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Resumo

A epilepsia é uma doenga neuroldgica crénica caracterizada por crises epilépticas
espontaneas, ou reflexas, e recorrentes (SRS). Cerca de dois-ter¢os dos afetados
pela doenga estdo aptos a controla-la através de terapia medicamentosa. Dentre os
casos refratarios, a possibilidade de cirurgia de ablagao de foco existe para apenas
uma parte dos pacientes. Portanto, € necessario compreender os mecanismos por
tras da evolugédo da doenga, chamado de epileptogénese, a fim de reverter o quadro
ou prevenir a patologia.

Neste trabalho, realizamos um protocolo de pds-condicionamento com
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) em modelo de epilepsia de lobo temporal em
ratos por injegéo intra-hipocampal (i.h.) unilateral de acido cainico (KA) a fim de
investigar quais sao as alteragbes no processo epileptogénico quando a janela
temporal da intervencdo inflamatéria é alterada, sejam elas patogénicas ou
pré-resolutivas.

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais de acordo com o
conteudo da primeira injegdo i.h recebida — Salina (Sal) ou KA — e na segunda
injecéo, 3 dias apds a primeira — Sal ou LPS para cada um dos grupos. Os animais
foram registrados em video do 9° ao 17° dia ap6s a 12 injegdo para analise
comportamental e das SRS. Em seguida, foram submetidos aos testes
comportamentais de preferéncia por sacarose, enterrar esferas, reconhecimento de
objeto e nado forgado. Posteriormente, foram perfundidos e marcados para
imunofluorescéncia com Fluoro Jade C, Iba-1 e GFAP.

Nao houve diferenga na intensidade, frequéncia e duragao das SRS entre os grupos
KA. Contudo, o grupo KA+Sal apresentou uma maior frequéncia de comportamento
de perseguicado a cauda. Na preferéncia por sacarose, o grupo KA+LPS apresentou
menor aversao a novidade, comparavel ao grupo controle Sal+Sal. Além disso, no
reconhecimento de objeto, estes animais apresentaram recuperagdo da memoria de
longo prazo em relagao ao grupo KA+Sal, até o nivel do controle.

Ambos os grupos KA apresentaram um processo inflamatério intenso, caracterizado

por aumento nas marcagdes para microglia e astrécitos. Contudo, o grupo KA+Sal



apresentou uma maior morte neuronal, sugerindo uma resposta imune diferente do
grupo KA+LPS.

Estes resultados apontam o pds-condicionamento com LPS como capaz de reduzir
os danos provocados pelo KA e recuperar alguns parametros comportamentais.
Este, portanto, € um protocolo de grande interesse para elucidar questées sobre a

epileptogénese e a inflamagao.

Palavras-chave: epilepsia, inflamacédo, pds-condicionamento, lipopolissacarideo

bacteriano.



Abstract

Epilepsy is a chronic neurological disease characterized by spontaneous, or reflex,
recurrent seizures (SRS). About two-thirds of the affected are able to control the
seizures through medicine usage. Among the refractory cases, the possibility of
surgical removal of the epileptic focus exists for only a section of patients. Therefore,
it is necessary to comprehend the mechanisms behind the disease evolution, called
epileptogenesis, in order to revert cases or prevent the pathology.

In this work, we performed a post-conditioning protocol using bacterial
lipopolysaccharide (LPS) in a temporal lobe epilepsy rat model by unilateral
intrahippocampal (i.h.) injection of kainic acid (KA) in order to investigate what are
the alterations on the epileptogenic process when the timing of the inflammatory
intervention is altered, whether they are pathogenic or pro-resolutives.

The animals were divided among four experimental groups according to the content
of the first injection — saline (Sal) or KA — and the second injection, three days after
the first — Sal or LPS. The rats were video recorded from the 9th to the 17th day
after the 1st injection for behavioral and SRS analysis. In sequence, they were
submitted to the following behavioral tests: sucrose preference, marble burying,
object recognition and forced swim. Afterwards, they were perfounded and marked
for immunofluorescence with Fluoro Jade C, Iba-1 and GFAP.

There was no difference in the intensity, frequency and duration of the SRS among
the KA groups. However, the KA+Sal group presented a higher frequency of the tail
chasing behavior. On the sucrose preference test, the KA+LPS group presented a
lower novelty aversion, comparable to the Sal+Sal control group. Furthermore, on
the object recognition test, these animals presented a higher recovery of the long
term memory in relation to the KA+Sal group, up to the control level.

Both groups presented an intense inflammatory process characterized by a raise on
the microglia and astrocyte marking. However, the KA+Sal group presented higher
neuronal death, suggesting a different profile of the immune response in relation to
the KA+LPS group.



These results indicate the LPS post-conditioning as capable of reducing the
KA-induced neuronal damage and recovering some of the behavioral parameters.
So, this is an experimental protocol of great interest in elucidating the questions

about epileptogenesis and inflammation.

Keywords: epilepsy, inflammation, post-conditioning, bacterial lipopolysaccharide.
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Introducao

Epilepsia

A definicdo de epilepsia mudou ao longo da histéria humana, mas que sempre
esteve presente: durante milénios acreditava-se que a doenga possuia um carater
mistico, associada a possessao por entidades e demébnios — a palavra grega
epilépsis deriva do verbo para “tomar controle” ou “possuir’ — porém foi somente a
partir de 400 AEC, com o tratado de Hipdcrates intitulado Sobre a Doenca Divina,
que a disfuncdo do sistema nervoso central foi reconhecida como a causa da
doenga (MAGIORKINIS et al, 2010).

A atual definigdo de epilepsia € de uma doencga neuroldgica caracterizada por uma
atividade neuronal excessiva no cérebro, hipersincrona (ILAE; FISHER et al, 2014)
com predisposi¢ao cronica a geracao de crises epilépticas, também chamadas de
eventos ictais (NICE CLINICAL GUIDELINE 137, 2012). Outros estudos
epidemioldgicos fazem ainda distingdo entre epilepsia ativa, definida como epilepsia
diagnosticada por um médico e sob tratamento ou com ocorréncia de uma crise ictal
até 12 meses antes do estudo (ZACK; KOBAU, 2017), e epilepsia resolvida, em que
o individuo nao foi acometido de crises ictais nos ultimos dez anos e esta ha pelo
menos cinco sem medicacao.

A epilepsia afeta mais de 70 milhdes de pessoas mundialmente, com maior
prevaléncia em paises em desenvolvimento. Enquanto em areas urbanas a
estimativa para a prevaléncia de epilepsia ativa é de 10,3 casos a cada 1000
habitantes, nas areas rurais esse numero aumenta para 15,4/1000 habitantes
(NGUGI et al, 2010). No Brasil, seguindo a tendéncia global, a prevaléncia na
populagdo mais carente € de 7,5/1000 habitantes contra 1,6/1000 habitantes em
classes sociais mais elevadas (NORONHA et al, 2007). Esta distribuicdo desigual
deve-se em parte aos maiores indices de predisposicdo em regides menos
desenvolvidas, como infec¢des, parasitoses e traumatismos cranianos resultantes

de acidentes (SINGH; TREVICK, 2016).



O diagnéstico de epilepsia requer a identificagdo de uma das seguintes condigdes
(ILAE; FISHER et al, 2017): no minimo duas crises ictais nao-provocadas ou
reflexas em um periodo maior do que 24 h; uma crise ictal ndo-provocada ou reflexa
e uma probabilidade de, no minimo, 60% de novas crises ao longo dos proximos 10
anos; ou o diagnostico de uma sindrome epiléptica, como a Sindrome de
Lennox-Gastaut. O diagndstico diferencial entre epilepsia e outros episodios
convulsivos, a identificacdo do foco epiléptico e do risco de novas crises ictais
requerem métodos eletrofisiolégicos como a eletroencefalografia (ROSENOW et al,
2015). Estes métodos registram a atividade elétrica emergente dos neurénios, cujo
padrao de oscilagdo pode indicar a hipersincronia encontrada na doenca.

As diferentes epilepsias sao classificadas de acordo com o inicio das crises e, se
possivel, enquadradas dentro de uma sindrome epiléptica (FALCO-WALTER et al,
2018). As crises podem ter inicio focal, generalizado ou desconhecido, e as
epilepsias se enquadram em uma dessas trés categorias ou ainda na categoria
combinada (inicio de crises focal e generalizado), que inclui as sindromes de Dravet
e Lennox-Gastaut (SCHEFFER et al, 2017).

Em decorréncia das varias etiologias existentes, o tratamento medicamentoso é
variado, com diferentes mecanismos de acao: bloqueadores de canais de sdédio,
receptores AMPA ou de NMDA, agonistas de receptores GABAa, entre outros. A
escolha da medicagado correta para cada sindrome epiléptica e caso especifico é
imprescindivel, uma vez que o uso incorreto de drogas pode ter efeitos prejudiciais.
Por exemplo, a carbamazepina pode agravar crises de auséncia (LIU et al, 2006) e
casos de epilepsia mioclénica juvenil.

Além das crises per se, pacientes com epilepsia sdo mais propensos do que a
populacdo geral a sofrerem de comorbidades como dificuldades cognitivas e
prejuizos educacionais (BERG et al, 2008), transtorno de ansiedade, depressao e
outros disturbios psiquiatricos (GAITATZIS et al, 2004). Estas comorbidades podem
estar associadas a redugdo do volume hipocampal independentemente da
frequéncia de crises ictais (CONZ et al, 2011), sugerindo causa comum entre elas e
a epilepsia, similar a achados em modelos animais .

A atrofia hipocampal, por sua vez, € dependente do dano causado pela reacao

inflamatoria e liberagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) no processo



epileptogénico (PAUDEL et al, 2018). Esta reacéo inflamatoria € relevante ndo sé
durante a progressao da doencga, mas também em seu inicio. Antes da ocorréncia
da primeira crise ictal, durante a epileptogénese, os circuitos neuronais fisiolégicos
sédo alterados para um estado patolégico por uma série de fatores inflamatoérios
dependentes da resposta imune (RANA; MUSTO, 2018). Este processo sera
discutido a fundo nas se¢des adiante, mas antes € necessario entender os

diferentes modelos animais usados para a compreensao da epilepsia.

Modelos Animais

A histéria dos modelos animais de epilepsia inicia em 1882 com Pietro Albertoni,
que utilizou eletrochoques no cortex motor de caes para induzir convulsdes e
estudar o efeito de drogas como brometos e atropina (LOSCHER, 2017). Em 1930,
um protocolo experimental de limiar convulsivo de eletrochoques foi utilizado em
gatos para estudar os efeitos da fenitoina (PUTNAM; MERRIT, 1937). Em 1944, o
primeiro modelo roedor de crises convulsivas, utilizando pentilenotetrazol (PTZ) em
camundongos, foi desenvolvido (EVERETT, RICHARDS, 1944), trazendo um
avancgo significativo para a praticidade dos estudos com epilepsia. A partir desses
avancos, os Institutos Nacionais de Saude (National Institutes of Health, ou NIH)
estabeleceram na década de 1970 o Anticonvulsant Screening Project, projeto
responsavel pela avaliagcado de mais de 30 mil substancias e descoberta de farmacos
como topiramato e lacosamida (KEHNE et al, 2017). A importancia de modelos
animais, principalmente dos roedores, para o tratamento da epilepsia &, portanto,
imprescindivel, e a comunidade cientifica continua desenvolvendo novos modelos
ao longo dos anos.

Pioneiros na pesquisa em epilepsia, protocolos experimentais usando eletrochoques
provocam tanto crises convulsivas agudas quanto alteragées neuroldgicas crénicas,
com mudangas na sensibilidade a estimulacdo elétrica e na intensidade das
convulsdes ao longo dos dias de intervengdo (GRAHAM et al, 1969). Para produzir
alteracbes crbnicas, a estimulacdo direta e recorrente da via perfurante, uni ou

bilateral, ativa as fibras hipocampais aferentes e pode produzir o status epilepticus
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(SE), ou estado de mal epiléptico, uma crise ictal com duragdo superior a cinco
minutos (NIRWAN et al, 2018).

Existe atualmente uma grande gama de modelos genéticos de epilepsia,
selecionados através de endocruzamentos para produzir linhagens suscetiveis a
certos estimulos ou que apresentem crises esponténeas recorrentes (SRS, do
inglés spontaneous recurrent seizures). Modelos como os Genetic Absence Epilepsy
Rat from Strasbourg (GAERS) e os Wistar Albino Glaxo/Rijwijk (WAG/RIj) tém crises
de auséncia, de origem audiogénica no primeiro (VERGNES et al, 1982) e
espontanea no segundo, podendo também, em linhagens especificas, ter origem
audiogénica (SARKISOVA; VAN LUIJTELAAR, 2011). Os Wistar Audiogenic Rats
(WAR) apresentam crises convulsivas tonico-clonicas com inicio reflexo apos
estimulos auditivos de alta intensidade, bem como maior susceptibilidade a
estimulos elétricos e drogas pro-convulsivantes (SCARLATELLI-LIMA et al, 2003).
Eles vém sendo usados para elucidar a fisiologia, a ocorréncia de comorbidades e
buscar por novos anticonvulsivantes (CASTRO et al, 2017; GARCIA-CAIRASCO et
al, 2017). Além de ratos, existem modelos de crises audiogénicas em outras
especies de roedores, como os camundongos Dilute Brown Non-Agouti (DBA/2) e
os Genetic Audiogenic Seizure Hamsters (GASH) (CARBALLOSA-GONZALEZ,
2013). A despeito de seu valor para entender a circuitaria ictogénica, estes modelos
nao sdo adequados para este trabalho por ndo permitirem o estudo do processo
epileptogénico, conforme sera discutido adiante.

Os modelos farmacologicos de epilepsia baseiam-se na ocorréncia do SE para a
inducdo das SRS, relacionando-se dessa forma com a ocorréncia da doenga em
humanos, uma vez que os insultos cerebrais mais relacionados a epilepsia em
pacientes humanos sdo crises agudas associadas com SE (HESDORFFER et al,
1998). Um dos primeiros modelos desenvolvido foi o de PTZ, cujo antagonismo de
receptores de acido gama-aminobutirico (GABA) aumenta a excitabilidade de
neurdnios e provoca crises agudas (SQUIRES et al, 1984; DHIR, 2012). Este é,
portanto, um modelo satisfatorio para o estudo da ictogénese e da eletrofisiologia
das crises, porém, por ndao produzir crises recorrentes a longo prazo, ndo se
enquadra no nosso escopo. Ja o kindling com PTZ, utlizando doses

progressivamente maiores em um periodo de tempo relativamente curto, é capaz de
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gerar SE, o que propicia a epileptogénese a longo prazo e fornece um modelo
robusto de epilepsia de lobo temporal (ELT) (SHIMADA; YAMAGATA, 2018).

A pilocarpina € outra droga atualmente utilizada de forma abrangente na pesquisa
de epilepsia. Estudada nesse contexto pela primeira vez por Turski em roedores
(TURSKI et al, 1983), seu efeito pro-convulsivante ocorre através da ligagdo com
receptores neuronais muscarinicos M1 e receptores de glutamato do tipo
N-metil-D-aspartato (NMDA). A pilocarpina pode ser administrada tanto via
intraperitoneal (i.p.) quanto intra-hipocampal (i.h.), mas a primeira provoca uma
maior mortalidade dos animais pela intensa ativacdo de receptores muscarinicos
periféricos. O uso de litio em conjunto com a pilocarpina potencia a atividade
convulsiva em ratos, aumentando a taxa de SE (JOPE et al, 1986), enquanto a
administragdo de metil escopolamina reduz os efeitos periféricos e,
consequentemente, a mortalidade (MUSTO et al, 2015), tornando-a mais adequada
para estudos a longo prazo da epileptogénese e das SRS.

O modelo de acido cainico (KA) possui diversas vantagens em relagao aos outros
modelos de indugédo de crises. O KA é um analogo de L-glutamato e age como
agonista de receptores ionotropicos glutamatérgicos do tipo KA e
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico (AMPA) (VINCENT; MULLE, 2009).
Pode ser administrado via i.p. (LEE et al, 2000), subcutdanea (GOLDEN, 1995.
BERTOGLIO et al, 2017), intra-amigdaldide (BEN-ARI et al, 1979) e i.h. (RAEDT et
al, 2009). Esse ultimo método propicia uma menor mortalidade e, mesmo em
injecbes sistémicas, a taxa de mortalidade € menor do que a da pilocarpina. A
injecéo i.p. de diazepam é capaz de encerrar o SE provocado, diminuindo ainda
mais a mortalidade do modelo sem reduzir a ocorréncia de SRS (MARESCAUX et
al, 2002). A injegao de KA provoca lesdes hipocampais similares as de pacientes
com ELT (BEN-ARI et al, 1979). A ocorréncia de frequentes crises eletrograficas e
sua resisténcia a diversos farmacos anticonvulsivantes fez com que o modelo de
injecao i.h. de KA fizesse parte do Epilepsy Therapy Screening Program (KEHNE et
al, 2017). Dentre as diversas linhagens de ratos, os Wistar apresentam a menor
variabilidade nos resultados deste modelo em relagdo aos Sprague-Dawley, Fisher
344 e Long-Evans Hooded (GOLDEN et al, 1995). Portanto, a fim de realizar

experimentos que dependam do processo epileptogénico, a injecao
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intra-hipocampal de acido cainico em ratos Wistar satisfaz os requisitos deste

estudo.

Epileptogénese

A fim de gerar a epilepsia, os diferentes modelos animais dependem de um mesmo
processo de alteragbes estruturais, organizacionais e de homeostase do sistema
nervoso, principalmente nas redes neurais e nas células da glia do hipocampo
(SIMONI et al, 2000. TERRONE et al, 2019). Esse conjunto de alteragdes que
conduz a ocorréncia das SRS é chamado de epileptogénese. Essas mudangas
iniciam com o insulto epileptogénico — o kindling ou o SE, no caso dos modelos
animais —, ocorrem durante o periodo latente e continuam a se intensificar depois
das primeiras SRS, progredindo e agravando a doencga, se nao controlada (ENGEL,
2008). Como sera exposto adiante, o insulto epileptogénico provoca resposta
inflamatdria e alteragdes agudas e crénicas que sao a base da patologia.

Os diversos insultos usados nos modelos animais propiciam inicialmente a morte
neuronal por meio da excitotoxicidade. A intensa despolarizagdo dos neurénios
piramidais do stratum lucidum de CA3 pela administracao de KA provoca um influxo
de calcio com efeitos citotoxicos para neurdnios do cornus ammonis 1 (CA1)
(VINCENT; MULLE, 2009) e interneurbnios. Por meio da ativagcao da caspase-3,
estes neurdnios entram em apoptose (KONDRATYEV; GALE, 2000), e ndo somente
a morte celular, mas também a excitagdo exacerbada, ativam as células da glia
(TIAN et al, 2005).

Um insulto, mesmo que ndo seja de natureza infecciosa, provoca uma resposta
inflamatoéria com ativagao de microglia e astrocitos e estresse oxidativo (VEZZANI et
al, 2011) dependente da ativacdo de receptores TLR4. Nas primeiras horas, um
conjunto de citocinas proé-inflamatérias — e.g. IL-1, IL-2, IL-6, TNFa e IFN-y — tém
seus niveis aumentados tanto no sangue quanto no tecido nervoso, acompanhadas
pela modulagdo de micro-RNAs (HUANG; ZHU, 2018). A microglia ativada altera
sua morfologia e produz citocinas pro-inflamatorias que modificam a expresséo de
fatores dos astrocitos, aumentam a excitabilidade de neurbnios, aumentam a

permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE) e recrutam leucécitos
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periféricos (VEZZANI et al, 2011. PENG et al, 2018). Estudos com minociclina, um
antibidtico inibidor da microglia, demonstram o papel neurodegenerativo deste tipo
celular na epileptogénese, uma vez que o bloqueio da sua atividade reduz a morte
neuronal em CA1 e CA3 (TANG et al, 2010). Ap6s um periodo de intensa resposta
imune, recrutamento de leucdcitos e ativagao e multiplicagdo de células da glia, o
tecido nervoso entra em uma fase pro-resolutiva, em que a producao de fatores
pré-inflamatérios cai e passam a ser secretados fatores anti-inflamatérios, além dos
leucécitos periféricos sofrerem apoptose ou retornarem para a circulagdo via
sistema linfatico (SERHAN et al, 2011).

Astrocitos ativados apresentam morfologia e atividade diferentes de acordo com a
condicdo da ativagdo, e tentativas de sistematiza-los em grupos (LIDDELOW;
BARRES, 2017) criaram duas categorias abrangentes: Astrocitos A1 e A2, cuja
ocorréncia se da apos diferentes tipos de insultos — inflamacao para A1, isquemia
para A2 — e que provocam consequéncias distintas, respectivamente
neurodegeneracdo e neurorregeneracao (LI et al, 2019). O mesmo grupo de
pesquisa demonstrou que, em camundongos knockout Csfir -/-, a astrocitose
reativa ao lipopolissacarideo bacteriano (LPS) depende da microglia (LIDDELOW et
al, 2017) e que IL-1B, TNFa e C1q, citocinas presentes na resposta inflamatéria
durante a epilepsia, sdo capazes de induzir o fenétipo A1.

Mesmo que as definigdes dos diferentes padrdes de ativagdo de astrocitos ndo
sejam tao precisas quanto estes trabalhos apontam, o papel de uma populagao de
astrocitos “tipo-A1” na epileptogénese pode ser crucial, uma vez que camundongos
B6/CBA — com expressdo aumentada de IL-1Ra, o que, teoricamente, propiciaria
astrocitos A1 — apresentam crises mais curtas e menos frequentes frente a
bicuculina, um antagonista de receptores GABAa (VEZZANI et al, 2000).

Outro fator modificador da doenca € o estresse oxidativo sofrido pelas células
neurais, que se correlaciona com a inflamagao e pode ter papel importante na
epileptogénese, uma vez que astrécitos s&o as células responsaveis por mitigar
esse tipo de agressao ao tecido (BHATIA et al, 2019). O estresse oxidativo causado
pela injecdo de H,0, desencadeia uma resposta similar a de um insulto inflamatério,
inclusive culminando na regulacao positiva de TLR4 e producgao de IL-13 e NFxB,

essenciais para esse processo (ARENA et al, 2019). Esse estresse também pode
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estar envolvido no hipometabolismo observado durante a epileptogénese na ELT
(ZHANG et al, 2015).

Tendo em vista todos os fatores nao-neuronais que contribuem para o
desenvolvimento da epilepsia, a inflamagéo coloca-se como causa central da
patogénese e é, portanto, um promissor alvo de tratamentos (KOSTOULA et al,
2019. VAN VLIET et al, 2018. CHONG et al, 2018). Voltaremos a esse conceito na
ultima seg¢ao desta introdugdo, apresentando uma proposta de tratamento
nao-farmacolégico baseado na inflamagdo presente na epilepsia e discutindo

maneiras de modula-la.

Inflamacao

O processo inflamatério é fundamental para o desenvolvimento da epilepsia e, para
compreender as tentativas de modificar a epileptogénese, deve ser melhor
compreendido (SIMONI et al, 2000).

O cérebro, como um 6rgao imunoprivilegiado, possui particularidades na resposta
inflamatdria aos diversos estresses, sejam eles endégenos ou exdégenos (ABBAS et
al, 2015). O reconhecimento de antigenos € realizado pela microglia, células da
linhagem dos macrdéfagos e residentes do SNC. Elas sdo capazes de identificar, por
meio de receptores de superficie ou citoplasmaticos, padrbées moleculares
associados a patégenos (PAMPs) ou a dano celular (DAMPs). Esses receptores
fazem parte da familia dos receptores tipo Toll (Toll-like receptor, ou TLR) que, em
seres humanos, compreende 12 receptores diferentes, com diversos efeitos e
ligantes. Alguns deles, como o TLR4, respondem tanto a PAMPs quanto a DAMPs,
como o HMGB1 (VEZZANI, 2020), e o estudo de seus ligantes mais comuns pode
elucidar sua agado como um todo.

A molécula de LPS, derivada da parede de bactérias Gram-negativas como a
Escherichia coli, € um potente ativador da resposta imune inata. Seu
reconhecimento pelo organismo comega com a ligacédo a proteina ligadora de LPS
(LPS-binding protein, ou LBP) plasmatica, que permite a interagcdo com o receptor
CD14 presente na superficie de células do sistema imune, como macréfagos e

microglia. A molécula adaptadora MD-2 conecta o CD14 ao receptor de superficie
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TLR4. No caso dos receptores TLR3 e 4, o dominio citoplasmatico
Toll-IL-1-Receptor (TIR) ativa duas vias distintas, a MyD88-dependente e
independente (FITZGERALD et al, 2003) .

Na primeira, o dominio TIR liga ao fator de diferenciacao mieléide 88 (do inglés
myeloid differentiation factor, MyD88), que recruta as quinases associadas ao
receptor de interleucina-1 (interleukin-1 receptor-associated kinase, IRAK) 1,2 e 4 e,
em sequéncia, fosforilam TRAF6 e TAK1 (KAWAI; AKIRA, 2010). A ativacao destas
proteinas desencadeia a cascata da IxB-quinase, que conduz a ativagao do fator de
transcricdo NFxB. Concomitantemente, TAK1 ativa a cascata da MAPK, que conduz
a producao de IL-10, molécula anti-inflamatdria de acao inibitéria sobre a producao
de outras citocinas, na apresentagao de antigenos pelo MHC-II, e anérgica sobre
linfécitos T.

Na segunda via, a ligacdo das moléculas adaptadoras TIR-domain-containing
adapter-inducing interferon-B (TRIF) e TRIF-related adaptor molecule (TRAM)
promovem a sintese de IRF3 e liberacdo de IL-10 e IFN-y (FITZGERALD et al,
2003), com ativagao tardia de NFxB (TANIMURA et al, 2008).

A ativagdo das mesmas vias também pode acontecer pela ligagdo com receptores
endégenos, como 4acido hialurdnico, biglicano e proteina surfactante A (KAWAI;
AKIRA, 2010). Dessa forma, a ativagdo de receptores TLR4 promove duas vias
distintas, com possiveis consequéncias contrastantes na epileptogénese. Modular

esta ativacao pode, portanto, alterar o curso da doenca.

Condicionamento

A modulagéo da inflamagdo em modelos animais de epilepsia € um protocolo
utilizado ha anos para o estudo das bases fisioldgicas da doenca. Essa modulacéo
pode ser realizada tanto pela administragdo de substancias anti-inflamatorias (LU et
al, 2018. VAN VLIET et al, 2018) quanto pelo controle da resposta imune via selegao
de linhagens de animais knockout ou knockdown (VEZZANI et al, 2000. KOVACS et
al, 2014. LEMOS et al, 2017), ou ainda inativagao ou ablag&o de linhagens celulares

como da microglia (ZHU et al, 2014).
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Outra maneira de modular a inflamagdo na epilepsia € o condicionamento
(PLAMONDON et al, 1999). Nestes protocolos um insulto brando ao animal alivia as
consequéncias do insulto principal. Esta intervengdo recebe nomenclaturas
diferentes de acordo com sua relagdo temporal com o insulto principal:
pré-condicionamento quando ocorre antes do insulto, percondicionamento quando
simultdnea ou imediatamente em seguida (VINTEN-JOHANSEN; SHI, 2011), ou
pos-condicionamento quando ocorre apos (DAVIS et al, 2005. BINGHAM et al, 2011;
BINGHAM et al, 2013). Dentre esses, 0 mais estudado no contexto da epilepsia é o
pré-condicionamento.

Protocolos de pré-condicionamento para epilepsia fazem uso dos varios modelos de
indugcdo da doenga, como KA (LEE et al, 2000), PTZ (SAYYAH et al, 2003),
pilocarpina (DMOWSKA et al, 2010) e estimulagao elétrica (AHMADI et al, 2013).
Para o condicionamento em si, o estressor mais utilizado é a injecao de LPS,
embora o estudo pioneiro de pré-condicionamento na epilepsia tenha utilizado
também um insulto isquémico (PLAMONDON et al, 1999).

O estado da arte sobre o pré-condicionamento com LPS demonstra resultados
variaveis e dependentes tanto da espécie e idade do animal quanto da janela
temporal em que o protocolo € realizado. Em camundongos, a administragcao de
LPS entre 30 min e 12 h antes da injegao intravenosa de PTZ diminui o limiar para
desencadear crises (SAYYAH et al, 2003). Contudo, apés 24 h, o efeito do LPS é
protetor, reduzindo a intensidade da crise aguda de pilocarpina e KA de maneira
microglia-dependente (MIRRIONE et al, 2010) e MyD88-dependente, mas né&o
TRIF-dependente (LAROCHELLE et al, 2015).

Ja em ratos, a administracdo de LPS em infantes no 17° dia pds-natal (PN 17) 3 h
antes de injecdo i.p. de KA aumenta o numero de animais com crises
tonico-clénicas, o numero de mortes e a temperatura corporal média (LEE et al,
2000). Em outro protocolo de pré-condicionamento 2 h antes de kindling elétrico ou
injecao i.p. de litio e pilocarpina, ratos PN 14 tiveram a epileptogénese facilitada
(AUVIN et al, 2011a. AUVIN et al 2011b). Também em ratos PN 14, o &acido
poli-inosinico:policitidilico (poly 1:C) — agonista de receptores TLR3 — tem efeito

pré-epileptogénico 24 h antes de kindling elétrico rapido (DUPUIS et al, 2016).
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Apesar destes estudos sugerirem que o protocolo de pré-condicionamento em
infantes nao apresenta beneficios, os efeitos da intervengdo com LPS 24 h antes do
insulto ainda n&o foram esclarecidos em animais desta idade. Contudo, o
pré-condicionamento com LPS em fémeas Wistar gravidas (dia gestacional 17),
protegeu a prole de dano na massa branca por LPS nos dias gestacionais 18 e 19
(KUMRAL et al, 2012).

Em ratos adultos, o pré-condicionamento com LPS 72 h antes da administracao de
pilocarpina ndo diminuiu a pontuagao das crises agudas ou alterou a morfologia de
astrocitos (JAWORSKA-ADAMU et al, 2011), porém reduziu a neurodegeneragao
em CA1, CA3 e giro denteado (GD) (DMOWSKA et al, 2010). Outros estudos
(AHMADI et al, 2013. ESLAMI et al, 2015. AMINI et al, 2018) demonstram uma
redugdo das crises e dificultagdo do kindling de maneira dose e tempo-dependente
em diferentes modelos de crises convulsivas agudas e SRS.

Efeitos similares ao do pré-condicionamento podem ser proporcionados por
estimulacao direta de receptores do tipo IL1-Ra em camundongos (VEZZANI et al,
2000) e os mesmos receptores mostraram-se efetivos em reverter os efeitos de LPS
em ratos infantes (AUVIN et al, 2011a).

Em linhagens geneticamente propensas a crises de auséncia (WAG/Rij, GAERS e
Long Evans), o LPS provoca aumento de spike-wave discharges registradas por
EEG, com efeito abolido pela administragdo do anti-inflamatério indometacina
(KOVACS et al, 2014). Essa piora pode refletir diferencas na circuitaria neural entre
animais selecionados para crises audiogénicas ou de auséncia e animais cujas
crises sao provocadas por kindling ou administracdo farmacoldgica e cuja
epileptogénese pode ser modulada pelo pré-condicionamento, por exemplo:
Enquanto o pré-condicionamento nos protocolos de epilepsia provocada pode
modificar a reorganizagao do circuito apés o SE, em animais geneticamente
propensos a crises 0 unico efeito relevante seria o aumento de excitabilidade de
neurdnios glutamatérgicos (VEZZANI; VIVIANI, 2015). Isso também levanta
questbes ainda ndo estudadas sobre a influéncia do LPS nas SRS apés o

estabelecimento da epilepsia, por exemplo, meses apos o SE causado por KA.
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Pd&s-Condicionamento

O protocolo de administracdo de um estressor brando apds o insulto principal é
chamado de pods-condicionamento. Seus efeitos benéficos ja foram demonstrados
para a isquemia, inclusive de maneira remota, em que o estresse em um 0Orgao
condiciona outro (KIM et al, 2014).

O pébs-condicionamento com LPS 2 h depois do insulto € capaz de reduzir o
recrutamento leucocitario no cérebro apds injecéo de IL-18 e na medula espinhal
apos lesdo por compressdo (DAVIS et al, 2005). Neste mesmo estudo, o
pos-condicionamento com LPS 2 h apds a administragédo de IL-13 também reduziu o
infiltrado leucocitario, mas, para fins de comparacado, o mesmo efeito nao foi obtido
através do pré-condicionamento com IL-13, sugerindo outro mecanismo de agao,
possivelmente via MyD88-independente da ativagao de TLR4 (LAROCHELLE et al,
2015). Em um modelo in vitro de traumatismo cranioencefalico, a morte celular é
reduzida e a quantidade de IL-6, aumentada, em cultivo com LPS (BINGHAM et al,
2011). In vivo, o pos-condicionamento com LPS reduziu linfécitos e plaquetas
circulantes, o numero de microglia e alterou o perfil de citocinas para redugao de
IFN-y e TNFo (BINGHAM et al, 2013).

O pré-condicionamento é impraticavel como forma de tratamento, visto que nao é
possivel saber quando uma pessoa sofrera um acidente que causara traumatismo
craniano ou sera acometido por uma encefalite que desencadeara o processo
epileptogénico. Contudo, o péds-condicionamento pode ser uma abordagem
terapéutica alternativa e, mesmo que a administracdo de LPS n&o seja de todo
benéfica, estudar seus efeitos pds-condicionantes pode elucidar questbes sobre o
desenvolvimento da epilepsia e novos alvos de pesquisa visando o tratamento da

doenca. E com esse interesse que este trabalho foi realizado.
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Objetivos

Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo demonstrar o efeito da modulagao inflamatéria na
epileptogénese realizada em uma janela temporal posterior ao insulto e, assim,
prolongando o periodo inflamatério agudo pds-injecdo de acido cainico. Tomando
como base os trabalhos de pré-condicionamento no mesmo modelo, avaliamos
parametros comportamentais e histolégicos destes quatro grupos experimentais e

0s comparamos com a literatura cientifica.

Objetivos Especificos

e Implementar um protocolo de pds-condicionamento com LPS em um modelo
animal de ELT por injegéo intra-hipocampal unilateral de KA;

e Avaliar a laténcia para inicio, frequéncia, intensidade e duragdo das SRS e
compara-las entre animais submetidos e n&o-submetidos ao
pos-condicionamento;

e Avaliar a memoria de curto e longo prazo e os comportamentos hedonico,
tipo-ansioso e tipo-depressivo nesses animais por meio de testes
comportamentais;

e Avaliar a ocorréncia de morte neuronal hipocampal durante o periodo crénico
por meio da marcag¢ao com Fluoro Jade C;

e E avaliar a ativagdo de astrécitos e da microglia por meio de técnicas de

imunofluorescéncia..

20



Métodos

Animais

A utilizacdo de animais e todos os protocolos experimentais foram autorizados pelo
Comité de Etica em Uso de Animal (CEUA), registrado sob o nimero 384/2018.

Os animais experimentais utilizados foram ratos machos da linhagem Wistar
Hannover a partir de 200 g, obtidos no Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os
animais foram alojados no Biotério 2 do ICB-UFMG em caixas coletivas de
polipropileno (414 mm X 344 mm X 174 mm), 5 animais por caixa, mantidos em um
ciclo de claro-escuro de 12h-12h e com acesso livre a agua e alimento (Nuvilab,
Quimtia).

Posteriormente, apds o inicio dos procedimentos, os animais foram transferidos
para gaiolas de com 35 cm de comprimento, 20 cm de largura e 20 cm de altura,
com tampas de grade de 10 cm de altura e alojados individualmente para o
bem-estar dos animais e recuperagao apos a cirurgia.

Os animais foram separados em quatro grupos experimentais, numerados de 1 a 4.
Os grupos passaram pelo mesmo procedimento cirdrgico, descrito na préxima
secao, e diferem somente no protocolo de inje¢ao intra-hipocampal de maneira que

sera explicada na secéao relevante.

Cirurgia Estereotaxica

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantagdo de uma
canula-guia de injecdo no hipocampo ventral esquerdo. As céanulas foram
produzidas a partir de agulhas 22G cortadas em 17 mm, cujas pontas foram lixadas
e desgastadas por eletrocorrosdo a fim de remover lascas. Os ratos receberam
anestesia geral com isofluorano (1 mL/mL, Isoforine®, Cristalia Prod. Quim. Farm.
Ltda) por meio de sistema de inalagdo com taxa de indugédo entre 500 e 1000

mL/min a 5% de isofluorano, e de manutencao da anestesia entre 100 e 200 mL/min
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a 2-3% de isofluorano. Uma vez anestesiados, foram fixados no aparelho
estereotaxico. Os pelos do escalpo foram removidos e foi realizada a assepsia com
alcool 70% e iodopovidona (PVPI). Os animais receberam anestesia local com
solugéo de cloridrato de lidocaina e epinefrina a 2% (MOURAO et al, 2016) e foram
posicionados no sistema estereotaxico (Stoelting Co., Wood Dale, IL, EUA). Dois
parafusos para fixacdo do capacete de acrilico foram inseridos no cranio. A
canula-guia foi implantada na regido CA3 do hipocampo ventral, nas coordenadas
relativas a sutura bregma -5,6 mm anteroposterior, 4,3 mm laterolateral e -5,5 mm
dorsoventral, segundo o atlas The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates (PAXINOS;
WATSON, 2001). Os parafusos e canula foram fixados com cimento de zinco e
acrilico. Ao término da cirurgia, os animais receberam uma inje¢do subcutanea do
anti-inflamatério opidide tramadol (3 mg/kg, diluicdo resultando em volume
aproximado de 1 ml). Os animais permaneceram em repouso e observagao no

biotério durante 7 dias, até sua completa recuperacéo.

Injecao Intra-hipocampal

Apds o periodo de recuperagdo, os animais receberam injegbes i.h. em dois
momentos distintos. O conteudo das inje¢cdes foi diferente para cada grupo, da
seguinte maneira:

Os grupos KA+Sal e KA+LPS receberam dose de KA i.h. (concentragéo de 9,3 mM,
diluicdo de 0,4 pg/uL de salina, volume total 0,4 pL), administrado por bomba de
infusdo a 0,1 uL/min (BRAGIN et al, 2009) em dois periodos, de modo a facilitar a
absorgao pelo tecido: Injecao de 0,2 pg/uL, intervalo de 10 min sem remover a silica
injetora, entdo injegdo dos 0,2 pg/uL restantes. Os animais dos grupos Sal+Sal e
Sal+LPS receberam o mesmo volume de salina (Sal), administrada da mesma
maneira. O tubo de silica usado para injegao foi mantido dentro da canula-guia por 1
min apods o procedimento para evitar refluxo.

Nos 180 min seguintes, os animais ficaram em observacao com registro em video
para verificar a ocorréncia de SE. Quando ocorreu, o SE foi interrompido apés 30

min por meio de injeg¢ao i.p. de diazepam (20 mg/kg Laboratério Teuto Brasileiro,
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Anapolis, GO, Brasil), seguindo as normas de biosseguranga de maneira a evitar a
morte dos animais (BEN-ARI et al, 1979. DE OLIVEIRA et al, 2014).

Trés dias apds a primeira injecdo, os animais dos grupos KA+LPS e Sal+LPS
receberam, como parte do protocolo de pds-condicionamento, uma dose i.h. de 8
Mg/kg do animal (aproximadamente 0,5 pyL) de LPS de Escherichia coli 0111:B4 (1
mg/mL, Sigma-Aldrich®), administrado por bomba de infuséo a 0,1 uL/10s (AHMADI
et al, 2013), enquanto os animais dos grupos Sal+Sal e KA+Sal receberam o
mesmo volume de salina, administrada da mesma maneira. Novamente, o tubo de

silica foi mantido dentro da canula-guia por 1 min apds o procedimento.

Acompanhamento e Registro em Video

Os animais foram mantidos no biotério por 6 dias apds a segunda injecéo. A partir
do 9° dia apds a primeira injegdo — ou 6° dia apos a segunda —, os animais foram
transferidos para caixas de acrilico transparente com as mesmas dimensdes das
caixas individuais e iniciou-se o registro em video.

As caixas foram dispostas em uma estante de metal com duas a trés caixas por
patamar, etiquetas com a identificagcao do animal diante da caixa e uma camera de
filmagem preto-e-branco de resolucdo 648 x 488 (Intelbras) registrando dois
andares, ou quatro animais simultaneamente. Os suportes das cameras foram
desenhados e impressos em impressora 3D no préprio laboratorio. Os animais
foram registrados por 12 h diariamente (todo o periodo claro), quatro animais por
camera de video, com o registro durando até o 15° dia apds a primeira injecéo. O
periodo claro foi escolhido pois, como o periodo de inatividade dos animais, é
quando ocorre a maioria das SRS do modelo de KA (HELLIER; DUDEK, 1999).
Como o periodo silente apés SE no modelo de KA dura, em média, 12 dias,
registrando os animais do 9° ao 17° dia € possivel determinar se houve reducéo ou
aumento da laténcia para inicio das SRS entre os grupos.

A Figura 1 a seguir traz um exemplo de imagem registrada.
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Figura 1. Representacao dos registros em video cronicos. Data e horario do registro
no canto superior direito. Identificacdo das caixas sob as mesmas. E possivel ver

trés animais em repouso (41, 44 e 45) e um animal sobre as patas traseiras (43).

Os videos foram analisados em busca de SRS. Os parametros observados foram:
laténcia para a primeira crise, duragao das crises, intervalo entre crises, numero de
crises no periodo observado e intensidade de acordo com a escala de reatividade
convulsiva de Racine modificada (1975): Estagio 0 — nenhuma alteragao
comportamental; estagio 1 — contragdo das orelhas e face; estagio 2 — espasmos
miocldnicos isolados; estagio 3 — clonias das patas anteriores, pescogo e/ou
cabega; estagio 4 — clonias das patas anteriores, pescogo e/ou cabegca com
comportamento de levantar e queda; estagio 5 — crise clénica convulsiva (sem a
extensdo ténica das patas posteriores) iniciando com corrida, seguido da perda do
reflexo de endireitamento. O indice de severidade foi considerado a maior

pontuacao alcangada na escala por cada animal.
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Testes Comportamentais

Apods o0 17° dia ap6s a primeira inje¢ao, os animais foram submetidos a quatro testes
comportamentais selecionados para avaliar parametros relacionados com
comorbidades da epilepsia, realizados na seguinte ordem: teste de preferéncia por
sacarose (sucrose preference test, SPT) para o comportamento hedénico; teste de
enterrar esferas (marble burying test, MBT) para o comportamento tipo-ansioso;
teste de reconhecimento de objeto (object recognition test, ORT) para memoria de
curta e de longa duragao; e teste de nado forgcado (forced swim test, FST), para
comportamento tipo-depressivo de desamparo. Esta sequéncia de testes foi
escolhida para que testes mais estressantes ao animal (e. g. FST) nao interferissem

nos outros. A seguir, os detalhes de cada um dos testes comportamentais.

Teste de Preferéncia por Sacarose

O SPT é um paradigma de escolha entre duas garrafas, uma contendo agua e a
outra, solugdo de sacarose (DEKEYNE et al, 2012). Esse teste € amplamente
utilizado para avaliar a anedonia induzida por estresse, e tanto o SE induzido por KA
quanto as SRS podem ser consideradas estressores.

Nesse teste, os animais foram inicialmente habituados a beber de duas garrafas,
ambas contendo agua, por 24 h antes do teste. No dia do teste, a agua de uma das
garrafas foi substituida por uma solugédo de 1% de sacarose. As garrafas foram
pesadas e deixadas nas gaiolas por 30 min para o consumo dos animais, entao
foram removidas, pesadas novamente e recolocadas com a posicao invertida — a
garrafa da esquerda foi colocada na direita e vice-versa. As garrafas foram pesadas
a cada 30 min pelas primeiras 3 h e entdo novamente 12, 24 e 48 h apds o inicio do
teste, invertendo a posigéao das garrafas a cada pesagem.

A preferéncia dos animais por sacarose foi calculada como

P = S/(S+A)
, em que S é o consumo de sacarose acumulado até o periodo avaliado e A, o
consumo de agua acumulado até o periodo avaliado.
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Teste de Enterrar Esferas

Este teste, desenvolvido por Treit e colaboradores (1981), tem como fundamento a
tendéncia dos roedores a esconder objetos potencialmente “perigosos”. Drogas
ansioliticas reduzem ou suprimem este comportamento (NICOLAS et al, 2006). Os
animais sao colocados em caixas grandes (414 mm X 344 mm X 174 mm) —
padrdo para cinco ratos — contendo serragem e 15 esferas de vidro distribuidas
regularmente pela superficie, formando trés fileiras de cinco esferas. Apés 15 min
de teste, os animais sao removidos cuidadosamente para nao perturbar a
disposicao das esferas e a caixa é fotografada para contagem. Contabiliza-se como

esfera enterrada quando aproximadamente % da superficie estiver sob a serragem.

Teste de Reconhecimento de Objeto

Neste teste, avalia-se a capacidade do animal de recordar objetos vistos e
diferencia-los de objetos novos. Animais com deficiéncias na memodria de curto ou
longo prazo, como ratos com lesao hipocampal, sdo incapazes de discernir entre
objetos novos e objetos ja vistos, uma vez que esses tipos de memdéria possuem
grande dependéncia hipocampal (ENNACEUR et al, 1997. BROADBENT et al,
2004. MOSES et al, 2005).

O experimento é dividido em uma sessao de habituacao e trés sessbdes de teste (T1,
T2 e T3). Na habituagéo, o animal foi colocado em um campo aberto por 15 min. Ao
fim desse periodo, o animal foi removido do campo e acrescentou-se dois objetos
idénticos (O1 e 0O2) e equidistantes das paredes (LUINE et al, 2003. WALLACE et
al, 2006), dando inicio ao T1. O animal foi deixado para explorar os objetos por 5
min, periodo no qual foi registrado em video. Apds 90 min, iniciou-se o0 T2, no qual o
02 do T1 foi substituido por um objeto novo e o animal foi deixado para explora-los
novamente por 5 min. 24 h apds o inicio de T1 iniciou-se o T3, em que o O2 foi
substituido novamente por outro objeto novo, diferente do objeto utilizado em T2.
Mais uma vez, o animal foi deixado para explorar os objetos por 5 min.

Na analise dos registros em video, o programa Xplorat 3.3 foi utilizado para
contabilizar o tempo de exploracdo de cada objeto. Em cada teste (T1, T2 e T3), a

preferéncia por um objeto em relagao ao outro foi calculada como:
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P = 02/(02+01)
em que O1 e O2 sao os tempos de exploragdo dos respectivos objetos. Uma
preferéncia maior por O2 em T2 e T3 indica que o animal o reconhece como um

objeto novo.

Teste de Nado Forgado

O FST avalia o comportamento tipo-depressivo de desamparo, em que o animal
colocado em uma situagao aversiva e inescapavel desiste de nadar ou fugir e
assume um comportamento de flutuagdo, passivo e com o objetivo de conservar
energia (KLOET & MOLENDIJK, 2015). O teste consiste em uma sessao de treino,
de 15 min, e uma sesséo de teste, de 5 min (SLATTERY & CRYAN, 2012). No
treino, os animais foram colocados em um cilindro plastico contendo uma coluna de
agua de 15 cm e coberto por uma grade de acrilico transparente para evitar fugas.
Apds 15 min, os animais foram removidos e secados para aliviar seu desconforto.
24 h mais tarde, os animais foram colocados no cilindro nas mesmas condi¢cdes por
5 min e registrados em video por uma camera posicionada acima do cilindro.

A partir do video, contabilizou-se a laténcia para o primeiro episédio de imobilidade,
bem como a frequéncia e o tempo total dos episddios de imobilidade, nado,
mergulho e tentativas de escalada (PORSOLT et al, 1990).

Eutanasia e Perfusao

Apds o término dos testes comportamentais (aproximadamente 26 dias apos a 12
injecdo), os animais foram eutanasiados e perfundidos para a remocado dos
cérebros. Os ratos foram anestesiados por inje¢cdo i.p. de cetamina e xilazina e
submetidos a perfusao transcardiaca com 100 mL de tampao fosfato-salino (PBS)
0,1 M seguido de 100 mL de paraformaldeido (PFA) a 4%. Uma vez removidos, 0s
cérebros foram armazenados por 72 h em tubos de centrifuga de 50 mL contendo
25 mL de solugao de PFA 4% e, apos 48 h, transferidos para outro tubo contendo 25
mL de solucdo de sacarose a 30%. Os cérebros foram cortados em fatias de 40 um
por um microtomo criostato e armazenados em placas de 96 pogos contendo

solugao crioprotetora até a realizagao dos métodos imuno-histoquimicos.
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A solugédo crioprotetora foi preparada de acordo com o procedimento a seguir,
ajustando as quantias absolutas conforme o necessario para uso: adicionou-se 300
g de sacarose e 10g de polivinilpirrolidona (PVP) a 500 mL de PBS a 0,1 M. Apd6s a
solubilizacdo completa com o auxilio de um agitador magnético e placa aquecedora
e resfriamento da solugdo, adicionou-se 300 mL de etilenoglicol. Apds nova

solubilizagdo, completou-se o volume até 1L com agua destilada.

Fluoro-Jade C

Parte das fatias foi selecionada para a marcagdo por Fluoro-Jade C (FJC),
especifica para neurdnios em degeneragao (Ehara e Ueda, 2009).

Inicialmente, as fatias foram removidas da solucao crioprotetora, lavadas 3 vezes
em PBS a 0,1 M, dispostas em conjuntos de 4 sobre Iaminas de vidro magnetizadas
e deixadas secar a temperatura ambiente overnight.

Para o inicio do procedimento de marcacgao, as laminas foram mergulhadas em
solucdo basica de etanol 80% em NaOH 1% durante 5 min. As laminas foram
transferidas para solugéo de etanol 70% durante 2 min, entdo para agua destilada,
também por 2 min. Em seguida, permaneceram por 20 min em solu¢gédo de KMnO,
0,06%, foram lavadas por 2 min em agua destilada e transferidas para solugédo de
FJC 0,001% diluida em solucao de acido acético 0,1%, onde ficaram por 20 min.
Apds a marcagdo com FJC, as fatias foram marcadas com solugdo de
4'.6'-diamino-2-fenilindol (DAPI), lavadas em agua destilada 2 vezes por 1 min e
deixadas para secar em estufa a 37 °C.

ApOs a secagem, as laminas foram mergulhadas em xilol por 1 min e montadas com
laminula e meio de montagem DPX. As laminas prontas foram armazenadas ao
abrigo de luz até o momento da microscopia. No microscopio de fluorescéncia, as

laminas foram observadas com o filtro FITC e fotografadas.

Imunofluorescéncia

Parte das fatias hipocampais foi selecionada para a analise das células da glia,
nomeadamente astrocitos e microglia. Estas fatias foram marcadas com GFAP e

Iba-1 por meio dos seguintes procedimentos:
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Inicialmente, as fatias foram lavadas em agua destilada 3 vezes por 30 min em uma
placa de 24 pocgos. Em seguida, foram incubadas com tampao citrato por 1 h em
estufa a 70 °C. Apds a retirada da estufa e o retorno a temperatura ambiente, os
cortes foram lavados 3 vezes com TBS por 10 min. Na sequéncia, adicionou-se aos
pocos a solugao de bloqueio (BSA 4% e Triton X 0,5% diluidos em TBS) e as placas
foram mantidas em agitagcdo por 1 h. Posteriormente, adicionou-se aos pogos uma
diluicdo do respectivo anticorpo primario na solugdo de bloqueio: rabbit anti-lba-1
(1:1500, Wako) ou mouse anti-GFAP (1:1000, Cell Signaling). As placas foram
incubadas overnight. Depois deste periodo, as fatias foram lavadas por 3 vezes de
10 min com TBS e incubadas no escuro e em agitagdo por 1 h com o respectivo
anticorpo secundario diluido na solugdo de bloqueio: anti-rabbit 647 (para Iba-1) ou
anti-mouse 488 (para GFAP). Entéo, as fatias foram lavadas com TBS por 3 vezes
por 10 min, incubadas por 30 min com solugao de DAPI e lavadas por mais 3 vezes.
A microscopia em fluorescéncia foi realizada com filtros de 488 para GFAP e 647

para Iba-1.

Estatistica

Os dados de peso foram avaliados utilizando Two-way ANOVA e corregcédo de
Bonferroni.

Os dados das crises espontaneas recorrentes e dos comportamentos atipicos foram
avaliados através do teste de Kruskal-Wallis e teste de multiplas comparagdes de
Dunn.

Os dados dos testes de preferéncia por sacarose e reconhecimento de objetos
foram avaliados por meio de Teste t para Uma Amostra em relagao a preferéncia de
50% e correcéo de Bonferroni.

Os dados dos testes de enterrar esferas e nado forcado foram analisados utilizando
One-Way ANOVA e Corregao de Bonferroni.
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Resultados

Crises Recorrentes

Todos animais dos quatro grupos experimentais (Sal+Sal, KA+Sal, Sal+LPS e
KA+LPS) foram registrados em video a partir do 9° dia apds a primeira injecéo (Sal
ou KA). O registro foi realizado pelas 12 h diurnas (06:00 até 18:00) mas, a fim de
tornar a anadlise viavel, somente as 6 h matutinas (06:00 até 12:00) foram
analisadas.

Os videos foram analisados por um unico observador, cego ao grupo do qual cada
animal pertencia, em busca de comportamentos indicativos de crises recorrentes
espontdneas e presentes na Escala de Racine Modificada, bem como outros
comportamentos atipicos ndo necessariamente relacionado as SRS.

O primeiro parametro avaliado foi o numero de crises dos quatro grupos,
apresentado na Figura 2. As SRS foram observadas majoritariamente em animais
dos grupos que receberam KA, com excegdao de um unico animal do grupo
Sal+LPS, que consideramos como um outlier. Contudo, animais dos grupos Sal
apresentaram comportamento atipico, que sera discutido na proxima secédo do
trabalho.

Dentre os animais que tiveram SRS, a média de ocorréncia das SRS foi similar
entre os grupos KA+Sal e KA+LPS, sem diferenga estatisticamente significativa
entre eles.

Em seguida, os grupos foram comparados pela intensidade das crises de acordo
com a Escala de Racine Modificada. A analise dos videos nao foi precisa o
suficiente para determinar crises com pontuagdo 1, uma vez que a qualidade da
gravagao nao foi suficiente para evidenciar comportamentos discretos como
contracdes da face. Contudo, comportamentos mais evidentes, como automatismos
de cabegca e membros, foram claramente verificados. Estes resultados estao

expostos na Figura 3.
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Figura 2. Numero total de crises esponténeas recorrentes observadas em animais
Sal+Sal, KA+Sal, Sal+LPS e KA+LPS. Valores representam a média +SEM.
Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 7; KA+LPS n = 6. Comparacdes entre

grupos com teste de Kruskal-Wallis com teste de multiplas comparag¢des de Dunn.
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Figura 3. Numero de animais com crises e pontuagcdo maxima das crises
espontaneas recorrentes (SRS) na Escala de Racine Modificada. Sal+Sal n = 6;
KA+Sal n =6; Sal+LPS n=7; KA+LPS n = 6.
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Nenhum animal do grupo Sal+Sal apresentou SRS, e apenas um animal do grupo
Sal+LPS. E possivel que, em meio aos outros comportamentos atipicos —
discutidos na proxima segdo —, este tenha sido confundido pelo analista dos
registros em video com uma crise convulsiva. Alternativamente, este animal pode
ter sofrido uma infecgdo oriunda da cirurgia que provocou uma inflamagao e leséo
suficiente para provocar comportamento similar as SRS (ZHAO et al, 2018).

Os animais dos grupos KA+Sal e KA+LPS tiveram quantidades similares de SRS —
4 e 5, respectivamente —, e ambos os grupos tém dois animais com crises no
estagio quatro da escala de Racine, a maior pontuagao verificada neste trabalho.
Apesar do reduzido numero de animais experimentais ndo ser ideal, a baixa
variabilidade destes dados sugere que o tratamento com LPS nao altera a
intensidade das crises neste modelo animal, seja as intensificando ou abrandando.
Na sequéncia, avaliou-se o tempo total de SRS dos grupos KA e a média de

duracado das crises para estes grupos. Os resultados podem ser encontrados na

Tempo (s)
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Figura 4. Duragdo média (A) e tempo total (B) despendido em crises espontaneas
recorrentes (SRS). Valores representam a média de tempo (em segundos) +SEM.
Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 7; KA+LPS n = 6. Comparagdes entre

grupos com teste de Kruskal-Wallis com teste de multiplas comparag¢des de Dunn.
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N&o houve diferenga estatisticamente significativa na duragdo média das crises ou
no tempo total de crises. Contudo, trés animais do grupo KA+Sal apresentaram uma
duracdo média das crises maior do que qualquer animal do grupo KA+LPS.
Também, dois animais do grupo KA+Sal tiveram um tempo total de SRS maior que
200 s — mais elevados do que o animal com maior tempo total de crises no grupo
KA+LPS.

A fim de esclarecer a diferenca entre as crises dos grupos KA+Sal e KA+LPS, foi
realizada a analise da area sob a curva do tempo cumulativo de SRS. Estes

resultados estdo expostos na Figura 5.
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Figura 5. Tempo cumulativo despendido em crises espontaneas recorrentes (SRS).
Valores representam a média de tempo (em segundos) de cada grupo. Sal+Sal n =
6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 7; KA+LPS n = 6. Area sob a curva, ANOVA de uma
via. **** p < 0,0001.

A area sob a curva foi significativamente maior nos grupos KA do que nos controles,

e maior no grupo KA+Sal do que no KA+LPS. Portanto, o tempo despendido em
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SRS mostrou-se significativamente diminuido pelo pds-condicionamento. Esses
resultados sugerem que as crises recorrentes nos animais KA+LPS foram contidas
antes das crises nos animais KA+Sal, e este resultado pode indicar que o
pos-condicionamento com LPS tornou o sistema nervoso mais capaz de interromper
as crises, mesmo que nao consiga evitar que ocorram. Contudo, uma avaliagao
mais extensa, com mais animais, seria necessaria para uma conclusao definitiva.

Por fim, o dia de inicio das SRS foi comparado entre os grupos. A figura 6 apresenta
a porcentagem cumulativa de animais de cada grupo que apresentou SRS até o dia
respectivo, enquanto a Figura 6 apresenta o numero de animais com SRS a cada

dia de registro..
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Figura 6. Dia de inicio das crises espontaneas recorrentes (SRS) apds a primeira
injecdo intra-hipocampal. As linhas representam o numero cumulativo de animais
que apresentaram crise até o dia correspondente.Registros iniciam no 9° dia apés a
injecdo de acido cainico (KA) e encerram no 17° dia. Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6;
Sal+LPS n = 7; KA+LPS n = 6.
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SRS por dia de registro
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Figura 7. Numero de animais com crises recorrentes (SRS) a cada dia de registro
em video. Os registros se iniciam no 9° dia apds a injegao de acido cainico (KA) e

encerram no 17° dia. Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n =7; KA+LPS n =6.

O primeiro grupo a apresentar crises espontaneas foi o grupo KA+LPS, com dois
animais no 10° dia apds a 12 injegao (2° dia de registro). A partir do décimo primeiro,
animais do grupo KA+Sal também apresentaram SRS, e ambos os grupos tiveram
alta incidéncia de animais com SRS: 5 (83%) dos animais KA+LPS e 4( 66%) dos
animais KA+Sal. Novamente, o grupo KA+LPS nao se mostrou mais protegido das
crises recorrentes do que seu controle, mas um numero maior de animais
experimentais seria necessario para demonstrar um inicio antecipado das crises.

Um unico animal do grupo Sal+LPS apresentou SRS, que iniciaram no 14° dia apos

a 12 inje¢do. Em contrapartida, nenhum animal do grupo Sal+Sal apresentou SRS.

Comportamentos Atipicos
Além das crises espontaneas recorrentes, outros comportamentos atipicos foram

verificados nos animais de todos os grupos e analisados. Os dois principais
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comportamentos notados foram a perseguicdo a propria cauda e eventos de
sobressalto, isolados ou sucessivos.

Eventos de perseguicdo a cauda foram caracterizados como movimento em torno
do proprio eixo com ou sem corrida, preensao da cauda com a boca ou com os
membros anteriores. O numero total de eventos de perseguicdo a cauda de cada

grupo e a duragdo média desses eventos estdo expostos na Figura 8.
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Figura 8. Total de eventos do comportamento atipico de persegui¢cao a cauda (A) e
duracdo média dos eventos (B) em segundos. Valores representam a média +SEM.
Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n =7; KA+LPS n=6. * p < 0,05; ** p < 0,005.

Teste de Kruskal-Wallis com teste de comparag¢des multiplas de Dunn.

O grupo com maior prevaléncia deste comportamento foi o KA+Sal, em que cinco
animais o realizaram e um deles o fez mais de dez vezes. O tempo médio de
perseguicdo a cauda também foi elevado, préximo ou acima de 40 s para trés
animais.

Em comparagdo, apenas dois animais do grupo KA+LPS demonstraram esse
comportamento atipico, um do grupo Sal+Sal e nenhum do Sal+LPS. A duragao
destes eventos também foi reduzida, ficando abaixo de 20 s para os animais destes
grupos. Portanto, a administragdo de acido cainico parece propiciar a ocorréncia
deste comportamento em conjunto as SRS, enquanto o LPS aparenta reduzir sua
frequéncia e duragao. Este e outros comportamentos motores atipicos podem advir
de uma lesdo estriatal ocasionada pela injecdo de acido cainico, porém nao

realizamos marcagdes no estriado neste trabalho.
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Eventos de sobressalto atipicos também foram registrados e contabilizados. Estes
eventos foram caracterizados por movimentos bruscos de membros ou de cabega,
sobressaltos e outros movimentos subitos incompativeis com outros animais
registrados no mesmo instante — diferentes, por exemplo, de sobressaltos
ocasionados por ruidos altos no ambiente. O numero total destes eventos e sua

duragcdo média estdo expostos na Figura 9.
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Figura 9. Total de eventos do comportamento atipico de sobressalto (A) e duragao
média dos eventos (B) em segundos. Valores representam a média +SEM. Sal+Sal
n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 7; KA+LPS n = 6. Teste de Kruskal-Wallis com

teste de comparagdes multiplas de Dunn.

Novamente, os animais do grupo KA+Sal apresentaram o maior numero total de
eventos (6 e 4), enquanto um animal do grupo Sal+LPS apresentou 2 eventos e dois
animais do grupo KA+LPS apresentaram 2 e 1 ocorréncias, respectivamente.
Portanto, esse comportamento também aparenta ser desencadeado pelo acido
cainico, apesar de mostrar-se menos frequente do que a persegui¢cdo a cauda, e
também foi reduzido em frequéncia e duracéo pelo LPS. Contudo, o baixo numero
de animais que apresentou este comportamento impede uma analise estatistica
robusta e a demonstragdo de uma diferenga significativa entre os grupos nos
parametros analisados.

A Figura 10 apresenta os dias de inicio destes comportamentos nos animais dos

quatro grupos experimentais, e as figuras 11 e 12 mostram, respectivamente, o
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numero de animais que apresentaram os comportamentos de perseguigao a cauda

e de sobressalto a cada dia de registro.
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Figura 10. Dia de inicio de comportamentos atipicos de perseguigcédo a cauda (A) e
sobressaltos (B) apds a primeira injecao intra-hipocampal. Linhas representam o
numero cumulativo de animais que apresentaram crise até o dia correspondente.

Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 7; KA+LPS n = 6.

Em geral, os eventos de persegui¢cado a cauda iniciaram cedo nos registros, entre o
9° e 10° dia, enquanto os de sobressaltos tiveram inicio entre o 10° e o0 13°. O Unico
animal Sal+Sal a apresentar um comportamento atipico realizou a perseguicéo a
cauda, mas né&o teve sobressaltos , sugerindo que o primeiro comportamento esta
relacionado a lesdo causada pela prépria canula ou pela injecdo, enquanto o

segundo deve-se a um estresse inflamatério mais intenso.
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Animais com perseguicao a cauda por dia de registro
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Figura 11. Numero de animais com eventos de perseguigcdo a propria cauda a cada
dia de registro em video. Os registros se iniciam no 9° dia apds a injecéo de acido
cainico (KA) e encerram no 17° dia. Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 7;

KA+LPS n = 6.

Os animais dos grupos KA apresentaram mais eventos de ambos os
comportamentos. Quase todos os animais do grupo KA+Sal apresentaram
perseguicao a propria cauda (5 animais, ou 83 %), enquanto apenas 2 (33 %) do
grupo KA+LPS o fizeram. Ja os sobressaltos atipicos tiveram essa relagao invertida,
com 2 (33 %) dos animais do grupo KA+Sal apresentando este comportamento,

enquanto 4 (66 %) do grupo KA+LPS os teve.
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Animais com sobressaltos por dia de registro

1 Sal+Sal
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Figura 12. Numero de animais com eventos de sobressalto a cada dia de registro
em video. Os registros se iniciam no 9° dia apos a injegao de acido cainico (KA) e
encerram no 17° dia. Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 7; KA+LPS n = 6.

Finalmente, vale notar que um animal do grupo KA+Sal apresentou um
comportamento atipico que nao foi verificado em outros: este animal retirava
constantemente a serragem de sua gaiola ao ponto de esvazia-la ao longo do dia.
Nota-se que as condicbes de alojamento e alimentacdo eram idénticas as dos
outros animais experimentais, entdo consideramos que a origem do comportamento
foi sua interacdo com o tratamento recebido. Esse comportamento aparentemente
compulsivo foi a motivagao para a inclusdo de um dos testes comportamentais: o

teste de enterrar esferas.
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Testes Comportamentais

Teste de Preferéncia por Sacarose

Neste teste, os animais foram expostos a garrafas contendo agua e sacarose, e foi
realizada a medida do seu consumo por meio de pesagem das garrafas. Aqui, o
grupo KA+LPS apresenta um numero maior de animais experimentais, que
receberam o mesmo tratamento farmacolégico, porém, por dificuldade logistica na
inclusdo destes animais nos registros em videos e outros experimentos, ndo estao
contabilizados nos outros testes.

Primeiramente avaliamos o consumo de agua dos quatro grupos experimentais.

Estes resultados estdo demonstrados na Figura 13.

Consumo de agua
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Figura 13. Consumo cumulativo de agua (em mL) ao longo do teste de preferéncia
por sacarose em ratos Wistar administrados com salina (Sal) ou acido cainico (KA),
e, posteriormente, Sal ou LPS. Valores representam a média +SEM. Sal+Sal n = 6;
KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 7; KA+LPS n = 16.
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O grupo Sal+LPS apresentou um consumo de agua significativamente maior em
relagdo aos dois grupos KA, mas ndo em relagdo ao Sal+Sal. O grupo Sal+Sal
também ndo apresentou diferenga em relagédo aos grupos KA, portanto nédo houve
uma menor diminuigdo de liquidos nestes grupos. Este consumo maior de agua por
parte do grupo Sal+LPS pode ser a contraparte da menor ingestdo de sacarose no

teste de preferéncia, como sera mostrado a seguir na Figura 14.
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Figura 14. Teste de Preferéncia por Sacarose. Janelas de 1 h,2h,3 h,12h,24 he
48 h apds o inicio do teste. Valores representam a preferéncia média +SEM. A linha
central representa 50% de preferéncia. Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n =7;
KA+LPS n =16. * p < 0,05; ** p < 0,005; *** p < 0,0005. Teste T para Uma Amostra

com Correcao de Bonferroni.

Nas trés primeiras horas de teste, a preferéncia por sacarose € um parametro que
indica um comportamento favoravel a exploragdo da novidade. Em roedores, a
tendéncia é de aversdao a sacarose neste periodo (DOMJAN & GILLAN, 1975).
Também, a maior manipulagdo das garrafas pelo experimentador durante as
pesagens de 30 em 30 minutos pode ser um fator estressante aos animais € inibir o
consumo.

Nesse periodo, somente os animais do grupo Sal+Sal e KA+LPS apresentaram

preferéncia pela sacarose, indicando a preservagdao do comportamento normal dos
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animais em relacdo a hedonia e a fatores estressantes. Esses dados sao
condizentes com os resultados do teste de nado forgado, discutido posteriormente.
Nas medi¢des de 12, 24 e 48 h, todos os grupos — com excec¢do dos animais
Sal+LPS na janela de 12 h — apresentaram preferéncia por sacarose. O efeito das
SRS e alteracbes causadas pelo LPS, portanto, ndo foram suficientes para
desencadear a anedonia e inibir a preferéncia por sacarose. Contudo, podemos
supor que o LPS tenha um efeito pré-hedénico, fazendo com que os animais do
grupo KA+LPS consumam mais sacarose, assim como os ratos WAR (CASTRO et
al, 2017).

Portanto, esses resultados sugerem que, no teste de preferéncia de sacarose, o
efeito principal da administragdo de KA ou de LPS isolados esta na aversdo a
novidade, e, em animais KA tratados com LPS, em que ha interagdo das duas

administragdes, este efeito ndo ocorre.

Teste de Enterrar Esferas

No primeiro dos testes comportamentais, os animais foram expostos por 15 min a
15 esferas de vidro dispostas de maneira equidistante em uma caixa contendo
serragem como substrato para enterrar as esferas. Neste teste e nos outros
realizados a seguir, o grupo Sal+LPS apresenta um animal experimental a menos,
que morreu apos a realizagao do teste de preferéncia por sacarose e, portanto, este
grupo estara desfalcado deste teste em diante. O total de esferas enterradas de

cada grupo encontra-se na Figura 15 abaixo.
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Teste de Enterrar Esferas
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Figura 15. Numero total de esferas enterradas no teste de Enterrar Esferas. Valores
representam a média +SEM. SAL+SAL n = 6; SAL+LPS n=6; KA+SAL n=6;
KA+LPS n=6.

N&o houve diferencga estatisticamente significativa no nimero de esferas enterradas,
cuja média, para todos os grupos, ficou entre 13 e 14 esferas. Contudo, houve uma
leve tendéncia decrescente nos grupos Sal+LPS e KA+LPS em relagéo aos grupos
Sal+Sal e KA+Sal. Caso essa tendéncia se confirmasse em um numero maior de
animais, poderia indicar que o LPS reduz a aversao a objetos “perigosos”, como sao
consideradas as esferas.

Existe uma grande variabilidade de protocolos deste teste, e € possivel que o
protocolo escolhido para este trabalho seja menos sensivel do que o necessario
para este tamanho de efeito do tratamento com KA e LPS.

Estudos sugerem duas maneiras de aumentar a sensibilidade do teste de enterrar
esferas: a primeira é trocar o substrato para um particulado mais fino e pesado,
como areia (DE BROUWER & WOLMARANS, 2018). Dessa forma, a mera
movimentacdo do animal pela caixa nado deslocaria particulas suficientes para
cobrirem uma esfera e evitaria falso-positivos, ou pelo menos diminuiria sua

ocorréncia.
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A segunda maneira € dispor esferas apenas em metade da caixa e, no inicio do
teste, posicionar o animal na metade livre (NJUNG’E & HANDLEY, 1990; DE
BROUWER & WOLMARANS, 2018). De acordo com os estudos que sugerem esse
protocolo, essa disposicao faz com que os animais tenham a oportunidade de
escolher entre enterrar as esferas ou meramente evita-las, ficando do lado oposto
da caixa e, portanto, tornando o comportamento de enterra-las mais ativo. A
combinacao desses dois métodos pode ter uma sensibilidade maior e poderia, caso
exista um efeito do tratamento realizado neste trabalho sobre o comportamento
tipo-compulsivo, evidencia-lo.

Essas alteragbes, contudo, requerem uma validagdo metodoldgica que nao era o
escopo deste trabalho, portanto o protocolo experimental ndo as abrangeu.
Considerando os resultados obtidos como validos, a administracdo de LPS, KA ou a
combinacdo dos dois nao exacerba o comportamento tipo-ansioso de esconder

esferas.

Teste de Reconhecimento de Objetos

Os animais realizaram a tarefa de reconhecimento de objeto em trés blocos distintos
de apresentacgao. Na primeira, o treino, os dois objetos eram idénticos. Na segunda,
um dos objetos foi substituido por outro facilmente discernivel. Na terceira, o mesmo
objeto anteriormente trocado foi novamente substituido por outro, diferente do
primeiro e do segundo.

Neste teste, o grupo Sal+LPS consta com um animal experimental a menos,
conforme foi mencionado no teste de enterrar esferas. Além disso, outras diferencas
no numero de animais de cada grupo devem-se a uma remogao dos outliers.

O tempo de exploragédo de cada objeto foi medido e a preferéncia pelo objeto novo
foi calculada. A avaliagdo de significancia foi realizada em relagdo a 50% de
preferéncia, que corresponde a nenhum objeto se sobressaindo ao outro.

Os resultados do treino estdo expostos na Figura 16. Nenhum dos quatro grupos
apresentou diferencga significativa em relagcéo ao indice de 50%, indicando que nao

houve preferéncia pelos objetos idénticos do treino.
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Figura 16. Treino do teste de Reconhecimento de Objetos. Valores representam a
preferéncia média (em porcentagem) +SEM. A linha central representa 50% de
preferéncia. Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 5; Sal+LPS n = 4; KA+LPS n = 12. Teste de

Wilcoxon para Uma Amostra.

No primeiro teste, realizado 90 min apds o treino com o intuito de avaliar a memoria
de curta duragao (Figura 17), nenhum dos quatro grupos apresentou preferéncia
pelo objeto novo. Contudo, isso pode ser devido a grande variabilidade nos
resultados, visto que as médias dos grupos SAL+SAL, SAL+LPS e KA+SAL
apresentaram uma tendéncia para a preferéncia. Seria esperado que os animais
Sal+Sal, com a memdria intacta, apresentassem preferéncia, entdo aumentar o
numero de animais experimentais poderia resolver este problema.

Porém, é notavel que os animais do grupo KA+LPS apresentaram uma distribuicdo
bimodal: um subgrupo (5 animais) com preferéncia pelo objeto novo, enquanto outro
subgrupo (6 animais) com preferéncia pelo objeto velho,aproximando-se de 70% de
preferéncia no caso de 3 dos animais. Isto poderia indicar uma aversio a novidade,

mas o teste de preferéncia por sacarose demonstrou que estes animais nao
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apresentam esta aversdo. Isso nos leva a crer que houve um problema na sele¢ao

de objetos utilizados.

Memoria de curta duracao (1h30)
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Figura 17. Memdéria de curta duragcdo (90 min) no teste de Reconhecimento de
Objetos. Valores representam a preferéncia média (em porcentagem) +SEM. Linha
central representa 50% de preferéncia. Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 5; Sal+LPS n = 4;

KA+LPS n = 12. Teste de Wilcoxon para Uma Amostra.

Por fim, o teste de memodria de longa duragéo foi realizado 24 horas apds o treino e

esta representado na Figura 18.
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Memoria de longa duracao (24h)
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Figura 18. Memodria de longa duragdo (24 h) no teste de Reconhecimento de
Objetos. Valores representam a preferéncia média (em porcentagem) +SEM. Linha
central representa 50% de preferéncia. Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 5; Sal+LPS n = 4;
KA+LPS n =12. * p < 0,05; *** p < 0,0005. Teste de Wilcoxon para Uma Amostra.

Apos esse periodo, os animais dos grupos Sal+Sal e KA+LPS demonstraram uma
preferéncia significativa pelo objeto novo em relagdo ao ja conhecido. Esse
resultado demonstra que a memdria de longa duragcao estava funcional nesses
animais, preservada em relagao aos animais que receberam KA+Sal ou Sal+LPS.
Os animais do grupo Sal+LPS também apresentaram uma tendéncia a preferéncia
pelo objeto novo, mas a alta variabilidade pode ter mascarado este resultado.

Em geral, os resultados do teste de reconhecimento de objetos apresentaram uma
grande variabilidade, e resultados esperados — o grupo SAL+SAL tendo
preferéncia pelo objeto novo no teste de memodria de curta duragdo — nao foram
encontrados. Essa grande variabilidade pode ser devido a uma escolha de objetos
que nao favoreceu a diferenciacdo por parte dos animais ou desestimulava

interagdes. Para elucidar esses dados, seriam necessarios mais testes com novos
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animais e outros objetos. Contudo, os resultados presentes ja demonstram que o
pos-condicionamento com LPS preserva a memoria de longa duragcéo apds injegcao
de KA.

Teste de Nado Forcado

Como ultimo teste comportamental, os animais foram submetidos ao teste de nado
forcado. Apds o treino no dia anterior, foram colocados na agua por 5 min e
registrados em video, que posteriormente foi avaliado por um observador alheio aos
grupos experimentais. Os videos foram analisados para os seguintes parametros:
laténcia para o primeiro episédio de imobilidade, tempo médio de nado, tempo
médio de escalada e tempo médio de imobilidade.

Novamente, o grupo Sal+LPS esta diminuido pela morte de um animal apos o teste
de preferéncia por sacarose, conforme descrito acima. Além disso, diferengas de

numero de animais entre os grupos se devem a outliers que foram removidos.
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Os resultados da avaliagdo da imobilidade estdo expostos na Figura 19.

Figura 19. Laténcia para imobilidade (A) e tempo de imobilidade (B)no teste de
Nado Forgado. Os simbolos e cores indicam a primeira administragao (circulos e cor
branca para salina, quadrados e cor azul para KA), enquanto a legenda sob as
colunas indica a segunda administragdo. Valores representam a laténcia e tempo
médios (em segundos) +SEM. Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 5; Sal+LPS n = 6;
KA+LPS n =6. * p < 0,05. One-Way ANOVA com Correcado de Bonferroni.
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N&o houve diferenga significativa na laténcia até o primeiro episédio de imobilidade
entre os grupos, com excegao dos grupos Sal+Sal e Sal+LPS. Portanto, o LPS
sozinho teve um efeito no comportamento de desamparo. Contudo, ambos os
grupos KA demonstraram uma tendéncia a redugao no tempo de laténcia.

Na analise do tempo total de imobilidade, ndo sé houve diferenga entre os grupos
Sal+Sal e Sal+LPS como entre Sal+Sal e KA+Sal e também Sal+LPS e KA+LPS.
Tanto o KA quanto o LPS isolados aumentaram significativamente o tempo total de
imobilidade, porém a administracdo de LPS em animais que receberam KA foi
capaz de retornar esse parametro ao nivel do controle Sal+Sal.

A seguir, os resultados dos comportamentos de nado (Figura 20) e escalada e

mergulho (Figura 21) no FST.
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Figura 20. Tempo de comportamento de nado no teste de Nado Forgado. Os
simbolos e cores indicam a primeira administragdo (circulos e cor branca para
salina, quadrados e cor azul para KA), enquanto a legenda sob as colunas indica a
segunda administragédo. Valores representam o tempo médio (em segundos) +SEM.
Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 5; Sal+LPS n = 6; KA+LPS n = 6. * p < 0,05. One-Way

ANOVA com Correcgao de Bonferroni.
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Figura 21. Tempo de comportamentos de escalada (A) e mergulho (B) no teste de
Nado Forgado. Os simbolos e cores indicam a primeira administragao (circulos e cor
branca para salina, quadrados e cor azul para KA), enquanto a legenda sob as
colunas indica a segunda administracdo. Valores representam o tempo médio (em
segundos) +SEM. Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 5; Sal+LPS n = 6; KA+LPS n = 6.
One-Way ANOVA com Correcéo de Bonferroni.

Quanto aos demais comportamentos avaliados no teste de nado forcado, somente o
tempo total de natagdo dos animais apresentou diferenga significativa entre grupos:
0os animais Sal+LPS apresentaram um total significativamente menor quando
comparado ao Sal+Sal, o que condiz com o maior tempo que passaram em
imobilidade. Nos outros grupos, a média de tempo de nado foi menor, porém nao
apresentou diferencga significativa.

Para o tempo total de escalada, nenhum grupo apresentou diferenga nas
comparacgoes, € o mesmo € valido para o tempo total de mergulho. Contudo, neste
ultimo parametro, dois animais do grupo Sal+LPS tiveram um tempo total bastante
elevado, acima de 15 s. Nos outros grupos, o tempo de nado de todos os animais

ficaram abaixo desse valor.
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Figura 22. Imagens representativas da marcacéo por DAPI (nucleos, azul) e Fluoro
Jade C (neurbnios em degeneragao, verde) no hipocampo ipsilateral (A) e
contralateral (B) de ratos Wistar dos grupos Sal+Sal (esquerda, acima), KA+Sal
(direita, acima), Sal+LPS (esquerda, abaixo) e KA+LPS (direita, abaixo). Aumento

da microscopia de 100x.

ApoOs os testes comportamentais, os animais foram submetidos aos procedimentos
de perfusdo para fixagdo e marcagao para microscopia. Através da marcacao por
Fluoro Jade C, foram visualizados neurdnios em degeneracao (Figura 22, acima).
Trés regides foram avaliadas: CA1, CA3 e DG por inteiro. Nelas, a densidade celular
(células/mm?) foi determinada e comparada entre grupos e entre hemisférios.
Diferengas entre os numeros de animais experimentais entre grupos e hemisférios
se devem a outliers removidos e disponibilidade de fatias adequadas para realizar
as marcagoes.

Os resultados da marcacdo por FJC em CA1, CA3 e DG estdo expostos,

respectivamente, nas figuras 23, 24 e 25, apresentadas a seguir.

FJC - CA1
60 : .
:|1_| 1 Salina - Salina
Bl Ka - Salina
E 40 B Salina- LPS
Q o B Ka-LPS
E o
\ - <o
8 20 %
—sﬁs—iﬁ;ﬂ—i
0_

Contra Ipsi

Figura 23. Células marcadas por Fluoro Jade C por mm? em CA1 do hipocampo
ventral. Valores representam a densidade média (em células/mm?) +SEM. CA1
Ipsilateral: Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 4; KA+LPS n = 5. CA1
Contralateral: Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 5; KA+LPS n=4. *p <
0,05; ** p < 0,0005. Two-Way ANOVA com Corregéao de Bonferroni.
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Figura 24. Células marcadas por Fluoro Jade C por mm? em CA3 do hipocampo
ventral. Valores representam a densidade média (em células/mm?) +SEM. CA3
Ipsilateral: Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 4; KA+LPS n = 4. CA3
Contralateral: Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 5; Sal+LPS n = 4; KA+LPS n=5. *p <
0,05. Two-Way ANOVA com Corregao de Bonferroni.
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Figura 25. Células marcadas por Fluoro Jade C por mm? em DG do hipocampo
ventral. Valores representam a densidade média (em células/mm?) +SEM. DG
Ipsilateral: Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 4; KA+LPS n = 5. DG
Contralateral: Sal+Sal n = 6; KA+Sal n = 6; Sal+LPS n = 5; KA+LPS n = 4. Two-Way

ANOVA com Correcéo de Bonferroni.
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Houve diferengca significativa na densidade de células marcadas entre CA1
ipsilateral e contralateral dos animais do grupo KA+Sal, demonstrando que o efeito
neurodegenerativo da inje¢ao unilateral de KA se restringe ao lado da aplicagéo. O
hemisfério ipsilateral a injecdo apresentou uma densidade de neurbnios em
degeneracao significativamente maior do que o do grupo Sal+LPS. E, enquanto em
CA3 nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os hemisférios do
grupo KA+Sal (p = 0,06), uma clara tendéncia de morte neuronal se fez presente no
hemisfério ipsilateral a lesdo. Portanto, o acido cainico mostrou-se como um
causador de morte neuronal em CA1 ipsilateral a injegao.

Em CAS3, a unica diferenga estatisticamente significativa foi entre os hemisférios
ipsilateral e contralateral do grupo KA+LPS. Nesta regido, o hemisfério ipsilateral
apresentou uma maior densidade de neurdnios marcados por FJC em relagdo ao
contralateral. Em CA3, portanto, o LPS nao foi capaz de proteger o hipocampo dos
danos causados pelo KA. Contudo, em CA1 n&o houve esse aumento de
densidade, e o LPS pode ter tido um papel protetor.

Na analise do DG, ndo houve aumento significativo da morte neuronal entre
qualquer um dos grupos ou entre hemisférios. Este resultado é condizente com a
literatura cientifica, uma vez que o DG é, dentre as trés regides analisadas, a que
menos apresenta alteragdes nos modelos animais de epilepsia (NIRWAN et al,
2018). Mesmo assim, essa regido seguiu a tendéncia dos outros grupos de maior
densidade de células marcadas no hemisfério ipsilateral & injecdo. E possivel que,
aumentando o numero de animais experimentais, mais grupos apresentassem um
aumento significativo na densidade ipsilateral de neurénios em degeneracdo em

relagao a contralateral.

Microglia

A marcagdo da microglia por imunofluorescéncia foi realizada com anticorpos
anti-lba-1. Os hipocampos foram avaliados por meio de microscopia de
fluorescéncia e a densidade de células marcadas foi analisada. Diferencas entre os
numeros de animais experimentais entre grupos e hemisférios se devem a outliers

removidos e disponibilidade de fatias adequadas para realizar as marcacgoes.
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Figuras representativas sado apresentadas a seguir na Figura 26 e os resultados

estao expressos na Figura 27.
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Figura 26. Imagens representativas da marcagao por DAPI (nucleos, azul) e Iba-1
(microglia, verde) no hipocampo de ratos Wistar dos grupos Sal+Sal (esquerda,
acima), KA+Sal (direita, acima), Sal+LPS (esquerda, abaixo) e KA+LPS (direita,

abaixo). Aumento da microscopia de 100x.
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Figura 27. Células marcadas por Iba-1 por mm? no hipocampo ventral. Valores
representam a densidade média (em células/mm?) +SEM. Sal+Sal n = 5; KA+Sal n
= 4; Sal+LPS n = 6; KA+LPS n = 4. * p < 0,05. Two-Way ANOVA com Correc¢éo de

Bonferroni.

Nao houve diferenga significativa na densidade de células marcadas entre os
grupos Sal, nem entre estes e o grupo KA+Sal. Contudo, o grupo KA+LPS
apresentou um aumento significativo quando comparado ao Sal+Sal. Essa
tendéncia a aumento também esta presente no KA+Sal, e é possivel que um
numero amostral maior elucidasse essa diferenga também para este grupo
experimental.

Como nao houve diferenga significativa entre os grupos KA+Sal e KA+LPS, néo é
possivel afirmar que o LPS provoque um aumento de fagdcitos no hipocampo. O
efeito observado, portanto, € o aumento do infiltrado fagocitario e de micréglias
causado pelo acido cainico.

Considerando que os animais do grupo KA+LPS apresentam um maior infiltrado
leucocitario no tecido hipocampal, a combinacdo de acido cainico com LPS pode
exacerbar a resposta inflamatéria celular, promovendo a multiplicagao e ativagcdo da
microglia e maior infiltrado celular. As implicagbes desta hipotese serao discutidas

adiante.

Astrocitos

Por fim, os astrécitos foram marcados por anticorpos anti-GFAP e sua densidade no
hipocampo foi contabilizada. Diferengas entre os numeros de animais experimentais
entre grupos e hemisférios se devem a outliers removidos e disponibilidade de fatias
adequadas para realizar as marcagdes. A Figura 28 traz imagens representativas da

marcagao de GFAP nos quatro grupos experimentais.
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Figura 28. Imagens representativas da marcagéao por DAPI (nucleos, azul) e GFAP
(astrécitos, vermelho) no hipocampo de ratos Wistar dos grupos Sal+Sal (esquerda,

acima), KA+Sal (direita, acima), Sal+LPS (esquerda, abaixo) e KA+LPS (direita,
abaixo). Aumento da microscopia de 100x.

A Figura 29, a seguir, traz os resultados da analise da marcagao por GFAP.
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Figura 29. Células marcadas por GFAP por mm? no hipocampo ventral. Valores
representam a densidade média (em células/mm?) +SEM. Sal+Sal n = 5; KA+Sal n
= 5; Sal+LPS n = 5; KA+LPS n = 4. * p < 0,05; ** p< 0,005. Two-Way ANOVA com

Correcéo de Bonferroni.

Ambos os grupos injetados com acido cainico apresentaram diferenga significativa
em relacdo ao grupo Sal+Sal. O KA, portanto, se mostrou um potente ativador da
astrogliose, condizente com os resultados da literatura.

O LPS também mostrou uma tendéncia de aumento do numero de astrocitos. Esse
aumento, contudo, ndo se mostrou estatisticamente significativo. E importante frisar
que, no 21° dia apds a administracdo de KA — e 18° dia apds o LPS —, momento
em que os animais foram eutanasiados, os efeitos agudos das inje¢des ndo sao
mais observaveis, o que explica uma auséncia de marcagao elevada também no

grupo Sal+LPS.
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Discussao

Limitagbes do Trabalho

O objetivo deste trabalho foi elucidar as alteragbes provocadas pelo
pos-condicionamento com LPS, tendo em vista a prorrogagédo do periodo agudo da
inflamagdo no protocolo realizado. Para isso, realizamos quatro testes
comportamentais junto com trés marcagdes histoldgicas, além da analise das crises
espontaneas recorrentes. Essa variedade de analises tornou mais dificil o
aprofundamento em cada uma delas, mas condiz com o escopo do trabalho.

Uma das escolhas feitas durante o inicio do projeto — e para a qual voltamos no
seu decorrer — foi a janela de tempo do condicionamento com LPS. Estudos com
pré-condicionamento demonstraram que o momento da inje¢ao é relevante para o
seu resultado. Por exemplo, a administracdo de LPS 30 min ou 1 h antes do insulto
€ de pouco efeito benéfico, enquanto a administragdo com 24 h de antecedéncia
mostrou resultados promissores (AHMADI et al, 2013). Durante a elaboragdo dos
experimentos, nds consideramos a variagao de resultados caso escolhéssemos um
momento poucas horas apés o KA para administrar o LPS, ou com 24 h ou mais.
Optamos, portanto, por uma janela temporal de 72 h apdés o KA para o
condicionamento, condizente com o periodo de declinio do processo inflamatério
agudo e, dessa forma, estendendo efetivamente este periodo inflamatério. Portanto,
os resultados deste trabalho sao validos para esta janela experimental escolhida, e
certamente estudos que avaliem os efeitos do pds-condicionamentoa 1 h, 6 h ou 12
h apds o KA encontrariam diferentes resultados.

Outro fator relevante foi 0 momento em que realizamos a eutanasia.. Como um dos
fatores mais importantes do estudo sao as SRS, seria imprescindivel realizar os
testes comportamentais e as técnicas de imunofluorescéncia somente apds o
periodo em que as crises fossem registradas. Porém, a janela temporal
imediatamente apds as injegcbes — 24 a 72 h ap6s a administragdo de LPS —
também é de grande interesse para elucidar o transcorrer das alteragdes verificadas
neste trabalho. Esta janela temporal antecipada poderia, por exemplo, elucidar

como se da o processo de morte neuronal aguda ou a ativagdo da microglia e a
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infiltracdo de células imunes periféricas neste protocolo experimental de
pos-condicionamento.

A janela de analise mais tardia também limita de certa forma a técnica de Fluoro
Jade C. Como esta marcagdo € especifica para neurdnios em processo de
degeneracao, é possivel que, no momento da perfusdo dos animais — 21 dias apos
a primeira injegdo —, a maior parte da neurodegeneracgao ja tenha ocorrido, e que
as maiores diferencas entre os grupos ja tenham passado. Este caso ¢é discutido de
forma aprofundada mais adiante.

Outros parametros que nao foram avaliados sdo o grooming (auto limpeza), a
locomogdo em campo aberto e a expressdo de fatores como IL-1B e TNFaq,
frequentemente investigados em estudos que tratam de pré-condicionamento com
LPS. Sobre estes, podemos inferir baseados nos resultados de trabalhos similares.
Outro fator deixado de lado neste estudo foi a influéncia do sexo do animal nos
resultados do protocolo experimental. Sabe-se que o ciclo estral em ratos fémeas
modifica sua susceptibilidade aos insultos dos modelos animais de crises
convulsivas, portanto esta influéncia no modelo de pés-condicionamento com LPS
também €& de grande interesse cientifico. Contudo, este seria um fator de
complexidade adicional para o estudo, logo ndo pdde ser incluido no desenho
experimental.

Também, a eletrofisiologia seria de grande valor para avaliar sob uma lente mais
refinada a ocorréncia, duracdo e espalhamento das crises recorrentes através de
diferentes areas — por exemplo, para o hipocampo do hemisfério contralateral da
lesdo, para a amigdala e coértex pré-frontal. Reiteramos que todas essas opgoes
foram consideradas, e as avaliacbes realizadas no presente trabalho s&o as que
foram consideradas essenciais para obter uma visdo geral das alteragées neste
primeiro estudo do protocolo de pds-condicionamento com LPS.

Nosso desejo com este trabalho € que ele estimule futuras investigacbes nesta
area, revisando e expandindo os resultados com os experimentos mencionados e

ainda outros de interesse cientifico que fugiram do nosso escopo.
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Crises Recorrentes na Literatura

O modelo animal de epilepsia de Ilobo temporal escolhido — injegao
intra-hipocampal unilateral de acido cainico — € robusto na geragdo de SRS e
possui uma extensa literatura (para uma revisdo, ver LEVESQUE & AVOLI, 2013).
Para validar as conclusdes acerca das crises e comorbidades, primeiramente
comparamos os resultados obtidos com a literatura cientifica.

Aproximadamente 66% dos animais do grupo KA+Sal apresentaram crises
recorrentes dentro de duas semanas apds a injecdo de KA, indice proximo ao
encontrado na literatura. Enquanto estudos que avaliaram as crises por periodos
mais longos encontram indices maiores de SRS — 86% (RAEDT et al, 2009) e 91%
(RATTKA et al, 2013) apos 8 semanas —, avaliagbes em periodos mais curtos
apresentaram indices ainda menores: 60% de ocorréncia de SRS apds 2 semanas
(LADO, 2006) e 58% de ocorréncia de SRS apds 4 semanas (RATTKA et al, 2013).
Em outro estudo, 50% dos animais apresentaram SRS apds 12 dias, ou 17 dias
para crises motoras como as avaliadas no presente trabalho (DREXEL et al, 2012).
Considerando estes resultados, o protocolo de crises espontaneas recorrentes
através da injecao i.h. de acido cainico foi realizado corretamente e com sucesso.
Este resultado condizente é importante para validar os achados do grupo KA+LPS
de alteracbes nas SRS bem como outras alteragdes comportamentais. Contudo, a
literatura cientifica carece de dados sobre o que, neste trabalho, chamamos de
comportamentos atipicos. Frequentemente, os parametros avaliados resumem-se a
duragdo, frequéncia e intensidade das crises recorrentes, enquanto testes
comportamentais analisam a mobilidade e comportamento exploratério e memoria
por meio de Reconhecimento de Objeto ou Localizacdo de Objeto. Outros
parametros de interesse, como ciclo de sono, limpeza, agressividade e outros
comportamentos atipicos, sédo investigados com menor frequéncia.

Isto pode esconder alteracbes mais sutis do que a lesdao hipocampal e déficits de
memoria. Considerando que nosso modelo foi efetivo em desencadear SRSs,
podemos inferir que outros trabalhos que se utilizam do mesmo modelo ignoraram

0os comportamentos que registramos. Estes comportamentos possivelmente estao
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relacionados com a intensidade das SRS e podem ser parametros para avaliar na

prospecgao por novos tratamentos.

Perfil Temporal de Alteragdes Celulares

Os animais experimentais foram perfundidos aproximadamente no 26° dia apds a 12
injecdo. Neste momento, a marcacado de neurodegeneracéo por Fluoro Jade C esta
diminuida, uma vez que o pico de marcagao no hipocampo se da no periodo agudo
da administragdo de KA (até 48 h) e, depois, em 2 semanas e, passados dois
meses, nenhuma marcagéao é verificada (HOPKINS et al, 2000). Portanto, podemos
inferir que, se a eutanasia tivesse sido realizada apos 14 dias, haveria mais células
marcadas nos grupos com neurodegenerag¢ao, o que poderia evidenciar diferengas
entre grupos que, na janela de perfusao realizada no presente trabalho, ficaram
mascaradas.

Ja em relagdo a astrogliose, o pico se da em torno de 28 dias apds a administragao
de KA (SHARMA et al, 2008). E, portanto, seguro afirmar que os resultados obtidos
no trabalho correspondem ao pico de astrogliose pela janela temporal de perfusao
se aproximar da ideal. Logo, a auséncia de diferenga entre os grupos KA+Sal e
KA+LPS na astrogliose e seu significativo aumento em relagdo aos grupos Sal+Sal
e Sal+LPS sao resultados confiaveis, mas que poderiam ser melhor definidos
aumentando o numero de animais experimentais.

Mesmo que a astrogliose verificada pela marcagdo com GFAP seja igual entre os
dois grupos KA, seu perfil em fatores ndo avaliados neste trabalho pode ser
diferente. Por exemplo, o perfil de expressao de citocinas pré-inflamatérias ou de

fatores de crescimento pode ser diferente, como ja discutido acima.

Alteragcdes Comportamentais

Em harmonia com os estudos do pré-condicionamento com LPS, o
pos-condicionamento foi capaz de preservar alguns dos parametros
comportamentais que, em animais tratados com KA, apresentaram-se alterados.
Uma frequente comorbidade na epilepsia € o transtorno depressivo maior, cujas

caracteristicas podem ser parcialmente reproduzidas em modelos animais. Em
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roedores, o comportamento tipo-depressivo pode ser avaliado por parametros como
a anedonia no SPT ou a reduzida laténcia para imobilidade no FST.

Em modelos animais de epilepsia — pilocarpina sistémica e acido cainico
intra-hipocampal — existe uma redu¢do no consumo de sacarose, mesmo que nao
haja uma menor preferéncia (KLEIN et al, 2014). Nos nossos experimentos, 0s
animais KA+Sal de fato nao apresentaram preferéncia pela sacarose, porém apenas
nas trés primeiras horas de teste. Neste mesmo periodo, os animais KA+LPS
demonstraram uma preferéncia pela solucdo de sacarose a 1% desde a primeira
medicao, além de maior consumo de sacarose nas janelas de tempo em que os
animais Sal+Sal nao tiveram preferéncia. Logo, o pds-condicionamento com LPS
reduziu a aversao a novidade, efeito ndo observado no grupo Sal+LPS.

O comportamento aneddnico tem suas bases no circuito envolvendo principalmente
a area tegmental ventral (VTA) e nucleo accumbens (HOFLICH et al, 2018). O
aumento da atividade na VTA acompanhado de estresse ambiental sdo apontados
como causadores de comportamento tipo-depressivo de anedonia (HESHMATI &
RUSSO, 2015). Outras areas, como o cortex pré-frontal ventromedial, a amigdala
basolateral e o hipocampo ventral também tém importantes papéis, com esta ultima
sendo mais relevante para o presente trabalho visto que a injegdo de acido cainico
realizada foi intra-hipocampal, limitando os efeitos da droga ao sitio de
administragao.

O hipocampo ventral tem um papel nos transtornos depressivos por sua projecao
direta para neurénios do nucleo accumbens. Uma maior forga nessa projegcéo esta
relacionada com piora na susceptibilidade a estresse e no comportamento
tipo-depressivo (BAGOT et al, 2015). Considerando que os grupos KA sofreram
neurodegeneracédo, € razoavel inferir que as projegdes hipocampo-accumbens
estejam prejudicadas. Dessa forma, estes animais mostrariam-se mais resilientes a
anedonia, explicando o porqué de ambos os grupos KA demonstrarem preferéncia
por sacarose.

Ja no FST, apesar de os animais KA+Sal apresentaram um maior tempo total de
imobilidade, a laténcia para o primeiro evento de imobilidade n&o foi
significativamente distinta desta nos animais Sal+Sal. Isto pode ocorrer por um

déficit na memodria destes animais, que, devido a maior lesdo hipocampal e piora na
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memodria, sao incapazes de reconhecer, baseado no treino prévio, que estdo em
uma situacado inescapavel (KLEIN et al, 2014). Este resultado é compativel com
testes em camundongos que receberam KA (GROTICKE et al, 2008) ou pilocarpina
(GROTICKE et al, 2007), que também tém uma laténcia maior para imobilidade
tanto no FST quanto no teste de suspensédo pela cauda. Este déficit de memoria
pode ser suficiente para invalidar o uso do FST como avaliador de comportamento
tipo-depressivo em modelos animais de epilepsia, por exemplo, em testes
farmacolégicos que busquem determinar a eficacia de drogas antidepressivas.
Contudo, como neste trabalho nés comparamos os grupos KA+Sal com KA+LPS,
mesmo este resultado incompleto do KA+Sal é relevante para critério de
comparagao, ja que os animais KA+LPS nao diferiram do controle Sal+Sal.

Isto demonstra que o LPS nos animais KA foi capaz de resgatar os parametros
avaliados no FST aos niveis normais, preservando o circuito responsavel pelo
aprendizado desta tarefa, além de torna-los menos susceptiveis ao comportamento
de desamparo.

Esta hipotese é reforgcada pelo resultado obtido com o teste de reconhecimento de
objeto: os animais administrados com LPS n&o sofreram déficit de memoria a longo
prazo — necessaria para o aprendizado da tarefa do FST —, enquanto o grupo
KA+Sal teve esta capacidade prejudicada, além de uma morte neuronal mais
intensa, conforme verificado pela marcagdo com Fluoro Jade C. O cértex perirrinal
é fortemente implicado em tarefas de reconhecimento visual e diferenciacao entre
estimulos novos e outros ja conhecidos (WARBURTON & BROWN, 2018), enquanto
o hipocampo € principalmente relacionado a outro teste de memoria em roedores, 0
teste de localizagdo de objeto (ou object placement test). Apesar de lesbes
hipocampais poderem provocar um déficit de memoaria, este déficit € compensado
pelo coértex perirrinal, que permanece funcional apds remocg¢ao hipocampal
(BROADBENT et al, 2010). Contudo, apds injecdo de pilocarpina, houve
neurodegeneragao e aumento de excitabilidade neste cértex (BIAGINI et al, 2013),
sugerindo que, em modelo animal de ELT, esta regido também fica prejudicada,
justificando a piora na memoria verificada no ORT.

A neurodegeneracao no hipocampo, amigdala, hipotalamo e cortex entorrinal sdo

associados ao comportamento tipo-depressivo e anedonia. Enquanto nos modelos
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animais de epilepsia em que a administracdo é sistémica o dano nessas areas é
justificado, em um modelo focal como o deste trabalho € improvavel que uma lesao
generalizada ocorra. Portanto, o comportamento hedénico que foi verificado como
reduzido neste estudo ndo s6 deve ter um forte componente hipocampal, como
também pode ser devido a uma modulagao do foco epiléptico sobre as outras areas
envolvidas no comportamento. Uma avaliagéo eletrofisiolégica seria de grande valor
para elucidar este caso, aferindo essas estruturas em relagao ao hipocampo lesado
bem como em relacdo ao hemisfério que n&o recebeu o acido cainico.

Por fim, os comportamentos atipicos aqui verificados sao de mais dificil analise,
uma vez que sao pouco reportados na literatura. A perseguicdo a cauda, por
exemplo, foi registrada em lhara Epileptic Rats (IER) apds 3 meses de vida (TSUJI
et al, 2000). Esse comportamento foi similar ao descrito por Wallace (1976) como
tail-hoarding (ou acumulagao compulsiva), em que os animais perseguiam a cauda
em circulos e a agarravam com as patas ou boca, posteriormente carregando-a
para dentro da gaiola ou ninho. Ainda de acordo com esse trabalho, este
comportamento sofreu reducdo durante a privagdo de comida, porém apresentou
um aumento apos o retorno da alimentacdo ad libitum, da mesma forma que
acontece com o acumulo de pellets de comida e outros objetos.

A administracdo de LPS é capaz de reduzir o comportamento de acumulo de
alimento (AUBERT et al, 1997) e, considerando o comportamento de persegui¢cao
da cauda como similar a este, o nosso resultado de auséncia deste comportamento
nos animais Sal+LPS é condizente com a literatura.

Enquanto em camundongos, o comportamento de acumulo compulsivo €
prejudicado apods lesao hipocampal citotéxica (DEACON et al 2002), em ratos essa
diferenga nao ocorre (WALLACE & TIGNER, 1971). Porém, no presente trabalho, o
comportamento de perseguicdo a cauda aumentou nos animais com lesao
hipocampal (tratados com KA), principalmente em animais KA+Sal. Logo, a
perseguicdo a cauda aqui verificada nao estd relacionada com o acumulo
compulsivo, e sim com a lesdo e o processo epileptogénico. Portanto, este € mais
um comportamento de interesse para estudos comportamentais com administragcao

de KA em ratos.
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Crises Recorrentes e Inflamacao

A ocorréncia de crises espontaneas recorrentes nos modelos animais de epilepsia
esta intimamente ligada a inflamac&o hipocampal (VEZZANI et al, 2019). Os
achados apontam para papéis desempenhados por astrocitos (JAWORSKA-ADAMU
et al, 2011; LIDDELOW et al, 2017), microglia (MIRRIONE et al, 2010; BENSON et
al, 2015; ZHAO et al, 2018), leucocitos infiltrantes (VARVEL et al, 2016) e dos
préprios neurdnios (FABENE et al, 2008; VAN VLIET et al, 2018, ver Figura 30)

neste processo.
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Figura 30. Mediadores inflamatérios envolvidos no processo de epileptogénese.
Estas moléculas sao liberadas tanto por neurbnios quanto por células da glia
durante crises epilépticas ou no periodo latente que se segue. Os fatores liberados
envolvem inflamagdo, crescimento e proliferacdo, mas também promovem
mudancas rapidas de excitabilidade em canais ibnicos e receptores. Adaptado de
Van Vliet et al, 2018.

Por exemplo, a ativacdo de astrocitos por citocinas liberadas pela atividade

epileptiforme de neurbnios altera sua capacidade de recaptacdo de glutamato,

aumentando a disponibilidade deste neurotransmissor na fenda sinaptica e,
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portanto, aumentando a excitabilidade neuronal (DEL ARCO et al, 2003; PAL,
2018). Este fator pode propiciar a ocorréncia dos paroxismos e, eventualmente,
através dos mecanismos da epileptogénese, levar as SRS. Ao mesmo tempo, em
ratos tratados com KA, a cobertura de sinapses por processos astrocitarios
apresenta-se aumentada (CLARKSON et al, 2020), compensando parcialmente a
recaptagdo de glutamato pelo aumento da area de recaptagdo (KLAFT & DULLA,
2020).

Outro fator importante para a epileptogénese € a reorganizagdo do circuito
fisiolégico em uma rede neural epileptogénica. Esta reorganizacdo depende da
neurodegeneragao de certas populagdes neuronais, como os interneurbnios
inibitérios, e do posterior brotamento e formacao de novas sinapses entre as células
piramidais remanescentes (PITKANEN et al, 2015). A circuitaria resultante & um
sistema epileptogénico, com as novas sinapses da camada molecular interna tendo
a caracteristica excitatoria para a geragao das crises recorrentes (SCHARFMAN et
al, 2003). Portanto, a reorganizagao do circuito apos a lesao é o fator de origem do
foco epiléptico nos modelos animais.

Considerando o LPS como um estimulo inflamatdrio, seria intuitivo pensar em sua
administragdo como absolutamente prejudicial, potencialmente aumentando a lesao
em uma patologia como a epilepsia, em que a inflamagao possui um papel central.
Contudo, os estudos sobre pré-condicionamento com LPS demonstram que a
interacdo com essa molécula é mais complexa e, sob certos protocolos
experimentais, conduz a wuma resposta protetiva: nos protocolos de
pré-condicionamento, a inflamag¢ao pode (HOSSEINZADEH et al, 2019; AMINI et al,
2018; AUVIN et al, 2011) ou ndo (DMOWSKA et al, 2010; SAYYAH et al, 2003)
diminuir a intensidade das crises, sua frequéncia ou duragdo, porém alivia outras
comorbidades, como a neurogénese aberrante (MATSUDA et al, 2015),
neurodegeneracado (TURNER et al, 2017) e déficit de memaria (LIN et al, 2009).
Estes resultados por vezes conflitantes sugerem que meramente verificar a
ocorréncia ou auséncia de inflamacao nao é suficiente para predizer o resultado do
pré (ou pos) condicionamento. O perfil de ativagdo da glia, de secregao de citocinas

e fatores de crescimento ou inibitorios secretados sdo importantes para a resolugao.
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Um mecanismo para esta diferenciagdo de respostas inflamatoérias esta contido
dentro da cascata do TLR4: as vias MyD88-dependente e independente, que
culminam em respostas pro-inflamatoérias ou pro-resolutivas (AMINI et al, 2018;
LAROCHELLE et al, 2015; FITZGERALD et al, 2003). Uma diferenciacdo entre
respostas deletérias e benéficas também foi feita por Liddelow e colaboradores
(2017) no estudo de perfis de ativacdo de astrocitos, que, em culturas celulares,
auxiliam ou prejudicam a proliferagao celular de acordo com as citocinas e outras
moléculas responsaveis por sua ativagao. Portanto, o presente estudo e outras
investigacbes sobre os efeitos de pré e pos-condicionamento na epilepsia seriam
grandemente beneficiados por uma analise diferencial dos produtos secretados pela

glia e seu perfil de ativagao.
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Conclusao

O presente estudo demonstrou que o pds-condicionamento com LPS 72 h é capaz
de preservar certos aspectos neuroldgicos a despeito da neurodegeneragédo e
inflamagédo ocasionados pela injecdo de KA. Verificamos a ocorréncia de crises
epilépticas recorrentes tanto em animais controle quanto nos tratados com LPS,
porém mais curtas nos animais tratados com LPS. Ja nos testes comportamentais e
nas marcagdes por imunofluorescéncia, os animais tratados com LPS mostraram-se
diferentes daqueles que receberam somente o KA, aproximando-se frequentemente
do grupo salina.

Isto demonstra que alguns dos beneficios encontrados no pré-condicionamento sao
também verificados no pds-condicionamento, e possivelmente tem suas raizes no
processo inflamatoério que inicia com o insulto com acido cainico, estende-se pelo
periodo latente e permanece mesmo depois da ocorréncia das SRS. Nossos
resultados apontam para um mecanismo protetor do processo inflamatdrio
desencadeado.

A importancia da inflamacdo no desenvolvimento da epilepsia € amplamente
reconhecida na literatura cientifica, mas suas nuances ainda n&o foram elucidadas.
Usar o proprio processo inflamatério como uma forma de tratamento para evitar o
desenvolvimento da patologia ao invés de meramente combaté-lo seria uma grande
quebra de paradigma, e o pds-condicionamento esta mais proximo de ser factivel do
que o pré-condicionamento.

Mesmo assim, este trabalho n&o propde o pds-condicionamento com LPS como
uma terapia para impedir a epileptogénese. Se o0 conhecimento cientifico
futuramente apontar para esta diregcao, € provavel que o alvo do tratamento seja um
ponto especifico na intrincada cadeia de reagdes e interacdes da resposta imune,
nao um alvo tao inespecifico e com resultados tdo amplos quanto os receptores
TLR4 e seus ligantes.

Contudo, o que nossos resultados de fato propdem é que intervir no processo de
epileptogénese € possivel e promissor como uma maneira de diminuir a severidade

da epilepsia ou, eventualmente, impedir completamente seu desenvolvimento ao
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intervir em momentos especificos da epileptogénese. Os modelos animais ja
propiciaram inumeros avangos na compreensao e tratamento das sindromes
epilépticas e novos tratamentos, farmacoldgicos ou ndo, pouco a pouco diminuem o
numero de casos ditos “intrataveis”. Se este trabalho contribuir para que menos
pessoas precisem conviver com crises epilépticas, teremos sido muito

bem-sucedidos.
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