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RESUMO

AVALIAGAO DO PAPEL DO RECEPTOR PARA TROMBOXANOS (TP) DURANTE
A EPILEPTOGENESE

AUTOR: Fernanda Kulinski Mello
ORIENTADOR: Mauro Schneider Oliveira

O status epilepticus convulsivo (SE) € uma condigao de emergéncia médica que pode
levar a ao desenvolvimento de epilepsia, danos cerebrais permanentes e morte. Sabe-
se que existe uma forte ligacdo entre epilepsia e inflamagao. Por exemplo, foi
demonstrado que pacientes epilépticos possuem maior conteudo cerebral de
tromboxano A2 (TXA2) quando comparados a individuos saudaveis. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o papel do receptor TP, através do uso do seu antagonista
(SQ 29,548) apos o SE, através de anadlises comportamentais, histoldgicas e
bioquimicas. Camundongos C57BL/6 machos foram submetidos ao protocolo de
inducao do SE pelo método da pilocarpina. Apés 90 min e 24h do fim do SE os animais
receberam duas doses do antagonista SQ 29,548 ou veiculo por Vvia
intracerebroventricular (2 uL ou 26 nmol/dose) e foram avaliados quanto a fungao
neuromotora por meio do teste de neuroscore. A astrocitose e morte neuronal foram
avaliadas pela marcag¢ao imunohistoquimica de GFAP e coloragao de Fluoro Jade C,
respectivamente. A analise estatistica mostrou a presencga de dois grupos distintos,
responsivos e nao responsivos ao antagonista TP. Os animais responsivos tiveram um
desempenho melhor no teste do neuroscore, menos células positivas para Fluoro-
Jade ou GFAP no hipocampo, quando comparados com animais submetidos ao SE e
tratados com veiculo. Os resultados mostraram que o tratamento com SQ 29,548
melhora danos neuromotores, a morte neuronal e astrocitose provocada pelo SE.
Esses efeitos neuroprotetores sugerem que o receptor TP pode ser um possivel novo
alvo para o tratamento do SE e prevencao das suas consequéncias.

Palavras-chave: Epilepsia. Inflamagéo. SQ 29,548. Epileptogénese.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ROLE OF THROMBOXANE RECEPTOR (TP) DURING
EPILEPTOGENESIS

AUTHOR: Fernanda Kulinski Mello
ADVISOR: Mauro Schneider Oliveira

Convulsive status epilepticus (SE) is a medical emergency that can lead to epilepsy,
long lasting brain damage and death. It is known that there is a strong link between
epilepsy and inflammation. For instance, it has been shown that epileptic patients have
a higher cerebral levels of thromboxane A2 (TXA2) when compared to healthy
individuals. The present study aimed to evaluate the role of the thromboxane (TP)
receptor after SE, using the TP receptor antagonist SQ 29.548, through behavioral,
histological and biochemical assays. C57BL/6 male mice were submitted to the SE
induction protocol by the pilocarpine method. After 90 min and 24h from the end of the
SE the animals received two doses of the antagonist SQ 29.548 or vehicle via
intracerebroventricular (2 uL or 26 nmol / dose) and were evaluated for neuromotor
function through the neuroscore test. Astrocytosis and neuronal death were assessed
by immunohistochemical staining of GFAP and Fluoro Jade C, respectively. The
statistical analysis showed the presence of two distinct groups, responsive and
unresponsive to the TP antagonist. Responsive animals performed better in the
neuroscore test, had less positive cells for Fluoro-Jade or GFAP in the hippocampus,
when compared to animals submitted to SE and treated with vehicle. The results
showed that treatment with SQ 29,548 improves neuromotor damage, neuronal death
and astrocytosis caused by SE. These neuroprotective effects suggest that the TP
receptor may be a possible new target for the treatment of SE and prevention of its
consequences.

Key words: Epilepsy. Inflammation. SQ 29,548. Epileptogenesis.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia € uma doenga neurolégica crénica com incidéncia de 1-2 % na
populagdo em geral. A doenga € caracterizada por provocar crises epilépticas
espontaneas e recorrentes (OMS, 2019).

A terapia com anticonvulsivantes promove o controle das crises em 60-70% dos
pacientes, porém as crises permanecem refratarias em um numero significante de
individuos, mesmo com o uso de diferentes esquemas de tratamento. Rompimento da
barreira hematoencefalica e aumento da sintese de glicoproteina-P também sao
comuns e dificultam o tratamento e controle da doenga (VAN VLIET et al., 2007). Além
disso, a qualidade de vida dos pacientes com epilepsia € afetada negativamente por
diversas comorbidades neurolégicas de dificil tratamento, incluindo depresséao,
transtornos de ansiedade e déficits cognitivos. (FISHER et al., 2014).

Existem diversas evidéncias de que processos inflamatérios cerebrais podem
facilitar ou provocar crises epilépticas, no entanto o mecanismo exato pelo qual isso
ocorre n&o esta claro. Nesse contexto, uma das vias metabodlicas mais estudadas ¢ a
das ciclo-oxigenases (COX). As ciclo-oxigenases ao metabolizarem o acido
araquidénico produzem prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXA2). No encéfalo
essa sintese € aumentada de modo notavel por estimulagdo inespecifica, como
eletrochoque, trauma ou isquemia aguda. Além disso, ja foram demonstrados efeitos
convulsivantes e anticonvulsivantes de prostaglandinas como PGE2 e PGI2
(OLIVEIRA et al., 2008; VEZZANI et al., 2011).

Em modelos animais foi visto que os niveis de TXA2 aumentam no cérebro apds
crises epilépticas induzidas por acido cainico (KIM et al., 2008). Esse aumento
também ¢é visto em pacientes com epilepsia refrataria, cujos niveis de TXA2 sao
aumentados em duas vezes quando comparados com individuos saudaveis (RUMIA
et al., 2012).

Entretanto, enquanto as PGs tem sido extensivamente estudadas, o papel dos
receptores para tromboxanos (TP) durante as crises epilépticas permanece indefinido.
Sendo assim, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de investigar os efeitos
de um antagonista do receptor TP sobre as consequéncias do status epilepticus (SE)

a fim de determinar seu possivel uso como alvo terapéutico.
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1.1 OBJETIVO
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o papel do receptor TP, através do uso do seu antagonista (SQ 29,548)

apo6s o SE, através de analises comportamentais, histoldgicas e bioquimicas.
1.1.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da injecao intracerebroventricular do antagonista do receptor TP (SQ
29,548) sobre a funcdo neuromotora dos camundongos 48 horas ap6s o SE através do

teste de neuroscore.

- Avaliar o efeito do tratamento com SQ 29,548 sobre a morte celular e ativacdo astroci-
taria através da marcacao imuno-histoquimica de Fluoro-Jade C e GFAP no cortex cere-

bral e hipocampo de camundongos.

- Avaliar o efeito do SQ 29,548 sobre a imunorreatividade de c-fos
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 EPILEPSIA

A epilepsia € uma das doengas neurolégicas mais comuns que chega a afetar
65 milhdes de pessoas em todo o mundo e é considerada um problema de saude
publica (MOSHE et al., 2015). Estima-se que a cada ano sejam diagnosticados 2.4
milhées de novos casos de epilepsia e cerca de 80% dos pacientes vivem em paises
em desenvolvimento (OMS, 2019).

Paises em desenvolvimento, como o Brasil, tém alta prevaléncia de epilepsia
devido a fatores de risco como doengas endémicas, falta de programas de saude
preventiva e dificuldade de acesso a saude (OMS, 2019). Os pacientes sofrem com
diversas comorbidades como dificuldade de aprendizado e memoria, depressao,
ansiedade, tem maior predisposi¢do a doengas de espectro autista (SCHEFFER et
al., 2017). Adoenca esta relacionada com uma maior mortalidade por acidentes como
quedas e traumas, suicidio, acidentes de transito e morte subita relacionada a
epilepsia (SUDEP), além do risco causado pelas crises epilépticas em si (DEVINSKY
et al., 2016).

Aproximadamente 20% dos pacientes, mesmo com crises controladas, sofrem
consequéncias psicossociais e emocionais negativas como menor adequagao social,
dificuldades emocionais, baixa autoestima, problemas no emprego e nas atividades
diarias que podem ser relacionados tanto com a doenga quanto com o tratamento
(SEIDENBERG; PULSIPHER; HERMANN, 2009).

A doenga € caracterizada pela tendéncia a gerar crises epilépticas recorrentes
(OMS, 2019) e pode ter causas genéticas, infecciosas, estruturais, metabdlicas,
autoimunes e idiopaticas (SCHEFFER et al., 2017). Crises epilépticas sao eventos
transitorios, com alteragcbes motoras ou ndo, causados pela descarga excitatoria

excessiva nos neurdnios (FISHER et al., 2014).

A Epilepsia do Lobo Temporal (TLE) é o tipo de epilepsia mais comum em
adultos representando cerca de 60% das epilepsias focais e, pelo menos, a 40% de
todos os casos de epilepsia (ENGEL, 2001).

Uma caracteristica importante da TLE é a esclerose hipocampal, que ocorre
em mais da metade dos pacientes com TLE refratarios ao tratamento (ANDRADE-
VALENCA et al., 2006). A esclerose hipocampal é caracterizada pela perda das células
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piramidais nas regides CA1, CA3 e no hilo do giro denteado, com dano discreto nas
células granulares do giro denteado e na regiao CA2 do hipocampo (ZALONIS et al.,
2017).

Atualmente, o diagndstico de epilepsia é feito se o paciente teve: 1)Duas crises
nao provocadas, ou de reflexo, em um intervalo de 24 horas; 2) Uma crise nao
provocada, ou de reflexo, e tem uma condigdo que aumenta a probabilidade (60%) de
sofrer outra crise, como por exemplo um infarto recente ou um padréo epileptiforme
no eletroencefalograma (EEG); 3) Diagnodstico de uma sindrome epiléptica, como
sindrome de Landau-Kleffner ou epilepsia benigna da infancia com pontas centro
temporais (EBICT) (FISHER et al., 2014).

2.2 CLASSIFICACAO

A Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE — International League Against
Epilepsy) definiu em 2017 um novo esquema para a classificagdo das epilepsias,
Figura 1. A correta classificacdo confere compreensao do tipo de crise do paciente,
ajuda no seu prognostico e possiveis comorbidades, além disso € fundamental na
escolha terapéutica. A classificacdo deve comecar definindo o tipo de crise
apresentada pelo paciente. As crises epilépticas podem ser divididas em focais,
generalizadas ou desconhecidas, relativas ao seu inicio (SCHEFFER et al., 2017).

Na epilepsia generalizada o paciente deve apresentar padrdes espicula-onda
generalizados no EEG, as crises generalizadas atingem ambos os hemisférios e
podem ter manifestagdes motoras ou nao. A crise ténico-clénica generalizada causa
imediata perda de consciéncia, com uma fase tbnica caracterizada pela rigidez
postural seguida de uma fase clénica onde ocorre agitagdo corporal intensa. Crises
de auséncia, ou ndo convulsivas, sdo caracterizadas por interrupcao subita de
atividade e perda de consciéncia (FISHER et al., 2017).

Na epilepsia focal, as crises séo limitadas a apenas um hemisfério cerebral e
podem ser classificadas quanto ao nivel de consciéncia. Uma crise pode ter inicio em
um hemisfério e entdo atingir o outro, esta recebe o nome de crise epiléptica tonico-

clonica focal a bilateral.
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Figura 1 Esquema diagnostico para a classificagéo das epilepsias. Os tipos de crises * denotam o inicio
das crises epilépticas. Adaptado de: Fisher et al., 2017.

O terceiro tipo de epilepsia, Focais e Generalizadas Combinadas, é reservado
a pacientes que apresentam tanto crises focais como generalizadas. Quando existe o
diagnostico de epilepsia mas nédo é possivel determinar o tipo de crise, ela é
classificada como Desconhecida (FISHER et al., 2017).

O terceiro nivel de classificacdo é o diagndstico de uma sindrome epiléptica,
refere a um conjunto de caracteristicas incluindo tipos de crises, EEG e caracteristicas
de imagem, que tendem a ocorrer juntas. Ha varias sindromes bem reconhecidas
como epilepsia de auséncia da infancia, sindromes de West e de Dravet. (FISHER et
al., 2017).

Quanto a etiologia, as epilepsias podem ser classificadas em seis grupos,
enfatizando as implicagcbes para o tratamento, a doenca pode ter mais de uma
etiologia (FISHER et al., 2017).

Etiologia estrutural: uma anormalidade estrutural, visivel em exames de
imagem, aumenta consideravelmente os riscos de estar associada com epilepsia.
Pode ser adquirida por acidente vascular cerebral, trauma, infeccdo ou causas
genéticas como malformacgao (FISHER et al., 2017).

Etiologia genética: Quando a doenga resulta diretamente de uma alteragao

genética conhecida ou presumida e as crises sdo o principal sintoma. Epilepsia
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genéticas s&o um grupo diverso e em muitos casos envolvendo genes ainda nao
conhecidos (FISHER et al., 2017).

Etiologia infecciosa: A mais comum mundialmente. Refere-se ao
desenvolvimento de epilepsia e n&do a crises referentes a infeccdo aguda.
Neurocisticercose, tuberculose, HIV, malaria cerebral sdo etiologias comuns (FISHER
et al., 2017).

Etiologia metabdlica: Disturbios metabdlicos com alteragdes bioquimicas em
todo o corpo como a porfiria, a uremia, as aminoacidopatias ou as crises por
dependéncia de piridoxina. Podem ser causados por um defeito genético ou
adquiridos como no caso de deficiéncia cerebral de folato (FISHER et al., 2017).

Etiologia imunoldgica: Inflamacédo no sistema nervoso central mediada por
doenca autoimune, como por exemplo encefalite autoimune (FISHER et al., 2017).

Etiologia desconhecida: Quando nao é possivel classificar em nenhum grupo
acima, impossibilitando o diagndstico especifico da doencga. O grau de definigdo da
doenca depende dos recursos disponiveis para avaliacao, instituicado de saude e pais
(FISHER et al., 2017).

2.3 TRATAMENTO

O tratamento da epilepsia é sintomatico, os farmacos disponiveis na clinica nao
tém efeito antiepileptogénico, apenas diminuem a frequéncia das crises. Os principais
mecanismos de agao dos farmacos anticonvulsivantes incluem o bloqueio dos canais
de sédio dependentes de voltagem, aumento da inibicdo GABAérgica, bloqueio dos
canais de calcio e ligagdo a proteina SV2A da vesicula sinaptica (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN; 2012).

A escolha da farmacoterapia depende do tipo de crise epiléptica, farmacos
como carbamazepina, fenitoina, levitiracetam e gabapentina sédo eficazes nas crises
focais e generalizadas tonico-clénicas e ndo apresentam qualquer efeito sobre crises
de auséncia, estas sO podem ser controladas com etossuximida, valproato,
clonazepam e lamotrigina (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN; 2012).

Também deve-se levar em consideragao as caracteristicas do paciente.
Pacientes idosos geralmente usam outros medicamentos, assim deve-se evitar
farmacos indutores enzimaticos classicos (carbamazepina, fenitoina, fenobarbital) a

fim de diminuir os riscos de interagdo medicamentosa e efeitos adversos. Mulheres
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em idade fértil devem evitar, sempre que for possivel, o uso de acido valpréico devido
aos riscos de seu uso durante uma possivel gravidez, pois o farmaco esta relacionado
com diversas malformagdes congénitas como espina bifida, defeitos de septo atrial,
fenda palatina, craniossinostose (BRASIL, 2019).

Além da intervengdo medicamentosa, nos casos refratarios pode-se considerar
tratamentos alternativos como estimulagcdo do nervo vagal, dieta cetogénica e
ressecgao cirurgica do foco epiléptico (BRASIL, 2019).

Apesar do grande numero de anticonvulsivantes existentes cerca de 30% dos
pacientes sao refratarios a todos eles e, portanto, continuam sofrendo com crises
diarias e efeitos adversos potencializados pela polimedicagcdo. Existem dois
mecanismos principais que propdem uma explicacdo para essa resisténcia aos

farmacos: hipétese dos alvos e hipotese dos transportadores (fig. 2).

GABA
Benzod
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Figura 2 Farmacoresisténcia na epilepsia, hipotese dos alvos e hipotese dos transportadores.
NEOEBELS et al., 2012.

A hipétese dos alvos diz que modificagdes nos alvos dos farmacos, intrinsecas
(genéticas) ou adquiridas (alteragao nas subunidades, fosforilagado, etc.) diminuem a

sensibilidade ao farmaco. A hipotese dos transportadores diz que a resisténcia é
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causada pela superexpressao de transportadores de efluxo, que impedem a chegada
dos anticonvulsivantes ao sitio de agao em concentragdes eficazes. A superexpressao
de glicoproteina-P p6s SE ja foi comprovada em 48h p6s SE (NOEBELS et al., 2012;
BANKSTAHL et al., 2011).

Embora a epilepsia ainda n&o tenha cura, pode ser considerada “resolvida”
quando o paciente nao tem crises ha 10 anos e esta sem tratamento farmacoldgico
ha pelo menos 5 anos (FISCHER et al., 2014).

2.4 STATUS EPILEPTICUS

O status epilepticus (SE) é a forma mais grave de crise epiléptica. Trata-se de
uma emergéncia médica e € um fator de alto risco para o desenvolvimento da
epilepsia. Afeta cerca de 61 em cada 100.000 pessoas por ano e tem altas taxas de
mortalidade, chegando a 40% para individuos idosos (TRINKA et al., 2015)

A Liga Internacional Contra Epilepsia (ILAE) em forca-tarefa no ano de 2015
definiu o SE como “Uma condi¢do que resulta da falha de mecanismos responsaveis
pela terminagdo de crises ou do inicio de mecanismos que levam a crises
anormalmente prolongadas (apés tempo 1). E uma condicdo que pode ter
consequéncias a longo prazo (apds tempo 2), incluindo morte neuronal, dano
neuronal, alteragdo nas redes neurais, dependendo do tipo e duragdo das crises”.
Para SE ténico-clonico t1 e t2 foram definidos como 5 e 30 minutos, respectivamente.
As informacgdes sobre t1 e t2 para SE focal ainda s&o inconclusivas, mas estimadas
entre 10 min e <60 min, ainda nao ha informacdes sobre para t1 e t2 SE de auséncia
(TRINKA et al., 2015).

Ja foi demonstrado que uma crise que dure mais que 7 min tem alta
probabilidade de se tornar duradoura e que cerca de 10% das primeiras crises nao
provocadas duram mais que 30 min, assim o tempo ti(ideal para inicio de tratamento)
foi determinado em 5 min, numa tentativa de evitar as consequéncias a longo prazo.
O SE causa uma lesao generalizada no hipocampo, desde que foi demonstrado que
pacientes que ja passaram pelo SE tem uma densidade hipocampal menor quando
comparados a pacientes epilépticos que nunca entraram em SE (SHINNAR, et al.,
2001). Também, pacientes com SE tem maiores niveis sanguineos de enolase
neurénios-especifica, usada como marcador de lesdao neuronal, mesmo quando o SE
€ nao convulsivo (NOEBELS et al., 2012).
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Experimentalmente, foi demonstrado que o principal tipo de morte celular no
SE é necrose, entretanto, em diversos modelos & possivel identificar neurénios
morfologicamente necréticos com marcagéao positiva para TUNEL, bax, expressao de
caspase e morte programada independente de caspase, sugerindo que a apoptose
também esta envolvida na morte neuronal pés SE (NOEBELS et al., 2012).

A morte neuronal por apoptose € uma forma de morte ativa que resulta da
execugao de programas celulares, as vias melhores caracterizadas séo a intrinseca e
extrinseca (Fig. 3). O primeiro passo da via extrinseca é a ativacdo da superfamilia
TNF que recruta outras proteinas para formar um complexo e ativar caspase-8 e assim
ativar caspase-3, que mata a célula por efeitos proteoliticos disseminados, rompendo
DNA, inativando o reparo do DNA, atacando o citoesqueleto entre outros. A via
intrinseca € iniciada quando a mitocéndria libera o citocromo ¢ do espaco
intermembrana para o citosol, onde em associagao com fator ativador de protease 1
e deoxiadenosina trifosfato (dATP) forma um complexo apoptosoma que ativa

caspase-9 e assim caspase-3 (NOEBELS et al., 2012).
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Figura 3: Mecanismos celulares culminam na morte celular por necrose programada apds crises
epilépticas. (NOEBELS et al., 2012).
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Em modelo de SE induzido por acido cainico (KA) foi visto que o SE causa dois
tipos de morte nas células piramidais da CA1, necrose precoce (1 dia apds SE) e
morte programada positiva para TUNEL e caspase-3 (3-7 dias pos SE), apesar da
marcagao de caspase néo foi visto morfologia de apoptose, sugerindo que a principal
forma de morte é por necrose (NOEBELS et al., 2012).

Outra grande alteracédo que ocorre durante o SE é na neurotransmissao
GABAérgica. O acido gama-aminobutirico (GABA) €& o principal neurotransmissor
inibitério do sistema nervoso central, é produzido pela glutamato descarboxilase
(GAD) a partir do glutamato, o GABA é metabolizado pela GABA transaminase a
semialdeido succinico e entdo em succinato no ciclo de Krebs, também ocorre
recaptacado ativa através do transportador vesicular de GABA (VGAT) (RANG et al.,
2007; TREIMAN, 2001).

Durante o SE ocorre a internalizagao de receptores GABAAa, devido ao aumento
da atividade de calcineurina (ou proteina fosfatase Il) que desfosforila a subunidade
Bs do receptor GABAA e diminui a fosforilagdo dependente de PKC, facilitando a
endocitose dos receptores e diminuindo a neurotransmisséo inibitoria (NOEBELS,
2012; MELE; COSTA; DUARTE, 2019). Entretanto a funcdo da PKC na regulacéo
GABAAR é complexa, pois ja em outros estudos ja foi demonstrado aumento da
excitabilidade neuronal apds ativacao da PKC, essa dualidade pose ser devida as
suas diversas isoformas (FUORTES; FARIA; MERLIN, 2008; DAIGEN et al 1991).

Além disso, a astrocitose reativa pos SE induz diminuicido da atividade da
glutamina sintetase, o que diminui a sintese e conteudo de GABA nas sinapses. A
inflamacao, astrocitose e menor atividade de glutamina sintase ocorrem logo apods a
lesdo inicial e sdo mantidos durante a epileptogénese (NOEBELS et al, 2012; EID et
al, 2013; COULTER; EID; 2012).

Além de perda neuronal, o SE também causa alteragdes nas sinapses e essa
reorganizagao ocorre logo apds o SE durante o periodo latente, antes das crises
espontaneas, em conjunto com a diminui¢ao do tonus inibitério de GABA, que também
aparece logo apds o SE é preditivo de epileptogénese (NOEBELS et al, 2012).

O SE causa hipertensao, diminuicdo do pH, hipdxia e vasoconstricido no
cérebro que leva ao rompimento da barreira hematoencefalica (BHE) que leva ao
extravasamento de proteinas do soro, ativagcdo da via inflamatdria e entrada de
leucdcitos no cérebro (VAN VLIET et al, 2015). Foi demonstrado que a permeabilidade
da BHE atinge seu pico em 5h e 24h p6s SE a BHE ja esta restaurada (MENDES et
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al, 2019). Arecomposicao da BHE coincide com a superexpressao de transportadores
de efluxo como glicoproteina P, proteina de resisténcia a multiplas drogas 1 e 2 (MRP1
e MRP2) e proteina de resisténcia ao cancer de mama (BCRP) (VAN VLIET et al,
2015).

Deve-se considerar que apesar do rompimento da BHE no SE ser prejudicial,
também representa uma oportunidade unica de tratamento, visto que facilita a
chegada dos farmacos ao cérebro, o que pode prevenir ou atenuar as comorbidades
da epilepsia (MENDES et al, 2019).

Além disso, o SE é uma condicado dindmica e que evolui rapidamente, modifica
a atividade neuronal e sinaptica. Essa plasticidade neuronal demonstrada é
manifestada como mudancas no padrao de crises, padrdo de EEG, sensibilidade a

farmacos, dano neuronal e morte (NOEBELS et al, 2012).

2.4.1 Pilocarpina

Experimentalmente, existem varias maneiras de induzir o SE, e um dos
métodos mais estabelecidos é o que faz uso de pilocarpina. O modelo da pilocarpina
pode ser usado para gerar crises agudas e também para gerar o SE que
posteriormente culmina em epilepsia. A pilocarpina € um agonista de receptores
muscarinicos do subtipo M1. Ao ativar este receptor causa influxo de calcio,
despolarizacao e, de forma dose-dependente, crises epilépticas que podem evoluir
até o SE. A administracao sistémica de pilocarpina causa alteragcbes que podem ser
divididas em 3 fases: 1) Periodo agudo de crises motoras limbicas que progridem até
o SE; 2) Periodo silencioso, latente, com progressiva normalizacdo do EEG e
comportamento; 3) Periodo crénico, aparecimento de crises espontaneas; (TURSKI
et al, 1983; CAVALHEIRO, 1995; CAVALHEIRO et al, 2006).

Esse modelo € altamente isomérfico com a epilepsia humana e mimetiza
caracteristicas comportamentais, eletroencefalograficas e histoloégicas desta.
(TURSKI et al, 1983; CURIA et al, 2008). Por exemplo, induz perda neuronal,
principalmente nas camadas CA1, CAS3 e hilo do giro denteado, brotamento de fibras
musgosas e dispersao da camada granular, além, é claro, do aparecimento de crises
recorrentes e espontaneas (CAVALHEIRO, 1995; CAVALHEIRO et al, 2006).
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2.4.2 Tratamento para o SE

O tratamento ideal para o SE ainda ndo esta definido, e as taxas de
refratariedade sdo elevadas. Para fins de controle das crises, foram definidas 4 fases
e o tratamento depende da fase do SE:

Fase |: Fase inicial, SE iminente, caracterizado pelo aumento da frequéncia e
gravidade das crises, crises continuas por mais de 5 min.

Fase Il: SE estabelecido, 10-30 min, farmacos benzodiazepinicos perdem
eficacia.

Fase lll: SE refratario (falha de 2 ou mais drogas), aumento do tempo de crise,
diminuicdo da atividade motora (dissociagao eletromecanica), coma.

Fase IV: SE super refratario/ SE maligno, crises continuam apesar do
tratamento na maior dose com anestésicos iv por mais de 24h.

Atualmente no Brasil o protocolo de tratamento do SE deve seguir uma
sequéncia de 3 linhas que leva em consideracao as fases do SE. A primeira linha de
tratamento compreende farmacos benzodiazepinicos, que aumentam a frequéncia de
abertura do receptor GABAA e leva a hiperpolarizagao neuronal — lorazepam (iv ou in),
diazepam (iv ou retal), clonazepam (iv), midazolam (iv, im, in e bucal). A segunda linha
compreende a fase do SE estabelecido, sdo usados farmacos com mecanismos que
nao envolvem diretamente o sistema GABAérgico, como o bloqueio de canais de
sédio, célcio — fenitoina (iv), levetiracetam (iv), valproato de sédio (iv), fenobarbital (iv,
im). A terceira linha de tratamento é utilizada quando as duas primeiras falham, cerca
de 30-40% dos casos chegam ao SE refratario, nesses casos € usada anestesia geral
— tiopental, pentobarbital, midazolam, propofol - com entubacéo e ventilacdo, além
disso é recomendado EEG pelo menos a cada 24 horas para garantir o fim das
descargas ictais. No caso de SE super refratario, sdo recomendados cetamina,
corticosteroides, magnésio, IV imunoglobulina, dieta cetogénica e neuroestimulagao
(BRASIL, 2019; JONES et al, 2014; TRINKA et al, 2015).

Farmacos benzodiazepinicos sdo muito eficazes em terminar o SE quando
utilizados logo no inicio da crise, mas inefetivos no controle do SE prolongado, essa
resisténcia tempo-dependente pode ser explicada pela internalizacdo de receptores
GABAAa que ocorrem logo apos o SE (BURMAN et al, 2019;).

O processo pelo qual o cérebro previamente normal sofre alteragdes funcionais e

passa a gerar uma atividade elétrica anormal que facilita a geracdo de crises é
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chamado de epileptogénese. A epileptogénese pode ser dividida em trés fases: um
evento precipitador (SE, trauma cerebral, infecgao, por exemplo), um periodo latente
onde ocorrem os chamados “mecanismos de epilepsia” e a epilepsia estabelecida.
Desvendar os mecanismos de epilepsia € a chave para a compreensao da doenga e
desenvolvimento de drogas mais eficazes e seguras (GOLDBERG e COULTER,
2013). Dentre as milhares de alteragdes que acontecem apdés o SE e durante a

epileptogénese, uma das mais estudadas é a neuroinflamacéo.

2.5 INFLAMACAO E EPILEPSIA

A inflamagdo € um mecanismo fisioldégico induzido por infecgcdo ou dano
tecidual que tem o objetivo de remover o patdégeno e reparar o tecido lesado. Porém
a inflamacao, em certas circunstancias, também pode levar a disfuncdo e morte
celular. Sabe-se que a neuroinflamacao pode exacerbar a excitabilidade neuronal e
gerar crises epilépticas, bem como induzir a epileptogénese por diferentes vias, entre
elas a das ciclo-oxigenases (COX- 1 e 2) (VEZZANI; FRIEDMAN; DINGLEDINE,
2013).
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Figura 4: Sintese dos prostanoides (MILATOVIC et al, 2011).
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As ciclo-oxigenases fazem a conversao do acido araquiddnico, liberado da
membrana fosfolipidica por acdo da fosfolipase A2 (PLA2), a prostaglandina H2
(PGH2), através de uma reagao de duas etapas, a ciclizagdo do acido araquidénico a
prostaglandina G2 (PGG2) e sua redugao para formar a prostaglandina H2 (PGH2). A
PGH2 é rapidamente convertida por sintases especificas a um dos cinco principais
prostanoides bioativos: prostaglandina F2 (PGF2), prostaglandina D2 (PGD2),
prostaglandina 12 (PGI2), prostaglandina E2 (PGE2) e tromboxano A2 (TXAZ2). Figura
4.

A COX-2 é abundantemente expressa no cértex e hipocampo, e é induzida
rapidamente em modelos experimentais com acido cainico e pentilenotetrazol, assim
como por liberacdo de 4&cido araquidbnico durante crises epilépticas. A
neuroinflamacdo pode ser tanto uma causa quanto consequéncia das crises
epilépticas (VEZZANI et al., 2011).

Muitos estudos demonstram efeitos positivos da inibicao da via e confirmam o
papel pré epiléptico das prostaglandinas. Foi demonstrado que celecoxibe, inibidor
seletivo COX 2, tem efeito anticonvulsivante contra crises induzidas por
pentilenotetrazol (PTZ) e essa protecdo € revertida com a administragao
intracerebroventricular de PGE2 (OLIVEIRA et al., 2008).

Também com uso de celecoxibe foi demonstrado que o a producao de
glicoproteina-p é dependente de COX-2, visto que a sintese foi diminuida com o uso
do farmaco e de outros inibidores da enzima (BAUER et al, 2008).

Em um estudo com amostras de neocértex de pacientes com epilepsia
refrataria, foram medidos os metabdlitos da COX, PGE2, TXA2 e PGI2, todos estavam
em niveis aumentados em relagao ao controle, entretanto o nivel de TXA2 mostrou-
se 2 vezes mais alto que o nivel de PGI2, enquanto no controle seu nivel de TXA2 era
ligeiramente mais baixo que PGI2 (RUMIA et al., 2012).

Sabendo que o TXA2 tem efeito vasoconstritor e agregante plaquetario é
possivel sugerir que este prostandide possa contribuir para o dano neuronal gerado
na epilepsia. Os efeitos da ativagcao de receptores para TXA2 no cérebro podem ser
diversos, foi demonstrado por HSU e KAN em 2014 que a ativacao pré-sinaptica do
receptor TP leva ao aumento da liberacdo de glutamato, enquanto a ativagao pos-
sinaptica esta associada com a inibi¢do da transmissdo (HSU e KAN, 1996); Porém a
influéncia dos receptores TP nas crises epilépticas e epilepsia ainda ndo havia sido

testada.
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Em um trabalho do grupo foi demonstrado que a administragdo subcutanea de
U-46619, agonista do receptor TP, aumenta a laténcia para crises induzidas por PTZ
em camundongos, possivelmente via TP com participagao de outras vias, visto que o
tratamento levou também ao aumento da expressao proteica de proteina cinase C
fosforilada (PKC) e a relagcdo PKC fosforilada/total, embora a administragcéao
intraperitoneal de SQ 29,548, antagonista do receptor TP, ndo tenha sido capaz de
alterar o efeito do agonista (FREITAS et al., 2018).

2.6 RECEPTOR PARATROMBOXANOS

O tromboxano A2 (TXA2) é sintetizado a partir da PGH2 por uma enzima
chamada tromboxano A sintase (TXS), essa via também gera o acido 5,8,10-
heptadecatrienoico (HHT) e malondialdeido (MDA). O TXA2 ¢é transformado
rapidamente a forma inativa tromboxano B2 (TXB2) por reagdo ndo enzimatica, a meia
vida do TXA2 é de cerca de 30 min (NAKAHATA, 2008). Figura 5.

O tromboxano A2 exerce sua agao através do receptor TP, um receptor
metabotropico que pode acoplar-se a proteinas Gq, G11, G12, G13, G15, G16, Gi, Gs
e Gh, que regulam varios efetores, como fosfolipase C (PLC), fator de troca de
nucleotideo de guanina Rho (RhoGEF) e adenilato ciclase, que resultam em respostas
fisiolégicas como regulacdo do citoesqueleto, proliferacdo e apoptose (NAKAHATA,
2008).
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Figura 5:Biossintese de TXA2 e seu receptor TP (NAKAHATA, 2008).

Varias das fungdes mediadas pelo receptor TP, como vasoconstricao e ativacéo
plaquetaria, dependem do acoplamento com a proteina Gq. A sinalizacao via Gq ativa
a PLC que cliva o fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2) e gera dois segundos
mensageiros inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O principal efeito do
DAG ¢ ativar a PKC. O IP3 ¢ liberado no citosol e age no receptor IP3 que controla a
liberagdo de Ca2+ das reservas intracelulares (RANG et al, 2007).

A regulagao da excitabilidade celular depende em grande parte da regulagao
da concentragdo de calcio. O aumento da corrente de calcio pode gerar
hiperexcitabilidade principalmente via receptor NMDA que pode levar a crises
epilépticas e SE, excitotoxicidade e morte celular. Bloqueadores de canais de calcio
sdo uteis no tratamento da epilepsia, principalmente para crises de auséncia (RANG
et al, 2007; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN; 2012).

Foi demonstrado também que a expressao do receptor TP pode ser regulado
para cima com espécies reativas de oxigénio (EROs) e provocar aumento nas

respostas de TXA2. Além disso, em um experimento de Yan et al 2016, foi comprovado
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que o TXAZ2 esta aumentado em regides apos isquemia cerebral em camundongos,
colocalizado com macrofagos e micréglia ativada, também os animais foram tratados
com SQ 29,548 e seus efeitos anti-inflamatérios e anti estresse oxidativo foram
suficientes para diminuir o volume de infarto e impedir o rompimento da BHE e lesao
neuronal subsequente.

Assim, fica claro que o bloqueio farmacolégico do receptor TP pode ser util ao
tratamento de epilepsia ou SE. @] [1S-[10,2a(Z),3a,4a]]-7-[3-[[2-
[(phenylamino)carbonyl] hydrazino]lmethyl]-7-oxabicyclo[2.2.1]hept-2-yl]-5-heptenoic

acid (SQ 29,548) é um antagonista do receptor TP altamente seletivo.

Figura 6:Estrutura quimica do SQ 29,548, CAS 98672-91-4.

O SQ 29,548 tem baixa permeabilidade através da barreira hematoencefalica,
mesmo em doses de 5 mg/Kg i.p. chega ao em niveis abaixo do limite de detecgéo
por isso a via mais adequada para administragdo da substancia seria
intracerebroventricular (SOPER et al., 2012; REBEL et al., 2015).
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3 ARTIGO CIENTIFICO

Os procedimentos experimentais iniciaram-se apds a obtencdo da carta de
aprovacgdo do Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Santa Maria (ANEXO A).

Os materiais e métodos, assim como os resultados e discussédo que fazem parte
desta dissertacdo estdo apresentados na forma de artigo cientifico, intitulado
“Neuroprotective effects of thromboxane receptor antagonist SQ 29,548 after
pilocarpine-induced status epilepticus in mice” publicado na revista Epilepsy Research

e reproduzido aqui integralmente.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Thromboxane A, (TXA;) is an important eicosanoid in the cardiovascular system, and increasing evidence
Eicosanoid suggests that TXA, receptors (TPs) and their ligands may constitute valuable tools for the development of
Thromboxane neuroprotective drugs. However, the role of TPs on seizure-induced damage has not been investigated.
?(A“R oot Therefore, we evaluated the effects of SQ 29,548, a potent and selective TP antagonist—on neuromotor per-
AK€t Ept_'c"s formance, neurodegeneration, reactive astrocytosis, and c-Fos protein immunoreactivity after pilocarpine-in-
Neuroprotection

duced status epilepticus (SE) in mice. Adult C57BL/6 mice received intracerebroventricular SQ 29,548 injections
90 min and 24 h after pilocarpine-induced SE. We found that SQ 29,548 prevented the impairment of neuro-
motor performance (Neuroscore test) 48 h after pilocarpine-induced SE. Data analysis suggested the existence of
two subgroups of SQ 29,548-treated post-SE animals. Eight out of 12 SQ 29,548-treated animals displayed
Neuroscore values identical to those of vehicle-treated controls, and were considered SQ 29,548 responders.
However, 4 out of 12 SQ 29,548-treated animals did not show any improvement in Neuroscore values, and were
considered SQ 29,548 non-responders. Treatment with SQ 29,548 attenuated SE-induced increase in the number
of FJC- or GFAP-positive cells in the hippocampus of SQ 29,548 responders. In addition, SQ 29,548 prevented
the SE-elicited increase of ¢-Fos immunoreactivity in the hippocampus. In summary, our results suggest that the
TP antagonist (SQ 29,548) improves neurological outcome after pilocarpine-induced SE in mice. The existence of
SQ 29,548 responders and non-responders was suggested by results from the Neuroscore test. Additional studies
are needed to understand the mechanisms underlying these findings, as well as the potential uses of TP an-
tagonists in the treatment of seizure-induced damage.

1. Introduction

Status epilepticus (SE), a life-threatening medical emergency de-
fined by the occurrence of continuous seizure activity (Trinka et al.,
2015a), is often associated with long-term morbidity and mortality
(Betjemann and Lowenstein, 2015). SE occurs in up to 61 per 100,000
individuals per year with a mortality rate of up to 40 %, and requires
prompt diagnosis and treatment (Trinka et al., 2015b). Compelling
evidence indicates that SE affects multiple organs—including the brain,
heart, lungs, and kidneys—either because of enduring seizure activity
or due to aggressive pharmacotherapy (Al-Mufti and Claassen, 2014).

Moreover, SE is a well-established risk factor for the subsequent de-
velopment of epilepsy (Meierkord, 2007). Therefore, it is important to
develop therapeutic strategies to mitigate the pathological processes
that follow SE, so as to limit the subsequent neurological, cognitive,
psychological, and social consequences of SE.

A myriad of molecular and cellular events—including excitotoxicity,
neurodegeneration, ischemic injury, and neuroinflammation—occur in
the brain after SE (Borges et al., 2003; Fabene et al., 2007). Among
several promising targets for neuroprotection after SE are the prosta-
noid receptors (Jiang et al., 2012, 2013; Pekcec et al., 2009; Rojas et al.,
2014). For instance, ablation of EP1 (a prostaglandin E2 receptor)
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reduces the likelihood of kainate-induced SE, and reduces both hippo-
campal cell death and the mRNA levels of inflammatory mediators
(Jiang et al., 2012). Moreover, post-SE administration of an EP2 (an-
other prostaglandin E2 receptor) antagonist in the mouse pilocarpine
model also decreases mortality, brain inflammation, blood-brain barrier
disruption, and hippocampal neurodegeneration (Jiang et al., 2013);
this further suggests the potential for neuroprotective strategies invol-
ving prostanoid receptors. However, it remains unclear whether other
prostanoid receptors, such as the thromboxane A2 receptor (TP) (Yan
et al., 2016), are associated with SE-elicited damage.

The TP receptor is a G protein-coupled receptor found in many
tissues and cell types (Nakahata, 2008). It is particularly important in
mediating platelet activation/aggregation and endothelial vasocon-
striction (Nakahata, 2008). Accordingly, TP receptor antagonism con-
stitutes an established strategy for antithrombotic therapies (Nakahata,
2008). In addition, recent evidence indicates that TP receptors ex-
pressed in brain parenchymal cells play a role in neuroprotection (Yan
et al, 2016). In fact, intracerebroventricular administration of SQ
29,548 (a potent and selective TP receptor antagonist) after transient
middle cerebral artery occlusion reduces the volume of cerebral in-
farction, the release of inflammatory cytokines, and microglia/macro-
phage activation (Yan et al., 2016). In this context, we hypothesized
that TP participates in the deleterious consequences of SE and in-
vestigated the effects of its antagonist (SQ 29,548) on neuromotor
performance, neurodegeneration, reactive astrocytosis, and protein
expression in mice with pilocarpine-induced SE.

2. Material and methods
2.1. Study animals

Adult female C57BL/6 mice (30-35 g) were maintained under
controlled conditions (12 h light/dark cycle, 24 + 1 °C, and 55 % re-
lative humidity), with free access to food (Puro Trato, Santa Maria,
Brazil) and filtered water. Animal use was in accordance with the
guidelines from national (the Brazilian Council of Animal
Experimentation, CONCEA) and international (Humane Care and Use of
Laboratory Animals, the U.S. Public Health Service) legislation and was
approved by the Ethics Committee for Animal Research of the Federal
University of Santa Maria (protocol number 5250180515). All efforts
were made to minimize both the number of animals used, and their
suffering.

2.2. Surgical procedures

Each animal was anesthetized with an intraperitoneal (i.p.) injec-
tion of ketamine and xylazine (80 and 10 mg/kg, respectively), and
placed in a rodent stereotaxic apparatus. Under stereotaxic guidance, a
7-mm stainless steel cannula (28 gauge) was inserted immediately
above the right ventricle (coordinates relative to bregma: AP, -0.5 mm;
L, 1.1 mm; DV, 2.2 mm from the dura) (Paxinos and George, 2007). For
postoperative pain control, meloxicam and dipyrone (2 and 100 mg/kg
respectively; i.p.) were administered before and after the surgical pro-
cedure. Experiments were performed 3 days after the surgery.

2.3. SE and SQ 29,548 treatment

Pilocarpine hydrochloride (P0472, Sigma-Aldrich) was adminis-
tered in repeated low doses (100 mg/kg, i.p.), as this approach is known
to increase the probability of SE and reduce acute mortality (Groticke
et al., 2007). To minimize the peripheral cholinergic effects, the mice
also received methylscopolamine (58502, Sigma-Aldrich; 1 mg/kg, i.p.)
30 min before pilocarpine dosage. In brief, pilocarpine was dissolved to
10 mg/mL in 0.9 % NaCl, and administered every 20 min. Injections
were limited to 6 injections per animal, and were continued until the
onset of SE—defined by the occurrence of continuous limbic seizures
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following generalized seizures. After 30 min in SE, diazepam (Santisa,
Bauru, SP, Brazil; 10 mg/kg, i.p.) was injected to quell the severity of SE
(Gualtieri et al., 2012). Age-matched controls also received methyls-
copolamine and diazepam, but were administered only 0.9 % NaCl
instead of pilocarpine. Either SQ 29,548 (19025, Cayman Chemical) or
its vehicle, 0.1 % DMSO (34869, Sigma-Aldrich), were administered by
intracerebroventricular (i.c.v.) injection 90 min and 24 h after SE (26
nmol/2 pl) (Yan et al., 2016). All animals submitted to the pilocarpine
dosage protocol developed SE). Four animals died during SE before
receiving diazepam or other treatments, and one vehicle-treated animal
was found dead around 24 h after SE.

2.4. Neuroscore

Neuromotor function was assessed through the Neuroscore test 48 h
after pilocarpine-induced SE, as described by Ferreira et al. (Ferreira
et al., 2013). Briefly, the animals were subjected to a grid-walk test for
1 min in order to asses of the number of foot-faults. Subsequently,
forelimb and hindlimb functions were evaluated by suspending the
animals by the tail and observing how they grasped the top of the cage
when they were lowered (to test the forelimbs). The same procedure
was used to evaluate hindlimb spreading and extension during sus-
pension. Finally, the animals were tested for both right and left re-
sistance to lateral pulsion. Animals were scored from 0 (severely im-
paired) to 4 (normal) for each of the following indices: walking failures,
fore- and hindlimb function, and resistance to lateral pulsion. The
maximum score for each animal was 12. Neurological motor functions
were evaluated by an experienced investigator who was blinded to
experimental groups. Based on the severity of neuromotor impairment,
we divided the SQ 29,548-treated SE animals into two sub-groups (Peng
et al., 2016): those with Neuroscore values greater than or equal to the
average plus one standard deviation of vehicle-treated SE animals were
considered SQ 29,548 responders, and the remaining animals were
regarded as SQ 29,548 non-responders.

2.5. Tissue preparation for histology

Forty-eight hours after SE, the mice were deeply anesthetized with
thiopental (180 mg/kg, i.p.), and perfused with 50 mL heparinized
saline (5 IU/mL) and 4 % paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M phosphate
buffer (pH 7.4). The brain was post fixed in 4 % PFA for 24 h, and
thereafter, in 30 % sucrose for 3 days. The ipsilateral hemisphere was
frozen and cut in a cryostat (HM525NX UV Cryostat; 956651, Thermo
Fisher Scientific), and the 20 um slices were stored in a cryoprotectant
at —20 °C until further use.

2.6. Fluoro-Jade C (FJC) staining

FJC staining was performed according to Wang et al. (Wang et al.,
2008). Free-floating sections were placed on gelatinized slides and se-
quentially immersed in a solution of 0.0.5 % NaOH in 80 % ethanol for
5 min, 70 % ethanol for 2 min, distilled water for 2 min, and 0.06 %
potassium permanganate for 10 min. The slides were rinsed for 2 min in
distilled water and then transferred to the FJC staining solution (0.00.1
%; 2578699, MilliporeSigma) and DAPI (0.01 %; sc-3598, Santa Cruz
Biotechnology) in 0.1 % acetic acid for 30 min. After staining, the
sections were rinsed with distilled water (3 times for 2 min each) and
dried. The slides were immersed in xylene for 1 min, covered with DPX
and a coverslip, and photographed under a fluorescent microscope (L5
filter to FJC and A4 filter to DAPI; DMI4000B, Leica). Slide evaluation
was conducted under 20X magnification using ImageJ (Schneider et al.,
2012).

2.7. Glial fibrillary acidic protein immunohistochemistry

Astrocyte activation was investigated through immunohistochemical
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detection of glial fibrillary acidic protein (GFAP) in free-floating sections.
The sections were blocked with 1.5 % normal goat serum in 10 mM PBS
containing 0.5 % Triton X for 1 h at room temperature, incubated at 4 °C for
72 h with primary antibodies raised against GFAP (1:1000; Z0334, Dako,
Agilent), and washed 3 times in PBS. Following this, the sections were ex-
posed to biotinylated goat anti-rabbit secondary antibodies (1:250, Vector
Laboratories) for 1 h at room temperature. Sections were washed 3 more
times and incubated with avidin-biotin horseradish peroxidase (HRP)
complexes for 30 min at room temperature (1:125; PK-4001, Vector Elite
ABC kit; Vector Laboratories) followed by 3 more washes. Immunoreactivity
was detected using diaminobenzidine (Vector Laboratories). Sections were
transferred to gelatinized glass slides, air dried, mounted with Cytoseal™
(8310-16, Thermo Fisher Scientific), and cover slipped. Slide evaluation was
conducted under 20X magnification using a light microscope (DMI4000 B,
Leica) and quantified in the ImageJ program.

2.8. Western blot

Western blot analyses were performed in 20 pum hippocampal sec-
tions after heat-induced antigen retrieval (Kawashima et al., 2014). In
brief, 10 sections were homogenized in 10 volumes of a solution con-
taining 300 mM Tris-HCl (pH 8.0) and 2 % sodium dodecyl sulfate
(SDS). Samples were incubated at 90 °C for 120 min and then cen-
trifuged for 20 min at 16,000g at 4 °C. Protein concentration was
measured using a standard BCA kit (Thermo Fisher Scientific). A 20 pg
aliquot of protein was subjected to 10 % SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis and transferred to 0.2 pm nitrocellulose membranes.
The membranes were blocked with 5 % (w/v) non-fat dry milk and
incubated overnight with primary antibodies raised against c-FOS
(1:1000; 4384, Cell Signaling Technology). After washing, the mem-
branes were further incubated for 1 h with HRP-linked secondary an-
tibodies (1:10000; A0545, Sigma-Aldrich) and developed for chemilu-
minescence (Clarity ECL, Bio-Rad) in a ChemiDoc imaging system (Bio-
Rad). Protein bands corresponding to c-FOS were quantified with Im-
ageJ (RIID: nif-0000-30467) and normalized using the Ponceau S red
total protein stain (Romero-Calvo et al., 2010).

2.9. Statistical analyses

Data were analyzed by one- or two-way ANOVA, followed by post
hoc analyses with a Newman-Keuls multiple comparison test. All ana-
lyses were done in GraphPad Prism version 6.01 for Windows
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). A probability of P < 0.05 was
considered significant. Statistical values are shown only when sig-
nificant, and all data are expressed as mean = SEM.

3. Results

In the first experiment, we administered the Neuroscore test 48 h
after pilocarpine-induced SE to evaluate the effect of SQ 29,548 injec-
tions (i.c.v.) on neuromotor performance. Pilocarpine-induced SE de-
creased Neuroscore [F (1,26) = 21.91; P < 0.0001; Fig. 1A], and post
hoc analyses suggested a protective effect of SQ 29,548 (Fig. 1A).
Further analyses suggested the existence of two subgroups of SQ
29,548-treated post-SE animals. In fact, 8 out of 12 SQ 29,548-receiving
animals—termed SQ 29,548 responders—displayed Neuroscore values
identical to those of vehicle-treated controls, indicating a high level of
protection afforded by SQ 29,548 [F (2,13) = 51.46; P < 0.0001;
Fig. 1B]. However, 4 of out of 12 SQ 29,548-treated animals did not
show any improvement in Neuroscore values, and were considered SQ
29,548 non-responders. Samples from non-responders were excluded
from subsequent neurochemical analyses. Notably, we detected no
differences in the doses needed to induce SE [F (2,13) = 0.2846; P =
0.7569; Fig. 1C], suggesting that the differences in response to SQ
29,548 may be unrelated to individual sensitivity to pilocarpine.

To further investigate the neuroprotective potential of SQ 29,548
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after SE-induced damage, we assessed FJC-stained neurons and GFAP
immunoreactivity 48 h after pilocarpine-induced SE. The number of
FJC-positive cells in the CA1 subfield [F (1,11) = 8244;P = 0.0152;
Fig. 2A] and in the hilus of the dentate gyrus (DG) [F (1,11) = 14.46; P
= 0.0029; Fig. 2C] were higher in post-SE animals. No changes were
detected in the CA3 subfield (Fig. 2B). Post hoc analyses revealed that
SQ 29,548 responders had fewer FJC-positive cells in both the CAl
subfield and the hilus of the DG than vehicle-treated post-SE animals,
indicating a neuroprotective effect of SQ 29,548. SE also increased the
number of GFAP-positive cells in the CA1 subfield [F (1,11) = 12.67; P
= 0.0045; Fig. 3A], indicating astrogliosis in hippocampal formation
48 h after pilocarpine-induced SE. However, SQ 29,548 responders had
GFAP-positive cell counts comparable to those of vehicle-treated con-
trols, suggesting a neuroprotective effect of SQ 29,548 in this subset of
animals. Pilocarpine-induced SE did not modify the number of GFAP-
positive cells in the CA3 subfield (Fig. 3B) or the hilus of the DG
(Fig. 3C). Nevertheless, SQ 29,548-treated animals had fewer GFAP-
positive cells in the hilus of the DGthan vehicle-treated animals [F
(1,11) = 4,916; P = 0.0486; Fig. 3C], indicating that TP receptor an-
tagonism reduces astrocyte activation.

Since the expression of c-Fos—an immediate expression gene in-
volved in neuronal plasticity, cell growth, mitosis, and many neuro-
chemical processes—is increased under robust neuronal activation, we
investigated the expression pattern of c-Fos after SE and SQ 29,548
treatment. We found that pilocarpine-induced SE increased c-Fos im-
munoreactivity in the mice hippocampus 48 h after SE, and that this
effect was blunted by the i.c.v. injection of SQ 29,548 [F (1,14) =
4,794; P = 0.046; Fig. 4].

4. Discussion

In the present study, we showed that a TP receptor antagonist im-
proves neurological outcome after pilocarpine-induced SE in mice.
Specifically, an i.c.v. injection of SQ 29,548 affords protection against
neuromotor impairment (Neuroscore), neurodegeneration (FJC), re-
active astrocytosis (GFAP), and c-Fos overexpression. Interestingly, the
protective effect of SQ 29,548 on neuromotor performance appeared to
be all-or-none, since 8 out of 12 animals had Neuroscore values iden-
tical to those of vehicle-treated controls (SQ 29,548 responders), while
the remaining subjects did not show any improvement after SQ 29,548
treatment (non-responders). This finding is particularly interesting
considering that a similar pattern of responders and non-responders to a
TP receptor antagonist has been reported in previous studies. For in-
stance, clinical data demonstrates significant variability in individual
responses to Seratrodast—an orally active TP receptor antagonist that is
currently prescribed for asthma therapy in Japan (Tanaka et al., 1999).
In fact, during a 4-week multicenter trial, adult asthmatic patients re-
ceived Seratrodast once a day and were evaluated for typical signs and
symptoms of asthma. Based on the improvements of asthma symptom
scores and peak expiratory flow rate, 18 out of 45 patients were clas-
sified as Seratrodast responders, while the other 27 were classifies as
non-responders (Tanaka et al., 1999). While the mechanisms under-
lying the differences between TP antagonist responders and non-re-
sponders are not clear, it is interesting that the same phenomenon was
detected in completely different circumstances in two different study
systems. Another point to consider is that 2 animals in the non-re-
sponder group performed worse on the Neuroscore test (score = 0)
than any vehicle-treated SE animal. One mouse needed 2 pilocarpine
injections to establish SE, whereas the other one needed 3 pilocarpine
injections. In our view, this indicates that these two animals were not
overly sensitive to the effects of pilocarpine. One possible explanation is
the existence of a subgroup of SE animals that could be harmed by post-
SE SQ 29,548 treatments. However, since only 2 animals (out of 12)
exhibited this behavior, it is difficult to definitively confirm or refute
this assumption at present.

Compelling evidence suggests that bioactive prostanoids play a role
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Fig. 1. Effect of intracerebroventricular injection of TP selective antagonist SQ 29,548 on neuromotor performance (Neuroscore test) 48 h after pilocarpine-induced
SE. Data are shown as mean + SEM, and individual values appear as open triangles. In panel A all SQ 29,548-receiving animals were pooled together. Circled
symbols depict treatment responders (solid line) and non-responders (dashed line). The asterisk indicates a significant difference (P < 0.05) compared to the
respective control group. In panel B SQ 29,548-receiving animals were divided into responders and non-responders according to the criteria described in Material and
Methods section. The amount of pilocarpine needed to induce SE in individual mice is presented in panel C. The asterisk indicates a significant difference (P < 0.05)
from all other groups.
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Fig. 2. Effect of intracerebroventricular injection of TP selective antagonist SQ 29,548 on neuronal degeneration in hippocampal formation 48 h after pilocarpine-
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of SQ 29,548 responders. Representative images are shown in (D). The asterisk indicates a significant difference (P < 0.05) from the respective control group,
whereas the hashtag (#) indicates a significant difference from vehicle-treated SE animals.
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in seizures and seizure-associated damage (Mello and Oliveira, 2014).
However, it is unclear whether increased production and release of
these inflammatory mediators cause seizures or are a consequence of
seizures. Moreover, depending on the receptor and secondary

messenger pathways involved, prostanoids may facilitate, protect, or
even not alter yciated d For instance, EP1 knockout
mice show reduced hippocampal neurodeg ation (as ed by
Fluoro-Jade B staining) in spite of displaying similar kainate-induced SE
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behavioral phenotypes as wild-type mice (Rojas et al., 2014). Moreover,
repeated pretreatment with SC-51089 after pilocarpine-induced SE in
female Wistar Unilever rats blunted glycoprotein-P overexpression, but
did not affect the loss of polymorphic neurons in the hippocampal hilus
(Pekcec et al., 2009). Furthermore, studies by Jiang et al. (Jiang et al.,
2012, 2013) revealed that the pharmacological blockade of EP2 re-
ceptors using small molecule antagonists of EP2 receptors decreased
neurodegeneration in the hippocampal subregions CA1, CA3, and
dentate hilus in animals subjected to pilocarpine-induced SE. Alto-
gether, these results support the idea that the role of prostanoids on
seizure-induced damage is complex, and may vary depending on ex-
perimental conditions such as the convulsant agent used. To the best of
our knowledge, this study is the first to evaluate the role of TPs on
seizure-induced damage. SQ 29,548 (i.c.v.) treatments prevented the
SE-induced increase in FJC-positive cells in the CA1 subfield and hilus
of the DG in SQ 29,548 responders, indicating a neuroprotective effect
of the TP receptor antagonist (as detected through FJC-staining and
GFAP immunohistochemistry). Moreover, the TP antagonist blunted
also the SE-induced increase in the number of GFAP-positive cells in the
CA1 subfield of SQ 29,548 responders, indicating the prevention of
astrogliosis in the dorsal hippocampal formation. In addition, SQ
29,548 prevented the SE-elicited increase of c-Fos immunoreactivity in
the hippocampus, indicating prevention of the persistent over-activa-
tion of limbic regions after SE. To some extent, our present data agree
with those by Yan et al. (Yan et al., 2016), who showed that SQ 29,548
injection (i.c.v.) reduced the cerebral infarct volume, microglial/mac-
rophage activation, and inflammatory cytokine production (IL-1p, IL-6
and TNF-a), and alleviated the oxidative stress response after transient
middle cerebral artery occlusion in mice. Of course, the mechanisms
underlying brain damage after ischemia and prolonged seizure may
differ, but it is remarkable that the positive effects of the TP antagonist
after brain insults were detected in different experimental paradigms.

5. Conclusions

Our study revealed that SQ 29,548, a potent and selective TP an-
tagonist, improved neurological outcome after pilocarpine-induced SE
in mice. Positive effects on neuromotor function of mice revealed the
existence of SQ 29,548 responders and non-responders. Further studies
are needed to understand the mechanisms underlying these findings as
well as the potential of TP antagonists in the treatment of seizure-in-
duced damage.
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4 CONCLUSAO

O tratamento com SQ 29,548 apesar de nao evitar completamente os danos
causados pelo SE, demonstrou proteger contra danos neuromotores, morte celular e
astrogliose causadas pelo SE, embora ndo seja possivel identificar um efeito
modificador da doenga a longo prazo devido ao uso de um protocolo agudo. O
antagonista do receptor TP demonstra ser benéfico no periodo inicial apés o SE,
contudo mais estudos em modelos crénicos devem ser feitos para avaliar o seu

potencial uso na clinica.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "O papel dos receptores de tromboxanos (TP) em crises epiléticas e em diferentes modelos
de epilepsia”, protocolada sob o CEUA n® 5250180515 b oo03g9), sob a responsabilidade de Mauro Schneider Oliveira e equipe;
Mayara Lutchemeyer de Freitas; Ana Claudia Beck Grauncke; Thaize Lopes de Souza - que envolve a produgdo, manutencdo e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA/UFSM) na reunido de 09/07/2015.

We certify that the proposal "The role of thromboxane receptors (TP) in seizures in different models of epilepsy”, utilizing 400
Isogenics mice (400 females), protocol number CEUA 5250180515 (b oo0389), under the responsibility of Mauro Schneider
Oliveira and team; Mayara Lutchemeyer de Freitas; Ana Claudia Beck Grauncke; Thaize Lopes de Souza - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Maria (CEUA/UFSM) in the meeting of 07/09/2015.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 06/2015 a 06/2019 Area: Fisiologia E Farmacologia
Origem: Biotério Central UFSM

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Fémeas idade: 60 a 60 dias N: 400
Linhagem: C57BL/6 Peso: 20a25¢g

Local do experimento: Os experimentos propostos serdo realizados em dois laboratérios no prédio 21 do Campus sede da
Universidade Federal de Santa Maria: Sala 5219 (prédio 21) e Sala 5214 (prédio 21) Além disso, a equipe executora possui acesso a
estrutura multiusuéria, bem como o biotério de experimentagao animal do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFSM.

Santa Maria, 10 de fevereiro de 2020
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