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RESUMO

A epilepsia € um disturbio neuroldgico caracterizado por uma predisposicdo persistente do
encéfalo de gerar e agravar crises convulsivas afetando cerca de 1% da populacdo mundial.
Dentre os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no processo convulsivo, a neuroinflamacgéo
e 0 estresse oxidativo representam alvos farmacolGgicos para novas estratégias terapéuticas
com efeitos modificadores da doenca de relevancia clinica. Atualmente, o polissacarideo
sulfatado de algas pardas (fucoidana), tem demonstrado diversas atividades biologicas, como
antioxidante e antiinflamétoria. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar o
efeito antiinflamatdrio e neuroprotetor do polissacarideo fucoidana sozinho ou associado ao
acido valproico no modelo de convulsédo induzida por pilocarpina em camundongos. Os animais
(camundongos), Swiss, adultos, machos, (25-30g) receberam injecdes de fucoidana (FUCO 7,5,
15 e 30 mg/kg, i.p.), &cido valproico (AVP 100 e 400 mg/kg, i.p.), acido valpréico + fucoidana
(AVP100+FUCQO?7,5) ou solucdo salina - NaCl 0,9%, i.p. durante quatorze dias. Apds 30
minutos da tltima injecéo das drogas em estudo ou veiculo, foi administrada metilescopolamina
1 mg/kg, i.p e, 30 minutos apds, pilocarpina na dose de 400 mg/kg, i.p., em seguida, 0s animais
foram submetidos aos testes comportamentais e sacrificados, sendo a area cerebral (hipocampo)
dissecada para 0s ensaios neuroquimicas de determinacdo das concentragfes de citocinas
inflamatorias (TNF-a e IL-1B) e determinacdo das alteracdes na expressdo génica (por gPCR)
relacionada a neuroinflamacéo e fatores neurotroficos. O pré- tratamento com FUCO durante
14 dias aumentou a laténcia de morte dos animais, porém houve aumento da laténcia de
convulsdo apenas nas doses de 15 e 30 mg/kg. Na dose de AVP400 houve aumento tanto na
laténcia de morte quanto na convulsdo, porém néo foi observado nenhum efeito significativo
com o AVP na dose de 100 mg/kg. Entretanto, a associacdo FUCO+AVP reduziu a laténcia de
convulsdo em 62% e a laténcia de morte em 100% quando comparadas ao grupo PILO. A
pilocarpina aumentou a concentragdo de IL-1p e TNFa no hipocampo dos animais e esse efeito
foi prevenido com o pre-tratamento com fucoidana em todas as doses, para o IL-1p e apenas
nas menores doses para o TNFa. A associagdo da FUCO+AVP promoveu diminuigdo em cerca
de 69% e 55% na concentragéo de IL-1p e TNFa, respectivamente. A pilocarpina aumentou a
expressdao do RNAm para BDNF, IL-1B ¢ TNFa. Nossos resultados sugerem que a fucoidana
parece ser uma alternativa para o tratamento da epilepsia quando associado ao acido valpraico,

pois promove neuroprotecdo permitindo a reducdo da dose do AVP, mantendo os efeitos.

Palavras-chave: Convulsdo. Fucoidana. Anti-inflamatério. Neuroproteg&o.



ABSTRACT

Epilepsy is a neurological disorder characterized by a persistent predisposition of the brain to
generate and aggravate seizures affecting around 1% of the world population. Among the
pathophysiological mechanisms involved in the convulsive process, neuroinflammation and
oxidative stress represent pharmacological targets for new therapeutic strategies with disease-
modifying effects of clinical relevance. Currently, the sulfated polysaccharide of brown algae
(fucoidan), has demonstrated several biological activities, such as antioxidant and anti-
inflammatory. Thus, this study aims to evaluate the anti-inflammatory and neuroprotective
effect of fucoidan polysaccharide alone or associated with valproic acid in the pilocarpine
induced seizure model in mice. The animals (adult male Swiss mice, 25- 30g) were treated with
fucoidan (FUCO 7.5, 15 and 30 mg/kg, i.p.), valproic acid (VPA 100 and 400 mg/kg, i.p.),
valproic acid + fucoidan (VPA100 + FUCQO?7.5) or saline (i.p.) for fourteen days. After 30
minutes of the last injection of the drugs or vehicle, methylscopolamine was administered 1
mg/kg, i.p. and, 30 minutes later, pilocarpine at a dose of 400 mg/kg, i.p. Animals were then
submitted to behavioral tests and sacrificed, and the brain area (hippocampus) was dissected
for neurochemical tests to determine concentrations of BDNF, inflammatory cytokines (TNF-
a and IL-lbeta) and to assess alterations in gene expression (by PCR) related to
neuroinflammation and neurotrophic factors. Pre-treatment with FUCO for 14 days increased
the animals death latency, but there was an increase in seizure latency only at doses of 15 and
30 mg/ kg. In the AVP400 dose there was an increase in both death latency and seizure, but no
significant effect was observed with AVP at a dose of 100 mg / kg. However, the association
FUCO+AVP reduced the seizure latency by 62% and the death latency by 100% when
compared to the PILO group. Pilocarpine increased the concentration of IL-1p and TNFa. in the
animals hippocampus and this effect was prevented with the pre-treatment with fucoidan in all
doses, for IL-1p and only in the lower doses at TNFa. The association of FUCO+AVP promoted
a decrease of about 69% and 55% in the concentration of IL-18 and TNFa, respectively.
Pilocarpine increased mRNA expression to BDNF, IL-18 and TNFa. Our results suggest that
fucoidan seems to be an alternative for the treatment of epilepsy when associated with valproic
acid because it promotes neuroprotection allowing the reduction of the AVP dose while

maintaining the effects.

Keywords: Convulsion. Fucoidan. Anti-inflammatory. Neuroprotection.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia é considerada uma das condi¢des cerebrais mais comuns, afetando mais de
70 milhdes de pessoas em todo 0 mundo. E caracterizada por uma predisposicao duradoura para
gerar ataques epilépticos espontaneos e tem inUmeras consequéncias neurobioldgicas,
cognitivas e psicossociais (THIJS et al., 2019). O paciente tem suas atividades diérias bastante
limitadas, dificuldades para conseguir trabalho, e, muitas vezes, dependente da familia e de
amigos para cuidados, além da baixa autoestima e 0 medo de julgamentos da sociedade em
geral (JAFARPOUR et al., 2018)

Estima-se que a populacdo geral com epilepsia ativa (convulsbes continuas ou com a
necessidade de tratamento) possui uma propor¢do entre 4 e 10 por 1000 pessoas, podendo
atingir valores entre 7 e 14 por mil pessoas em paises de baixa e média renda, compreendendo
cerca de 80% das pessoas com epilepsia. No Brasil, estima-se que a epilepsia atinja de 2% a
4% da populagéo, acometendo pessoas em diferentes idades e classes sociais (WHO, 2019).

Um grande nimero de doencas ou lesdes cerebrais pode causar epilepsia, e as mais
frequentes sdo: anomalia cerebral durante o desenvolvimento, traumatismo craniano,
hemorragias, andxia durante o parto, tumores, infeccdo cerebral, crises prolongadas e crises
febris (GAO et al, 2017).

Existem mais de 25 diferentes drogas antiepilépticas (DAE’s) utilizados na pratica
clinica no tratamento de pacientes com epilepsia. No entanto, apenas aproximadamente metade
dos pacientes com epilepsia recentemente diagnosticada sdo tratadas com sucesso com o
primeiro DAE prescrito e cerca de um terco dos pacientes com epilepsia sofre de crises
intrataveis (CHEN et al., 2018).

Pesquisadores buscam descobrir drogas que sejam capazes de diminuir as frequéncias e
propagacdo das manifestacGes epilépticas. Muitas drogas ja foram descobertas com essa
finalidade, mas 30% dos pacientes ndo apresentam boa resposta ou apresentam efeito adverso
severo as drogas disponiveis (VAZQUEZ et al., 2014).

Por exemplo, o acido valpréico (AVP) é uma droga antiepiléptica de primeira geragéo,
de grande espectro e amplamente utilizado, mas que possui diversos efeitos colaterais
relacionados a dose e ao tempo de tratamento (VAZQUEZ et al., 2014). Assim, o estudo de
drogas com potencial anticonvulsivante e que possua baixa toxicidade e efeito neuroprotetor
que possa ser utilizada como adjuvante, associado ao anticonvulsivante convencional em dose
mais baixa com manutencdo do efeito terapéutico, pode contribuir de maneira satisfatoria para

o tratamento da epilepsia.
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Nos ultimos anos, a investigacdo de diversos metabdlitos (polissacarideos, lectinas,
lipideos, carotenoides, peptideos, aminoéacidos e outras moléculas) oriundos de macroalgas
marinhas tem despertado elevado interesse, visto serem estes organismos detentores de amplo
potencial para a bioprospeccéao de novas substancias biologicamente ativas como biopolimeros
e compostos essenciais para a nutricdo humana (CHOLLET et al., 2016).

Contudo, uma das caracteristicas promissoras para a utilizacdo biotecnolégica das algas
marinhas, alem de seus pigmentos e morfologia, diz respeito a grande quantidade e diversidade
estrutural de seus polissacarideos. Dentre eles, o polissacarideo fucoidana tem se tornado um
excelente candidato a medicamentos para aplicagdes farmacéuticas (BARBOSA et al., 2019).

O interesse da comunidade cientifica pelo polissacarideo fucoidana e suas fracdes de
baixo peso molecular (abaixo de 30 kDa) é impulsionada pelas suas vantagens de baixa
toxicidade, biodisponibilidade oral (HSU; HWANG, 2019) e principalmente por seus
beneficios a saude, sendo relatadas amplas atividades bioldgicas, como efeitos anticancer,
antioxidante, anticoagulante, anti-inflamatorio e imunomodulador (CHOLLET et al., 2016).

No que tange as atividades biologicas desse polissacarideo, foi verificado que a
fucoidana exerce um efeito bifuncional, atuando como promotor e inibidor de reacdes
bioldgicas, incluindo aquelas ligadas a processos inflamatérios (CHEN et al. 2018;
USTYUZHANINA et al. 2014). Wen e colaboradores (2016) utilizando uma linhagem de
macrofagos de camundongos (RAW 264.7) ativada com lipopolissacarideo, verificaram uma
inibicdo significativa da secre¢do de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6, TNFa), bem
como uma diminuicdo da expressdo do mRNA da IL-1B, iNOS e ciclooxigenase 2 (COX-2)
apos a adicdo do polissacarideo.

Recentemente, o estudo de Takahashi et al. (2018) revelou que os niveis de varias
citocinas pro-inflamatorias, como IL-1p, IL-6 e TNFa, foram significativamente reduzidos apds
um curto periodo de administracdo de fucoidana em pacientes com cancer. Curiosamente, uma
analise de subgrupo mostrou que a capacidade de resposta da IL-1p estava significativamente
correlacionada com a taxa de sobrevida global dos pacientes com cancer.

Contudo, dentre as diversas atividades biolégicas do polissacarideo fucoidana, destaca-
se em nosso grupo de pesquisa uma possivel neuroprotecdo da fucoidana no modelo de
convulsdo induzido por pilocarpina, devido a reducdo do estresse oxidativo observado no
trabalho de Aradjo (2016) com sua associagdo a uma subdose do AVP. Além disso, a epilepsia
tem sido alvo de estudo devido sua importancia clinica justificada pela alta incidéncia,

gravidade e, principalmente, refratariedade ao tratamento medicamentoso.
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Portanto, a partir de estudos sobre as atividades bioldgicas da fucoidana, hipotetizamos
que esse polissacarideo em associagdo com a terapéutica convencional, poderia aliviar
condicdes inflamatorias, exercer acdo neuroprotetora, e apresentar efeitos benéficos no
tratamento das convulsdes, possibilitando a melhora da qualidade de vida de pacientes com
epilepsia. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito anti-inflamatério
e neuroprotetor do polissacarideo fucoidana sozinho ou associado ao &cido valpréico no modelo

de convulsdo induzida por pilocarpina em camundongos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epilepsia

A epilepsia € uma doenga cronica do encéfalo caracterizada por descargas elétricas
stbitas, anormais e desordenadas dos neurdnios que causam convulsfes ou crise epiléptica
(FISHER; BONNER, 2018). A palavra “epilepsia” provém do grego e significa ser tomado,
apreendido ou atacado. As crises podem surgir a qualquer momento ao longo da vida, podendo
ocorrer esporddica ou frequentemente, porém, a incidéncia de epilepsia apresenta uma
distribuicdo bimodal com aumento do risco de desenvolvimento em criangas e idosos
(KOUTROUMANIDIS et al., 2017; THIJS et al., 2019).

A crise convulsiva é a manifestacdo clinica mais conhecida e é identificada como
"ataque epiléptico”. Nesse tipo de crise a pessoa pode cair ao chdo, apresentar contracdes
musculares em todo o corpo, mordedura da lingua, salivacdo intensa, respiracao ofegante e, as
vezes, até urinar (BRASIL, 2018). E uma condic&o que pode ter consequéncias em longo prazo,
incluindo morte ou lesdo neuronal e alteracdo de redes neuronais, dependendo do tipo e duracao
das crises. Pode ser classificada de acordo com sua semiologia (presenca ou auséncia de sinais,
sintomas motores proeminentes e do grau de comprometimento da consciéncia), etiologia,
registro do eletroencefalograma e idade do paciente (GOMES et al., 2018).

Dentre as propostas de classificacdo das crises epilépticas, aquela que foi considerada,
até o ano de 2017, como a proposta oficial da Liga Internacional Contra Epilepsia (ILAE), foi
a Classificacdo das Crises Epilépticas formulada em 1981 (DREIFUSS et al., 1981), baseada
nas manifestacdes clinicas e nos achados do eletroencefalograma (EEG).

Depois de 35 anos da classificacdo de 1981, a ILAE aprovou um novo sistema de
classificacdo de crises epilépticas (FISHER et al., 2017). Uma das principais mudancas foi que
a crise epiléptica anteriormente conhecida como “parcial simples” passou a ser designada como
crise epiléptica “focal perceptiva” e a “parcial complexa” ¢ chamada de crise epiléptica “focal
disperceptiva”. Oficialmente, a Liga Brasileira de Epilepsia (LBE) revisou a forma de traduzir
o0s termos da classificacdo de 2017 e utilizou os termos perceptiva e disperceptiva, mesmo
assumindo sua inexisténcia no Portugués. Assumiram estes neologismos ao traduzirem 0s
mesmos termos “perceptive and disperceptive” do Inglés (YACUBIAN et al., 2017-a e 2017-
b).

Conforme Ferruzzi (2018), as mudancas que se destacaram nessa nova classificacdo

foram enumeradas em sete destaques, em sua publicacdo, como sendo: 1)‘Percepcao’ foi usada
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como classificador das crises focais; 2) Os termos ‘discognitivo’, ‘parcial simples’, ‘parcial
complexa’, ‘psiquica’ e ‘secundariamente generalizadas’ foram eliminados; 3) Novos tipos de
crises focais incluem automatismos, parada comportamental, hipercinéticas, autonémicas,
cognitivas e emocionais; 4) Crises atonicas, clonicas, espasmos epilépticos, miocldnicas e
tonicas podem ser tanto de inicio focal quanto generalizado; 5) O termo ‘crises focais evoluindo
para tdnico-clonica bilateral” substitui ‘crise secundariamente generalizada’; 6)Novos tipos de
crise generalizada séo: auséncia com mioclonias palpebrais, auséncia mioclénica, mioclono-
atdnica, mioclono-tonico-clénica; e 7) Crises de inicio desconhecido podem ter caracteristicas
que ainda assim permitem ser classificadas.

Segundo os autores, a nova classificacdo ndo representa uma mudanca drastica na
anterior, mas promove maior flexibilidade e transparéncia na nomeacdo dos tipos de crises
(FISHER et al., 2017).

Além das mudangas na classificacdo de crises epilépticas, a ILAE de 2017 fez
atualizacdes na classificacéo das epilepsias de modo a refletir o atual conhecimento da epilepsia
e seus mecanismos, subdividindo em seis causas etioldgicas: estrutural, genética, infecciosa,
metabolica e imunoldgica, bem como um grupo de etiologia desconhecida. Ressalta-se,
portanto, que uma pessoa pode ser classificada em mais de uma categoria etioldgica
(SCHEFFER, 2017). A tabela 1 resume a nova classificagao da etiologia da epilepsia da ILAE.

Tabela 1 — Classificacao da epilepsia segundo a sua etiologia.

Tipo de Epilepsia Causas

Estrutural Lesdo estrutural no cérebro que tem um risco significativamente elevado de
gerar a epilepsia. Podem ser adquiridas como no caso de acidente vascular
cerebral, traumatismo e infecdo; ou genéeticas como em muitas malformacoes
do desenvolvimento cortical. Apesar de haver uma base genética para estas
malformacdes, é o fator estrutural que determina a existéncia da epilepsia.
Portanto, o substrato de uma lesdo estrutural pode ter origem genética,
adquirida ou ambas.

Genetica Aplica-se quando a epilepsia é o resultado direto de uma maturacdo genética
conhecida ou presumida. Uma etiologia genética refere-se a mutacOes de
ganho ou perda de funcdo causadoras da epilepsia naquele individuo sendo
herdada ou ndo.

Infecciosa Surge ap6s uma infeccdo, como € o caso da encefalite vital que é causadora
de crises apds a fase aguda da infeccdo. Assim, refere-se a um individuo com
epilepsia e ndo a um individuo que tem crises sintomaticas agudas na fase
aguda de uma infeccao.
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Metabdlica Refere-se ao resultado direto de um disturbio conhecido ou presumido, em
que as crises sdo o sintoma principal. As causas metabdlicas referem-se a
defeitos metabdlicos bem definidos com manifestcdo clinicas ou alteracoes
bioquimicas por todo o corpo como sdo a porfiria, a uremia, as
aminoacidopatias ou as crises piridoxino-dependentes. Em muitos casos, 0S
disturbios metabdlicos terdo um defeito genético. € provavel que a maioria das
epilepsias metabolicas venha a ter uma base genética, mas algumas poderao
ser adquiridas, tais como a deficiéncia de folato cerebral.

Imunolégiaca  Quando existe evidéncia de inflamacdo do sistema nervoso central
imunologicamente mediada. Exemplos incluem as encefalites antireceptor
NMDA (N-metilD-aspartato) e anti-LGI155. Resulta diretamente de uma
perturbacao imunoldgica em que as crises séo o sintoma principal.

Causa Ha muitos individuos com epilepsia cuja causa permanece desconhecida.
Desconhecida  Nesta categoria ndo é possivel fazer um diagndstico especifico, para além da
semiologia eletroclinica basica. A determinacdo da etiologia depende da

extensdo da avaliagdo possivel em cada individuo. Isto difere nos varios niveis

de cuidados de saude e em diferentes paises, como em paises pobres em

recursos.
Fonte: SCHEFFER, 2017.

2.2 Drogas Antiepilépticas

A epilepsia causa um grande impacto negativo na vida dos pacientes e daqueles ao seu
redor, afetando tanto o bem-estar fisico quanto o psicoldgico. Estudos apontam que
comorbidades como depressao, ansiedade, psicose e dificuldades de memdria e linguagem sédo
comuns em pacientes com epilepsia, sendo ainda mais comuns em portadores de epilepsia
refrataria. H& também uma ocorréncia aumentada de distlrbios comportamentais entre os
pacientes com epilepsia, principalmente entre aqueles que apresentam fatores de risco como
dano cerebral, uso de drogas, influéncia ambiental negativa e baixa capacidade cognitiva
(CONITEC, 2019).

Portanto, o tratamento da epilepsia tem por objetivo propiciar uma melhor qualidade de
vida para o paciente, pelo alcance do controle das crises, com um minimo de efeitos adversos
e a principal forma de terapia adotada é o tratamento farmacoldgico com as Drogas
Antiepilépticas, conhecidas como DAE (YACUBIAN, 2017).

Uma droga antiepiléptica pode ser definida como uma substancia que quando
administrada por um determinado periodo, pode diminuir a incidéncia ou severidade das crises
epilépticas que acometem pacientes portadores de sindrome epilépticas. A primeira droga

utilizada como antiepiléptica eficaz foi o sal de brometo de potassio, introduzido por Locock
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(1857). Baseado numa premissa totalmente errada de que os pacientes com epilepsia tinham
hipersexualidade, o autor usou esse sal e relatou resposta positiva em 14 de 15 mulheres com
epilepsia catamenial (GUERREIRO, 2006). Desde entdo, inimeros medicamentos foram
introduzidos na pratica clinica para o tratamento dos mais diversos tipos de epilepsia, uma
doenga cronica comum que atinge homens e mulheres em todas as faixas.

O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) do Ministério da Saude (MS)
ressalta que a selecdo do farmaco deve levar em consideracdo a eficacia clinica na prevencéo
de crises do tipo especifico de epilepsia, efeitos adversos, tolerabilidade individual para alguns
grupos de pacientes (criangas, mulheres em idade reprodutiva, gestantes e idosos) e facilidade
de administracdo (CONITEC, 2019).

Existem varias drogas antiepilépticas disponiveis para o tratamento da epilepsia, os de
12 (ditos tradicionais), 22 (ditos recentes) e 3? (ditos novos) linhas tém eficacia equivalente,
porém o perfil de efeitos adversos e de interagdes medicamentosas costuma ser mais favoravel
aos farmacos antiepilépticos mais recentes. Por outro lado, por serem recentes, ndo se conhecem
0s eventuais efeitos adversos do uso destes farmacos por 20 a 30 anos. (CONITEC, 2019).

Entre as drogas antiepilépticas, destaca-se o acido valprdico (AVP), um dos mais
utilizados, com eficacia estabelecida para multiplos tipos de crises. Ap6s mais de um século da
sua descoberta, ainda representa uma das DAE’s mais eficazes. Os efeitos pré e pds-sinapticos
do AVP dependem de uma ampla gama de agdes, incluindo a regulacédo de correntes iénicas e
a facilitacdo da transmissdo GABAGérgica e inibicdo glutamatérgica. Como resultado, o AVP
modula indiretamente a liberacdo dos neurotransmissores e aumentando o limiar para a
atividade convulsiva. Além, disso, foi relatado que o AVP exerce efeitos anti-epileptogénicos
com modulacdo da neurogénese. Os mecanismos epigenéticos, incluindo as deacetilases
histénicas (HDACs) e a modulacdo do Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) e Fator
Neurotrofico derivado da Glia (GDNF) sdo fundamentais para um possivel efeito neuroprotetor.
(ROMOLI et al., 2019).

Embora o AVP seja geralmente bem tolerado e tenha um perfil de tolerabilidade
favoravel, o seu uso pode ser limitado pela reducéo da eficacia ou pelo aparecimento de reacGes
adversas, que incluem hepatotoxicidade, disturbios gastrointestinais, neuroldgicos,
hematoldgicos, reacdes cutaneas, teratogenicidade e alteracdes metabolicas. Em sua maioria
relacionadas a dose e ao tempo de uso (TOMSON; BATTINO; PERUCCA, 2016).

Além dos efeitos adversos, que estdo presentes e sdo fatores limitantes da terapéutica
com drogas antiepilépticas, a possibilidade de interacGes medicamentosas em casos de

politerapia é problema que deve ser considerado e constitui um grande desafio no manejo dos
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pacientes epilépticos. Outro problema relacionado ao tratamento farmacolégico da epilepsia
sd80 0s casos resistentes as drogas antiepilépticas, que correspondem a cerca de 30% dos
pacientes (THIJS et al., 2019).

A utilizacdo de DAEs oferece o tratamento apenas sintomatico da epilepsia,
promovendo a reducdo da frequéncia das crises epilépticas recorrentes. A elevada refratariedade
encontrada na farmacoterapia, restringe as alternativas terapéuticas. O tratamento cirurgico
empregado nos casos refratarios a farmacoterapia é limitado devido a localizacdo das areas de
epileptogénese e do risco de perda de funcdes cerebrais. As restricdes metodologicas presentes
no tratamento da epilepsia revelam a necessidade da busca por novas alternativas terapéuticas
(YACUBIAN, 2017; THILS et al., 2019).

Para estudar as convulsdes e a epilepsia, sdo comumente utilizados modelos
experimentais animais, dentre eles o modelo de convulséo induzido por pilocarpina, um potente
agonista muscarinico, que é comumente usado para investigar propriedades de potenciais
drogas antiepilépticas e os mecanismos da epileptogénese. A administracdo intraperitoneal
aguda de PILO 400 mg / kg induz mudancas comportamentais, como automatismos olfativos e
gustativos e convulsdes limbicas motoras. As primeiras alteracdes eletrograficas observadas
sdo restritas ao hipocampo e depois a atividade epileptiforme se propaga para outras estruturas
limbicas, como amigdala e, finalmente, para o cortex. Portanto, considera-se que em modelo de
convulsdo aguda o hipocampo seria a area cerebral principal (CARVALHO et al., 2019).

Entender a fisiopatologia da epilepsia é fundamental para a descoberta de novos agentes
terapéuticos que possam prevenir ou reverter 0s mecanismos lesivos e melhorar o tratamento
dos pacientes. A epileptogénese tem sido intensamente investigada, resultando na identificagéo
de varias modificagdes moleculares e celulares que ocorrem no cérebro ap6s lesGes cerebrais
agudas em modelos animais de epilepsia adquirida. Um dos mecanismos mais comumente
implicados é a neuroinflamacdo (TERRONE et al., 2019).

2.3 Epilepsia e a Inflamagéo

A inflamacdo ocorre como uma resposta imunolégica ao dano celular induzido por
estimulo nocivo (agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos). Trata-se de um processo adaptativo
essencial para o reparo e manutencdo de estruturas teciduais (LUGRIN et al., 2014). Na fase
aguda da inflamacdo, proteinas do plasma e leucécitos saem rapidamente dos vasos sanguineos
para os sitios de lesdo dando inicio a uma série de acontecimentos bioguimicos e celulares,

envolvendo o sistema imunoldgico, vascular e células locais (DEY et al., 2016).
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Como um componente crucial da imunidade inata, a inflamacgdo aguda funciona como
uma tentativa de diminuir os estimulos prejudiciais e dar inicio ao processo de cicatrizacao.
Contudo, trata-se de um processo que pode evoluir para um quadro crénico e a ativacao de
modo exagerado ou inadequado do processo inflamatdrio pode provocar alteracfes expressivas
nas funcbes dos tecidos, comprometendo gravemente o equilibrio (LUGRIN et al., 2014).

No Sistema Nervoso Central (SNC), essa atividade imuno-inflamatdria esta também
relacionada com os mecanismos fisiopatoldgicos de doencas neurodegenerativas, abrangendo
também a epilepsia. Os mediadores inflamatorios exercem funcdes importantes incluindo desde
perturbacgdes na integridade da barreira hematoencefélica, até ativacdo da via de sinalizacdo das
cicloxigenases (COX) e prostaglandinas, além da liberagdo de citocinas prd e anti-inflamatorias
(HO et al., 2015).

Crescentes evidéncias sugerem que o processo inflamatério envolvido na fisiopatologia
da epilepsia pode desempenhar um papel importante na ictogénese (mecanismos de geracédo das
crises em pacientes com epilepsia) e na epileptogénese (processo envolvido no
desenvolvimento da epilepsia secundaria a uma lesdo cerebral). Essa contribuicdo deletéria da
inflamacéo tem sido bem estabelecida para uma variedade de distarbios neurolégicos, como na
Doenga de Alzheimer (GAO et al., 2017).

Modelos animais de epileptogénese, em particular ratos ou camundongos, utilizando
estimulagdo elétrica ou por quimioconvulsivantes, apresentaram uma resposta
neuroinflamatdéria comum em areas do cérebro afetadas pela lesdo primaria. Esta resposta de
inicio rapido (em minutos) envolve a liberacdo de moléculas inflamatérias geradas por células
gliais ativadas, neurdnios e componentes celulares da barreira hematoenceféalica, como
pericitos, glia e células endoteliais (CHENG et al., 2018; VAN VLIET et al., 2018; KLEMENT
etal., 2019).

Entre a vasta gama de mediadores inflamatdrios que contribuem para a complexidade
da neuroinflamacdo, atencdo especial tem sido dedicada as citocinas como a Interleucina (IL)-
1B, o Fator de Necrose Tumoral (TNF), o Fator de Crescimento Transformador (TGF)-B, a
cascata prostandide envolvendo a monoacilglicerol lipase (MAGL) e a cascata da
ciclooxigenase (COX)-2 com geracdo de prostaglandina E2. Esses sinais moleculares sé&o
gerados principalmente em células gliais e neurdnios, e persistem apos o evento convulsivo
(TERRONE et al, 2018 ; TERRONE et al., 2019, VAN VLIET et al., 2018, GAO et al., 2017,
HO et al., 2015).

Os efeitos terapéuticos obtidos pela interferéncia da neuroinflamagdo na epilepsia

experimental reduzem significativamente a geracao e recorréncia de convulsdes. As evidéncias
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moleculares e farmacoldgicas emergentes apoiam que 0s mecanismos de resolugdo da
neuroinflamacdo mediada por moléculas antiinflamatorias sdo benéficas na epilepsia, 0 que
provavelmente contribui para reduzir as consequéncias de uma neuroinflamacdo demasiado
extensa ou persistente (TERRONE et al., 2019).

2.4 Epilepsia e Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF)

O fator Neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), o fator de crescimento de nervo
(NGF), neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4 (NT-4) pertencem a familia das neurotrofinas,
peptideos que regulam o crescimento e a sobrevivéncia dos neurbnios, que Sdo expressas
significativamente na formacdo hipocampal, e estdo envolvidas em processos relacionados a
aprendizagem e memoria (BOHLEN, 2018).

O BDNF é a neurotrofina mais abundante e se liga especificamente ao receptor de
tropomiosina quinase B (TrkB). O BDNF pode ser considerado um mediador molecular na
funcdo e estrutura da plasticidade sinaptica, desempenhando um papel fundamental na
formacédo e consolidacdo da memdria. Assim, alteracdes no transporte ou producdo do BDNF
pode resultar em sintomas clinicos de deterioragdo da memoria e disfungdo cognitiva
(WURZELMANN; ROMEIKA; SUN, 2017).

Durante condicdes fisiolégicas normais, a secrecdo de BDNF é atribuida aos neurdnios,
enquanto os astrocitos estdo relacionados a seu armazenamento e secrecdo. Segundo
Wurzelmann e colaboradores (2017), o BDNF pode ser um alvo terapéutico potencial em
disturbios cerebrais devido a seu papel fundamental na génese neuronal, diferenciacdo e
sobrevivéncia; viabilidade sinéptica e plasticidade; aprimoramento na transmissao sinaptica e
potencializacdo a longo prazo.

Vaérios estudos recentes descreveram o papel marcante do BDNF na excitabilidade
neuronal na epileptogénese em modelos animais e pacientes com epilepsia. Primeiro, apds uma
convulsdo induzida, as proteinas BDNF e TrkB enddgenas parecem estar positivamente
reguladas nas areas cerebrais que sdo conhecidas por representar o substrato anatdmico da
epilepsia (hipocampo e cortex entorrinal). Além disso, niveis aumentados de proteina BDNF e
TrkB nas culturas de hipocampo também sdo observadas em modelos de hiperexcitabilidade
neuronal pos-traumatica, apontando assim o importante papel da sinalizacdo de BDNF / TrkB
na hiperexcitabilidade e plasticidade pds-traumatica (IUGHETT], 2018).

E importante ressaltar que a supraregulacio dos mRNA do BDNF no hipocampo

induzida por convulsdes ou talvez por outros estimulos, como traumatismos cerebrais ou
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hipoxia, leva ao aumento da producdo de BDNF pelas células granulares do giro denteado,
aumento do transporte e da liberacdo de BDNF pelos axdnios do feixe medial (MF) do
prosencéfalo, resultando na ativacdo dos receptores TrkB em regies do stratum lucidum de
CA3 e hilo. Isto sugere que o reforco do input excitatério do MF em células piramidais CA3
pode ser um mecanismo primario pelo qual BDNF promove a epileptogénese. Em convulsdes
agudas, o BDNF provavelmente participa dos mecanismos lesivos devido as suas rapidas acoes
modulando as sinapses excitatorias e inibitérias. (IUGHETTI, 2018).

Devido aos possiveis efeitos "pré-convulsivantes” do BDNF, o0s mecanismos
moleculares que regulam a sintese do BDNF e a sinalizacdo TrkB podem ser potenciais alvos
para o desenvolvimento de drogas anticonvulsivantes e anti-epileptogénicas (LIN et al., 2019).

2.5 Polissacarideo extraido de algas pardas

As algas marinhas sdo os principais produtores de todos 0s ecossistemas aquéticos e
servem como fontes importantes de substancias naturais bioativas. Existem cerca de 9000
espécies de macroalgas e sdo classificadas de acordo com seus pigmentos: Phaeophyta (algas
marrons), Rhodophyta (algas vermelhas) e Chlorophyta (algas verdes). As macroalgas sdo uma
rica fonte de polissacarideos, minerais, vitaminas e substdncias bioativas usadas no
desenvolvimento de novos agentes farmacéuticos. Um dos polissacarideos mais estudados das
algas marinhas pardas é a fucoidana (BARBOSA, 2016).

A fucoidana foi isolada e descoberta pela primeira vez em 1913 pelo Dr. Kylin, da
Universidade de Uppsala, Suécia, a partir de algas pardas: Ascophyllum nodosum, Fucus
vesiculosus, Laminaria digitata e Laminaria saccharina (KYLIN, 1913). Estruturalmente, a
fucoidana possui uma composi¢do quimica simples e € uma molécula do tipo heparina com um
a-1,3 backbone ou uma unidade de repeti¢cdo que consiste em dissacarideos que contém uma
fucose ligada a 1,3 e uma fucose ligada a 1,4 com ramos ligados nas posi¢does C2, como
mostrado na Figura 1.



Figura 1 — Estrutura da Fucoidana
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Em geral, a fucoidana contém uma porcentagem substancial de I-fucose polimerizada

com grupos éster sulfatados e uma pequena proporcao de d-galactose, d-glicose, d-manose, d-

xilose e residuos de acido glucurénico (CHOLLET et al, 2016), além de proteinas, célcio, cobre,

magnésio, manganés, potassio, selénio, sodio, zinco e outros minerais. Num amplo sentido

quimico, fucoidana refere-se a polissacarideos compostos principalmente de fucose sulfatada
(HSU; HWANG, 2019).

A fucoidana € um polissacarideos marinhos econdmico abundante que exibe um amplo

espectro de atividades bioldgicas com potenciais aplicacdes clinicas. Por mais de meio século,

extensas obras foram publicados sobre as atividades dessas moléculas (CHOLLET et al., 2016)

algumas das avaliacdes mais recentes estdo listadas na Tabela 2.

Tabela 2. Propriedades biolégicas da fucoidana e alvos identificados.

Propriedades

R Alvos ldentificados Referéncia
BiolG6gicas
Anticoagulante / Antitrombina, cofator Il da heparina ZHAO et al., 2016
antitrombina ZAPOROZHETS; BESEDNOVA,
2016

Anti-
complemento

Anti-viral

Anti-inflamatério

C4, C4b, 2a, C3e C3b, Bb

CD4

P-selectina e L-selectina

TISSOT; DANIEL, 2003
ZAPOROZHETS; BESEDNOVA,
2016

WANG; WANG; GUAN, 2012
DINESH et al., 2016

WU et al., 2016
WEN et al., 2016
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Efeito VEGFs, bFGF, FGF-2//a6, Bl € BOUVARD et al., 2015
angiogénico subunidades de integrina PECAM-1 HADDAD et al., 2015
Anti-cancer Capsases-3, -8 € -9, MAPK e seus KWAK, 2014
inibidores, HIF-1 AKIHIRO et al., 2015
Antidiabética a-glucosidase, a-amilase LIU et al., 2016

WANG et al, 2016

Potencializadora Células NK, células T, células MYERS et al., 2011
imunoldgica dendriticas ISNANSETY; FIKRIYAH;
KASANAH, 2016

Antioxidante MORONEY et al., 2015
HIFNEY et al., 2016

Fonte: HSU; HWANG, 2019.

Dentre as muitas atividades atribuidas a fucoidana, uma das mais promissoras é a
antiinflamatdria. Park e colaboradores (2011) estudaram o efeito antiinflamatorio da fucoidana
in vitro e verificaram que a fucoidana foi capaz de suprimir a expressao génica de mediadores
pré-inflamatorios induzidos por LPS e inibir a liberacdo de NO, PGE2, IL-1f ¢ TNF-a.
Sugerindo que o fucoidana pode ser considerada um agente promissor para uso CoOmo um
tratamento potencial para doencas inflamatdrias e neurodegenerativas.

Estudos mais recentes tém demonstrado que a fucoidana diminui significativamente os
niveis de IL-1p na lesdo cerebral de isquemia-reperfusdo de forma dose-dependente (CHE; MA;
XIN, 2017), melhora a lesdo de isquemia-reperfusdo hepética através da supressao da atividade
da caspase-1 (LI et al., 2017) e melhora significativamente as anormalidades comportamentais
através da reducdo da superexpressdo da caspase-1 no hipocampo de ratos submetidos ao
modelo de depressao (LI et al., 2020).

Além desses efeitos, foi sugerido que a fucoidana pode apresentar acdo neuroprotetora
relacionada a inibicdo da ativacdo das micrdglias, reducéo dos niveis de TNF-a e da geragdo de
espécies reativas de oxigénio em modelo de doenca de Parkinson induzido por LPS em ratos
(CUI et al., 2012) e com a redugdo da ativagdo de células gliais (micrdglias e astrocitos)
envolvidas na neuroinflamagdo em modelo de isquemia cerebral (KIM et al., 2019).

Os dados apresentados mostram que esse polissacarideo de algas marrons possui ampla
atividade farmacoldgica, podendo atuar como anti-inflamatorio, antioxidante, neuroprotetor,
mostrando-se promissor na construgdo de novos medicamentos com grande potencial

terapéutico para o tratamento de doencas neurodegenerativas, entre elas, a epilepsia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito anti-inflamatorio e neuroprotetor do polissacarideo fucoidana sozinha

ou em associagdo com o &cido valprdico no modelo de convulséo induzida por pilocarpina em

camundongos.

3.2 Objetivos especificos

Analisar o efeito do tratamento com fucoidana sozinha ou em associagdo com o &cido
valproico sobre as alteracBes comportamentais na escala de Racine, laténcia de

convulsdo e morte de camundongos em modelo de convulséo induzida por pilocarpina.

Determinar as concentragdes de citocinas inflamatdrias, TNF-a e IL-1p no hipocampo
dos animais pré-tratados com fucoidana sozinha ou em associacdo com o &cido

valproico e submetidos a convulsdo com pilocarpina

Determinar as alteracbes na expressao génica por gPCR, relacionadas a
neuroinflamacdo (TNF-a, IL-1B) e fatores neurotroficos (BDNF), em hipocampo de
animais pré-tratados com fucoidana sozinha ou em associa¢do com o &cido valproico e

submetidos a convulsdo com pilocarpina.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, pesando entre 25-30 g provenientes do
Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC - Fortaleza. Os animais
foram mantidos em suas casas gaiolas, com 6 animais, a temperatura média de 24 + 2°C em
ciclos de alternancia claro/escuro de 12 horas, recebendo racdo padrdo (Nuvilab) e dgua ad

libitum.

4.2. Aspectos Eticos

Foram seguidas as recomendagdes de manejo dos animais durante o estudo, objetivando
reduzir o sofrimento e possiveis danos que estes vieram a sofrer. Os protocolos experimentais
seguiram os principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal (COBEA), sendo aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Ceard/campus Sobral, sob o nimero de protocolo 09/18
(ANEXO I).

4.3. Obtencao e Preparo das drogas

As drogas e reagentes utilizados para a realizacdo dos experimentos estdo descritos no
Quadro 1.

Quadro 1 — Drogas e reagentes utilizadas durante a execugdo dos protocolos experimentais.

DROGA/REAGENTE PREPARO

Acido Valproico — Valproato de | 100 e 400 mg/kg, via intraperitonial. Sera dissolvida em
Sodio (Biolab) solucdo salina.

Cloridrato de pilocarpina 320 mg/kg, via intraperitonial. Sera dissolvida em
(Sigma Chemical Co, USA) solucéo salina.

Fucoidana de Fucus vesiculosus 7,5, 15 e 30 mg/kg, via intraperitonial. Sera dissolvido

(Sigma Chemical Co, USA) em solucdo salina.
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Metilescopolamina 1 mg/kg, via intraperitonial. Sera dissolvido em solugédo
(Sigma Chemical Co, USA) salina.

Fonte: Proprio Autor

4.4. Protocolo Experimental

O protocolo experimental para a quantificacdo dos niveis de citocinas inflamatdrias
(TNF-a e IL-1), teve-se como referéncia o estudo de Aradjo (2016), ou seja, foram utilizados
48 animais divididos aleatoriamente em 8 grupos experimentais, sendo estes: fucoidana (7,5,
15 e 30 mg/kg, i.p.), acido valproéico (100 e 400 mg/kg, i.p.), acido valprdico + fucoidana
(AVP100+FUCQ?7,5), solucao salina NaCl 0,9%, i.p. (a pilocarpina e as demais drogas foram
dissolvidas em soluc¢éo salina).

Para a determinagdo da expressdo do RNAm de mediadores neuroinflamatorios atraves
de PCR quantitativa em tempo real (QPCR), foi utilizada a melhor dose da quantificacdo dos
niveis de citocinas inflamatorias (TNF-a e IL-1), como também, do trabalho de Araujo (2016),
ou seja, a melhor dose de fucoidana sozinha e em associa¢do com o acido valproico, totalizando
12 animais divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais, sendo estes: fucoidana (7,5
mg/Kkg, i.p.), &cido valpréico + fucoidana (AVP100+FUCQ?7,5), solucdo salina NaCl 0,9%, i.p.,
conforme Quadro 2.

Quadro 2 — Distribuicdo quantitativa dos animais por cada grupo experimental do protocolo.

SRS DOSAGENS
Citocina | gPCR
Solucdo salina - NaCl 0,9% + (P320) 6 3
Solucdo salina - NaCl 0,9% 6 3
FUCO (7,5 mg/kg, i.p.) + (P320) 6 3
FUCO (15 mg/kg, i.p.) + (P320) 6 -
FUCO (30 mg/kg, i.p.) + (P320) 6 -
AVP (100 mg/Kg, i.p.) + (P320) 6 -
AVP (400 mg/Kg, i.p.) + (P320) 6 -
AVP (100 mg/Kg, i.p.) + FUCO (7,5 mg/kg, i.p.) + (P320) 6 3
Total 48 12
Total Geral 60

Fonte: Préprio Autor
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Cada grupo foi tratado, por via intraperitoneal, durante 14 dias. Apos esse periodo, no
ultimo dia passados 30 minutos do tratamento, os animais receberam metilescopolamina (1
mg/kg, i.p.) e, 30 minutos apds, foram tratados com a pilocarpina 400 mg/kg, (P400), i.p, em
seguida, foram observados por 1 hora para o teste comportamental. O controle negativo recebeu

apenas salina (Sham), Figura 2.

Figura 2. Protocolo Experimental.

Apos 30 min D14

N Apés 30 min N e
: MP 1 mg/kg (ip) PILO 400 mg/kg (ip) ) [€ ".-\)
T ——— ,—fﬁ«;(-r.d
- Salina (ip);
-FUCO 7,5, 15 e 30 mg/kg (ip); Parfimetros Comportamentais:
- AVP100 e 400 mg/kg (ip); . - Escala Racine
- AVP 100 mg/kg (ip) + FUCO 7,5 mg/kg (ip) - Laténcia de Convulsio

- Laténcia de Morte

Fonte: Proprio Autor. MP (Metiescopolamina), PILO (Pilocarpina).

Depois desse periodo de observacdo, 0s animais que sobreviveram ao teste comportamental
foram eutanasiados por deslocamento cervical, e em seguida, juntamente com 0s animais que
ndo sobreviveram ao comportamento, a area cerebral (hipocampo) foi dissecada. Todo o
procedimento foi realizado na presenca de gelo com a utilizacdo de uma tesoura de
microdissecacdo. Terminada a dissecacdo, a area foi colocada em papel aluminio, sobre gelo,
pesada e armazenada a -80 °C para realizacdo das analises neuroquimicas (Teste Elisa e qPCR
em tempo real), Figura 3.



Figura 3. Continuacdo do Protocolo Experimental.
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Fonte: Préprio Autor.

4.5. Parametros Comportamentais

Os animais tratados e controles foram divididos em gaiolas contendo 6 animais e

colocados em ambiente reservado, sendo feita a observacao direta. O critério para classificacdo

do status epilépticos (SE) foi baseado na persisténcia de crises continuas. No periodo de

inducdo do SE, as alteraces comportamentais decorrentes das crises epiléticas foram

observadas, tais como: a presenca de sinais colinérgicos periféricos, convulsées motoras,

instalacdo de estado epiléptico, nimero de mortes, laténcia de convulsdo e laténcia de morte
em cada grupo e classificadas de acordo com o Tabela 3.
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Tabela 3. Comportamentos observados.

Observagéo Escore Comportamento

Sem Convulséo Normal (Imobilidade)

0
Convulsao Limbica 1 Automatismo Faciais
2 Mioclonias de cabeca e pescoco
Convulsédo Motora 3 Clonias de patas anteriores
4 Clonias de patas posteriores rearing e salivacédo
5 Elevacdo e queda — status epilépticos
Outras observacoes Laténcia da 12 Convulséo

Laténcia de Morte

Fonte: Adaptado de Racine (1972)

4.6. Quantificacdo dos niveis de citocinas inflamatdrias (TNF-a e IL-1)

Os niveis de citocinas inflamatérias (TNF-a e IL-1) foram analisadas por meio de
técnicas imunoenzimaticas (ELISA), através da utilizacdo de kits (R & D Systems), seguindo

as instrucdes dos fabricantes.

4.7. Extracdo de RNA total, Sintese de cDNA e Analise da Expressdo Relativa por gPCR

4.7.1 Extracdo do RNA total

O RNA total foi extraido do hipocampo dos camundongos utilizando TRIzol® (Life
Tecnhologies/Invitrogen), seguindo as orientagdes do fabricante baseado no método de
isolamento de RNA num Unico passo desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987). Para
isso, a referida area cerebral foi colocada em homogeneizador manual na presenca de 1 mL do
reagente TRIzol®. Posteriormente 0 RNA total foi purificado pelo método guanidino-
isotiocianato-fenol-cloroférmio e, apds posterior precipitagdo com uso de isopropanol
(isopropanol ou 2-propanol) e etanol 75% (diluido com agua tratada com DEPC), o RNA total
foi mantido (-80°C) em agua ultra pura tratada com DEPC).

Em seguida, o RNA total foi tratado com DNase. Foi utilizada a enzima DNase I, Amp
Grade (Invitrogen™), seguindo instrugdes do fabricante. Para cada reacgdo foi utilizado 1pg de
RNA total, 1ul de 10X DNase | Reaction Buffer, 1 pul DNase | (Amp Grade, 1 U/ul) e dgua
tratada com DEPC qg.s.p. 10 ul. Apos, a mistura foi incubada por 15 min em temperatura
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ambiente. A inativacdo da DNase ocorreu pela adi¢do de 1 pl de solucdo de 25 mM EDTA e
incubado por 10 min a 65°C.

4.7.2 Andlise Quantitativa e Qualitativa do RNA total

Para testar a eficacia da extracdo e pureza do RNA total, foi determinada a concentracao
de RNA total nas amostras por diluicdo do RNA (fator de diluicdo 1:50), em espectrofotémetro
no comprimento de onda de 260nm (Azso) € 260/280 nm (Aze0/A2g0). A qualidade do RNA total
foi verificada por eletroforese em gel agarose 1%, corado com brometo de etidio (10 mg/mL)

e visualizado em um equipamento de luz ultravioleta.

4.7.3 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDONA (DNA complementar) foi utilizado o kit High-Capacity RNA-
to-cDNA™ Kit (appliedbiosystems) e a reacao foi realizada seguindo instru¢des do fabricante.
Foi utilizado por reacdo 10uL do 2X RT Buffer Mix (ANTPs, octameros randémicos, e oligo
dT-16), 1uL do 20X RT Enzyme Mix (MuLV e inibidor de RNase), até 2ug de RNA total, e
agua livre de RNase (tratada com DEPC) q.s.p. 20 pL. Apds, a mistura foi incubada em
termociclador a 37 °C por 60 min, sendo posteriormente aquecido a 95 °C por 5 min e em

seguida armazenada a -20 °C.

4.7.4 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

As analises quantitativas da expressdo dos genes (TNF-a, IL-1beta e BDNF) foram
realizadas através de PCR em Tempo Real (JPCR). Para tanto, 0,1 pg do cDNA de cada amostra
foi utilizada na reacdo de qPCR. Além dos acidos nucléicos, a reacdo foi composta de
iniciadores especificos (300 nm cada) e 10 pL de 2X Power SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems), com volume final de 20 pL. A reacdo de amplificacdo foi realizada no
termociclador Mastercycler® ep realplex4 (Eppendorf) consistindo de desnaturagéo inicial de
95 °C/10 min seguido de 40 ciclos térmicos de 94 °C por 30 s, temperatura de cada primer
(Tabela 3) por 20 s e 72 °C por 20 s. Para analise de provaveis contaminantes foi realizada
deteccdo da presenca de produtos (amplicons) inespecificos por anélise da curva de Melting,
constando de temperatura inicial de 95 °C/15 s, seguido por gradiente de 20 min e temperatura

final de 95 °C/15 s. Para as andlises da expressao dos genes, a amplificacdo das sequéncias
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alvos foram detectadas em tempo real pela emissdo de fluoréforos, a qual foi captada pela
unidade dptica do aparelho.

Tabela 4. Primers utilizados para PCR em tempo real

Temperatura o ] o
Gene Sequéncia dos Primers Referéncia
Anelamento
TNF-a 54°C Forward: 5 TGCCTATGTCTCAGCCTCTTC 3' (GROSS et al.,2017)
Reverse: 5 GAGGCCATTTGGGAACTTCT 3'
BDNF 58°C Forward: 5 CGAAGAGCTGCTGGATGAG 3’ (SUN et al., 2019.a)
Reverse: 5 ATGGGATTACACTTGGTCTCG 3’
IL-1B 58°C Forward: 5' TCCAGGATGAGGACATGAGCAC 3’ (SUN et al., 2019.b)

Reverse: 5" GAACGTCACACACCAGCAGGTTA 3’
GAPDH 58°C Forward: 5" AAATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC 3"  (SUNetal., 2019.b)
Reverse: 5" CAACAATCTCCACTTTGCCACTG 3’

As analises dos dados de fluorescéncia obtidos foram realizadas pelo Realplex Software 2.2 ®. Todas
as reagdes, tanto dos genes alvo quanto do controle endogeno, foram realizadas em triplicatas. Os Cycle
threshold — Ct, utilizados para a normalizagdo de dados e para as andlises, foi a média aritmética entre
as triplicatas dos genes alvo e controles enddgenos. A obtencéo da expresséo relativa foi realizada pelo
método descrito por Livak e Schmitten (2001). Para a normalizacao, foi utilizada a equacao ACt = Ct
(gene alvo) — Ct (controle endbgeno), para a calibragao determinada pela formula: AACt = ACt (amostra)
— ACt (calibrador) e a quantificagdo relativa (valores arbitrarios) obtida pela formula 2 — (AACt) (LIVAK
et al., 2001). Foi utilizado o grupo Salina como calibrador e a expressao do gene constitutivo GAPDH

utilizada como controle enddgeno para a normalizacdo dos referidos dados.

4.8. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos através da media + EPM. Para as diferencas estatisticas
entre 0s grupos experimentais foi analisado por analise de variancia (ANOVA) seguido de pés-
teste de Tukey (Laténcia de Convulséo, Laténcia de Morte e Teste Elisa) e pelo teste de Dunnett
(QPCR), ambos, como teste post hoc. Quando P<0,05, as diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo Comportamental

5.1.1 Teste da Convulséo Induzida por Pilocarpina em camundongos tratados ou ndo com
Fucoidana (FUCO) nas doses de 7,5, 15 e 30mg/Kg

Ap0s a administracdo de pilocarpina, 400mg/Kg, i.p. (P400) os animais demonstraram
movimentos estereotipados (aumento da atividade de roer, cocgar, mastigar e wet-dog shakes —
ato de sacudir semelhante a um cachorro molhado), progredindo para convulsdo motora limbica
(80%).

Foram avaliadas as laténcias de convulsédo e de morte em segundos. Os animais tratados
com fucoidana nas doses de 7,5, 15 e 30 mg/Kg apresentaram aumento da laténcia de convulsédo
(s) [FUCO7,5: 608 + 27,95; FUCO15: 704,2 + 30,59; FUCO30: 978,2 + 96,30] quando
comparado ao grupo da pilocarpina [P400: 462 + 36,56]. Os melhores resultados foram
observados nas doses de 15 e 30 mg/Kg, onde houve aumento da laténcia de convulsdo,
respectivamente, 50% e 100% (Figura 4).

Por sua vez, houve um aumento também na laténcia de morte(s) nas doses de 7,5, 15 e
30 mg/Kg [FUCO7,5: 754,6 + 20,59; FUCO15: 829,3 + 40,66; FUCO30: 988,6 + 50,19]
comparado ao grupo da pilocarpina [P400: 594,6 + 36,43]. Sendo que, teve reducdo em todas
as doses observadas, ou seja, 7,5, 15 e 30 mg/Kg, com um percentual de 30%, 40% e 60%,

respectivamente (Figura 5).
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Figura 4. Efeito da Fucoidana nas doses de 7,5, 15 e 30 mg/kg sobre a laténcia de convulsdo no teste de
convulsdo induzida por pilocarpina em camundongos.
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Grupos tratados com Fucoidana nas doses (7,5, 15 e 30 mg/Kg; i.p.) durante 14 dias e ap6s 60 minutos
do tratamento no 142 dia foi induzida a convulsdo com P400 (400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam
a média + EPM da laténcia de convulsdo, com n =5 a 6 animais. Para analise estatistica foi utilizado
ANOVA seguido de pds-teste de Tukey. (* p<0,05; ### p<0,0001) vs Salina + P400.

Figura 5. Efeito da Fucoidana nas doses de 7,5, 15 e 30 mg/kg sobre a laténcia de morte no teste de
Convuls&o induzida por pilocarpina em camundongos.
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Grupos tratados com Fucoidana nas doses (7,5, 15 e 30 mg/Kg; i.p.) durante 14 dias e ap6s 60 minutos
do tratamento no 142 dia foi induzida a convulsdo com P400 (400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam
amédia + EPM da laténcia de morte, com n =5 a 6 animais. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido de pds-teste de Tukey. (* p<0,05; **p<0,005; ### p<0,0001) vs Salina + P400.
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5.1.2 Teste da Convulséo Induzida por Pilocarpina em camundongos tratados ou ndo com
acido valprdico (AVP) nas doses de 100 e 400 mg/Kg

A administracdo de AVP durante 14 dias aumentou a laténcia de convulséo (s) em duas
doses testadas, no entanto, a dose de 400 mg/Kg foi a que mostrou melhor resultado [AVP100:
839,5+ 121,6; AVP400: 2444 + 673,0]. A dose de 100 mg/Kg foi utilizada neste trabalho como
uma subdose, por ndo ter mostrado diferenca significativa do grupo da pilocarpina [P400: 537,9
+ 55,09]. (Figura 6).

Foi verificado na dose de 400 mg/kg um aumento de quase 3 vezes a laténcia de morte
[AVP100: 839,5 + 121,6; AVP400: 2444 + 673,0] quando comparado com o grupo da
pilocarpina [P400: 537,9 + 55,09]. No grupo da dose de 400 mg/Kg, 80% dos animais

sobreviveram ao episédio convulsivo e foram sacrificados no final do experimento (Figura 7).

Figura 6. Efeito do Acido Valpréico nas doses de 100 e 400 mg/kg sobre a laténcia de convulsdo no
teste de convulsdo induzida por pilocarpina em camundongos.
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Grupos tratados com Acido Valproico nas doses (100 e 400 mg/Kg; i.p.) durante 14 dias e ap6s 60
minutos do tratamento no 142 dia foi induzida a convuls@o com P400 (400 mg/Kg; i.p.). Os valores
representam a média £ EPM da laténcia de convulsdo, com n =5 a 6 animais. Para analise estatistica
foi utilizado ANOVA seguido de pds-teste de Tukey. (** p<0,005) vs Salina + P400.



41

Figura 7. Efeito do Acido Valprdico nas doses de 100 e 400 mg/kg sobre a laténcia de morte no teste de
convulsdo induzida por pilocarpina em camundongos.
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Grupos tratados com Acido Valproico nas doses (100 e 400 mg/Kg; i.p.) durante 14 dias e ap6s 60
minutos do tratamento no 142 dia foi induzida a convuls@o com P400 (400 mg/Kg; i.p.). Os valores
representam a média = EPM da laténcia de morte, com n =5 a 6 animais. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido de pds-teste de Tukey. ( ## p<0,001) vs Salina + P400.

5.1.3 Teste da Convulséo Induzida por Pilocarpina em camundongos tratados ou ndo com
a associacdo de &cido valproico 100 mg/Kg e Fucoidana 7,5 mg/Kg (AVP100+FUCO7,5)

A administracdo da associacdo de AVP100+FUCOQO?7,5, i.p., durante 14 dias aumentou a
laténcia de convulsdo (s) em cerca de 62% [AVP100+FUCQ7,5: 873,6 = 73,79] quando
comparado com o grupo da pilocarpina [P400: 537,9 + 55,09]. Foi verificada uma melhora do
efeito do é&cido valprdico na dose de 100 mg/kg quando associado a fucoidana
(AVP100+FUCO7,5) (Figura 8).

Foi verificado aumento na laténcia de morte (s) de 100% na associacdo de
AVP100+FUCO7,5 [AVP100+FUCQO7,5: 1403 £ 178,2] quando comparado com 0 grupo
controle [P400: 594,6 + 36,43]. Novamente foi observada uma melhora do efeito do acido
valpréico quando associado a fucoidana (AVP100+FUCQO7,5) (Figura 9).
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Figura 8. Efeito da associagdo de &cido valpréico na dose de 100 mg/Kg e fucoidana na dose de 7,5
mg/Kg (AVP100+FUCO7,5, i.p.) sobre a laténcia de convulséo no teste de convulséo induzida por
pilocarpina em camundongos.

1500+
12004

9004

»
LJ
L J
O

\J
:o
L]
0¢

6004 —

v, v
* ¢
* ¢
* &
*
‘0’0
o,

-
)
*
0
*
’0
*

»
‘0
*
<
’0
{ 98

)
<
&
*

3004

*
L)
)
*

»
‘0
&
L)
’0
*

)
s
&
<

Laténcia de convulsao (s)
X
& 4
¢ 4

* ¢
.00
*

\J
LS
[ ¢ J
*e?.

0' T T
Salina FUCO 75 AVP100 AVP 100+
FUCO 7,5

P400

Grupos tratados com a associacdo de AVP100+FUCQ?7,5, i.p., e apds 60 minutos foi induzida a
convulsdo com P400 (400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam a média + EPM da laténcia de
convulsdo, com n =5 a 6 animais. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de pds-teste
de Tukey. (** p<0,005) vs Salina + P400.

Figura 9. Efeito da associacdo de &cido valpréico na dose de 100 mg/Kg e fucoidana na dose de 7,5
mg/Kg (AVP100+FUCOQO?7,5, i.p.) sobre a laténcia de morte no teste de convulsdo induzida por
pilocarpina em camundongos.
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Grupos tratados com a associacdo de AVP100+FUCQO?7,5, i.p., e apds 60 minutos foi induzida a
convulsdo com P400 (400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam a média + EPM da laténcia de morte,
com n =5 a 6 animais. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de pos-teste de Tukey. (##
p<0,001) vs Salina + P400.

Esses resultados demonstraram que o pré-tratamento com fucoidana nas doses
analisadas foi capaz de reduzir a intensidade e a severidade das convulsdes induzidas por
pilocarpina em camundongos, prevenindo as alteracdes induzidas pela pilocarpina.
Corroborando com o0s nossos resultados, estudos utilizando modelos animais de doengas
neurodegenerativas como a doenca Alzheimer, depresséo e doenca de Parkinson, demonstraram
melhoras significativas das alteracbes comportamentais dos animais mediadas pela fucoidana e
atribuiram esse efeito a possiveis a¢fes neuroprotetoras desse composto (WOZNIAK et al.,
2015; CUl et al., 2012; L1 et al., 2017).

O é&cido valproico, um acido graxo de cadeia curta ramificada, tem inimeros
mecanismos de acdo que o torna uma droga antiepiléptica de amplo espectro e um dos
medicamentos mais prescritos para epilepsia em todo o mundo. Em um estudo realizado por
ARAUJO e colaboradores (2016), objetivando determinar uma subdose e a dose
anticonvulsivante do AVP, no modelo de convulsdo, testaram as doses de 100, 200 e 400 mg/kg
e verificaram que a dose de 100 mg/kg poderia ser utilizada como uma subdose e a de 400mg/kg
como a dose anticonvulsivante.

Em relacdo aos resultados obtidos da associacdo da fucoidana com o acido valproico,
podemos observar uma melhora no efeito do AVP (100mg/kg) na protecdo contra os danos
ocasionados pela convulsdo. Foi observado aumento da laténcia de convulséo e de morte
guando comparado com o controle. Ao ser associado uma subdose de AVP (100 mg/kg), que
ndo apresentou efeito significativo, com a menor dose da FUCO (7,5 mg/kg), verificamos uma
potencial interacdo benéfica ao diminuirmos a concentracdo da droga com manutengdo do
efeito.

Sabemos que a maioria dos efeitos adversos dos antiepilépticos é dose-dependente, ou
seja, a diminuicdo da dose do farmaco reduz a intensidade dos efeitos colaterais, assim como a
necessidade de suspensdo da droga (ALEXOPOULOQOS, 2013). Além disso, como a eficacia e a
tolerabilidade das drogas existentes ndo melhoraram substancialmente nas ultimas décadas, e
todas as drogas antiepilépticas conhecidas apenas suprimem o0s sintomas sem tratar o distirbio
subjacente, sdo necessarias novas estratégias no desenvolvimento de drogas antiepilépticas
(ZANG et.al, 20119).
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5.2 Quantificacao dos niveis de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-1), determinacgéo
da expressdo do RNAmM de mediadores neuroinflamatérios e fator neurotréfico (BDNF)
através de PCR guantitativa em tempo real (QPCR) no tratamento com fucoidana e/ou

acido valprdéico no modelo de convulsédo induzida por pilocarpina

Foi demonstrado em estudos um aumento nas transcri¢cdes de citocinas e 0s niveis de
proteinas, tais como IL-1B, TNF-a, nos cérebros dos animais apds a indugdo do status epiléptico
(SE) e apo6s crises convulsivas generalizadas. Por tanto, os mediadores inflamatorios séo
expressos em tecido cerebral ap6s a indugdo de convulsbes em modelos animais e estdo
envolvidos na hiperexcitabilidade neuronal, frequéncia e duragdo de convulsdes (SILVEIRA,;
OLIVEIRA; TEXEIRA, 2012).

Como resultado, verificou-se que a inducdo da convulsdo com pilocarpina (400 mg/kg)
provocou um aumento em cerca de 5 vezes a concentracdo da citocina pro-inflamatoria I1L-1p
no hipocampo quando comparado ao grupo tratado apenas com salina (p<0,0005). O tratamento
com FUCO nas doses 7,5, 15 e 30 mg/Kg foi capaz de reduzir a elevagdo dos niveis de citocina
IL-1B, induzida por P400, em torno de 40%. Embora o AVP nas doses de 100 e 400 mg/Kg
sozinhos nao tenham alterado os niveis de concentracdo de IL-1B, provocada pela P400, a sua
associacdo com fucoidana (AVP100+FUCOQO7,5) provocou uma recuperacdo semelhante ao
grupo de controle (p<0,005). [Controle: 46,65 + 10,42; Salina+P400: 258,9 + 76,08;
FUCO7,5+P400: 125,2 + 30,48; FUCO15+P400: 92,77 + 4,797; FUCO30+P400: 120,5 +
9,063; AVP100+P400: 132,3 + 9,183; AVP400+P400: 127,1 + 8,461,
AVP100+FUCO7,5+P400: 79,36 + 5,24] (Figura 10.A).

Assim como foi observado os niveis de IL-1p no hipocampo dos camundongos, a
pilocarpina (P400) também provocou aumento na concentragdo de TNF-a (p<0,005). O
tratamento com FUCO nas doses de 7,5 e 15 mg/Kg e associacdo com é&cido valpréico
(AVP100+FUCO7,5) foi capaz de reduzir a elevagdo dos niveis TNF-a induzida por P400.
Observamos que a subdose de AVP100 ndo apresentou efeito significativo com relacdo aos
niveis de TNF-a no hipocampo, mas quando associado a fucoidana (AVP100+FUCO?7,5) houve
uma recuperagdo dos niveis de TNF-a semelhante ao grupo controle [Controle: 126 + 22,86;
Salina+P400: 358,1 + 45,9; FUCO7,5+P400: 171,9 + 53,26; FUCO15+P400: 109 + 12,24;
FUCO30+P400: 202,4 + 35,72; AVP100+P400: 355,1 + 68,16; AVP400+P400: 212 + 15,01;
AVP100+FUCO7,5+P400: 159,5 + 16,23] (Figura 10.B).
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Figura 10. Efeito do tratamento com FUCO sozinha e/ou em associa¢cdo com AVP na quantificacdo do
nivel de IL-1p e TNF-a em hipocampo de camundongos tratados com salina, salina + P400, FUCO (7,5,
15 e 30 mg/Kg i.p.) + P400, AVP (100 e 400 mg/Kg i.p.) + P400 e FUCO7,5+AVP100 mg/Kg + P400.
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Os valores representam a média + EPM, com n =5 a 6 animais. [A] IL-1B: (*p<0,05; ** p<0,005; ###
p<0,0001) vs salina, (@@ @p<0,0005) vs controle. [B] TNF-a.: (*p<0,05; ** p<0,005) vs Salina + P400,

(@@p<0,005) vs controle, (a p<0,05) vs FUCO 7,5, (b p<0,05) vs AVP100 (ANOVA seguido do teste
de Tukey).

Para a determinagéo da expressdo dos genes (IL-1B, TNF-a e BDNF) em hipocampo
dos diferentes grupos de tratamento foram realizadas através de PCR em Tempo Real (QPCR)
utilizando o grupo Salina como calibrador e a expressao do gene constitutivo GAPDH como
controle enddgeno para a normalizacdo dos referidos dados, demonstrando que o gene de
controle enddgeno utilizado ndo apresentou alteracdo entre os grupos analisados, sugerindo
como normalizador eficiente para as condic¢Ges analisadas.

Apds a extracdo de RNA total, foi feita a Eletroforese em gel de agarose 1%, (Figura
11), para confirmar a extracéo e dar prosseguimento a leitura de g°PCR (SOUZA, 2015). Apo6s
a analise do procedimento de Eletroforese, verificou-se que ndo houve dano aparente na

estrutura da molécula, apresentando qualidade, podendo, assim, dar continuidade aos
experimentos.
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Figura 11. Eletroforese do RNA total isolado de hipocampo de camundongos.

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11

As amostras de RNA total isoladas [Controle (01, 02 e 03); Salina+P400 (04, 05 e 06); FUCO7,5+P400
(07, 08 e 09); AVP100+FUCO7,5+P400 (10, 11 e 12)] foram ressuspensas em 50 uL de &gua tratada
com DEPC e, em seguida, analisadas por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio (10 mg/MlI).

De acordo com os resultados da andlise de expresséo relativa de genes realizados por
gPCR, em hipocampo de camundongos, observou-se que 0s animais submetidos ao tratamento
com fucoidana e /ou com associacdo de acido valproico, ndo apresentaram alteracdes
significativas em relagdo ao grupo de pilocarpina nos niveis de RNAm de IL-1p e TNF-a,
porém houve significancia, com p<0,05, entre o grupo de pilocarpina (Salina+P400) quando
comparado ao grupo controle [Niveis de RNAm de IL-1p (Controle: 1,0; Salina+P400: 7,2 +
2,1; FUCO7,5+P400: 3,9 + 1,2; AVP100+FUCO7,5+P400: 0,8 + 0,5) e de TNF-a (Controle:
1,0; Salina+P400: 7,5 £ 2,5; FUCO7,5+P400: 3,9 + 1,3; AVP100+FUCO7,5+P400: 2,4 £ 0,7)]
(Figura 12).
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Figura 12. Andlise do perfil de expressdo do RNAm de IL-1 e TNF-a em hipocampo.
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Os animais foram submetidos ao teste de convulsdo induzida por pilocarpina e tratados com
Salina+P400, FUCO7,5+P400, AVP100+FUCO7,5+P400. Ap6s a morte ou eutanasia, o hipocampo foi
removido e criopreservado. Em seguida, foram extraidos os RNA’s totais destas amostras e estes
utilizados na sintese de cDNA, seguida pela reacdo de qPCR e analise da expressdo (A) IL-1B e (B)
TNF-a pelo método 2-AACL g genes foram normalizados através do uso do gene GAPDH. Os valores
representam a média + EPM, com n = 3. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de pés-
teste de Dunnett. (@ p<0,05) vs controle.

Os resultados mostram que houve redugcdo das concentragbes de citocinas
préinflamatérias, IL-1B e TNF-a, nos grupos tratados com fucoidana sozinha e em associagdo
com acido valproico. Modelos animais de estimulacdo farmacologica ou elétrica das convulsdes
produzem convulsdes acompanhadas de resposta inflamatoria no cérebro destes animais, e estes
mediadores inflamat6rios apresentam estreita relagdo com parametros como: laténcia para
inicio das convulsdes, frequéncia, duracdo e gravidade das crises (MELO, 2017). Portanto, a
melhora dos parametros comportamentais observados no nosso estudo pode estar relacionada a
efeitos antiinflamatorios da fucoidana.

Similar aos nossos achados, Li et al., 2019, utilizando modelo de depressdo em
camundongos, verificaram que a administracdo fucoidiana previne o aumento da ativacao da
caspase-1 e a producdo e liberagédo de IL-1p, apresentando importante efeito antiinflamatorio.
Kang et al., 2012, verificaram que o tratamento com fucoidana inibiu a expressdao do RNAm de
algumas citocinas como IL-8, TNF-a and iNOS em cérebro de ratos submetidos a um modelo

de injuria neuronal com LPS, sugerindo um possivel efeito neuroprotetor da fucoidana.
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Embora os nossos resultados tenham mostrado reducéo das concentracdes das citocinas
apos o tratamento com fucoidana, ndo foram verificadas alteragdes na expressdo génica. 1sso
pode ter ocorrido devido ao nimero pequeno de amostras para os testes utilizando gPCR (n=3).

Quando analisado os niveis de BDNF atraves PCR quantitativo em tempo real,
observou-se, um aumento nos niveis de RNAm do BDNF no grupo de pilocarpina em relagéo
ao grupo de controle, com significancia de p<0,005 [Controle: 1,0; Salina+P400: 1,9 + 0,4;
FUCO7,5+P400: 4,3 + 1,2; AVP100+FUCO7,5+P400: 4,3 + 1,4] (Figura 13).

Figura 13. Andlise do perfil de expressdo do RNAmM de BDNF em hipocampo.
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Os animais foram submetidos ao teste de convulsdo induzida por pilocarpina e tratados com
Salina+P400, FUCO7,5+P400, AVP100+FUCO7,5+P400. Ap6s a morte ou eutanasia, o hipocampo foi
removido e criopreservado. Em seguida, foram extraidos os RNA’s totais destas amostras e estes
utilizados na sintese de cDNA, seguida pela reagdo de qPCR e andlise da expressdo de BDNF pelo
método 224, O gene foi normalizado através do uso do gene GAPDH. Os valores representam a média
+ EPM, n = 3. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de pos-teste de Dunnett. (**
p<0,005) vs controle.

Evidéncias apresentadas sugerem que o BDNF possui efeitos importantes na atividade
neuronal, particularmente no hipocampo, com uma modulagdo rapida da transmissao sinéptica
excitatoria e inibitoria. Contudo, o0 BDNF é difusamente identificado através de todo o sistema
nervoso central (SNC), mas constitutivamente é encontrado mais expresso no hipocampo,

principalmente nas areas correspondentes aos axonios de células granulares denteadas. Além
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disso, 0 BDNF ndo é apenas expresso pelos neurdnios, mas também é encontrado nos astrocitos
e microglia, ambos desempenhando um papel importante na excitabilidade neuronal em
condicdes fisioldgicas e patoldgicas, incluindo a epilepsia (IUGHETTI et al., 2018).

Nossos resultados demonstraram aumento nos niveis de RNAm do BDNF no grupo de
pilocarpina em relacdo ao grupo de controle, apresentam significancia, pérem, pela anélise dos
gréaficos observou-se uma tendéncia a reducdo nos grupos tratados com fucoidana sozinha e em
associacdo com o acido valproico (AVP100+FUCQ?7,5), ndo apresentando significancia devido
ao reduzido nimero de amostras analisadas.

Alteracdes da expressdo de fatores de transcricdo e de genes de fatores neurotroficos
tém sido fortemente envolvidos na cascata de eventos que levam a epilepsia. Corroborando com
0S nossos resultados, estudos recentes verificaram que os niveis de mRNA e de proteinas de
BDNF estdo elevados apds convulsdes (LAFRANCE et al, 2010; MCNAMARA,
SCHARFMAN, 2012).

A expressdo de fatores neurotréficos induzidos por convulsdes pode contribuir para as
alteracdes estruturais e funcionais duradouras subjacentes a epileptogénese, 0 BDNF, um desses
fatores neurotroficos, tem efeitos plasticos e pré-excitatérios sobre 0s neurénios e se encontra
em altas concentraces nas areas implicadas na epileptogénese. Os efeitos do BDNF na
excitabilidade neuronal e seu papel crucial na epileptogenesis estd sendo constantemente
estudado. No entanto ainda ndo esta claro se a inducdo da potenciagdo sinaptica mediada pelo
BDNF ocorre primariamente por mecanismos pré-sinapticos (ex: aumento da liberacdo do
glutamato) ou p6s-sinapticos (ex: via fosforilacdo de receptores de neurotransmissores), ambos,
receptores TrkB pré e pds sinapticos sdo importantes, especialmente no hipocampo. De maneira
geral, o BDNF parece reduzir vias inibitérias (GABAérgicas) e ativar vias excitatorias
(glutamatérgicas) (LI et al., 2020).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que a fucoidana apresentou efeito anti-inflamatério e
neuroprotetor no modelo de convulsdo induzido por pilocarpina. Sugerimos ainda que a
fucoidana pode ser considerada um potencial adjuvante no tratamento da epilepsia, pois
observamos que sua associagdo a uma subdose do AVP, melhorou o efeito do mesmo. No
entanto, sdo necessarios mais estudos com o polissacarideo fucoidana para comprovar esse

efeito.
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ANEXO — PARECER DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO
ANIMAL (CEUA)

Universidade Federal do Ceard — Campus Sobral
Comissdo de Eticano Uso de Animais - CEUA
Rua: Av. Comte. Maurocélio Rocha Pontes, 100, Derby
CEP: 62.042-280 Sobral-CE
Fone/Fax: (88) 3611.8000

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada: Efeito anti-inflamatério e
neuroprotetor do polissacarideo sulfatado de alga parda (fucoidana) sozinho ou
associado ao acido valpréico no modelo de convulsio induzido por pilocarpina em
camundongos, registrada com o n” 9/18, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Lissiana
Magna Vasconcelos Aguiar que envolve a produgdo, manutengido ou utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢ao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) Campus Sobral, em reunidao de
26/02/2019.

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao 26/02/2019 até 15/12/2021
Espécie/linhagem/raga Camundongos heterogénicos Swiss
N? de animais Camundongos: 144

Peso/ldade Camundongos: 25-30g/2-3meses.
Sexo Camundongos: 144 (machos)
Origem Biotério Central de Fortaleza

Sobral, 24 de abril de 2019.

Prof. Dr. Igor luco Castro da Silva
Vice-coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA
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