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RESUMO

EFEITOS BENEFICOS DO ACIDO ROSMARINICO EM MODELOS DE
ATIVIDADE EPILEPTIFORME IN VIVO E IN VITRO INDUZIDOS POR
PILOCARPINA

AUTORA: Bruna Neuberger
ORIENTADOR: Mauro Schneider Oliveira

A epilepsia € uma condi¢do neuroldgica crénica marcada por ocorréncia de crises
epilépticas que acarretam enorme prejuizo a qualidade de vida dos pacientes afetados. Assim,
0 entendimento das bases moleculares responsaveis pelo desenvolvimento da epilepsia e
comorbidades associadas é de fundamental importéncia. O status epilepticus (SE) é um tipo
grave de convulsdo que geralmente é dificil de controlar e pode levar a morte. O acido
rosmarinico (AR) tem sido relacionado a diversas atividades biologicas, incluindo acédo
antioxidante e anti-inflamatoria. Nesse sentido, o presente estudo avaliou o potencial efeito
benéfico do acido rosmarinico em modelos de atividade epileptiforme induzido por pilocarpina
in vivo e in vitro. Para isso no modelo in vivo o SE foi induzido em camundongos machos
C57BL / 6 utilizando baixas doses de pilocarpina (100mg/kg/i.p.), que receberam AR (30 mg /
kg/v.0.) 1, 24 e 48 h apds o término do SE, avaliamos atividade neuromotora por neuroescore
e 0s niveis de proteinaa carbonil no cértex. Usando um modelo in vitro em combinag&o cortex
entorrinal-hipocampo de ratos Wistar, avaliamos os efeitos da AR (10 pg / ml) na liberacéo de
lactato e analogo fluorescente de glicose 2-NBDG ap6s incubacdo em aCSF de alto potassio
suplementado ou ndo com pilocarpina, avaliamos a expressdo de proteinas por dot blot e
western blot. O tratamento com AR atenuou 0 comprometimento neuromotor em 48h e
diminuiu os niveis de proteinas carboniladas. Em ambos os modelos in vitro, AR foi capaz de
diminuir a liberacéo de lactato estimulada das fatias, enquanto nenhum efeito sobre a captagéo
de 2-NBDG foi encontrado. Os modelos in vitro ndo induziram alteragfes nos marcadores de
estresse oxidativo, bem como o0 AR sozinho ndo teve nenhum efeito. Os resultados sugerem
que o AR é um bom candidato complementar na terapia da epilepsia, visto que ele apresentou

efeitos benéficos em modelo de atividade epileptiforme in vitro e in vivo.

Palavras-chave: epilepsia, &cido rosmarinico, dano neuromotor, antioxidante.



ABSTRACT

BENEFICIAL EFFECTS OF ROSMARINIC ACID IN VIVO AND IN VITRO
MODELS OF EPILEPTIFORM ACTIVITY INDUCED BY PILOCARPINE

AUTHOR: Bruna Neuberger
ADVISOR: Mauro Schneider Oliveira

Epilepsy is a chronic neurological condition marked by the occurrence of epileptic seizures that
cause enormous damage to the quality of life of affected patients. Thus, understanding the
molecular bases responsible for the development of epilepsy and associated comorbidities is of
fundamental importance. Status epilepticus (SE) is a severe type of seizure that is often difficult
to control and can lead to death. Rosmarinic acid (RA) has been linked to several biological
activities, including anti-oxidant and anti-inflammatory action. In this sense, the present study
evaluated the potential beneficial effect of rosmarinic acid in models of epileptiform activity
induced by pilocarpine in vivo and in vitro. For this, in the in vivo model, SE was induced in
male C57BL/6 mice by low doses of pilocarpine (100mg/kg/i.p.), which received RA (30 mg /
kg /vo) 1, 24 and 48 h after the end of SE, we evaluated neuromotor activity by neuroscore and
protein levels. carbonyl in the cortex. Using an in vitro model in combination entorhinal cortex-
hippocampus of Wistar rats, we evaluated the effects of RA (10 g/ ml) on the release of lactate
and fluorescent glucose analogue 2-NBDG after incubation in high potassium aCSF
supplemented or not with pilocarpine, we evaluated protein expression by dot blot and western
blot. Treatment with RA attenuated neuromotor impairment within 48 hours and decreased
levels of carbonyl proteins. In both in vitro models, RA was able to decrease the stimulated
lactate release from the slices, while no effect on 2-NBDG uptake was found. In vitro models
induced no changes in oxidative stress markers, and AR alone had no effect. The results
obtained that AR is a good complementary candidate in the therapy of epilepsy, since it has

beneficial effects in an in vitro and in vivo model of epileptiform activity.

Keywords: epilepsy, rosmarinic acid, neuromotor damage, antioxidant.
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1. INTRODUCAO

A epilepsia € uma doenca neuroldgica crénica com prevaléncia de 1-2 % na populacao
em geral. A principal e mais marcante caracteristica da epilepsia é a ocorréncia de crises
epilépticas, que sdo eventos transitdrios resultantes de descargas méximas excessivas e
sincronicas de grupos de neurdnios no cérebro, essas crises podem ser classificadas em: crises
focais, generalizadas ou de inicio desconhecido (FISHER et al., 2017).

A qualidade de vida dos pacientes com epilepsia também é afetada negativamente por
diversas comorbidades neurolégicas de dificil tratamento, incluindo depresséo, transtornos de
ansiedade e déficits cognitivos(FISHER, 2015). Embora a origem dessas comorbidades tenham
sido historicamente atribuidas a consciéncia do paciente de sua condi¢do crénica, a presenca de
neuropatologia primaria (por exemplo, esclerose do lobo temporal) ou mesmo consideradas
efeitos adversos indissociaveis dos farmacos anticonvulsivantes, diversos estudos recentes tém
mostrado que altera¢cdes neuroquimicas e estruturais podem contribuir de maneira crucial para
0 aparecimento de comorbidades como transtornos de humor e ansiedade e problemas
cognitivos (GALLUCCI NETO; MARCHETTI, 2005; HERMANN; SEIDENBERG; JONES,
2008).

O tratamento da epilepsia atualmente é focado no controle das crises e embora haja uma
variedade de farmacos anticonvulsivantes disponiveis estima-se que 30% dos pacientes
permanecem ndo responsivos aos farmacos mesmo com diferentes esquemas de tratamento e
politerapia (JAFARPOUR et al., 2019).

Assim, o entendimento das bases moleculares responsaveis pelo desenvolvimento de
epilepsia e comorbidades associadas é de fundamental importancia para a concepcdo de
estratégias terapéuticas eficazes para prevencao da epilepsia ou modificacdo da doenca. Com
isso o0 estudo dos processos inflamatorios e o estresse oxidativo e suas relagdes com patologias
do sistema nervoso central tém apresentado uma grande importancia nas pesquisas da ultima
década. Evidéncias experimentais e clinicas indicam a inflamacdo cerebral (ou
neuroinflamacédo) e o aumento do estresse oxidativo como um constituinte comum e crucial na
epileptogénese e no desenvolvimento das crises recorrentes espontaneas (LORES ARNAIZ et
al., 1998; VEZZANI, 2005; VEZZANI et al., 2011).

Nesse contexto, sabendo que diversas atividades biologicas vém sendo descritas para o
Acido Rosmarinico (AR), incluindo atividade antioxidante (PIETSCH et al., 2011) a qual é em
grande parte responsavel pela acdo neuroprotetora e anti-inflamatoria (GAMARO et al., 2011)

e que os produtos naturais vém desempenhando um papel importante na pesquisa de moléculas



10

bioativas e no desenvolvimento de novos farmacos (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003), o
objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos protetores do AR em modelo in vivo de

status epilepticus e in vitro de atividade epileptiforme.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EPILEPSIA

Segundo a ILAE (International League Against Epilepsy) a epilepsia é uma doenca
causada por uma predisposicdo do cérebro a gerar crises epilépticas. Mais especificamente é
diagnosticada quando: a) o individuo tem duas crises ndo provocadas em 24 horas, b) uma crise
nédo provocada com probabilidade de ter outra crise, semelhante ao risco de recorréncia geral
apos duas crises, ou ¢) sindrome de epilepsia (FISHER, 2015).

Recentemente uma nova classificacdo das Epilepsias foi normatizada a fim de auxiliar
na classificacdo em diferentes niveis e ambientes clinicos dado o fato que sabe se das diferencas
em relacdo a recursos e diagnostico em diferentes regides do mundo. Os tipos de Epilepsia séo:
a) focais, que incluem disturbios uni ou multifocais e podem ocorrer crises com ou sem
preservacdo da consciéncia, motoras, ndo motoras e com evolugdo para tonico-clonicas
bilaterais. b) generalizadas, onde os individuos podem ter crises de auséncia, generalizadas,
mioclonicas e tonico-clénicas. ¢) focais e generalizadas onde se tem tanto crises focais como
generalizadas e d) desconhecida que € o termo utilizada quando ndo se tem dados clinicos
suficientes para determinas o tipo da epilepsia (SCHEFFER et al., 2017).

Em um relatério recente a OMS traz que a epilepsia € uma das doencas neuroldgicas
mais comuns em todo o mundo, afetando cerca de 50 milhdes de pessoas e que a falta de acdes
para resolver os problemas de tratamento tem consequéncias terriveis para o bem-estar dos
pacientes e impacta no desenvolvimento social e econémico (WHO, 2018).

Do ponto de vista etioldgico, a epilepsia pode ser dividida em trés grandes categorias
(BERG; SCHEFFER, 2011) a epilepsia genética, em que um defeito genético contribui
diretamente para a epilepsia (por exemplo, canalopatias); a epilepsia estrutural/metabdlica,
causada por distarbio estrutural e/ou metabdlico cerebral (por exemplo, malformacao cerebral,
infeccdo, tumor, acidente vascular cerebral ou estado de mal epiléptico - status epilepticus) e a
epilepsia com etiologia desconhecida, em que ndo ha evidéncia clara de um fator etioldgico.

Enquanto a terapia com anticonvulsivantes promove o controle das crises epilépticas em
aproximadamente 60-70 % dos pacientes, as crises permanecem ndo controlaveis em um
namero significante de individuos, mesmo com o uso de varias drogas e diferentes esquemas
de tratamento (BEM-MENACHEM et al., 2007).
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2.1.1 Etiologia

Embora uma variedade de alteragbes moleculares e celulares ocorra durante a
epileptogénese e a epilepsia, 0S mecanismos exatos que levam ao aparecimento de crises
epilépticas espontaneas e comorbidades permanecem desconhecidos (BERG; SCHEFFER,
2011), mas atualmente, conforme indicado por Scheffer et al. 2017 a epilepsia pode ser
classificada em seis grupos de acordo com a sua origem:

1- Estrutural, onde ha uma lesdo estrutural, uma anomalia visivel e pode ser devido a

acidente vascular cerebral, traumatismo ou infecgéo.

2- Genética, devido a mutacdo genética conhecida ou sugerida.

3- Infecciosa, é o tipo mais comum em todo o mundo, refere-se a um individuo com
epilepsia e ndo que teve crises a fase aguda de uma doenca. Infecgdes, comumente
relacionadas sdo Maléria, tuberculose, HIV.

4- Metabdlica, devido a um defeito metabolico como a uremia e porfiria.

5- Imunoldgica, quando ocorre inflamacéo do sistema nervoso central, as encefalites.

6- Origem desconhecida quando a causa ainda nao foi determinada.

2.1.2 Epidemiologia

Segundo a OMS, 2019, cerca de 50 milhdes de pessoas de todas as idades em diferentes
paises sdo afetadas pela epilepsia e ainda, 80% das pessoas que vivem com essa doenca sdo de
paises de baixa e média renda e ndo tem acesso a um tratamento adequado.

Embora seja uma doenca global, a maioria dos casos se encontra em paises com recursos
limitados, o que deriva principalmente de doengas infecciosas como maléria, neurocisticercose
e HIV (MOSHE et al., 2015)

Em 2005, o Ministério da Saude do Brasil, por meio de uma portaria reconheceu a
importancia e magnitude das doengas neuroldgicas, o que inclui a epilepsia. No Brasil ha
poucos dados sobre a epidemiologia dessa doenga, mas com base em estudos internacionais e
dados da populacéo brasileira, podemos compreender que temos aproximadamente 402mil
novos casos ao ano, sendo que 10,6 milhGes de pessoas ja apresentaram crises epilépticas
alguma vez (GALLUCCI NETO; MARCHETTI, 2005; IBGE)

A epilepsia é considerada uma doenca tratavel, pois cerca de 70% dos individuos podem
ficar livre das crises com o uso correto de medicamento, mas em todo o mundo, as pessoas com
epilepsia sofrem com discriminacdo e vivem com um estigma da doenga, 0 que pode

desestimular a procura por tratamento (WHO, 2019).
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2.2 CRISES EPILEPTICAS

As crises epilépticas sdo a principal caracteristica da epilepsia. Anteriormente as
classificagbes eram baseadas na anatomia cerebral, mas com cada vez mais estudos
demonstrando os mecanismos fisiopatoldgicos das crises, hoje sabe-se que a epilepsia € uma
doenca de redes neuronais (FISHER et al., 2017).

A ILAE classifica uma crise epiléptica como “a presenga de sinais e/ou sintomas
transitorios resultantes de uma atividade neuronal sincrona e excessiva”, onde as crises podem
ser classificadas de acordo com o seu inicio conforme a figura 1. A classificacdo tem o intuito
de melhorar a comunicacdo em cuidados clinicos e investigacdo, além de ser melhor

compreendida por pacientes e familiares de diferentes idades (FISHER et al., 2017).

Figura 1- Classificacdo das crises epilépticas

| Classificacdo das Crises*, ILAE 2017 — versdo expandida |

[ Inicio Focal ] [ Inicio Generalizado ] [ Inicio Desconhecido ]

Sem perturbagio Com perturbagio G " \ Motor
da consciéncia da consciéncia otar

. \6ni Ténico-clonico
Tanica-clonica Espasmos epiléticos
Clénica

Tonica
- Miocldnica Ndo motor
Inicio motor

Mioddnica-tonica-cldnica
. Paragem de atividade
Automatismos Atdnica e
Atdnica® Espasmaos epiléticos
Clanica
Espasmos epiléticos® Nio motor (Auséncia) [ N3o Classificavel® ]
Hipercinética
Miocldnica Tipica
Ténica Atipica
Mioddnica
Inicio ndo motor \ Miaclonia palpebral /
Autondmica
Paragem de atividade
Cognitiva
Emocionais

\ Sensnriakg /

[ Focal para tonico-cldnica bilateral ]

! No artigo que acompanha este relatdrio e no glossario encontram-se as definicdes, outros tipos de crises e a sua

descrigdo. ? A gravidade da perturbacdo do estado de consciéncia ndo é especificada. * Devido a informacdo inadequada
ou incapacidade para a localizar noutras categorias.

Fonte: Adaptado de FISHER et al., 2017
A classificacdo comeca diferenciando as crises entre de inicio focal, quando se originam
em um hemisfério cerebral, generalizado quando a crise inicia em ambos os hemisférios ou

ainda de inicio desconhecido. As crises focais podem ser subclassificadas de acordo com o
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estado de consciéncia do paciente durante a crise: se esta consciente de si e do meio (sem
perturbacdo da consciéncia) ou com perturbacdo da consciéncia. De forma complementar, as
crises focais podem ser categorizadas de acordo com os sinais e sintomas motores e ndo motores
que o paciente apresentar primeiro, inicio motor ou nao motor.

Quando falamos de crises de inicio generalizado podemos classifica-las em motoras ou
de auséncia (ndo motoras). As crises de inicio desconhecido podem ter caracteristicas motoras
ou ndo motoras e posteriormente serem classificadas em focal ou generalizada, conforme for
possivel ser feita a identificacdo pelos médicos.

Muitas vezes nédo se consegue classificar a crise por diversos motivos, seja porque o
paciente estava sozinho ou dormindo ou ainda por que ndo foi possivel identificar
caracteristicas focais. Sdo utilizados elementos de apoio para tentar classificar corretamente as
crises de um paciente, como padrées de eletroencefalograma (EEG), lesdes por neuroimagem
e ainda videos gravados pela familia, mas ainda assim a classificacdo entre focal e generalizada
sO deve ser feita quando se tem um alto grau de confianca em relacéo a sua origem (FISHER et
al., 2017).

2.2.1 Status Epilepticus (SE)

O SE é definido como uma convulsdo que ndo para apés um longo periodo e é uma
grave emergéncia médica. Pode estar associado a crises convulsivas ou ndo convulsivas e se
for muito longo pode levar a um coma com sintomas leves ou nenhum sintoma. (WRAY e
KNUPP, 2011). Recentemente a ILAE revisou a definicdo de SE em humanos e traz dois
recursos, T1 que se define como o tempo em que o tratamento deve ser iniciado, que é de 5
minutos para SE convulsivo e T2 como o tempo em que as consequéncias a longo prazo podem
ocorrer, que € apos 30 minutos (TRINKA et al., 2015)

As causam de SE s&o numerosas e variam conforme a idade do paciente. Em adultos as
principais causam s&o traumas, doencgas vasculares e abandono dos medicamentos
anticonvulsivantes, ja em criancas sdo mais comuns casos agudos de febre e infecgdes ou ainda
causas desconhecidas (MAYTAL et al., 1989).

Ao estudar o SE em modelos animais podemos avaliar rigorosamente a fisiopatologia,
resposta aos medicamentos e a patologia da doenca, existem diversos estudos envolvendo
animais e esses apresentam dados consistentes com os dados humanos obtidos na clinica
(SEINFELD; GOODKIN; SHINNAR, 2016).
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2.2.2 Fisiopatologia e altera¢des moleculares

As crises epilépticas geram uma excitabilidade que leva a uma producéo excessiva de
espeécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo importantes mediadores de lesdo cerebral e
tornam o cérebro mais vulneravel ao dano oxidativo e ao desenvolvimento de novas crises. As
celulas tm uma série de mecanismos antioxidantes para tentar manter o equilibrio, mas quando
ERO’s ultrapassam os mecanismos de defesa temos o estresse oxidativo (HALLIWELL, 2006).

Durante o estresse oxidativo pode ocorrer peroxidacao lipidica nas células bem como
danos as proteinas, que resulta em modificacdes irreversiveis em suas estruturas, como a
introdugdo de grupamentos carbonil e a nitragdo. Sabendo disso, evidéncias ligaram o estresse
oxidativo a danos nos tecidos e disfuncbes comportamentais em diversos modelos de doengas
neuroldgicas (BREITZIG et al., 2016; PATEL, 2016)

A reposta celular a diversos tipos de estresse caracteriza-se por alteracfes no
metabolismo, estudos indicam que o metabolismo energético estd comprometido na epilepsia,
durante as crises ocorre hipermetabolismo de glicose e consequentemente aumento nos niveis
de lactato, j& na condicgdo crbnica da doenca pode ser observado hipometabolismo de glicose.
Aumento nos niveis de lactato extracelular foram detectados em hipocampo humano durante
convulsdes e pode ser considerado um biomarcador de convulsdo em modelos agudos
(LAMUSUO et al., 2001; SHARMA et al., 2008).

Além das crises epilépticas os pacientes acometidos por essa doenga sofrem com
diversas comorbidades neuroldgicas de dificil tratamento, como depressao e déficits cognitivos,
gue podem ser pioradas pelos efeitos adversos causados pelos farmacos utilizados no
tratamento, geralmente em politerapia (HERMANN; SEIDENBERG; JONES, 2008). Visto
ISSO terapias que visam minimizar o estresse oxidativo e o dano neuronal tem sido muito

utilizadas para diminuir o prejuizo causado pela epilepsia (SANTOS et al., 2018).

2.3 MODELOS EXPERIMENTAIS

2.3.1 Invivo

A pilocarpina € um agonista colinérgico muscarinico que quando injetado
sistemicamente em ratos produz crises convulsivas e danos semelhantes aos encontrados em
cérebros de humanos (TURSKI et al., 1984). Esse modelo representa diferentes estagios onde
pode ser possivel estudar farmacos com diferentes propdsitos, na fase aguda pode-se testar

compostos com eficécia sobre o SE e neuroprotecdo contra os danos causados pelas crises, no
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periodo latente podemos identificar contribuintes para a epileptogénese e sua prevencao, e na
fase crénica, quando o animal tem as crises espontaneas e recorrentes pode-se testar farmacos
que atuem frente a essas crises (CURIA et al., 2008; LEITE et al., 1990)

Os modelos animais permitem uma boa compreensdo da farmacocinética, efeitos
colaterais, eficacia e tolerancia, além disso deve mimetizar os sinais observados em humanos.
O modelo experimental de inducdo do SE pela pilocarpina tem sido usado para a caracterizagao
dos mecanismos de acdes de drogas anticonvulsivantes no tratamento da epilepsia (PEREIRA
et al., 2007). Este modelo foi descrito nos anos 80, a principal via de administracdo da
substancia é intraperitoneal ou injecbes intra-hipocampal, esse modelo provoca efeitos
eletrogréficos, comportamentais e alterac6es histopatoldgicas (AHMED JUVALE; CHE HAS,
2020).

As alteracdes provocadas pela administracdo de pilocarpina em ratos em um modelo de
status epilepticus podem ser divididas em 3 periodos: 1) periodo agudo que evolui para um
estado epiléptico limbico e que pode durar 24 horas, 2) um periodo com normalizagdo do
eletroencefalograma que pode durar de 4 a 44 dias e 3) um periodo cronico com crises
recorrentes e espontaneas (SCORZA et al., 2009).

2.3.2 In vitro

Sabendo que cada vez mais tem se procurado utilizar modelos in vitro visando diminuir
0 numero de animais por experimento e que modelos in vitro de eventos tipo-convulsivos
oferecem uma variedade de opc¢bes para o estudo dos mecanismos envolvidos em crises
convulsivas, bem como o potencial de novas abordagens terapéuticas, o uso in vitro de fatias
da estrutura cerebral traz novas opgdes para o estudo do sistema nervoso central (DULLA et
al., 2018).

Diferentes modelos in vitro sdo descritos para a mimetizagdo das crises epilépticas,
dentre eles a manipulacgdo da concentracgdo idnica do meio extracelular, como o modelo de baixa
concentracdo de Ca2+, onde a remogéo do Ca2+ extracelular provoca atividade epileptiforme
(DULLA et al., 2018). Ainda, Jensen & Yaari 1997, utilizaram um modelo in vitro de fatias de
hipocampo com baixa concentragdo de CaCl2 (1,2mM) e alta concentracdo de KCI (7,5mM) e
observaram episddios ictais em CA3 que logo se espalhou para CAl. Além disso, também
existem modelos induzidos por substancias quimicas como a pilocarpina, porém foi
demonstrado que a pilocarpina in vitro causa descargas epileptiformes espontaneas apenas

quando utilizada em altas concentra¢Ges, uma alternativa para isso € associa-la com aumento
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do K+ extracelular em 7,5mM (RUTECKI; YANG, 1998). Nesse contexto, Marchi et al., 2007
observou que in vitro a pilocarpina ndo promoveu atividade epileptiforme quando usada em
concentracdes idénticas ao in vivo do mesmo estudo, porém quando associada a mudancga no
meio extracelular utilizando solugdo aCSF com K+ 6mM promoveu eventos semelhantes a
crises intensas.

Sabendo das diversas alteragdes que podem ser causadas pelas crises epilépticas e pela
epilepsia, bem como dos diversos modelos experimentais que podem ser usados para estudar e
avaliar substancias frente a essas alteracdes, nesse trabalho buscamos avaliar o acido

rosmarinico.

2.4 ACIDO ROSMARINICO

Os produtos naturais vém desempenhando um papel importante na pesquisa de
moléculas bioativas e no desenvolvimento de novos farmacos (NEWMAN; CRAGG,;
SNADER, 2003). O Brasil é possuidor de uma flora rica, composta de uma infinidade de
espécies com aplicacdes terapéuticas e constitui-se 0 mais rico do mundo em espécies vegetais,
e que muito pode contribuir para o avanco da medicina mundial (SARITA ALBAGLI, 2001)

O AR é um éster dos acidos caféicos e 3,4-dihidroxifenillatico, como mostra a figura
abaixo (Figura 2), que foi isolado pela primeira vez em 1958 da planta Rosemary (Rosmarinus
officinalis), popularmente conhecida como Alecrim, e esté presente em diversas outras espécies

de plantas como Salvia officinalis, and Perilla frutescens (KIM et al., 2015).

Figura 2- Estrutura quimica do acido rosmarinico

OH

OH

Fonte: Adaptacdo da Wikipéedia

Culturalmente essas plantas sdo muito utilizadas como infusdes de cha e na forma seca
como temperos, 0 que torna a ingestdo e administracdo oral do AR muito interessante. Esse
composto também pode ser aplicado topicamente, onde ocorre acumulo epidérmico, via

intranasal, pulmonar e intravenosa. Apoés a ingestdo oral sofre impacto do trato gastrointestinal
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e € degradado em 2 acidos fendlicos que facilita sua absor¢do. De acordo com estudo in silico
a absorcao de AR é de 59,14% (SREE et al., 2014) no entanto investigagdes in vivo e in vitro
sugerem que a permeabilidade intestinal € muito menor. Estudos mostram que o AR puro é
estavel em diversos meios de pH, enquanto extratos apresentaram reducdo de até 99% no
contetdo de AR (HITL et al., 2021).

Diversas atividades bioldgicas vém sendo descritas para o AR, incluindo atividade
antioxidante a qual é em grande parte responsavel pela acdo neuroprotetora e anti-inflamatoria
(KIM et al. 2015). As primeiras propriedades anti-inflamatérias do AR foram demonstradas
por meio da sua capacidade de bloquear a fixacdo do complemento e inibir as lipooxigenases e
ciclooxigenases (KIMURA et al., 1987).

Evidéncias experimentais e clinicas sugerem que mediadores inflamatorios
desempenham papel nas comorbidades associadas a neuropatologia da epilepsia (VEZZANI,
VIVIANI, 2015) reforcando a importancia de controlar a inflamacéo p6s status epilepticus.
Ainda, recentemente foi relatado que 0 AR apresentou atividade neuroprotetora em diferentes
modelos de doencas neurodegenerativas, como isquemia cerebral e Alzheimer (IUVONE et al.,
2006; LUAN et al., 2013).

A perda progressiva de neurdnios em regides especificas do cérebro é uma caracteristica
que as doencas neurodegenerativas tem em comum. O que ocorre por mecanismos apoptoticos
e necroticos, onde o estresse oxidativo juntamente com a excitotoxicidade e a ativagdo da
caspase sdo causas subjacentes da morte neuronal. Quando testado frente ao estresse nitrosativo
em um modelo in vitro, 0 AR (50 uM) protegeu culturas primarias de neurbnios granulares
cerebelares de ratos, tendo esse efeito provavelmente por eliminar diretamente o 6xido nitrico
(TARAM et al., 2018).

Estudos mostraram que o tratamento com extrato de alecrim pode melhorar a
degeneracdo neuronal induzida por acido cainico e também os déficits de memoria
(RAHBARDAR; HOSSEINZADEH, 2020). Ja em Naderali et al., 2018 viu-se que a gravidade
e o inicio das crises em ratos diminuiram significativamente, bem como houve uma reducéo na
perda neuronal na regido CAL, quando tratados com extrato de alecrim (100mg/kg oral).

Também foi demonstrado que o acido rosmarinico é capaz de inibir a atividade de
enzimas chave da resposta inflamatdria, como a ciclooxigenase-1 e ciclooxigenase-2 (KELM
et al., 2000). Recentemente, Coelho et al., 2016 mostrou que o &cido rosmarinico possui
atividade antiepileptogénica em modelo de kindling induzido por pentilenotetrazol. Em outro
estudo Grigoletto et al., 2016 demonstrou que o tratamento com AR na dose de 30mg/kg foi

capaz de atenuar convulsdes agudas em camundongos.
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Diante dos diversos dados relatando o potencial efeito neuroprotetor e anti-inflamatério
do AR e sabendo que a oxidacédo e a inflamacédo estdo associadas a fisiopatologia das crises
epilépticas, o presente trabalho foi desenvolvido buscando verificar se 0 AR possui efeito

protetor em modelo de SE in vivo e tipo-convulsivo in vitro.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do AR in vivo ap6s SE induzido por pilocarpina, € in vitro em dois

modelos de atividade epileptiforme.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Definir qual a maior concentracdo de AR (1 ou 10uM) e tempo de incubacdo (60, 120,
240min) em que as fatias se manteriam viaveis.

b) Avaliar o efeito protetor do AR sobre niveis de lactato e captacdo de glicose.

c) Avaliar o efeito do AR sobre parametros neuromotores e carbonilacdo de proteinas pos
SE.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Os materiais e métodos, assim como resultados e a discussdo que fazem parte desta
dissertacdo estdo apresentados na forma de artigo cientifico intitulado “Beneficial effects of
Rosmarinic Acid in vitro and in vitvo models of epileptiform activity induced by pilocarpine”,
que foi submetido para publicacao.

Os procedimentos experimentais do presente artigo cientifico iniciaram-se ap6s a
obtencdo da carta de aprovacdo do CEUA (comité de ética na utilizacdo de animais) da
Universidade Federal de Santa Maria (ANEXO A e B).
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Abstract

Epilepsy is characterized by a predisposition to generate recurrent and spontaneous seizures;
it affects millions of people worldwide. Status epilepticus (SE) is a severe type of seizure. In
this context, screening potential treatments is very important. In the present study we
evaluated the beneficial effects of Rosmarinic acid (RA) in pilocarpine-induced in vitro and
in vivo models of epileptiform activity. Using an in vitro model in combined entorhinal
cortex-hippocampal from Wistar rats we evaluated the effects of RA (10 pg/ml) on lactate
release and glucose fluorescent analogue 2-NBDG after incubation in high potassium aCSF
supplemented or not with pilocarpine. In in vivo model, SE was induced in male C57BL/6
mice, which received RA (30 mg/kg/v.o.) at 1, 24 and 48 h after the end of SE. We evaluated
the neuromotor impairment by neuroscore test and protein carbonyl levels in the cerebral
cortex. In both in vitro models, RA was able to decrease the stimulated lactate release, while
no effect on 2-NBDG uptake was found. RA has beneficial effects in models of epileptiform
activity in vivo and in vitro. We found that RA treatment attenuated SE-induced neuromotor
impairment at 48 h timepoint. Moreover, post-SE treatment with RA decreased levels of
protein carbonyls in cerebral cortex of mice when compared to their vehicle-treated
counterparts. Importantly, RA was effective in a model of SE which is relevant for the human
condition. Present data adds to the literature on the biological effects of RA, who could be a

good candidate to add-on therapy in epilepsy.

Keywords: Rosmarinic acid, seizures-like, pilocarpine, antioxidant, neuromotor damage
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1.Introduction

Epilepsy is a chronic neurological disease characterized by a predisposition to
generate recurrent and spontaneous seizures with an incidence of 1-2% in the general
population In addition to seizures, the quality of life of epilepsy patients and their families is
affected by several difficult-to-treat neurological comorbidities, including depression,
anxiety disorders and cognitive deficits [1].

Understanding the molecular bases underlying seizures, epilepsy, and their
comorbidities, as well as the screening of new treatments is of fundamental importance for
the design of effective therapeutic strategies for preventing epilepsy or modifying the
disease. The study of inflammatory processes and oxidative stress and their relationship with
pathologies of the central nervous system have been of great importance in research in the
last decade. In this context, experimental and clinical evidence indicates neuroinflammation
and increased oxidative stress as a common and crucial constituent in epileptogenesis and
the development of spontaneous recurrent seizures [2, 3].

Rosmarinic acid (RA) is an ester of caffeic and 3,4-dihydroxyphenyllactic acids,
which was first isolated in 1958 from the Rosemary plant (Rosmarinus officinalis), popularly
known as Rosemary, and is present in several other plant species such as Salvia officinalis,
and Perilla frutescens [4]. Interestingly, several biological activities have been described for
RA [5], including antioxidant activity [6] which has been largely linked to the
neuroprotective and anti-inflammatory actions of RA [7]. In the context of epilepsy, the
potential benefic effects of RA have been evaluated, with discrepant results. For instance,
pretreatment with RA decreased seizure activity induced by kainate in rats [8] and by
pentylenetetrazole (PTZ) and pilocarpine in mice [9]. On the other hand, RA was not able to
modify PTZ-induced kindling in mice [10] or mid-term consequences of pilocarpine-induced

SE in mice [9]. Therefore, to shed further light on the anticonvulsant/neuroprotective
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potential of RA, in the present study we tested the effects of RA on in vitro and in vivo
paradigms of epileptic activity in which it has not been used to date. Specifically, we
evaluated the effects of RA on neuromotor status and protein carbonylation in acute phase
(48 h) of pilocarpine-induced SE and in acute brain slice model for anticonvulsant screening

which is based on lactate release [11].

2. Material and methods
2.1. Animals
Male Wistar rats aged 21 to 28 days (50 to 100 g) from the central vivarium of Federal

University of Rio Grande do Sul (UFRGS, Brazil) and Male C57BL/6 mice aged 30 to 60
days (25 to 30 g) from the central vivarium of Federal University of Santa Maria (UFSM,
Brazil) were used. The animals were adapted to laboratory vivarium for at least 15 days
before the experiments to avoid any stress due to transport and housing change. All
experimental protocols aimed to limit the suffering and the number of animals used. Studies
were conducted in accordance with national and international legislation (guidelines of
Brazilian Council of Animal Experimentation — CONCEA - and of U.S. Public Health
Service’s Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals), and with the approval of
the institutional animal care and use committee of the Federal University of Santa Maria
(approval numbers 9336090920 and 7594020715 for in vitro and in vivo studies,

respectively).

2.2. Reagents

Rosmarinic acid was obtained from Sigma-Aldrich (product no. 536954, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) and was dissolved in vehicle solution (0.9% NaCl containing
0.05 % Tween) for in vivo testing and in artificial cerebrospinal fluid (aCSF) for in vitro

studies. Pilocarpine was obtained from Sigma-Aldrich and dissolved in 0.9% NaCl for in
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vivo experiments and in aCSF for in vitro testing. The fluorescent glucose analogue 2-[N-
(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino]-2-deoxy-D-glucose (2-NBDG) was purchased

from Thermo Fisher Scientific Inc (Waltham, MA, USA).

2.3. In vitro experiments

All the experimental design is show in Figure 1. Rats were euthanized by decapitation
and combined entorhinal cortex-hippocampal slices were obtained with a motorized
vibratome (Campden Instruments, model 5100mz). We decided to carry out the in vitro
experiments in rats because they provide larger slices which are therefore easier to handle
and maintain. Detailed protocol of sectioning is described elsewhere [12]. After sectioning,
slices were allowed to rest in artificial cerebrospinal fluid (124 mM NaCl, 3 mM KClI, 1.8
mM MgSOz, 1.6 mM CacCly, 1.25 mM NaH2PO4, 26 mM NaHCO3 and 10 mM glucose; 95%
02/ 5% COg2; pH 7.4) at 35 °C for 60 min. To ensure the results were not impacted by loss of
slice viability, we assessed time-dependent lactate dehydrogenase release (LDH) after 1, 2
and 4 hours of incubation in the presence or absence of increasing concentrations of RA (1-
100 pg/ml). These experiments were conducted in continuously aerated (95% O2/ 5% CO3)
glass tubes containing aCSF. At appropriated timepoints, one slice and 1 mL of the
incubation medium were collected for analysis of LDH release. Concentrations of RA used
in the present study were selected based in the literature [13] and in pilot concentration-
response experiments.

The effect of RA (10 pg/ml) on lactate release [11] and glucose uptake [12] was
performed in two models of in vitro epileptiform activity. The models were established by
altering the composition of the aCSF. In the high concentration of K* model, KCI was
supplemented to achieve a final K™ concentration of 7.5 mM [14]. In the pilocarpine model

the high K* aCSF was supplemented with 50 uM pilocarpine [15]. The incubation time of
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the slices in these experiments was 4 hours as chosen based on the time-response curves. RA
was added always at the beginning of incubation. At the end of incubation, the slices and
incubation medium were collected and processed for analysis of LDH release, lactate release

and 2-NBDG uptake [12].

2.4. LDH release

LDH release was measured using commercially available Kkits (Labtest, Lagoa Santa,
MG, Brazil) following the manufacturer’s instructions. The total content of LDH in samples
was considered as the sum of LDH in slices plus incubation media and was set as 100 % for
calculation purposes. LDH release in the media was expressed as percent values of total LDH

content.

2.5. Lactate release

Lactate release in the incubation media has been demonstrated as rapid assays for
seizure-like activity in brain slice model for staged anticonvulsant screening [11]. Lactate
content was measured using commercially available kits (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil)

following the manufacturer’s instructions.

2.6. Glucose uptake

Glucose uptake was measured on slices using the fluorescent glucose analogue 2-
NBDG according to [12]. After the end of the incubation, one slice of each treatment was
carefully relocated to a tube containing aCSF supplemented with 2-NBDG (30 puM) and
maintained in the media for 15 minutes. Following 2-NBDG uptake, the slices were washed
with aCSF and homogenized in 30 mM Tris-HCI (pH 7.4). Homogenates were centrifuged

at 3000 x g for 10 min and supernatant fluorescence was measured in FlexStation 3 Multi-
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Mode Microplate Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). One 2-NBDG uptake
sample from experiments with K* and pilocarpine is missing because it was lost during

processing.

2.7. In vivo experiments

SE was induced in C57BL/6 mice following standard protocol [16] where repeated
low doses of pilocarpine (100 mg/kg, ip) are injected every 20 minutes until SE onset. Sixty
minutes thereafter SE was quelled with diazepam (10 mg/kg, i.p.). We decided to carry out
the in vivo experiments in mice to allow a more straightforward comparison with our
previous studies [9]. After 60 min of SE, we started the treatment with RA (30 mg/kg, v.0.).
Animals received 3 doses of RA: 1 h, 24 h and 48 h after SE [9]. One hour after the last
treatment mice were euthanized and the cerebral cortex removed for analysis of protein
carbonyls content. Control animals went through the same protocols but received vehicle

instead of other drugs.

2.8. Neuroscore

Neuromotor impairment was assessed using the neuroscore (NS) method [17].
Animals were scored according to the degree of neuromotor impairment (0 = severely
impaired to 4 = normal). First, the animals were placed on a grid to measure how many times
he misses walking. Upper limb function is assessed by observing whether the animals grip
the cage when lifted and brought towards it. Afterwards, the animals were suspended, and
the ability extend their lower limbs was noted. Finally, the animals are tested for right and
left lateral drive to determine resistance. This assessment was performed before SE induction

to establish a baseline measure and at 24 h and 48 h after SE.
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2.9. Dot blot assay

Levels of oxidative injury marker protein carbonyls were measured in the frontal
cortex by dot blot method [18] using anti-DNP primary antibodies (Sigma-Aldrich product

# D9656).

2.10. Protein content
Protein content was measured through using Sigma-Aldrich’s BCA Protein Assay Kit

(product #BCA-1) as per manufacturer’s instructions.

2.11. Statistical analyses

Slice viability (LDH release) was evaluated by two-way ANOVA (time of incubation
x incubation media) followed by Newman-Keuls post hoc test. Lactate release and 2-NBDG
uptake were evaluated by one-way ANOVA followed by a Newman-Keuls post hoc test.
Latency to SE was analyzed using unpaired Student’s t test. Parameters obtained from in vivo
experiments (NS and protein carbonyls) were evaluated by two-way ANOVA followed by
Newman-Keuls post hoc test. P values smaller than 0.05 were considered statistically

significant.

3. Results
3.1. In vitro results

To assess the time course of sample viability in our conditions, slices were incubated
in continuously aerated aCSF, in the presence or absence of RA (Figure 2A). The viability
was maintained stable at high values for at least 240 minutes, except for slices incubated
water instead of aCSF [F(3,48) = 11.93; P < 0.05]. Therefore, subsequent experiments were

performed at the longer timepoint (240 minutes). RA (1 or 10 pg/ml) did not impact slice
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viability in the time window analyzed. However, we noticed that the highest concentration
of RA (100 pg/ml) had strong interference in LDH readings, precluding the use of that
concentration of RA in our experimental conditions.

The effect of RA on lactate release and 2-NBDG after slice incubation in high
concentration of K* model is shown in figure 2B-E. Lactate levels increased by ~1.6 fold in
average in the media supplemented with a high concentration of K*, and co-incubation with
RA (10 pg/ml) attenuated the rise in lactate levels (Figure 2B) [F(3,24) = 4.735; P < 0.05].
On the other hand, no effect of high concentration of K*, RA or their combination was found
in 2-NBDG uptake (Figure 2C) [F(3,24) = 0.7356; P > 0.05].

In the last set of in vitro experiments, a high concentration of K* plus pilocarpine was
employed. Lactate levels increased by ~2.2 fold in average in the incubation media,
suggesting that pilocarpine had a facilitatory effect on lactate release. Interestingly, co-
incubation with RA blunted the increase in lactate levels in the incubation media
supplemented with K* and pilocarpine (Figure 2D) [F(3,20) = 4.116; P < 0.05], suggesting
RA was effective even considering the higher lactate release potential of the pilocarpine-
containing media. Once again, 2-NBDG uptake was not altered by the epileptogenic media,

RA, or their combination (Figure 2E) [F(3,16) = 0.2111; P > 0.05].

3.2. In vivo studies

All animals had a normal basal NS, with a value equal to 12, indicating that all
animals were in healthy condition at the beginning of the study (data not shown). When
analyzing the NS 48 hours after SE (Fig. 3A), we found that pilocarpine-induced SE impaired
neuromotor abilities, as they show a worsening in the test performance [F(1,15) = 23.54; P

< 0.05]. Interestingly, post-hoc analyses indicated that RA-treated animals had higher NS
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values after SE than their vehicle-treated counterparts (P < 0.05), suggesting that RA
improved neuromotor impairment in the acute phase of pilocarpine-induced SE.

The results of the carbonyl protein measurements are shown in Figure 3B. Levels of
the oxidative stress indicator increased in the animals that underwent SE, presenting a
significant difference when compared to control animals [F(1,15) = 10.22; P < 0.05].
Importantly, treatment with RA attenuated the SE-elicited oxidative damage to proteins,
since post hoc analyses revealed significant difference between RA- and vehicle treated SE

groups (P < 0.05).

4. Discussion

Several biological activities have been described for Rosmarinic Acid [5]. In a
previous study by our group [9], showed that acute treatment with RA was able to increase
the latency for myoclonic seizures induced by PTZ or pilocarpine in mice. However, no
effect of RA was detected on mid-term (14 days) consequences of pilocarpine-induced SE.
In the present study we used the same treatment dosing and schedule [9], but we focused on
short-term (48 h) consequences of pilocarpine-induced SE. Our results revealed that the
treatment with RA promoted an improvement in the animals' neuromotor performance, as
measured by the neuroscore test. Moreover, we found a decrease in the level of protein
carbonylation after SE in RA-treated animals, indicating that the treatment was able to reduce
oxidative damage in the cerebral cortex of these animals. We believe these results are of
importance since SE is a medical emergency with high potential of morbidity and mortality
and that is often very difficult to treat. In this context, the pilocarpine-induced SE is an animal
model capable of simulating many features of human SE and temporal lobe epilepsy
depending on the timepoint employed for analysis for behavioral and neurochemical

parameters [19]. Regarding this point, SE is a very drastic event, and such widespread seizure
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activity causes brain oxidative stress [3]. Therefore, therapies that minimize oxidative stress
and neuronal damage caused by SE have been sought [20]. Accordingly, our present results
further support the idea that RA may be of value in managing neuromotor and oxidative
damage after a SE episode.

To further investigate the beneficial effects of RA on epileptiform activity we used
two in vitro models. These have been increasingly valuable to the study of the mechanisms
involved in seizures, as well as the potential for new therapeutic approaches [21]. In the
present study we found an increase in lactate levels that were reduced when treated with RA.
These data seem interestingly since lactate has been considered a useful seizure-like activity
biomarker, as demonstrated by an increase in its levels in the extracellular environment of
the human hippocampus during seizures [22]. Moreover, measurement of lactate release in
incubation media of organotypic hippocampal cultures has been shown to be an excellent
strategy in anticonvulsant screening, allowing for high-throughput search of potential new
drugs with antiseizure activity [11]. Despite its role as energy substrate and biomarker of
seizure activity, recent studies have suggested lactate act as a signaling molecule in the brain
[23]. For instance, it has been reported that lactate increases neuronal activity through
mechanisms involving NMDA receptors, Erk1/2 phosphorylation and Ca?* influx [23]. In
this context, the ability of RA in preventing lactate increase in epileptogenic media may
represent not only mitigation of a seizure-like activity biomarker, but also a mechanism
underlying the anticonvulsant and neuroprotective effects. Nevertheless, this interesting
possibility has yet to be investigated.

Regarding the 2-NBDG uptake, none of the two in vitro models altered the uptake of
the fluorescent glucose analog, suggesting that glucose uptake by slices was not affected by
epileptiform activity. In this context, it is known that during crises there is an increase in

glucose metabolism, whereas in chronic conditions there is glucose hypometabolism [24].
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4. Conclusion

In summary, our results suggest that RA can attenuate the acute neuromotor and
oxidative damage caused by SE in mice and has beneficial effects in in vitro models of
epileptiform activity as measured by lactate release. Thus, RA can be considered a promising
candidate to add-on treatment with anticonvulsant drugs, although more studies are needed

to define the full potential of this naturally occurring molecule.
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Figure 1. (A) In vivo SE induction protocol and treatments. (B) In vitro experimental design.

(C) Diagram representing how the three in vitro experiments were carried out.
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Figure 2. (A) Concentration-response and time-response experiments aimed to check
viability of slices. The asterisk (*) indicates a statistically significant difference (P < 0.05)
when compared to the other conditions at the same timepoint. Data are presented as mean
with standard error of mean for n = 5 per group. Effect of high concentration of K* or RA
(10 pg/ml) on lactate release (B, n = 7) or 2-NBDG uptake (C, n = 7) in combined entorhinal
cortex-hippocampal slices from rats. Data are presented as mean with standard error of mean.
The asterisk (*) indicates a statistically significant difference (P < 0.05) when compared to
control aCSF. The hashtag (#) indicates a statistically significant difference (P < 0.05) when
compared to RA-supplemented epileptogenic media. Effect of high concentration of K* plus
pilocarpine or RA (10 pg/ml) on lactate release (D, n = 6) or 2-NBDG uptake (E, n =5) in
combined entorhinal cortex-hippocampal slices from rats. Data are presented as mean with
standard error of mean. The asterisk (*) indicates a statistically significant difference (P <
0.05) when compared to control aCSF. The hashtag (#) indicates a statistically significant

difference (P < 0.05) when compared to RA-supplemented epileptogenic media.
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Figure 3. (A) Effect of RA (30 mg/kg; v.0.) on mice neuromotor performance (NS test) 48 h
after SE. (B) Protein carbonyls content in the cerebral cortex of mice 48 h after SE. The
asterisk (*) indicates a statistically significant difference (P < 0.05) when compared to
vehicle-treated control animals. The hashtag (#) indicates a statistically significant difference
(P < 0.05) when compared to RA-treated SE animals. Data are presented as mean with

standard error of mean for n = 4-6 per group.
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5. OUTROS RESULTADOS

Neste topico serdo descritos os demais resultados encontrados durante os experimentos
in vitro e que n&do foram descritos e discutidos no artigo.

Para isso as fatias foram homogeneizadas conforme citado no artigo. Para técnica de
western blot foram utilizados 50ug de proteina pré-corada em gel de SDS-poliacrilamida a 10%
que foi posteriormente transferido para membrane de nitrocellulose 0,45um. As membranas
foram blogueadas com albumina serica 5% por 1 hora e incubadas durante a noite com
anticorpor contra c-Fos (1: 1000, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri), Caspase- 9 (1:1000,
Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, EUA) e HSP60 (1:1000, Cell), foram utilizados
anticorpos secundario apropriados de acordo com o priméario (ROMERO-CALVO et al., 2010).

J& os marcadores oxidativos carbonilacéo de proteinas, o conteido de 3-nitrotirosina (3-
NT) e 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) foram analisados por método de dot blot de acordo com
Souza, et, al. 2018 com algumas modificacoes.

Nos resultados obtidos por western blot e dot blot de fatias do modelo experimental in
vitro 2, indugdo dos eventos epileptiformes por alto nivel de K+ néo foi observado alteragdo
nos marcadores c-fos, hsp60 e caspase 9, 0 modelo de inducdo ndo alterou os valores como
também o tratamento com AR ndo apresentou nenhuma modifica¢do, todos os grupos se
mantiveram estatisticamente iguais ao grupo controle.

Sabe-se que durante as crises epilépticas ocorre uma expressao elevada mas transitoria
da c-fos (NEHLIG et al., 1998) e que aproteina hsp60 pode apresentar niveis aumentados em
situacOes de estresse celular e processos crénicos inflamatérios, como ocorreu no estudo de
Gamanazzo et al., 2015 onde ratos epilepticos apresentaram elevados niveis de hsp60.

Em ambas as analises de carbonilagdo das proteinas e 4-HNE néo detectamos diferenca
no grupo High K+. Os niveis de 3-NT foram elevados nas fatias que passaram pela indugéo do
modelo tipo-convulsivo por alto nivel de K+, porém o tratamento com AR néo apresentou efeito
benéfico sobre esse marcador de dano oxidativo.

Embora o AR tenha atividade antioxidante bem relatada (KIM et al., 2015) e tenha
apresentado efeito benéfico no modelo in vivo, na concentracdo de 10uM néo foi capaz de
controlar o aumento nos niveis de 3-NT. Podemos atribuir a isso o fato de que no modelo in
vivo 0s animais receberam um total de 3 doses de AR (30mg/kg) e no modelo tipo-convulsivo

in vitro as fatias foram tratadas uma Unica vez com AR 10uM.
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No experimento in vitro 3, onde utilizamos altos niveis de K+ associado a pilocarpina
ndo observamos diferenca causada pela inducdo do modelo, bem como o AR sozinho ou junto
com o modelo de inducéo ndo alterou os niveis dos marcadores testados.

Acreditamos gque 0s nossos resultados se devem ao modelo tipo-convulsivo ser agudo e
andlise ser feita poucas horas depois da indugdo do modelo, o0 que pode ndo ser suficiente para

vermos diferencas nesses marcadores.

6. CONCLUSAO

Por fim, os resultados desse trabalho sugerem que o AR é um bom candidato
complementar na terapia da epilepsia, visto que ele apresentou efeitos benéficos em modelo de
atividade epileptiforme in vitro, diminuindo os altos niveis de lactato induzidos pelo modelo.
Também foi eficaz diminuindo o estresse oxidativo e atenuando as comorbidades neuromotores
em modelo de SE que é muito relevante pensando na prética clinica e na realidade dos pacientes

acometidos por essa doenca.
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ANEXO A. CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA (in vivo)
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ANEXO B. CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA (in vitro)
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