sulfato de Atropina

Figura 4. Fluxograma ilustrando as etapas realizadas em cada periodo do modelo crbnico de ELT

induzido nos sujeitos experimentais.

a. Inducdo de Status Epilepticus

Para que os camundongos entrassem em SE, foi realizada a inducdo quimica
com o agonista colinérgico. Primeiramente, 0s sujeitos experimentais receberam uma
injecdo intraperitoneal (i.p.) do antagonista colinérgico butilorometo de escopolamina (4
mg.kg™; Boehringer Ingelheim, Brasil) que ndo atravessa a barreira hematoencefalica,
afim de prevenir os efeitos periféricos da pilo e reduzir a mortalidade e morbidez dos
animais. O insulto foi realizado de 15 a 20 minutos ap0s essa administracdo, quando
receberam uma injecéo por via i.p. de cloridrato de pilocarpina (210 mg.kg™; Sigma-
Aldrich®, EUA), solubilizado em solucdo fisiolégica 150 mM e a seguir, 0s
camundongos permaneceram em observacdo, tendo seus comportamentos monitorados.
A dose de pilo foi estabelecida em ensaios prévios que revelaram a dose ideal para

induzir crises epilépticas ininterruptas com alta taxa de sobrevivéncia.
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O SE foi interrompido 180 minutos ap6s sua manutencgdo, pela injecdo por via
i.p. de tiopental sédico (50 mg.kg™; Cristalia, Brasil), solubilizado em solugo
fisiologica 150 mM e imediata administracdo de sulfato de atropina (0,1 mg/animal, i.p.;
Hypofarma, Brasil). Mesmo ap6s a interrupcdo do SE, alguns sujeitos experimentais
continuaram a receber 20% da dose de tiopental administrada inicialmente, sempre que
necessario, até cessarem totalmente as crises epilépticas.

A avaliacdo comportamental para estabelecer o inicio do SE foi baseada na
classificacdo de crises limbicas de Racine (1972) modificada por Shibley & Smith
(2002) (Tabela 2). Essa classificacdo também foi modificada para se adequar aos
comportamentos observados nos sujeitos submetidos ao protocolo experimental neste
trabalho. O critério de definicdo correspondeu ao momento em que o camundongo

comecou a apresentar crises limbicas de classe > 3, sem se recuperar espontaneamente.

Tabela 2. Classificacdo das crises limbicas induzidas por pilocarpina baseada no indice de Racine (1972),
modificado por Shibley e Smith (2002).

Classe Comportamento do camundongo

le?2 Enrijecimento da cauda e tremores generalizados, de duragdo de 1 a 5
segundos
3 Crises tonico-clénicas pouco intensas marcadas por mioclonias unilaterais

dos membros anteriores e os demais comportamentos das classes 1 e 2

4 Crises mioclénicas bilaterais dos membros anteriores com elevagdes e

manifestacdes da classe 3

5 Crises miocldnicas bilaterais dos membros anteriores e posteriores com

perda transitoria do controle postural (Crise generalizada)
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Os camundongos foram monitorados durante as 24 horas seguintes a indugdo do
SE, mantidos hidratados com 100 uL de soro glicosado 5% e foram alimentados com
uma sonda a fim de garantir a sobrevivéncia dos mais debilitados. Permaneceram no
biotério nas condicdes citadas anteriormente, em suas caixas de origem, durante os dez

dias subsequentes ao SE, fase correspondente ao periodo latente do modelo.

b. Procedimento cirdrgico de implantacdo da canula-guia para a

administracdo do peptideo

As doses do peptideo, foco desse estudo, foram administradas por via
intracerebroventricular (i.c.v.), uma vez que Silva (2014) demonstrou que a
Neuropolybina ndo é capaz de produzir efeitos terapéuticos quando sua administracao é
sistémica. Em vista disso, foi realizado um procedimento para a implantacdo de uma
canula-guia no ventriculo lateral cerebral direito (VL) dez dias apds o estabelecimento
do SE, durante o periodo latente do modelo, para a administracdo do peptideo
diretamente no SNC dos camundongos durante a fase crénica.

Os sujeitos experimentais foram anestesiados via i.p. com solucéo de cloridrato
de quetamina (75 mg.kg™; Ceva, Brasil) e cloridrato de xilazina (15 mg.kg™; Ceva,
Brasil) diluidas em solucdo fisiologica 150 mM. Sob o efeito da anestesia, foram
fixados em um estereotaxico (Insight Equipamentos®, Brasil) por meio das barras
auriculares e ap6s a devida assepsia com iodopolividona 10% (Vic Pharma®, Brasil), foi
realizada a tricotomia da cabeca e a injecdo local s.c. de cloridrato de lidocaina com
hemitartarato de norepinefrina (30 mg.mI™ com 0,04 mg.ml™; Dentsply Pharmaceutical,
Brasil). Em seguida, o créanio foi exposto para a realizacdo das medicOes estereotaxicas
para o posicionamento da canula no VL, tendo como base o ponto do bregma
(Anteroposterior: — 0,2 mm; Mesolateral: — 1,0 mm; Dorsoventral: — 2,3 mm), de acordo

com o Atlas Estereotaxico de Paxinos & Franklin (2001). Foi realizada outra perfuragédo
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oposta a da canula, no lado esquerdo a sutura sagital para a fixagdo de um parafuso que
auxilia na aderéncia do acrilico, aumentando a durabilidade do implante e garantindo

um equilibrio com a canula implantada (Figura 5).

Figura 5. Implantacdo da canula-guia no ventriculo lateral de um camundongo. (A) Exposi¢do do cranio

e marcacdo do bregma (seta preta). (B) Implantagéo da canula e do parafuso e cobertura da regido exposta

com resina acrilica.

A canula e os parafusos foram fixados com resina acrilica (Dentbras®, Brasil)
polimerizada com liquido acrilico (Dentbras®, Brasil) e a canula foi selada com um fio
de aco inoxidavel para evitar obstrucdo. A canula de administracdo foi produzida a
partir de um fragmento de 10 mm de uma agulha hipodérmica BD 0,70 x 25 22G
(Figura 6). Por fim, foi administrada uma pomada tépica de sulfato de neomicina e
bacitracina (5 mg.g™ e 250 Ul.g™"; Medley, Brasil) ao redor do capacete de resina, que
auxilia a cicatrizacdo e impede infeccGes locais. Cinco dias apds esse procedimento, 0s

camundongos foram submetidos aos tratamentos subcronicos.
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Figura 6. (A) Canula-guia de administragdo dos compostos diretamente no ventriculo lateral direito. (B)
Parafuso de aco inoxidavel para garantir a durabilidade do capacete de resina acrilica. (C) Fio de aco

inoxidavel colocado no interior da canula para obstrui-la até 0 momento de administracdo dos compostos.

C. Grupos experimentais

Os animais submetidos aos protocolos experimentais foram divididos em quatro
grupos independentes:

. Grupo Sadio (n=8): animais tratados com agua deionizada (veiculo) por
via i.c.v. no VL. Tendo em vista que o presente trabalho contribui com dados que
possam ser usados em comparacdo aos resultados ja obtidos por trabalhos anteriores,
optamos por utilizar o mesmo veiculo que utilizados por esses trabalhos. Esse grupo nao
apresenta CRE, correspondendo ao grupo controle sadio.

. Grupo Doente (n=8): animais que desenvolveram o SE e foram tratados
com agua deionizada por via i.c.v. Esse grupo representa 0s animais que apresentam as

CRE, ou seja, grupo controle negativo/epiléptico.
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o Grupo Neuropolybina (n=14): animais que desenvolveram o SE e foram
tratados com duas concentragdes independentes do peptideo Neuropolybina (2,5 e 0,5
nmol), administradas por via i.c.v. em 1 uL e solubilizados em &gua deionizada.

. Grupo Diazepam (DZP) (n=8): animais que desenvolveram o SE e foram

tratados com diazepam (Compaz®; 4 mg/kg, i.p; Cristalia, Brasil). Esse grupo representa

0 controle positivo.

d. Tratamento subcrénico

O tratamento dos sujeitos experimentais iniciou-se 15 dias ap0s o insulto inicial,
ou seja, o estabelecimento do SE e diariamente durante os cinco primeiros dias do
periodo crénico do modelo. O peptideo ou veiculo foram administrados por via i.c.v.
nos grupos experimentais independentes a uma taxa de infusdo de 1 pL/min, com
auxilio de uma bomba de infusdo (BI-2008, AVS Projetos, Brasil) acoplada a uma
microseringa (Gastight 10 puL, Modelo 1701 N SYR, Hamilton®, EUA). Ao término da
infusdo, aguardou-se 1 minuto antes de retirar a agulha de microinjecdo para garantir a
difusdo total do volume administrado no VL (Figura 7). O farmaco DZP foi

administrado por via i.p. nos animais do grupo controle positivo.
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Figura 7. Camundongo recebendo o tratamento com o peptideo Neuropolybina por via i.c.v. com o

auxilio de uma microseringa acoplada a uma bomba de infus&o.

e. Monitoramento das crises recorrentes espontaneas

O monitoramento das CRE dos sujeitos experimentais iniciou-se ap6s o
tratamento com o peptideo, sempre as 8h, no biotério. Uma camera gravadora de video
digital (Sony DCR-SR47, Brasil) foi instalada acima da caixa dos camundongos, a uma
distancia de aproximadamente 50 cm, para registrar seus comportamentos durante 10h,
gravando das 8:00 as 18:00 horas, diariamente. Sabe-se que o limiar de crises
epilépticas em roedores é reduzido durante a fase de sono sendo, portanto, mais
provaveis de ocorrer nesse periodo, ou seja, no periodo claro do dia (Arida et al., 1999;
Buckmaster & Haney, 2012). Os primeiros trinta minutos de filmagem foram
descartados da analise, pois 0s camundongos estavam bastante ativos apds 0 manuseio

pelo experimentador e as horas seguintes foram monitoradas e os comportamentos de
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crise analisados (seguindo a escala de Racine, 1972, modificada por Shibley & Smith,
2002), durante os cinco dias de tratamento subcronico.

A quantificacdo total das CRE em cada grupo experimental foi realizada, sendo
contabilizado o tempo total em que os sujeitos experimentais estiveram em crise (em
segundos), 0 numero de crises apresentadas e a categorizacao segundo a tabela 2 (classe
1 a 5) da crise maxima apresentada durante o periodo de monitoramento. Além disso, a
quantificacdo também foi dividida temporalmente ao longo dos cinco dias de tratamento
para julgar de forma mais precisa o efeito antiepiléptico do peptideo Neuropolybina no
periodo crénico do modelo. Para detectar um possivel efeito da eliminacdo do peptideo
pelo organismo antes do fim do periodo de filmagem, a anélise temporal também foi
dividida em duas fases: pds, que correspondem as cinco primeiras horas de
monitoramento apds a administracdo do veiculo ou tratamento e tardia, periodo
correspondente das cinco as dez horas posteriores a administracdo do veiculo ou
tratamento nos animais.

3.2.3 Avaliacao dos padrdes epileptiformes por Video-EEG

a. Procedimento cirdrgico para a implantacao dos eletrodos

Com o objetivo de realizar registros amostrais da atividade epileptiforme, foi
realizado um procedimento de implantacdo de eletrodos em duas montagens: referencial
e bipolar. Os camundongos foram submetidos ao mesmo procedimento inicial de
implantacdo da canula, seguido da implantagdo dos eletrodos. Pares de trés eletrodos
foram implantados nos cértices cerebrais e um par com dois eletrodos foi implantado

profundamente ao tecido encefalico (Figura 8).
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Figura 8. Etapas da implantagdo da canula-guia e dos eletrodos para registro EEGs. (A) Superficie dorsal

com os locais para as perfuraces de cada eletrodo e a canula marcados em preto. (B) Eletrodos e canula

implantados. (C) Conector acoplado aos eletrodos e selado com resina acrilica.

Os eletrodos corticais sdo formados por parafusos estéreis com fios condutores
de 5 cm de comprimento (8403, Pinnacle Technologies, EUA) (Figura 9) e os eletrodos
intrahipocampais sdo constituidos por fios de prata revestidos com material isolante
(AGW1510, WPI — World Precision Instruments, EUA). Todos os fios dos parafusos e
dos eletrodos intrahipocampais, ao fim do procedimento cirdrgico, foram acoplados aos
oito pinos de um conector (8415-SM, Pinnacle Technologies, EUA) fixado acima do

cranio do camundongo com resina acrilica.
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Figura 9. (A) Eletrodo. (B) Conector de oito pinos em 90°. (C) Conector com fios de prata soldados aos
pinos para garantir melhor contato com os eletrodos. Esses componentes foram adquiridos da Pinnacle

Technologies e utilizados na aquisicao dos registros eletroencefalogréficos.

As coordenadas de inser¢do dos eletrodos receberam o0s nomes de pontos
frontais, pontos parietais e pontos occipitais, para fazerem referéncia aos pontos da
montagem do Sistema Internacional 10-20 de eletroencefalografia em humanos. Os
pontos frontais correspondem aos dois eletrodos posicionados no cértex motor primario,
sendo um deles no hemisfério esquerdo, chamado de eletrodo referéncia (Shared/EEG
Common) e o outro, no hemisfério direito, chamado de eletrodo terra (AGND), que é
responsavel por minimizar ruidos externos e de movimentagdo dos sujeitos
experimentais. Os pontos parietais sdo os dois eletrodos no cortex somatossensorial
primario e 0s pontos occipitais sdo os dois eletrodos no cértex visual primario, um em

cada hemisfério respectivamente. Os eletrodos intrahipocampais foram posicionados no
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extrato de células piramidais da camada CA1 da formacdo hipocampal nos hemisférios
direito e esquerdo, de acordo com as medidas de referéncia apresentadas na tabela 3. A
figura 10 indica os locais para o posicionamento de cada eletrodo e da canula-guia e um

esquema do padrdo de configuracdo do conector acoplado aos eletrodos de registro.

Tabela 3. Medidas de referéncia para o implante dos eletrodos corticais e intrahipocampais em

camundongos segundo o Atlas Estereotaxico de Paxinos & Franklin (2001).

Dorsoventral Mesolateral

Anteroposterior

Frontais +15mm

Parietais - +2mm -1 mm
Intrahipocampais -1,3 mm -+1,8 mm -2,2mm

Occipitais - +3 mm -3mm

= Referéncia (EEG Common)
J Pontos frontais
Terra (AGND)

=== Ponto intrahipocampal esquerdo (EEG 1)
Ponto intrahipocampal direito (EEG 2)
=== Pontos parietais (EEG 3A e 3B)
Pontos occipitais (EEG 4A ¢ 4B)
% Canula-guia

Figura 10. Representacdo esquematica do posicionamento dos eletrodos, da canula-guia e do conector
para o0s registros EEGs nos camundongos. (A) Superficie dorsal do cranio de um camundongo com o0s
locais de implante dos eletrodos e da canula indicados. (B) Padréo de configuragdo do conector acoplado
ao sistema de registros EEGs. (C) Indicacdo do local de implantacdo dos eletrodos intrahipocampais nas
CA1, modificada do Atlas Estereotaxico de Paxinos & Franklin (2001).

36



b. Registros eletroencefalograficos e comportamentais

Durante o periodo de tratamento (15-20 dias p6s SE), foi realizado um
monitoramento amostral de dois sujeitos experimentais de cada grupo (Sadio; Doente;
Tratado com Neuropolybina — 3,75 nmol e DZP) por um sistema de registros por video-
EEG (Pinnacle Technologies, EUA), que permite correlacionar o comportamento
exibido pelo camundongo ao perfil eletroencefalografico adquirido. O monitoramento
das CRE foi realizado nas primeiras duas horas ap6s a administracao do tratamento com
o veiculo, o peptideo Neuropolybina ou o farmaco DZP.

O registro de EEG foi coletado por meio de um conector associado a um cabo
blindado (8413-M, Pinnacle Technologies, EUA). O cabo é conectado a um comutador
elétrico (Swivel 8408, Pinnacle Technologies, EUA), que mantém o contato elétrico
mesmo quando o camundongo efetua giros de 360°, garantindo a liberdade de
movimento, sem restri¢cbes (Figura 11b). Os sinais sdo amplificados (100x) e filtrados
no conector com quatro canais (8406-SE4, Pinnacle Technologies, EUA) na cabeca do
camundongo, garantindo a entrega de dados livres de artefatos em uma taxa de
amostragem de 200-2000 Hz para cada canal. O sistema de condicionamento e
aquisicdo de dados 8401-HS amplifica secundariamente e filtra os dados antes de envia-
los para o software Sirenia® (Pinnacle Technologies, EUA). Além disso, foi
desenvolvida uma gaiola de Faraday (Figura 11a), que é colocada ao redor do sistema
de cabos onde o camundongo permanece acoplado, para que os ruidos eletromagnéticos
externos (principalmente, na frequéncia de 60 Hz) sejam bloqueados e nédo interfiram na
aquisicdo de dados. A figura 11 ilustra o sistema de aquisicdo e 0S Sseus componentes
durante o registro da atividade elétrica cerebral de um camundongo em um dos

experimentos realizados nesse trabalho.
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Figura 12. Sistema de registros eletroencefalograficos para camundongos. (A) Software Sirenia®
recebendo os dados referentes a atividade elétrica do animal, recebida por quatro canais de aquisicdo (seta
tracejada branca). O circulo verde evidencia a gaiola de Faraday que realiza a blindagem eletromagnética.
(B) Camundongo acoplado ao conector (seta vermelha) que amplifica e filtra os sinais. (C) Animal sendo
filmado com uma camera digital (tridngulo azul) e registrado pelo sistema de aquisicdo e

condicionamento de dados que filtra e amplifica os sinais secundariamente (estrela amarela).

No inicio do experimento, o conector da cabe¢a do camundongo foi acoplado ao
cabo com o cuidado para que as devidas conexdes fossem realizadas. O software
apresenta os dados dos quatro canais de aquisicdo. O registro de cada canal do
eletroencefalograma € realizado tomando-se a diferenca de potencial entre dois
eletrodos (derivacéo). Portanto, os canais 1 e 2 apresentam as derivac¢6es dos pinos EEG
1 e EEG 2, conectados ao eletrodo intrahipocampal esquerdo e direito da montagem
referencial e o pino EEG Common, conectado ao eletrodo de referéncia,
respectivamente. Com 0s canais 3 e 4, o0 registro é o resultado da derivacdo do lado

esquerdo e o direito de cada ponto da montagem bipolar (Tabela 4).
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O filtro de alta frequéncia utilizado para realcar ou eliminar atividades de
frequéncias mais altas sem afetar a atividade de frequéncia mais baixas foi de 1 Hz,
enquanto que o filtro de baixa frequéncia, usado para eliminar atividades de frequéncias
mais baixas sem afetar as de frequéncia mais altas, foi de 40.000 Hz.

Para a analise do padrdo epileptiforme ap6s os tratamentos, os primeiros 300
segundos de registro foram desconsiderados, pois 0s animais estavam agitados devido a
manipulagdo do experimentador. Foram contabilizadas as laténcias para
estabelecimento da primeira crise generalizada, quando os quatro canais de aquisi¢éo
registraram um padrdo ictal sincronizado de espiculas agudizadas e com ondas de
amplitude 10x maior que as ondas observadas na atividade basal. As laténcias para
estabelecimento da primeira crise focal, observada em um ou dois canais de registro,

também foram contabilizadas em um periodo amostral de 30 minutos para cada animal.

Tabela 4. Relagdo entre os eletrodos, 0s pinos conectores e os canais de registro do sistema de

eletroencefalografia em camundongos.

Ponto do eletrodo Pino do conector Canal
Intrahipocampal esquerdo EEG 1 1
Intrahipocampal direito EEG 2 2
Parietais esquerdo e direito EEG 3A e 3B 3
Occipitais esquerdo e direito EEG 4A e 4B 4

3.3 Analises histologicas

As analises relacionadas a citoarquitetura da formacdo hipocampal dos sujeitos
experimentais submetidos aos subtratamentos foram realizadas apds a eutanésia,
perfusdo transcardial e retirada do tecido encefalico. Os encéfalos passaram por etapas

de fixacdo e crioprotecdo antes de serem seccionados para a producdo de laminas
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histologicas que foram submetidas as técnicas de coloracdo de Nissl e de
imunohistoquimica/imunofluorescéncia (IHQ/IF).

A técnica de coloracdo de Nissl foi utilizada para evidenciar a presenga de
neurdnios nas regides de interesse, uma vez que 0 corante concentra-se especificamente
na substancia de Nissl, material granular presente no interior dos neurdnios. A técnica
de IHQ/IF foi utilizada para evidenciar a marcacdo fluorescente de GFAP, expressas
exclusivamente em astrocitos no SNC. Mais detalhes de cada etapa estdo descritos nos
subtdpicos a seguir.

3.3.1 Perfuséo transcardial

Os sujeitos experimentais foram submetidos a anestesia profunda com tiopental
sodico (60 mg.kg™, i.p.; Cristélia, Brasil) 24 horas ap6s o término dos ensaios, ou seja,
no 20° dia de experimento. Subsequentemente & anestesia, a caixa toréxica foi aberta e o
coracdo exposto para a realizacdo da perfusdo transcardial. O ventriculo esquerdo
cardiaco recebeu um influxo de solugdo tampéo fosfato de sddio (PBS; diluido em agua
destilada; apéndice A), seguido por solucdo fixadora de formaldeido a 4% (diluido em
PBS; Vetec, Brasil), drenados através de uma seccao do atrio direito. O volume de cada
solugdo infundida foi de 10 mL, em um periodo de 5 min.

3.3.2 Fixacéo

Apos o procedimento de perfusdo, os encéfalos dos sujeitos experimentais foram
extraidos da caixa craniana e refixados em formaldeido a 4% por um periodo de 48 h e
armazenados a 4°C. Subsequentemente, os encefalos foram armazenados em solugédo
desidratante de sacarose a 30% (diluida em PBS; Sigma-Aldrich®, EUA) a 4°C por 48 h,
a fim de prevenir perda da citoarquitetura do tecido encefalico (crioprotecéo).

3.3.3 Seccao do tecido cerebral
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Ap0s o periodo de incubacdo, os encéfalos foram seccionados horizontalmente
em 50 um de espessura cada fatia em solucéo de sacarose a 30%, com o auxilio de um
vibratomo (KD-400 Vibration Microtome, Zhejiang Jinhua Kedi Instrumental, China)

conforme a figura 12.

Figura 12. Vibratomo utilizado para a sec¢do dos encéfalos (seta preta) dos animais experimentais.

As regifes de interesse foram seccionadas segundo referéncias do Atlas
Estereotaxico de Paxinos & Franklin (2001): seccdes entre -0,02 e -0,34 mm (Figura 13)
no sentido &ntero-posterior a partir do bregma para o ventriculo lateral e sec¢des entre -
1,7 e -2,7 mm (Figura 14), para a formacdo hipocampal. Foram feitos cortes de
referéncia no lado direito de cada encéfalo para posterior identificacdo da lateralidade
da formacéo hipocampal durante as andlises. As sec¢des foram armazenadas em placas

de 24 pocos, em solucdo anti-congelante a 4° C até a montagem das l&minas.
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3.3.4 Montagem das laminas

Os cortes de tecido encefalico foram distendidos em laminas de vidro (Exacta,
Brasil) previamente gelatinizadas com solucdo de gelatina (Vetec, Brasil) e
cromosulfato de potassio (Carlo Erba Reagents, Franca) para serem submetidas a
coloracéo de Nissl e em laminas silanizadas StarFrost® (Knittel Glass, Alemanha) para
serem submetidas as técnicas de IHQ/IF. Para a coloracdo de Nissl, foi confeccionada
uma lamina com cinco sec¢Oes da formacgdo hipocampal e uma lamina com trés seccdes
do VL de cada animal e para a IHQ/IF foi produzida uma lamina com cinco seccles da

formag&o hipocampal de cada animal experimental.

FIGURE 33

Interaural 3.58 mm Bregma -0.22 mm
1 L L

1 |
5 4 3 2 1 0 1 2 3 4

Figura 13. Prancha que evidencia o ventriculo lateral de camundongos marcado em preto com a canula
posicionada no ventriculo lateral direito, modificada do Atlas Estereotaxico de Paxinos & Franklin
(2001).
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Figura 14. Seccéo coronal representativa da formagéo hipocampal de camundongos, modificado do Atlas
Estereotaxico de Paxinos & Franklin (2001). A regido azul correponde a camada de células piramidais de
CALl, a regido vermelha, de CA3 e a regido verde corresponde a camada de células granulares do giro

denteado.

3.3.5 Coloracédo de Nissl

Para a técnica de coloracdo de Nissl, o corante que oferece melhores resultados
ao evidenciar a substancia de Nissl é o violeta de cresila, 0 mesmo utilizado neste
trabalho. Ele se concentra na substancia de Nissl, estrutura muito abundante em células
neuronais, pois € composta por RNA ribossomal associado ao reticulo endoplasmatico
rugoso no corpo celular e dendritos dos neurbnios. Em neur6nios lesados e em
regeneracdo, a substancia de Nissl se rompe e se redistribui pela periferia do corpo
celular, processo chamado de cromatolise. Essa técnica foi utilizada para a visualizagéo

dos ventriculos laterais dos animais, para constatacdo do posicionamento da canula-guia
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de administracédo e para visualiza¢do dos nlcleos neuronais dos extratos piramidais das
regides CA1, CA3 e do hilus do giro denteado, tornando possivel a estimativa da
densidade de células neuronais.

As laminas com os cortes de tecido encefalico referentes a regido da formacéo
hipocampal e do ventriculo lateral foram secas em estufa a 58°C por 30 minutos para
serem submetidas a técnica histolégica de coloracdo de Nissl. As laminas foram
colocadas em um suporte de pléstico acetal e submersas na cuba com &gua destilada por
trés vezes, sendo depois recobertas com a solucdo do corante de Nissl (Acetato de cresil
violeta; Sigma-Aldrich®, Brasil; apéndice B) por 30 minutos. Na sequéncia, as laminas
foram lavadas cinco vezes em &gua destilada para a retirada do excesso de corante e
imersas em solucédo de alcool etilico (Vetec, Brasil) de 50 e 70% por cinco vezes cada.
Em seguida, foram imersas rapidamente em uma solucéo diferenciadora (1 mL de 4cido
acético em 100 mL de alcool etilico absoluto), sendo depois recobertas com solugdes de
etanol a 70, 96 e 100% (v/v, em &gua destilada) por 1 minuto cada. Subsequentemente,
os cortes foram imersos em solucdo de xilol (Dinamica®, Brasil) duas vezes sendo que
cada passo durou 1 minuto. Ao final, as laminas com os cortes foram recobertas com
laminula de vidro (Exacta, Brasil), sendo utilizado Entellan® (Merck KGaA®,
Alemanha) como meio de montagem.

3.3.6 Imunohistoquimica e imunofluorescéncia

Para a técnica de imunohistoquimica e imunofluorescéncia foi utilizado um
anticorpo que se liga a GFAP e um corante especifico para material genético (DNA e
RNA). Apbés o SE induzido por pilo, ocorre uma intensa astrogliose, ou seja, um
aumento no numero de astrdcitos devido a morte de neurdnios causada pela lesdo da
formacdo hipocampal. Essa técnica foi utilizada para visualizar essas células gliais,

tornando possivel sua estimativa nas regides da CA1, CA3 e hilus do giro denteado.
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As laminas com os cortes de tecido encefalico foram colocadas em um suporte
de pléastico acetal e submersas em cubas com PBS por dez minutos, por duas vezes. Para
a etapa de permeabilizacdo dos tecidos, as laminas foram submersas em solucdo PBST
0,8% (PBS + Triton® X-100, Sigma-Aldrich®, Brasil) por uma hora. O Triton® X-100 é
um detergente que rompe as membranas plasmaticas para possibilitar a ligacdo dos

anticorpos as proteinas especificas.

Em seguida, as laminas foram lavadas em PBS por cinco minutos, trés vezes e
submersas em solugdo de bloqueio de ligacbes ndo especificas (gelatina de peixe 0,5%
NutraWay®, Brasil + glicina 0,3 M, Dinamica®, Brasil, solubilizadas em PBS) por uma
hora. A adigdo de glicina nessa etapa tem o objetivo de diminuir a autofluorescéncia

adquirida pela incubacdo em formaldeido no periodo de fixacéo dos tecidos.

Na sequéncia, as laminas foram lavadas em PBS novamente por cinco minutos,
trés vezes e incubadas com o anticorpo anti-GFAP conjugado para astrécitos, 1:1000
(ab49874, Abcam®, EUA) diluido em protein block (leite desnatado 10% Molico®,
Nestlé, Brasil + BSA 1% Fresenius Hemocare, Brasil + glicina 0,3 M + PBS). O
anticorpo foi pipetado em cima de cada fatia (150 pL), mantida em agitacdo suave, no
escuro, a 22°C por uma hora. Ap6s a incubacao do anticorpo, as laminas foram lavadas

em PBS por cinco minutos, trés vezes.

Ao final, uma gota do corante DAPI (Fluoroshield Mounting Medium With
DAPI, ab104139, Abcam® EUA) foi colocada sobre cada fatia para a marcagdo do
material genético nos ndcleos das células e apds 5 minutos, as [aminas foram recobertas

com laminula de vidro.

Como controle da especificidade de ligacdo, sec¢bes foram submetidas ao

mesmo protocolo com a omissdo do anticorpo anti-GFAP.
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3.3.7 Producdo de imagens para analise

As andlises das sec¢des de tecido encefalico foram realizadas ap6s a produgéo
de imagens utilizando uma camera digital (DFC310 FX, Leica Microsytems, Alemanha)
conectada a um microscopio de epifluorescéncia (DM 2000, Leica Microsystems,
Alemanha) e a um computador (Figura 15). O software Leica Application Suite - LAS

(Leica Microsystems, Alemanha) foi utilizado na produgéo das imagens.

Figura 15. Microscépio de epifluorescéncia conectado a uma cadmera digital (seta vermelha). As imagens
foram produzidas com o auxilio do software LAS (Leica Microsystems, Alemanha).
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a. Analise do posicionamento da canula

Para considerar 0s sujeitos experimentais que estavam com a canula-guia
posicionada corretamente no VL e que receberam a administracdo dos compostos na
regido de interesse, foram produzidas imagens utilizando uma lente objetiva com

aumento de 4x.

b. Analise semiquantitativa do dano neural

Para a andlise semiquantitativa do dano neural, foram capturadas sete imagens
de regides delimitadas da camada de células piramidais das regies CA1, CA3 e células
granulares do GD para cada lado da formacdo hipocampal de cada camundongo
(aumento de 200x para as camadas CALl e CA3 e o para o GD foi utilizado o aumento

de 400x), segundo o esquema ilustrado na figura 16.

Figura 16. Representacdo esquematica das imagens obtidas para analise do dano neuronal, modificada do
Atlas Estereotaxico de Paxinos & Franklin (2001). O extrato piramidal de CAl esta delimitado pelos
quadrados azuis, CA3 pelos vermelhos e a camada de células granulares do hilus do giro denteado esta no

quadrado verde.
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A diferenca de densidade Optica foi medida com auxilio do software ImageJ

(National Institute of Health - NIH, EUA), e calculada a partir da formula a seguir:

255

10gyp ———
9101255 —v ey

Onde VC é o valor de cinza dado por:

Do _Dﬂfundo

Onde DOge, é a medida de densidade dptica de uma regido delimitada do extrato
celular calculada pelo software e DOsyngo € @ densidade de uma regido fora do extrato

celular (Sestito et al., 2011).

C. Analise quantitativa de astrogliose

Para a analise quantitativa de astrogliose, foram capturadas sete imagens de
regides delimitadas da camada de células piramidais das regides CAl, CA3 e células
granulares do GD para cada lado da formagéo hipocampal de cada animal (nos mesmos
aumentos para cada regido conforme citado anteriormente). Foram utilizados dois cubos
diferentes de fluorescéncia, o A para a visualizagdo da fluorescéncia azul do DAPI, que
excita em comprimentos de 360 nm e emite em comprimentos de 460 nm e o cubo
N2.1, para a visualizagdo da fluorescéncia vermelha do anti-GFAP conjugado ao
fluoréforo Cy3®, que excita em 552 nm e emite em 565 nm.

A contagem de astrdcitos corados foi realizada manualmente com auxilio do
software ImageJ (National Institute of Health - NIH, EUA).

Na figura 17 é apresentado um resumo de todas as etapas da metodologia

seguida para a realizacdo do presente trabalho.
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3.4 Analises estatisticas

Os resultados foram analisados com o auxilio do software GraphPad Prism®
6.0 para Mac (San Diego, EUA). Os dados foram submetidos a anélise de distribuicdo
normal (Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov e D’Agostino & Pearson). Para a
caracterizagdo da duracdo das CRE foi utilizado o teste estatistico ANOVA de uma via,
seguido do pods-teste Tukey para distribuicbes normais de variancias semelhantes,
considerando-se p<0,05. Para a analise do grau de severidade das CRE, do nimero de
CRE apresentadas pelos sujeitos experimentais e para a caracterizagdo da laténcia das
crises eletroencefalograficas focais e generalizadas foi utilizado o teste Kruskal-Wallis,
seguido do pds-teste Dunn.

Os valores obtidos a partir das medidas de densidade dptica e da contagem de
astrdcitos das laminas histoldgicas foram submetidos a ANOVA de uma via, seguido do

pos-teste Tukey para comparagao entre 0s grupos.
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Figura 17. Fluxograma ilustrando toda a metodologia empregada para a realizacdo desse trabalho.
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4 RESULTADOS

4.1 O peptideo Neuropolybina

O peptideo Neuropolybina (Figura 18), sintetizado com base na sequéncia do
composto Ppnp7 encontrado na peconha da vespa social Polybia paulista (Couto et al.,
2012a), so foi utilizado nos experimentos apos ter sua massa molecular, grau de pureza
e sequéncia de aminodcidos confirmados por espectrometria de massas MALDI-
TOF/TOF e sequenciamento De Novo. A cada seis meses, as analises mostraram que 0
grau de pureza, a massa molecular (1203,6 Da) e a sequéncia do peptideo (Pyr-GIn-Trp-

GIn-Pro-GlIn-Leu-His-Arg-OH) se mantiveram estaveis, conforme os espectros das

figuras 19 e 20.
Glutamina Glutamma Histidina
* Glutamina ,—JL‘
NH2 | " | NH \
o 2 — o
H
Q N\/\\\OH

0 O
N
1 | l_Y_J \_Y_J HN
Prolina Leucina /g
Piroglutamato Triptofano HoN NH

Arginina

Figura 18. Representacdo da estrutura linear do peptideo Neuropolybina, com cada um dos nove

aminodcidos que o constitui indicados em azul.
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Figura 19. Perfil do espectro de massas MALDI-TOF/TOF do peptideo Neuropolybina para confirmacdo da massa monoisotdpica [M+H]", mostrando o alto grau de pureza

do composto referente ao pico de m/z 1203,568 Da.
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Figura 20. Espectro do sequenciamento De Novo do peptideo Neuropolybina obtido por espectrometria de massas MALDI-TOF/TOF.

aminoacidos apds a fragmentacao, que constituem a séries b e y-ions.

Em vermelho, os residuos de
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4.2 NUmero de animais utilizados

Foram utilizados nesse estudo, 65 camundongos, dos quais 19 (29,2 %) desenvolveram o SE
e vieram a obito, 3 (4,6 %) desenvolveram o SE mas morreram durante a cirurgia de implantacéo
da cénula-guia, 3 (4,6 %) desenvolveram o SE, sobreviveram ap0s a cirurgia, mas perderam o
capacete no Ultimo dia de tratamento e foram descartados das analises, 2 (3,1 %) estavam com as
canulas-guia posicionadas incorretamente e também foram descartados das anélises e, por ultimo,
38 (58,5 %) desenvolveram o SE, sobreviveram e estavam com as canulas corretas (Figura 21),
sendo, portanto, considerados neste estudo. N&o foram observados camundongos que nao

apresentaram SE ou gque o0 cessaram espontaneamente.

Figura 21. Seccéo do tecido encefalico submetida & coloracéo de Nissl, demonstrando o correto posicionamento da
canula-guia de administracdo do veiculo e do peptideo em estudo no ventriculo lateral direito. Somente os sujeitos
experimentais com a canula posicionada corretamente foram considerados nas analises.

4.3 Inducdo do SE

Poucos minutos apds a administracdo da pilocarpina, os camundongos apresentaram
manifestacdes como piloerecdo, diarreia e sinais da estimulacdo colinérgica periférica (aumento

das secrecdes). Cerca de oito minutos, o0os camundongos desenvolveram respostas
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comportamentais estereotipadas, como: acinesia, automatismos faciais, tremores e enrijecimento
da cauda, que rapidamente progrediram para crises motoras limbicas e para manutencdo do SE
(Figura 22). O SE foi definido como a presenca de crises continuas e intermitentes sem a
recuperacdo espontanea do sujeito experimental (Buckmaster & Haney, 2012), marcadas pela
presenca de mioclonia dos membros anteriores e a laténcia para o estabelecimento do SE foi de 10

a 15 minutos apds a administragdo de pilocarpina.

Figura 22. Camundongo apresentando hipertonia intensa da cauda, um dos sinais de progressdo para o Status
Epilepticus apds a administragéo sistémica de pilocarpina.
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4.4 Avaliacdo da atividade antiepiléptica do peptideo

4.4.1 Duracdo das CRE

Os resultados obtidos quanto a duracdo das crises recorrentes e espontaneas apds o
tratamento subcrdnico com o peptideo Neuropolybina durante o periodo de crises recorrentes e

espontaneas do modelo de ELT induzido por pilocarpina esta representado na figura 23.

Em relacdo a duracdo das CRE apresentadas pelos sujeitos experimentais, o tratamento com
0 peptideo diminuiu significativamente o tempo em que 0s animais estiveram em crise. Os dados
passaram no teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e a ANOVA revelou que o tratamento
com o peptideo, em ambas as concentracdes testadas, diminuiu significativamente a duracdo das
CRE na fase tardia no primeiro dia de observacdo (Figura 23a). O tratamento com DZP também
reduziu a duracdo das CRE nos camundongos tratados em relacdo ao grupo doente nas duas fases

[F(4,25) = 22,17; p<0,0001].

No segundo dia, ndo foram observadas diferencas entre os grupos doentes e tratados com o
peptideo nas duas fases do dia (Figura 23b) [F(4,25) = 13,98; p<0,0001]. No entanto, na fase
tardia do terceiro dia (Figura 23c), a duracdo das CRE dos tratados com a maior concentracdo do
peptideo foi estatisticamente diferente em relacdo aos doentes [F(4,25) = 30,22; p<0,0001]. O
grupo DZP também apresentou diferencas em relacdo ao grupo doente nas duas fases do segundo

e terceiro dias.

No quarto dia (Figura 23d), a duragdo das CRE foi reduzida nos camundongos tratados com
a maior concentracdo do peptideo, na fase pos [F(4,25) = 40,52; p<0,0001]. No ultimo dia de
tratamento (Figuras 23e), a duracdo das CRE foi reduzida nos tratados com a maior concentragao
do peptideo em ambas as fases, em relacéo ao grupo doente [F(4,25) = 68,69; p<0,0001]. O grupo
DZP também apresentou diferencas em relagdo ao grupo doente e em relagdo aos grupos tratados

com o peptideo em ambas as fases do quarto e quinto dias.
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Figura 23. Duracdo das CRE em cada fase ao longo dos cinco dias de tratamento, em segundos, nos grupos controles e experimentais (n= 4-8) ap6s a administracéo
independente de duas concentragdes de Neuropolybina. A fase “p6s” se refere as primeiras cinco horas logo ap6s a administracao do peptideo e a fase “tardia”, as cinco horas
restantes de observacdo. Os dados passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e foram submetidos a ANOVA de uma via, seguido do pés-teste Tukey, sendo
considerado p<0,05. (A) Dia 1 de tratamento subcrénico; (B) Dia 2; (C) Dia 3; (D) Dia 4 e (E) Dia 5. *: comparado ao controle sadio (p6s), #: comparado ao grupo doente
(pds), °: comparado aos tratados com 0,5 nmol de Neuropolybina (pds), @: comparado aos tratados com 2,5 nmol de Neuropolybina (p6s), %: comparado ao grupo sadio
(tardia), 8: comparado ao grupo doente (tardia), ?: comparado ao grupo Neuropolybina 0,5 nmol (tardia), £: comparado ao grupo Neuropolybina 2,5 nmol (tardia).
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4.4.2 Numero de CRE

Os resultados obtidos quanto ao nimero de crises recorrentes e espontaneas apos
o tratamento com o peptideo Neuropolybina durante o periodo crénico do modelo de

ELT induzido por pilocarpina estéo representados na figura 24.

Em relacdo ao numero total de crises nas duas fases de cada dia, separadamente, o
tratamento com o peptideo em ambas as concentracOes testadas ndo diminuiu
significativamente o nimero de CRE tanto na fase p6s, quanto na fase tardia ao longo
dos cinco dias de monitoramento. O teste de Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn
revelaram que somente o grupo tratado com DZP apresentou diferencas significativas
com relacdo ao grupo doente no terceiro e no quinto dias, durante a fase tardia (Figura

24c e 24e) [K = 55,52; p<0,0001 e K = 5552; p<0,0001, respectivamente].
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Figura 24. Namero total de CRE em cada fase ao longo dos cinco dias de tratamento, nos grupos controles e experimentais (n= 4-8) apds a administracdo independente de
duas concentraces de Neuropolybina. A fase “p6s™ se refere as primeiras cinco horas logo ap6s a administracdo do peptideo e a fase “tardia”, as cinco horas restantes de
observagdo. Os testes estatisticos utilizados foram o teste de Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn, sendo considerado p<0,05. (A) Dia 1 de tratamento subcronico; (B) Dia 2;
(C) Dia 3; (D) Dia 4 e (E) Dia 5. *: comparado ao controle sadio (p6s), %: comparado ao grupo sadio (tardia), 8: comparado ao grupo doente (tardia).
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4.4.3 Grau de severidade das CRE

Os resultados obtidos quanto a crise méxima observada ap6s o tratamento com o
peptideo Neuropolybina durante o periodo crénico do modelo de ELT induzido por

pilocarpina estéo representados na figura 25.

Em relacdo ao grau de severidade das CRE apresentadas pelos sujeitos
experimentais durante o periodo observado, o teste de Kruskal-Wallis e o pos-teste de
Dunn revelaram que o tratamento com o peptideo em ambas as concentracfes testadas
ndo amenizou a severidade CRE tanto na fase p6s, quanto na fase tardia ao longo dos

cinco dias de tratamento [K = 26,5; p<0,0001].
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Figura 25. Classe maxima das CRE em cada fase ao longo dos cinco dias de tratamento, nos grupos controles e experimentais (n= 4-8) apds a administracdo independente de
duas concentragdes de Neuropolybina. A fase “pds” se refere as primeiras cinco horas logo apds a administracdo do peptideo e a fase “tardia”, as cinco horas restantes de
observagdo. Os testes estatisticos utilizados foram o teste de Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn, sendo considerado p<0,05. (A) Dia 1 de tratamento subcrdnico; (B) Dia 2;
(C) Dia 3; (D) Dia 4 e (E) Dia 5. *: comparado ao controle sadio (pés), %: comparado ao grupo sadio (tardia).
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4.5 Avaliacdo dos padrdes epileptiformes por video-EEG

Os resultados obtidos quanto & caracterizagdo da laténcia para estabelecimento
das crises eletroencefalograficas generalizadas e focais observadas apds o tratamento
com o peptideo Neuropolybina durante o periodo crénico do modelo de ELT induzido

por pilocarpina estéo representados nas figuras 26 a 30.

Em relacdo a laténcia das crises generalizadas apresentadas pelos sujeitos
experimentais durante todo o periodo observado, o teste de Kruskal-Wallis e 0 pds-teste
de Dunn revelaram que os tratamentos com o peptideo e com o DZP aumentaram a
laténcia para o aparecimento da primeira crise eletroencefalografica detectada nos
quatro canais de registro do sistema de aquisi¢do por video-EEG com relacdo ao grupo

doente (Figura 26) [K = 27,44; p<0,0001].
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Figura 26. Laténcia para estabelecimento das crises eletroencefalograficas generalizadas nos cinco dias
de tratamento, nos grupos controles e experimentais (n= 2) apds a administragdo i.c.v. de Neuropolybina,
na concentragdo de 3,75 nmol. Os testes estatisticos utilizados foram o teste de Kruskal-Wallis e o0 p6s-
teste de Dunn, sendo considerado p<0,05. *: comparado ao controle sadio, #: comparado ao grupo
controle doente.
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Em relacdo a laténcia das crises focais apresentadas pelos sujeitos experimentais
durante todo o periodo observado, o teste de Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn
revelaram que o tratamento com DZP aumentou a laténcia para o aparecimento da
primeira crise eletroencefalografica focal detectada pelo sistema de aquisic¢éo por video-
EEG com relacdo ao grupo doente (Figura 27) [K = 27,44; p<0,0001]. Os grupos doente
e tratados com Neuropolybina também apresentaram diferencas estatisticamente

significativas com relacgéo ao grupo controle sadio.
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Figura 27. Laténcia para estabelecimento das crises eletroencefalogréficas focais nos cinco dias de
tratamento, nos grupos controles e experimentais (n= 2) ap6s a administragdo i.c.v. de Neuropolybina, na
concentragdo de 3,75 nmol. Os testes estatisticos utilizados foram o teste de Kruskal-Wallis e o pds-teste
de Dunn, sendo considerado p<0,05. *: comparado ao controle sadio, #: comparado ao grupo controle
doente.
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Figura 28. Representacdo ilustrativa do perfil eletroencefalografico de um animal sadio sem deteccéo de descargas epileptiformes sincronizadas. A montagem referencial dos
eletrodos intrahipocampais bilaterais (EEG 1 e 2) e bipolar dos eletrodos corticais (EEG 3 e 4) gera as deriva¢des observadas separadamente em cada um dos quatro canais de
aquisicéo.
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Figura 29. Representacdo ilustrativa do perfil eletroencefalogréfico ictal de um animal doente com presenca de paroxismos epileptiformes caracterizados pela presenca de
espiculas agudizadas, hipersincronizadas e de amplitude elevada nos quatro canais de registro, correspondendo a uma crise generalizada. A montagem referencial dos
eletrodos intrahipocampais bilaterais (EEG 1 e 2) e bipolar dos eletrodos corticais (EEG 3 e 4) gera as derivaces observadas separadamente em cada um dos quatro canais de
aquisicéo.
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Figura 30. Representagdo ilustrativa do perfil eletroencefalografico de um animal tratado com a presenca de espiculas de alta frequéncia no canal 2 (formag&o hipocampal do
hemisfério direito) correspondendo a uma crise focal. A montagem referencial dos eletrodos intrahipocampais bilaterais (EEG 1 e 2) e bipolar dos eletrodos corticais (EEG 3 e
4) gera as derivacOes observadas separadamente em cada um dos quatro canais de aquisicéo.
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4.6 Avaliacdo do dano neural

Os resultados obtidos quanto a avaliacdo da integridade das camadas de células
piramidais de CAl e CA3 e da camada de células granulares do Hilus do Giro Denteado
(HGD) ap6s o tratamento subcrénico com o peptideo Neuropolybina durante o periodo
crénico do modelo de ELT induzido por pilocarpina estdo representados nas figuras 31

a 34.

Em relacdo a analise de densidade Optica, o tratamento com o peptideo na maior
concentracdo testada diminuiu significativamente a morte de células na camada CA3 do
lado direito da formacdo hipocampal (Figura 31b). Os dados passaram no teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov e a ANOVA revelou que o grupo tratado com a
concentracdo de 2,5 nmol do peptideo Neuropolybina apresentou diferencas
estatisticamente significativas com relacdo ao grupo doente, conforme demonstrado na
figura 33 [F(7,49) = 11,73; p<0,0001]. Nas demais regides ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre a densidade de células dos camundongos
tratados com o peptideo e doentes e entre os dois lados da formacao hipocampal [CAL:

F(7,49) = 9,156; p<0,0001. HGD: F(7,48) = 0,9883; p=0,4510].
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Figura 31. Diferenca de densidade dptica entre as trés regifes de interesse dos dois hemisférios da formacdo hipocampal (n=5-10). Os dados passaram pelo teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov e foram submetidos a ANOVA de uma via, seguido do pos-teste Tukey, sendo considerado p<0,05. (A) Camada de células piramidais de
CAL. (B) Camada de células piramidais de CA3. (C) Camada de células granulares do Hilus do Giro Denteado. *: comparado ao controle sadio (lado direito), #: comparado
ao grupo doente (lado direito), °: comparado aos tratados com 0,5 nmol de Neuropolybina (lado direito), %: comparado ao grupo sadio (lado esquerdo), ?: comparado ao
grupo Neuropolybina 0,5 nmol (lado esquerdo), ns: diferenca ndo-significativa.
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Figura 32. Imagens representativas de sec¢des coronais da camada CAl da formacdo hipocampal de
camundongos dos grupos experimentais (aumento de 200x) submetidas & técnica de coloragdo de Nissl.
(A) Sadio. (B) Doente. (C) Tratado com 0,5 nmol de Neuropolybina. (D) Tratado com 2,5 nmol de

Neuropolybina.

Figura 33. Imagens representativas de sec¢Bes coronais da camada CA3 da formagdo hipocampal de

camundongos dos grupos experimentais (aumento de 200x) submetidas & técnica de coloragdo de Nissl.
(A) Sadio. (B) Doente. (C) Tratado com 0,5 nmol de Neuropolybina. (D) Tratado com 2,5 nmol de
Neuropolybina.
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Figura 34. Imagens representativas de sec¢es coronais da camada de células granulares do Hilus do
Giro Denteado da formagdo hipocampal de camundongos dos grupos experimentais (aumento de 400x)
submetidas a técnica de coloracdo de Nissl. (A) Sadio. (B) Doente. (C) Tratado com 0,5 nmol de

Neuropolybina. (D) Tratado com 2,5 nmol de Neuropolybina.

4.7 Avaliacdo de astrogliose

Os resultados obtidos quanto & avaliacdo da astrogliose nas camadas de células
piramidais de CAl e CA3 e da camada de células granulares do Hilus do Giro Denteado
(HGD) ap0s o tratamento com o peptideo Neuropolybina durante o periodo crénico do

modelo de ELT induzido por pilocarpina estdo representados nas figuras 35 a 38.

Em relacdo a quantificacdo de astrocitos, o tratamento subcrénico com o peptideo
na maior concentracao testada diminuiu significativamente o nimero de astrécitos nas

trés regides observadas e nos dois lados da formacéo hipocampal (Figura 35). Os dados
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passaram no teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e a ANOVA revelou que para a
regido CA1 (Figura 35a), o grupo tratado com a concentracdo de 2,5 nmol do peptideo
Neuropolybina apresentou diferencas estatisticamente significativas com relacdo ao
grupo doente, tanto para o lado direito quanto para o lado esquerdo, enquanto que o
tratamento com DZP s6 mostrou diferencas estatisticamente diferentes no lado esquerdo

do grupo doente [F(9,59) = 8,626; p<0,0001].

Para as regides CA3 e HGD (Figura 35b e 35c), os grupos tratados com a
concentracdo de 2,5 nmol do peptideo Neuropolybina e com DZP apresentaram
diferencas estatisticamente significativas com relagdo ao grupo doente, para ambos 0s
lados da formacdo hipocampal [CA3: F(9,58) = 12,53; p<0,0001 e HGD: F(9,86) =

13,10; p<0,0001].
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Figura 35. Namero de astrdcitos imunorreativos a proteina GFAP contabilizados nas trés regies de interesse dos dois hemisférios da formacdo hipocampal (n=5-10). Os
dados passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e foram submetidos 8 ANOVA de uma via, seguido do pés-teste Tukey, sendo considerado p<0,05. (A)
Camada CAl. (B) Camada CA3. (C) Hilus do Giro Denteado. *: comparado ao controle sadio (lado direito), #: comparado ao grupo doente (direito), &: comparado ao grupo
tratado com DZP (direito), °: comparado aos tratados com 0,5 nmol de Neuropolybina (direito), %: comparado ao grupo sadio (lado esquerdo),§: comparado ao grupo doente
(esquerdo), !: comparado ao grupo tratado com DZP (esquerdo), ?: comparado ao grupo Neuropolybina 0,5 nmol (esquerdo).
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Figura 36. Imagens representativas de sec¢des coronais da camada CAl da formacdo hipocampal de

camundongos dos grupos experimentais (aumento de 200x) submetidas a técnica de
imunohistoquimica/imunofluorescéncia. Os nucleos celulares foram marcados com DAPI (azul) e os

astrocitos com anti-GFAP (vermelho).
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Figura 37. Imagens representativas de seccBes coronais da camada CA3 da formacgdo hipocampal de
camundongos dos grupos experimentais (aumento de 200x) submetidas a técnica de
imunohistoquimica/imunofluorescéncia. Os nicleos celulares foram marcados com DAPI (azul) e os

astrocitos com anti-GFAP (vermelho).
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Figura 38. Imagens representativas de sec¢es coronais da camada de células granulares do Hilus do

Sadio
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Neuropolybina

Giro Denteado da formagdo hipocampal de camundongos dos grupos experimentais (aumento de 400x)
submetidas a técnica de imunohistoquimica/imunofluorescéncia. Os ndcleos celulares foram marcados

com DAPI (azul) e os astrdcitos com anti-GFAP (vermelho).
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5 DISCUSSAO

A Epilepsia do Lobo Temporal é uma doenca neurologica implacavelmente
progressiva e um dos tipos de Epilepsia mais refratrios a terapia farmacoldgica. Ela é
alvo de inumeras pesquisas que visam o desenvolvimento de farmacos capazes de
impedir sua génese e/ou as alteracbes moleculares dos substratos neurais que levam ao
agravamento desse quadro. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo
identificar a acdo antiepiléptica do peptideo Neuropolybina isolado a partir da peconha

da vespa social Polybia paulista no modelo murino de ELT.

Os modelos experimentais baseados, principalmente, em roedores sdo uma
ferramenta de exceléncia nesse cenario. Eles sdo capazes de mimetizar nos sujeitos
experimentais a maioria dos eventos moleculares e comportamentais que sdo
observados na pratica clinica em humanos (Kandratavicius et al., 2014; Barker-Haliski
et al., 2015). No ambito de estudo de condicgdes epilépticas de dificil controle, modelos
que induzem a ocorréncia de crises epilépticas recorrentes e espontaneas subsequentes a
um insulto inicial tém sido validados nos ultimos anos (Depaulis & Hamelin, 2015;
Lévesque et al., 2015). Ademais, com a utilizacdo desses modelos, foi possivel avancar
no conhecimento acerca do processo de epileptogénese e no desenvolvimento de
abordagens terapéuticas que previnam o surgimento de Epilepsia (Pitkdnen & Engel,

2014).

A cascata de alteracdes celulares envolvidas nesse quadro inicia-se a partir de um
insulto (status epilepticus), que leva a uma ativacdo excessiva de receptores
excitatorios. Esse fendmeno é considerado critico e acredita-se que logo apo6s a injdria,
0 processo de epileptogénese se inicie (Loscher et al., 2015). Em humanos e animais, 0

periodo apos o insulto € caracterizado pela auséncia de crises e, portanto, denominado

88



periodo latente. No entanto, os componentes do tecido cerebral sofrem um intenso
processo de neuroplasticidade que o torna capaz de se excitar de forma sincronizada e
autossustentada, resultando no desenvolvimento de uma condicgéo epiléptica. O periodo
latente pode variar de dias a anos para se estabelecer até culminar na geracao de crises
espontaneas, caracteristica que torna esse tipo de Epilepsia uma doenca cronica

(Acharya et al., 2008; Staley, 2015).

Os modelos agudos de estimulagdo elétrica ou quimica sdo alternativas relevantes
na pesquisa e bastante utilizados no screening de compostos com eficacia terapéutica
(White & Loscher, 2014). Essa foi uma das ferramentas utilizadas na identificagdo e
caracterizacdo do potencial antiepiléptico do peptideo Neuropolybina por Couto e
colaboradores em 2012 e por Silva em 2014. No entanto, 0s modelos agudos néo
reproduzem a complexidade observada no quadro clinico de uma pessoa com Epilepsia.
Os modelos cronicos sdo, portanto, mais aptos e podem oferecer uma pletora de
abordagens para o desenvolvimento de farmacos mais eficazes e especificos para o
tratamento de um dos tipos de Epilepsias que mais desafiam a comunidade médica,
além de contribuirem para o maior entendimento dessa condicdo que ainda é obscura

(Sloviter & Bumanglag, 2013; Simonato et al., 2014; Lidster et al., 2016).

O modelo crénico de ELT induzido por pilocarpina foi escolhido a fim de
aprofundar o conhecimento acerca da acdo do peptideo Neuropolybina no tratamento da
Epilepsia. Entretanto, encontramos algumas dificuldades ao longo do desenvolvimento
desse trabalho. A primeira delas foi uma taxa de mortalidade de quase 30% dos
camundongos, logo apés a inducdo do SE, fator que contribuiu para a utilizacdo de um
maior ndimero de camundongos nos experimentos. Uma alta taxa de sujeitos
experimentais resistentes ao desenvolvimento do SE é relatada na literatura
(Buckmaster & Haney, 2012). No entanto, isso ndo foi observado no presente trabalho,
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pois todos os camundongos que receberam a administracéo de pilo desenvolveram o SE
e as alteracbes morfologicas provenientes dessa condicdo. Para isso, foi necessario
padronizar, previamente, a dose de pilocarpina suficiente para induzir o SE no maior
numero de camundongos e sem leva-los a 6bito. As doses mais utilizadas variam de 280
a 450 mg.kg' (Curia et al., 2008), no entanto, foram muito altas para nossos
camundongos. Além disso, foi observada uma elevada morbidez nos camundongos logo
apos a inducdo do SE, fazendo com que o experimentador mantivesse um cuidado pos-
insulto por alguns dias, hidratando e alimentando os camundongos mais debilitados até

sua completa recuperacéo.

Outra dificuldade enfrentada foi a padronizacdo da via de administracdo do
tratamento com Neuropolybina. Ele é um composto peptidico de facil sintese, devido ao
seu tamanho, conformacéo linear e auséncia de modificagdes po6s-traducionais, como
amidacdo na extremidade C-terminal. Além disso, as trés glutaminas, aminoécido
altamente polar e a presenca de moléculas de nitrogénio nos grupamentos funcionais
dos demais aminodacidos que constituem a cadeia peptidica desse composto, contribuem
para a formacdo de ligacBes de hidrogénio com moléculas de &gua, facilitando sua
solubilizacdo em solucBes hidrofilicas, como as solucdes fisiolégicas. Ademais, foi
observada uma alta estabilidade do composto durante o periodo experimental, quando
mantido solubilizado em agua deionizada e em temperaturas em torno de -20 °C, uma
vez que as andlises de espectrometria de massas confirmaram sua preservacdo. Essas
caracteristicas reforcam os investimentos no uso desse peptideo como terapia. No
entanto, até o momento, ndo foi possivel identificar as interacdes do peptideo
Neuropolybina com a barreira hematoencefalica e chegar até a dose de administragdo
sistémica capaz de produzir os mesmos efeitos observados apos a administracdo direta

no SNC. Foram realizados testes prévios de administracdo intranasal e intraperitoneal

90



com diversas doses do peptideo e foi avaliada a sua capacidade de protecao contra crises
agudas induzidas por alguns agentes quimicos, mas em nenhum dos testes ele
demonstrou a mesma eficiéncia observada nos dados obtidos apds a administracdo
intracerebroventricular. Os dados referentes a essa etapa ndo foram divulgados no
presente trabalho, pois decidimos continuar utilizando a administragcdo i.c.v., assim

como o trabalho de Silva (2014).

Para tanto, a realizacdo de um procedimento cirdrgico de implantacdo de um
aparato que permita a administracdo do peptideo diretamente no SNC faz-se necessaria.
Os camundongos sd0 animais sensiveis e de metabolismo elevado e precisam ser
anestesiados com altas doses de anestésicos, 0 que pode leva-los a dbito. Portanto, essa
etapa também contribui para a diminuicdo do ndmero de sujeitos durante o periodo

experimental.

Vale ressaltar que o eletroencefalograma é a principal técnica para avaliacgéo,
estudo e diagnostico da epilepsia. Portanto, o seu uso faz-se suficiente e necessario para
a categorizacdo e avaliacdo do padrdo epileptiforme nesse modelo. Em roedores, o
registro de EEG ¢ feito a partir da insercdo de eletrodos corticais e/ou profundos e no
presente estudo, foram inseridos oito eletrodos nos camundongos, além da canula-guia
de administracdo. Uma vez que esse modelo envolve alteraces morfoldgicas e
consequentemente, alteracGes na atividade elétrica neuronal da formacdo hipocampal,
dois eletrodos foram implantados nessa regido a fim de verificar se 0 peptideo seria
capaz de alterar sua excitabilidade. O procedimento de implantacdo de eletrodos
também ¢é realizado ap6s um procedimento cirdrgico com a anestesia geral e exige
extrema destreza e treinamento do experimentador para que as perdas sejam
minimizadas. Durante essa etapa, nenhum camundongo foi perdido. A
eletroencefalografia € uma técnica refinada e o sistema de aquisicdo de registros
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utilizado para a realizacdo desse trabalho € especifico para camundongos, elevando o
custo dos experimentos e restringindo o numero de animais que podem ser

experimentados.

As diferentes avaliagdes realizadas a fim de identificar a acdo do peptideo na
atenuacdo e na reducdo da duracdo e do numero de CRE foram realizadas apds 20 dias
de experimento. Em relagdo a duracdo das CRE, é interessante ressaltar que a
administracdo de 210 mg.kg™ de pilocarpina foi capaz de produzir, apés um insulto
inicial 15 dias, CRE com duragdo total de mais de 450 segundos em um periodo de
cinco dias. O peptideo Neuropolybina foi capaz de diminuir significativamente o tempo
em que 0s animais estiveram em crise de maneira dose-dependente ao longo dos cinco
dias de observacdo, demonstrando seu efeito antiepiléptico no modelo cronico testado.
Para essa variavel, o benzodiazepinico Diazepam também se mostrou eficiente em
reduzir as CRE, no entanto, induziu uma sedacdo expressiva nos camundongos,
comprometendo sua atividade geral espontanea. Contrariamente, o0 peptideo
Neuropolybina ndo induziu alteracdes notorias na atividade geral e motora dos sujeitos

experimentais, conforme ja relatado por Couto (2012a) e Silva (2014).

Por ser tratar de um modelo que causa danos progressivos a medida que as crises
tornam-se mais frequentes, a avaliacdo do efeito do tratamento com o peptideo ao longo
de cada dia foi de extrema importancia. Para isso, a analise foi dividida por cada dia,
permitindo-se constatar que as CRE foram se agravando com o passar dos dias. No
grupo doente, os camundongos triplicaram o tempo que estiveram em crise do primeiro
ao Ultimo dia de observacdo, enquanto que o peptideo manteve seu efeito antiepiléptico,
diminuindo, consideravelmente, o tempo em crise dos animais tratados com a maior
concentracdo. Interessantemente, o farmaco DZP apresentou eficiéncia similar ao longo
de todos os dias de observacao.
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Um dos desafios superados nesse trabalho foi padronizar a dose de pilo também
capaz de agravar a condicdo crénica dos sujeitos experimentais. Cada crise ndo tratada
contribui para o agravamento, maior duracdo e numero de crises futuras apresentadas
pelos pacientes (Cross, 2014; Kohling, 2014). No modelo utilizado, essa caracteristica
também foi discretamente observada, e o peptideo Neuropolybina manteve sua eficacia
na diminuicdo da duracdo das crises ao longo dos dias, reforcando seu carater
terapéutico. No entanto, o periodo de observacéo de cinco dias foi curto para a deteccao
do agravamento da classe e do numero de crises, impedindo maiores conclusées sobre a

acdo do peptideo nesse parametro.

Por ser um peptideo ainda pouco estudado, seu tempo de acdo ndo foi elucidado até
0 presente momento. Nesse contexto, foi feita uma avaliacdo logo apds a sua
administracdo e apds um periodo de 5 horas, periodo em que se notaram diferencas no
comportamento dos camundongos tratados em comparagdo ao inicio da observacao.
Esperava-se que o peptideo tivesse sofrido metabolizacdo, e com isso, seus niveis
plasmaticos estariam reduzidos nessa fase, diminuindo sua eficacia. Contrariamente ao

esperado, o peptideo mostrou-se eficiente em reduzir a duracdo das crises na fase tardia.

A anélise eletroencefalografica é muito rica em informaces e complementa as
observacGes comportamentais. Nesse quesito, essa analise ofereceu uma ampliacdo
acerca do desempenho do peptideo no controle das CRE. Os camundongos doentes
apresentam registros ictais com ondas altamente sincronizadas, de frequéncia e
amplitude elevadas durante parte consideravel do periodo amostral e nos quatro canais
de registro, diferentemente dos camundongos sadios. No entanto, os sadios
apresentaram sutis descargas paroxisticas correspondentes as crises focais nos locais de
implantacdo dos eletrodos profundos. A introducdo de eletrodos na formacéo
hipocampal pode produzir efeitos pré-epileptogénicos por si s6 ou devido a ruptura da
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barreira hematoencefalica que gera um extravasamento de albumina, microhemorragias
locais e inflamacdo (Klein et al., 2015). Além disso, os camundongos que nao passaram
pela inducdo do SE ndo apresentaram sincronia de disparos nas regides monitoradas e
os camundongos tratados com DZP apresentaram um perfil eletroencefalografico
semelhante, com reduzida quantidade de tempo em crise focal e generalizada. As crises
generalizadas observadas nos animais tratados com Neuropolybina levaram mais tempo
para aparecer em comparacdo as observadas nos doentes e as crises focais se iniciaram

preferencialmente no lado esquerdo da formacéo hipocampal.

As técnicas de imunohistoquimica e imunofluorescéncia sdo amplamente utilizadas
para evidenciar componentes particulares dessa condicao patoldgica, pois oferecem uma
gama de interpretacBes nesse contexto, apesar do custo elevado. Além disso, um
segundo desafio foi a padronizacdo dessa etapa do trabalho. O escopo, inicialmente, era
realizar uma tripla marcacg&o fluorescente de neur6nios, astrocitos e nucleos celulares na
formagdo hipocampal dos sujeitos experimentais submetidos aos tratamentos. Essas
celulas sofrem as alteracbes mais evidentes apds o processo de epileptogénese. O
trauma gerado pelo SE causa a morte dos neurénios e as células da glia passam por um
processo denominado astrogliose e invadem as camadas de células neuronais, reparando
0s neurdnios e restaurando os danos gerados, por meio de uma complexa resposta
celular imune (Robel et al., 2015; Steinhduser et al., 2015; Wilcox et al., 2015).
Portanto, o intuito era realizar a contagem desses dois tipos celulares, com o intuito de
monitorar os efeitos do peptideo Neuropolybina na manutencdo da citoarquitetura da
regido mais afetada pela ocorréncia das CRE. No entanto, ndo foi possivel padronizar a
metodologia em tempo habil para o término do trabalho e a técnica de coloracdo de
Nissl foi inserida no estudo, pois oferece informacdes semelhantes as obtidas pela

técnica de marcacdo fluorescente de neurénios.
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A diferenca de densidade Optica entre as camadas de células e as regides de fundo
das secc¢des de tecido encefalico foi a medida mais adequada para a analise estimada do
numero de neurdnios presentes na formacdo hipocampal apds os tratamento, uma vez,
que as seccbes de 50 um continham grande sobreposicdo de células, impedindo a
contagem de cada uma delas. Foram encontradas diferencas notorias na regido CA3 das
seccOes de tecido coradas com Nissl, evidenciadas pelas diferencas na densidade de
células entre os camundongos doentes e tratados. A camada CAL1 sofreu desorganizagéo
celular evidente e a regido CA3 sofreu acentuada lesdao apds o SE, indicando que o
modelo experimental proposto foi adequado, pois produziu alteracbes morfologicas
distintas em comparacdo aos sujeitos experimentais que nao foram submetidos a

inducgéo da leséo.

A quantificacdo de astrocitos imunorreativos & GFAP revelou uma intensa
proliferacdo de células gliais nas regifes monitoradas, contribuindo como um indicio
histolégico adicional para a eficiéncia da lesdo causada pela inducdo de SE por
pilocarpina e é um fator consistente com a reducdo de neurdnios observada. O
tratamento com o peptideo Neuropolybina apresentou um efeito anti-proliferativo nesse

quesito e merece ser melhor investigado, no ambito de uma abordagem neuroprotetora.

Os resultados obtidos apds os testes em um modelo de Epilepsia mais complexo,
reforcam o efeito antiepiléptico do peptideo Neuropolybina. Ele tem se mostrado uma
importante ferramenta farmacol6gica com eficacia e pode representar uma alternativa
terapéutica as Epilepsias de dificil controle. Nesse contexto, uma avaliagdo mais
detalhada acerca do perfil eletroencefalografico obtido apds o tratamento deve ser
realizada, assim como, uma avaliagdo mais longa de seus efeitos no periodo cronico do

modelo de ELT induzido por pilocarpina.
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CONCLUSOES
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6 CONCLUSOES

A administragdo sistémica de pilocarpina induziu status epilepticus nos
camundongos e, ap6s 15 dias, facilitou a ocorréncia de crises recorrentes e

espontaneas além de alteragdes na citoarquitetura da formacéo hipocampal.

O peptideo Neuropolybina apresentou atividade antiepilética eficiente na
reducdo da duracdo total das crises recorrentes e espontaneas induzidas por

pilocarpina em camundongos.

A andlise de video-EEG mostrou que a laténcia para o inicio das crises

generalizadas e focais foi aumentada com o tratamento com o peptideo.

O perfil eletroencefalografico dos animais doentes apresentou ondas

sincronizadas, de alta frequéncia e amplitude elevada.

A diferenca de densidade optica revelou a presenca de neurdnios na camada
CA3 da formacdo hipocampal de camundongos submetidos ao SE e tratados

com o peptideo.

A quantificacdo de astrogliose indicou uma diminuicdo da proliferacdo de
astrocitos imurreativos a GFAP apdés o tratamento com o peptideo

Neuropolybina.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo A — Espectro de massas fornecidos pela empresa AminoTech
Pesquisa e Desenvolvimento Ltda e Relatéorio de qualidade

fornecido pela empresa FastBio Ltda.
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8.2 Anexo B - Declaracdo da CEUA

e
Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biolégicas
Comissao de Etica no Uso Animal

Brasilia, 23 de janeiro de 2015.

E
ORPE O

<

27 INSTITUTO DE 22
2 ciencias 2B
2, BIOLOGICAS &
& By
~UnB-

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “"AVALIACAO ANTIEPILEPTICA, NEUROPROTETORA E PERFIL NEUROFARMACOLOGICO
DOS PEPTIDEOS NEUROVESPINA E NEUROPOLYBINA NO MODELO CRONICO DE ELT.”, UnBDoC n.2 139668/2014, sob
responsabilidade da Professora Marcia Renata Mortari foi avaliado e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA)
da Universidade de Brasilia. Este projeto foi aprovado para utilizagdo de Mus musculus: 140. A presente aprovacdo é vélida

pelo periodo de 13/11/2014 a 31/03/2016.

/A’&rﬂ,%/&:/‘ i

Prof. Dr. Rafael Plakoudi Souto Maior
Coordenador da CEUA

*Este documento se restringe a avaliagdo ética do projeto supracitado e ndo substitui outras licengas e permissdes que porventura se facam necessérias.
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8.3 Anexo C — Autorizacdo de Acesso e de Remessa de Componente do

Patrimoénio Genético

@CNPq

o Nachsrmd 3o aarot e
o o Taarniye

Autorizagao de Acesso e de Remessa de
Componente do Patriménio Genético

O Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico - CNPq, nos termos Deliberagao 246/2009, do
Conselho de Gestao do Patriménio Genético, autoriza a
institui¢do identificada no verso deste documento a acessar
e remeter componente do Patriménio Geneético com a
finalidade de pesquisa cientifica.

Brasilia, 19 de Novembro de 2013

Raquel de Andrade Lima Coelho
Diretor de Ciéncias Agrarias, Biologicas e da Saude
PO 161/2010

Processo: 010476/2013-0

Validade: 19/11/2013 a 01/08/2018
Instituicao: UNIVERSIDADE DE BRASILIA
CNPJ: 000.381.740/0001-43

Pesquisador: Marcia Renata Mortari

CPF: 828.885.151-72

RG: 1507428 - SSP / DF

Para visualizar a versao digital da Autorizagdo de Acesso e
de Remessa de Componente do Patriménio Genético, V.Sa.
podera utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPq para
esse fim na pagina
http://servicosweb.cnpq.br/visualizador/</a> e informar o
numero do protocolo 8904338536066393 para recupera-la
do banco de dados do CNPq
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8.4 Apéndice A — Preparacao da solucdo PBS

Para preparar 1L de solucdo tampdo fosfato (PBS), misturar os seguintes

reagentes em agua destilada.

Reagente Molaridade (mM)
NaCl 137 8,0140
KCI 2,7 0,2012
Na,HPO,4.2H,0 10 1,4176
KH2PO4 2 0,2722
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8.5 Apéndice B — Preparacédo do corante de Nissl

Tampao | (500 mL)

. 497 mL de agua destilada

o 3 mL de &cido acético glacial

Tampao 11 (500 mL)

o 6,8 g de acetato de sddio

. Completar para 500 mL com agua destilada
Solucgéo de Cresil Violeta (50 mL)

o 1 g de Acetato de Cresil Violeta

. 50 mL de agua destilada

Solucdo Final
. 230 mL do tampéo |
o 20 mL do tampéo II

. 12,5 mL da solucéo de Cresil Violeta
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