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Resumo

A epilepsia ¢ uma doenga neuroldgica cronica que afeta cerca de 50 milhdes de pessoas em todo
o mundo, sendo caracterizada por uma maior suscetibilidade a ocorréncia de crises epilépticas
espontaneas e recorrentes. Nesse distirbio, hd uma diminui¢do no limiar epiléptico e, portanto,
um desequilibrio entre as neurotransmissdes excitatorias e inibitérias. Também se estabelecem
outras alteracdes fisiopatoldgicas, como degeneragdo neuronal, ativacdo de microglias,
astrogliose, prejuizos a integridade da barreira hematoencefilica e neuroinflamagdo. A
porcentagem de pacientes com epilepsia que sdo refratdrios aos tratamentos farmacologicos
atuais pode chegar até os 70% em alguns subtipos da doenga, como a epilepsia do lobo temporal
(ELT). Tendo isso em vista, pesquisadoras da Universidade de Brasilia desenvolveram um
peptideo antiepiléptico e neuroprotetor, chamado de Neurovespina. O objetivo do presente
projeto de pesquisa foi investigar a atividade do peptideo Neurovespina nos processos
neuroinflamatdrios e neurodegenerativos da ELT. Para tanto, foi utilizado um modelo de ELT
em roedores, além do emprego de técnicas de imunofluorescéncia. Camundongos Swiss machos
foram submetidos a indugdo de status epilepticus por inje¢ao de pilocarpina e tratados por sete
dias com solucao veiculo, diazepam ou Neurovespina nas doses de 8, 4 ou 2,5 mg/kg. No nono
dia de protocolo, os animais foram eutanasiados e iniciou-se o processamento histoldgico dos
encéfalos, com etapas de fixacdo, crioprotecao e congelamento para posterior seccionamento €
marcacao por imunofluorescéncia ou por coloragdo por Nissl fluorescente. Foram estudados
diversos parametros associados a neuroinflamagdo no contexto da epilepsia refrataria, como
esclerose hipocampal, proliferagdo microglial, astrogliose reativa, expressao da citocina pro-
inflamatéria IL-1P e expressdo da proteina claudina-5. O presente estudo verificou que a
Neurovespina exerce atividade neuroprotetora e anti-inflamatoria, atenuando a morte de
neurdnios e processos neuroinflamatdrios induzidos no modelo. Apesar de ndo ter demonstrado
atividade na astrogliose reativa, o peptideo reduziu a proliferagdo microglial a niveis
observados em animais sadios, diminuiu consideravelmente a expressao de IL-1p e aumentou
a expressao de claudina-5. Este estudo concluiu que a Neurovespina possui efeito neuroprotetor
e anti-inflamatoério, contribuindo para a compreensdo de sua farmacologia e oferecendo

perspectivas futuras para o estudo desse composto promissor para o tratamento da epilepsia.

Palavras-chave: epilepsia; neuroinflamacdo; Neurovespina; células da glia; barreira

hematoencefalica; imunofluorescéncia.



Abstract

Epilepsy is a chronic neurological disorder that affects approximately 50 million people
worldwide, being characterized by an increased susceptibility to spontaneous and recurrent
epileptic seizures. In this condition, the epileptic threshold is reduced, which causes an
imbalance between excitatory and inhibitory neurotransmissions. Other pathophysiological
alterations are also established, such as neuronal degeneration, microglial activation,
astrogliosis, blood-brain barrier impairment, and neuroinflammation. The percentage of
epilepsy patients who are refractory to current pharmacological treatments can reach up to 70%
in certain subtypes of the disease, such as temporal lobe epilepsy (TLE). In light of this,
researchers at the University of Brasilia developed an antiepileptic and neuroprotective peptide
called Neurovespina. The objective of this research project was to investigate the effect of
Neurovespina in neuroinflammatory and neurodegenerative processes of the pilocarpine model
of TLE. Male Swiss mice were subjected to the induction of status epilepticus via pilocarpine
injection and treated for seven days with vehicle solution, diazepam, or Neurovespin at doses
of 8, 4, or 2,5 mg/kg. On day nine of the protocol, animals were euthanized, and the histological
processing of the brains was initiated, including fixation, cryoprotection, and freezing steps for
subsequent sectioning and labeling by immunofluorescence or fluorescent Nissl staining.
Several parameters associated with neuroinflammation in the context of refractory epilepsy
were studied, such as hippocampal sclerosis, microglial proliferation, reactive astrogliosis,
expression of the pro-inflammatory cytokine IL-1f, and expression of the claudin-5 protein.
This study found that Neurovespina exhibits neuroprotective and anti-inflammatory activity,
reversing neuron death induced in the model. Although it did not alter reactive astrogliosis, the
peptide reduced microglial proliferation to levels observed in healthy animals, significantly
decreased IL-1P expression, and increased claudin-5 expression. This study verified that
Neurovespina has neuroprotective and anti-inflammatory effects in the pilocarpine model of
TLE, contributing to the understanding of its pharmacology and offering future perspectives for

the study of this promising compound for epilepsy treatment.

Keywords: epilepsy; neuroinflammation; Neurovespin; glial cells; blood-brain barrier;

immunofluorescence.
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1 Introducao
1.1 Epilepsia

A epilepsia ¢ uma doenga neuroldgica cronica caracterizada por uma alta suscetibilidade
a ocorréncia de crises epilépticas espontaneas e recorrentes, as quais consistem em interrupgdes
da fung¢do cerebral por atividade neuronal atipica, excessiva e simultanea (Organiza¢do Mundial
da Saude, 2019; Fisher ef al., 2014). Considera-se que a era contemporanea da medicina em
epilepsia tenha comegado com os estudos do neurologista britanico John Hughlings Jackson e
seu grupo. O pai da epileptologia moderna definiu crises epilépticas como descargas ocasionais,
excessivas e desordenadas do tecido nervoso sobre os musculos, capazes de alterar a
consciéncia, as sensagdes e o comportamento (Jackson, 1970). Ele também atribuiu a causa da
epilepsia a descargas locais subitas, rapidas e excessivas na substancia cinzenta do cérebro

(Jackson, 1890).

No entanto, essa condicdo ja era investigada ha muito mais tempo. A epilepsia
acompanha os humanos desde os primordios de sua existéncia, tendo sido descrita pela primeira
vez em um texto acadiano da regido mesopotamica (Temkin, 1945). No registro do ano 2.000
a.C., sintomas compativeis com a doen¢a foram diagnosticados como “a mao do pecado” (do
acadio antasubbii), uma espécie de punicao realizada pelo deus da lua em resposta a violagao
de leis religiosas e sociais (Labat, 1951). A epilepsia também foi retratada em varios outros
textos antigos — egipcios, babilonicos, indianos e gregos — que geralmente atribuiam a doenca
a maus espiritos, possessoes divinas ou puni¢des (Magiorkinis ef al., 2010). Alguns textos
gregos, por exemplo, se referiam a doenga como seliniasmos, por ser uma condenagdo aqueles
que ofendiam Selene, a deusa da lua. Outros escritos ja colocavam a epilepsia como uma doenga

sagrada (Magiorkinis et al., 2010).

Em contraponto as fundamentag¢des divinas, a primeira descri¢ao da epilepsia como uma
disfuncdo cerebral foi realizada no século VI a.C. por Atreya, um médico indiano que
conceituou a doenga como uma perda paroxistica de consciéncia acompanhada de
manifestagdes motoras (Magiorkinis et al., 2010). Por volta de 400 a.C., Hipocrates também
atribuiu causas neurobioldgicas a essa condicdo, argumentando que ela possui a mesma
natureza que qualquer outra doenga (Magiorkinis et al., 2010). Em seu livro “Sobre a Doenca
Sagrada”, ele trata da epilepsia com uma abordagem cientifica, sugerindo possiveis etiologias
e tratamentos. Com exce¢do da Idade Medieval, extenso periodo em que a epilepsia foi

novamente atribuida a possessdes demoniacas ou punicdes por pecados (Diamantis et al.,
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2010), a pesquisa sobre essa doenca veio evoluindo cada vez mais, trazendo a elucidagdo de

mecanismos fisiopatologicos e o desenvolvimento de tratamentos direcionados.

Mesmo com todos os avangos, a epilepsia ainda se estabelece como um preocupante
problema de satde publica na atualidade. Cerca de 50 milhdes de pessoas de diferentes sexos,
idades e classes sociais sdo afetadas pela epilepsia em todo o mundo, estimando-se que, todo
ano, sejam feitos 5 milhdes de novos diagndsticos (Organizagao Mundial da Satde, 2024; Thijs
etal.,2019). Estudos epidemiologicos sobre a populacao brasileira sdo escassos, desatualizados
e especificos para determinadas regides, dada a vastidao do territério nacional. Entretanto,
estima-se que, no Brasil, a prevaléncia da epilepsia seja de 380 a 430 casos a cada 100.000

habitantes (GBD 2016 Epilepsy Collaborators, 2019).

Além de enfrentar todas as adversidades neurobiologicas impostas pela doenga, esses
individuos também sdo impactados por um severo fardo psicolégico, emocional e social. Em
geral, eles enfrentam a propagacdo de concepcdes errdneas sobre a natureza da epilepsia, a
utilizagcdo de terminologias inadequadas e o estabelecimento de tabus relacionados a esses
pacientes (Kwon et al., 2022). Pessoas com epilepsia sofrem bullying, experienciam exclusido
social, perdem seus empregos e até mesmo sofrem ameagas por conta da condi¢do (Kwon et
al., 2022). Até 1970, por exemplo, ainda estavam em vigéncia leis que proibiam o casamento
para pessoas com epilepsia no Reino Unido (de Boer, 2010). Isso prejudica significativamente
a qualidade de vida dessas pessoas e a percep¢do sobre si mesmas, contribuindo para
sentimentos de baixa autoestima, vergonha e inferioridade ou até mesmo para um maior risco
de comorbidades psiquiatricas, como depressao e ansiedade (Hopker et al., 2017; Kwon ef al.,

2022).

No contexto clinico, a epilepsia se estabelece quando pelo menos duas crises nao
provocadas ocorrem em um intervalo maior que 24 horas, quando se sucede uma crise nao
provocada com risco de recorréncia maior que 60% nos proximos 10 anos ou quando ha o
diagnostico de uma sindrome epiléptica (Fisher ef al., 2014). Antes dessa avalia¢do, contudo, €
preciso que seja verificado se determinado evento paroxistico realmente se trata de uma crise
epiléptica (Fisher et al., 2017; Scheffer et al., 2017). Diversas condigdes — como sincopes,
ataques emocionais com hiperventilacdo e crises ndo epilépticas psicogénicas — podem

mimetizar e ser confundidas com crises epilépticas (Brodtkorb, 2013).

O diagnoéstico de tipos especificos de epilepsias ¢ complexo e se baseia em uma
classificagdo multinivel, que categoriza (I) tipos de crises epilépticas, (II) tipos de epilepsias e
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(IIT) tipos de sindromes epilépticas (Scheffer et al., 2017). Sempre que possivel, os trés
diferentes niveis de diagndstico devem ser elucidados, em conjunto com a etiologia da epilepsia

de um individuo (Scheffer et al., 2017).

Crises epilépticas podem ser classificadas como de inicio focal, de inicio generalizado,
focal para bilateral tonico-clonica, de inicio desconhecido ou ndo classificadas (Fisher et al.,
2017). As crises focais se originam em redes neuronais limitadas a apenas um dos hemisférios,
podendo se iniciar com ou sem prejuizo da consciéncia € com manifestagdes motoras ou nao
motoras (Berg ef al., 2010; Fisher et al., 2017). Crises generalizadas se iniciam em redes
neuronais distribuidas nos dois hemisférios, apresentando-se como motoras ou ndo motoras
(Bergetal.,2010; Fisher ef al.,2017). Uma crise focal para bilateral tonico-clonica corresponde
aquela que possui um padrdo de propagacdo bilateral, sendo uma classificagdo atualizada para
as antigas crises focais com generalizagdo secundaria (Fisher ef al., 2017). Crises de inicio
desconhecido sdo um agrupamento temporario para eventos cujo inicio nao foi observado ou
ndo foi claro, mas podem ser posteriormente categorizadas de forma apropriada assim que
houver um alto grau de confianga na precisdo da classificagdo (Fisher ef al., 2017). Caso seja
impossivel o diagndstico, seja por falta de informagdes ou por aspectos nao usuais, considera-
se a crise como nao classificada (Fisher et al., 2017). Esse Gltimo critério ¢ uma excegdo ¢ s6
deve ser utilizado quando houver certeza que um evento paroxistico ¢ uma crise epiléptica, mas

ndo possa ser categorizada (Fisher et al., 2017).

O segundo nivel de diagndstico consiste no tipo de epilepsia, identificado de forma
clinica com suporte de exames de eletroencefalografia (Scheffer et al., 2017). As epilepsias
podem ser focais, com crises epilépticas de inicio focal; generalizadas, com crises epilépticas
de inicio generalizado; generalizada e focal combinadas, quando h4 manifestagcdes focais e
generalizadas; ou desconhecidas, quando ndao héd informacao suficiente para a classificagdo
(Scheffer et al., 2017). Convém ressaltar que individuos com um tipo de epilepsia podem

apresentar diversos tipos de crises epilépticas (Scheffer et al., 2017).

A identificagdao de uma sindrome epiléptica € o tltimo nivel do diagnostico. Em alguns
casos, pacientes podem apresentar caracteristicas clinicas que tendem a ocorrer em conjunto,
como tipos de crises epilépticas e achados de eletroencefalografia e neuroimagem (Scheffer et
al.,2017). Mesmo que a International League Against Epilepsy (ILAE) nunca tenha elaborado
uma classificacdo de sindromes epilépticas, alguns exemplos conhecidos sdo a sindrome de

Dravet e a sindrome de Lennox-Gastaut — encefalopatias epilépticas intrataveis que geralmente
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se iniciam na infincia (Scheffer et al., 2017). Ressalta-se que a ILAE ¢ a principal associagao
mundial de profissionais de satide e cientistas que se dedicam ao estudo da epilepsia
(International League Against Epilepsy, 2024). A missdo dessa organizagdao ¢ disseminar
recursos que favorecam o entendimento, o diagndstico e o tratamento da epilepsia — e a visao
da ILAE ¢ um mundo em que a vida de nenhuma pessoa seja limitada pela epilepsia

(International League Against Epilepsy, 2024).

Além das diferentes classificagdes supracitadas, a ILAE ainda destaca a relevancia de
se identificar a etiologia da epilepsia de um paciente. Os seis grupos de possiveis causas
relacionadas a epilepsia — estrutural, genética, infecciosa, metabdlica, imune e desconhecida —
denotam o carater multifatorial da doenga e fornecem direcionamentos importantes para o
tratamento (Scheffer ef al., 2017). Epilepsias com etiologia estrutural estdo associadas a
anormalidades em exames de neuroimagem que indicam alteragdes na organizagdo cerebral,
sendo exemplos acidentes vasculares encefalicos, traumas, infecgdes e malformagdes (Scheffer
et al.,2017). Causas genéticas relacionam-se a mutagdes, podendo estar associadas a condigdes
hereditarias, mutacdes de novo ou variantes genéticas patogénicas (Scheffer et al., 2017). A
etiologia infecciosa, por sua vez, se estabelece como a mais comum e resulta de alguma
infec¢cdo, como neurocisticercose, tuberculose e toxoplasmose cerebral, por exemplo (Scheffer
et al., 2017). Epilepsias com causas metabolicas envolvem disturbios no metabolismo, como
aminoacidopatias ou deficiéncia cerebral de folato (Scheffer et al., 2017). A etiologia imune
compreende epilepsias com aspecto neuroinflamatorio mediado por reagdes autoimunes, a
exemplo da encefalite anti-receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (Schefter et al., 2017). Por
fim, ainda hé epilepsias com etiologia desconhecida, quando ndo se sabe ao certo as causas

subjacentes a doenca (Scheffer ez al., 2017).

Independentemente da causa, o surgimento da epilepsia ¢ desencadeado pela
epileptogénese, um processo neurobioldgico pelo qual redes encefilicas se tornam
funcionalmente alteradas e mais suscetiveis a gerar crises epilépticas espontaneas e recorrentes
(Pitkdnen et al., 2015). Classicamente, a epileptogénese ¢ dividida em trés diferentes
momentos: insulto inicial, periodo latente e periodo cronico (Loscher; Hirsch; Schmidt, 2015).
O insulto inicial se refere a um evento que gera diversas alteragdes celulares, moleculares e
fisiologicas no ambiente cerebral (Patel ez al., 2019). O periodo latente compreende o intervalo
entre o insulto epileptogénico e a ocorréncia da primeira crise epiléptica (Patel et al., 2019;

Pitkdnen et al., 2015). Entdo, o periodo cronico se estabelece com crises espontaneas,
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recorrentes € ndo provocadas que continuamente danificam o encéfalo (Patel et al., 2019).

Entretanto, esse paradigma vem mudando nos ultimos anos.

Atualmente, entende-se que a epileptogénese ¢ implicada ndo apenas nas etapas iniciais
do desenvolvimento da doenca, mas também como um evento continuo e prolongado que
contribui para a progressdo do quadro de epilepsia (Dudek; Staley, 2012; Loscher; Hirsch;
Schmidt, 2015). Além disso, estudiosos da epileptologia passaram a questionar o conceito de
periodo latente, observando que nem sempre esse intervalo livre de crises € um requisito ou um
precursor para o desenvolvimento da epilepsia cronica (Ldscher; Hirsch; Schmidt, 2015). Com
isso, ¢ pensado que a epileptogénese possa se iniciar logo depois do insulto inicial, sem um
periodo latente livre de crises epilépticas, e também se estender para depois do diagnostico de
epilepsia, haja vista que a frequéncia e a severidade das crises podem se agravar mesmo depois
da primeira crise espontanea nao provocada (Loscher; Hirsch; Schmidt, 2015; Pitkénen et al.,

2015).

Com ou sem a presenca de um periodo latente, a epileptogénese ¢ marcada por
complexas alteragdes no ambiente cerebral. Mudangas na excitabilidade neuronal, brotamento
axonal aberrante, neurodegeneragdo, gliose, prejuizos a barreira hematoencefalica, processos
neuroinflamatdrios e reorganizacdo da matriz extracelular sdo alguns exemplos de eventos que
ocorrem durante a epileptogénese (Patel et al., 2019; Pitkdnen; Lukasiuk, 2011). Todas essas
transformagdes contribuem para a geragdo de um desequilibrio entre excitagdo e inibigao,
estabelecendo-se uma diminuicao patoldgica no limiar convulsivo por meio de um estado de

hiperexcitabilidade (Avoli et al., 2002; Avoli et al., 2016).

Existem dois principais mecanismos hipotéticos aparentemente relevantes para a
epileptogénese adquirida, levantados com base em dados eletrofisioldgicos e histopatologicos.
O primeiro ¢ a perda seletiva de interneurdnios que liberam o neurotransmissor acido gama-
aminobutirico (GABA) depois do status epilepticus, o que acaba reduzindo a inibigdo
GABAérgica nos circuitos hipocampais (Dudek; Staley, 2012). O outro mecanismo € o
brotamento axonal aberrante que leva a formag¢do de novos circuitos excitatdrios recorrentes,
fendmeno que parece estar relacionado a atividade epiléptica e a perda de neurdnios pela
excitotoxicidade glutamatérgica (Dudek; Staley, 2012). Ressalta-se que o processo de
excitotoxicidade ¢ gerado pela hiperativagdo de diferentes subtipos de receptores
glutamatérgicos, o que gera um influxo excessivo de calcio e, portanto, morte neuronal por

apoptose ou necrose (Nicotera; Leist; Manzo, 1999). Ainda assim, varios outros processos que
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parecem estar envolvidos no aparecimento de crises epilépticas, como anormalidades na fungao
e expressdo de canais de sédio, de potéssio e de calcio dependentes de voltagem, essenciais
para o bom funcionamento da sinalizacao elétrica no ambiente neuronal (Mantegazza; Catterall,

2012; Cooper, 2012; Cain; Snutch, 2012).

Os medicamentos antiepilépticos disponiveis atualmente ndo sdo capazes de prevenir a
progressao da doenga, mas promovem alivio sintomatico das crises epilépticas ao interagir com
diversos alvos celulares relacionados aos eventos fisiopatologicos citados acima. Ha quatro
principais grupos de farmacos antiepilépticos, de acordo com o mecanismo de acdo: (I)
moduladores de canais ionicos dependentes de voltagem, como a carbamazepina; (II)
potencializadores da inibicdo mediada por GABA, como o diazepam; (III) modulagao direta da
liberacdo sinaptica, como o levetiracetam; e (IV) antagonistas de receptores glutamatérgicos,

como o topiramato (Loscher ef al., 2020).

Convém ressaltar que um determinado antiepiléptico para o tratamento farmacologico
deve ser escolhido de maneira individualizada, levando em conta o mecanismo de acao mais
adequado e eficaz sobre os processos de geragao e propagacao das crises do paciente (Ministério
da Saude, 2019). Outros fatores como risco de recorréncia de crises, consequéncias da
continuagao das crises para o paciente, eficacia e efeitos adversos também sdo considerados na
decisdo do inicio de um tratamento antiepiléptico (Ministério da Saude, 2019). De acordo com
a Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (Ministério da Saude, 2022), os seguintes
farmacos antiepilépticos estdo disponiveis no Sistema Unico de Saude: acido valproico,
carbamazepina, clobazam, clonazepam, etossuximida, fenitoina, fenobarbital, gabapentina,

lamotrigina, levetiracetam, primidona, topiramato e vigabatrina.

Segundo protocolos clinicos do Ministério da Satde (2019), o tratamento farmacologico
para a epilepsia tem como objetivo oferecer a melhor qualidade de vida possivel para o paciente.
Idealmente, busca-se a remissao total das crises com efeitos adversos minimos, mas, por vezes,
nao se torna possivel nem mesmo alcancar o controle adequado das crises epilépticas. Nesse
caso, define-se a epilepsia farmacorresistente, ou epilepsia refrataria, em que os pacientes nao
ficam livres das crises, mesmo apds serem tratados com dois farmacos antiepilépticos tolerados
e apropriados, seja em monoterapia ou na forma combinada (Kwan ef al., 2010; Ministério da
Satde, 2019). Aproximadamente 30% de todos os pacientes com epilepsia sdo resistentes ao
tratamento e ja ¢ sabido que a ocorréncia de crises ndo controladas ¢ o maior fator de risco

associado a morte subita inesperada na epilepsia (Devinsky, 2011).
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1.2 Epilepsia do Lobo Temporal e Formac¢io Hipocampal

Em alguns subtipos de epilepsia, a porcentagem de pacientes farmacorresistentes ¢
ainda maior, podendo chegar aos 70%. Esse ¢ exatamente o caso da epilepsia do lobo temporal
(ELT), um dos subtipos mais comuns de epilepsia em adultos, com elevadas taxas de
refratariedade (Van Vliet; Aronica; Gorter, 2014). A impossibilidade de controle farmacologico
adequado das crises na maioria dos casos de ELT faz com que esses pacientes sejam os mais
indicados para ressec¢des cirurgicas, que sao uma alternativa comum de tratamento nado
farmacologico (T¢llez-Zenteno; Hernandez-Ronquillo, 2012). Engel (2001) sugere que o alto
indice de refratariedade nesse subtipo de epilepsia seja devido ao processo de screening de
novos compostos antiepilépticos, que sao identificados em modelos animais de crises

generalizadas tonico-clonicas e crises de auséncia.

As crises de ELT sdo amplamente estereotipadas entre os pacientes e costumam ser
comegar com uma aura, que ¢ um fenomeno ictal subjetivo que dura varios segundos e pode
preceder uma crise epiléptica observavel (Engel, 2001; Blume et al., 2001; Abarrategui et al.,
2021). A sensacdo mais comum ¢ um movimento ou eleva¢do na regido epigastrica, mas
também podem ocorrer outros sinais autonomicos ou psiquicos, além de sensac¢des olfatorias
ou gustatorias (Engel, 2001; Abarrategui et al., 2021). As crises com prejuizo da consciéncia
geralmente fazem com o que o paciente interrompa subitamente os movimentos e passe a olhar
fixamente para o vazio (Engel, 2001; Abarrategui ef al., 2021). Durante a crise, que em geral
dura de um a dois minutos, o individuo ainda pode apresentar automatismos oroalimentares e
gestuais, movimentos do braco contralateral a descarga ictal e outras alteragdes motoras (Engel,
2001; Abarrategui ef al., 2021). A fase pos-ictal, depois da crise epiléptica, pode durar varios
minutos e causa desorienta¢do, confusdo mental, perda de memoria recente, amnésia e disfasia

(Engel, 2001; Abarrategui et al., 2021).

O diagnoéstico da ELT ¢ complexo e envolve anamnese, exames neurologicos e
monitoramento por eletroencefalografia (EEG) ou video-EEG e ressonancia magnética.
Pacientes com ELT geralmente apresentam historico de crises epilépticas febris ou outras lesdes
nos anos iniciais de vida, como traumas cranianos ou infec¢des cerebrais (Engel, 2001). Além
disso, ¢ comum ter um histérico de epilepsia na familia e observar o desenvolvimento da
refratariedade. Exames neuroldgicos costumam estar normais, mas podem apontar um déficit
de memoria (Engel, 2001). O diagnostico ¢ confirmado com a deteccdo de atividade

epileptiforme em uma ou mais regides temporais por meio de EEG ou video-EEG, com picos

de amplitude maxima nos tracados eletroencefalograficos (Engel, 2001; Devinsky, 2004).
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O lobo temporal ¢ uma das regides encefalicas mais epileptogénicas em humanos, sendo
que as crises se originam majoritariamente na formag¢ao hipocampal e no complexo amigdaloide
(Loscher, 1997; Tatum, 2012). Nessas areas, pacientes com ELT apresentam esclerose
hipocampal, astrogliose e formacao de cicatrizes com tecido fibroso (Coras; Bliimcke, 2015),
aspectos ainda mais agravados pela impossibilidade de tratamento e controle das crises

epilépticas refratarias.

A formacao hipocampal ¢ um conjunto de estruturas temporais que compreende o giro
denteado, o hipocampo propriamente dito e o complexo subicular (Cappaert; Van Strien; Witter,
2015). Alguns autores também consideram o cortex entorrinal como parte da formacao
hipocampal (Schultz; Engelhardt, 2014). Em humanos, essa regido possui uma extensiao
rostrocaudal de cinco centimetros, sendo mais larga em sua extremidade anterior e fazendo uma

curva em direcdo a superficie medial do cérebro (Schultz; Engelhardt, 2014).

A formacao hipocampal forma conexdes principalmente unidirecionais e esta arranjada
majoritariamente como um alocdrtex, apresentando organizac¢do cortical em trés camadas:
camada molecular, camada celular e camada polimorfica (Amaral; Scharfman; Lavenex, 2007;
Boccara et al., 2015). Adiante, serd discutida a anatomia e a citoarquitetura de cada uma das
estruturas que compdem a formacdao hipocampal e, posteriormente, sera apresentada a
conectividade estabelecida entre essas diferentes estruturas, bem como as alteracoes

fisiopatologicas hipocampais encontradas na ELT.

O giro denteado ¢ formado por trés camadas: camada molecular, camada celular e
camada polimorfica (Amaral; Scharfman; Lavenex, 2007). A camada molecular possui
relativamente poucas células e € composta principalmente por dendritos das células granulares
presentes na camada celular, além de fibras oriundas do cortex entorrinal e interneuronios
(Amaral; Scharfman; Lavenex, 2007; Schultz; Engelhardt, 2014; Cappaert; Van Strien; Witter,
2015). A camada celular ¢ formada por neurdnios chamados de células granulares, que possuem
corpo celular eliptico e ficam densamente empacotados sem a presenca de células gliais
(Amaral; Scharfman; Lavenex, 2007; Cappaert; Van Strien; Witter, 2015). As células granulares
apresentam uma arvore dendritica em forma de cone, com ramifica¢des direcionadas a por¢ao
superficial da camada molecular (Cappaert; Van Strien; Witter, 2015). Esses neuronios
glutamatérgicos possuem axonios ndo mielinizados que sdo chamados de fibras musgosas e se
projetam para neurdnios piramidais da area CA3 do hipocampo (Amaral; Scharfman; Lavenex,

2007). Por fim, a camada polimérfica, também chamada de hilo, ¢ uma camada com diversos

23



tipos celulares, como interneurdnios inibitérios e células musgosas, sendo essas também

inervadas pelas fibras musgosas (Amaral; Scharfman; Lavenex, 2007).

O hipocampo propriamente dito ¢ dividido em campos: CA3, CA2 e CA1 — CA significa
Cornu Ammonis, nome dado a essas areas em homenagem a um antigo deus egipcio (Schultz;
Engelhardt, 2014). Existia certa discussdo na literatura sobre a existéncia do campo CA4,
entretanto, varios autores ja deixaram de utilizar essa nomenclatura, defendendo que essa
camada se confunde com o hilo (Schultz; Engelhardt, 2014; Cappaert; Van Strien; Witter, 2015;
Insausti; Amaral, 2004). O hipocampo também ¢ dividido em camada molecular, camada
celular e camada polimoérfica, mas existem algumas subdivisdes dentro de cada camada. A
camada molecular ¢ formada pelo alveus, a superficie limitante com o limen ventricular que
contém axonios das células piramidais, e pelo stratum oriens, que apresenta os dendritos basais
das células piramidais e alguns interneurdnios (Schultz; Engelhardt, 2014; Cappaert; Van
Strien; Witter, 2015). A camada celular ¢ chamada de stratum pyramidale e é formada por
neurdnios chamados de células piramidais (Schultz; Engelhardt, 2014; Cappaert; Van Strien;
Witter, 2015). Por fim, a camada polimoérfica contém os dendritos apicais das células piramidais
e interneurdnios (Schultz; Engelhardt, 2014; Cappaert; Van Strien; Witter, 2015). Essa camada
¢ dividida em stratum lucidum, uma zona acelular presente apenas em CA3 que ¢ ocupada pelas
fibras musgosas; stratum radiatum, formada pelos dendritos apicais das células piramidais e
conexdes CA3-CAl; e stratum lacunosum-moleculare, a por¢ao mais superficial adjacente a
fissura hipocampal, onde se encontram as ramificagdes terminais dos dendritos das células
piramidais e onde terminam as fibras oriundas do cortex entorrinal (Schultz; Engelhardt, 2014;

Cappaert; Van Strien; Witter, 2015).

Mesmo com estrutura similar, os campos hipocampais possuem algumas
particularidades. O campo CA3 apresenta células piramidais grandes inervadas por fibras
musgosas, que sdo os axonios das células granulares do giro denteado (Schultz; Engelhardt,
2014; Cappaert; Van Strien; Witter, 2015). As células mais préoximas do giro denteado
apresentam um maior input de fibras musgosas e, por isso, apresentam clusters de espinhas
dendriticas chamadas de excrescéncias espinhosas (Cappaert; Van Strien; Witter, 2015). O
campo CA2 também apresenta células grandes, mas que ja4 ndo sdo inervadas pelas fibras
musgosas (Cappaert; Van Strien; Witter, 2015). As arvores dendriticas desses neurdnios sao
menores e ¢ dificil identificar as fronteiras entre CA3 e CA2 (Cappaert; Van Strien; Witter,

2015). Por fim, o campo CAL1 apresenta células menores e mais homogéneas, contando com
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uma circuitaria local de interneurdnios principalmente GABAérgicos (Cappaert; Van Strien;

Witter, 2015).

O complexo subicular, ou simplesmente subiculo, ¢ uma zona com duas principais
camadas: stratum pyramidale, que possui células piramidais mais alargadas em relagdo a CAl,
e stratum moleculare (Cappaert; Van Strien; Witter, 2015). E a principal fonte das eferéncias
hipocampais, enviando fibras para outros locais do cérebro por meio do fornix (Cappaert; Van

Strien; Witter, 2015).

Associada a formagdo hipocampal, estd a regido parahipocampal, formada por pré-
subiculo, para-subiculo, coértex entorrinal, cortex perirrinal e cortex pos-rinal (Cappaert; Van
Strien; Witter, 2015). O pré-subiculo e o para-subiculo s@o uma regido de perialocortex, que €
uma zona de transi¢do entre o alocortex de trés camadas para o neocdrtex tradicionais de seis
camadas (Cappaert; Van Strien; Witter, 2015; Insausti et al., 2017). O cortex entorrinal também
¢ considerado perialocortex, com camadas I a VI (Insausti ef al., 2017). Ressalta-se que a
camada II do cortex entorrinal € a principal fonte de fibras para a via perfurante, que se projeta

para o giro denteado e CA3 (Schultz; Engelhardt, 2014).

A via perfurante ¢ a principal fonte de aferéncia cortical para a formagao hipocampal,
formando uma via trissinaptica principalmente glutamatérgica (Schultz; Engelhardt, 2014;
Neves; Cooke; Bliss, 2008). Primeiramente, neurénios da camada II e III do cértex entorrinal
se projetam para a camada molecular do giro denteado e para o stratum lacunosum-moleculare
de CA3 (Schultz; Engelhardt, 2014; Neves; Cooke; Bliss, 2008). Entdo, as células granulares
do giro denteado sdo excitadas e projetam seus axdonios, as fibras musgosas, para os dendritos
dos neurdnios piramidais proximais de CA3 (Schultz; Engelhardt, 2014; Neves; Cooke; Bliss,
2008). Por fim, axonios de todas as por¢gdoes de CA3 se projetam para neuronios ipsilaterais
CAl, formando os colaterais de Schaffer (Schultz; Engelhardt, 2014; Neves; Cooke; Bliss,
2008). Neuronios de CA3 também se projetam para as células piramidais contralaterais em CA3
e CAl, por meio de fibras comissurais (Schultz; Engelhardt, 2014; Neves; Cooke; Bliss, 2008).
Convém ressaltar que interneurénios da camada polimorfica de CAl enviam projecdes
inibitorias para CA3 e para o hilo do giro denteado, fornecendo um incomum feedback
inibitério (Cappaert; Van Strien; Witter, 2015). Por fim, CAl envia fibras axonais para o
subiculo e para as camadas V e VI do cortex entorrinal, que, por sua vez, se comunicam com

neurdnios da camada III do cértex entorrinal, formando uma espécie de loop polissinaptico
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importante para a formag¢do de memoria (Schultz; Engelhardt, 2014; Neves; Cooke; Bliss,

2008). Toda essa circuitaria hipocampal esta representada na figura 1.

Formagéo Hipocampal Cortex Entorrinal
Colaterais de [~ Via perfurante
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Figura 1. Conectividade bésica da formagao hipocampal. No esquema, apresenta-se uma via
trissinaptica que comeca com a via perfurante, em que neurdnios das camadas II e II do cortex
entorrinal se projetam para o giro denteado. Entdo, as fibras musgosas das células granulares
do giro denteado enviam projecdes para as células piramidais de CA3 que, por sua vez, emitem
colaterais de Schaffer para CA1. Modificado de Neves; Cooke; Bliss (2008).

Por ser uma regido com alta excitabilidade, a formagdo hipocampal sofre danos
particulares ocasionados pela ELT. Um exemplo disso ¢ a esclerose hipocampal, o achado
histopatologico mais comum em adultos diagnosticados com ELT refrataria (Blimcke ef al.,
2013). Esse fenomeno € caracterizado por uma perda de neurdnios piramidais em qualquer area
do hipocampo associado a gliose, mas a area CA1 parece ser especialmente sensivel a morte
neuronal por excitotoxicidade (Bliimcke et al., 2013; Dudek; Staley, 2012). Outra caracteristica
encontrada ¢ o brotamento aberrante de fibras musgosas, que passam a invadir as camadas
moleculares do tecido hipocampal e formar sinapses anormais que geram novos circuitos
excitatdrios recorrentes (You ef al., 2022). A perda de interneurdnios GABAérgicos, comentada
anteriormente, também acaba por facilitar ainda mais a ocorréncia de crises epilépticas,

principalmente no giro denteado e em CA1 (Dudek; Staley, 2012).

Convém ressaltar mais um aspecto fisiopatoldgico relevante na ELT, a neuroinflamacao.
Também chamado de inflamagao central, esse processo corresponde a um conjunto de respostas
imunes inatas e adaptativas que ocorrem no encéfalo. Uma variedade de fatores pode
desencadear a ativacdo inflamatéria no tecido nervoso (Pracucci et al., 2021), como
traumatismos cerebrais, infeccdes, proteinas mal dobradas, fragmentos celulares,
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envelhecimento, polui¢do ou desbalangos no ambiente cerebral — este ultimo sendo uma
caracteristica classica da ELT. A neuroinflamacao ¢ fundamental para minimizar danos, reparar
tecidos e restaurar a homeostase. Entretanto, a inflamagdo persistente passa a se tornar

prejudicial para o tecido nervoso, provocando neurotoxicidade e neurodegeneracao.

1.3 Neuroinflamac¢ido na Epilepsia do Lobo Temporal

Todas as células do sistema nervoso central (SNC) estao envolvidas na neuroinflamacao,
mas as células microgliais sdo as primeiras a reagir. 10% da composi¢do celular encefalica
corresponde as microglias, células imunes residentes do tecido nervoso que sdo prontamente
mobilizadas em situagdes cerebrais patoldgicas (Salter; Stevens, 2017). Derivadas um
progenitor mieloide hematopoiético comum, as microglias podem ser consideradas proximas
dos macrofagos do sistema imune periférico (Vainchtein; Molofsky, 2020), mas com fungdes

ativamente adaptadas ao ambiente neuronal.

As células microgliais s3o consideradas guardids do SNC, devido a gama de papéis
fundamentais que desempenham tanto em condi¢des normais como patologicas. Seus processos
ramificados estdo em constante movimento, realizando vigilancia do tecido nervoso e
fagocitose de detritos ou subestruturas celulares (Salter; Stevens, 2017; Wolf; Boddeke;
Kettenmann, 2017). Elas também promovem proliferacao e sobrevivéncia neuronal, regulam a
neurogénese, mantém a homeostase da mielina, removem sinapses muito ou pouco ativas por
poda sinaptica, modulam conexdes axonais e participam no remodelamento sindptico — além
de oferecer prote¢do contra micro-organismos patogénicos e proteinas proprias danosas
(Hickman et al., 2018; Hiragi; Ikegaya; Koyama, 2018; Salter; Stevens, 2017; Wolf; Boddeke;
Kettenmann, 2017).

Durante situagdes de homeostase, essas c€lulas sao altamente ramificadas e moveis,
otimizando a fung¢ao cerebral e dando suporte a fungdes neuronais, em um estado saudavel (Yu,
Deng; Xu, 2023). Entretanto, em resposta a gatilhos neuroinflamatérios, as microglias passam
por uma transi¢do fenotipica funcional para limitar danos e otimizar a sobrevivéncia, tornando-
se ameboides e fagociticas (Yu; Deng; Xu, 2023). Esse ¢ um processo dinamico que envolve
ndo apenas mudancas morfologicas, mas também alteracdes contexto-dependentes na
distribuicao especial, expressao génica, eletrofisiologia, perfil imunoldgico e metabolismo (Yu;

Deng; Xu, 2023).
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Morin-Brureau e colaboradores (2018) encontraram diferentes fenotipos microgliais
nos encéfalos de pacientes afetados pela ELT mesial com esclerose hipocampal. A morfologia
das microglias variou de altamente ramificada a ameboide, sendo que a ocorréncia de células
ameboides se correlacionou com menor densidade neuronal e foi maior observada em CAl e
CA3, regides esclerdticas no hipocampo. Essas areas também apresentaram células microgliais
com maior expressdo de proteinas do complexo principal de histocompatibilidade tipo II e

resposta mais rapida a agonistas purinérgicos.

Alguns estudos apontam que as células microgliais possuem papéis neuroprotetores e
antiepilépticos na ELT. Demonstrou-se que a microglia contribuiu para a restauracao da fungao
e da estrutura de dendritos depois de crises severas (Eyo et al., 2021), reduziu a
hiperexcitabilidade neuronal (Merlini ef al., 2021; Hu et al., 2023) e diminuiu a morte neuronal
provocada por acido cainico em fatias hipocampais (Araki; Ikegaya; Koyama, 2020). Além
disso, os niveis de citocinas anti-inflamatoérias — como IL-4 ¢ IL-10 — em microglias s3o maiores

depois de crises epilépticas (Benson; Manzanero; Borges, 2015).

Corroborando esses efeitos neuroprotetores, foi observado que a deple¢do de microglias
agravou crises induzidas por pilocarpina em camundongos, além de aumentar a degeneragao
neuronal provocada por excitotoxicidade no hipocampo (Liu ef al., 2020). Esse efeito também
foi observado para crises induzidas por acido cainico e por estimulagdo elétrica hipocampal
(Gibbs-Shelton et al., 2023) e em trés diferentes linhagens transgénicas de camundongos depois
da indugdo de status epilepticus por acido cainico (Wu et al., 2020). A auséncia de células
microgliais também aumentou crises epilépticas espontaneas e recorrentes no periodo cronico
e aumentou a mortalidade dos animais (Wu et al., 2020). Em contrapartida, a repopulag¢do de
microglias reverteu os efeitos prejudiciais causados pela deplecdo dessas células (Gibbs-
Shelton et al., 2023; Wu et al., 2020), sugerindo uma nova possibilidade de alvo terapéutico

para a ELT.

Apesar de todo o exposto, o comportamento microglial na ELT € tdo complexo que essas
células também podem contribuir para o agravamento da patologia. Estudos demonstram que
as microglias levam a degradacdo sinaptica e ao desequilibrio entre excitacdo e inibi¢do ao
podar preferencialmente as sinapses inibitorias (Fan et al., 2023), além de contribuir para a
neurodegeneracao (Heo et al., 2006; Wang et al., 2015) e para a neurogénese aberrante (Victor;

Tsirka, 2020). Contraditoriamente, os niveis microgliais de citocinas pro-inflamatdrias, como

28



TNF-a, IL-1B, IL-6 and IL-12, também demonstraram estar aumentados depois de crises

epilépticas (Benson; Manzanero; Borges, 2015; Henning ef al., 2023).

Muitos estudos que investigam o papel das microglias na ELT bloquearam suas funcgdes
com a utilizacdo da minociclina, um potente inibidor da ativagdo microglial e de vias
apoptoticas (Yong et al., 2004). O tratamento com minociclina demonstrou suprimir a atividade
das células microgliais e a producao de IL-1B e TNF-a no hipocampo (Wang et al., 2015). Além
disso, também foi observada uma diminui¢ao da morte neuronal induzida pelo status epilepticus
e menor frequéncia, duragdo e severidade das crises em um modelo de ELT induzido por
pilocarpina em ratos (Wang et al., 2015). Resultados similares foram obtidos com a utilizagao
do G2580, que bloqueia a proliferacdo microglial pela inibi¢cdo de receptores CSF1. Di Nunzio
e colaboradores (2021) observaram que o GW2580 mediou a neuroprotecdo no hipocampo,

diminuiu a infiltragdo de leucocitos e reduziu o nimero de crises em camundongos epilépticos.

Independentemente de serem benéficas ou maléficas no contexto epiléptico, ¢ evidente
que as células microgliais estdo intrinsicamente envolvidas na fisiopatologia da ELT. A luz
disso, cada vez mais pesquisas vém abordando a modulag¢ao microglial para o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas inovadoras para a ELT. Alguns estudos sugerem, inclusive, que
farmacos antiepilépticos com propriedades anti-inflamatorias voltadas para as células gliais sdo

opcdes promissoras para o tratamento da epilepsia (Dambach et al., 2014).

A resposta microglial ¢ um dos primeiros eventos da epileptogénese e persiste até
mesmo nos estagios cronicos da ELT, mas outras células gliais também desempenham papéis
importantes nessa doenca. J4 ¢ bem estabelecido, por exemplo, que microglias ativadas
recrutam astrocitos reativos € neurotoxicos, principalmente por meio de mediadores
inflamatoérios, como IL-10, TNF-a and C1q (Henning ef al., 2023; Liddelow et al., 2017; Sano

et al.,2021). Essas células sdo outro componente essencial na fisiopatologia da ELT.

Os astrdcitos sao o tipo mais abundante de glia, representando 20 a 50% da composi¢ao
celular no SNC (Hasel; Liddelow, 2021). Derivados de precursores neuroepiteliais, eles estdo
envolvidos em uma ampla gama de fungdes absolutamente essenciais para a homeostase
cerebral (Vainchtein; Molofsky, 2020). Essas células estreladas fornecem suporte tréfico e
metabolico a neuronios, mediam a formacgao e a eliminagdo de sinapses, regulam niveis de
neurotransmissores, mantém o balango i6nico e eletrolitico, interagem com células imunes e
integram a sinalizagdo neuronal — além de serem componentes estruturais fundamentais da
barreira hematoencefalica (Hasel; Liddelow, 2021; Patani; Hardingham; Liddelow, 2023).
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Durante situagdes patoldgicas, os astrocitos reagem de diferentes maneiras, dependendo
da natureza do desequilibrio homeostatico. Frente a lesdes ou doengas, essas células se tornam
reativas, passando por alteragdes heterogéneas em aspectos transcricionais, bioquimicos,
morfologicos, metabodlicos e fisiologicos (Escartin ef al., 2021). Esse processo ¢ definido como
astrogliose reativa e ¢ um importante processo fisiopatologico da ELT, estando

consistentemente associada com a esclerose hipocampal (Bliimcke et al., 2013).

Na ELT, os astrocitos demonstram alteracdes na expressao de proteinas importantes para
o equilibrio entre excitagdo e inibi¢do, como transportadores de glutamato e GABA, canais de
potassio retificadores de entrada, conexinas e aquaporinas (Cargak; Onat; Sitnikova, 2023).
Adicionalmente, astrocitos reativos podem até mesmo liberar mediadores pro-inflamatoérios,
conhecidos por facilitarem a neurotransmissao excitatéria (Dejakaisaya; Kwan; Jones, 2021;

Nikolic et al., 2018).

O balanco entre glutamato e GABA ¢ essencial na ELT e os astrocitos desempenham
um papel relevante na regulacido de neurotransmissores. Por meio de eficientes transportadores
de aminoacidos excitatorios, essas células realizam a recaptacdo, o metabolismo e a reciclagem
do excesso de glutamato na fenda sinaptica (Sofroniew; Vinters, 2010). Contudo, a expressao
de transportadores de glutamato em astrécitos estd diminuida na ELT, o que ja foi observado
tanto em modelos animais como na formag¢ao hipocampal de pacientes humanos (Peterson;
Binder, 2019; Proper et al., 2002; Sarac et al., 2009). Por isso, esses transportadores também
se tornaram um alvo terapéutico. Estudos demonstram que aumentar a expressdo ou inibir a
degradagdo do transportador de glutamato 1 alivia prejuizos cognitivos, melhora o quadro de
astrogliose reativa e reduz frequéncia, severidade e duracdo de crises epilépticas (Peterson et

al.,2021; Ramandi et al., 2021; Sha et al., 2017).

Uma outra estratégia para resgatar o balanco entre excitagdo e inibi¢ao ¢ a modulagao
da neurotransmissdao de GABA, como ja comentado. Apesar de transportadores de GABA
parecerem estar menos expressos na ELT (Schijns et al., 2015), astrdcitos sdo considerados
responsaveis pelas correntes inibitorias no encéfalo epiléptico (Miiller et al., 2020). Em um
modelo animal de ELT induzido por cainato, Miiller e colaboradores (2020) demonstraram que
os niveis de GABA estdo aumentados em astrdcitos reativos, o que provavelmente ¢ um

mecanismo pelo qual essas células naturalmente tentam controlar as crises epilépticas.

Astrocitos também regulam a excitabilidade neuronal por meio da manutencdo do

equilibrio i6nico e eletrolitico. Essas células expressam canais de potassio retificadores de
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entrada (Ki;) que fazem a recaptacdo do excesso de potassio extracelular liberado por neurdnios
durante potenciais de a¢ao (Kinboshi; Ikeda; Ohno, 2020). Todo esse potassio ¢ entdo realocado
para regides com menores concentragdes por meio de jungdes gap que contribuem para a
formagdo de um sincicio astrocitico (Kinboshi; Ikeda; Ohno, 2020). Dessa forma, astrocitos sao

capazes de manter a homeostase do potassio no microambiente neuronal.

Na ELT, um subtipo especifico desses canais, o Kir 4.1, parece estar negativamente
regulado em astrocitos (Kinboshi; Ikeda; Ohno, 2020). Além disso, as supracitadas juncdes gap
que permitem a realocagdo do potassio também estdo comprometidas nessa doenca (Kinboshi;
Ikeda; Ohno, 2020). E relevante mencionar que essa alteragdo no acoplamento das jungdes gap
nao se da devido a uma menor expressao de seus componentes estruturais, as conexinas 43 e
30, mas sim por uma certa perda de fun¢do dessas proteinas (Das et al., 2012; Collignon et al.,
2006; Fonseca; Green; Nicholson, 2002). As conexinas sdo abundantemente expressas nos
encéfalos de pacientes epilépticos, mas apresentam alteragdes na distribui¢ao subcelular, na
morfologia e nos padrdes de fosforilagao (Bedner; Steinhduser, 2023; Deshpande et al., 2017).
Esses mecanismos ainda sdo alvos terapéuticos emergentes, com poucos estudos abordando o
tamponamento de potassio e o acoplamento de jung¢des gap para o tratamento da ELT (Gangoso

etal.,2017; Guo et al., 2022; Walrave et al., 2020).

Em associagdo com a homeostase i0nica, a regulacao de dgua € outro aspecto relevante
para a excitabilidade neuronal — ja que mudancas na osmolaridade e no tamanho do espago
extracelular podem aumentar ou atenuar a atividade epileptiforme (Binder; Steinhduser, 2021).
No encéfalo, a regulagcdo de 4dgua ¢ realizada principalmente pelas aquaporinas-4, canais de
agua que sdo expressos de forma ubiqua em células gliais (Binder; Steinhduser, 2021). Os
astrocitos apresentam uma distribuicdo particular desses canais em diferentes dominios da
membrana, sendo que as aquaporinas estdo mais concentradas nos pés vasculares do que nos
prolongamentos entrelagados com neurdnios (Nagelhus; Mathiisen; Ottersen, 2004). Essa
disposi¢ao facilita o fluxo de fluidos entre o sangue e o espaco extracelular cerebral (Nagelhus;
Mathiisen; Ottersen, 2004). Na ELT, esses canais se redistribuem e se tornam mais abundantes
nos processos perissinapticos, gerando edema astrocitico, redu¢do no espaco extracelular e
hiperexcitabilidade (Wetherington; Serrano; Dingledine, 2008). Todo esse mecanismo
fisiopatologico influenciou alguns estudos a sugerirem a aquaporina-4 como um alvo

terapéutico para a ELT (Bonosi ef al., 2023).
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Em acréscimo a todos esses papéis na fisiologia cerebral normal e na fisiopatologia da
ELT, os astrdcitos sdo componentes estruturais fundamentais da barreira hematoencefalica, uma
interface fisica, funcional e metabolica que separa o tecido nervoso da corrente sanguinea
(Abbott; Ronnbick; Hansson, 2006). Os pés vasculares dos astrocitos envolvem as células
endoteliais que compdem os capilares ndo fenestrados da microvasculatura cerebral, regulando
a permeabilidade dos vasos sanguineos, mantendo a integridade da barreira e secretando fatores

de protecao vascular (Michinaga; Koyama, 2019).

A barreira hematoencefalica é essencial no SNC, limitando a entrada da maioria das
moléculas no parénquima cerebral e fornecendo nutrientes para o tecido nervoso (Abbott;
Ronnbick; Hansson, 2006). Além disso, essa barreira exerce grande influéncia no
microambiente das células cerebrais, dada a pequena distancia entre neurdnios e capilares
(Abbott; Ronnbick; Hansson, 2006). E sabido que, por meio de mecanismos ainda nao
completamente elucidados, essa interface sofre uma desestruturacdo durante quadros
neuroinflamatérios, demonstrando alteragdes no citoesqueleto de actina e na expressao das

jungoes oclusivas (Erickson; Dohi; Banks, 2012).

Em um quadro de epilepsia, a barreira hematoencefalica esta patologicamente
modificada de diversas formas, sendo uma causa e também uma consequéncia da atividade
epiléptica (Loscher, 2020). Estudos realizados em modelos animais e em pacientes ja
observaram que ocorre angiogénese aberrante nos focos epilépticos da ELT (Marchi; Lerner-
Natoli, 2013), fendmeno associado a perda de jungdes de oclusao e aumento da permeabilidade
a imunoglobulinas G (Rigau et al., 2007). Esse processo fisiopatoldégico gera uma associa¢ao
particularmente relevante entre os processos inflamatorios centrais e periféricos. Com o
afrouxamento da barreira, componentes do sistema imune periférico acabam se deslocando para

o tecido nervoso, interagindo com células microgliais e astrocitos.

Pela desestruturacdo da barreira hematoencefalica, a neuroinflamacdo acaba
perturbando o trafego normal de leucocitos para o SNC, gerando infiltracdo de monocitos,
neutrdfilos, linfocitos B e linfocitos T para o tecido nervoso por meio de uma captura inicial
abrupta seguida de uma diapedese anormal (Ldscher, 2020; Mayadas et al., 1993). Esse
fendmeno ¢ mais um contribuidor para a complexidade da resposta inflamatéria na ELT, que
envolve ndo apenas os componentes do SNC, mas também células imunes periféricas. Além

disso, a desestruturacdo da barreira também pode ser constatada em pacientes epilépticos pelo
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aumento da concentragdo sérica de proteinas associadas a barreira hematoencefalica (Bronisz

et al., 2023).

Uma importante proteina presente nessa interface entre tecido nervoso e corrente
sanguinea ¢ a claudina-5. Componente das junc¢des de oclusio localizadas na por¢ao mais apical
das membranas endoteliais, a claudina-5 ¢ uma das proteinas diretamente responsaveis pela
permeabilidade dessas jungdes (Greene; Hanley; Campbell, 2019). Nos pontos em que as
juncdes de oclusao promovem a adesdo entre células, a distancia intercelular ¢ quase nula, o
que contribui para a manutencdo da integridade estrutural da barreira hematoencefalica
(Greene; Hanley; Campbell, 2019). Em resposta a estimulos neuroinflamatérios, observa-se
uma diminui¢do da expressao das proteinas das jun¢des de oclusdo, como a claudina-5 (Greene;

Hanley; Campbell, 2019; Greene et al., 2022). Na ELT, esse panorama ndo ¢ diferente.

Greene e colaboradores (2022) demonstraram, pela primeira vez, uma correlagio direta
entre a epilepsia e os niveis de claudina-5 na barreira hematoencefalica de pacientes humanos.
Nesse estudo, foi observada uma diminui¢ao dos niveis dessa proteina em pacientes com ELT,
em comparagdo a pacientes controles saudaveis. Em um modelo animal de ELT induzido por
acido cainico, empregado no mesmo trabalho, os pesquisadores ainda encontraram que a
indugao focal de crises epilépticas diminuiu a expressao de claudina-5. Além disso, observaram
que a redugdo especifica da expressao de claudina-5 agravou crises induzidas por acido cainico.
Todos esses achados vém fazendo com que a barreira hematoencefalica também seja um alvo

terapéutico alternativo para o tratamento da ELT (Reiss ef al., 2022).

Considerando todo o exposto, a neuroinflamagdo ¢ agora reconhecida como um alvo
emergente nas pesquisas que buscam tratamentos inovadores para a ELT. Com a alta taxa de
refratariedade e a severidade das crises epilépticas observadas nesses pacientes, destaca-se a
urgente necessidade da busca por novos compostos que atuem sobre os alvos inflamatorios
relacionados a essa condi¢do. Dentre as varias fontes de moléculas terapéuticas, as peconhas
animais se revelam como reservatérios valiosos de compostos bioativos, trazendo novas

perspectivas para o tratamento da ELT.

1.4 Peconhas Animais como Fontes de Compostos Terapéuticos
Ao longo do processo evolutivo, alguns animais invertebrados desenvolveram pegonhas

constituidas por um amplo arsenal de compostos biologicamente ativos (Oliveira; Soares; Silva,
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2023). Constantemente sob a acdo da pressdo seletiva, essas pegonhas promovem uma
vantagem na sobrevivéncia desses animais e estdo envolvidas nas interagdes predador-presa,
sendo utilizadas para paralisar ou matar presas ou servindo como prote¢ao contra predadores
(Oliveira; Soares; Silva, 2023).

Moléculas derivadas de peconhas apresentam varios efeitos no SNC de mamiferos,
agindo em receptores, transportadores e canais idnicos de neurdnios excitatdrios e inibitdrios —
sitios de acdo de muitas neurotoxinas (Oliveira; Soares; Silva, 2023). Nesse contexto, tais
compostos se mostram como uteis ferramentas farmacologicas, ja que podem ajudar no
entendimento da transmissdo sindptica e também no desenho de novos medicamentos para o
tratamento de doengas neuroldgicas (Mortari, 2007).

Peptideos antiepilépticos ja foram encontrados em pegonhas de diversos invertebrados,
como aranhas, escorpides, moluscos e vespas (Lima et al., 2022). Dentre esses animais cujas
peconhas sdo objetos de pesquisa, as vespas se destacam pela ampla distribui¢do, em todo o
mundo, e pela grande biodiversidade, com mais de 5.000 espécies catalogadas (El-Wahed et
al., 2021). Sabe-se que as vespas utilizam sua peconha para proteger colonias ou para capturar
presas (EI-Wahed et al., 2021). A peconha das vespas possui uma rica gama de enzimas,
proteinas, peptideos, compostos volateis e moléculas bioativas com efeitos antitumorais,
antimicrobianos, anticoagulantes, antioxidantes, anti-inflamatorios e neuroprotetores (El-

Wahed et al., 2021).

Estudos anteriores do Laboratorio de Neurofarmacologia da Universidade de Brasilia
(UnB) ja identificaram e isolaram diversos peptideos antiepilépticos derivados ou bioinspirados
da pegonha de vespas sociais. Alguns exemplos sdo Neuropolybina, Chartergellus-CP1, NOR-
1202, Occidentalina-1202 e Neurovespina (Silva ef al., 2020; Lopes ef al., 2021; Quintanilha
et al., 2024; Mortari et al., 2023; Carneiro, 2013).

1.5 Peptideo Neurovespina

O peptideo Neurovespina ¢ um composto antiepiléptico bioinspirado de um peptideo
1solado da pegonha da vespa social Polybia occidentalis. Essa vespa ¢ endémica de regides
neotropicais e sua pegconha ¢ composta por proteinas de alta massa molecular, peptideos, aminas
biogénicas e sais inorganicos, sendo que cerca de 70% de sua composi¢do correspondem a

peptideos (Carneiro, 2013; Mortari et al., 2005).
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Mortari e colaboradores (2023) investigaram a neurotoxicidade da peconha bruta dessa
vespa em ratos, via administragdo intracerebroventricular. Foi notado um forte efeito
neurotoxico nos animais, sendo observadas crises convulsivas e mortes em 100% dos animais
que receberam a maior dose da pegonha bruta, 60 g/L. Por outro lado, a pegonha desnaturada
ndo teve os mesmos efeitos, ndo chegando a induzir comportamentos pro-cursivos nem mesmo
em doses altas (100 g/L). Esses dados sugerem que a neurotoxicidade da pegonha bruta foi

causada pelos compostos de alta massa molecular (Mortari et al., 2023).

Ainda foram analisados os efeitos da peconha desnaturada de P. occidentalis em ratos,
também pela via intracerebroventricular. Observou-se que, além de levar a um aumento da
laténcia para o inicio das crises convulsivas, a pegconha desnaturada dessa vespa apresentou alta
atividade anticonvulsivante contra crises induzidas por vdarios agentes convulsivantes,
especialmente acido cainico (Mortari et al., 2023). No mesmo estudo, também foi realizado um
isolamento dos compostos de baixa massa molecular da pegonha, através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Com isso, Mortari e colaboradores (2023) obtiveram um novo
peptideo denominado Occidentalina-1202 (OcTx-1202), formado por nove residuos de
aminodcidos: Glu-GIn-Tyr-Met-Val-Ala-Phe-Trp-Met-NHz. A OcTx-1202 mostrou um efeito
anticonvulsivante dose-dependente contra crises induzidas por acido cainico em ratos, nas
doses de 1, 0,5 e 0,1 pg/animal. Também foi notado que esse peptideo promoveu um aumento

significativo da laténcia das crises, de forma dose-dependente (Mortari et al., 2023).

Tendo em vista que o estudo inicial apresentou apenas testes realizados com o composto
natural, foram analisados os efeitos da OcTx-1202 sintética e observou que esse peptideo
também apresentou atividade anticonvulsivante contra crises epilépticas causadas por acido
cainico. Além disso, ainda foi criado um peptideo andlogo ao natural, visando torna-lo mais
estavel e aumentar sua atividade anticonvulsivante. A esse peptideo modificado foi dado o nome

de Neurovespina.

A Neurovespina ¢ constituida por nove residuos de aminoacidos e apresenta a sequéncia
PyrGlu-GIn-Met-Trp-Ala-Val-Phe-Trp-Met-NH> (figura 2) (Campos, 2020). O primeiro
aminodcido da OcTx-1202, &cido glutamico, foi substituido por acido piroglutdmico para
aumentar a afinidade do peptideo com os receptores de membrana do SNC e evitar a degradagao
(Mortari; Carneiro, 2014). Além disso, foi retirada a tirosina da terceira posicao e adicionado
um triptofano na quarta posi¢do, visando facilitar a passagem do peptideo pela barreira

hematoencefalica ao amplificar sua caracteristica apolar (Mortari; Carneiro, 2014). O
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posicionamento da alanina e da valina foi invertido e os trés ultimos residuos de aminoacidos
foram mantidos (Mortari; Carneiro, 2014). Por fim, foi realizada uma amidag¢ao na extremidade
carboxi-terminal do peptideo, uma modificagdo pos-traducional que estabiliza regides

helicoidais e atribui maior carga positiva a molécula (Mortari; Carneiro, 2014).
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Figura 2. Formula estrutural do peptideo Neurovespina.

A atividade antiepiléptica da Neurovespina foi testada por meio de bioensaios com
roedores, em um modelo de inducdo aguda de crises por acido cainico. Esse peptideo mostrou
entdo uma intensa atividade anticonvulsivante contra essas crises nas doses de 3, 1,5 ¢ 0,15
g/animal, via intracerebroventricular e via intraperitoneal — o que evidencia sua capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica. Ainda foi relatado que a atividade antiepiléptica da
Neurovespina ¢ cerca de seis vezes mais potente do que a da OcTx-1202 sintética, tendo em

vista os valores de DEso de cada um desses compostos (Carneiro, 2013; Mortari et al., 2023).

Carneiro (2013) também avaliou indiretamente a atividade neuroprotetora da
Neurovespina, analisando a reatividade de neurdnios de regides hipocampais (giro denteado,
CA1 e CA3) a proteina c-fos. A proteina c-fos € um marcador Util na identificacio de circuitos
ativados em resposta a estimulos como a epilepsia, ja que sua expressao ¢ induzida em situagdes
de estimulag@o neuronal intensa. Foi observado que, nas regidoes CA1 e CA3, a Neurovespina
diminuiu significativamente a expressao de c-fos, o que indica um possivel efeito neuroprotetor

desse peptideo (Carneiro, 2013).

Em concordancia com esse resultado, Campos (2016) também observou atividade
neuroprotetora da Neurovespina em um modelo animal de hemiparkinsonismo induzido pela
toxina 6-hidroxidopamina. Neuronios da substancia negra, afetados na doenga de Parkinson,
foram avaliados por meio de imunomarcacao anti-tirosina hidroxilase, que marca uma enzima

presente nos neurdnios dopaminérgicos. Analisando-se a porcentagem de neurdnios

36



remanescentes reativos a tirosina hidroxilase e comparando-se com o lado contralateral sadio,
foi notado que o grupo tratado com a Neurovespina na dose de 4 mg/kg apresentou uma
porcentagem de neuronios significativamente maior que o grupo lesado, o que corrobora o

efeito neuroprotetor do peptideo (Campos, 2016).

Foi realizado ainda um estudo com o objetivo de elucidar o mecanismo de a¢do ou o
alvo farmacolégico que atribui & Neurovespina sua capacidade antiepiléptica e neuroprotetora.
Avaliou-se a atividade da Neurovespina na neurotransmissao glutamatérgica e na homeostase
de célcio intracelular, além de seu efeito na viabilidade celular, na producao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e em correntes de canais de célcio voltagem-dependentes do subtipo 1.2

(Cavl.2) (Campos, 2020).

Primeiramente, inferiu-se que a Neurovespina poderia agir na modulac¢ao de elementos
sinapticos, haja vista seu potente efeito antiepiléptico. Ja que varios fAirmacos antiepilépticos
modulam a neurotransmissao glutamatérgica, foram realizados ensaios com sinaptossomas para
investigar a competicdo entre a Neurovespina e o glutamato, sendo observado que nao houve
competicdo entre os dois compostos — o que indica que a Neurovespina ndo compete com 0s
sitios do glutamato em receptores glutamatérgicos (Campos, 2020). Além disso, também foi
investigada a modulacdo da captacdo do glutamato em um ensaio com sinaptossomas, ja que
esse peptideo poderia agir diminuindo o tempo de permanéncia do glutamato na fenda sinéptica.
Como resultado, notou-se que a Neurovespina ndo alterou a captagao de glutamato (Campos,

2020).

Outro fator analisado foi a homeostase de calcio intracelular. O calcio tem concentragao
celular extremamente regulada e esta relacionado a processos neuronais importantes, como a
mobilizacao de vesiculas sindpticas. Em um ensaio com células de neuroblastoma SH-SYS5Y,
foi visto que as diferentes doses de Neurovespina ndo alteraram as concentragdes intracelulares
de célcio de forma perceptivel e, portanto, ndo geraram o influxo de célcio ou a mobilizagdo de

reservas intracelulares de célcio (Campos, 2020).

Com o mesmo modelo celular, foi realizado um ensaio de viabilidade celular e produgado
de ROS para investigacdo da acdo neuroprotetora da Neurovespina. As células de
neuroblastoma foram tratadas com Neurovespina e depois submetidas insultos de glutamato e
6-OHDA. Foi observado que células tratadas com Neurovespina em doses de 25 uM e 12,5 uM

produziram menos ROS em comparacao as células do controle negativo (Campos, 2020).
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Por fim, foi realizado também um ensaio eletrofisiolégico com a técnica de patch clamp,
no qual foi avaliado o efeito da Neurovespina em macrocorrentes de calcio de células que
expressavam apenas canais do tipo Cavl.2. Como resultado, observou-se que esse peptideo
inibiu correntes de célcio desses canais, fato que concilia o efeito antiepiléptico e a agdo

neuroprotetora da Neurovespina (Campos, 2020).

O estudo de Campos (2020) foi pioneiro na investigacao dos alvos farmacolédgicos da
Neurovespina, um potente composto antiepiléptico e neuroprotetor que € fruto de mais de 15
anos de pesquisas. Entretanto, ainda existem algumas lacunas ndo respondidas sobre a
Neurovespina, ja que nao se sabe o efeito desse peptideo em alvos relacionados a
neuroinflamag¢do. Haja vista que a neuroinflamagao ¢ um aspecto fisiopatologico importante na
ELT e que ¢ de suma importincia aprofundar o entendimento da farmacologia dessa molécula,
torna-se particularmente pertinente compreender o efeito da Neurovespina em alvos celulares

ou moleculares associados a quadros neuroinflamatérios.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade do peptideo Neurovespina em

processos neuroinflamatérios no modelo animal de ELT induzido por pilocarpina em

camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do tratamento com o peptideo Neurovespina na reducdo da esclerose
hipocampal.

Avaliar o efeito do tratamento com o peptideo Neurovespina na proliferagdo microglial.
Avaliar o efeito do tratamento com o peptideo Neurovespina na astrogliose reativa.
Avaliar o efeito do tratamento com o peptideo Neurovespina na expressao da citocina
pro-inflamatoéria interleucina-1.

Avaliar o efeito do tratamento com o peptideo Neurovespina na expressao da proteina

claudina-5.
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3 Metodologia
3.1 Aspectos Eticos

O manuseio dos animais utilizados neste projeto foi rigorosamente norteado pela Lei n®
11.794/2008 e pelas normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal,
que regulamentam o uso de animais na pesquisa cientifica. O projeto também foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) da UnB, sob o processo SEI n° 23106.044079/2023-
01 (anexo I). A CEUA aprovou a utilizagao de 140 camundongos machos (Mus musculus) da
linhagem Swiss, provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UnB. Quanto
ao uso do peptideo Neurovespina, bioinspirado de compostos presentes na pegonha da vespa
Polybia occidentalis, o projeto foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, sob o nimero A034307 (anexo II).

3.2 Animais Experimentais

Neste projeto, foram utilizados camundongos Swiss machos da espécie Mus musculus,
com 6 a 13 semanas e peso entre 25 e 46 gramas (n = 4-7/grupo). Os animais foram
acondicionados no biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas da UnB em condig¢des
controladas, com ciclo de claro e escuro de 12 horas, temperatura entre 22 e 24 °C e umidade
de 55%. A estrutura fisica do biotério conta com estantes com exaustdo de ar adequada e
condicionadores que mantém a temperatura em uma faixa apropriada. Os animais receberam
racao e agua ad libitum e foram alojados em grupos de no minimo dois camundongos, sendo
no maximo cinco animais em caixas pequenas (30x20x13 cm) e no maximo 10 animais em
caixas grandes (30x34x16 cm). Para identificacdo dos sujeitos, foi utilizada marcac¢ao na cauda

com caneta permanente.

3.3 Modelo Animal de Epilepsia do Lobo Temporal Induzido por Pilocarpina

Para avaliagdio da atividade do peptideo Neurovespina em um contexto
neuroinflamatodrio, os camundongos foram submetidos ao modelo animal de ELT induzido por
pilocarpina. O modelo, realizado com base em Carneiro (2017) e em Marques (2024), ¢
subdividido em trés etapas: insulto inicial, periodo latente e periodo cronico. O insulto inicial
compreende a inducdo de um quadro de status epilepticus pela administracdo sistémica de
pilocarpina. O periodo latente corresponde ao desenvolvimento da epileptogénese, seguido pelo

periodo crénico, em que 0s animais apresentam crises epilépticas espontaneas, recorrentes €
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ndo provocadas. No entanto, este projeto se concentrou apenas no estudo do periodo latente,
um estagio pré-epiléptico que compreende uma severa atividade neuroinflamatoria, contando
com neurodegeneracdo hipocampal seguida de astrogliose reativa, recrutamento de células
microgliais, liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e prejuizos a barreira hematoencefalica
(Patel e/ al., 2019; Pitkédnen; Lukasiuk, 2011). O protocolo experimental estd representado na

figura 3.
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Figura 3. Representacdo esquematica dos nove dias de protocolo experimental, desde o insulto
inicial até a eutanasia dos animais. Figura elaborada no BioRender.

No primeiro dia do protocolo experimental, todos os camundongos — exceto os do grupo
sadio — foram submetidos ao insulto inicial. Primeiramente, os animais receberam uma inje¢ao
intraperitoneal de butilbrometo de escopolamina (4 mg/kg, Boehringer Ingelheim, Brasil), um
antagonista muscarinico nao-seletivo com efeito anticolinérgico. Por possuir algumas estruturas
polares, a baixa lipossolubilidade do composto nao permite que ele atravesse a barreira
hematoencefalica. Portanto, ele foi utilizado no protocolo para reduzir efeitos adversos

periféricos da pilocarpina, como tremor, salivagdo, cromodacriorreia e diarreia.

Depois de 20 minutos, foi induzido o status epilepticus pela administracdo
intraperitoneal de cloridrato de pilocarpina (150 mg/kg, Sigma-Aldrich, Estados Unidos)
solubilizado em solu¢do salina (NaCl, 150 mM). A pilocarpina é um agonista colinérgico que
causa hiperativacao de receptores muscarinicos do tipo M1, que sdo o subtipo mais expresso na
formagdo hipocampal. Isso leva a subsequente ativagdo de neurdnios glutamatérgicos

excitatorios, gerando o quadro de crises ininterruptas ou repetidas que caracterizam o status
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epilepticus. O critério para definicdo do status epilepticus se baseou na escala refinada de

Racine (Racine, 1972) elaborada por Vigier e colaboradores (2021) (figura 4), sendo

estabelecido o inicio desse quadro com trés ocorréncias de manifestagdes comportamentais de

crises classe 3 — no caso, extensdao da cauda com tremor corporal.

Classe

Comportamento
patolégico

Imobilidade

Acenos com a cabega

Prostragéao

Rastejamento

Ataxia/cambaleamento

Tremores da cabega

Arqueamento da cauda

Sacodidelas de
cachorro molhado

Extensao da cauda

Tremor corporal

Exorbitismo

Mioclonia parcial

5

(SE normal)

Mobilidade
intensificada

Crises tonico-clonicas
generalizadas

Tremor corporal intenso

Automatismos
oroalimentares

6

(SE severo)

Perda de controle dos
membros anteriores

Quedas repetitivas

Perda de equilibrio

Tremor corporal extremo

7

(SE extremamente
severo)

Perda de controle dos
membros posteriores

Corridas e pulos
repetitivos e intensos

Rolamento lateral

Extensé&o tonica geral e
colapso cardiorrespiratério

Classe 1
@
Classe 2
D
—
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(W)
®
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Classe 5
.\
Classe 6
o .
Classe 7

Figura 4. Escala refinada de Racine. Modificado de Vigier e colaboradores (2021).
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Os animais foram mantidos nesse estado por 180 minutos, durante os quais estiveram
sob constante monitoramento e observagdo. Durante essa etapa, os animais apresentam sinais
comportamentais progressivamente severos, mas também oscilam entre diferentes estagios do
status epilepticus. No inicio, os camundongos apresentam imobilidade, prostracdo, ataxia,
arqueamento da cauda, movimentos orofaciais, salivagdo, exoftalmia e contragdes das vibrissas.
Além disso, mesmo com a injecdo de escopolamina, eles ainda podem manifestar efeitos
colinérgicos periféricos, como diarreia, salivacao e tremores. Posteriormente, sdo observadas
crises epilépticas motoras limbicas, caracterizadas por salivagdo intensa, clonias das patas,
perda de controle dos membros e desequilibrio. Em estagios mais severos, os animais podem
ter crises tonico-clonicas generalizadas, tremores corporais extremos e, em ultima instancia,
extensdo tonica geral do corpo seguida de colapso cardiorrespiratorio. Uma grande
porcentagem dos animais chega a estagios severos do status epilepticus, pela gravidade das

crises geradas pela pilocarpina.

Imediatamente ap6s ao periodo em status epilepticus, os camundongos foram
resgatados por anestesia inalatoria com isoflurano, sendo que cada animal foi submetido a duas
rodadas de anestesia com duragdo de quatro minutos cada uma, taxa de isoflurano a 1% e
oxigénio a 1,5 L/min. Entre as rodadas, houve um breve intervalo para recuperagao dos animais.
Em trabalhos anteriores do grupo, o resgate era realizado com repetidas rodadas de anestesia
em uma taxa de 4% (Marques, 2024). Nesse contexto, convém ressaltar que o protocolo de
resgate utilizado no presente estudo foi refinado a partir do trabalho de Marques (2024), que
desenvolveu esse procedimento de forma pioneira com o objetivo de reduzir a taxa de
mortalidade dos animais. Depois do resgate, os animais foram hidratados com 250 pL de soro
glicosado a 5% por injecdo subcutanea, além de cuidadosamente monitorados durante as horas
seguintes. Nos trés dias posteriores ao insulto inicial, os camundongos receberam
suplementagdao com Glicopan® Pet, uma solu¢do rica em glicose, vitamina e sais minerais que

foi administrada oralmente uma vez ao dia.

Nos dias 2 a 8 do protocolo, os camundongos foram tratados diariamente de acordo com
o grupo experimental (tabela 1). O grupo sadio nao recebeu nenhum tipo de tratamento. O grupo
epiléptico (controle negativo) recebeu solugdo veiculo, que consiste em 80% de solucdo salina
a 150 mM e 20% de dimetilsulfoxido. O grupo controle positivo foi tratado com diazepam
(Compaz®) na dose de 4 mg/kg, enquanto que os grupos de tratamento receberam
Neurovespina nas doses de 8, 4 ou 2,5 mg/kg. Cabe ressaltar que as doses foram escolhidas

com base no trabalho de Carneiro (2017), que ja havia investigado o efeito neuroprotetor da
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Neurovespina em um protocolo experimental semelhante. A Neurovespina foi diluida na
solugdo veiculo supramencionada, sendo relevante ressaltar que o grau de pureza e a
estabilidade do peptideo foram avaliadas periodicamente por meio de espectrometria de massas
(dados nao mostrados). O tratamento consistiu em inje¢des subcutaneas administradas duas

vezes por dia, uma pela manha (9h) e uma pela tarde (15h).

Tabela 1. Grupos experimentais, intervengdes e tratamentos realizados no projeto.

Grupo Experimental n Insulto Tratamento
Sadio 4-5 Nao Nenhum
Epiléptico 5-7 Sim Solugdo veiculo
Diazepam 5-7 Sim Diazepam (4 mg/kg)
Neurovespina (2,5 mg/kg) 5-6 Sim Neurovespina (2,5 mg/kg)
Neurovespina (4 mg/kg) 4 Sim Neurovespina (4 mg/kg)
Neurovespina (8 mg/kg) 4 Sim Neurovespina (8 mg/kg)

Durante esse periodo, foram monitoradas diariamente a massa corporal e escores de
letargia e agressividade dos animais. Vale ressaltar que, para esses escores, 0 comportamento
dos animais poderia ser pontuado com 0, 1 ou 2. Para a avaliagdo de letargia, o camundongo
poderia receber pontuacdo O (animal responsivo a estimulos, com movimentagao,
comportamento e consumo de dgua e racao normais), 1 (animal levemente letargico, com
resposta moderada a estimulos) ou 2 (animal letargico e irresponsivo a estimulos, com
comportamento atipico, ataxia e cessacdo do consumo de 4dgua e racdo). Em conjunto com a
avaliagdo de outros sinais clinicos, como peso corporal, aspecto da pelagem e expressdes
faciais, o ponto final humanitario poderia ser aplicado aos animais com escore 2 nesse
parametro. A agressividade e a apatia foram pontuadas com 0 (animais com interagdo social
normal e de facil manuseio), 1 (ocorréncia de brigas e maior estresse durante o0 manuseio) ou 2
(brigas constantes em conjunto com grande dificuldade de manuseio e presenca de feridas em
animais da caixa). Para camundongos muito agressivos, a intervencao — que nao foi necessaria
no presente projeto — seria a separacdo do animal do restante do grupo com uma barreira de
acrilico transparente, mas mantendo-o na mesma caixa. Essa escala foi desenvolvida no

decorrer do presente projeto.
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3.4 Processamento Histologico dos Encéfalos

No nono dia de protocolo, os sujeitos experimentais foram eutanasiados por overdose
de tiopental sédico administrado via intraperitoneal (120 mg/kg, Cristalia, Brasil). Entdo, cada
animal foi submetido a uma perfusao transcardiaca, um método de lavagem e fixagao do tecido
encefalico que possibilita a difusdo de uma solucdo fixadora através da aorta ascendente. Depois
da overdose, foram avaliados os reflexos interdigital, palpebral e corneal. Uma vez constatada
a auséncia total de reflexos, os animais foram fixados em uma mesa de perfusao para exposi¢ao
cirtirgica da cavidade toracica. Em cada sujeito, as artérias abdominais foram clampeadas para
direcionar a perfusdo para a parte superior do corpo e foi feito um corte no atrio direito para
permitir o extravasamento de sangue e liquidos do sistema circulatério. Em seguida,
posicionou-se uma agulha no ventriculo esquerdo e foi feita a perfusdo com influxo de 10 mL
de tampao fosfato-salino (PBS) e, em seguida, 10 mL de formaldeido a 4%. Finalmente, os
encéfalos foram retirados e armazenados em solucao de formaldeido 10% por 24 horas, sendo
transferidos em seguida para uma solug@o de sacarose a 30% por 48 horas, visando a fixagdo e

a crioprotecao do tecido, respectivamente.

Depois desse periodo, os encéfalos foram congelados com isopentano, pela técnica de
snap-freezing. O isopentano, também chamado de 2-metilbutano, ¢ um alcano de cadeia
ramificada com ponto de fusdo de -160 °C, o que o torna ideal para o congelamento rapido e
uniforme de tecidos. Para isso, os encéfalos foram imersos em isopentano a -80 °C por 20

segundos, sendo armazenados também a -80 °C para posterior seccionamento.

Para a andlise histologica, foram realizados cortes coronais da regido da formacao
hipocampal, com espessura de 30 um — as coordenadas de referéncia foram de -1,34 mm a -
2,30 mm a partir de Bregma (Paxinos; Watson, 2004). As fatias encefélicas foram obtidas com
a utilizacdo de um criomicrétomo (MC4000, Histo-Line, Italia) regulado em uma faixa de
temperatura de -22 a -24 °C. Em seguida, as fatias foram armazenadas a 4 °C em uma solugao
anticongelante que previne a formagao de cristais de gelo nos tecidos, sendo composta por 4gua
destilada, etilenoglicol e glicerina. Os protocolos de processamento histologico estdao

representados na figura 5.
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Figura 5. Representacdo esquematica das etapas de processamento histoldgico, desde a retirada
dos encéfalos até o armazenamento das seccdes encefalicas em solugdo anticongelante. Figura
elaborada no BioRender.

3.5 Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia ¢ uma técnica que permite a visualizagdo e a localizagdo de
proteinas de interesse por meio de marcacdo com anticorpos especificos para as moléculas-
alvo. Neste projeto, foi empregada a imunofluorescéncia indireta, método em que se detecta um
antigeno por meio de um anticorpo secundario conjugado a um fluoréforo que, por sua vez, se

liga a um anticorpo primario especifico ao antigeno de interesse (figura 6).
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Figura 6. Etapas da imunofluorescéncia indireta. Figura elaborada no BioRender.
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Aqui, foram realizadas quatro diferentes marcagdes de imunofluorescéncia, para Iba-1,
GFAP, IL-1p e claudina-5, além de um método de coloracdo de Nissl fluorescente associado a
uma dessas marcacoes. Ainda que tenha sido utilizada a técnica de free-floating para todas as
marcacoes, cada protocolo possui suas proprias particularidades, elencadas nas subsecdes

seguintes e no quadro 1. Ressalta-se que todos os protocolos foram padronizados neste projeto.

Quadro 1. Diferengas entre protocolos de imunofluorescéncia para as marcagdes de Iba-1,

GFAP, IL-18 e claudina-5.

Etapas Iba-1 GFAP IL-1B Claudina-5
Antigen Retrieval Sim Nao Nao Nao
Permeabilizacdo Solugdo Solugdo Solugdo Solugdo
‘ bloqueadora + | bloqueadora + | bloqueadora + | bloqueadora +
e Bloqueio Triton 0,8% | Triton 0,8% | Triton 0,8% | Triton 0,5%
Incubaci Tempo de
ncubacao i cubaci 24 horas 48 horas 48 horas 48 horas
com incubagao
anticorpo Concentraga
¢ao
imari ) 1:100 1:250 1:100 1:250
PIMArIO 1 45 anticorpo
Incubaci Tempo de
ncuvagao i cubaci 2 horas 2 horas 2 horas 2 horas
com incubagao
anticorpo Concentraga
¢ao .
secundario | 4 P 1:400 1:400 1:400 1:400
Incubaca te d .
ncu ggao com corante de Nio Sim Nio Nio
Nissl fluorescente

3.5.1 Iba-1

O Iba-1 ¢ a molécula adaptadora de ligagdo ao célcio ionizada 1, sendo uma proteina
citoplasmatica expressa em células da linhagem monocitica. No tecido nervoso, ela ¢
encontrada em células microgliais, estando relacionada a reorganizacao do citoesqueleto e ao

processo de fagocitose.

Para a marcacdo do Iba-1, as fatias hipocampais foram retiradas da solucdo
anticongelante e lavadas com PBS duas vezes por 10 minutos cada. Entdo, de acordo com Jiao
e colaboradores (1999), foi feita uma lavagem com citrato de s6dio a 10 mM e pH 6.0 em uma

temperatura de 80 °C por 20 minutos. Essa lavagem consiste no processo de antigen retrieval,
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um protocolo para recuperacdo de antigenos que foram mascarados pela fixacdo com
formaldeido. O objetivo dessa etapa ¢ desfazer ligagdes cruzadas entre o antigeno de interesse

€ outras proteinas.

Depois, foram realizadas trés lavagens de cinco minutos com PBS, seguida de uma
lavagem de duas horas em solugdo bloqueadora (PBS, BSA 1%, leite desnatado 10%, glicina
0,3 M e Tween 20) com 0,8% de Triton X-100. Essa etapa consiste na permeabilizacdo e
bloqueio. A permeabilizagdo das membranas celulares ¢ realizada pelo Triton X-100, um
surfactante que cria poros nas membranas e permite que o anticorpo consiga acessar proteinas
intracelulares e também proteinas transmembrana cujos epitopos estejam na regido
citoplasmadtica. O bloqueio, por sua vez, ¢ necessario para evitar ligacdes inespecificas dos

anticorpos a quaisquer outras proteinas que ndo sejam de interesse.

Em seguida, as fatias foram lavadas com PBS trés vezes por cinco minutos cada e
incubadas com o anticorpo primdrio anti-Iba-1 produzido em coelho (PA527436, Thermo
Fisher Scientific) diluido em solugao bloqueadora numa concentragao de 1:100. A incubagao
foi realizada a 4 °C por 24 horas sob agitagdo constante. Apds a incubacdo com anticorpo
primario, foram realizadas trés lavagens de cinco minutos com PBS e os cortes foram incubados
com o anticorpo secundario anti-IgG de coelho produzido em cabra e conjugado com o
fluoréforo Alexa Fluor™ 488 (A11008, Thermo Fisher Scientific), diluido em uma solucao de
BSA 1% em PBS. A incubagao se deu a temperatura ambiente, sob agitacdo suave € no escuro
— ressaltando-se que, a partir dessa etapa, todo o restante do protocolo foi realizado no escuro,
haja vista a fotossensibilidade dos fluoréforos. Cabe salientar que foram realizados controles
sem incubag¢do com anticorpo primario, para verificagcao de possiveis ligagdes inespecificas do
anticorpo secundario. Posteriormente, foram realizadas trés lavagens de 10 minutos com PBS
e os cortes foram posicionados em laminas de vidro gelatinizadas. Apos secagem, as fatias
foram incubadas por cinco minutos com o meio de montagem Fluoromount-G™ associado a
4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich), um corante fluorescente azul que se liga
seletivamente ao DNA, marcando nucleos celulares. Por fim, as laminas foram vedadas com
laminulas e esmalte incolor e armazenadas no escuro a 4 °C para posterior analise microscopica.

Em cada lamina, foram posicionados trés cortes do mesmo animal.
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3.5.2 GFAP e Coloracgao de Nissl

O GFAP ¢ a proteina glial fibrilar 4cida, uma proteina da classe dos filamentos
intermedidrios altamente expressa por astrocitos. A principal fun¢ao dessa proteina ¢ fornecer
suporte estrutural e estabilidade. Entretanto, em situacdes patoldgicas, a expressao de GFAP
pode aumentar, tornando-o um marcador util para avaliagdo da astrogliose reativa. Neste
trabalho, foi realizada uma marcagdo conjugada, associando a imunofluorescéncia para GFAP

com a coloragdo de Nissl fluorescente para visualizagdo de neuronios.

Para a marcagdo do GFAP, as fatias hipocampais foram retiradas da solugdo
anticongelante e lavadas com PBS duas vezes por 10 minutos cada. Entdo, foi feita uma
lavagem de duas horas em solucdo bloqueadora com 0,8% de Triton X-100, para
permeabilizag¢do e bloqueio. Em seguida, as fatias foram lavadas com PBS trés vezes por cinco
minutos cada e incubadas com o anticorpo primario anti-GFAP produzido em coelho (50-9892-
82, Thermo Fisher Scientific) diluido em solu¢do bloqueadora numa concentracio de 1:250. A
incubacdo foi realizada a 4 °C por 48 horas sob agitacdo constante. Apds a incubagdo com
anticorpo primario, foram realizadas trés lavagens de cinco minutos com PBS e os cortes foram
incubados com o anticorpo secundario anti-IgG de coelho produzido em cabra e conjugado com
o fluordforo Alexa Fluor™ 488 (A11008, Thermo Fisher Scientific), diluido em uma solugao
de BSA 1% em PBS. A incubagdo se deu a temperatura ambiente, sob agitagdo suave e no
escuro. Ressalta-se que, a partir dessa etapa, todo o restante do protocolo foi realizado no

escuro. Cabe salientar que foram realizados controles sem incubagao com anticorpo primario.

As fatias foram entdo lavadas com PBS trés vezes por cinco minutos cada e incubadas
com o corante Neurotrace™ vermelho diluido em PBS em uma concentragdo de 1:100 por uma
hora sob agitacdo. Esse corante permite a visualizacdo de neurdnios, ao se ligar com alta
seletividade aos corpusculos de Nissl — estruturas compostas por RNA ribossomal associado ao
reticulo endoplasmatico rugoso. Posteriormente, foram realizadas trés lavagens de 10 minutos
com PBS e os cortes foram posicionados em laminas de vidro gelatinizadas. Apds secagem, as
fatias foram incubadas por cinco minutos com o meio de montagem Fluoromount-G™
associado a DAPI (Sigma-Aldrich). Por fim, as lJaminas foram vedadas com laminulas e esmalte
incolor e armazenadas no escuro a 4 °C para posterior analise microscopica. Em cada lamina,

foram posicionados trés cortes do mesmo animal.
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3.5.31L-1p

A IL-1B, ou interleucina-1p, ¢ uma citocina pré-inflamatoria vital no sistema
imunologico, desempenhando um papel essencial na resposta de inflamagdo. Para marcacao de
IL-1p, as fatias hipocampais foram retiradas da solugdo anticongelante e lavadas com PBS duas
vezes por 10 minutos cada. Entdo, foi feita uma lavagem de duas horas em solug¢ao bloqueadora

com 0,8% de Triton X-100, para permeabilizagdo e bloqueio.

Em seguida, as fatias foram lavadas com PBS trés vezes por cinco minutos cada e
incubadas com o anticorpo primario anti-IL-1B produzido em coelho (P420B, Thermo Fisher
Scientific) diluido em solugdo bloqueadora numa concentracdo de 1:250. A incubagdo foi
realizada a 4 °C por 48 horas sob agitagdo constante. Apds a incubag¢do com anticorpo primario,
foram realizadas trés lavagens de cinco minutos com PBS e os cortes foram incubados com o
anticorpo secundario anti-IgG de coelho produzido em cabra e conjugado com o fluor6éforo
Alexa Fluor™ 488 (A11008, Thermo Fisher Scientific), diluido em uma solucdo de BSA 1%
em PBS. A incubagdo se deu a temperatura ambiente, sob agitacdo suave e no escuro. Ressalta-
se que, a partir dessa etapa, todo o restante do protocolo foi realizado no escuro. Cabe salientar

que foram realizados controles sem incuba¢do com anticorpo primario.

Posteriormente, foram realizadas trés lavagens de 10 minutos com PBS e os cortes foram
posicionados em laminas de vidro gelatinizadas. Apos secagem, as fatias foram incubadas por
cinco minutos com o meio de montagem Fluoromount-G™ associado a DAPI (Sigma-Aldrich).
Por fim, as laminas foram vedadas com laminulas e esmalte incolor ¢ armazenadas no escuro a

4 °C para posterior analise microscopica. Cada ldmina continha trés cortes do mesmo animal.

3.5.4 Claudina-5

A claudina-5, como j4 mencionado, ¢ uma das principais proteinas de juncao de oclusao
das células endoteliais da barreira hematoencefalica. Para a marcagao da claudina-5, as fatias
hipocampais foram retiradas da solucdo anticongelante e lavadas com PBS duas vezes por 10
minutos cada. Entdo, foi feita uma lavagem de duas horas em solugdo bloqueadora com 0,5%

de Triton X-100, para permeabilizagdo e bloqueio.

Em seguida, as fatias foram lavadas com PBS trés vezes por cinco minutos cada e
incubadas com o anticorpo primario anti-claudina-5 produzido em coelho (341600, Thermo

Fisher Scientific) diluido em solugdo bloqueadora numa concentracao de 1:100. A incubagao
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foi realizada a 4 °C por 48 horas sob agitagdo constante. Apds a incubacdo com anticorpo
primario, foram realizadas trés lavagens de cinco minutos com PBS e os cortes foram incubados
com o anticorpo secundario anti-IgG de coelho produzido em cabra e conjugado com o
fluoroforo Alexa Fluor™ 488 (A11008, Thermo Fisher Scientific), diluido em uma solugao de
BSA 1% em PBS. A incubacdo se deu a temperatura ambiente, sob agitagao suave e no escuro.
Ressalta-se que, a partir dessa etapa, todo o restante do protocolo foi realizado no escuro. Cabe

salientar que foram realizados controles sem incubagao com anticorpo primario.

Posteriormente, foram realizadas trés lavagens de 10 minutos com PBS e os cortes foram
posicionados em laminas de vidro gelatinizadas. Apos secagem, as fatias foram incubadas por
cinco minutos com o meio de montagem Fluoromount-G™ associado a DAPI (Sigma-Aldrich).
Por fim, as laminas foram vedadas com laminulas e esmalte incolor e armazenadas no escuro a

4 °C para posterior analise microscopica. Cada lamina continha trés cortes do mesmo animal.

3.6 Analises Microscopicas e Coleta de Dados

Uma vez realizadas as devidas marcagdes e montagens das laminas, foi utilizado um
microscopio de epifluorescéncia (DM 2000, Leica, Alemanha) para visualizagdo e registro das
regides de interesse. Os filtros do microscopio permitiram a captagao dos sinais fluorescentes

emitidos pelos fluordforos utilizados nas marcacdes.

Para visualizagdo do Alexa Fluor™ 488 (pico de excitacdo em 499 nm e pico de emissdo
em 520 nm), foi utilizado o filtro L5, que excita em BP 480/40 e filtra emissdo em BP 527/30
(figura 7). Para visualizacdo do Neurotrace™ (pico de excitacdo em 530 nm e pico de emissao
em 615 nm), foi utilizado o filtro N 2.1, que excita em BP 515-560 e filtra emissdao em LP 590
(figura 8). Para visualizagdo do DAPI (pico de excitacdo em 350 nm e pico de emissdo em 470

nm), foi utilizado o filtro A, que excita em BP 340-380 e filtra emissdo em LP 425 (figura 9).

Todas as imagens foram obtidas com a camera digital acoplada ao microscdpio, sendo
que, em cada marcagdo, pardmetros de exposi¢do, ganho, saturacdo, gamma e histograma nao
foram alterados ao longo da aquisicdo das fotomicrografias. Destaca-se que, por vezes, foi
necessario utilizar uma faixa de exposicdo para garantir a viabilidade das analises.
Posteriormente, o software de cddigo aberto ImageJ (2.16.0) foi utilizado para a andlise das

fotos e coleta de dados.
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Figura 7. Espectro de fluorescéncia do Alexa Fluor™ 488 em conjunto com o filtro LS. Figura
elaborada na base de dados FPbase (Lambert, 2019).

Filtro N 2.1 Filtro N 2.1 Neurotrace vermelho Neurotrace vermelho
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Figura 8. Espectro de fluorescéncia do Neurotrace™ vermelho em conjunto com o filtro N

2.1. Figura elaborada na base de dados FPbase (Lambert, 2019).
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Figura 9. Espectro de fluorescéncia do DAPI em conjunto com o filtro A. Figura elaborada na
base de dados FPbase (Lambert, 2019).
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3.6.1 Iba-1

Na marcagdo com Iba-1, foram obtidas fotomicrografias em aumento de 400x em 12
diferentes subregidoes de cada lado da formag¢do hipocampal, conforme figura 10A. Foram
quatro subregides na regido do giro denteado, trés em CA3, trés em CA1 e duas na camada
molecular. Em cada uma das 2.736 fotomicrografias obtidas, foi realizada uma quantificacao
cega de microglias, por contagem manual de células. Para cada subregido, foi realizada a

mediana do niumero de células microgliais quantificadas nos trés cortes de uma lamina (figura

10B).
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Animal Grupo Corte - -
GD1 | G2 | 6D3 | 6D4 [ca31]ca32]ca33]cat | ca12] cal 3 meio 1]Meio 2

1 5 5 4 2 4 s 5 4 3 5 7 6

Verde 1 Naive 2 2 2 6 3 3 3 3 2 1 1 3 7

3 5 3 5 2 7 5 7 5 3 2 5 7
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Figura 10. A) Subregides de interesse fotografadas em aumento de 400x nas laminas marcadas
com Iba-1. Foram obtidas quatro fotomicrografias na regido do giro denteado (GD), trés em
CA3, trés em CA1 e duas nas camadas moleculares do hipocampo (mol). B) Tabela de analise
de dados, demonstrando, para cada subregido, a mediana do nimero de microglias dos trés
cortes de uma lamina. Figura elaborada no BioRender.
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3.6.2 GFAP e Coloracao de Nissl
Na marcagdo com GFAP e coloragdo de Nissl, foram obtidas fotomicrografias em
aumento de 200x em trés diferentes regides de interesse de cada lado da formacao hipocampal

(giro denteado, CA3 e CA1l), conforme figura 11.

Figura 11. Regides de interesse fotografadas em aumento de 200x nas ldminas marcadas com
GFAP e Nissl. Foram obtidas uma fotomicrografia na regido do giro denteado (GD), uma em
CA3 e uma em CAL. Figura elaborada em BioRender.com.

Nas fotomicrografias obtidas, foi realizada uma analise de densidade optica. Para a
analise da marcagdo com GFAP (558 fotomicrografias), foi medido o nivel médio de cinza em
toda a area da fotografia (figura 12A). Para cada regido de interesse, foi realizada a média da

densidade oOptica dos trés cortes de uma lamina (figura 12B).
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Figura 12. A) Areas de selecio em cada regido de interesse analisada na marcagao com GFAP:
giro denteado (GD), CA3 e CA1l. B) Tabela de analise de dados, demonstrando, para cada regido
de interesse, a média da densidade Optica dos trés cortes de uma lamina. Figura elaborada no
BioRender.

Para analise da coloragdao de Nissl, foi medido o nivel médio de cinza em diferentes
areas de selecdo em cada regido das 684 fotomicrografias obtidas (figura 13A). No giro
denteado, foram analisadas trés selecdes com area de 0,160 pixels quadrados. Em CA3, foram
analisadas trés selegdes com area de 0,250 pixels quadrados. Em CAl, foram analisadas trés
selecdes com area de 0,090 pixels quadrados. Para cada selegdo feita nas diferentes areas de

interesse, foi realizada a média da densidade Optica dos trés cortes de uma lamina (figura 13B).
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GD CA3 CAl
Area de cada selegiio: Area de cada selegio: Area de cada selegiio:
0,160 pixels quadrados 0,250 pixels quadrados 0,090 pixels quadrados
Animal Grupo Corte 5 L:__:: 1 o

DO1 D02 DO3 DO1 | DO2 | DO3 DO1 DO2 DO3

1 28,197 43,441 22,855 | 42,974 66,201 45,167 | 45,325 66,07 55,406

Verde 1 Naive 2 6,238 20,049 14,979 | 28,301 38,692 22,466 | 30,917 27,237 37,393
3 35,523 30,208 7,554 37,803 55965 36,588 | 57,431 47,657 33,899

Médias | 23,3193 31,23267 15,12933|36,35933 53,61933 34,74033|44,55767 46,988 42,23267

Figura 13. A) Areas de selegdo em cada regido de interesse analisada na coloragio de Nissl:
giro denteado (GD), CA3 e CA1. B) Tabela de andlise de dados, demonstrando, para cada area
selecdo nas diferentes regides de interesse, a média da densidade optica dos trés cortes de uma
lamina. Figura elaborada no BioRender.

3.6.31L-1p

Na marca¢ao com IL-1p, foram obtidas fotomicrografias em aumento de 200x em trés
diferentes regides de cada lado da formagao hipocampal (giro denteado, CA3 e CA1), conforme
figura 11. Nas 558 fotomicrografias obtidas, foi realizada uma analise de densidade Optica,
sendo que foi medido o nivel médio de cinza em diferentes areas de selegdo em cada regido,
assim como na analise da coloragdo de Nissl (figura 13A). No giro denteado, foram analisadas
trés selegdes com area de 0,160 pixels quadrados. Em CA3, foram analisadas trés selecdes com
area de 0,250 pixels quadrados. Em CA1l, foram analisadas trés selecdes com area de 0,090
pixels quadrados. Para cada selegdo feita nas diferentes areas de interesse, foi realizada a média

da densidade 6ptica dos trés cortes de uma lamina (figura 13B).
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3.6.4 Claudina-5

Na marcag@o com claudina-5, foram obtidas fotomicrografias em aumento de 200x em
trés diferentes regides de cada lado da formacgao hipocampal, compreendendo toda a camada
molecular do hipocampo, conforme figura 14A. Nas 558 fotomicrografias obtidas, foi realizada
uma analise de densidade Optica, sendo medido o nivel médio de cinza em uma selecao de 9
pixels quadrados em cada uma das fotografias (figura 14B). Para cada lado da formacao

hipocampal em cada corte analisado, foi realizada a média das trés medigoes (figura 14C).

mol 1 lmol2
Area da seleciio: Area da selegiio: Area da selegiio:
9 pixels quadrados 9 pixels quadrados 9 pixels quadrados
Lado 1
Animal Grupo Corte Meédias
Mol1 | Mol2 | Mol3
11,109 11,163 9,911 |10,72767
Verde 1 Naive 2 20,201 16,065 18,007 r 18,091
3 25,357 = 23,177 @ 19,409 '22.64767

Figura 14. A) Regides de interesse fotografadas em aumento de 200x nas 1dminas marcadas
com claudina-5. Foram obtidas trés micrografias em diferentes localidades das camadas
moleculares do hipocampo (mol). B) Areas de sele¢io nas regides de interesse das camadas
moleculares do hipocampo (mol 1, mol 2 e mol 3). C) Tabela de andlise de dados,
demonstrando, para cada lado de cada corte, a média da densidade Optica das trés diferentes
regides de interesse. Figura elaborada no BioRender.
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3.7 Analises Estatisticas
Para o céalculo do tamanho amostral, foi utilizada a seguinte férmula, recomendada pela

CEUA da UnB:
2(DP)
p

n =1+ x (Za + ZB)°

Onde:

n = tamanho da amostra por grupo experimental;

DP = desvio padrao aceitavel;

p = diferenca minima significativa;

Zo. = valor Z da curva normal padrao para o nivel de significancia a;

Zp = valor X da curva normal padrao unilateral para 3, sendo = 1 — poder do teste.

Para este projeto, considerou-se um desvio padrdo aceitdvel (DP) maximo de 0,27

(27%), tendo em vista que os camundongos nao sdo isogénicos. A diferenga minima
significativa ([) esperada entre os grupos € de 0,5 (50%). Os valores de Z sao encontrados em
livros de estatistica de acordo com o nivel de significancia a, para Za, e com o poder do teste
1B, para Zf. Considerando que o nivel de significancia a ¢ de 0,05, o valor de Za ¢ de 1,96.
Para experimentos na area da satde, o poder do teste ¢ usualmente de 90%, para o qual o valor

de Z se estabelece como 1,282.

Com isso, obtém-se que:

n = 1+%x (1,96 + 1,282)°
0,1458 2
n o= 1+ x (3,242)

n =1+ 0,5832 x 10,510564
n = 7,13

O resultado ¢ um niimero de 7,13 animais. Arredondando-se para o préximo niimero
inteiro, foi necessario um nimero amostral de 8 animais por grupo, parametro que variou nos
diferentes grupos experimentais e marcagdes pela alta mortalidade de animais ao longo dos
protocolos de indugdo de status epilepticus e pela perda de material encefalico nas primeiras

rodadas experimentais das marcagdes de imunofluorescéncia (tabela 2).
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Tabela 2. Numero de encéfalos obtidos em diferentes grupos experimentais € marcagodes

realizadas no projeto.

Iba-1 GFAP Nissl Claudina-5 IL-1B
Sadio 5 4 5 4 4
Epiléptico 7 5 7 5 5
Diazepam 7 5 7 5 5
Neurovespina
6 5 6 5 5
(2,5 mg/kg)
Neurovespina
4 4 4 4 4
(4 mg/kg)
Neurovespina
4 4 4 4 4
(8 mg/kg)
Total 38 31 38 31 31

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism® 7.0 (California,
EUA). A normalidade dos dados foi primeiramente verificada por meio dos testes de
D'Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk. Para conjuntos de dados ndo paramétricos, foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn ou do teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli
para comparagdes multiplas. Para conjuntos de dados paramétricos, foi empregada a ANOVA
de uma via e o teste de Tukey para comparagdes multiplas. Foram considerados como
estatisticamente significativos valores de p < 0,05. Para a constru¢do de uma curva de
sobrevivéncia, foi utilizado o método de Kaplan-Meier, também no software GraphPad Prism.
Para a andlise da massa corporal dos animais, que foi medida diariamente, foi realizado um

calculo da variacao percentual da massa, por meio da seguinte formula:

A%) = Massa no dia 1 — Massa no dia 9 100
07— Massa no dia 1
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4 Resultados

4.1 Modelo Animal de Epilepsia do Lobo Temporal Induzido por Pilocarpina

No que diz respeito a indugao do status epilepticus por pilocarpina no modelo de ELT,
foram requeridas cinco diferentes rodadas experimentais. Nesse contexto, 70 camundongos
foram submetidos ao modelo, sendo que 26 (37,14%) morreram no insulto inicial — 22 em
decorréncia do status epilepticus (31,43%) e 4 durante ou imediatamente apos o resgate por
anestesia inalatoria com isoflurano (5,71%). Em dias posteriores do protocolo, 14 animais
morreram (20%). No total, foram contabilizadas 40 mortes, o que resulta em uma taxa de
mortalidade de 57,14% em todo o projeto. Dos 30 animais que sobreviveram, 8 foram alocados
ao grupo epiléptico, 7 ao grupo diazepam, 6 ao grupo Neurovespina (2,5 mg/kg), 5 ao grupo
Neurovespina (4 mg/kg) e 4 ao grupo Neurovespina (8 mg/kg), sendo que houve perda
experimental do material encefélico de dois animais — um do grupo epiléptico e um do grupo
Neurovespina (4 mg/kg). A alocagdo dos camundongos em diferentes grupos experimentais foi

realizada de maneira aleatoria.

A figura 15 mostra uma curva de sobrevivéncia dos animais durante os experimentos. A
curva demonstra uma grande quantidade de mortes nos dois primeiros dias do protocolo
experimental, com uma perda pontual no terceiro dia, sendo que todos os animais foram
eutanasiados no nono dia. Ressalta-se que os animais foram realocados aos diferentes grupos
experimentais somente um dia depois do insulto inicial. Com isso, sabe-se que apenas trés das
40 mortes foram de sujeitos que ja haviam recebido algum tipo de tratamento. Dois animais que
morreram no segundo dia haviam recebido Neurovespina, um na dose de 8 mg/kg e outro na
dose de 2,5 mg/kg, enquanto um animal que morreu no terceiro dia havia recebido
Neurovespina na dose de 8 mg/kg. O quadro 2 mostra o nimero bruto de mortes nos diferentes

dias de protocolo em cada rodada experimental.

60



Inicio do

tratamento

100 :
;\? Fim do,e.xperim.ento
~ (eutanasia no dia 9)
« 75F -
Q
c
@
2 50F
>
o
L0
o 25}
¥2]

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Dias

Figura 15. Curva de sobrevivéncia dos camundongos submetidos ao modelo de epilepsia do
lobo temporal induzido por pilocarpina neste projeto. Ressalta-se que o experimento foi
finalizado no dia 9 do protocolo. O grafico foi obtido através do método de Kaplan-Meier.

Quadro 2. Numero de 6bitos nos diferentes dias de protocolo nas cinco rodadas experimentais

(R1, R2, R3, R4 e RS), excluindo-se mortes por eutanasia no dia 9 de cada experimento.

R1 R2 R3 R4 R5 Total

Durante o status epilepticus 1 9 2 1 9

Dia 1 26
Durante ou ap0s o resgate 0 3 0 0 1

Dia 2 10 1 0 2 0 13

Dia 3 0 0 0 0 1 1
Dias4 a8 0 0 0 0 0 0
Total 11 13 2 3 11 40

Durante os nove dias de protocolo experimental, os animais foram monitorados
diariamente, medindo-se a massa corporal e classificando-se o comportamento dos sujeitos com

base em escores de letargia e agressividade.

Houveram variagdes percentuais na massa corporal dos animais entre o primeiro € o
ultimo dia de protocolo, mas tais alteragdes ndo foram estatisticamente diferentes entre os
grupos de tratamento. Destaca-se a auséncia de variacdo de massa corporal nos grupos sadio e
Neurovespina (4 mg/kg), além de aumento de massa nos grupos epiléptico e diazepam e
reducdo nos grupos tratados com Neurovespina nas doses de 8 e 2,5 mg/kg. Como a andlise de
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normalidade através dos testes de D'Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk atestou a natureza nao
paramétrica dos dados, a investigacdo da variacdo da massa corporal foi realizada por meio do
teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn para comparagdes multiplas. O grafico da

variacao percentual da massa corporal dos sujeitos ¢ apresentado na figura 16.
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Figura 16. Varia¢do da massa corporal, em porcentagem, dos sujeitos experimentais ao longo
dos protocolos. No célculo da variagdo percentual, foram consideradas as massas do primeiro
e do ultimo dia. Foi realizado um teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn para
comparagoes multiplas, considerando-se significancia estatistica para p < 0,05. Os valores estao
representados em mediana + IC 95%.

Na analise dos escores de letargia e agressividade, foram observadas alteragdes
pontuais. Ao todo, foram registrados 379 registros para cada escore. Para o escore de letargia,
houve apenas duas ocorréncias de pontuacdo 1, ambas registradas no segundo dia da primeira
rodada experimental em animais tratados com Neurovespina — um na dose de 8 mg/kg e outro
na dose de 2,5 mg/kg. Os dois animais vieram a obito no dia seguinte. Quanto ao escore de
agressividade, 19 ocorréncias de pontuagdo 1 foram documentadas. Uma delas ocorreu no
segundo dia da primeira rodada experimental, em um animal do grupo Neurovespina (4 mg/kg).
Outras duas foram registradas em um animal epiléptico, nos dias 2 e 3 da segunda rodada
experimental. Na quinta e ultima rodada, houve 16 registros de agressividade em pontuacao 1,
sendo 14 deles distribuidos igualmente entre dois animais do grupo diazepam, nos dias 3 a 9 do
protocolo. Por fim, mais duas ocorréncias foram registradas no segundo dia, uma em um outro

sujeito tratado com diazepam e mais uma no grupo Neurovespina (2,5 mg/kg). Nao foram
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registrados escores 2 em nenhuma das categorias comportamentais avaliadas. De modo geral,
a maioria dos animais apresentou normalidade ao longo dos dias em relagdo a responsividade
a estimulos, movimentagdo, comportamento, consumo de dgua e ragdo, interagao social e
resposta ao manuseio. O quadro 3 apresenta o numero de ocorréncias das diferentes pontuagdes

dos escores de letargia e agressividade.

Quadro 3. Numero de ocorréncias das diferentes pontuacdes dos escores de letargia e

agressividade.
Escore Pontuaciao Numero de ocorréncias
0 377
Letargia 1 2
2 0
0 360
Agressividade 1 19
2 0
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4.2 Efeito da Neurovespina na protecio contra a morte de neurdnios piramidais na
formacao hipocampal

ApoOs o protocolo experimental, constatou-se que o tratamento com Neurovespina foi
capaz de atenuar de maneira dose-dependente a morte de neurdnios induzida no modelo de ELT.
Foi possivel, neste trabalho, reproduzir a esclerose hipocampal, tendo em vista a maior taxa de
morte neuronal em animais epilépticos em relagdo aos sadios. Com isso, observa-se que a
administracao de Neurovespina exerceu efeito neuroprotetor, principalmente nas doses de 4 ¢
8 mg/kg. Por outro lado, o tratamento com diazepam nao mostrou proteger os neurdnios

piramidais contra a degeneracgao.

Na analise da densidade Optica para coloragdo de Nissl em toda a formagao hipocampal,
foram identificadas diferencgas estatisticas entre os grupos analisados [H(5) = 93,65; p <0,0001]
(figura 17A). O tratamento com o peptideo Neurovespina na dose de 4 mg/kg gerou uma
reducdo estatisticamente significativa na morte de neurénios hipocampais, assim como na dose
de 8 mg/kg (p < 0,0001). Esses grupos também demonstraram uma maior neuroprotecao em
relacdo aos tratamentos com diazepam e com Neurovespina na dose de 2,5 mg/kg (p < 0,0044).
Ressalta-se que os grupos epiléptico e diazepam apresentaram menor densidade de neurdnios

em relacdo ao grupo sadio (p < 0,0001).

Também foram analisadas as regides da formagao hipocampal de forma separada, sendo
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos no giro denteado
[H(5) = 27,25; p < 0,0001], em CA3 [H(5) = 66,08; p < 0,0001] e em CA1 [F(5, 192) = 11,04;
p <0,0001]. Primeiramente, foi testada a normalidade dos conjuntos de dados através do teste
de D’Agostino-Pearson, no qual apenas os dados referentes a regido CAl apresentaram
distribuicao normal. Para essa regido, foi realizada a ANOVA de uma via com pds-teste de
Tukey para comparagdes multiplas. Os demais conjuntos de dados — formagao hipocampal total,
giro denteado e CA3 — ndo demonstraram ter distribui¢do normal e foram analisados com o

teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunn para comparagdes multiplas.

No giro denteado (figuras 17B e 32 — p. 80 deste documento), houve diferencga estatistica
entre os grupos diazepam e sadio (p = 0,0025), e entre o grupo diazepam e os grupos tratados
com Neurovespina na dose de 4 mg/kg (p = 0,0007) e 8 mg/kg (p = 0,0068). Em CA3 (figuras
17C e 33 — p. 81 deste documento), os grupos epiléptico, diazepam e Neurovespina (2,5 mg/kg)
apresentaram maior esclerose hipocampal em relagao ao grupo sadio (p < 0,0001; p < 0,0001;

e p = 0,0072, respectivamente). J& em CA1 (figuras 17D e 34 — p. 82 deste documento), o
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tratamento com Neurovespina na dose de 4 mg/kg foi estatisticamente diferente dos grupos
sadio, epiléptico, diazepam e Neurovespina (2,5 mgkg) (p = 0,0054;
p < 0,0001; p < 0,0001; e p = 0,0010, respectivamente), com aumento na densidade oOptica
obtida pela coloracao de Nissl. Nessa mesma regido, o tratamento com Neurovespina na dose
de 8 mg/kg demonstrou diferengas em relagdo aos grupos epiléptico (p = 0,0006) e diazepam

(p = 0,0005), também com maior densidade neuronal.
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Figura 17. Diferencas de densidade Optica para a colora¢do de Nissl entre os diferentes grupos
de tratamento em toda a formacao hipocampal (A), no giro denteado (B), em CA3 (C) e em
CA1 (D) (n =4-7). Para os graficos A, B e C, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido
do pos-teste de Dunn, considerando-se significancia estatistica para p < 0,05. Os valores estao
representados em mediana + IC 95%. Para o grafico D, foi realizada ANOVA de uma via com
pos-teste de Tukey, sendo também considerado p < 0,05. Os valores estdo representados em
média + erro padrdo da média. #: diferenca em relacdo ao grupo sadio; *: diferenca em relacao
ao grupo epiléptico; @: diferenca em relagcdo ao grupo diazepam; &: diferenca em relagdo ao
grupo Neurovespina (2,5 mg/kg).
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4.3 Efeito da Neurovespina na proliferacio microglial na formacao hipocampal

A investigacdo das células microgliais permitiu observar que, no recorte temporal
empregado, animais do grupo epiléptico apresentaram maior quantidade de microglias em
relagdo ao grupo sadio. Apds os sete dias de tratamento, a dose de 4 mg/kg do peptideo
Neurovespina demonstrou atenuar a proliferacio de células microgliais na formagao

hipocampal, retornando os niveis celulares a0 mesmo patamar de animais sadios.

Na analise da proliferacdo de microglias em toda a formagdo hipocampal, foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos de tratamento
analisados [H(5) = 50,69; p < 0,0001] (figura 18A). Os grupos epiléptico e diazepam
demonstraram um aumento no niimero de micrdglias em relagdo ao grupo sadio (p = 0,0004).
Por outro lado, o tratamento com o peptideo Neurovespina na dose de 4 mg/kg reduziu a
proliferacdo microglial aos niveis do grupo sadio, demonstrando diferenca estatistica em
relacdo aos grupos epiléptico (p = 0,0005) e diazepam (p < 0,0001). Os grupos tratados com
Neurovespina nas doses de 2,5 e 8 mg/kg ndo reduziram a proliferacdo microglial, sendo
estatisticamente diferentes dos grupos sadio (p < 0,0001 e p = 0,0062, respectivamente) e
Neurovespina (4 mg/kg) (p < 0,0001 e p = 0,0065, respectivamente). Para todos as regides
analisadas, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn para comparagdes
multiplas — haja vista a natureza ndo paramétrica dos dados, atestada pelos testes de

D’ Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk.

Na analise de cada regido da formacdo hipocampal, também foram encontradas
diferengas entre os grupos no giro denteado [H(5) = 22,94; p = 0,0003], em CA3 [H(5) = 20,34;
p = 0,0011], em CAL1 [H(5) = 14,75; p = 0,0115] e na camada molecular [H(5) = 17,01; p =
0,0045]. No giro denteado (figuras 18B, 19, 20, 21 e 22), foram estatisticamente diferentes do
grupo sadio os grupos epiléptico (p = 0,0032), diazepam (p = 0,0450), Neurovespina (2,5
mg/kg) (p=0,0008) e Neurovespina (8 mg/kg) (p =0,0010). O grupo tratado com Neurovespina
na dose de 4 mg/kg ndo demonstrou diferengas em relacdo ao grupo sadio (p = 0,4923). Em
CA3 (figuras 18C, 23, 24 e 25), ndo houveram diferengas entre os grupos sadio e epiléptico,
mas o tratamento com Neurovespina (4 mg/kg) reduziu a proliferagdo microglial em relagao
aos grupos epiléptico (p =0,0397), diazepam (p = 0,0017) e Neurovespina na dose de 2,5 mg/kg
(p = 0,0211). O mesmo foi observado em CA1 (figuras 18D, 26, 27 e 28), em que o teste de
Benjamini, Krieger e Yekutieli revelou que o grupo Neurovespina (4 mg/kg) apresentou menor
numero de células microgliais quando comparado aos grupos epiléptico (p = 0,0040), diazepam

(p =0,0044) e Neurovespina na dose de 2,5 mg/kg (p = 0,0054). Por fim, na camada molecular
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(figuras 18E, 29 e 30), o grupo tratado com Neurovespina na dose de 4 mg/kg demonstrou uma

reducdo no numero de células microgliais em relagdo ao grupo diazepam (p = 0,0098).
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Figura 18. Diferencas no nimero de células microgliais marcadas por imunofluorescéncia para
Iba-1 entre os diferentes grupos de tratamento em toda a formagdo hipocampal (A), no giro
denteado (B), em CA3 (C), em CA1 (D) e na camada molecular (E) (n = 4-7). Para todos os
conjuntos de dados, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn,
considerando-se significancia estatistica para p < 0,05. Os valores estdo representados em
mediana £ IC 95%. #: diferenca em relagdo ao grupo sadio; *: diferenca em relagdo ao grupo
epiléptico; @: diferenga em relacdo ao grupo diazepam; &: diferenca em relacdo ao grupo
Neurovespina (2,5 mg/kg); %: diferenca em relacdao ao grupo Neurovespina (4 mg/kg).
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Figura 19. Imagens representativas de se¢cdes coronais hipocampais na regido do giro denteado
(GD 1). Microglias foram marcadas com imunofluorescéncia para Iba-1 (verde) e nucleos
celulares foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento
total de 400x e a linha de escala representa 10 um.
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Figura 20. Imagens representativas de se¢cdes coronais hipocampais na regido do giro denteado
(GD 2). Microglias foram marcadas com imunofluorescéncia para Iba-1 (verde) e nucleos
celulares foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento
total de 400x e a linha de escala representa 10 um.
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Figura 21. Imagens representativas de se¢cdes coronais hipocampais na regido do giro denteado
(GD 3). Microglias foram marcadas com imunofluorescéncia para Iba-1 (verde) e nucleos
celulares foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento
total de 400x e a linha de escala representa 10 um.
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Figura 22. Imagens representativas de se¢cdes coronais hipocampais na regido do giro denteado
(GD 4). Microglias foram marcadas com imunofluorescéncia para Iba-1 (verde) e nucleos
celulares foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento
total de 400x e a linha de escala representa 10 um.
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Figura 23. Imagens representativas de seg¢des coronais hipocampais na regidao CA3 (CA3 1).
Microglias foram marcadas com imunofluorescéncia para Iba-1 (verde) e nucleos celulares
foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento total de
400x e a linha de escala representa 10 pm.

72



Iba-1 DAPI Overlay

»
»
B

Sadio

Epiléptico

Diazepam

S =

R ;
o d p

S

85

smn v

2@

Neurovespina
(4 mg/kg)

é

Neurovespina
(8 mg/kg)

Figura 24. Imagens representativas de seg¢des coronais hipocampais na regido CA3 (CA3 2).
Microglias foram marcadas com imunofluorescéncia para Iba-1 (verde) e nucleos celulares
foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento total de
400x e a linha de escala representa 10 pm.
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Figura 25. Imagens representativas de seg¢des coronais hipocampais na regido CA3 (CA3 3).
Microglias foram marcadas com imunofluorescéncia para Iba-1 (verde) e nucleos celulares
foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento total de
400x e a linha de escala representa 10 pm.
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Figura 26. Imagens representativas de seg¢des coronais hipocampais na regidao CA1l (CA1 1).
Microglias foram marcadas com imunofluorescéncia para Iba-1 (verde) e nucleos celulares
foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento total de
400x e a linha de escala representa 10 pm.
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Figura 27. Imagens representativas de seg¢des coronais hipocampais na regido CA1l (CA1 2).
Microglias foram marcadas com imunofluorescéncia para Iba-1 (verde) e nucleos celulares
foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento total de
400x e a linha de escala representa 10 pm.
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Figura 28. Imagens representativas de seg¢des coronais hipocampais na regidao CA1 (CA1 3).
Microglias foram marcadas com imunofluorescéncia para Iba-1 (verde) e nucleos celulares
foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento total de
400x e a linha de escala representa 10 pm.
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Figura 29. Imagens representativas de se¢des coronais hipocampais na regido da camada
molecular (mol 1). Microglias foram marcadas com imunofluorescéncia para Iba-1 (verde) e
nucleos celulares foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com
aumento total de 400x e a linha de escala representa 10 um.
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Figura 30. Imagens representativas de se¢des coronais hipocampais na regido da camada
molecular (mol 2). Microglias foram marcadas com imunofluorescéncia para Iba-1 (verde) e
nucleos celulares foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com
aumento total de 400x e a linha de escala representa 10 pm.
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4.4 Efeito da Neurovespina na astrogliose reativa na formacao hipocampal

No recorte temporal analisado, ndo foi possivel observar diferencas entre niveis de
reatividade astrocitica de animais sadios e epilépticos. Da mesma forma, o tratamento com
todas as doses do peptideo Neurovespina manteve a astrogliose reativa nos mesmos niveis
observados em animais sadios. Entretanto, foi identificado um aumento consideravel de

astrocitos reativos em animais tratados com diazepam.

Analisando-se a densidade optica da imunofluorescéncia para GFAP em toda a formagao
hipocampal, foram detectadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de
tratamento [H(5) = 17,94; p = 0,0030] (figura 31A). Primeiramente, foi testada a normalidade
dos conjuntos de dados através dos testes de D’ Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk, nos quais
apenas os dados referentes a regido CA3 apresentaram distribui¢do normal. Para essa regido,
foi realizada a ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey para comparagdes multiplas. Os
demais conjuntos de dados — formagdo hipocampal total, giro denteado e CAl — ndo
demonstraram ter distribui¢do normal e foram analisados com o teste ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunn para comparagdes multiplas.

Nao houve diferenca entre os grupos sadio e epiléptico (p > 0,9999), mas o grupo
diazepam demonstrou um aumento na proliferacdo de astrocitos reativos em relacdo ao grupo
epiléptico (p = 0,0160). Adicionalmente, o grupo Neurovespina (4 mg/kg) apresentou menor
astrogliose em comparacao ao tratamento com diazepam (p = 0,0027). Considerando-se cada
regido da formacao hipocampal, ndo foram detectadas diferencas entre os tratamentos no giro
denteado [H(5) = 5,267; p = 0,3842] (figuras 31B e 32), apenas nas regides CA3 [F (5, 48) =
2,656; p=0,0337] (figuras 31C e 33) e CA1 [H(5) = 14,16; p=0,0147] (figuras 31D e 34). Em
CA3, apenas o grupo diazepam foi estatisticamente diferente do grupo epiléptico (p = 0,0373),
com aumento da astrogliose reativa. J& em CAl, foi possivel identificar diferencas entre os

grupos, mas o pos-teste ndo as identificou na anélise de comparagdes multiplas.
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Figura 31. Diferengas de densidade Optica para imunofluorescéncia para GFAP entre os
diferentes grupos de tratamento em toda a formag¢do hipocampal (A), no giro denteado (B), em
CA3 (C) e em CA1 (D) (n = 4-5). Para os graficos A, B e D, foi realizado o teste de Kruskal-
Wallis, seguido do pds-teste de Dunn, considerando-se significancia estatistica para p < 0,05.
Os valores estao representados em mediana + IC 95%. Para o grafico C, foi realizada ANOVA
de uma via com pos-teste de Tukey, sendo também considerado p < 0,05. Os valores estdo
representados em média + erro padrdo da média. *: diferenga em relacdo ao grupo epiléptico;
@: diferenga em relagdo ao grupo diazepam.
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Figura 32. Imagens representativas de se¢des coronais hipocampais na regiao do giro denteado.
Astrocitos foram marcados com imunofluorescéncia para GFAP (verde), neuronios foram
marcados com o corante Neurotrace™ (vermelho) e ntcleos celulares foram marcados com
DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento total de 200x e a linha de escala

representa 10 um.
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Figura 33. Imagens representativas de secdes coronais hipocampais na regido CA3. Astrocitos
foram marcados com imunofluorescéncia para GFAP (verde), neuronios foram marcados com
o corante Neurotrace™ (vermelho) e nucleos celulares foram marcados com DAPI (azul). As
fotomicrografias foram obtidas com aumento total de 200x e a linha de escala representa 10

pm.
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Figura 34. Imagens representativas de secdes coronais hipocampais na regiao CA1. Astrécitos
foram marcados com imunofluorescéncia para GFAP (verde), neuronios foram marcados com
o corante Neurotrace™ (vermelho) e nucleos celulares foram marcados com DAPI (azul). As
fotomicrografias foram obtidas com aumento total de 200x e a linha de escala representa 10
pm.
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4.5 Efeito da Neurovespina na expressiao da citocina IL-1p na formac¢ao hipocampal

Na anélise da expressdo de IL-1p, foi possivel verificar que ndo houve uma diferenca
evidente entre animais sadios e epilépticos, mas a dose de 4 mg/kg do peptideo Neurovespina
reduziu drasticamente os niveis dessa citocina na formagdo hipocampal. Por outro lado,
observou-se um aumento da expressdo da interleucina pro-inflamatdria nos grupos tratados com

diazepam e Neurovespina na dose de 2,5 mg/kg.

Na anélise de densidade oOptica referente a expressdao de IL-1P, foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas entre os varios grupos de tratamento em toda a
formagao hipocampal [H(5) = 60,16; p < 0,0001] (figura 35A). Os grupos sadio e epiléptico
ndo diferiram entre si, mas foram estatisticamente diferentes dos grupos diazepam (p < 0,0001)
e Neurovespina (2,5 mg/kg) (p = 0,0052 e p = 0,0007, respectivamente), os quais apresentaram
aumento na expressao de IL-1p nas fatias analisadas. O tratamento com Neurovespina na dose
de 4 mg/kg ocasionou grande redugdo na densidade optica dessa citocina em comparagdo aos
grupos diazepam e Neurovespina (2,5 mg/kg) (p < 0,0001). Adicionalmente, a dose de 8 mg/kg
do peptideo também reduziu a expressao de IL-1B em relagdo ao grupo diazepam (p = 0,0052).
Esses resultados foram obtidos através do teste de Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunn para
comparagdes multiplas, haja vista que os testes de D’Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk

atestaram a auséncia de distribui¢do normal em todos os conjuntos de dados.

Realizando uma investiga¢do em cada regido da formagdo hipocampal, também foram
identificadas diferencas no giro denteado [H(5) = 14,93; p = 0,0106], em CA3 [H(5) = 28,04;
p <0,0001] e em CA1 [H(5) =26,19; p <0,0001]. No giro denteado (figuras 35B e 36), apenas
o grupo tratado com Neurovespina na dose de 4 mg/kg foi diferente do grupo diazepam,
reduzindo a expressao de IL-1B (p = 0,0308). Em CA3 (figuras 35C e 37), houve um aumento
da densidade oOptica nos grupos diazepam e Neurovespina (2,5 mg/kg) em relacdo ao grupo
epiléptico (p = 0,0007 e p = 0,0476, respectivamente). Por outro lado, o tratamento com a dose
de 4 mg/kg do peptideo reduziu a expressdo dessa citocina pro-inflamatoria em relacdo aos
grupos diazepam (p = 0,0003) e Neurovespina (2,5 mg/kg) (p = 0,0198). Por fim, em CAl
(figuras 35D e 38), foi observado o mesmo padrao de aumento da densidade optica nas fatias
tratadas com diazepam, em relagdo aos grupos sadio (p = 0,0137) e epiléptico (p = 0,0175).
Ainda foi detectada uma reducao da expressao de IL-1 com a dose de 4 mg/kg em comparacao
ao tratamento com diazepam e Neurovespina (2,5 mg/kg) (p = 0,0018 e p = 0,0108,

respectivamente).
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Figura 35. Diferencas de densidade Optica para imunofluorescéncia para IL-1B entre os
diferentes grupos de tratamento em toda a formag¢do hipocampal (A), no giro denteado (B), em
CA3 (C) eem CA1 (D) (n=4-5). Foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste
de Dunn, considerando-se significancia estatistica para p <0,05. Os valores estdo representados
em mediana + IC 95%. #: diferenca em relacdo ao grupo sadio; *: diferenca em relagdo ao grupo
epiléptico; @: diferenga em relacdo ao grupo diazepam; &: diferenca em relacdo ao grupo
Neurovespina (2,5 mg/kg).
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Figura 36. Imagens representativas de secdes coronais hipocampais na regido do giro denteado.
A citocina IL-1B foi marcada por imunofluorescéncia (verde) e nucleos celulares foram
marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento total de 200x e a
linha de escala representa 10 pm.
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Figura 37. Imagens representativas de se¢des coronais hipocampais na regido CA3. A citocina
IL-1B foi marcada por imunofluorescéncia (verde) e nticleos celulares foram marcados com
DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento total de 200x e a linha de escala
representa 10 um.
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Figura 38. Imagens representativas de se¢des coronais hipocampais na regidao CAl. A citocina
IL-1pB foi marcada por imunofluorescéncia (verde) e nucleos celulares foram marcados com

DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento total de 200x e a linha de escala
representa 10 um.
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4.6 Efeito da Neurovespina na expressio da proteina claudina-5 na formacao hipocampal
Quanto a andlise da claudina-5, os grupos sadio e epiléptico ndo demonstraram
diferencas entre si, mas todas as doses do peptideo Neurovespina, especialmente 4 ¢ 8 mg/kg,

ocasionaram um aumento na expressao dessa proteina na formagao hipocampal.

Na andlise de densidade Optica, foram identificadas diferengas estatisticamente
significativas entre os diversos grupos de tratamento [H(5) = 36,84; p <0,0001] (figuras 39, 40,
41 e 42). Primeiramente, foi testada a normalidade dos conjuntos de dados através dos testes de
D’Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk, nos nenhum apresentou distribuic¢do normal. Entdo,
empregou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com pods-teste de Dunn para

comparagoes multiplas.

Embora os grupos sadio e epiléptico nao tenham sido diferentes entre si (p > 0,9999), o
grupo diazepam demonstrou um aumento na densidade Optica em relagdo ao grupo sadio
(p = 0,0382). Além disso, em comparag@o aos grupos sadio e epiléptico, foi encontrada maior
densidade Optica nas fatias dos grupos Neurovespina (4 mg/kg) (p < 0,0001) e Neurovespina (8
mg/kg) (p =0,0033 e p = 0,0046, respectivamente).
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Figura 39. Diferengas de densidade Optica para imunofluorescéncia para claudina-5 entre os
diferentes grupos de tratamento em toda a formagao hipocampal (n = 4-5). Foi realizado o teste
de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunn, considerando-se significincia estatistica para
p < 0,05. Os valores estao representados em mediana = IC 95%. #: diferenca em relacao ao
grupo sadio; *: diferenca em relagdo ao grupo epiléptico.
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Figura 40. Imagens representativas de se¢des coronais hipocampais na regido da camada
molecular (mol 1). A proteina claudina-5 foi marcada por imunofluorescéncia (verde) e nicleos
celulares foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento
total de 200x e a linha de escala representa 10 um.
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Figura 41. Imagens representativas de se¢des coronais hipocampais na regido da camada
molecular (mol 2). A proteina claudina-5 foi marcada por imunofluorescéncia (verde) e nicleos
celulares foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento
total de 200x e a linha de escala representa 10 um.
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Figura 42. Imagens representativas de se¢des coronais hipocampais na regido da camada
molecular (mol 3). A proteina claudina-5 foi marcada por imunofluorescéncia (verde) e nicleos
celulares foram marcados com DAPI (azul). As fotomicrografias foram obtidas com aumento
total de 200x e a linha de escala representa 10 um.
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5 Discussao

A ELT ¢ uma grave condicdo de saide com significativas consequéncias
neurobioldgicas, psicoldgicas, emocionais e sociais — além disso, a natureza refrataria da
doencga torna urgente a pesquisa de novos tratamentos e compostos terapéuticos. A pesquisa
pré-clinica se estabelece como uma importante etapa na descoberta de novos farmacos e
modelos animais sdo particularmente tuteis para a execucdo de tais estudos. Com a utilizacao
desses modelos, € possivel caracterizar mecanismos fisiopatologicos de determinadas doengas,
identificar provaveis alvos terapéuticos e avaliar a atividade de compostos no tratamento de tais
patologias (Singh; Seed, 2021). O uso de camundongos para o desenvolvimento desses modelos
¢ particularmente vantajoso, tendo em vista que sdo animais pequenos, de facil manuseio e com

ciclo de vida curto (Singh; Seed, 2021).

Para o estudo da ELT, o modelo que se inicia com a indugdo de status epilepticus por
pilocarpina vem sendo amplamente empregado em laboratdrios de todo o mundo. Descrito em
ratos por Turski e colaboradores em 1983 e caracterizado para camundongos por Cavalheiro,
Santos e Priel em 1996, esse modelo mimetiza importantes aspectos da doenca, caracterizando-
se como isomorfico por mimetizar a patologia, mas ndo todos os seus tracos etioldgicos, que
ainda nao foram completamente elucidados (Curia et al., 2008). Alguns aspectos relevantes do
modelo incluem uma rapida indugdo do status epilepticus, a presenga de um periodo latente
anterior a ocorréncia de crises epilépticas espontaneas e recorrentes (Cavalheiro; Santos; Priel,
1996), a dificuldade de controle das crises (Chakir et al., 2006) e a ocorréncia de lesdes
particulares a ELT — como a esclerose hipocampal (Curia et al., 2008). A presenca desses
especificos mecanismos fisiopatologicos se estabelece tanto em pacientes com ELT quanto em
animais submetidos a administragao de pilocarpina, o que justifica a relevancia desse modelo e

sua utilizagdo no presente trabalho.

Convém ressaltar que, aqui, ndo foram empregadas fémeas pelo fato de que o modelo
foi melhor validado em machos, haja vista que fémeas sdo menos suscetiveis a desenvolver
status epilepticus e sobreviver ao insulto inicial (Buckmaster; Haney, 2012). Além disso, todos
os estudos prévios que avaliaram a atividade farmacoldgica do peptideo Neurovespina
utilizaram apenas camundongos machos (Carneiro, 2013; Campos, 2016; Carneiro, 2017;
Campos, 2020; Marques, 2024). Quanto a idade e ao peso, foram utilizados camundongos com
6 a 13 semanas, de 25 a 46 gramas. De acordo com Buckmaster e Haney (2012), a porcentagem
de animais machos que desenvolvem status epilepticus e sobrevivem ¢ maior conforme a idade

avanga, especialmente apos a sétima semana de vida. Além disso, machos com maior massa
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corporal também s3o mais suscetiveis ao desenvolvimento dessa condi¢do, mas sobrevivem
menos (Buckmaster; Haney, 2012). No presente projeto, 100% dos animais submetidos a
injecdo de pilocarpina desenvolveram status epilepticus e foram notados os mesmos padroes de

mortalidade identificados por Buckmaster e Haney (2012).

Inclusive, um desafio relacionado ao modelo de ELT induzido por pilocarpina ¢
justamente a taxa de mortalidade intrinsicamente alta, que varia entre 30 e 50% (Lévesque et
al., 2021; Carneiro, 2017; Marques, 2024). Neste projeto, a taxa de mortalidade no status
epilepticus, devido a administracao de pilocarpina, foi de 37,14%, em consonancia com as taxas
reportadas pela literatura. Entretanto, 20% dos camundongos morreram nos dias subsequentes
do protocolo, observando-se uma taxa de mortalidade total de 57,14% com, portanto, 42,86%

de animais sobreviventes.

As doses utilizadas no insulto inicial foram escolhidas com base nos trabalhos de
Carneiro (2017) e Marques (2024), além de buscas na literatura. Primeiramente, os animais
receberam uma inje¢do intraperitoneal de 4 mg/kg de butilbrometo de escopolamina para
atenuagdo dos efeitos periféricos da pilocarpina. E muito comum observar a inje¢do de
escopolamina em 1 mg/kg (Turski et al., 1983; Modebadze et al., 2016; Vigier et al., 2016),
mas optou-se por um aumento da dose para proteger ainda mais os animais contra a ativacao
colinérgica periférica. Ressalta-se que isso ndo interfere na indugdo do status epilepticus, tendo
em vista que o butilbrometo de escopolamina ndo ¢ capaz de ultrapassar a barreira

hematoencefalica (Tytgat, 2008).

Em seguida, os animais foram injetados com 150 mg/kg de cloridrato de pilocarpina.
Na literatura, as doses para a inducao de status epilepticus em camundongos variam entre 100
e 400 mg/kg (Lévesque et al., 2021). Turski e colaboradores (1984) avaliaram os efeitos
comportamentais de inje¢des de doses progressivamente maiores de pilocarpina. Os
pesquisadores observaram que injecdes de 100 mg/kg ndo causaram anormalidades, apenas
tremores leves. Com um aumento das doses, efeitos cada vez mais severos foram observados,
como mioclonias, crises motoras limbicas e morte — com quase 100% de letalidade na dose de
400 mg/kg (Turski et al., 1984). No trabalho de Carneiro (2017), a dose de pilocarpina utilizada
foi de 300 mg/kg, o que gerou um dano hipocampal importante em 180 minutos de status
epilepticus com mortalidade dentro das taxas comumente reportadas na literatura. Entretanto,
experimentos realizados por Marques (2024) atestaram uma necessidade de redugdo na dose de

pilocarpina administrada, haja vista a alta e anormal taxa de mortalidade dos animais. Visando
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escolher uma dose que fosse capaz de desencadear um forte status epilepticus e, a0 mesmo
tempo, mantivesse a mortalidade em um nivel baixo, Marques (2024) utilizou uma dose de
pilocarpina de 150 mg/kg no insulto inicial. No presente estudo, optou-se por continuar
empregando injegdes de pilocarpina na dose de 150 mg/kg, ressaltando-se que todos os animais
desenvolveram status epilepticus e esclerose hipocampal identificavel, mesmo oito dias apos o
insulto inicial. Marques (2024) observou expressiva perda neuronal na formagdo hipocampal

em um recorte temporal de 30 dias depois da indugdo do status epilepticus.

Reduzir a taxa de mortalidade ¢ uma grande preocupagdo e também um desafio
significativo associado ao modelo de ELT induzido por pilocarpina, o que também explica a
alteracdo no procedimento de resgate dos animais. Com base no trabalho de Marques (2024), o
uso alternativo do isoflurano para o resgate do status epilepticus se deu pela alta mortalidade
causada pela anterior utilizagdo de tiopental sddico associado ao sulfato de atropina, além de
que o diazepam — comumente utilizado nessa etapa — poderia exercer efeitos neuroprotetores
logo ap0s o status epilepticus, interferindo no dano hipocampal pertinente ao modelo (Cunha
et al., 2009). Os parametros escolhidos para a administracao de isoflurano foram baseados em
protocolos utilizados na Universidade do Texas, na Queen’s University e na Universidade da
California em Los Angeles (Animal Resources Center, [s.d.]; University Animal Care

Committee, 2012; Couto, 2008).

Com isso, este projeto trouxe um refinamento no resgate realizado por anestesia
inalatoria com isoflurano, primeiramente realizado em uma taxa de 4% por Marques (2024).
Aqui, cada animal foi submetido a duas rodadas de anestesia com duracdo de quatro minutos
cada uma, com taxa de manuten¢do de isoflurano a 1% e oxigénio a 1,5 L/min, com um breve
intervalo de recuperagdo entre as rodadas de anestesia. E relevante notar que, em altas
concentragdes, o isoflurano ¢ um potente depressor respiratdrio. Por isso, optou-se por nao
induzir anestesia na dose de 4% e, entdo, a dose foi reduzida para uma taxa de manutencao de
1%, para que pudesse ser realizado um resgate mais suave e seguro para 0s animais ja
significativamente debilitados pelos 180 minutos em status epilepticus. Durante as rodadas de
anestesia, os animais foram meticulosamente observados, monitorando-se visualmente padrdes

cardiorrespiratdrios e coloracdo das membranas mucosas.

As doses escolhidas para administragdo do peptideo Neurovespina foram baseadas no
trabalho de Carneiro (2017), que avaliou o efeito neuroprotetor do composto. Durante o periodo

latente, os animais receberam injegdes intraperitoneais de Neurovespina exatamente nas doses
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de 8, 4 ¢ 2,5 mg/kg. Ressalta-se que, aqui, a via de administracdo utilizada foi a subcutanea,
por ser rapida, econdmica e simples, geralmente causando minima dor e desconforto em
camundongos conscientes (Levin-Arama et al., 2016; Turner et al., 2011). Além disso,
administragdes subcutaneas proporcionam uma absor¢ao mais lenta dos compostos (Turner et
al., 2011), o que ¢ de interesse para a diminui¢do da quantidade de inje¢des, considerando-se a
curta meia-vida da Neurovespina de aproximadamente 4 horas (Marques, 2024). A composi¢ao
da solugdo veiculo com 80% de solugdo salina a 150 mM e 20% de dimetilsulfoxido se da pelas
especificidades de dilui¢ao da Neurovespina, que ¢ altamente hidrofébica e nao se dissolve de
forma homogénea em solugao salina. A dose de 4 mg/kg para o controle positivo com diazepam

foi escolhida também com base nos trabalhos de Carneiro (2017) e Marques (2024).

Um relevante aspecto da utilizagdo do modelo neste estudo foi o recorte temporal
especifico para a analise dos parametros neuroinflamatoérios no periodo latente, considerando
que os camundongos foram eutanasiados no oitavo dia apos a indugdo do status epilepticus.
Como ja exposto em secdes anteriores, o periodo latente no modelo de ELT induzido por
pilocarpina corresponde ao inicio da epileptogénese. Nesse estagio pré-epiléptico, ¢ verificada
uma severa atividade neuroinflamatoria, com recrutamento de células microgliais, esclerose
hipocampal, astrogliose reativa, liberag@o de citocinas pro-inflamatodrias e prejuizos a barreira

hematoencefalica (Patel el al., 2019; Pitkdnen; Lukasiuk, 2011).

A escolha da realizacdo do estudo nessa linha temporal especifica foi resultado da
avaliacdo conjunta de diversos trabalhos na literatura. Estudos que avaliam a dinamica da
neurodegeneracdo e neuroinflamac¢do em diferentes momentos do modelo de ELT induzido por
pilocarpina atestam que as alteragdes fisiopatoldgicas ja comegam desde as fases mais iniciais.
Apenas 20 minutos ap0s a indugdo do status epilepticus, ja € possivel identificar morte neuronal
na formag¢do hipocampal com um dano celular que piora progressivamente até etapas mais
tardias do modelo — trés semanas depois do insulto inicial (Fujikawa, 1996; Nascimento et al.,
2012). Além disso, a dinamica microglial e astrocitica discutida a seguir também suporta a
escolha do recorte temporal, haja vista que o periodo de oito dias apds a injecao de pilocarpina
engloba, simultaneamente, os fendmenos de degeneracdo neuronal, ativagdo microglial,
proliferacdo de astrdcitos reativos e expressao de citocinas pro-inflamatérias (Fujikawa, 1996;
Nascimento et al., 2012; Wyatt-Johnson; Herr; Brewster, 2017; Sano et al., 2021; Benson;

Manzanero; Borges, 2015).
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Viérios estudos ja avaliaram parametros neuroinflamatérios em diferentes pontos
temporais no modelo de ELT induzido por pilocarpina. Nesse modelo, ¢ observado que a
ativacdo de microglias ¢ um fenomeno inicial importante para a epileptogénese. Sano e
colaboradores (2021) verificaram um aumento da area ocupada por essas células nos sete
primeiros dias ap0s o status epilepticus em relacdo ao grupo controle sadio, em consonancia ao
que foi encontrado no presente trabalho. Wyatt-Johnson, Herr e Brewster (2017) realizaram um
completo estudo espaciotemporal em que investigam a proliferagdo e a ativagdo microglial
quatro horas, trés dias e duas semanas depois da injecdo de pilocarpina. Foi observado que
micréglias ja comecam a sofrer alteracdes fenotipicas quatro horas depois do insulto inicial,
com células assumindo morfologia majoritariamente ameboide em todas as regides da formagao
hipocampal (Wyatt-Johnson; Herr; Brewster, 2017). A proliferacdo de microglias foi
identificada apenas no recorte de duas semanas ap6s a inducdo do status epilepticus (Wyatt-
Johnson; Herr; Brewster, 2017), mas pode ter ocorrido antes, como verificado no presente
trabalho em um periodo de oito dias depois do insulto inicial. Outros estudos também
identificaram mobilizacdo de células microgliais nos estagios mais iniciais do modelo (Borges

et al.,2003; Estrada et al., 2012).

No periodo cronico, contudo, a ativagdo microglial diminui e a astrogliose reativa se
torna mais relevante. Na literatura, a alteragdo e proliferacdo dos astrécitos nesse modelo ¢
muito bem documentada, ocorrendo nos estdgios mais iniciais, mas sendo mais significativa
em fases mais tardias apds a inducao do status epilepticus (Garzillo; Mello, 2002; Borges ef al.,
2006; Kim et al., 2008; Estrada et al., 2012; Nascimento et al., 2012; Clasadonte et al., 2016;
Vizuete et al., 2017, Sano et al., 2021; Tewari et al., 2023).

Aqui, numa avaliacdo que ocorreu oito dias depois do insulto inicial, ndo foi possivel
observar diferencas significativas na expressao de GFAP entre os grupos sadio e epiléptico.
Apesar disso, era esperado que houvesse um aumento na astrogliose reativa no recorte temporal
analisado neste estudo, considerando que alguns trabalhos — utilizados como base para o
delineamento experimental — ja identificaram astrogliose reativa uma semana ap6s a indugdo
do status epilepticus (Sano et al., 2021; Nascimento et al., 2012). Uma analise anterior realizada
no Laboratorio de Neurofarmacologia da UnB foi capaz de detectar o aumento da astrogliose
reativa no modelo de ELT induzido por pilocarpina. Gomes (2016) identificou um aumento do
numero de astrocitos imunorreativos a GFAP em um periodo de 30 dias apos o insulto inicial e
viu que o peptideo analisado em seu trabalho foi capaz de reduzir o nimero de astrocitos na

formacao hipocampal. Isso sugere que o recorte temporal de oito dias analisado neste estudo
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ainda n3o permitiu a avaliacdo da atividade do peptideo Neurovespina na atenuagdo da
astrogliose reativa — embora o tratamento com diazepam tenha aumentado significativamente a
expressao de GFAP, como sera discutido mais adiante. Mesmo assim, a analise da astrogliose
reativa nas fases mais iniciais do modelo se estabelece como um importante aspecto a ser

analisado, contribuindo para a compreensao da dindmica astrocitica na ELT.

Outro fator analisado no presente estudo foi a expressao de citocinas pro-inflamatorias,
no caso IL-1B. No modelo de ELT induzido por pilocarpina, essas moléculas parecem ser mais
expressas imediatamente apos o insulto inicial, retornando a niveis basais em apenas cinco dias
(Arisi et al., 2015). Apenas um dia depois da administragdo de pilocarpina, Sano e
colaboradores (2021) ja notaram um aumento significativo na expressdo de TNF e IL-1p em
células microgliais, o que corrobora achados anteriores de que microglias modulam a ativacao
de astrécitos por meio dessas citocinas (Henning ef al., 2023; Liddelow et al., 2017). Entretanto,
o perfil desses marcadores inflamatérios ainda ndo ¢ bem compreendido, haja vista que, nas
fases iniciais do modelo, células microgliais também liberam moléculas associadas com
integridade celular e citocinas anti-inflamatorias, como arginase-1, IL-4 e IL-10 (Benson;
Manzanero; Borges, 2015). Em qualquer recorte temporal, analisar a expressdo de citocinas €
valioso para o estudo da ELT e de compostos terapéuticos emergentes, dado o complexo carater

neuroinflamatério dessa doenga.

Aqui, nao foram encontradas diferengas significativas na expressao de IL-1p entre os
grupos sadio e epiléptico. A escolha da imunofluorescéncia em fatias hipocampais se justifica
pelo interesse de observar a localizacdo dos niveis dessa citocina, assim como realizado por
Voutsinos-Porche e colaboradores (2004) para varias moléculas inflamatorias. Entretanto, para
uma quantificacdo mais precisa, poderiam ter sido utilizados métodos complementares mais
sensiveis e especificos para esse fim, como western blot ou citometria de fluxo. Além disso,
analisar também um recorte temporal mais inicial ainda poderia oferecer um entendimento mais
completo da expressao de IL-1P no modelo de ELT induzido por pilocarpina, bem como da

atividade da Neurovespina nesse aspecto fisiopatoldgico da doenca.

O mesmo vale para a andlise da claudina-5, j& que muitos trabalhos utilizam técnicas
mais especificas para a quantificagdo total dessa proteina no encéfalo. Empregando a técnica
de western blot, Rempe e colaboradores (2018) verificaram que, dois dias depois do insulto
inicial, a expressao de claudina-5 diminuiu em ratos injetados com pilocarpina. No trabalho,

eles hipotetizaram que o glutamato excessivo ¢ capaz de ativar cascatas de sinalizagdo que
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levam a diminuicao da expressdo das proteinas que formam as jungdes de oclusdo das células
endoteliais da barreira hematoencefilica, levando a desestabilizacdo estrutural da barreira
(Rempe et al., 2018). O estudo de Mendes e colaboradores (2019), por outro lado, demonstrou
que a disfun¢do da barreira ocorre logo depois da inducdo do status epilepticus. Um corante
padrdo para andlises da estrutura da barreira hematoencefalica foi administrado sistemicamente
em ratos 30 minutos apds a injecdo de pilocarpina e observou-se um extravasamento
significativo do corante para o tecido encefalico em apenas 5 horas depois do insulto inicial.
Curiosamente, a administragdo do mesmo corante depois de 23 horas e¢ 30 minutos da
administracdo de pilocarpina ndo gerou um extravasamento relevante, o que indica que a janela

de tempo ¢ importante para a analise da integridade da barreira hematoencefalica.

No presente trabalho, ndo foram vistas diferencas entre os grupos sadio e epiléptico na
analise da expressao de claudina-5. Entretanto, a analise dessa proteina nessa fase especifica do
modelo contribui para o entendimento da integridade das jun¢des de oclusdo da barreira
hematoencefalica na ELT. Além disso, a utilizagao de técnicas de imunofluorescéncia abre uma
nova possibilidade de estudo que avalia ndo apenas as quantidades de determinada proteina no

encéfalo, mas também a analise de sua expressao em diferentes localiza¢des de interesse.

Discutindo agora a atividade do peptideo Neurovespina, foi novamente observado um
efeito neuroprotetor com o tratamento na dose de 4 mg/kg do composto, em consonancia com
os trabalhos de Carneiro (2013), Campos (2016), Carneiro (2017) e Marques (2024). Aqui, foi
observada uma curva dose-resposta em U invertido, em que os efeitos do peptideo aumentaram
com doses maiores, mas comeg¢aram a diminuir em doses que ultrapassaram a dose terapéutica
ideal (Baldi; Bucherelli, 2005). A novidade apresentada por este trabalho ¢ que a neuroprotecao
se da desde as fases mais iniciais do modelo. No recorte temporal analisado, ja foi possivel
observar morte de neurdnios hipocampais e, também, que a Neurovespina ja exerceu atividade
neuroprotetora. De acordo com a literatura, a morte neuronal apos o status epilepticus pode
ocorrer tanto por apoptose quanto por necrose (Pollard et al., 1994; Sloviter et al., 1996;
Bengzon et al., 1997, Fujikawa; Shinmei; Cai, 1999; Fujikawa; Shinmei; Cai, 2000; Scorza et
al., 2009), o que levanta questionamentos acerca do mecanismo pelo qual o peptideo exerce

neuroproteg¢ao.

Campos (2020) havia observado, em seu estudo, que a Neurovespina € capaz de inibir

correntes de calcio em canais Cavl.2, o que € consistente com seu efeito antiepiléptico e

neuroprotetor. O excesso de glutamato no espago extracelular gerado pela hiperexcitabilidade
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leva ao influxo de célcio por meio de receptores NMDA e canais de calcio dependentes de
voltagem, o que gera toxicidade (Schurr, 2004). Em 2009, Tsuruta e colaboradores observaram
que altas concentragdes de glutamato também promovem a internalizacdo e a degradacao de
canais Cavl.2 como uma resposta a estimulos potencialmente citotdoxicos. Em um outro
trabalho que também analisou essas estruturas, mas em modelos de depressdo, verificou que o
aumento da atividade de canais Cavl.2 levou a ativacao de cascatas apoptdticas na formagao
hipocampal (Moreno et al., 2020). Em vista disso, a inibigdo de correntes nesses canais pode
diminuir as quantidades de calcio intracelular — um gatilho bem conhecido para a morte celular

— e prevenir a degeneracdo de neurdnios (Torres-Rico et al., 2024).

A atividade da Neurovespina em canais de célcio Cavl.2 também pode explicar os
resultados obtidos quanto ao efeito do peptideo na reducdo da proliferacdo microglial. Em
condi¢des normais, microglias parecem expressar niveis baixos e nao funcionais de canais de
calcio dependentes de voltagem (Hopp, 2020). Entretanto, como investigado por Espinosa-
Parrilla e colaboradores (2015), a expressao desses canais pode aumentar devido a
excitotoxicidade hipocampal, que passam a assumir uma funcdo pré-inflamatoria. Outros
trabalhos encontrados na literatura também sugerem que moléculas pro-inflamatérias, como
lipopolissacarideo, TNF-a, IL-1p e interferon y, aumentam os niveis intracelulares de célcio em
micréoglias (Hoffmann et al., 2003; Franciosi et al., 2002; Goghari et al., 2000; McLarnon et
al., 2001). Isso sugere o estabelecimento de um ciclo de feedback inflamatério dependente da
presenca de calcio, que pode contribuir para a propagagao da ativagao microglial (Hopp, 2020).
Portanto, considerando a atividade da Neurovespina na inibicdo de correntes de calcio, esse
efeito também pode se estender para células microgliais, o que contribui para uma atividade

combinada anti-inflamatéria, neuroprotetora e antiepiléptica.

Por outro lado, o peptideo ndo interferiu na astrogliose reativa. Entretanto, nao foi
possivel observar diferengas nem mesmo entre os grupos sadio e epiléptico, dado que a janela
temporal analisada ndo abrangeu fases mais tardias do modelo em que ha maior proliferagdo de
astrocitos, como observado por Sano e colaboradores (2021) e por Gomes (2016) em 28 e 30
dias ap0s a inje¢ao de pilocarpina. Seria relevante, em estudos futuros, analisar a atividade da
Neurovespina na astrogliose reativa em diferentes recortes temporais no modelo de ELT

induzido por pilocarpina.

r

Mesmo assim, ¢ interessante discutir o papel da astrogliose reativa na ELT,

questionando-se se a proliferacdo de astrocitos realmente € um alvo terapéutico viavel. Em
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alguns casos, a inflamagdo ¢ um fendmeno necessario para que mecanismos celulares e
moleculares sejam ativados para o combate de algum desequilibrio homeostatico (Raivich et
al., 1999). E preciso que haja um fino equilibrio nesse processo, j4 que a liberagdo de
mediadores inflamatorios por astrocitos ativados pode proteger ou causar danos ao tecido
nervoso (Raivich et al., 1999). Isso significa que a resposta astrocitica pode ser uma resposta
de defesa — na tentativa de restaurar a homeostase no SNC e limitar os danos teciduais — ou,
quando persistente, um processo fisiopatoldgico danoso para o encéfalo (Pekny; Pekna, 2014).
A neuroinflamacao ¢ sempre complexa e heterogénea, oferecendo uma variedade de alvos
terapéuticos que devem ser cuidadosamente avaliados no contexto de cada doenca. No caso da
ELT, a astrogliose reativa estd frequentemente associada a epileptogénese, liberacdo de
moléculas pro-inflamatoérias, disfungdo da barreira hematoencefalica, redu¢ao do limiar
excitatorio e desenvolvimento de crises epilépticas espontaneas e recorrentes (Das et al., 2012;
Robel et al., 2015; Vargas-Sanchez et al., 2018; Vezzani; Balosso; Ravizza, 2019; Chen ef al.,
2023).

De maneira interessante, o peptideo Neurovespina demonstrou reduzir a expressao de
IL-1B na dose de 4 mg/kg, até mesmo em relagdo ao grupo sadio, que ndo foi diferente do
epiléptico. Pode ser que a redugdo na expressdo dessa interleucina tenha se dado devido a
atenuagdo da proliferacdo de células microgliais, que sd3o uma importante fonte de citocinas
pro-inflamatdrias nas fases iniciais do modelo de ELT induzido por pilocarpina (Arisi ef al.,
2015; Sano et al., 2021). A literatura reporta que alguns farmacos antiepilépticos, como
vimpocetina e carbamazepina, reduzem a expressao de IL-1 no hipocampo de ratos inoculados
com lipopolissacarideo (Gomez; Buijs; Sitges, 2014). Essa citocina parece estar bastante
envolvida na fisiopatologia da ELT, reduzindo a neurotransmissdo mediada por GABA em
pacientes com epilepsia (Roseti ef al., 2015). Portanto, citocinas pro-inflamatoérias sdo um alvo
alternativo para o desenvolvimento de novos tratamentos para a ELT, haja vista que o contexto
neuroinflamatorio persistente contribui para a ocorréncia de crises epilépticas, além de facilitar
a morte de neurdnios por necrose (Noe et al., 2013; Chiavegato et al., 2014; Medel-Matus et
al., 2014). Como relatado anteriormente, ¢ relevante, no futuro, executar novos experimentos
para melhor averiguar o efeito da Neurovespina na expressao de IL-1B, com a utilizagcao de

técnicas mais precisas para a quantificagdo dessa e de outras citocinas.

Uma outra abordagem terapéutica inovadora ¢ a vasculatura encefélica. Reiss e
colaboradores (2022) realizaram uma robusta revisdo que traz a barreira hematoencefalica

como um potencial alvo para o tratamento da ELT, j& que a estabilizacdo dessa estrutura pode
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trazer beneficios para o controle das crises. Poucos estudos investigam a regulagdo da claudina-
5 para o manejo da epilepsia, mas ja foi reportado que restaurar os niveis dessa proteina pode
aliviar essas crises epilépticas e a neuroinflamagao (Greene et al., 2022). No presente trabalho,
novamente ndo foram identificadas diferencas na expressao de claudina-5 entre os grupos sadio
e epiléptico, mas observou-se um aumento da densidade Optica nas fatias hipocampais de
animais tratados com Neurovespina. Seriam necessarios estudos adicionais para confirmar que
o peptideo exerce alguma influéncia na integridade da barreira hematoencefalica, como ensaios
de western blot, testes de extravasamento de corantes ou analise de outras proteinas das jungdes
de oclusdo. Além disso, para resultados mais robustos, seria relevante também encontrar a

janela temporal em que existem diferengas entre os grupos sadio e epiléptico.

Analisando os resultados obtidos em uma perspectiva global, € possivel afirmar que a
Neurovespina ¢ um composto particularmente promissor no desenvolvimento de novas terapias
para a epilepsia. Com potente atividade antiepiléptica e neuroprotetora, o peptideo foi avaliado
até mesmo em caes diagnosticados com epilepsia idiopatica farmacorresistente, demonstrando
diminuir a frequéncia de crises epilépticas de maneira eficaz e segura (Silva, 2024).
Considerando também os achados deste trabalho, a Neurovespina apresentou atividade anti-
inflamatoria significativa desde as fases mais iniciais do modelo animal de ELT induzido por
pilocarpina — inclusive com desempenho muito superior ao do farmaco selecionado para o

grupo controle positivo.

Em ultima analise, convém discutir justamente os resultados encontrados em relacao ao
grupo tratado com diazepam, considerando que o tratamento mostrou exacerbar o quadro
neuroinflamatorio. As repetitivas inje¢des de diazepam ndo demonstraram ter efeito
neuroprotetor, além de ter sido notado um aumento da proliferacdo microglial, da astrogliose
reativa e da expressao de IL-1p. Curiosamente, o farmaco apenas elevou um pouco a expressao
de claudina-5. Entretanto, todos os outros parametros apontam para o agravamento da

neuroinflamacao.

O diazepam ¢ um benzodiazepinico que se liga alostericamente a receptores GABAa,
aumentando a afinidade do receptor por GABA e promovendo o influxo de ions cloreto (Riss
etal.,2008; He; Wang; Chen, 2024). Além de ser utilizado como ansiolitico, hipnético, sedativo
e relaxante muscular, esse fArmaco € a primeira linha de tratamento para status epilepticus, mas
nao ¢ recomendado para o manejo cronico da epilepsia (Riss et al., 2008; He; Wang; Chen,

2024). Um dos motivos ¢ o desenvolvimento de tolerdncia, que parece estar associado com
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mudangas na composi¢do das subunidades dos receptores GABAa (Ferreri; Gutiérrez;
Gravielle, 2015). Também ja foi observado que ratos tratados com diazepam por trés semanas
desenvolveram tolerancia cruzada aos efeitos dos anticonvulsivantes clobazam, clonazepam e

midazolam (Ramsey-Williams; Wu; Rosenberg, 1994).

Além disso, o farmaco possui toxicidade significativa. Um estudo global de
farmacovigilancia analisou 15.546 relatorios do Sistema de Notificacao de Efeitos Adversos do
Food and Drug Administration dos Estados Unidos, a maior base de dados sobre efeitos
adversos e erros de medicacao (He; Wang; Chen, 2024). Entre 2004 e 2023, foi reportado que
o uso do diazepam esteve associado com sonoléncia, parada cardiaca, perda de consciéncia,
sedagdo e prejuizo cognitivo, além de efeitos mais severos, como dependéncia, coma e overdose

intencional ou acidental (Padua-Reis ef al., 2021; Shi et al., 2022; He; Wang; Chen, 2024).

Alguns estudos ja investigaram o efeito do diazepam na neuroinflamagao, especialmente
na modulagdo microglial e astrocitica. Em consonancia com os achados do presente projeto e
em contraste com Cunha e colaboradores (2009), um estudo também verificou que o tratamento
com diazepam, ap6s indugdo de status epilepticus por pilocarpina, ndo exerce neuroprote¢ao
relevante nas camadas celulares do hipocampo (Tong et al., 2022). Esse trabalho também
identificou um aumento de areas marcadas com GFAP e Iba-1 em comparacdo ao tratamento
com midazolam, outro benzodiazepinico (Tong et al., 2022). Os pesquisadores levantaram a
hipotese de que isso pode ser devido a a¢do do diazepam em receptores GABAA em diferentes
células do tecido nervoso (Tong et al., 2022). Em outro contexto, Supasai e colaboradores
(2020) também compararam diazepam e midazolam, mas ap6s uma lesdo gerada por
intoxicacdo aguda com um inibidor de colinesterase organofosforado. Foi observado que o
diazepam ndo foi capaz de atenuar a proliferacdo de astrocitos e nem a ativagdo microglial
persistente. Outros estudos da literatura também reportam que o tratamento com diazepam nao

promove melhora em quadros neuroinflamatorios (Vito et al., 2014).

A busca por novos tratamentos para a ELT ainda se estabelece como um desafio na
pesquisa farmacéutica. Dada a alta taxa de refratariedade desses pacientes, alvos alternativos,
como aqueles relacionados a neuroinflamacdo, podem abrir caminhos para a descoberta de
compostos terapéuticos. A Neurovespina, ja reconhecida como antiepiléptica e neuroprotetora,
¢ uma opg¢ao inovadora que visa contribuir para esse enorme desafio e, por isso, torna-se
necessario o entendimento aprofundado da farmacologia desse composto bioinspirado na

peconha de vespas sociais. Era uma possibilidade de que o peptideo, além de atuar em correntes
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de canais de célcio, atenuasse a neuroinflamagdo no modelo animal de ELT induzido por
pilocarpina. O presente estudo buscou agregar conhecimento cientifico aos possiveis
mecanismos de acdo da Neurovespina e oferecer direcionamentos futuros para a elucidagao
mais clara da atividade do composto em processos neuroinflamatorios. Uma vez constatados e
corroborados efeitos anti-inflamatérios do peptideo em estudos posteriores, ainda pode-se
sugerir a avaliacdo do composto como tratamento para varias outras doencas neuroldgicas que
sejam acompanhadas pela neuroinflamagdo. Além disso, progredir na compreensao da
Neurovespina pode trazer um importante fAirmaco antiepiléptico e neuroprotetor para uso

clinico e prevencao de determinadas patologias cerebrais.
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6 Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a Neurovespina exerce atividade
neuroprotetora e anti-inflamatoria na dose de 4 mg/kg, atenuando a morte de neurénios induzida
no modelo de ELT induzido por pilocarpina. O peptideo foi capaz de reduzir a proliferagao
microglial a niveis observados em animais sadios, além de diminuir consideravelmente a
expressao da citocina pro-inflamatoria IL-1p e aumentar a expressao da proteina claudina-5.
Nao foram observados efeitos do composto na astrogliose reativa no recorte temporal analisado.
Com o presente trabalho, abre-se a possibilidade de investigar de maneira mais aprofundada o
efeito da Neurovespina na neuroinflamagdo, com técnicas de quantificagdo e analise mais
robustas, além da avaliagdo do peptideo em diferentes recortes temporais no modelo de ELT

induzido por pilocarpina.
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ANEXO B — Cadastro do Peptideo Neurovespina no Sistema Nacional de

Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado

Ministério do Meio Ambiente ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? A034307

A atividade de acesso ao Patrimoénio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,

em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro:

Usuario:

CPF/CNPJ:

Objeto do Acesso:

Finalidade do Acesso:
Espécie

Polybia occidentalis

Titulo da Atividade:

Equipe
Marcia Renata Mortari
Larissa Silva de Lima

Data do Cadastro:
Situagado do Cadastro:

A034307
Universidade de Brasilia
00.038.174/0001-43

Patriménio Genético

Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico

Avaliacao da atividade anti-inflamatéria e antiapoptética de um peptideo em
um modelo animal de epilepsia do lobo temporal

Universidade de Brasilia
Universidade de Brasilia

31/01/2024 12:37:42

Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situacao cadastral conforme consulta ao SisGen em 12:38 de 31/01/2024.
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