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RESUMO

EFEITO DA ATORVASTATINA SOBRE AS ALTERACOES
COMPORTAMENTAIS, HISTOLOGICAS E BIOQUIMICAS EM CAMUNDONGOS
C57BL/6 COM STATUS EPILEPTICUS INDUZIDO POR PILOCARPINA

AUTORA: Clarissa Vasconcelos de Oliveira
ORIENTADOR: Mauro Schneider Oliveira

Epilepsia é uma doenca neuroldgica cronica, que afeta cerca de 65 milhdes de pessoas em
todo o mundo. A epilepsia do lobo temporal (TLE) é o tipo de epilepsia focal mais comum em
adultos, e também a de maior indice de refratariedade ao tratamento farmacoldgico. Além das
crises epilépticas, os pacientes com TLE sofrem com comorbidades médicas, tais como
depressdo, ansiedade e alteracOes cognitivas. Modelos experimentais de epileptogénese, tal
como o0 modelo da TLE pds-SE (status epilepticus) induzido por pilocarpina, tém aumentado
muito a compreensao dos processos que levam a epilepsia e, assim, de potenciais alvos para
terapia antiepileptogénica. Considerando o papel crucial da inflamacdo para o
desenvolvimento da epileptogénese, acredita-se que moléculas que tenham efeitos anti-
inflamatdrios seriam uma estratégia interessante para prevenir ou reduzir as consequéncias de
um insulto cerebral epileptogénico. Nesse sentido, as estatinas, que sdo farmacos utilizados no
tratamento das dislipidemias, apresentam efeitos pleiotropicos, entre eles efeito anti-
inflamatorio, o qual parece ser eficaz na prevencao da neuroinflamacdo e da morte neuronal
em uma variedade de doencas neuroldgicas, inclusive na epilepsia. No entanto, sdo poucos 0s
estudos sobre o efeito do tratamento com estatinas durante o periodo epileptogénico. Assim,
considerando o potencial efeito neuroprotetor das estatinas em diferentes doencas do sistema
nervoso central, o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito do tratamento com
atorvastatina nas doses de 10 e 100 mg/Kg, sobre as altera¢fes cognitivas e comportamentais,
bem como na susceptibilidade as crises induzidas por PTZ durante o processo epileptogénico
em camundongos submetidos ao SE induzido pela pilocarpina. Considerando a importancia
dos estudos pré-clinicos serem desenvolvidos em animais de ambos 0s sexos, camundongos
machos e fémeas foram utilizados. Os resultados obtidos mostram que o tratamento com
atorvastatina exerce um sutil efeito modificador da doenga, pois elevou o limiar convulsivo
dos animais e melhorou parcialmente os déficits cognitivos, 0s quais parecem estar
relacionados com o seu efeito anti-inflamatério. Além disso, os efeitos observados nos
animais de ambos 0s sexos sdo similares, exceto pelo fato de que nas fémeas uma dose maior
€ necessaria para apresentar efeito, o que reforca a importancia dos estudos pré-clinicos serem
desenvolvidos em animais de ambos o0s sexos. No entanto mais estudos Sao necessarios para
avaliar o potencial efeito dessa estatina no tratamento da epilepsia.

Palavras-chave: Epilepsia do Lobo Temporal. Estatinas. Epileptogénese. Inflamacéo.



ABSTRACT

EFECT OF ATORVASTATIN ON BEHAVIORAL, HISTOLOGICAL AND
BIOCHEMISTRY ALTERATIONS IN C57BL/6 MICE SUBMMITED TO STATUS
EPILEPTICUS PILOCARPINE-INDUCED

AUTHOR: Clarissa VVasconcelos de Oliveira
ADVISOR: Mauro Schneider Oliveira

Epilepsy is a chronic neurological disease that affects 65 million people worldwide. Temporal
lobe epilepsy (TLE) is the most common type of focal epilepsy in adults, and also the one
with the highest refractoriness index to pharmacological treatment. In addition to epileptic
seizures, patients with TLE suffer from medical comorbidities such as depression, anxiety,
and cognitive impairment. Experimental models of epileptogenesis, such as model of TLE
post-SE pilocarpine-induced, have greatly increased the understanding of the processes
leading to epilepsy and, thus, potential targets for antiepileptogenic therapy. Considering the
crucial role of inflammation in the development of epileptogenesis, it is believed that drugs
that have anti-inflammatory effects would be an interesting strategy to prevent or reduce the
consequences of epileptogenic brain insult. In this sense, statins, which are drugs used to treat
dyslipidemias, present pleiotropic effects, including anti-inflammatory effect, which seems to
be effective in preventing neuroinflammation and neuronal death in a variety of neurological
diseases, including epilepsy. However, there are few studies on the effect of treatment with
statins during the epileptogenic period. Thus, considering the potential neuroprotective effect
of statins in different diseases of the central nervous system, the present study aims to
evaluate the effect of treatment with atorvastatin at doses of 10 and 100 mg/kg on cognitive
and behavioral changes, as well as on the susceptibility to seizures induced by PTZ during the
epileptogenic process in mice submitted to the SE pilocarpine-induced. Considering the
importance of the preclinical studies being developed in animals of both genders, male and
female mice were used. The results show that the treatment with atorvastatin exerts a subtle
disease-modifying effect, raising the convulsive threshold of the animals and improving in
part the cognitive deficits, which seem to be related to its anti-inflammatory effect. In
addition, the protective effects were similar in both female and male mice, except for the fact
that a high dose of atorvastatin was required for females. These data reinforce the importance
of developing preclinical studies in animals of both sexes. However more studies are needed
to evaluate the potential effect of this statin in the treatment of epilepsy.

Palavras-chave: Temporal Lobe Epilepsy. Statins. Epileptogenesis. Inflammation
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1 INTRODUCAO

Epilepsia € uma doenca do cérebro caracterizada pela predisposicdo duradoura em
gerar crises epilépticas e pelas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicologicas e
sociais desta condicdo (FISHER et al.,, 2005; FISHER et al.,, 2014). A epilepsia afeta
diretamente cerca de 65 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo que 80% destas vivem
nos paises em desenvolvimento (NGUGI et al., 2010; THURMAN et al., 2011).

A epilepsia do lobo temporal (TLE), caracterizada pela ocorréncia de crises epilépticas
originarias no lobo temporal, € o tipo de epilepsia mais prevalente em adultos, e também a de
maior indice de refratariedade ao tratamento farmacoldgico (ENGEL, 2001). De acordo com a
origem das crises, a TLE pode ser dividida em mesial ou neocortical. A esclerose hipocampal
€ uma caracteristica histopatologica desse tipo de TLE mesial, e é marcada pela perda
neuronal em regiBes especificas da formacdo hipocampal (YILMAZER-HANKE et al., 2000).
Além das crises epilépticas, muitos pacientes com TLE sofrem com comorbidades cognitivas
e comportamentais, tais como depressdo, ansiedade e danos nos diferentes tipos de memodria,
que podem ser consequéncias das alteracdes morfoldgicas e funcionais no lobo temporal
decorrentes das crises epilépticas (MARCANGELO; OVSIEW, 2007).

Os modelos animais de epileptogénese tém aumentado muito a compreensao dos
processos que levam a epilepsia e, assim, de potenciais alvos para terapia antiepileptogénica
(LOSCHER; BRANDT, 2010). Dentre esses modelos estd o da TLE p06s-SE (status
epilepticus) induzido pela pilocarpina, o qual permite a reproducdo das principais
caracteristicas histopatoldgicas e comportamentais encontradas em humanos com esse tipo de
epilepsia (TURSKI et al., 1983; TURSKI et al., 1984).

Uma possivel estratégia racional para a descoberta de farmacos capazes de
interromper o desenvolvimento da epilepsia seria o teste de compostos experimentais que
interferem com um ou varios dos mecanismos subjacentes a epileptogénese (LOSCHER;
BRANDT, 2010). Nesse sentido, sabe-se que os processos neuroinflamatérios, induzidos por
diferentes tipos de insultos cerebrais, possuem um papel crucial para o desenvolvimento da
epileptogénese (VEZZANI; GRANATA, 2005; VEZZANI et al.,, 2013), e, portanto,
moléculas que tenham efeitos anti-inflamatérios seriam uma estratégia interessante para
prevenir ou reduzir as consequéncias do dano epileptogénico (LOSCHER; BRANDT, 2010;
VEZZANI et al., 2013; SCICCHITANO et al., 2015).
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Como a busca por novos farmacos exige um longo tempo de estudo, grandes recursos
financeiros e ainda um elevado risco de perda dos investimentos, torna-se plausivel realizar o
reposicionamento de farmacos (drug repositioning). Ou seja, nesse caso, farmacos utilizados
clinicamente para outros tratamentos, e que também possuem indicacdo potencial para a
inibicdo da neuroinflamacdo, merecem ser investigados para uma possivel atividade
antiepileptogénica. Entre esses farmacos estdo as estatinas (SCICCHITANO et al., 2015).

As estatinas sdo farmacos inibidores da enzima limitante da via de biossintese do
colesterol (HMG-CoA redutase), largamente utilizadas para o tratamento das dislipidemias
(ENDO, 2010). Além do efeito sobre os niveis lipidicos, estudos clinicos e experimentais
relatam que estes compostos possuem efeitos pleiotropicos, tais como ag¢do antioxidante, anti-
inflamatdria, imunomoduladora, entre outros, 0s quais ocorrem por mecanismos secundarios a
inibicdo da sintese de intermediarios isoprenoides da via do mevalonato (ZEICHNER et al.,
2012).

Esse potencial anti-inflamatério das estatinas parece ser eficaz na prevencdo da
neuroinflamacdo e da morte neuronal em uma variedade de doencas neuroldgicas, conforme
relatado por estudos em modelos animais de isquemia cerebral, lesdo cerebral traumatica,
esclerose multipla e epilepsia (MALFITANO et al., 2014; PENG et al., 2014). No entanto,
poucos estudos relatam o efeito do tratamento com estatinas no processo epileptogénico.

Devido a falta de estudos referentes ao uso dos inibidores da HMG-CoA redutase
durante o desenvolvimento da epilepsia (epileptogénese), a presente pesquisa foi desenvolvida
com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento com atorvastatina, a estatina mais prescrita
(ADAMS et al., 2015), sobre o desenvolvimento das alteragfes cognitivas e comportamentais
e na susceptibilidade as crises induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) durante o processo
epileptogénico em camundongos C57BL/6 submetidos ao SE induzido pela pilocarpina.
Considerando os dados clinicos e experimentais que indicam que o sexo pode afetar a
progressdo do processo epileptogénico (PITKANEN et al., 2014), e que uma droga pode ser
efetiva em um sexo, mas ndo em outro (SCHARFMAN et al., 2009; IBARRA et al., 2013), 0

estudo foi desenvolvido em machos e fémeas.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 EPILEPSIA

2.1.1 Dados Epidemiologicos

A epilepsia afeta diretamente cerca de 65 milhdes de pessoas em todo o mundo, e
envolve outros tantos milhdes como membros da familia e cuidadores de pacientes, sendo que
80% destas pessoas vivem nos paises em desenvolvimento (NGUGI et al., 2010; THURMAN
et al., 2011). Globalmente, estima-se que 2,4 milhGes de pessoas sdo diagnosticadas com
epilepsia a cada ano (WHO, 2015). No entanto, os indices de incidéncia, prevaléncia e
mortalidade da epilepsia no @mbito mundial ndo sdo uniformes e dependem de vérios fatores.

Nos paises desenvolvidos a incidéncia® anual de epilepsia encontra-se entre 40 e 70
pessoas a cada 100.000 habitantes, e € maior em criangas pequenas e em idosos (SANDER,
2003; DUNCAN et al., 2006; BOER et al., 2008), bem como na populagdo mais pobre
(HEANEY et al., 2002). J& nos paises de baixa e média renda, esse numero é maior,
geralmente acima de 120 pessoas a cada 100.000 habitantes. Dentre os fatores que contribuem
para essas taxas mais elevadas, estdo as baixas condi¢Ges de saneamento, 0s sistemas de salde
ineficientes e o maior risco de infecgdes cerebrais (SANDER, 2003; BOER et al., 2008).

Em relagéo a prevaléncia® da doenca, a grande maioria dos estudos tém relatado taxas
entre 4 e 10 a cada 1.000 habitantes, sendo que nos paises em desenvolvimento esses nimeros
também podem ser maiores (SANDER, 2003; DUNCAN et al., 2006; BOER et al., 2008). No
Brasil, embora os estudos epidemioldgicos sejam escassos, estima-se que a epilepsia atinja até
2% da populagéo, correspondendo a aproximadamente 1,8 milhdes de pessoas em diferentes
idades e classes sociais (GALLUCCI NETO; MARCHETTI, 2005).

A epilepsia também tem consequéncias econdmicas significativas, sobretudo em
termos de necessidade de cuidados com a salde e perda de produtividade no trabalho

(ALLERS et al., 2015). De acordo com os dados publicados pela Organizagdo Mundial da

! Em estudos epidemioldgicos, incidéncia e prevaléncia sdo dois termos bastante utilizados, sendo que a
prevaléncia se refere ao nimero de casos em uma populacdo em um determinado momento e a incidéncia é
usada para se referir ao nimero de casos novos que apareceram em uma populacdo (THURMAN et al., 2011).
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Saude (OMS) em maio de 2015, a epilepsia contribui com mais de 20 milhdes de DALY?,
correspondentes a 0,75% da carga global de doenga (global burden of disease) (WHO, 2015).
No relatdrio sobre a GBD de 2010, a epilepsia esta classificada como a 362 causa de DALY
global (MURRAY et al., 2012).

Vale destacar que o DALY da epilepsia é comparavel ao DALY do cancer de mama
nas mulheres e do cancer de pulmdo em homens (MURRAY et al., 2012). Além disso, a
doenca esta associada a uma taxa de mortalidade trés vezes superior a da populacdo geral
(BOER et al., 2008). No Brasil, no periodo de 1980 a 2003, foram registrados 32.655 6bitos
decorrentes de epilepsia (FERREIRA; SILVA, 2009).

Ademais, as pessoas com epilepsia sd0 muitas vezes sujeitas a estigmatizacdo e
discriminacdo por causa de equivocos e atitudes negativas acerca da doenca. A simples
presenca do diagndstico de epilepsia ndo implica em incapacidade para o trabalho, no entanto,
um artigo publicado na década de 60, o qual abordava a razdo dos empregadores recusarem
trabalhadores com epilepsia, concluiu que o maior problema na empregabilidade dos
pacientes epilépticos decorria da falta de conhecimento sobre a natureza da epilepsia,
associado ao “medo” (HICKS; HICKS, 1991; JACOBY et al., 2005). J4 em 2001, outro artigo
mostrou que esta realidade, apesar de todo o tempo transcorrido, ndo sofreu alteracdo, o que
reforca a relevancia das implicagdes sociais relacionadas a doenca (EPILEPSY, 2001;
JACOBY et al., 2005).

2.1.2 Conceitos e definicdes

A epilepsia® é uma doenca do cérebro caracterizada pela predisposi¢do duradoura em
gerar crises epilépticas recorrentes, e pelas conseqiiéncias neurobioldgicas, cognitivas,
psicolégicas e sociais desta condicdo (FISHER et al., 2005; FISHER et al., 2014). Por sua

2 Nos estudos sobre a GBD (global burden of disease), o indicador utilizado é o DALY (Disability-Adjusted Life
Years), o qual representa 0 somatoério dos anos de vida perdidos por mortalidade precoce e dos anos vividos em
condicOes de incapacidade ou deficiéncia, devido a doencas e lesdes. Em suma, 1 DALY equivale a 1 ano de
vida saudavel perdido (MURRAY et al., 2012).

3 Como a epilepsia ndo é uma entidade nosoldgica Gnica, mas advém de varias condicdes diferentes que
ocasionam disfungio cerebral, alguns preferem o uso do termo no plural “epilepsias”. Contudo, a Comissao de
Terminologia da ILAE preconiza seu uso no singular, embora reconheca esta diversidade (FISCHER et al.,
2005).
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vez, a crise epiléptica é uma ocorréncia transitoria de sinais e/ou sintomas devido a atividade
neuronal sincrona ou excessiva anormal no cerebro. Esses sinais e/ou sintomas incluem
fendmenos anormais subitos e transitorios, tais como alteracBes da consciéncia ou eventos
motores, sensitivos/sensoriais, autonémicos ou psiquicos involuntarios (FISHER et al., 2005).
Assim, a crise € um evento e a epilepsia € a doencga, que envolve crises recorrentes ndo
provocadas (FISHER, 2015).

Quando as crises epilépticas ndo apresentam curso autolimitado sdo denominadas
crises continuas, e configuram o quadro de status epilepticus (SE). O SE é definido como uma
crise duradoura, que ndo mostra sinais clinicos de interrupcdo apds o tempo habitual das
crises daquele tipo na maioria dos pacientes, ou ainda como a ocorréncia de crises recorrentes
sem que a funcdo do sistema nervoso central retorne ao periodo interictal (YACUBIAN,
2002). Essa condicdo pode ser resultante da falha dos mecanismos responsaveis pelo término
da crise ou dos mecanismos de inicio que levam a crises anormalmente prolongadas. Como
consequéncia, o SE pode desencadear dano e/ou morte neuronal, e alteracbes nas redes
neuronais, dependendo do tipo e duracdo das crises (TRINKA et al., 2015).

Na definicdo conceitual de epilepsia proposta pela International League Against
Epilepsy (ILAE) em conjunto com o International Bureau for Epilepsy (IBE) em 2005, a
epilepsia era tida como uma disfuncdo cerebral, ndo como doenca, e requeria a ocorréncia de
pelo menos uma crise epiléptica para ser estabelecida (FISHER et al., 2005). Contudo, com o
objetivo de desenvolver uma definicdo operacional de epilepsia para aplicacdo na pratica
clinica, essa definicao foi revisada pela ILAE em 2014 (FISHER et al., 2014; FISHER, 2015).
E desde entdo, a epilepsia passou a ser classificada como uma doenca do cérebro, um termo
que, segundo os autores, transmite melhor a gravidade da mesma, caracterizada por uma das
seguintes condi¢oes:

1- Pelo menos duas crises nao provocadas (ou duas crises reflexas) ocorrendo em um
intervalo superior a 24 horas;

Entende-se por crises ndo provocadas as crises isoladas ou agrupadas dentro de um
periodo de 24 horas, que ocorrem a partir de um més de vida, na auséncia de um fator clinico
precipitante (ex.: traumatismo craniano ou encefalite) (HAUSER; BEGHI, 2008).

2- Uma crise ndo provocada (ou uma crise reflexa) e chance de uma nova crise

estimada em pelo menos 60%;
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Uma crise é denominada reflexa quando sua ocorréncia esta relacionada a um estimulo
externo e/ou a uma atividade do individuo, como um lampejo luminoso ou um movimento
(BLUME et al., 2001).

3- Diagnostico de uma sindrome epiléptica.

Uma sindrome epiléptica é definida como um disturbio epiléptico caracterizado pela
presenca de sinais e sintomas que usualmente aparecem em conjunto. Os sinais e sintomas
podem ser clinicos (como tipos de crises e modo de aparecimento destas, achados
neuroldgicos e neuropsicoldgicos) ou achados de exames complementares, como
eletroencefalograma (EEG) e estudos de neuroimagem (BERG et al., 2010).

Ressalta-se que a definicdo de 2014, propde o termo epilepsy resolved (“epilepsia
resolvida™). De acordo com a proposta, a epilepsia é considerada “resolvida” nos individuos
que tiveram uma epilepsia relacionada a uma determinada faixa etaria e que agora
ultrapassaram essa idade, ou naqueles que tiveram a ultima crise ha mais de 10 anos e estdo
ha pelo menos 5 anos sem usar farmacos anticonvulsivantes (FISHER et al., 2014).

O termo “resolvida” foi escolhido para ser distinto de “cura” ou “remissao”. Estar
“resolvida” ndo garante que a epilepsia ndo retornard, mas significa que as chances desse
retorno sao pequenas. Além disso, seria inadequado definir a epilepsia como “curada”, dado
que uma pessoa que teve diagnodstico de epilepsia sempre ter4 maior risco de ter crises
epilépticas do que a populacdo geral (FISHER et al., 2014; FISHER, 2015).

2.1.3 Terminologias e classificactes

Ao longo do tempo, o conceito e a classificacdo da epilepsia e das crises epilépticas
tém sido discutidos e redefinidos de acordo com as necessidades de adequacdo as novas
descobertas. Por mais de 35 anos, a epilepsia foi classificada de acordo com sua etiologia nos
termos idiopatica, sintomatica ou criptogénica (ILAE, 1981). Além disso, 0s termos crises
parciais, crises generalizadas e crises ndo classificaveis, propostas pela Comissdo sobre
Classificacdo e Terminologia da Liga Internacional Contra a Epilepsia, em 1981, foram
utilizados para descrever os tipos de crises epilépticas (ILAE, 1981).

De modo simplificado, de acordo com essa classificacdo, as crises parciais sao aquelas
que se originam de um grupo de neurdnios em uma parte de um hemisfério cerebral. Estas

podem ser subdivididas em crises parciais simples (sem perda da consciéncia) ou parciais
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complexas (com perda parcial ou total da consciéncia), ambas podendo evoluir para crises
secundariamente generalizadas (ILAE, 1981).

Ja as crises epilépticas generalizadas sdo aquelas em que desde o inicio ocorre 0
envolvimento de ambos os hemisférios cerebrais. As crises generalizadas também podem ser
subdivididas, sendo classificadas em convulsivas (aquelas em o sintoma motor é
predominante, podendo ou ndo haver alteragdo da consciéncia) e ndo convulsivas (aquelas em
que ndo ha fendbmeno motor muito evidente, predominando a alteracdo da consciéncia)
(ILAE, 1981). Por fim, as consideradas crises ndo classificaveis sdo aquelas que ndo se
enquadram nos dois subtipos anteriores mencionados.

As classificagdes da ILAE, de 1981, sdo baseadas em conceitos que, em sua maior
parte, sdo anteriores a era moderna da neuroimagem, tecnologia genémica e conceitos de
biologia molecular (BERG et al., 2010). Os autores originais previam que mudanc¢as na
classificacdo seriam necessarias assim que informag6es fossem adquiridas e novas tecnologias
de diagndstico fossem desenvolvidas. Assim, em 2010, a Comissdo responsavel pela
classificacdo e terminologia das crises e epilepsias da ILAE publicou uma nova revisdo de
conceitos, terminologia e abordagem das epilepsias. Entre as alteracdes realizadas, as
denominacdes que classificavam a epilepsia como idiopatica, sintomatica e criptogénica
foram substituidas pelos termos (e seus conceitos associados) genética, estrutural/metabdlica e
causa desconhecida (BERG et al., 2010).

Todavia, diversas criticas surgiram na literatura ante a proposta de classificacdo de
2010. E ainda em 2013, foi lancado um novo relatério da Comissdo da ILAE sobre
classificacdo e terminologia das epilepsias (SCHEFFER et al., 2013). Nesse documento,
alguns termos foram revisados ou mais bem definidos e a epilepsia passou a ser classificada
em: genética (a epilepsia que é diretamente resultante de um defeito genético conhecido ou
presumido), estrutural (epilepsia em que uma lesdo estrutural é visivel na neuroimagem e
concordante com os achados eletroclinicos, sugerindo uma relacdo direta entre a lesdo e a
epilepsia), metabdlica (defeito metabo6lico com sintomas sistémicos que levam também ao
desenvolvimento de epilepsia), imunologica (epilepsia em que ha evidéncia de um processo
autoimune ocasionando inflamagdo do sistema nervoso central), infecciosa (epilepsia
desencadeada por um processo infeccioso, como neurocisticercose, toxoplasmose, HIV) e
desconhecida (a causa da epilepsia ndo pode ser determinada) (SCHEFFER et al., 2013).

Em todas as revisGes terminoldgicas realizadas até o presente pelas Comissdes da

ILAE, presumia-se que a classificacdo deveria ser constantemente revisada para refletir, de
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forma clara, todos os avangos obtidos na pesquisa basica e clinica em epilepsia, permitindo,
assim, sua incorporacdo na prética clinica. Desse modo, em paralelo ao avango das pesquisas
na area da epileptologia, a Comissdo da ILAE de Classificacdo e Terminologia 2013-2017,
recentemente revisou a classificacdo e esta desenvolvendo uma nova proposta para a
classificacdo das crises epilépticas. Segundo os autores, a nova proposta tem como objetivo
tornar mais fécil e preciso o diagndstico e a classificagdo das crises, e espera-se que essa nova
versdo seja mais completa (FISCHER et al., 2016, disponivel em: http://www.ilae.org/
Visitors/Centre/documents/ClassificationSeizurel LAE-2016.pdf).

De acordo com a nova proposta, a reclassificacdo das crises baseia-se em trés
caracteristicas principais: o local de origem das crises, o nivel de “consciéncia” (awareness)
durante uma crise, e, por fim, em outras caracteristicas da crise (como 0s sintomas e 0s
movimentos). E as mesmas passaram a ser classificadas de acordo com o seu inicio em: focal,
generalizada, inicio desconhecido e ndo classificavel (disponivel em: http://www.ilae.org/
Visitors/Centre/documents/ClassificationSeizureILAE-2016.pdf). No entanto, € importante
ressaltar que esta reclassificacdo ainda nao foi oficialmente lancada pela ILAE, por este

motivo indica-se aqui o link para acesso ao documento preévio.

2.1.4 Implicacdes do género sobre a epilepsia

A epilepsia € uma doenca cerebral, e estd associada a mudancas estruturais e
funcionais no cérebro. A localizacdo especifica, a extensdo e a prevaléncia dessas alteraces
variam de acordo com o tipo e a duracdo da epilepsia (SAVIC; ENGEL, 2014). Estudos de
imagem mostram que homens e mulheres saudaveis diferem na organizacdo estrutural e
funcional de vérias redes cerebrais que sdo conhecidas por processar as crises epilépticas.
Algumas dessas diferencas entre os sexos existem desde o nascimento até a senescéncia
(LUDERS et al., 2005; GIEDD et al., 2006), e € plausivel que possam influenciar a expresséo
e 0 desenvolvimento de pelo menos certas sindromes epilépticas nos seres humanos (SAVIC;
ENGEL, 2014).

De fato, estudos epidemioldgicos sugerem que o0 género pode afetar a
susceptibilidade a epilepsia e 0 seu progndéstico. Os dados relatam que a incidéncia global da
epilepsia é ligeiramente maior nos homens do que nas mulheres, tanto nos paises em
desenvolvimento como nos industrializados (PERUCCA et al., 2014). J& a probabilidade de
remissao das crises ndo difere significativamente entre homens e mulheres (COCKERELL et

al., 1997), porém o sexo masculino esta associado a um risco maior de morte prematura
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(FORSGREN et al., 2005), incluindo morte subita e inesperada na epilepsia (SUDEP)
(HESDORFFER et al., 2011).

Ademais, sabe-se que algumas etiologias da epilepsia adquirida, como a leséo
cerebral traumatica TBI (traumatic brain injury) sdo mais comuns nos homens. O TBI é uma
das principais causas de epilepsia adquirida nos adultos, representando cerca de 30% das
etiologias identificadas em pacientes com idade entre 0s 16-34 anos (HAUSER et al., 1993),
sendo que o risco de desenvolvimento de crises esta diretamente relacionado a gravidade do
trauma (ANNEGERS et al., 1998; LOWENSTEIN, 2009).

Além do mais, estudos sobre a relacdo entre sexo e epilepsia pds-traumatica revelam
que as crises decorrentes de lesdes na cabeca sdo até seis vezes mais comuns em homens do
que em mulheres. Isto ocorre porque 0s homens tém uma predisposicdo maior para
comportamentos que envolvem risco fisico e, portanto, sdo mais susceptiveis a sofrer lesdes
que levam ao desenvolvimento da epilepsia (HAUSER et al., 1993; PERUCCA et al., 2014).

Vale evidenciar que estudos de imagem em seres humanos indicam que o tamanho
do cérebro (SPRING et al., 2007), a razdo entre a substanica branca/cinza (ALLEN et al.,
2003), a espessura cortical (SOWELL et al., 2007) e a microestrutura do tecido (KANAAN et
al., 2012) diferem entre homens e mulheres. Além disso, a conectividade do cérebro, um
potencial candidato para o desenvolvimento de redes epileptogénicas, também mostra
diferencas entre os sexos. Nesse sentido, Ingalhalikar e grupo (2014), mostrou que 0s homens
apresentam mais conexdes cerebrais intrahemisféricas do que as mulheres, ja as mulheres
apresentam um ndamero maior de conexdes interhemisféricas do que homens
(INGALHALIKAR et al., 2014).

Estes dados supracitados sdo consistentes com as diferengas sexuais reveladas por
imagens de ressonancia magnética funcional durante a ativacdo cerebral (RUBIA et al., 2013)
e durante o estado de repouso (WANG et al., 2012). Além disso, a ressonancia funcional
revelou que os homens e mulheres ativam diferentes circuitos neurais para codificar os
estimulos na memdria, 0 que explica o porqué das mulheres terem melhor memoria
relacionada a eventos emocionais (CANLI et al., 2002).

Estudos pré-clinicos também tem relatado diferencas sexuais em varios
componentes da reorganizacao circuitaria apos insulto cerebral epileptogénico. Nesse sentido,
Pereno e Beltramino (2009) mostraram que 0s ratos machos sdo mais susceptiveis que as
fémeas a neurodegeneracdo induzida por cainato (PERENO; BELTRAMINO, 2009). E

Igarashi e grupo (2001) relataram que a reducdao no volume cortical e a severidade da perda
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neuronal no talamo apds TBI foram mais graves em camundongos machos do que em
camundongos fémeas (IGARASHI et al., 2001). O mesmo foi confirmado por Hall e
colaboradoes (2005), que demonstraram que tanto a magnitude como a taxa de
neurodegeneracdo pos-TBI foram maiores nos machos do que nas fémeas (HALL et al.,
2005).

Assim, juntos os dados clinicos e experimentais indicam que o género pode, de fato,
afetar a progressdo do processo epileptogénico (PITKANEN et al., 2014). Além disso, as
diferencas sexuais que podem influenciar na epilepsia ndo estdo relacionadas apenas com 0s
aspectos estruturais do sistema nervoso central. Por exemplo, padrbes diferenciados de
metabolismo de drogas estdo bem documentados, e estudos mostram que uma droga pode ser
efetiva em um sexo, mas ndo em outro (SCHARFMAN et al., 2009; MARINO et al., 2012;
IBARRA et al., 2013), o que reforca a importancia dos estudos pré-clinicos que buscam novas
terapias antiepileptogénicas serem desenvolvidos em ambos 0s sexos.

Contudo, é evidente que as fémeas raramente sdo estudadas e comparadas aos
machos. Como por exemplo, sabe-se que as doencas neuroinflamatorias sao mais prevalentes
nas mulheres do que nos homens, e ha indicacdes de que o sexo também afeta o tipo e a
gravidade de uma resposta inflamatéria no sistema nervoso central apds uma leséo cerebral
epileptogénica (MANWANI et al., 2013); ha na literatura nove estudos de tratamentos
antiepileptogénicos que visam a resposta imune/inflamatdria, cinco desses estudos foram
conduzidos em ratos machos e quatro em ratos fémeas, no entanto, nenhum dos estudos
comparou o efeito desses tratamentos entre machos e fémeas (PITKANEN et al., 2014).

A inclusdo inadequada das fémeas nos estudos biomédicos levou ao
desenvolvimento pelo NIH (National Institutes of Health) em 2014, de uma politica sobre a
inclusdo de ambos 0s sexos na pesquisa pré-clinica (CLAYTON; COLLINS, 2014). Espera-se
gue a mesma seja seguida, para que haja uma melhor compreensdo das diferencas
relacionadas ao sexo no processo epileptogénico apds um insulto cerebral (PITKANEN et al.,
2014; SCHARFMAN; MACLUSKY, 2014).

2.1.5 Inflamagéo e epilepsia

As crises epilépticas podem desencadear uma série de alteragdes bioquimicas no
cérebro, afetando a liberagdo de neurotransmissores, as sinalizagfes intracelulares e a

expressdao génica de proteinas. Embora os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no
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processo epileptogénico ainda ndo estejam bem elucidados, a neuroinflamagéo tem sido
correlacionada com o desenvolvimento de maior susceptibilidade as crises epilépticas, bem
como, com 0s danos neuronais decorrentes das mesmas (VEZZANI e GRANATA, 2005;
VEZZANI, 2014; VEZZANI e VIVIANI, 2015) .

Nesse sentido, a literatura relata que fatores pro-inflamatorios (como citocinas,
quimiocinas, moléculas de adesé&o celular entre outros) séo rapidamente induzidos no cérebro
de roedores durante as crises epiléticas, sugerindo que 0s mecanismos imunes podem ser
desencadeados no SNC por convulsdes (VEZZANI e GRANATA, 2005; VEZZANI, 2014).
Em camundongos e ratos adultos, a producéo de interleucina (IL)-1B ocorre nos primeiros 60
minutos ap6s a inducdo de crise nas areas cerebrais onde a atividade epiléptica origina e se
espalha. O aumento da producéo desta citocina tanto por astrocitos quanto pela micréglia tem
sido pré-associado a perda neuronal decorrente de crises epilépticas (VEZZANI e
GRANATA, 2005; VEZZANI e VIVIANI, 2015). Observa-se também um aumento da
liberacdo de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e IL-6 em fatias de hipocampo de ratos
submetidos a crises epilépticas (VEZZANI et al., 2002). Além disso, estudos demonstraram
que a inibigdo da producéo de IL-1pB, moléculas de adesdo ou de prostaglandina E2, diminuem
0 ndmero de crises e podem retardar a epileptogénese (VEZZANI e GRANATA, 2005;
RAVIZZA et al., 2008).

Ademais, Kan e colaboradores (2012) observaram o aumento da expressdo de mais de
vinte parametros inflamatorios em cérebro de pacientes com epilepsia do lobo temporal,
sugerindo que ocorre a coativacdo de multiplos mediadores inflamatorios nessa condigédo
patologica (KAN et al., 2012). Em conjunto, Tan e colaboradores (2015) demonstraram em
pacientes com epilepsia do lobo temporal, um aumento da expressédo hipocampal de NLRP1,
uma proteina essencial para a regulacdo da imunidade em condicGes fisioldgicas que interage
com caspases, levando a morte celular programada (TAN et al., 2015).

Em vista da importancia desse tema, os estudos clinicos e em animais acerca da
relagdo entre a inflamagdo e a epilepsia tem se acentuado nas Ultimas décadas. No entanto,
embora diversos estudos tenham evidenciado o papel do aumento das citocinas e outros
parametros inflamatorios sobre os efeitos causados pelas crises epilépticas de diferentes
origens. Até o momento, nenhuma molécula com efeito anti-inflamatorio mostrou-se capaz de

parar 0 processo epileptogénico, e assim, evitar a ocorréncia da epilepsia.



25

2.2 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL

2.2.1 Aspectos gerais

A epilepsia do lobo temporal (TLE - Temporal Lobe Epilepsy) é a forma mais
frequente de epilepsia na populacdo adulta, responsdvel por 40% de todos os casos de
epilepsia nessa populagdo (GASTAUT et al., 1975; ENGEL, 2001; LOSCHER et al., 2013).
De acordo com a origem e a semiologia das crises, a TLE pode ser subdividida em mesial (ou
medial) e neocortical (ou lateral). Na TLE neocortical a zona epileptogénica esta localizada
em estruturas do neocértex temporal, enquanto que na TLE mesial as crises originam-se nas
estruturas temporais mesiais, como o hipocampo (ANDRADE-VALENCA et al., 2006).

A importéncia clinica da TLE mesial decorre da sua alta prevaléncia, visto que a
mesma corresponde a aproximadamente 60% dos casos de TLE, e também por conta da
elevada propor¢do de pacientes refratarios* ao tratamento medicamentoso (ENGEL, 2001;
WIESER, 2004; KWAN et al., 2010). O tratamento farmacoldgico para a TLE é baseado na
utilizacdo de farmacos anticonvulsivantes, seja em monoterapia ou politerapia, a depender do
controle das crises e da tolerancia individual a estas drogas. No entanto, apenas 11% dos
pacientes apresentam controle total de crises com o uso desses farmacos (WIESER, 2004), e
essa refratariedade ao tratamento clinico, pode levar & indicagdo cirdrgica.

Embora as causas de TLE sejam amplamente variadas (por exemplo: tumor cerebral,
traumatismo craniano, status epilepticus), a esclerose hipocampal é um achado patoldgico
comum, encontrada em 50-70% dos pacientes com TLE mesial refrataria ao tratamento
clinico (WIESER, 2004). A esclerose do hipocampo envolve um padrdo caracteristico de
perda neuronal seletiva nas regides CAl e CA3 e no hilo dentado da formagéo hipocampal,
enguanto que as camadas celulares da CA2 e do giro denteado sdo relativamente poupadas. A
neurodegeneracdo na TLE também é encontrada em estruturas extrahipocampais, tais como o
cortex entorrinal, e a amigdala, isto é, em estruturas limbicas anatomicamente ligadas ao lobo
mesiotemporal (YILMAZER-HANKE et al., 2000).

Ressalta-se que a esclerose hipocampal é parte de um conjunto de alteracdes que

ocorrem durante a epileptogénese. Além do dano neuronal, gliose e brotamento de fibras

4 Epilepsia resistente a farmacos anticonvulsivantes é definida como a falha de dois farmacos antiepilépticos
escolhidos apropriadamente e tolerados, usados em monoterapia ou em combinacdo, em deixar o paciente
persistentemente livre de crises (KWAN et al., 2010).
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musgosas (do inglés mossy fiber sprouting, que corresponde ao crescimento aberrante de
axonios das células granulares que projetam-se para as células piramidais da CA3), também
sdo achados histologicos comuns na TLE e tém sido implicados na epileptogénese
(BUCKMASTER, 2012).

Cabe aqui ressaltar que a epileptogénese refere-se ao processo pelo qual um insulto
cerebral (tais como: traumatismo craniano, tumor cerebral, status epilepticus) induz alteragdes
moleculares e funcionais no cérebro, levando ao aparecimento de crises recorrentes
espontaneas (SRSs - spontaneous recorrent seizures), que caracterizam a epilepsia
(HERMAN, 2002).

De acordo com Sloviter (1994), a Gnica condigdo patoldgica comum presente em todos
0s pacientes com TLE é a perda de neurénios no hilo do giro dentado, denominada esclerose
do endfolium (SLOVITER, 1994). E por essa razdo, ele presume que 0s neurénios do hilo
denteado sejam responsaveis pela excitabilidade das células granulares, e sugere que a perda
neuronal no hilo seja o denominador patolégico comum envolvido no desenvolvimento de um
foco epiléptico no hipocampo (SLOVITER, 1994). No entanto, a importancia da morte

neuronal como o precipitante da epileptogénese permanece em discussao.

2.2.2 Comorbidades médicas na TLE

Além das crises epilépticas, os pacientes com TLE sofrem com comorbidades®
cognitivas e comportamentais. Estima-se que cerca de 50% dos adultos com epilepsia ativa
apresentam ao menos um transtorno médico comérbido (KEEZER et al., 2015), os quais
podem ser consequéncias das alteracdes morfolégicas e funcionais no lobo temporal
(MARCANGELO; OVSIEW, 2007).

Os distarbios psiquiatricos estdo entre as comorbidades presentes nos pacientes
epilépticos. A prevaléncia da presenca de qualquer desses distlrbios varia de 19% a 48%
entre pacientes epilépticos, com diferencas acentuadas entre o0s tipos de epilepsia
considerados (GAITATZIS et al.,, 2012; KANNER, 2016). Por exemplo, o risco de
desenvolvimento de disturbios psiquiatricos € maior em pacientes com TLE (60%), do que

entre pacientes com epilepsia generalizada priméria (37%) (EDEH; TOONE, 1987).

> Comorbidade é definida como a presenca de uma (ou mais) doenca/desordem adicional que ocorre
concomitantemente com uma doenca/desordem primaria. E ndo necessariamente a ocorréncia de uma
doenca/desordem necessita da presenca da outra (KEEZER et al., 2015).
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A depressédo € o transtorno psiquiatrico comdrbido mais frequente na epilepsia, sendo
considerada a principal causa da baixa qualidade de vida relacionada a saide (QVLS), e a
responsavel por dobrar os custos totais da assisténcia medica com a doenca (TELLEZ-
ZENTENO et al., 2007; KEEZER et al., 2015). A literatura também relata que individuos ndo
epilépticos que de alguma forma sdo afetados pela doenca, como por exemplo os pais de
criancgas epilépticas, apresentam niveis elevados de depressdo, semelhantes aos pacientes com
epilepsia (HOPPE; ELGER, 2011; KEEZER et al., 2015).

As crises epilépticas e as descargas neurais hipersincronicas subclinicas estdo entre as
possiveis causas do humor depressivo, assim como os farmacos anticonvulsivantes, os quais
também parecem facilitar o desenvolvimento da depressdo. Estes estdo relacionados com o
aumento da taxa de suicidio nos pacientes com epilepsia (MILLER et al., 2008; HOPPE;
ELGER, 2011).

Além do mais, a TLE tem sido associada a disfun¢des cognitivas (como concentracao,
capacidade de pensar claramente), particularmente a distlrbios na meméria de curta e de
longa duracdo (HERMANN et al.,, 2006). Dentre o0s mecanismos envolvidos no
comprometimento da memoria, estdo as alteragdes morfoldgicas e funcionais consequentes
das crises refratarias em estruturas do lobo temporal mesial (hipocampo e estruturas
adjacentes) necessarias para 0 armazenamento temporario da memoria, e em areas corticais,
responsaveis pelo armazenamento permanente da memdria de longo prazo (ZEMAN, 2012).
Juntamente com as crises e a atrofia hipocampal, o uso de farmacos anticonvulsivantes
também parece colaborar para um grau maior do comprometimento da memaria nos pacientes
epilépticos (ALESSIO et al., 2004; BAXENDALE et al., 2006).

Dados de estudos epidemioldgicos sugerem a existéncia de uma relacdo bidirecional
entre varios distarbios psiquiatricos e a epilepsia, incluindo transtornos de humor e ansiedade,
transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) e psicose (HESDORFFER et al.,
2012; KANNER, 2016). Esta relacdo bidirecional implica que ndo s6 os pacientes com
epilepsia tendem a desenvolver transtornos psiquiatricos, mas também que pacientes com
transtornos psiquiatricos primarios apresentam maior risco de desenvolver epilepsia. Isso ndo
significa que a epilepsia cause desordens psiquidtricas ou vice-versa, mas sim que tal relagdo
poderia ser explicada pela existéncia de mecanismos patogénicos comuns presentes tanto na
epilepsia como nos transtornos psiquiatricos (KANNER, 2016).

Estudos também sugerem que os disturbios na fungéo psicoldgica, na cogni¢do ou no

comportamento podem preceder o aparecimento das crises e podem representar a
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manifestacdo inicial da epilepsia (HESDORFFER et al., 2012; KANNER, 2016). Isto leva a
ideia de que podem existir marcadores neurocognitivos ou neurocomportamentais do inicio da
epilepsia que tém uma relacdo temporal com o inicio das crises epilépticas. Sendo assim, a
caracterizacdo destes marcadores teria um valor prognostico significativo e, sem davida,
poderia levar ao desenvolvimento de tratamentos preventivos para distirbios cognitivos ou
comportamentais e, possivelmente, ao proprio aparecimento das crises (WILSON;
BAXENDALE, 2016).

De acordo com Wilson e Baxendale (2016), é concebivel que, em alguns pacientes, 0s
disturbios cognitivos ou comportamentais possam se apresentar como sintomas primarios da
epilepsia, seguidos das crises decorrentes da mesma rede cerebral “doente”. Enquanto que em
outros pacientes, 0 cenario inverso ocorre, com crises apresentando-se como 0 primeiro
sintoma da doenca (WILSON; BAXENDALE, 2016).

2.2.3 Modelo experimental de TLE

O desenvolvimento de novas terapias farmacoldgicas ou cirdrgicas para tratar a
epilepsia, além da criacdo de uma terapéutica capaz de prevenir o desenvolvimento da mesma,
sdo de grande relevancia para a melhora na condigdo de vida dos pacientes epilépticos. Nas
ultimas décadas, modelos animais de epileptogénese tém aumentado muito a compreensdo
dos processos que levam a epilepsia e, assim, de potenciais alvos para terapia
antiepileptogénica (LOSCHER; BRANDT, 2010). No entanto, nem todos os modelos s&o
adequados para testar farmacos com potencial antiepiléptico ou modificadores da doenca
(STABLES et al.,, 2003). As razdes para tal constatacdo incluem um longo periodo de
laténcia® e baixa incidéncia de crises espontaneas, o que complica os estudos com farmacos.

Com base em tais consideracdes, em 2002, o National Institutes of Health/National
Institute of Neurological Disorders and Stroke (NIH/NINDS) realizou um workshop, que
recomendou apenas dois grupos de modelos como ferramentas potencialmente Gteis para a
descoberta de tratamentos antiepileptogénicos: o kindling e o modelo de TLE p6s-SE
(STABLES et al., 2003). Embora o kindling tenha sido crucial para a compreensdo do
processo epileptogénico e ainda seja 0 modelo animal de TLE mais amplamente utilizado,

sobretudo durante o desenvolvimento pré-clinico de farmacos anticonvulsivantes

& Periodo latente é definido como o intervalo de tempo entre o insulto cerebral e a ocorréncia da primeira crise
espontanea.
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(MORIMOTO et al., 2004), a sua utilizacdo na pesquisa de farmacos antiepileptogénicos ou
modificadores da doenca tem diminuido, particularmente devido ao desenvolvimento de
varios modelos de TLE p0s-SE. Estes ultimos modelos citados parecem ser mais adequados
do que o kindling para a pesquisa de drogas antiepilépticas, porque o periodo latente entre o
SE e a ocorréncia da primeira crise espontanea permite testar farmacos como um tratamento
profilatico contra a epilepsia (PITKANEN; HALONEN, 1998; LOSCHER; BRANDT, 2010).

Assim, nos altimos anos, os modelos de TLE pds-SE tém sido amplamente utilizados
na busca por farmacos antiepilépticos. Protocolos variados de inducdo do SE, variagdes no
tempo de duracdo do mesmo, bem como diferentes tempos de inicio e duragdo do tratamento
medicamentoso ap6s o SE vem sendo empregados (testados), permitindo, assim, a analise de
quais fatores experimentais sdo importantes para o tratamento antiepileptogénico ou
modificadores da doenga nesses modelos (LOSCHER; BRANDT, 2010).

Nos modelos de TLE pds-SE em roedores, diferentes convulsivantes quimicos e
padrbes de estimulacdo elétrica intracerebral sdo utilizados para induzir o status epilepticus, o
qual ¢ seguido, ap6s um “periodo latente” de dias a semanas, por crises recorrentes
espontaneas (CAVALHEIRO et al., 1996; STABLES et al., 2003; MORIMOTO et al., 2004;
CURIA et al., 2008). Entre os convulsivantes quimicos, o cainato e a pilocarpina tém sido os
mais caracterizados em relacdo a fenomenologia das crises, as caracteristicas
eletroencefalograficas, os resultados cognitivos e a neuropatologia. Em ambos os modelos, os
roedores desenvolvem crises recorrentes espontaneas, lesdes hipocampais e extrahipocampais,
e alteracBes comportamentais e cognitivas semelhantes as caracteristicas clinicas da TLE
(CAVALHEIRO et al., 1996; MORIMOTO et al., 2004; CURIA et al., 2008).

O modelo proposto por Turski na década de 80 consiste na administracao sistémica de
altas doses de pilocarpina (300 — 380 mg/Kg), e é muito utilizado até hoje (TURSKI et al.,
1983; TURSKI et al., 1984). Além disso, também foram desenvolvidos protocolos de
dosagem ramp-up para a pilocarpina (GROTICKE et al., 2007), que permitem uma dosagem
mais individualizada do que as injecGes em bolus, aumentado a percentagem de animais que
desenvolvem SE e diminuindo a mortalidade. Em ambos os modelos com administracdo
sisttmica de pilocarpina, o SE é interrompido, apos pelo menos 60 minutos de duragdo, por
farmacos anticonvulsivantes (ex.: diazepam) ou anestésicos gerais (ex.: pentobarbital), para
reduzir a alta mortalidade associada ao modelo. Ademais, uma alternativa para a

administracdo sistémica da pilocarpina € a injecdo focal unilateral na amigdala ou no
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hipocampo, que evita o dano cerebral generalizado associado com a administragéo sistémica
(CAVALHEIRO et al., 2006; DUDEK et al., 2006).

O mecanismo proposto para a propagacao das crises induzidas por pilocarpina é que
ocorre inicialmente a ativacdo das vias colinérgicas muscarinicas cujos eferentes ativam vias
glutamatérgicas. O que reforca a hipotese desse mecanismo € o fato de que é possivel
bloguear crises induzidas por pilocarpina por meio do pré-tratamento com antagonistas
colinérgicos (ex.: atropina). No entanto, o tratamento com esses mesmos antagonistas apos a
instalacdo do SE ndo bloqueia as crises (TURSKI et al., 1983; TURSKI et al., 1984).
Portanto, a iniciacdo das crises € feita por agonista colinérgico, mas a manutencdo é
glutamatérgica.

Dados que reforcam essa hipotese mostram que regides lesadas pelo SE induzido por
pilocarpina ndo sdo necessariamente aquelas onde existe grande presenca de receptores
colinérgicos. Sendo assim, a excitotoxicidade induzida pela excessiva liberagdo de glutamato
seria responsavel pelas lesdes observadas (WASTERLAIN; SHIRASAKA, 1994).
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2.3 ESTATINAS

2.3.1 Breve historico

Na década de 50, quando os estudos epidemioldgicos sobre a relagdo entre os niveis
elevados de colesterol plasmético e as doencas coronérias foram iniciados, foi verificada a
existéncia de uma relacdo direta entre ataques cardiacos e colesterol. A partir disso, o
interesse clinico no colesterol levou ao desenvolvimento de intensas pesquisas para
determinar a via pela qual o0 mesmo era sintetizado no corpo, bem como o seu mecanismo de
regulacdo (ENDO, 2010).

Os achados sugeriram que a inibicdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril Coenzima A (HMG-
CoA) redutase poderia ser uma maneira efetiva de diminuir o colesterol plasmatico em
humanos. Assim, entre 0s anos 1950 e 1960, diferentes laboratorios iniciaram pesquisas por
moléculas capazes de bloguear um dos 30 passos da via de sintese do colesterol a partir da
acetil-coenzima A. Durante esse periodo, diversas moléculas homdlogas aos intermediarios da
via foram sintetizadas, porém nenhuma apresentava eficacia clinica. Ja em 1968, Akira Endo
no laboratério de pesquisas da Sankyo, especulava que fungos poderiam produzir substancias
capazes de inibir a HMG-CoA redutase. Assim, em julho de 1973, a partir da espécie
Penicillium citrinum, Endo identificou a compactina (também chamada de mevastatina), que
em baixas concentracfes inibia competitivamente a HMG-CoA redutase. No entanto, a
compactina apresentava toxicidade em cdes, e seu o desenvolvimento clinico foi
interrompido. J& em 1979, a partir do Aspergillus terreus, os pesquisadores da Merck isolaram
um composto chamado de mevinolina ou lovastatina a qual em setembro de 1987, foi
aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para se tornar a primeira estatina
disponivel comercialmente (ENDO, 2010).

Desde que a lovastatina comegou a ser comercializada, seis estatinas, incluindo duas
semi-sintéticas (sinvastatina e pravastatina) e quatro sintéticas (fluvastatina, atorvastatina,
rosuvastatina e pitavastatina), foram introduzidas no mercado (ENDO, 2010).0 derivado
sintético, cerivastatina, comecou a ser comercializado em 1997. No entanto, devido a
incidéncia de casos de rabdomidlise, que provocaram a morte de mais de uma centena de

pessoas, esse farmaco foi retirado do mercado em 2001 (ENDO, 2010).
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Atualmente as estatinas estdo entre as classes de fa&rmacos mais prescritos no mundo.
Estima-se que mais de 30 milhdes de pessoas fazem uso de alguma estatina (ENDO, 2010),
sendo a atorvastatina a molécula mais prescrita (ADAMS et al., 2015).

No ano de 2003, a atorvastatina, comercializada com o nome fantasia de Lipitor®
produzida pela Pfizer, alcancou o recorde de vendas de toda a historia da inddstria
farmacéutica. Em 2008, o laboratorio responsavel pela sua comercializagdo obteve um lucro
de 12,4 bilhdes de dolares (PFIZER, 2008).

2.3.2 Mecanismo de acao e aspectos farmacocinéticos

As estatinas sdo os farmacos mais eficazes e bem tolerados para o tratamento das
dislipidemias. E também sdo amplamente utilizados na prevencdo primaria e secundéria da
doenca arterial coronariana (SPENCER et al., 2004).

O mecanismo de acao das estatinas ocorre atraves da inibicdo, de modo competitivo e
reversivel, da enzima HMG-CoA redutase, a qual é o marca-passo da via de biossintese do
colesterol no figado, responsavel por catalisar a redu¢do do HMG-CoA a mevalonato (ENDO,
2010; EGOM; HAFEEZ, 2016) (figura 1).

A diminuicdo do contetdo intracelular de colesterol provocada pelas estatinas induz o
aumento na atividade transcricional dos SREBFs (do inglés Sterol responsive element binding
factor), causado pela atividade catalitica do SCAP (do inglés SREBF cleveage activating
protein), uma proteina sensivel ao contetdo intracelular do colesterol (SATO, 2010). Esse
aumento na atividade dos SREBFs leva a uma maior expressao dos receptores de LDL na
superficie do hepatdcito, aumentando desta forma a remocédo do colesterol LDL (LDL-C) da
circulacdo plasmatica (SATO, 2010).

Apesar do efeito predominante das estatinas se dar sobre os niveis de LDL-C, elas
também reduzem triglicerideos (TG) e aumentam modestamente o colesterol HDL (HDL-C),
atuando assim de uma forma benéfica em todo o perfil lipidico (EXPERT PANEL ON et al.,
2001). Estudos em humanos mostram que a magnitude da inibicdo da biossintese do
colesterol difere substancialmente entre as estatinas (MCTAGGART et al., 2001). Isso porque
as diferencas estrututrais entre elas afetam suas propriedades farmacoldgicas, tais como a
afinidade com o sitio ativo da enzima HMG-CoA redutase, a absor¢éo, a biodisponibilidade, o
metabolismo e 0 mecanismo de excregéo, e o tempo de meia vida (T2) (EGOM; HAFEEZ,
2016).
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Figura 1- Inibicdo da sintese de colesterol pelas estatinas
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Fonte: Adaptado de REISS e WIRKOWSKI (2009).

Legenda: As estatinas inibem a conversao de 3-hidrdxi-3-metilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) a mevalonato,
a etapa limitante na biossintese de colesterol. Inibindo a sintese de mevalonato, as estatinas previnem a sintese de
derivados isoprenoides, os quais estdo envolvidos na modificacdo poés-traducional de proteinas (REISS;
WIRKOWSKI (2009).

Quimicamente, a estatinas tém na sua estrutura trés zonas distintas: a primeira é uma
zona analoga ao HMG-CoA,; a segunda é um anel hidrofébico que esta ligado por uma ligacédo
covalente ao substrato analogo, e é responsavel pela ligacdo do substrato a enzima, gerando o
complexo enzima-substrato (no caso enzima-estatina); e por ultimo é uma zona que vai
conferir a molécula as suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, como a sua
solubilidade (SCHACHTER, 2005) (figura 2).

As estatinas podem ser hidrofilicas e lipofilicas. No primeiro caso estdo a
rosuvastatina, que possui um grupo metano sulfonamida, e a pravastatina, que possui um
grupo polar hidroxila. J& as demais, lovastatina, sinvastatina, atorvastatina e fluvastatina sdo
essencialmente lipofilicas (SCHACHTER, 2005; EGOM; HAFEEZ, 2016).
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Figura 2 — Estrutura das estatinas
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Fonte: Adaptado de EGOM e HAFEEZ (2016).
Legenda: Estrutura quimica do HMG-CoA e de algumas estatinas. Em amarelo estd a regido dos anéis
covalentemente ligada ao grupo farmacéforo (em vermelho) (EGOM; HAFEEZ, 2016).

De todas as estatinas, a rosuvastatina ¢ a que apresenta uma maior afinidade com a
HMG-CoA redutase, uma vez que apresenta mais locais de ligacdo entre si e a enzima, 0 que
resulta numa formacdo mais eficiente do complexo enzima-substrato. Esta maior afinidade
com a HMG-CoA redutase resulta numa maior poténcia desta estatina em relacdo as outras no
que diz respeito a inibicdo da enzima (SCHACHTER, 2005).

Conforme citado anteriormente, 0 mecanismo de acdo das estatinas ocorre pela
inibicdo da HMG-CoA redutase no figado. O transporte para o tecido hepéatico parece
influenciado pelos OATPs (Organic Anion Transporting Polypeptides) (FONSECA, 2005;
HIRANO et al., 2006). Os OATPs sdo transportadores de captacdo sédio independentes
capazes de transportar uma grande gama de anions organicos anfipaticos, expressos em
diversos tecidos (como figado, rins, intestino, cérebro e placenta). A proteina OATPC ou
OATP1B1 é predominantemente expressa na membrana basolateral dos hepatdcitos, onde esta
envolvida na captacdo de substancias enddgenas e xenobioticos pelos hepatdcitos, sendo
capazes de transportar diversos farmacos, incluindo os inibidores de HMG- CoA redutase

(pravastatina, pitavastatina, rosuvastatina, atorvastatina, fluvastatina e sinvastatina)
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(SORTICA, 2009). InteracGes farmacolodgicas que reduzam a disponibilidade do OATP-C ou
polimorfismos genéticos que diminuam sua expressdo podem assim, reduzir a efetividade das
estatinas (FONSECA, 2005; HIRANO et al., 2006; SORTICA, 2009).

De modo similar, a eliminagdo das estatinas também pode ser influenciada por outro
sistema transportador, a glicoproteina-P (P-gp, também conhecida como MDR1), que age
como uma bomba de efluxo ATP-dependente que transporta farmacos e xenobioticos para a
parte externa das células de diferentes tecidos do organismo (SCHACHTER, 2005). O
transporte de substancias atraves da P-gp representa um dos varios mecanismos importantes
pelos quais é controlada a distribuicdo de inumeros farmacos. As substancias e o0s
polimorfismos genéticos, que induzem ou que inibem a atividade de transporte da P-gp,
podem ter um profundo efeito na farmacocinética e na disponibilidade de farmacos
transportados pela P-gp, tal como as estatinas, possivelmente comprometendo sua
biodisponibilidade (SCHACHTER, 2005; EGOM; HAFEEZ, 2016).

Os inibidores da HMG-CoA redutase sdo, na sua maioria, administrados em
preparacOes acidas biologicamente ativas sob a forma de B-hidroxidcido. A lovastatina e a
sinvastatina sdo excecOes, pois sdo administradas na forma de pré-farmacos inativos sob a
forma de anéis de lactona, sendo hidrolisadas a nivel hepético para a forma de hidroxiacido
aberto (SCHACHTER, 2005; EGOM; HAFEEZ, 2016).

Em relagdo ao metabolismo, esse também néo é semelhante em todas as estatinas.
A atorvastatina, a sinvastatina e a lovastatina sdo metabolizadas por enzimas da familia do
citocromo P450, principalmente pela enzima CYP3A4; a fluvastatina € metabolizada
principalmente pela enzima CYP2C9; porém, a pravastatina ndo é metabolizada pela familia
do citocromo P450, e a rosuvastatina e a pitavastatina s&o muito pouco metabolizados por
essa familia enzimatica, sendo que se considera que também ndo sdo metabolizados por essa
via (SCHACHTER, 2005; NEUVONEN et al., 2006).

O fato de serem ou ndo metabolizadas pela familia do citocromo P450 é relevante
no sentido de perceber uma maior ou menor incidéncia de efeitos adversos. Estatinas que séo
metabolizadas pela referida familia enzimatica tém maior probabilidade de exercer interacéo
com outros farmacos ou alimentos que inibam essa essas enzimas, 0 que vai resultar no
aumento da concentracdo plasmatica da estatina e assim, podendo ocasionar 0 aparecimento
de efeitos adversos (SCHACHTER, 2005; EGOM; HAFEEZ, 2016).

Diante do exposto, de uma maneira geral, as estatinas sdo seguras e bem toleradas.

Entre os efeitos adversos ja relatados devido ao uso das estatinas estdo miopatia,
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hepatotoxicidade, sintomas gastrointestinais, entre outros. A incidéncia e a gravidade desses
efeitos adversos sdo geralmente dose-dependentes, e costumam cessar com a retirada do
farmaco (SCHACHTER, 2005; ROWAN et al., 2012).

2.3.3 Efeitos pleiotrdpicos e neuroprotegdo

As estatinas sdo bem conhecidas por seus efeitos nos niveis lipidicos. Contudo, um
grande numero de estudos clinicos e experimentais realizados nos ultimos anos confirma que
estes compostos exercem varios efeitos potencialmente benéficos em diferentes condicdes
patoldgicas, por mecanismos nao necessariamente relacionados com o metabolismo do
colesterol, e sim, secundérios a inibicdo da sintese de intermediarios isoprenoides da via do
mevalonato, tais como o farnesilpirofosfato (FPP) e geranilgeranilpirofosfato (GGPP)
ilustrados na figura 2 (ZEICHNER et al., 2012). Sdo os chamados efeitos pleiotropicos, tais
como acdo antioxidante, anti-inflamatdria, imunomoduladoras, prote¢do anti-trombdtica e
vascular (estabilizacdo da placa de ateroma, melhora da fungéo endotelial) (ZEICHNER et al.,
2012).

Os efeitos pleiotrépicos dos inibidores da HMG-CoA redutase sdo benéficos inclusive
em diferentes desordens do sistema nervoso central (SNC) (REISS; WIRKOWSKI, 2009;
VAN DER MOST et al., 2009). Nesse sentido, estudos clinicos mostram uma reducdo
significativa na taxa de ocorréncia do acidente vascular cerebral (AVC) entre o0s pacientes que
utilizam estatinas (HEART PROTECTION STUDY, 2002). Em conjunto, é relatado que o
uso desses farmacos durante a hospitalizacdo pode melhorar o resultado clinico ap6s o
primeiro AVC, e recomenda-se 0 seu Uso na prevencao secundaria para reduzir o risco de um
novo evento isquémico (MAKIHARA et al., 2013).
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Figura 3 - Via do mevalonato e dos efeitos pleiotrépicos das estatinas
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Fonte: Costa et al. (2015).

Legenda: As estatinas inibem a conversio do HMG-CoA A mevalonato por inibir competitivamente a HMG-
CoA redutase. A hiossintese do colesterol e a sintese dos intermediarios isoprendides sdo inibidas. A atividade
das pequenas GTPases é dependente da isoprenilacdo pelo intermediarios isoprendides, os quais sdo inibidos
pelas estatinas. Os subsequentes efeitos pleiotrépicos das estatinas estdo listados na caixa. PP- pirofosfato:
HMG-CoA- a 3-hidrdxi-3-metilglutaril-Coenzima A (COSTA et al., 2015).

Os dados experimentais sugerem que as estatinas possuem mecanismos de acdo que
podem modificar a lesdo cerebral antes, durante e apds a isquemia cerebral, tais como, efeito
anti-inflamatorio, antioxidante e sobre a producdo de oOxido nitrico (NO) (VAUGHAN;
DELANTY, 1999). Nesse sentido, no estudo realizado em um modelo experimental de
isquemia cerebral, o tratamento com estatinas reduziu a &rea infartada e melhorou o quadro
neuroldgico dos animais, e essa melhora foi relacionada ao aumento na atividade da eNOS
(LAUFS et al., 2000). Além disso, foi demonstrado que a lovastatina reduz o aumento da
expressao da iINOS mediada por citocinas, e a producdo de NO em astrdcitos e macrofagos de
ratos (PAHAN et al., 1997). Como a atividade em excesso da iNOS ¢é considerada deletéria ao
SNC, sua inibicdo pelas estatinas parece reduzir os processos inflamatéorios que acompanham
a isquemia aguda (PAHAN et al., 1997). Em conjunto, essas observagdes apontam para um
papel duplo das estatinas na isquemia, estimulando a eNOS e inibindo a INOS, atuando de

modo sinérgico no sentido da neuroprotecao.
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Conforme ilustrado na figura 3, ao impedir a conversdo do HMG-CoA a mevalonato,
as estatinas também inibem a formacdo dos compostos intermediérios da via, tais como 0s
isoprendides GGPP e o FPP. Os intermediarios isoprendides possuem um papel essencial na
modificacdo pos-translacional de varias proteinas, entre elas a proteina G heteromérica e as
pequenas proteinas de ligacdo ao GTP, que pertencem a familia das GTPases Ras, Rho, Rap e
Rab. A isoprenilagcdo é um evento critico no trafico intracelular e na funcdo das pequenas
proteinas de ligacdo ao GTP. A modificacdo com FPP é necessaria para a localizacdo correta
das proteinas da famila Ras, enquanto que o GGPP é requerido para as proteinas da familia
Rho, Rab e Rap. Contudo, ambas, farnesilacdo e geranilgeranilacéo, sdo necessarias tanto para
a localizacdo intracelular como para a funcdo adequadas de algumas Rho GTPases. Por inibir
a isoprenilacdo de Ras e de Rho, as estatinas causam o acumulo das formas inativas dessas
proteinas no citoplasma, inibindo assim essas moléculas de sinalizacdo. As pequenas
proteinas de ligacdo ao GTP, como a Rho e a Rac, influenciam a expressdo da eNOS e,
consequentemente, a disponibilidade do NO. A Rho regula negativamente a expressdo da
eNOS, e a Rac contribui para a ativacdo da NADPH oxidase e, consequentemente, para a
producdo de superdxido, o qual inativa o0 NO. Assim, ao bloquear a atividade da Rho e da Rac
GTPase através da inibicdo da geranilgeranilacdo, as estatinas induzem a regulacdo positiva
(upregulation) da eNOS (ZEICHNER et al., 2012).

Essa regulacdo positiva da eNOS pelas estatinas tem sido indicada como o
mecanismo responsavel pelos efeitos neuroprotetores desses farmacos (REISS;
WIRKOWSKI, 2009; MALFITANO et al., 2014).

Junto ao efeito benéfico no AVC, diversos estudos mostram que o uso prolongado
de estatinas reduz o risco de internagdo nos pacientes com deméncia, e que a reducdo do
colesterol por esses farmacos pode ter potencial beneficio terapéutico na doenca de Alzheimer
(CORRADO et al., 2013). Nesse sentido, foi observado que a sinvastatina é capaz de reduzir 0s
niveis plasmaticos de apoE, e a lovastatina parece diminuir a producdo de componentes das
placas senis da doenca. Além disso, estudos observacionais demonstram uma reducéo de 60-
73% na prevaléncia do mal de Alzheimer em pacientes tratados com estatinas, em
comparagdo aos pacientes que utilizam outros medicamentos para o tratamento de doengas
cardiovasculares (WOLOZIN et al., 2000). Do mesmo modo, foi visto que 0s pacientes em
tratamento com estatinas apresentam uma reducdo de 71% na probabilidade de receber o
diagnostico de Alzheimer (CORRADO et al., 2013; MALFITANO et al., 2014).
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Assim como no AVC e na doenga de Alzheimer, evidéncias sugerem que as
estatinas também possuem potencial efeito terapéutico na prevencdo e no tratamento da
Doenca de Parkinson. Além de reduzir a prevaléncia de discinesia e deméncia nos pacientes
com a doenca (TISON et al., 2013), a continuacdo da terapia com estatina mostrou estar
associada a diminuicdo na incidéncia do Parkinson quando comparado aos usuérios de
estatinas que descontinuaram o tratamento (LEE et al., 2013). Esse efeito benéfico dos
inibidores da HMG-CoA redutase na doenca de Parkinson parece estar associado as suas
propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes, dado que estudos recentes demonstram que a
simvastatina é capaz de reverter a deplecdo de dopamina estriatal por diminuir a liberacdo de
mediadores inflamatérios da microglia, de inibir a produgdo de radicais livres nitrosilados, e
de promover a neuroprotecao (SELLEY, 2005).

Além do efeito benéfico no AVC e nas doencas de Alzheimer e de Parkinson,
estudos em modelos animais mostram que as estatinas tém propriedades imunomoduladoras
que podem ser benéficas no tratamento de distdrbios inflamatdrios e neuroimunoldgicos, tais
como a Esclerose Multipla (NEUHAUS et al., 2004). O efeito imunomodulador dos
inibidores da HMG-CoA redutase provem, sobretudo, da sua capacidade de inibir a expressao
do gene e a transcricdo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe Il. Além
disso, as estatinas inibem a atividade das células natural killers (NK) humanas, reduzem a
adesdo de leucocitos ao endotélio e inibem a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias por
astrécitos, microglia e macrofagos in vitro (ZHANG et al., 2013; MALFITANO et al., 2014).
Em conjunto, na encefalomielite autoimune experimental (EAE), um modelo de esclerose
maltipla humana, a administracdo de lovastatina foi capaz de inibir a expressdo da iNOS, do
TNF-a, e do IFN-y, de prevenir a infiltracdo de células mononucleares no cérebro, e de
melhorar os sinais clinicos da doenca (STANISLAUS et al., 1999). Além da imunomodulacédo
e do efeito anti-inflamatorio, varios grupos relatam que as estatinas retardam ou revertem o
aparecimento da EAE em roedores por inibir a producdo e a atividade das metaloproteinases
de matriz (MMPs), inclusive da MM9 que também esté envolvida nas doencas e Alzheimer e
Parkinson (REISS; WIRKOWSKI, 2009; VAN DER MOST et al., 2009).

Dado que os agentes imunomoduladores disponiveis atualmente (interferon-p,
acetato de glatiramer e a mitoxantrona) apresentam eficacia parcial e efeitos adversos
consideraveis, esses achados sugerem que as propriedades anti-inflamatérias e
imunomoduladoras das estatinas podem ser utilizados para o tratamento de desordens

inflamatdrias e neuroimunoldgicas, tal como a esclerose multipla (MALFITANO et al., 2014).
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Em adicdo a neuroprotecdo conferida as desordens neuroldgicas citadas acima, 0s
inibidores da HMG-CoA redutase também parecem constituir uma potencial opc¢édo
terapéutica para o traumatismo craniano. Estudos experimentais em modelos de TBI, mostram
que as estatinas aumentam a neurogénese e inibem a morte neuronal, além de atenuarem a
ativacdo microglial e astroglial e o edema cerebral. Ademais, sinvastatina, lovastatina e
atorvastatina mostram-se eficazes para restaurar os deficits cognitivos causados pelo TBI
(PENG et al., 2014).

Em conjunto, hd um interesse crescente na relacdo da terapia com estatinas e as
numerosas desordens do desenvolvimento neuroldgico, como a sindrome de Rett, sindrome
do X fragil (FXS), neurofibromatose e a esclerose tuberosa, pois as pesquisas vem indicando
que os efeitos dos inibidores da HMG-CoA redutase sobre estas doencas Sdo promissores
(LING; TEJADA-SIMON, 2016). Na neurofibromatose tipo 1 (NF1), o tratamento com
estatinas mostrou ser capaz de reverter os déficits cognitivos tanto em um modelo
experimental (LI et al., 2005), como em criangas que diagnosticadas com essa doenca
(ACOSTA et al., 2011). Em conjunto, no estudo experimental utilizando um modelo da
sindrome de Rett, a fluvastatina diminuiu os sintomas motores relacionados a doenca,
enquanto que no modelo de FXS, além de melhorar os déficis cognitivos, o tratamento com a
lovastatina normalizou o0 excesso de sintese protéica no hipocampo e reduziu a
susceptibilidade para crises audiogénicas nos animais (OSTERWEIL et al., 2013). Esses
resultados conduziram a um estudo clinico, para avaliar o efeito do tratamento com
lovastatina em pacientes com FXS, onde foi concluido que esse farmaco provoca uma
melhora significante no comportamento desses pacientes (CAKU et al., 2014). Como o
estresse oxidativo e o aumento da peroxidacdo lipidica sdo caracteristicas das desordens do
desenvolvimento neuroldgico, as propriedades antioxidantes dos inibidores da HMG-CoA
redutase podem estar relacionadas ao seu efeito benéfico nessas desordens (LING; TEJADA-
SIMON, 2016).

Desse modo, considerando os relatos clinicos e experimentais citados acima, torna-
se evidente que a maioria dos pacientes com disturbios do sistema nervoso central
provavelmente se beneficiam em certa medida da terapia com os inibidores da HMG-CoA
redutase. O que permite inferir, que as estatinas tém o potencial para atuar como uma nova

opcao terapéutica em diversas doencas neurologicas.
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2.3.4 Estatinas e epilepsia

De acordo com Loscher e Brandt (2010), qualquer tratamento farmacol6gico
profilatico apds um insulto cerebral tem como objetivo principal prevenir a ocorréncia de
crises recorrentes espontaneas, ou seja, um efeito realmente antiepileptogénico. No entanto,
um objetivo alternativo seria a modificagdo da doenga, um termo empregado para transmitir o
conceito de que, embora um tratamento ndo possa impedir a ocorréncia de uma doenca, pode,
no entanto, modificar o curso natural da mesma. Nesse sentido, a modificacdo da doenca apés
um insulto cerebral epileptogénico pode afetar o desenvolvimento das crises espontaneas, na
medida em que as crises, se ndo evitadas, tornam-se menos freqiientes, menos severas e
menos resistentes ao tratamento com anticonvulsivantes, melhorando assim a qualidade de
vida dos pacientes. Além disso, o efeito modificador da doenca também inclui qualquer efeito
benéfico sobre o dano neuronal desenvolvido ap6s o insulto cerebral e sobre os disturbios
cognitivos e comportamentais associados com tal insulto (LOSCHER; BRANDT, 2010).

Segundo a literatura, o periodo latente apds um insulto cerebral, como o status
epilepticus e o TBI, pode oferecer uma janela de oportunidades em que um tratamento
apropriado poderia parar ou modificar o processo epileptogénico induzido por esse insulto
(LOSCHER; BRANDT, 2010; LOSCHER, 2012). Com base nesse conceito, estudos clinicos
foram realizados para avaliar se a administracdo profilatica de um farmaco anticonvulsivante
previne o desenvolvimento da epilepsia apds um TBI. Em tais ensaios, a administracdo de
anticonvulsivantes convencionais, como fenitoina, fenobarbital, carbamazepina e valproato
apos o TBI, ndo foi capaz de prevenir a epileptogénese (TEMKIN, 2001). No entanto, de
acordo com Weaver (2003), os anticonvulsivantes foram desenvolvidos para a supressao
sintomatica das crises epilépticas e ndo para a prevencao da epilepsia. Assim, seria provavel
que os farmacos antiepileptogénicos, se existirem, possuem mecanismos de acdo distintos dos
anticonvulsivantes tradicionais, e isso ocorreria porque 0s mecanismos moleculares
envolvidos na epileptogénese provavelmente diferem daqueles envolvidos na ictogénese
(WEAVER, 2003).

Corroborando com a ideia de Weaver (2003), a literatura relata ao menos 30 estudos
experimentais que examinaram se 0s anticonvulsivantes utilizados na clinica exercem efeitos
antiepileptogénicos ou efeitos modificadores da doenca quando administrados apds o insulto
cerebral inicial induzido por diferentes modelos de SE (LOSCHER; BRANDT, 2010;

LOSCHER, 2012). Como estas drogas diferem amplamente no seu mecanismo de agio
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(ROGAWSKI; LOSCHER, 2004), havia, portanto, uma grande chance de identificar
mecanismos chave para prevenir ou modificar a epilepsia ap6s o insulto cerebral. No entanto,
dos treze anticonvulsivantes testados, apenas trés farmacos (carisbamato, topiramato e
valproato), apresentaram verdadeiro efeito antiepileptogénico, ao reduzir a incidéncia da
epilepsia nos animais submetidos ao SE (LOSCHER; BRANDT, 2010).

Desse modo, considerando a probabilidade das drogas antiepileptogénicas,
possuirem mecanismos de acdo distintos dos anticonvulsivantes tradicionais. Uma estratégia
racional para a descoberta de farmacos antiepileptogénicos seria o teste de compostos
experimentais que interferem com um ou varios dos mecanismos subjacentes a epileptogénese
(LOSCHER; BRANDT, 2010). Nesse sentido, os achados clinicos e experimentais inferem
que os processos neuroinflamatorios, induzidos por diferentes tipos de insultos cerebrais
(como o SE), possuem um papel crucial para o desenvolvimento da epileptogénese
(VEZZANI; GRANATA, 2005; VEZZANI et al., 2013). Acredita-se que o aumento de
mediadores pro-inflamatorios esteja envolvido no comprometimento da funcdo barreira
hematoencefalica, na neurodegeneracdo e na hiperexcitabilidade neuronal desenvolvida apos
o0 insulto (VEZZANI; GRANATA, 2005; VEZZANI et al., 2013). Dessa forma, moléculas
que tenham efeitos anti-inflamatorios seriam uma estratégia interessante para prevenir ou
reduzir as consequéncias do dano epileptogénico (LOSCHER; BRANDT, 2010;
SCICCHITANO et al., 2015).

Como a busca por novos farmacos exige um longo tempo de estudo, grandes recursos
financeiros e ainda um elevado risco de perda dos investimentos. O reposicionamento de
farmacos (drug repositioning), que consiste na triagem de farmacos que foram desenvolvidos
para um determinado proposito na clinica médica, serem utilizados para tratar outras
patologias; vem ganhando destaque e se tornando prioridade nos programas de Drug
Discovery, tanto na inddstria como no setor académico, por ser uma das abordagens mais
rapidas e eficazes para a introducdo de novas terapias (EKINS et al., 2011). Desse modo,
torna-se plausivel que, farmacos utilizados clinicamente para outros tratamentos, e que,
também tém a indicacdo potencial para a inibicdo da neuroinflamacdo, merecem ser
investigados para uma possivel atividade antiepileptogénica. Entre esses farmacos estdo as
estatinas (SCICCHITANO et al., 2015).

De fato, as estatinas, que sdo geralmente prescritas para a reducdo do colesterol,
também possuem propriedades anti-inflamatérias. Elas reduzem a expressdo de citocinas,

como IL-1B e IFN-y, diminuem a liberagdo de quimiocinas, e consequentemente a infiltragéo
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de mondcitos e linfécitos no cerebro; e também protegem o endotélio e a barreira
hematoencefélica (REISS; WIRKOWSKI, 2009; LING; TEJADA-SIMON, 2016). E esse
potencial anti-inflamatdrio parece ser eficaz na prevencdo da neuroinflamacdo e da morte
neuronal em uma variedade de doencas neuroldgicas, conforme relatado por estudos em
modelos animais de isquemia cerebral, lesdo cerebral traumética, esclerose multipla e
epilepsia (REISS; WIRKOWSKI, 2009; MALFITANO et al., 2014; SCICCHITANO et al.,
2015). Contudo, por comparacdo, um namero menor de estudos tem investigado se a
atividade convulsiva e a epileptogénese sdo moduladas pelas estatinas (SCICCHITANO et al.,
2015).

Nesse sentido, os dados relatados na literatura até o momento inferem que os
inibidores da HMG-CoA redutase apresentam acdo anticonvulsivante em modelos
experimentais de epilepsia e convulsdo, sendo a atorvastatina (ATV) a estatina mais estudada
nos ensaios pré-clinicos (BANACH et al., 2014; SCICCHITANO et al., 2015).

Lee e grupo (2008) mostraram que o pré-tratamento com ATV durante 7 dias (10
mg/kg/dia, via oral), em ratos machos Sprague-Dawley, reduziu significativamente a
severidade do SE induzido por cainato (via intraperitoneal), bem como a morte neuronal nas
regides CA1 e CA3 hipocampais, a infiltracdo de macrofagos e a expressdo de genes pro-
inflamatorios, sugerindo efeito neuroprotetor e confirmando o efeito anti-inflamatério do
farmaco (LEE et al., 2008). O tratamento com ATV (10 mg/kg/dia, durante 7 dias, via oral),
em camundongos machos Swiss, também mostrou ser capaz de reduzir a incidéncia das crises
ténico-clénicas induzidas por acido quinolinico (via cerebroventricular), e a morte neuronal
no hipocampo dos animais. Além disso, a estatina também inibiu a reducdo da captacdo de
glutamato nas fatias hipocampais dos animais injetados com o convulsivante (PIERMARTIRI
etal., 2009).

Uzim e grupo (2010) mostraram que o pré-tratamento com ATV durante 4 semanas
(5 mg/kg/dia, via intraperitoneal), em ratos machos Wistar, preveniu o desenvolvimento do
kindling por PTZ (pentilenotetrazol; via intraperitoneal) e melhorou os déficits na memoria
nos animais submetidos a0 mesmo (UZUM et al., 2010). Do mesmo modo, foi visto que o
tratamento com ATV durante 7 dias (10 mg/kg/dia, via oral), em ratos machos Wistar,
aumentou a laténcia para as crises tonico-clonicas induzidas pelo PTZ (via intraperitoneal),
enquanto a retirada do tratamento, diminuiu significativamente essa laténcia. Como as
concentragdes de colesterol no plasma e no tecido cerebral dos animais tratados com a

estatina ndo diferiram dos animais controles, foi sugerido que esse efeito anticonvulsivante
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ndo esté relacionado a inibicdo da sintese do colesterol (FUNCK et al., 2011). Em adicdo, no
modelo de convuls&o utilizando injecdo intravenosa de PTZ, o tratamento com ATV durante 7
dias (nas doses de 0,1, 0,5 e 1 mg/kg/dia, via oral), aumentou significativamente o limiar
convulsivo em camundongos machos NMRI. E esse efeito foi inibido quando inibidores da
NOS (L-NAME e aminoguanidina) foram co-administrados com a estatina (MOEZI et al.,
2012), sugerindo que os efeitos das estatinas no cérebro ndo sdo mediados pela inibicdo da
HMG-CoA redutase.

A administracdo crénica de ATV (10 mg/kg/dia, via oral), 7 dias antes e 7 dias ap0s
a inducdo do SE induzido por estimulacdo elétrica, ndo afetou nem a duracdo do SE, nem
impediu o desenvolvimento da epilepsia em ratos machos Sprague-Dawley. Além disso, 0
tratamento com a estatina ndo preveniu o dano na barreira hematoencefalica, a
neuroinflamacao e a morte celular no hilo do giro denteado hipocampal (VAN VLIET et al.,
2011). Em contraste, nas crises audiogénicas em camundongos DBA/2 (um modelo genético
de epilepsia), uma Unica injecdo (intraperitoneal) de ATV nas doses de 80-100 mg/Kkg,
apresentou acdo anticonvulsivante contra crises tonicas, mas ndo contra crises clénicas nos
camundongos DBA/2 de ambos 0s sexos. Ambas as fases das crises foram inibidas pela co-
administracdo de ATV na dose de 25 mg/kg (dose ndo eficaz contra as crises audiogénicas)
com os anticonvulsivantes valproato, carbamazepina, diazepam, topiramato e lamotrigina
(administrados por via intraperitoneal) (RUSSO et al., 2013).

De modo geral, verifica-se que a atorvastatina € particularmente eficaz apos
tratamento cronico, apresentando efeito anticonvulsivante nas crises induzidas por cainato e
PTZ, e nas crises audiogénicas em camundongos DBA/2. Ja outras estatinas (sinvastatina,
fluvastatina, pravastatina, lovastatina) parecem ser mais eficazes ap0s tratamento agudo; Em
sintese, a lovastatina exerce ac¢do anticonvulsivante em crises induzidas por cainato, PTZ,
eletrochogue e nas crises audiogénicas, mas ndo em crises de auséncia atipicas. Ja a
sinvastatina tem propriedades protetoras no modelo do cainato e contra as crises audiogénicas
em camundongos DBA/2, enquanto € ineficaz em crises induzidas por PTZ; Por outro lado, a
fluvastatina tem efeito anticonvulsivante apenas nas crises audiogénicas e a pravastatina ndo
mostra eficacia em crises induzidas por cainato ou em crises audiogénicas (BANACH et al.,
2014; SCICCHITANO et al., 2015).

Apesar das evidéncias pre-clinicas de que a atorvastatina (e também as outras
estatinas) possui atividade anticonvulsivante, até 0 momento ndo ha relatos na literatura sobre

o efeito desse farmaco durante o periodo epileptogénico no modelo de TLE pés-SE induzido
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pela pilocarpina (o modelo de maior semelhanga com a TLE humana). Além disso, apenas o
estudo de Russo e grupo (2013), testou o efeito do tratamento com atorvastatina sobre o
desenvolvimento das crises epilépticas em animais de ambos 0s sexos, enquanto 0s demais

estudos utilizaram apenas roedores machos (RUSSO et al., 2013).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento com atorvastatina sobre o desenvolvimento das
alteracOes cognitivas e comportamentais e na susceptibilidade as crises epilépticas, durante o
processo epileptogénico em camundongos C57BL/6 machos e fémeas submetidos ao SE

induzido pela pilocarpina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Verificar a laténcia para o primeiro episddio mioclénico, primeira crise ténico-clonica e
sua duracdo, induzidas por uma dose subconvulsivante de PTZ (30 mg/kg, i.p.), em
camundongos C57BL/6 machos e fémeas, 7 dias antes, bem como, 7 e 14 dias depois da

inducdo do status epilepticus pela pilocarpina;

2- Verificar o efeito do tratamento com atorvastatina (10 e 100 mg/kg, v.0.) sobre a morte
neuronal no hilo do giro denteado do hipocampo utilizando coloracdo de Giemsa, em
camundongos C57BL/6 machos e fémeas, 14 dias apds a indugdo do status epilepticus pela

pilocarpina;

3- Verificar o efeito do tratamento com atorvastatina (10 e 100 mg/kg, v.0.) sobre o
comportamento tipo-ansiedade e a atividade locomotora espontanea no teste do campo aberto,
em camundongos C57BL/6 machos e fémeas, entre 0 7° e 14° dia apds a inducdo do status

epilepticus pela pilocarpina;

4- Verificar o efeito do tratamento com atorvastatina (10 e 100 mg/kg, v.0.) sobre a memoria
de curto e longo prazo no teste do reconhecimento de objeto, em camundongos C57BL/6

machos e fémeas, entre o 7° e 14° dia ap0s a inducdo do status epilepticus pela pilocarpina;

5- Verificar o efeito do tratamento com atorvastatina (10 e 100 mg/kg, v.0.) sobre a
coordenagdo motora finae o aprendizado no teste do rotarod, em camundongos C57BL/6

machos e fémeas, entre 0 7° e 14° dia ap0s a inducao do status epilepticus pela pilocarpina;
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6- Verificar o efeito do tratamento com atorvastatina (10 e 100 mg/kg, v.0.) sobre o
comportamento tipo-depressdo no teste de preferéncia por sacarose e no teste do nado
forcado, em camundongos C57BL/6 machos e fémeas, entre o 7° e 14° dia ap0s a inducédo do

status epilepticus pela pilocarpina;

7- Avaliar os niveis de citocinas IL-1p, TNF-a, IL-6, INF-y ¢ IL-10 em cdrtex e hipocampo
de camundongos C57BL/6 machos e fémeas, tratados com atorvastatina (10 e 100 mg/kg,

v.0.), 14 dias ap6s a inducéo do status epilepticus pela pilocarpina.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Camundongos C57BL/6 fémeas e machos (pesando entre 25-35g; 30-60 dias de
idade) foram utilizados no presente trabalho. Os animais eram provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) sem qualquer tratamento ou estresse
prévio, e foram mantidos no biotério setorial do prédio 21 da UFSM em ciclo claro-escuro de
12 horas (ciclo claro entre 7:00 e 19:00 h), temperatura de 24 + 2°C, com alimento e 4gua ad
libitum. Este projeto encontra-se aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) desta Instituicdo nos protocolos 098/2012 e 6165230415.

4.2 REAGENTES

Metilescopolamina, pilocarpina e pentilenotetrazol (PTZ) foram obtidos da Sigma (St.
Louis, MO, EUA). O benzodiazepinico diazepam foi obtido do Laboratério Farmacéutico
Santisa (Bauru,SP). E a atorvastatina era proveniente dos comprimidos de Lipitor® 80mg, da
Pfizer. Todos os reagentes citados acima foram diluidos, de acordo com as doses utilizadas,

em solucdo salina (NaCl 0,9%).

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

4.3.1 Inducdo do status epilepticus

Inicialmente os animais foram injetados com metilescopolamina (1 mg/kg; i.p.), com o
objetivo de reduzir os efeitos colaterais periféricos. Apds 30 minutos, foi administrada uma
dose de 100 mg/kg de pilocarpina (i.p.), a qual foi repetida a cada 20 minutos até o inicio do
SE, o qual foi caracterizado pelo aparecimento de crises continuas classificadas no estagio 3-5
da escala de Racine (Racine, 1972). O SE foi encerrado apds 60 minutos com diazepam (10
mg/kg; i.p.) Os animais que ndo desenvolveram o SE com até seis inje¢Bes de pilocarpina,
foram retirados do experimento.

Os animais controles receberam a injecdo de metilescopolamina e de diazepam, e no

lugar da pilocarpina foram injetados com salina (NaCl 0,9%). Nos trés dias seguintes a
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inducdo do SE, os animais foram injetados com solugdo de Ringer com lactato, e tiveram

acesso livre a frutas frescas como bananas e macas.

Figura 1 - Esquema de indugédo do SE pela pilocarpina

Metilescopolamina Pilocarpina (100 mgkg ip.) Diazepam
9 p (1 mgkeip.) a cada 20 min até inicio do SE (10 mgke:ip.)
Habituagio @ @ @
| | | status epilepticus |
| 10 min I 30 min I 60 min I

Fonte: Elaboragéo propria.

4.3.2 Tratamento com atorvastatina

Os animais controles e os pds-SE receberam doses diarias de veiculo (NaCl 0,9%) ou
atorvastatina ( 10 ou 100 mg/kg) por gavagem intragastrica durante 14 dias consecutivos,
sendo que a primeira dose de atorvastatina foi administrada 3 horas apds a injecdo de
diazepam. No 7° e no 14° dia p6s-SE, o tratamento com atorvastatina foi realizado ap6s o fim
do teste com o PTZ, para que ndo houvesse qualquer interferéncia direta do tratamento com
atorvastatina sobre o teste. O mesmo foi feito nos dias em que o0s animais foram submetidos
aos testes de comportamento, isto é, a administracdo de atorvastatina foi realizada apenas ap6s
o final de cada teste.

4.3.3 Susceptibilidade as crises induzidas por PTZ

Experimento 1: Sete dias antes da inducdo do SE, os animais foram colocados em caixas de
acrilico e habituados por 10 minutos. Em seguida, receberam uma injecdo de PTZ7’ (30

mg/Kg, i.p).

7 Devido sua ac8o estimulante no SNC, o PTZ tem sido utilizado como um agente indutor de crises epilépticas
(LOSCHER, 2009). O PTZ atua como antagonista do receptor GABAAa (acido y-aminobutirico), o qual esta
acoplado a um canal permeavel a cloreto, e cuja ativacdo provoca hiperpolarizacdo localizada na membrana
neuronal, tornando o neurdnio refratario a estimulos despolarizantes (CREMER et al., 2009).
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Figura 2 - Esquema do experimento 1

PTZ ~
a — (30 mgkg;ip.) Indugdo do SE
Habituagio D @
| | 1 7 dias |
I 10 min I 15 min | |

4

Laténcia para 1° crise mioclénica
-Laténcia para 1® crise tonico-clénica
-Duracioda 12 crise ténico-cldnica

Fonte: Elaboragéo propria.
Experimentos 2 e 3: Nos dias 7 e 14 apds a inducdo do SE, os animais foram colocados em
caixas de acrilico e habituados por 10 minutos. Em seguida, receberam uma injecdo de PTZ

(30 mg/Kg, i.p).

Figura 3 - Esquema dos experimentos 2 e 3, e anélise histoldgica

Tratamento com atorvastatina (10 ou 100 mpkg v.o.)

B —-.--s et tii i e I ettt s et .
a = PTZ FTZ
Indugio doSE (30mgkgip.) (30mgkgip)  perfusio
4 ¢ 4 -
[ 7 dias L 14 dias | _: Soman /Q |
15 min 15 min G
b e g e e e e Anilise histoldgica:

i -Nissl
-Laténcia para 1* crise miodénica
-Laténcia para 1* crise témico-clonica
-Duracioda 1* crise thnico-cldnica

Fonte: Elaboragao propria.
Apbs a injecdo do PTZ, o comportamento dos animais foi observado durante 15

minutos quanto aos seguintes parametros: laténcia para o primeiro episédio mioclénico, e

laténcia para a primeira crise generalizada tonico-clonica e duragdo da mesma.
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4.3.4 Analise histoldgica

No 14° dia pds-SE (dia do experimento 3), 60 minutos apds a ultima dose de
atorvastatina, os animais foram anestesiados com tiopental (125 mg/kg; i.p.) e perfundidos
transcardialmente com 100 mL de solucéo heparinizada de NaCl 0,9% (0,2 ml de heparina /
500 ml de salina), seguido por 200 mL de paraformaldeido 4% (PFA 4%) em tampéo fosfato
0,1M (pH 7,4). Apds a perfusdo, os cérebros foram removidos e imersos por pelo menos 2
dias em solucdo de PFA 4%. Na sequéncia, cortes histoldgicos coronais com 50 um de
espessura foram obtidos empregando-se o vibratomo, e os slices foram destinados a coloragédo
de Nissl.

4.3.4.1 Coloracéo de Nissl

A coloracdo de Nissl foi utilizada para a avaliagdo do grau de perda neuronal no hilo
do giro denteado hipocampal. E foi realizada em duplicata para cada animal (dois slices por
animal). Os cortes foram colocados sobre laminas gelatinizadas, e entdo imersos em uma
solucdo de Giemsa por 30 segundos. Apos a etapa de coloragdo, os cortes foram lavadas 3
vezes, durante 2 minutos cada, em &gua destilada. Na sequéncia, foram desidratados em
solugdes de etanol (70%, 90% e 100%), clareados em xilol e montadas com Cytoseal 60
(Thermo Scientific) (OLIVEIRA et al., 2015). O numero de células dentro do hilo foi
avaliado utilizando-se microscépio Leica DFC290 (Leica, Alemanha), sob objetiva de 10X,
nos dois slices e a média das contagens das duplicatas foi utilizada como o resultado para

cada animal.

4.3.5 Testes de comportamento

Entre o 7° e 0 13° dia p6s-SE, os animais tratados com veiculo ou atorvastatina (10 ou
100 mg/kg; v.0.), foram submetidos a uma bateria de testes comportamentais constituida dos
seguintes testes: campo aberto, reconhecimento de objeto, rotarod, preferéncia pela sacarose e
nado forgado.

Os testes foram realizados na sequéncia descrita anteriormente, do menos para 0 mais
estressante. E um teste sé foi iniciado apos o término do teste anterior, ou seja, foi realizado

um teste por vez.
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Figura 4 - Esquema bateria de testes de comportamento e andlise de citocinas

Tratamento com atorvastatina (10 ou 100mgkg: v.o.)

Indugio do SE Eutanasia

1 b
. . # _:__") e
P ——————+——==

7 8% 9% 1074 119 127 134 147 e
\ ) i
! Anilise de citocinas
Testes de compertamento:

-Campo aberto
-Reconhecimento de objeto
-Rotarod

-Preferéncia pela sacarose
-Nado forgado

Fonte: Elaboracéo propria.

4.3.5.1 Teste do campo aberto

O campo aberto possui 56 cm de diametro e é separado em 10 areas, 5 centrais € 5
periféricas. Cada animal foi posto individualmente no centro do aparato e observado por 10
minutos para o registro da atividade locomotora (nUmero de cruzamentos comas quatro patas)
e atividade exploratdria (expresso pelo numero de rearings, isto é, ficar sobre as patas
traseiras). Também foram registrados o tempo gasto na periferia € no centro da arena, bem
como, o0 tempo gasto para cada animal iniciar a exploracdo no aparato (OLIVEIRA et al.,
2016).

4.3.5.2 Teste de reconhecimento de objeto

O teste de reconhecimento do objeto foi constituido de trés sessdes com duragdo de 10
minutos cada. Na primeira sessdo, denominada treino, duas garrafas idénticas (plasticas
cilindricas transparentes), foram colocadas de maneira equidistantes no centro da arena do
campo aberto e o tempo que o animal explorou os objetos foi registrado. Quatro horas mais
tarde (memoria de curto prazo), uma das garrafas foi substituida por uma maca de plastico, e
0 tempo de exploracdo de cada um dos objetos pelo camundongo foi registrado. Vinte e

quatro horas ap0s o treino (memoria de longo prazo) a maca foi substituida por um copo de
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plastico triangular, o animal foi novamente colocado na arena e o tempo acumulado pelo

camundongo explorando cada um dos objetos foi registrado (OLIVEIRA et al., 2016).

4.3.5.3Teste do rotarod

O rotarod utilizado apresenta 3,7 cm de didametro e velocidade constante de 8 rpm. O
teste foi constituido de duas sessdes de treino e uma de teste. As sessdes de treino
equivaleram-se de 10 triagens, cada triagem tinha duracdo méaxima de 1 minuto, e quando o
animal apresentava queda do rotarod antes disso, a triagem era considerada concluida. Um
tempo de descanso de 60 segundos entre cada triagem foi dado aos animais. Na sesséo teste,
foram realizadas duas triagens de 5 minutos cada uma, com intervalo de 180 segundos entre
cada triagem. A laténcia para a primeira queda do rotarod em cada sessdo teste, e 0 numero
total de quedas foi registrado (OLIVEIRA et al., 2015).

4.3.5.4 Teste da preferéncia pela sacarose

Os camundongos foram postos individualmente em caixas, com o livre acesso a duas
garrafas (100 mL cada), uma contendo agua e outra contendo solugdo de sacarose 4%. Apos
quarenta e oito horas, o consumo de agua e de sacarose foram medidos pela diferenca entre os
volumes iniciais e finais das solucbes, e entdo foi calculado o indice de preferéncia pela
sacarose (OLIVEIRA et al., 2015).

4.3.5.5 Teste do nado forgcado

O teste do nado forcado foi realizado em um cilindro com agua a + 24°C, com uma
profundidade de 20 cm e 10 cm de diametro. O teste consistiu em colocar o camundongo
nesse cilindro e registrar o seu tempo de imobilidade durante o tempo total do teste (5
minutos). A imobilidade foi registrada quando o animal permaneceu flutuando ou realizando
apenas 0s movimentos necessarios para manter sua cabeca acima da agua (OLIVEIRA et al.,
2015).
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4.3.5 Anélise de citocinas

Vinte e quatro horas apds o término da bateria de testes comportamentais descrita
acima (14° dia pds-SE), os animais foram eutanasiados 60 minutos apds a ultima
administracdo de atorvastatina. O cortex cerebral e o hipocampo dos animais foram
homogeneizados em tampdo apropriado (10 mM PBS contendo 1 mM de
acidoetilenodiaminotetracético (EDTA), 0,1 mM de fluoretode fenilmetilsulfonilo (PMSF) e
albumina de soro bovino (BSA 0,5%, pH 7,4). As amostras foram centrifugadas a 11 rpm
durante 10 min a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para mediros niveis de IL-1B, IL-6, TNF-
a, INF-y e IL-10. A quantificagdo das citocinas foi realizada utilizando kits de imunoensaio
(ELISA) para roedores, disponivel comercialmente (R&D Systems®, Minneapolis, EUA), de
acordo com as instrucdes do fabricante. Os resultados estdo expressos como picogramas de

citocina por miligrama de proteina.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados das laténcias, dos testes de comportamento, da contagem de células no hilo e
das citocinas, foram analisados utilizando ANOVA de duas vias seguido pelo pos teste de
Bonferroni para comparacfes multiplas, e sdo expressos como média + SEM.As diferencas
entre machos e fémeas, independente do SE, foram analisados utilizando o teste exato de

Fischer. Probabilidade de p<0,05 foi considerada significativa.
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SARTIGO 1

O artigo a seguir, intitulado Evaluation of potential gender-related differences in
behavioral and cognitive alterations following pilocarpine-induced status epilepticus in
C57BL/6 mice; foi o primeiro artigo desenvolvido durante o0 meu doutorado, com o objetivo
de fazer uma caracterizagdo comportamental de camundongos C57BL/6 machos e fémeas 60
dias ap0s terem sido submetidos ao SE induzido por pilocarpina.

Foi a partir desse artigo, o qual demonstra que machos e fémeas desenvolvem as
principais alteracGes cognitivas e comportamentais observadas nos pacientes com TLE,
porém, com algumas sutis diferencas entre os géneros, que resolvemos desenvolver os estudos
em animais de ambos 0S Sexos.

Este artigo estd inserido na integra nesta tese, sob o numero de licenca
4084801142023 obtido junto a editora Elsevier.
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abstract

Together with pharmacoresistant seizures, the quality of life of temporal lobe epilepsy (TLE) patients is neg-
atively impacted by behavioral comorbidities including but not limited to depression, anxiety and cognitive
deficits. The pilocarpine model of TLE has been widely used to study characteristics of human TLE, including
behavioral comorbidities. Since the outcomes of pilocarpine-induced TLE might vary depending on several
experimental factors, we sought to investigate potential gender-related differences regarding selected
behavioral alterations in C57BL6 mice. We found that epileptic mice, independent of gender, displayed in-
creased anxiety-like behavior in the open-field test. In the object recognition test, epileptic mice, regardless
of gender, showed a decreased recognition index at 24 (but not at 4) hours after training. On the other hand,
no significant differences were found regarding mice learning and memory performance in the Barnes maze
paradigm. Motor coordination and balance as assessed by the beam walk and rotarod tests were not im-
paired in epileptic mice of both genders. However, female mice, independent of epilepsy, performed the
beam walk and rotarod tasks better than their male counterparts. We also found that only male epileptic
mice displayed disturbed behavior in the forced swim test, but the mice of both genders displayed
anhedonia-like behavior in the taste preference test. Lastly, we found that the extent of hilar cell loss is sim-
ilar in both genders. In summary, both genders can be successfully employed to study behavioral comorbid-
ities of TLE; however, taking the potential gender differences into account may help choose the more
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appropriated gender for a given task, which may be of value for the minimization of the number of animals used during the

experiments.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Epilepsy is a common neurological disease that affects approximate-ly
0.6% of the entire population [1]. Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most
prominent of the acquired epilepsies, it is considered the most common type
of partial complex seizure in adulthood [2]. TLE is commonly preceded by an
initial brain injury, such as an episode of prolonged seizures or status
epilepticus (SE), complicated childhood fe-brile seizures, hypoxia or
traumatic brain injury, which leads to chronic epilepsy with spontaneous
recurrent seizures (SRS) [1]. In addition to SRS, most epilepsy patients
display behavioral comorbidities, including but not limited to depression,
anxiety and psychosis, and impaired cog-nitive performance [3].

Most of the characteristics of TLE can be reproduced in chronic ani-mal
models, such as the pilocarpine model [4]. Pilocarpine-induced SE elicits the
appearing of SRS, and also abnormal behaviors that are similar to behavioral
abnormalities in patients with TLE. Therefore, the pilocar-pine model has
been very useful to the study of the relationship be-tween epilepsy and its
behavioral comorbidities [4].

Outcomes of pilocarpine-induced SE might vary depending on spe-cies
and strain, mainly with respect to seizure sensitivity and seizure-induced
effects [5]. In fact, several studies have shown differences in seizure
susceptibility and seizure-induced effects between different mouse strains [6],
and even between mice of the same strain that have been bred separately
[7.8].

C57BL/6 mice are one of the oldest and most widely used inbred strains
in biomedical research, and are commonly used as a genetic background to
create transgenic and knockout mice [9]. Using a behav-ioral test battery for
studying behavioral and cognitive alterations in the pilocarpine model of TLE
in C57BL/6 mice, Miller and colleagues in 2009 found that epileptic mice
exhibit behavioral and cognitive alter-ations reflecting the several
disturbances that are associated with epi-lepsy in humans [8]. Given the
importance of pilocarpine model of TLE in C57BL/6 mice and in light of the
need for prevent, limit, and reverse the comorbidities associated with epilepsy
and its treatment [4], further characterization of the behavioral alterations
elicited by pilocarpine-induced SE is important. In this context, to the best of
our knowledge, the influence of the gender in the behavioral alterations
following pilocarpine-induced SE in C57BL/6 mice has not been studied yet.
Therefore, the present study aimed to investigate the occurrence of gender-
related differences regarding selected behavioral alterations in C57BL6 mice
after pilocarpine-induced SE, in order to shed some light on the impact of
gender in this model of TLE.

2. Materials and methods
2.1. Animals and reagents

Male and female C57BL/6 mice (20-30 g; 30—60 day-old at the time of
SE induction) were used. Animals were maintained under controlled light and
environment (12:12 h light—dark cycle, 24 + 1 °C, 55% relative humidity)
with free access to water and food (SupraTM, Santa Maria, RS, Brazil). All
experimental protocols were designed in the aim to keep the number of
animals used to a minimum, as well as their suffering. These were conducted
in accordance with national and international legisla-tions (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 — PHS Policy), and with the approval of the Ethics Committee for
Animal Research of the Federal University of Santa Maria (process
098/2012).

Methylscopolamine, pilocarpine and diazepam were purchased from
Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) and were dissolved in 0.9% NaCl
to 0.1 mg/mL, 32 mg/mL and 2 mg/mL, respectively.

2.2. Induction of SE by pilocarpine

SE was defined by continuous stage 3 to 5 seizures [10] during at least 30
min without regaining consciousness (unresponsiveness to any environmental
stimuli) together with loss of postural control. This definition is consistent
with that being commonly used in the rat pilo-carpine model [11].

To induce the SE in mouse, pilocarpine was injected intraperitoneally
(i.p.). In order to avoid peripheral cholinergic effects, methylscopolamine (1
mg/kg; i.p.) was administered 30 min before the application of pilocar-pine.
For induction of seizures, an initial injection of 320 mg/kg of pilocar-pine was
administrated (i.p.). If during the first hour the animal was not in SE, a second
dose of 225 mg/kg of pilocarpine was injected, and if 40 min after the second
dose the mice was not in SE another injection of pilocar-pine (225 mg/kg)
was applied, thus, the maximum number of repeated pilocarpine injections
was restricted to three.

All the mice that developed SE received diazepam (10 mg/mL) after 60
min in SE, to stop seizure activity. To facilitate recovery after SE, all the mice
were injected with 0.5 mL of Ringer solution (NaCl 130 mmol/L, KCI 4
mmol/L, CaCly 1,5 mmol/L, glucose 20 mmol/L) in the afternoon following
SE as well as at least twice daily during the next three days. No systematic
observations were done to detect spontaneous seizures in all the mice, but we
noted clear convulsive behavior in most mice during handling, weighing or
other manipulations. In addition, several studies have shown that all the
C57BL/6 mice experiencing SE become epileptic [7-9].

2.3. Behavioral testing

The general procedures for behavioral tests in pilocarpine-epileptic mice
were carried out according to Groticke et al. [12]. Accordingly, behavioral
tests started 2 months after SE (i.e. in the chronic phase of pilocarpine-
induced epilepsy). In the first set of experiments, the animals were evaluated
in the following paradigms: open-field, object recognition, beam walk, taste
preference and forced swim tests. The se-quence of behavioral tests was
organized from the least to the most aver-sive, with an inter-test interval of at
least 1 day [12]. In the second set of experiments a separated group of animals
was subjected to the Barnes maze test, and a third independent group of
animals was used for the rotarod test and for histological analysis. All
behavioral tests were carried out under artificial light and controlled
conditions of temperature (22 £ 1 °C). Any animal presenting a clearly visible
seizure (stage 23 in the Racine's scale) at least 1 h before the test was not
tested in that same day. If an animal presented a seizure during the test, it was
not included in the data analysis pertinent to that parameter/test. By using this
ap-proach, one SE animal of each gender was excluded from all analyses.

The experiments were arranged in a way that eliminated every disturbance
or affection by the presence of other mice or the exper-imenter of the
respective mouse that was subjected to a behavioral experiment, except when
the mice needed to be handled and ob-served by an experimenter.

2.4. Open field

The animals were placed in the central area of a round open field (56 cm
in diameter), which had its floor divided into 10 equal areas.
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Five areas of the apparatus had their borders limited by the walls of the arena
and were considered as peripheral areas. The remaining five areas that had no
contact with the walls of the apparatus were considered as central areas. The
latency to leave the central area and start the open-field exploration was
measured as an index of anxiety-like behavior, as well as the time spent in
central areas. The number of crossed areas (crossing) as well as the number of
rearing responses (animal stands on its hind legs) was recorded for 5 min
[13]. Altogether, these param-eters served to evaluate spontaneous locomotor
activity and anxiety-like behavior.

2.5. Object recognition

Object recognition test was performed according to Bevins and Besheer
[14]. The test consisted of three sessions, namely, training (first session),
short-term memory evaluation (second session; 4 h after training), and long
term memory evaluation (third session; 24 h after training). During the
training session, two identical objects (trans-parent cylindrical plastic bottles)
were equidistantly placed in the center of the same open-field arena described
above, and the time spent in the exploration of each object was recorded
during 5 min. Four hours after the training one of the bottles was replaced
with a new object (a plastic red apple), and the time spent in the exploration
of each object was measured over 5 min. At last, 24 h after training the plastic
red apple was replaced for another new object (triangular plastic cup), and the
time spent in the exploration of each object was re-corded during 5 min. Data
collected 4 or 24 h after training were used as measures of short- and long-
term memories, respectively. The object recognition index was calculated
with the following formula: Recogni-tion index = (time spent in new object) /
(time spent in the new object + time spent in the already known object).
Smaller values of the recognition index are indicative of novel object memory
impair-ment. The analyses excluded test (4 and 24 h) data from any subject
that failed to explore the objects in any of the test sessions.

2.6. Beam walk

Beam Walk test was performed according to Irintchev et al. [15] in order
to assess fine motor coordination and motor learning and memo-ry in epileptic
mice. The task consisted of two training sessions and one testing session, in
which two trials were given for each animal by day. In each trial, the time to
cross a thin (1.5 cm x 75 cm) wooden bar elevated 90 cm from the floor was
recorded. A longer time to cross the beam is indicative of an impairment in
balance and/or motor coordination.

2.7. Rotarod test

Fine motor coordination and learning was assessed by using the rotarod
test as described by Wahlsten et al. [16], with some modifica-tions as follows.
In order to keep proximity with the beam walk test, we designed a protocol
similar with the rotarod test. The task consisted of two training tests and one
testing sessions, carried out in 3 different days. At each training session, the
mice were trained on the rotarod (3.7 cm in diameter, 8 rpm constant speed)
throughout a session of 10 trials; each trial starts with the mouse being placed
in the apparatus and ends when the mouse falls off the rod or after reaching
the cut-off time of 60 s. A resting time of 60 s was allowed between each
trial. In the testing session two trials of 300 s each were performed with a
rest-ing time of 180 s between the trials. The latency to the first fall was
recorded.

2.8. Taste preference test
The consumption of a sweetened solution is a taste preference ex-periment

designed to examine a behavioral correlate of anhedonia (i.e. inability to
experience pleasure) [17]. In this test mice were

placed in individual cages. Each cage gave access to two bottles, one with
water (100 mL) and the other with a 4% aqueous sucrose solution (100 mL).
Water and sucrose consumptions over 24 h were measured and sucrose
preference was evaluated. Lower sucrose preference is indicative of
anhedonia and therefore of depressive-like behavior.

2.9. Barnes maze

Barnes maze was performed according to Oliveira et al. [18]. The maze
consisted of a 120 cm diameter circular wooden table, 3.5 cm-thick and
elevated 90 cm above the floor. Twenty holes, 6 cm diameter, were
equidistantly located around the perimeter and centered 5 cm from it. The
apparatus was located in a 4 m x 4 m test room. A black wooden escape
tunnel (10 cm x 10 cm x 30 cm) was placed beneath one hole, selected
randomly for each mice but remained constant throughout the training
sessions for a given mice. The remaining 19 holes led only to a false escape
box (10 cm x 3.5 cm x 10 cm which, from the platform, appeared
indistinguishable from an escape box but was too small to be entered; false
boxes removed visual cues that might be observed through an open hole.
Above the platform (height 45 cm) there is a white halogen lamp (300 W),
which gave a bright illumination of the maze as the aversive stimuli. The
mice were trained to find the escape hole; each subject was placed in the
escape box for 1 min, then into a cylindrical opaque chamber (start box) in the
center of the maze. With light on, the start box was removed and the mouse
was allowed to explore freely and finding the escape box where it was
allowed to remain for 60 s. A maximum latency of 180 s to find it was
allowed. Each mouse was given three consecutive trials per day (180 s inter-
trial interval), over four consecutive days. In each trial, we recorded the time
to reach the escape tunnel. The test was used to evaluate the spatial learning
and memory of mice so that a higher time to find the escape box is indicative
of cognitive deficit as well as indicative of increased anxiety-like behavior.
The animals that failed to perform the task because of lack of exploratory
activity (3 male controls, 1 female control, 1 male SE and 3 female SE) were
considered performance-incompetent and were excluded from the analysis
[19].

2.10. Forced swim test

The forced swim test was performed according to Sunal et al. [20], in
order to evaluate the depressive-like behavior in epileptic mice. The mice
were placed in individual, clear polyvinyl chloride (PVC) cylinders (30 cm
tall x 10 cm diameter) containing 23—25 °C water (20 cm-deep to prevent the
mouse's tail from touching the cylinder bottom). Water was changed between
subjects. The immobility time during the 5 min of test was recorded.
Immobility was assigned when no additional activ-ity was observed other
than that required to keep the mouse's head above water. Increased
immobility time is an index of depressive-like behavior.

2.11. Histological procedures

The mice were deeply anesthetized with Tiopental (125 mg/kg; i.p.) and
perfused transcardially with 50 mL of NaCl 0.9% containing heparin (5
1U/mL) followed by 200 mL of 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate
buffer (pH 7.4). The brains were removed, and the serial coronal sections of

40 ym (between —1.5 and —-2.1 from breg-ma) were cut on a vibratome (model
KD400, Zhejiang Jinhua Kedi In-strumental Equipment Co., Zhejiang,
China). The sections were washed in a phosphate buffer subjected to Giemsa
staining process-ing [21]. The staining was performed in triplicate for each
mouse (i.e. three sections per animal), and a single slide contained the
sections for all four experimental groups. The sections were mounted on
gelatinized glass slides and stained for 30 s in commercially available



59

C.V. Oliveira et al. / Physiology & Behavior 143 (2015) 142—-150 145
150+ 100- )
3 No SE [ Survived SE

@ El SE o 80 Bl Died during SE
o (3]
‘E 1004 E
E E 60+
° 5]
8 8 40
E 50 £
S =
z Z 204

0 0

T T
Male Female

M;Ie Ferrliale

Fig. 1. Gender-related differences in the sensitivity to pilocarpine-induced SE. (A) Number of mice sensitive or resistant to entering SE and (B) number of mice surviving or dying during SE.

Giemsa solution (New Prov, Pinhais, PR, Brazil), washed three times for 2
min in distilled water, dehydrated in three graded ethanol solu-tions (70, 90
and 100%), cleared for 2 min in xylene and mounted with Cytoseal 60
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Evaluation of Giemsa-stained
slides was conducted with 10 x magnification under a light microscope (Leica
DFC290, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), and the pictures of slices
were taken with Leica Application Suite v3.8. The number of cells within the
dentate hilus was assessed on both hemispheres of each section and counts
were averaged to result in a single value for each mouse.

2.12. Statistical analyses

Data were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) and
expressed as mean + standard error of the mean. Data from the rotarod test
were analyzed by the Scheirer—Ray—Hare extension of the Kruskal— Wallis
test (non-parametric equivalent of two-way ANOVA) and expressed as
median and interquartile range. The Fisher's exact test was used for frequency
analyses. Post hoc comparisons were performed using the Bonferroni's test,
when appropriated. A probability of P b 0.05 was considered significant.
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3. Results
3.1. Induction of seizures and SE by pilocarpine

Considering the susceptibility to SE, we found no significant differ-ences
between the male and female mice (Fig. 1A). Accordingly, SE was
successfully induced in 68% (81/119) of the male mice and in 69% (65/94) of
the female mice. The SE survival rate was not significantly dif-ferent between
genders (Fig. 1B). In fact, 44% (36/81) of the male mice and 49% (32/65) of
the female mice died during SE (Fisher's exact test, P N 0.05). These numbers
are compatible with a large previous study on the factors affecting the
outcomes of pilocarpine treatment in a mouse model of temporal lobe
epilepsy [5].

3.2. Open-field

Epileptic mice, independent of gender, spent less time in the center of an
open-field arena [F(1,29) = 16.57; P b 0.0004 — Fig. 2A], and pre-sented
increased latency to start the spontaneous exploration in this ap-paratus
[F(1,32) = 10.64; P b 0.003 — Fig. 2B] compared to age-matched controls.
On the other hand, no differences were found regarding the number of
crossings [F(1,32) = 0.2203; P N 0.05) — Fig. 2C]. Statistical
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Fig. 2. Effect of pilocarpine-induced SE and gender on mice behavior in the open-field test. (A) Time spent in the center of the arena, (B) latency to start exploration, (C) number of crossings and (D)
number of rearing responses. *Indicates a significant difference between epileptic and their respective controls from the same gender. #Indicates a significant difference between male and female
mice, regardless of epilepsy. §Indicates a significant difference between male and female controls. Data are mean + standard error of the mean for n = 6—13 per group (male control n = 13, female
control n = 7 for time in the center of the arena and n = 9 for the other parameters, male SE n = 6, female SE n = 7 for time in the center of the arena and n = 8 for the other parameters).
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analyses also revealed that epileptic mice, regardless of gender, displayed less
rearing responses than control animals [F(1,32) = 20.37; P b 0.0001 — Fig.
2D]. Control and epileptic female mice presented less rearing responses than
their male counterparts [F(1,32) = 6.306; P b 0.02 — Fig. 2D].

3.3. Object recognition

We found that the male mice spent less time in object exploration during
the training phase than their female counterparts [F(1,45) = 5.531; P b 0.05 —
Fig. 3A]. On the other hand, no significant differences regarding gender or
epilepsy were found when the recognition index was measured 4 h after
training (i.e. short-term memory) [F(1,39) = 1.903; P N 0.05 — Fig. 3B].
Conversely, epileptic mice, independent of gender, showed a decreased
recognition index 24 h after training (i.e. long-term memory) [F(1,38) =
11.64; P b 0.002 — Fig. 3C].

3.4. Beam walk and rotarod tests

In this test we found that the female mice, regardless of epilepsy,
presented a shorter latency to cross the beam [F(1,44) = 5.252; P b 0.05 —
Fig. 4A] when compared to their male counterparts. Interest-ingly, a
conceptually similar result was found in the rotarod test. Statis-tical analysis
revealed that latency to fall of the rod was significantly lower in males
[H(1,27) = 4.279; P b 0.05 — Fig. 4B]. No statistically sig-nificant
differences were found between control and epileptic mice in these tests.

3.5. Barnes maze

Statistical analyses revealed that the control and epileptic mice of both
genders satisfactorily learned to find the escape box in the Barnes maze
apparatus, as revealed by a significant main effect for session number [F(3,69)
=39.14; P b 0.0001 — Fig. 5]. Interestingly, the epilep-tic mice, independent
of gender, required more time to find the escape box in the first block of trials
(i.e. session #1) [F(1,23) = 7.654; P b 0.02]. No significant differences were
found between the epileptic and age-matched controls regarding the latency to
find the escape box in the other sessions (#2, 3 and 4).

3.6. Forced swimming and taste preference tests

In the forced swim test we found that the epileptic male, but not the
female mice presented shorter immobility time than their control coun-
terparts [F(1,36) = 4.626; P b 0.05 — Fig. 6A]. On the other hand, we found
that the epileptic mice of both genders displayed decreased su-crose
preference than their respective controls [F(1,31) = 4.764;

P b 0.05 — Fig. 6B]. No significant differences were found regarding total
fluid (water plus sucrose) consumption [F(1,31) = 0.2596; P N 0.05 — data
not shown].

3.7. Histopathology

Statistical analyses revealed that the epileptic mice of both genders
presented a statistically significant cell loss in the hilus of dentate gyrus
[F(1,14) = 9.619; P b 0.008 — Fig. 7] when compared to their age-matched
controls. Magnitude of cell loss was similar between the male and female
epileptic mice (41.11% and 28.01% respectively).

4. Discussion

Cognitive and behavioral deficits represent a serious neuropsycho-logical
problem in people suffering from TLE [3,22]. In fact, in addition to epileptic
seizures, the quality of life of epilepsy patients is critically af-fected by
several neurological comorbidities occurring in the interictal or ictal/postictal
states, including depression, anxiety and cognitive

deficits [23]. For instance, the quantification of depression appears to be a
better predictor of quality of life than the frequency of seizures, and depressed
patients perceive more severity of their epilepsy [24]. Moreover,
epidemiological evidence indicates that some antiepileptic drugs also improve
the epilepsy patient's mood [24], and that the prev-alence of comorbidities is
higher among patients with poorly controlled seizures [25]. Importantly, the
etiology of epilepsy comorbidities has been attributed to several factors,
including the frequency and severity of seizures, presence of primary
neuropathology ~ (e.g.  hippocampal  scle-rosis),  occurrence  of
electroencephalographic abnormalities, iatrogenic effects of antiepileptic
medications and also the stigma associated with the disorder [22].

In this context, the identification of predictors and underlying mecha-
nisms that contribute to the comorbidities of epilepsy is of fundamental
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Fig. 3. Effect of pilocarpine-induced SE and gender on mice behavior in the object recogni-tion
test. (A) Time spent in object exploration during training and object recognition index at (B) 4
or (C) 24 h after training (short and long memory, respectively). *Indicates a sig-nificant
difference between epileptic and their respective controls from the same gender. Data are mean
+ standard error of the mean for n = 5-16 per group (A: male control n = 16, female control n =
13, male SE n =9, female SE n = 11; B and C: male control n = 16, female control n = 12, male
SE n =5, female SE n = 10).
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importance [3,22]. Accordingly, animal models of epilepsy are useful to
enhance our understanding of causal mechanisms underlying the associ-ation
between epilepsy and behavioral abnormalities [8,12]. In addition, several
factors may underlie differences in vulnerability to disease and re-sponse to
pharmacological treatment, and it has been proposed that an important source
of such variability depends on gender [26]. In fact, gender-related differences
in the prevalence, etiology and responses to treatments of neuropsychiatric
disorders are indeed well recognized [26]. Therefore, in the present study we
investigate the occurrence of po-tential gender-related differences regarding
behavioral alterations in C57BL6 mice after pilocarpine-induced SE.

The open-field test is based on the natural rodent exploratory in-stincts in
a novel place, and has been widely used to monitor locomo-tion, exploration,
anxiety, and risk assessment in response to a novel environment [13]. In the
present study we found that the epileptic mice, regardless of gender, displayed
several differences during the open-field test, when compared to the non-
epileptic controls. First, the epileptic mice spent less time in the center of the
arena. Such in-creased thigmotaxis of the epileptic C57BL/6 mice in the open
field has been reported previously and may either indicate increased anxiety
or stereotypic, impulsive behavior [8]. In fact, it has been demonstrated that
several reference anxiogenic drugs increased thigmotaxis, whereas anxiolytic
drugs reduced it [27]. In addition to increased thigmotaxis, the pilocarpine-
epileptic male and female mice presented an increased latency to start the
spontaneous exploration of the open field arena, fur-ther indicating increased
anxiety-like behavior since a lower propensity for exploration correlates with
a higher level of anxiety [26]. Moreover, the number of rearing responses was
recorded, and we found that the epileptic mice, independent of gender,
presented less rearings than their non-epileptic age-matched controls, another
indicative of in-creased anxiety. Interestingly, the female mice, regardless of
epilepsy, presented less rearing responses than the male mice. While such
differ-ence may indicate that C57BL/6 female mice in general display more
anxiety-like behavior than their male counterparts, taking such differ-ence
into account may help select the best gender to a given experi-ment. Although
no single behavior in the open-field appears to reflect only anxiety or
emotional reactivity [28], it is possible that the male C57BL/6 mice may be
the best choice when the intervention in epilepsy is predicted to decrease
rearing behavior, whereas the female C57BL/6 mice may be more
appropriated when an increase in the number of rearings is hypothesized.

The impairment of a variety of memory types has been extensively
described in clinical and experimental TLE, including declarative and spatial
memories [3,22]. In this context, in the present study we found that the
epileptic mice present deficits in recognition memory. This type of declarative
memory can be assessed in the novel object recogni-tion test, which is based
on the natural tendency of rodents to investi-gate a novel object instead of a
familiar one [14]. Accordingly, such method has been widely used to study
mutant mice, aging deficits,
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Fig. 5. Effect of pilocarpine-induced SE and gender on the latency to find the escape box in the
Barnes maze. *Indicates a significant difference between epileptic and their respective controls
from the same gender. Data are mean + standard error of the mean for n = 6—9 per group (male
control n = 6, female control n = 6, male SE n = 6, female SE n = 9).

early developmental influences, nootropic manipulations, teratological drug
exposure and novelty seeking [14]. Here we found that the male mice spent
less time in object exploration in the training phase (i.e. when presented to
two identical objects). However, this fact seems not to critically influence the
performance in the test, since there are no differences between the male and
female mice regarding the recog-nition index. Interestingly, the epileptic
mice, regardless of gender, displayed a lower recognition index than their
respective controls 24 h after the training session, indicating that the
pilocarpine-induced SE impaired long term but not short term memory, since
the recognition index was similar between the control and epileptic animals
when eval-uated 4 h after the training.

In addition to object recognition memory, in the present study we
evaluated the mice spatial learning and memory by the Barnes maze
paradigm, a validated test often used for the assessment of rodents [29]. The
Barnes maze exploits the natural inclination of small rodents to seek escape to
a darkly lit, sheltered environment when placed in an open arena under a
bright, aversive illumination. We showed that all the mice satisfactorily
learned to find the escape box in the Barnes maze apparatus. Nevertheless, the
epileptic mice, independent of gen-der, required more time to find the escape
box in the first block of trials. These data may be explained by the fact that the
epileptic mice displayed increased latency to start the spontaneous exploration
of the maze, similarly as seen in the open field task. Indeed, these data fur-ther
suggest increased anxiety-like behavior following the pilocarpine-induced SE
in the C57BL/6 mice.

In order to evaluate the motor coordination and balance of the ani-mals we
performed the beam walk and the rotarod tests. In both tests
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Fig. 4. Effect of pilocarpine-induced SE and gender on mice behavior in the beam walk test or in the rotarod test. (A) Latency to cross the beam and (B) latency to the first fall. *Indicates a significant
difference between male and female mice, regardless of epilepsy. Data are mean + standard error of the mean for n = 8—16 per group (male control n = 16, female control n = 12, male SE n = 8,
female SE n = 10) in the beam walk test. Data are median interquartile ranges for n = 7—8 per group (male control n = 8, female control n = 6, male SE n = 10, female SE n = 7) in the rotarod test.
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we found a significant difference between the genders; female mice, in-
dependent of epilepsy, presented a shorter latency to cross the narrow beam
and a higher latency to fall off the rotarod apparatus. Overall, it is possible
that the male C57BL/6 mice may be the best choice when the intervention is
predicted to improve the fine motor performance, while the opposite seems to
justify the choice for the female mice in this test. In addition, the present data
also indicate that the epileptic C57BL6/J mice appear to not display deficits in
fine motor coordination. To some extent, these findings appear in accordance
with previous studies using quinolinic acid lesioned animals [30]. For
instance, it has been demonstrated that intrahippocampal injection of quinolic
acid in the female C57BL6/J mice produced large lesions affecting 40-50%
of the hippocampus. Nevertheless, despite the severity of the lesion, the mice
did not show any impairment in the rotarod test, and none of
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the histopathological measures correlated with the latency to fall off the rod
[30].

Another important condition commonly associated with epilepsy is
depression, which represents one of the most disabling comorbidities of
epilepsy and impacts profoundly negatively the quality of life of pa-tients
with epilepsy [17]. Anhedonia, defined as decreased ability to ex-perience
pleasure, is a core symptom of human depression [31]. Accordingly, it is an
important diagnostic feature of a major depressive disorder, and predicts
antidepressant efficacy [31]. Importantly, such depression-like behavior is
also present in the pilocarpine-epileptic rats [17]. In the present study we
found that the epileptic mice, regard-less of gender, presented lower sucrose
preference than their age-matched non-epileptic controls, further suggesting
that pilocarpine-induced SE triggers depression-like behavior. In addition, we
tested
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Fig. 7. Effect of pilocarpine-induced SE and gender on the number of hilar cells in the dentate gyrus of mice hippocampus (A). Representative photomicrographs are shown in B—E, as fol-lows: (B)
male control, (C) male SE, (D) female control and (E) female SE. *Indicates a significant difference between epileptic and their respective controls from the same gender. Data are mean + standard
error of the mean for n = 4-5 per group (male control n = 5, female control n = 5, male SE n = 4, female SE n = 4).



63

C.V. Oliveira et al. / Physiology & Behavior 143 (2015) 142—-150 149

mice performance in the forced swim paradigm, another test for the
depression-like behavior which has been widely used for the preclinical
screening of antidepressant action in patients [32]. We found that the epileptic
male mice increased motor activity in which most of the ani-mals did not
adopt an immobile posture, but rather were active over a half period of this
test. However, as originally proposed by Miller et al. [8], the markedly
reduced immobility of the epileptic male mice in such test may not be an
indicative of decreased depressive-like behavior, but rather an abnormal
behavior resulting from a problem in understanding the context (i.e. epileptic
male mice appears not to understand that they cannot escape and therefore
continue to effort) [8].

As a consequence of the pilocarpine-induced SE, histopathologi-cal
changes have been observed in different hippocampal as well as extra-
hippocampal areas [12,33,34]. For instance, extensive loss of neurons,
astrocytosis, inflammation and subsequent synaptic reor-ganization, such as
aberrant mossy fiber sprouting, have been de-scribed in this model
[7,11,12,34,35]. In the present study we found that the typical loss of neurons
within the hilus of dentate gyrus oc-curs at a similar magnitude in the
epileptic male and female mice. The present data is in accordance with a
recent study by Bankstahl et al. [9], who evaluated different substrains of the
C57BL/6 mice of both genders regarding development of epilepsy-associated
hippo-campal injury. Neuronal count in the CA1, CA3 and in the hilus of
dentate gyrus did not differ between the male and female epileptic mice as
well as between the C57BL/6 substrains [9]. Based on accu-mulating
literature on the pilocarpine model we believe that most behavioral
impairments arise from the morphological and functional changes in the
hippocampus. Nevertheless, neuronal loss has been shown to occur in
extrahippocampal areas such as the cerebral cor-tex, striatum, amygdala and
thalamus [7,36], indicating that several brain areas are affected following SE.
Although a causal relationship between neuronal loss and behavioral
comorbidities of epilepsy re-mains elusive, most of the above cited areas are
likely involved in the regulation of mice behavior. Therefore, SE-elicited
changes in any of these areas may also contribute to the presently reported be-
havioral impairments.

At last, it is also important to note the potential limitations of the current
study. Since no systematic observations were done to detect spontaneous
seizures, a quantitative analysis of seizure frequency and severity between
genders was not possible, and therefore we cannot rule out that differences in
seizure frequency or severity may help explain the differences in some tests.
Indeed, it is not pos-sible to determine whether the gender affected the
severity epileptic phenotype in terms of seizure frequency and severity, and
also whether seizure frequency or severity affected outcomes of behav-ioral
tests. This would be particularly important for tests lasting for a long time and
partly with no investigator present, such as the 24-hour phase of the object
recognition test or the taste preference test and tests requiring several days of
training, such as the Barnes maze test. Therefore, monitoring of spontaneous
seizures should be part of the routine of future studies.

5. Conclusions

By using a test battery for behavioral and cognitive alterations in the
pilocarpine-induced temporal lobe epilepsy in the C57BL/6 mice, we found
that mice of both genders display several of the behavioral and cognitive
disturbances that are associated with epilepsy in humans. Im-portantly, we
present evidence that some of the behavioral alterations following the
pilocarpine-induced SE are more evident in a given gen-der. In this context,
taking the potential differences into account may help choose the more
appropriate gender for a given task, which also may be of value for the
minimization of the number of animals used during the experiments.
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Abstract

Background: The process by which a brain insult elicits epilepsy is termed epileptogenesis
and it is characterized by numerous molecular and functional alterations. Statins are first-line
drugs for hypercholesterolemia and related diseases, and display neuroprotective properties in
clinical and experimental studies. Considering the importance in developing therapeutic
strategies to prevent or modify epileptogenesis, we aimed the present study to test the
hypothesis that atorvastatin modifies seizure susceptibility of mice after status epilepticus
(SE).

Methods: Male and female C57BL/6 mice were submitted to the pilocarpine-induced SE and
then treated with atorvastatin (10 or 100mg/kg, once daily by gavage) for 14 days. At days 7
and 14 post SE we evaluated the susceptibility of mice to the convulsant effects of a low dose
of PTZ (30 mg/kg). Cell loss in the hilus of dentate gyrus was evaluated by Giemsa staining.
Results: Latencies to myoclonic jerks and to tonic-clonic seizures decreased between baseline
(before SE) and days 7 and 14 after SE, confirming the development of seizure susceptibility.
Atorvastatin protected against PTZ-induced tonic-clonic seizures in both sexes at day 14 post-
SE. Protective effects were similar in both female and male mice, except that a high dose of
atorvastatin was required for females (protection at 100 mg/kg versus 10 mg/kg in males).
Giemsa staining did not reveal neuroprotective effects of atorvastatin.

Conclusions: Atorvastatin treatment during epileptogenesis had slight beneficial effects on
seizure susceptibility. These seem not related to neuroprotection. Further studies are needed to
determine the disease-modifying potential of atorvastatin in epilepsy.

Keywords: epilepsy; status epilepticus; epileptogenesis; statin; neuronal death.
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Introduction

Epilepsy is the second most frequent neurological disorder in the world after stroke
[1]. Acquired epilepsy develops after an acute brain insult, including but not limited to
traumatic brain injury (TBI), intracerebral hemorrhage, neuroinfection, and status epilepticus
(SE) [2].

Acquired epilepsy involves a two-stage process. In the first stage, called
epileptogenesis, an injury alters neuronal network properties leading to generation of
subclinical epileptiform discharges [3]. In the second stage, named “epileptic maturation”,
such discharges become progressively larger in duration and may spread to and recruit other
neuronal populations, causing clinical epilepsy [3]. Therefore, the epileptogenesis stage may
constitute a window of opportunity in which an appropriate therapeutic intervention may have
disease-modifying effects [4]. This is especially important because currently there is no
antiepileptogenenic strategy to prevent the development of acquired epilepsy after exposition
to a potentially epileptogenic brain insult [4]. In this context, one hallmark of epileptogenesis
is the development of neuronal hyperexcitability [4], which is thought to be inversely
proportional to the susceptibility to epileptic seizures [5]. Accordingly, several studies have
measured seizure threshold as an index of effectiveness of new therapeutic strategies to
prevent epileptogenesis [5].

Increasing evidence have suggested that statins, besides their levels cholesterol-
lowering properties, exhibit neuroprotective effects in several neurological conditions,
including acute seizures [6, 7]. For instance, pretreatment with atorvastatin, the most
clinically prescribed statin, has been found to attenuate seizures induced by kainic acid [8],
quinolinic acid [9] and pentylenetetrazol (PTZ) [10]. In addition, while atorvastatin has a
weak efficacy in preventing audiogenic seizures in DBA/2 mice, it was able to potentiate the
effects of some established anticonvulsant drugs [11]. On the other hand, the effect of
atorvastatin on epileptogenesis remains elusive. In fact, atorvastatin treatment did not affect
the development of epilepsy after electrically-induced SE [12]. Converselly, long-term
treatment with atorvastatin showed antiepileptogenic effects in WAG/RIj rats, a genetic
animal model of absence epilepsy [13]. To further investigate the potential antiepileptogenic
effects of atorvastatin, we hypothesized that atorvastatin would attenuate post SE increased
seizure susceptibility. In this context, in the present study we used the SE induced by
pilocarpine as the initial insult to investigate the effects of early treatment with two doses of

atorvastatin on seizure susceptibility and neuronal damage in male and female mice.
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Materials and methods
Animals

A total of 74 male and 78 female C57BL/6 mice (25-35¢g; 30-60 day-old) were used.
Animals were kept under standard environmental conditions (12:12 h light-dark cycle, room
temperature 22 + 1 °C) and with free access to food (Puro Lab 22 PB, Puro Trato) and filtered
tap water. All experimental protocols conducted in accordance with national and international
legislation, and with the approval of the Ethics Committee for Animal Research of our
University (Process n°® 6165230415 approved in 11/06/2015). Every possible effort was made

to limit animal’s suffering as well as to keep their number to a minimum.

Induction of SE by pilocarpine

SE was induced using ramping protocol as described previously [14]. To reduce
peripheral adverse cholinergic effects mice were injected with methylscopolamine (1 mg/kg
ip; Sigma-Aldrich). After 30 min mice start to receive pilocarpine hydrochloride (Sigma-
Aldrich) injections (100 mg/kg, ip) every 20 min until the onset of SE, defined by continuous
limbic convulsive activity. Pilocarpine injections were limited to 6 per animal. SE was
terminated after 60 min with diazepam (10mg/kg, ip, Santisa). Age-matched controls were
administered with methylscopolamine and diazepam, but received NaCl 0.9 % instead of
pilocarpine. All mice received special care for three days following the SE or control
procedure for welfare purposes. These included hand-feding with softened chow, offering of
fresh fruits (apples and bananas) in their homecage, and injections of Ringer's solution
containing 5% dextrose.

Complete data about animals used and SE induction performance are shown in Table

Treatment with atorvastatin

Control and post-SE mice received daily doses of vehicle (NaCl 0.9%) or atorvastatin
(10 or 100 mg/kg) by intragastric gavage (ig) once daily during 14 consecutive days, being
that the first dose of atorvastatin was administered at 3 h after diazepam injection.
Atorvastatin suspension was prepared by dissolving commercial tablets (Lipitor®; Pfizer) to 1
or 10 mg/mL in NaCl 0.9 % [8, 15]. Fresh atorvastatin solutions were prepared immediately
before use and were administered at 10 ml/kg. The selection of atorvastatin dosing was based

on previous studies [10] and on pilot studies.
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Pentylenotetrazole (PTZ) seizure susceptibility

Alterations in seizure threshold occur during the latent period following SE [16], and
recent evidence indicates that the susceptibility to the convulsant effects of PTZ may serve as
a predictive biomarker of epilepsy [17]. Thus, in the present study we investigated the
potential neuroprotective effects of atorvastatin on susceptibility to PTZ-induced seizures in
the latent period (7 or 14 days) after pilocarpine-induced SE.

As a measure of seizure susceptibility, we assessed the latencies to the first myoclonic
or to the first tonic-clonic seizure, as well as the duration of tonic-clonic seizures induced by a
low dose of PTZ (30 mg/kg, ip) [18]. PTZ susceptibility test was performed at 3 time points
in each mouse: 1 week before SE induction (baseline test) and 7 and 14 days post-SE (figure
1). To avoid any direct acute interference of atorvastatin on PTZ-induced seizures, the daily
treatment with statin was done after the PTZ test. A timeline depicting the experimental

design is presented in figure 1.

Histological analyses

To determine the effect of atorvastatin on histological parameters in the brain of
animals submitted to SE, mice were deeply anesthetized with Tiopental (125 mg/kg; ip) and
then perfused through the heart and ascending carotid using heparinized 0.9 % NaCl solution
followed by 4% paraformaldehyde (PFA). This procedure occurred 60 min after the last
administration of atorvastatin (or NaCl 0.9%) treatment. After perfusion the brains were
removed and post fixed in PFA for at least 2 days, serial coronal sections of 50 um (between
— 1.5 and — 2.1 from bregma) were cut on a vibratome (model KD400, Zhejiang Jinhua Kedi
Instrumental Equipment Co.). Sections were washed in 10 mM PBS (pH 7.4) and processed
for Giemsa staining [19].

The staining was performed in duplicate for each mouse (i.e. two sections per animal).
Sections were mounted on gelatinized glass slides and stained for 30s in commercially
available Giemsa stain (New Prov), washed three times for 2 min in distilled water,
dehydrated in three graded ethanol solutions (70, 90 and 100%), cleared for 2 min in xylene
and mounted with Cytoseal 60 (Thermo Scientific). Evaluation of Giemsa-stained slides was
conducted with 20 x magnification under a light microscope (Olympus IX81 Inverted
Microscope). The number of cells within the dentate hilus was assessed on the two sections
and counts were averaged to result in a single value for each mouse. For cell counting

purposes the hilus was delimited by the inner edge of the granular cell layer and by lines
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connecting the tips of the two granule cell blades to the the pyramidal cell layer of CA3
subfield.

Statistical analyses

Onset latencies and duration of PTZ-induced seizures as well as hilar cell counts were
analyzed by regular two-way ANOVA. Bonferroni post hoc test was used for multiple
comparisons. Differences between females and males regarding SE induction were analyzed

by Fisher’s exact test. In all cases a probability of P< 0.05 was considered significant.

Results

The first PTZ seizure susceptibility test was carried out in all groups 7 days before SE
induction, to evaluate the basal seizure threshold of animals. Only 3 out 43 female mice (6,97
%), and 1 out 38 male mice (2,63 %) showed myoclonic jerks (Figure 2A). When seizure
susceptibility latency to myoclonic jerks was assessed 7 days after SE induction vehicle-
treated SE, animals of both genders presented a decrease in latency to myoclonic jerks when
compared with their respective age-matched controls (Figures 2B). At this time point
treatment with atorvastatin (10 or 100 mg/kg) had no effect on seizure susceptibility, since the
onset latency to myoclonic jerks was significantly different from the respective age-matched
controls. In addition, seizure latency was not different between female versus male mice,
suggesting that both sexes responded similarly to low dose of PTZ. Seizure susceptibility was
investigated again 14 days after SE, and SE animals continued to display a decrease in latency
to myoclonic jerks when compared with their respective age-matched controls (Figure 2C).
Again, no effects of atorvastatin on the latency to myoclonic jerks induced by a low dose of
PTZ were detected.

Regarding the latency to tonic-clonic seizures induced by a low dose of PTZ, only 2
out 43 female mice (4,65 %), and none of 38 male mice showed seizures of this kind in the
baseline testing 7 days before SE (Figure 3A). On the other hand, 7 days after SE shorter
seizure latencies were observed in SE animals of both genders, regardless of the atorvastatin
treatment, when compared with their respective controls (Figure 3B). Latencies were not
different between female and male mice at this time point. On the other hand, significant
differences in latencies to tonic-clonic seizures were observed at day 14 post SE. Tonic-clonic
seizure latency of female mice submitted to SE and treated with the high dose of atorvastatin
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(100 mg/kg) was not different from the onset latency of its respective vehicle-treated control
(Figure 3C). A similar effect was found in males, since the latency to tonic-clonic seizures of
mice submitted to SE and treated with atorvastatin (10 or 100 mg/kg) was not was not
different from their respective vehicle-treated controls (Figure 3C), further suggesting a
protective effect of atorvastatin treatment.

In order to investigate whether atorvastatin displayed neuroprotective effects, we
counted the number of hilar cells, since a decrease in the number of cells within this area is a
typical finding in the pilocarpine-induced post SE model [20]. In the present study damage in
the hilus of dentate gyrus was evident in mice with SE, where the number of hilar cells was
reduced by about 50 % when compared with in mice submitted to control procedures (Figure
4). The loss of neurons within the hilus of dentate gyrus occurred at a similar magnitude in the
post SE female versus male mice. No effects of atorvastatin treatment on hilar cell loss were
detected.

Discussion

In the present study, oral administration of atorvastatin starting 3 hours after SE and
continuing for 14 days showed slight positive effects on seizure susceptibility. Atorvastatin
treatment increased the latency to PTZ-induced tonic-clonic seizures at day 14 post-SE in
both females and males. Interestingly, effects of statin on PTZ seizure susceptibility in male
mice were obtained with the dose of 10 and 100 mg/kg. In contrast, in female mice the higher
dose of 100 mg/kg was needed to achieve effects on PTZ susceptibility test.

Experimental models of TLE in rodents, particularly those generated by continuous
SE, have been used in the preclinical screening of potential antiepileptogenic drugs [21].
Prolonged SE leads to increased susceptibility to convulsants, as revealed by a decrease in
seizure threshold [16, 17, 22]. In this context, the search for drugs capable of blunt the
increased seizure susceptibility may constitute a strategy for discovery of epilepsy-modifying
and/or antiepileptogenic drugs [21].

Statins are cholesterol-lowering drugs used for the treatment of hypercholesterolemia
and related atherosclerotic diseases [13]. Besides the inhibition of the rate-limiting enzyme in
cholesterol biosynthesis (HMG-CoA reductase), statins exert cholesterol-independent
pleiotropic effects that include immunomodulatory, neuroprotective, and anti-inflammatory

properties [23]. These positive effects of statins actions may also be useful in several
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neurologic diseases, including epilepsy [6]. For instance, a nested case-control study in
cardiovascular patients has suggested that individuals receiving statin medication had a
decreased chance to need hospitalization for epilepsy [24]. Interestingly, this beneficial effect
was not observed for other cardioprotective drugs, including beta blockers and angiotensin-
converting enzyme inhibitors [24]. Moreover, increasing evidence from a variety of
experimental studies supports the anticonvulsant effects of statins against chemically-induced
convulsions [8, 10] and audiogenic seizures [11]. In addition, atorvastatin is also able to
enhance the action of classical antiepileptic drugs [11]. However, to the best of our
knowledge, no study has investigated the effects of atorvastatin on seizure susceptibility
during latent period after pilocarpine-induced SE.

Sex-related differences in seizure susceptibility of laboratory animals have been
reported in several studies, although the exact mechanisms underlying such differences are
not clear [25, 26]. In 2014, the National Institutes of Health of the United States of America
issued a policy about the inclusion of both genders in the preclinical research [25]. Regarding
this point, it is remarkable that many studies have showed that the benefits of a given
anticonvulsant for one sex are not automatically applicable to the other [27]. In the case of
statins, it is believed that differences in metabolism between men and women may explain the
fact that women have higher risk of adverse effects [28]. Hence, it has been suggested that
preclinical studies of drugs to treat epilepsy should be tested in both sexes [26, 27]. In this
context, in the present study we evaluated the effects of atorvastatin in two different dosages
(10 or 100 mg/kg) and on mice from both sexes. The fact that seizure protection was detected
at 10 mg/kg in males versus 100 mg/kg in females further supports the importance of drug
testing in both sexes under identical conditions. Regarding this point, latencies to PTZ-
induced seizures were not different between female and males, suggesting the sensitivity to
PTZ of both sexes under our present experimental circumstances was similar. Another point
to consider, as raised by several studies, is that depending on methodological factors (e.g.
convulsant agent used, endpoints measured, species, strain, age) one sex can be more severely
affected [29]. For instance, it has been reported that female mice present relative resistance to
pilocarpine-SE, while males are more susceptible [30]. However, in the present study such
pattern of female resistance was not observed (table 1), suggesting that requirement of a larger
dose of atorvastatin in females was not related to sex-related discrepancies in the initial insult.

In the present study we also evaluated the effect of atorvastatin treatment on neuronal

damage 14 days after SE induction. The loss of neurons in the hilus of dentate gyrus is a
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typical finding in most rodent models of TLE. In the present study, no differences between SE
mice, of both sexes, treated with statin or vehicle were found, indicating that cell loss was
equivalent in both sexes and that atorvastatin did not protect hilar cells 14 days after SE.
Regarding this point, it is interesting to note that protection of hilar cells in models of epilepsy
has been rarely reported [4]. In addition, the lack of neuroprotective effects of atorvastatin on
the number of hilar cells may indicate that its positive effects on seizure susceptibility were
not related to neuronal protection during epileptogenesis. In this context, it is interesting to
note that atorvastatin treatment had not effect on neuronal death or synaptic reorganization in
an electrically-evoked post-SE model of epilepsy [12], further suggesting that molecular
mechanisms underlying the presently reported effects of atorvastatin are not necessarily the

same as for its neuroprotective properties.

Conclusion

In the present study atorvastatin treatment during epileptogenesis in the pilocarpine
model showed a slight disease-modifying effect, since it partially protected against the
increase in seizure susceptibility 14 days after SE. The protective effects were similar in both
female and male mice, except for the fact that a high dose of atorvastatin was required for
females. These data reinforce the importance of developing preclinical studies in animals of
both sexes. Although limited, we believe the presently-reported beneficial effects appear
interesting and cannot be undervalued, particularly because there a consensus over the

elevated difficulty to treat epileptogenesis-associated changes [31, 32].
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Figure legends
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Figure 1: Schematic illustration of the experimental protocol used in this study. Numbers in parentheses indicate
the number of animals in each experimental group.
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Figure 2: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100 mg/kg; ig) on myoclonic
jerks induced by low dose of PTZ (30 mg/kg; ip). Latency to myoclonic jerks (A) 7 days before, (B) 7 days after
or (C) 14 days after the epileptogenic insult (pilocarpine-induced SE). Data are mean + SEM. The asterisk
indicates a significant difference (p<0.05, two-way ANOVA) to the respective control group.
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Figure 3: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100 mg/kg; ig) on tonic-clonic
seizures induced by low dose of PTZ (30 mg/kg; ip). Latency to tonic-clonic seizures (A) 7 days before, (B) 7
days after or (C) 14 days after the epileptogenic insult (pilocarpine-induced SE). Data are mean + SEM. The
asterisk indicates a significant difference (p<0.05, two-way ANOVA) to the respective control group.
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Figure 4: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100 mg/kg; ig) on the number of
hilar cells in the dentate gyrus (A). Data are mean + SEM. The asterisk indicates a significant difference (p<0.05,
two-way ANOVA) to the respective control group. It is also shown representative images of the hippocampal
formation of (B) vehicle-treated female control, (C) vehicle-treated female SE, (D) atorvastatin (10 mg/kg)-
treated female control, (E) atorvastatin (10 mg/kg)-treated female SE, (F) atorvastatin (100 mg/kg)-treated
female control, (G) atorvastatin (100 mg/kg)-treated female SE, (H) vehicle-treated male control, (I) vehicle-
treated male SE, (J) atorvastatin (10 mg/kg)-treated male control, (K) atorvastatin (10 mg/kg)-treated male SE,
(L) atorvastatin (100 mg/kg)-treated male control, (M) atorvastatin (100 mg/kg)-treated male SE. Calibration bar
=50 um.



Table 1: Data about animals used in the study

Female Male P value’
Number of animals used to SE induction? 60 58 NA
Mice with SE? 30 36 0.20
Mice resistant to SE? 11 12 0.82
Mortality during SE* 19 10 0.088
Total mortality® 24 24 1.00
Control animals® 18 16 NA
Total 78 74 NA

1 Number of animals submitted to pilocarpine injections

2 Number of animals that entered SE

3. Number of animals that did not enter in SE after 5 pilocarpine injections
4. Number of animals that died within the 60-min SE period

®: Number of animals that died in the 14-day follow-up

®: Number of animals submitted to NaCl 0.9% (pilocarpine vehicle) injections

' Fisher’s exact test

NA: not applicable
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Abstract

Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most frequent and medically refractory type of epilepsy
in humans. In addition to seizures, patients with TLE suffer from behavioral alterations and
cognitive deficits. Post-SE model of TLE induced by pilocarpine in rodents have enhanced
the understanding of the processes leading to epilepsy and thus of potential targets for
antiepileptogenic therapies. Clinical and experimental evidence suggests that inflammatory
processes in the brain may critically contribute to epileptogenesis. So, the administration of
anti-inflammatory drugs after a brain insult might be a promising strategy for
antiepileptogenesis. Statins are inhibitors of cholesterol synthesis, and present pleiotropic
effects that include anti-inflammatory properties. Thus, considering the key role of
inflammation in epileptogenic process, we aimed the present study to test the hypothesis that
atorvastatin prevent or reduce behavioral alterations in mice of both sexes with SE induce by
pilocarpine. Male and female C57BL/6 mice were submitted to SE induced by pilocarpine.
Following SE, treatment with atorvastatin (10 or 100mg/kg) started and the a battery of
behavioral test was performed between days 7 and 13 post-SE. Treatment with atorvastatin
displayed some positive effects on behavioral and cognitive performance of SE mice,
indicating anxiolytic effect, especially in male mice. These differences appear to be related to
inflammatory response developed in female and male mice after SE. Further studies are

needed to determine the disease-modifying potential of atorvastatin in epilepsy.

Key words: epileptogenenis, pilocarpine, gender, atorvastatin, behavior, inflammation
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1. Introduction

Epilepsy is a brain disease in which affected individuals have an enduring
predisposition to present unprovoked recurrent seizures (Fisher et al., 2014). With a
worldwide prevalence of 0.5-1% in the general population (Goldenberg, 2010) and affecting
at least 50 million people worldwide (Thurman et al., 2011), epilepsy is considered a major
worldwide public health problem being one of the most frequent neurological condition
(Schmidt and Sillanpaa, 2012). In addition to seizures, behavioral comorbidities associated
with epilepsy including anxiety, psychosis, depression, and cognitive deficits exist in many
patients with epilepsy, worsening the quality of life of them (Boro and Haut, 2003,
Seidenberg et al., 2009).

Temporal lobe epilepsy (TLE) is a common type of this disease, and it is often elicited
by a brain insult which triggers a myriad of cellular and molecular changes that increase the
chance of developing epilepsy (Engel, 2001). The period between the initial insult and the
appearance of spontaneous seizures is called epileptogenesis, and may represent the best
window of opportunity to modify the disease progression (Sloviter et al., 2012). One of the
possible targets of epilepsy-preventing strategies is the inflammatory response that establishes
in the brain after the initial epileptogenic injury (Loscher and Brandt, 2010). In fact,
compelling evidence gathered in experimental and clinical studies have suggested that
inflammatory mediators in the brain play a etiological role in epileptogenesis as well as in the
accompanying comorbidities and neuropathology of epilepsy (Vezzani et al., 2015). Indeed,
strategies aimed to reduce the levels of inflammatory cytokines and other mediators may
constitute a potential tactic to achieve antiepileptogenenic effects (Léscher and Brandt, 2010).

Atorvastatin is the leading drug of the class of statins, the first-line medications for
treatment of hypercholesterolemia and prevention of associated cardiovascular burden
(Collins et al., 2016). In addition, evidence of anti-inflammatory and neuroprotective effects
of atorvastatin have been obtained in many experimental models of neurological diseases,
including epilepsy, indicating that statins might be effective in the prevention of inflammation
and neuronal death in the epileptic brain (Banach et al., 2014, Scicchitano et al., 2015).
Moreover, atorvastatin also presented protective effects against behavioral comorbities of
epilepsy (Citraro et al., 2014). Therefore, considering the need for developing disease-
modifying strategies for epileptogenesis, in the present study we investigated whether
treatment with atorvastatin would improve inflammatory response and behavioral alterations

during the epileptogenic period triggered by pilocarpine-induced status epilepticus (SE).
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Given the importance of inclusion of both sexes in the preclinical research (Clayton and
Collins, 2014), and the need to test new drugs to treat epilepsy in both sexes (Scharfman and
MacLusky, 2014, Luef and Taubgll, 2015), the present study was performed in male and

female mice.

2. Materials and methods

2.1. Animals

In the present study we used C57BL/6 mice (25-35g; 30-60 day-old) of both sexes. A
total of 83 males and 82 females were used. They were kept under appropriated
environmental conditions (12 h light-dark cycle, in a room temperature of 22 + 1 °C).
Standard rodent chow (Puro Lab 22 PB, Puro Trato) and filtered tap water were provided ad
libitum. All experimental procedures were conducted in accordance with national and
international legislation, and with the approval of the Ethics Committee for Animal Research
of our University (Process #6165230415/2015). Every possible effort was made to limit

animal’s suffering as well as to keep their number to a minimum.

2.2. Pilocarpine-induced SE

Epileptogenesis was elicited by a single SE induced by pilocarpine, using a multiple
low dose protocol as described previously (Groticke et al., 2007). Because of the severe
peripheral adverse cholinergic associated with pilocarpine mice received a previous injection
of methylscopolamine (1 mg/kg ip; Sigma-Aldrich). After 30 min pilocarpine hydrochloride
(Sigma-Aldrich) (100 mg/kg, ip) was injected every 20 min until the onset of SE. The
maximum number of pilocarpine injections per animal was 6. SE was stopped after 60 min
with diazepam (10 mg/kg, ip, Santisa). Control animals were generated by administering age-
matched mice with methylscopolamine and diazepam, but NaCl 0.9 % in place of pilocarpine.
During the next 3 days after SE or control procedure all mice received special attention for
welfare purposes. Special care included hand-offering of softened chow, offer of fresh fruits
(apples and bananas) in their homecage and injections of Ringer-lactate solution containing
5% dextrose.

Complete data about animals used and SE induction performance are shown in Table
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2.3 Treatment with atorvastatin

Treatment with atorvastatin started 3 h after diazepam injection and was maintained
for 14 consecutive days. Control and SE mice received daily doses of vehicle (NaCl 0.9%) or
atorvastatin (10 or 100 mg/kg) by intragastric gavage. Atorvastatin solution was freshly
prepared by dissolving commercial tablets (Lipitor®; Pfizer, SP, Brazil) to 1 or 10 mg/mL
(Lee et al., 2008, Zaid et al., 2016) in NaCl 0.9 % and was administered at 10 ml/kg. The
selection of atorvastatin dosing was based on previous studies (Funck et al., 2011) and on

pilot studies.

2.4 Behavioral tests

A set of behavioral tests was employed to evaluate the effect of treatment with
atorvastatin on behavioral comorbities of epilepsy (Oliveira et al., 2015). Tests followed
previously described protocols and were carried out in the following sequence: open-field
(Oliveira et al., 2015), object recognition (Oliveira et al., 2015), rotarod (Oliveira et al., 2015),
sucrose preference (Grigoletto et al., 2016) and forced swim (Oliveira et al.,, 2015).
Behavioral testing occurred between days 7 and 13 after SE (please see Figure 1 for a timeline
depicting the complete experimental design). Daily treatment with atorvastatin was done at
the end of each day to avoid any direct acute interference of stain on behavior. Animals that
died before completing all testing trials were excluded from all analyses.

2.5 Cytokine analysis

The content of IL-1pB, TNF-a, IL-6, INF-y and IL-10, were determined in cerebral
cortex and hippocampus at day 14 post SE. Brain tissue was homogenized in phosphate
buffered saline (PBS 10 mM, pH 7.4) containing EDTA 1 mM and PMSF 0.1 mM. The
homogenates were centrifuged at 11 r.p.m. for 10 minutes at 4°C. Protein content was
measured in supernatant and adjusted for 1 mg/mL, bovine serum albumin (BSA, 0,5%) was
added. The cytokine levels were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
kit for rodents, commercially provided by R&D Systems® (Minneapolis, MN, USA), in

accordance with the manufacturer protocols, and the results are expressed in pg/mg of protein.



87

2.6 Statistical analyses
Data were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Newman-Keuls multiple comparisons test for post hoc analyses. A probability of P<0.05

was considered significant.

3. Results

3.1 Effect of Atorvastatin treatment on behavioral and cognitive parameters during
epileptogenic period after SE induction.

3.1.1 Open Field

Mice submitted to SE treated with vehicle, independent of gender, presented increased
latency to start the spontaneous exploration in open-field arena [F(1,42)= 8.114; P= 0.0068].
Male SE mice treated with atorvastatin 10 mg/kg also presented a higher latency to start de
exploration in the arena when compared to their respective controls F(1,42)= 8.114; P=
0.0355]. When compared to SE mice that received vehicle, SE mice of both genders treated
with atorvastatin 100 mg/kg presented a decrease in this time (P< 0.05), while the dose of 10
mg/kg showed the same effect only in female SE mice [F (1, 54) = 10.16; P= 0.0325] (figure
2A and E). In addition, SE female mice treated with both doses of statin spent less time in the
center of apparatus than their respective controls (P= 0.0009 and P= 0.0004, for dose of 10
and 100 mg/kg respectively), while no effect was observed in male mice (P> 0.05). Together,
in control mice, atorvastatin 100 mg/kg increased the time in the center of arena in female
mice [F F(1,48)= 28.73; P=0.0176] (figure 2B and F).

Statistical analysis indicates interaction in crossing values [F(2,42)= 6.30; P= 0.0040].
SE male mice treated with atorvastatin 100 mg/kg, presented a higher number of crossings
than male SE that received vehicle or atorvastatin 10 mg/kg (P= 0.0002), or than their
controls (P= 0.0002). No difference in crossing number was observed in female mice (figure
2C and G).

Alterations in rearing responses were also observed in mice after brain insult. SE male
treated with vehicle and SE female treated with statin at both doses, displayed reduced

number of rearings than their respective controls. In addition, female controls treated with
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atorvastatin at dose of 10 mg/kg displayed increased number of rearings than controls treated
with vehicle [F(1,54)= 24.67; P= 0.0116] (figure 2D and H).

3.1.2 Object recognition

We found that SE female mice, regardless treatment, spent less time in object
exploration during all three phases of test, than their respective controls (P< 0.0001). The
same cognitive damage was observed in SE male mice, treatment with vehicle or atorvastatin
10 mg/kg (P< 0.05). On the other hand, SE male mice treated with atorvastatin 100 mg/kg,
showed an increased recognition index 4 h after training (i.e. short-term memory) [F(1,37)=
17.27; P< 0.05] and 24 h after training(i.e. long-term memory) [F(1,36)= 19.21; P< 0.05],

when compared to SE mice treated with vehicle or atorvastatin 10 mg/kg (figure 3).

3.1.3 Rotarod tests
No statistically significant differences were found between control and SE mice of

both sexes in this test. In the same way, statin treatment not differ from vehicle (figure 4).

3.1.4 Forced swimming and taste preference tests

In the forced swim test we found that the SE male treated with vehicle or atorvastatin
10 mg/kg, but not the SE female mice, presented shorter immobility time than their respective
controls [F(1,42)= 13.79; P= 0.0118] (figure 5A and C). On the other hand, no statistical
difference was revealed in sucrose preference between the groups (P> 0.05) (figure 5B and
D).

3.2 Effect of Atorvastatin treatment on inflammatory parameters 14 days after SE induction

Statistical analyses revealed that atorvastatin treatment down-regulated the levels of
pro-inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6, TNF-a and INF-y) in hippocampus and cerebral
cortex of male and female mice submitted to SE. As observed in figures 6 - 9, this effect
occurs in a dose-dependent manner, given that atorvastatin at dose of 100 mg/kg causes
greater decrease when compared to dose of 10 mg/kg. In control mice of both sexes treated
with statin, a decrease in levels of these cytokines was also observed (figures 6 - 7).

On the other hand, an increase in levels of anti-inflammatory cytokine IL-10 was
observed, in hippocampus and cerebral cortex of female and male mice 14 days after brain

insult induced by SE. A greater effect is also observed with the higher dose of statin 100
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mg/kg, when compared to the dose of 10 mg/kg. Control mice treated with atorvastatin in
both doses, also showed a higher level of IL-10 than the animals that received vehicle (figure
10).

An interesting finding in our results is that when male mice are directly compared to
female mice, female generally presents a higher level of pro-inflammatory cytokines than
male, while the levels of IL-10 in female are lower than in male mice, both in hippocampus

and in the cerebral cortex, as shown in supplementary figures 1 and 2.

Discussion

TLE is the most frequent and medically refractory type of epilepsy in humans (Chang
and Lowenstein 2003). In addition to seizures, many patients with TLE suffer from behavioral
alterations, such as depression, anxiety, and psychosis, and impairment of learning and
memory, which may be consequences of the morphologic and functional alterations in the
temporal lobe associated with TLE (Marcangelo and Ovsiew, 2007).

Animal models of epileptogenesis have enhanced the understanding of the processes
leading to epilepsy and thus of potential targets for antiepileptogenic therapies. In 2002, the
National Institutes of Health/National Institute of Neurological Disorders and Stroke
(NIH/NINDS), recommended two groups of models as potentially useful tools for
antiepileptogenic treatments discovery: kindling and post-SE models of TLE (Stables et al.,
2003). In post-SE models of TLE induced by pilocarpine, rodents develop spontaneous
recurrent partial and secondarily generalized seizures, hippocampal and extrahippocampal
damage, and behavioral and cognitive alterations resembling the clinical characteristics of
TLE (Morimoto et al., 2004).

Prophylactic drug treatment after a brain insult aims to the prevention of SRSs
(spontaneous recurrent seizures). However, an alternative goal would be disease modification,
which is defined as although a treatment may not prevent the occurrence of a disease, it may
nevertheless modify the natural course of the disease. Disease-modifying effect of treatment
after epileptogenic brain insults may affect the development of spontaneous seizures or
prevents the progression of epilepsy. In addition, any beneficial effect on the neuronal damage
developing after brain insults and the cognitive and behavioral disturbances associated with

such damage would be desirable (Léscher and Brandt, 2010).
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Experimental and clinical findings support that different types of brain insults,
including SE, induce inflammatory processes in the brain that may critically contribute to
epileptogenesis (Vezzani and Granata, 2005). So, because inflammation has been shown to be
critically involved in the developmentof TLE, one potentially promising strategy for
antiepileptogenesis is administration of anti-inflamatory drugs after a brain insult(Ldscher and
Brandt, 2010). In this sense, some drugs used clinically for other treatments also have the
potential indication for inhibiting neuroinflammation, so in principle, deserve to be
investigated for potential antiepileptogenic activity. One such class of drugs is the statins
(Scicchitano et al., 2015).

Statins are the most commonly prescribed agents for the treatment of dyslipidemia
(Wang et al., 2001), they inhibit HMG-CoA reductase, and thus block hepatic synthesis of
cholesterol (Schachter, 2005). In addition to their cholesterol-lowering action, statins exhibit
cholesterol-independent  pleiotropic effects that include immunomodulatory, anti-
inflammatory and anti-excitotoxic properties (Stiive et al., 2003, Schachter, 2005, van der
Most et al., 2009, Ling and Tejada-Simon, 2016). Numerous studies reported in the literature
have demonstrated the neuroprotective action of statins in several neuropathological
conditions including epilepsy (Banach et al., 2014, Scicchitano et al., 2015).

In our study we decided to test the atorvastatin, the best selling prescription drug ever
in the world (Ray et al., 2010) and the best studied statin in epilepsy models (Scicchitano et
al., 2015). Several studies have showed that atorvastatin presents anticonvulsant effects in
chemical kainic acid (KA)-induced seizures (Lee et al., 2008), efficacy in pentylentetrazole
(PTZ)-induced seizures (Funck et al., 2011), against audiogenic seizures in DBA/2 mice
(Russo et al., 2013), and decrease spontaneous spike-wave discharge (SWD) seizures in
WAG/RIj rats (Citraro et al., 2014). Moreover, previous study have showed that use of statins
appeared to be associated with reduced risk of anxiety and depression, hostility (Young-Xu et
al., 2003) and dementia (Jick et al., 2000). However, no study tested the effect of this statin on
behavioral changes and inflammatory parameters during epileptogenic period in pilocarpine
post-SE model of TLE.

In the open-field test, a test widely used to monitor locomotion, exploration, anxiety,
and risk assessment in response to a novel environment (Rubin et al., 2004), we found that SE
mice of both sexes and treatments, displayed differences during the open field test, when
compared to their respective controls. Female SE mice treated with atorvastatin, in both

doses, spent less time in the center of the arena, which is an indicative of increased anxiety or
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stereotypic, impulsive behavior (Muller et al., 2009). However, female control treated with
atorvastatin 100 mg/kg, spent more time in the center of the arena than female control that
received vehicle, suggesting that statin have an anxiolytic effect, which is however, not
retained in this animal model (Citraro et al., 2014). Similar results were also observed in the
number of rearing responses, where control female that received statin 10 mg/kg, showed
more rearings responses than those that received vehicle, while SE female mice treated with
the statin in both doses, presented less rearings than their respective controls, which is another
indicative of increased anxiety caused by brain insult and not counteracted by atorvastatin at
this protocol. In male mice the anxiety-like behavior seems to be less pronounced, given that
no difference occurs in the time spent in the center of open field.

In addition, in our results we have seen that SE mice of both sexes treated with vehicle
presented higher latency to start the spontaneous exploration in the open field arena when
compared to their respective controls. Given that, a lower propensity for exploration is
correlated with a higher level of anxiety (Palanza, 2001), our results indicate an increased
anxiety-like behavior in SE mice that received vehicle. In contrast, male SE mice treated with
atorvastatin 100 mg/Kg, and female SE mice treated with atorvastatin 10 or 100 mg/Kkg,
presented lower latency to spontaneous exploration than their respective controls, again
indicating an anxiolytic-like behavior of atorvastatin. Thus, we can say that anxiogenic effect
observed in open field test in SE mice of both sexes can be attributed to the epileptogenic
process, and that atorvastatin treatment at these doses and this stage of epileptogenesis is not
able to completely deflect this anxiety-like behavior.

Statins have been reported for their improvement in the motor behavior in various
neurodegenerative diseases such as Huntington’s disease and Parkinson’s disease (Patassini et
al., 2008, van der Most et al., 2009, Ling and Tejada-Simon, 2016). In rotarod test, we found
that SE mice of both sexes and from all treatments appear not display deficits in fine motor
coordination at this stage of epileptogenic process. These findings are in accordance with our
previous study using epileptic mice, in which mice did not show any impairment in the
rotarod test (Oliveira et al., 2015), and atorvastatin per se seems not alter the motor
coordination here evaluated (Kalonia et al., 2011)

Spontaneous locomotor activity was evaluated in open field test. Again, the motor
activity in SE female mice, regardless treatment, as well in SE male mice treated with vehicle
or atorvastatin 10 mg/kg, appear not differ from controls. These findings agree with previous

study that also found no alterations in locomotor activity of rodents submitted to the
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pilocarpine model of TLE (Groticke et al., 2007). However, SE male mice treated with
atorvastatin 100 mg/kg present a higher number of crossing than their respective controls and
than SE male mice treated with vehicle or atorvastatin 10 mg/kg, which indicate an
improvement in locomotion. The literature demonstrates the administration of atorvastatin
(0.1, 1 or10 mg/kg) for 1 week did not affect the number of crossings in the open field test in
Swiss albino mice (Vandresen-Filho et al., 2015). However, 1 week of atorvastatin treatment
(20 mg/kg) improved the deficit promoted by stroke in the locomotors patterns, and
atorvastatin per se did not cause any changes in open field test (Gaur and Kumar, 2011). Thus,
the behavioral responses to statin treatment depend on time of treatment employed, as well as
the dose used.

Depression is another important condition commonly associated with epilepsy, and
impacts profoundly negatively the quality of life of patients with epilepsy(Mazarati et al.,
2008). Anhedonia, defined as decreased ability to experience pleasure, is a strong symptom of
human depression, used as diagnostic feature of a major depressive disorder, and predictor of
antidepressant efficacy (Keedwell et al., 2005). In the present study we found that the SE
mice, regardless of gender and treatment, presented no difference in sucrose preference when
compared to control mice, suggesting that during epileptogenic period, the SE induced by
pilocarpine not leads to development of anhedonic behavior.

The forced swimming test is widely used as a preclinical procedure to identify
compounds with antidepressant activity (Cryan et al., 2005), since all antidepressants decrease
the immobility time in this test without alterationin the locomotor activity. However, it is well
established that the reduced immobility of the epileptic mice is a result of a problem in
understanding the context (or situation) (Groticke et al., 2007), in other words, whereas a
normal mice rapidly learn to cope with the inescapable stress by developing immobility in
these tests, the epileptic mice seem not tounderstand that they cannot escape and therefore
continue to struggle (Groticke et al., 2007). In our study, SE male mice in which was
administered vehicle, presented a lower immobility time than their controls, which are in
agreement with previous study that also found a decrease in the immobility time of mice
during epileptogenic period after SE induced by pilocarpine (Lopes et al., 2016).
Antidepressant-like effect of atorvastatin have been showed in mice (Ludka et al., 2013,
Shahsavarian et al., 2014), as well as WAG/RIj rats a model of absence epilepsy (Citraro et
al., 2014). However, in our study atorvastatin 10 mg/kg, seems not revert the depressant-like

behavior triggered by pilocarpine induced SE, i.e. SE male mice appears not to understand
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that they cannot escape and therefore continue to effort. While otherwise, the results at dose
100 mg/kg, make us suggests that atorvastatin improves the capacity of understanding the
context. In agreement to this, it has been showed that statins exerce positive effects on
memory and learning deficits in many animal models(Parle and Singh, 2007).

Clinical and experimental evidence suggests that some inflammatory processes within
the CNS (central nervous system) may either contribute to or be a consequence of
epileptogenesis (Vezzani et al., 2013). As related by Vezzani and colleagues, SE induced
experimentally in rodents triggers an inflammatory response in brain areas recruited in the
onset and propagation of epileptic activity (Vezzani and Granata, 2005). The present study
evidence the anti-inflammatory effect of atorvastatin treatment in SE mice, of both genders,
during epileptogenesis. Our results shown that treatment with atorvastatin reduced
significantly the levels of pro-inflamatory citokynes IL-1B, TNF-a, INF-y and IL-6, in
hippocampus and cerebral cortex, of mice submitted to SE and controls mice. Moreover, an
increase in levels of anti-inflammatory citokine 1L-10, was found in animals controls and SE,
treated with atorvastatin. In addition, the anti-inflammatory effect of atorvastatin seems to be
dose-dependent, given that the levels of some inflammatory cytokines are reduced in higher
proportion at dose of 100 mg/kg than at 10 mg/kg. Thus, we suggest that the observed effects
of atorvastatin on behavior alterations in female and male mice with SE induced by
pilocarpine could be due to a decrease in levels of pro-inflammatory cytokine. Which is in
agreement with previous study in which statins decreased levels of inflammatory mediators in
kainate-induced SE (Lee et al., 2008).

Neuroinflammatory diseases are more prevalent in females than males (Pitkénen et al.,
2014), and there is some indication that sex also affects the type and severity of a CNS
inflammatory response afterepileptogenic brain insult, such as stroke or traumatic brain injury
(Bruce-Keller et al., 2007, Pitkanen et al., 2014).Despite the many studies that have been
tested antiepileptogenic therapies that target the immune/inflammatory response, none ofthe
studies compared the effect of these drugs between males and females (Pitk&nen et al., 2014).
Thus, to the best of our knowledge we are the first group to test the effects of atorvastatin
treatment as an antiepileptogenic therapy in both sexes. Interestingly, our statistical analysis
revealed that female mice, presented a higher level of pro-inflammatory cytokines and a lower
level of IL-10 than male mice, which make us suggests that in model of TLE pilocarpine-
induced the inflammatory process is more pronounced in female than male. These sex-

dependent differences apparently relate to immunological changes, neuronal network
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organization, and to circulating levels of steroid hormones that can regulate both peripheral
and central nervous system inflammation (Pitk&nen et al., 2014, Reddy, 2017). Therefore, sex
differences in such factors that control inflammation could likely contribute to sex based
differences in the incidence of epilepsy and in its consequences (Reddy, 2017), as in

behavioral alterations after brain insult, which can reflect on atorvastatin effects.

Conclusion

In the present study atorvastatin treatment during epileptogenesis in the model of TLE
induced by pilocarpine displayed some positive effects on animal cognition after SE. The
observed effects might be considered as the result of their pleiotropic effects, especially due to
anti-inflammatory properties. Female mice present higher inflammatory response than male
mice, even when with the same dose of atorvastatin. Which reflected in the effect of
atorvasatin on cognitive parameters, that are more pronounced in male than female. These

results reinforce the importance of developing preclinical studies in animals of both sexes.
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Figure 2: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100 mg/Kkg; i.g.) on mice
behavior in the open-field test during epileptogenic period after SE induction. (A and E) Latency to start
exploration, (B and F) time spent in the center of the arena, (C and G) number of crossings and (D and H)
number of rearing responses. Data are mean and SEM for n = 5-13 per group. *Indicates a statistically
significant difference between post-SE mice and respective age-matched controls (P<0.05). #Indicates
a statistically significant difference between post-SE mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05).
&lndicates a statistically significant difference between control mice treated with vehicle or atorvastatin (P
<0.05).
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Figure 3: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100 mg/kg; i.g.) on mice
behavior in the object recognition test during epileptogenic period after SE induction. Time spent in object
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Figure 5: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100 mg/kg; i.g.) on mice
behavior in the forced swimming and taste preference tests during epileptogenic period after SE induction. (A
and C) Immobility time and (B and D) sucrose preference Data are mean and SEM for n = 5-13 per

group. *Indicates a statistically significant difference between post-SE mice and respective age-matched
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Figure 6: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100 mg/kg; i.g.) on IL-
1B levels in hippocampus and cerebral cortex of female and male mice during epileptogenic period after SE
induction. Data are mean and SEM for n = 4 per group. *Indicates a statistically significant difference
between post-SE mice and respective age-matched controls (P<0.05). #Indicates a statistically significant
difference between post-SE mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05). &Indicates a statistically
significant difference between control mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05).
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Figure 7: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100 mg/kg; i.g.) on IL-6
levels in hippocampus and cerebral cortex of female and male mice during epileptogenic period after SE
induction. Data are mean and SEM for n = 4 per group. *Indicates a statistically significant difference
between post-SE mice and respective age-matched controls (P<0.05). #Indicates a statistically significant
difference between post-SE mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05). &Indicates a statistically
significant difference between control mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05).
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Figure 8: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100 mg/kg; i.g.) on TNF-
o levels in hippocampus and cerebral cortex of female and male mice during epileptogenic period after SE
induction. Data are mean and SEM for n = 4 per group. *Indicates a statistically significant difference
between post-SE mice and respective age-matched controls (P<0.05). #Indicates a statistically significant
difference between post-SE mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05). &Indicates a statistically
significant difference between control mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05).
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Figure 9: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100 mg/kg; i.g.) on IFN-
v levels in hippocampus and cerebral cortex of female and male mice during epileptogenic period after SE
induction. Data are mean and SEM for n = 4 per group. *Indicates a statistically significant difference
between post-SE mice and respective age-matched controls (P<0.05). #Indicates a statistically significant
difference between post-SE mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05). &Indicates a statistically
significant difference between control mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05).
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Figure 10: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100 mg/kg; i.g.) on IL-
10 levels in hippocampus and cerebral cortex of female and male mice during epileptogenic period after SE
induction. Data are mean and SEM for n = 4 per group. *Indicates a statistically significant difference
between post-SE mice and respective age-matched controls (P<0.05). #Indicates a statistically significant
difference between post-SE mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05). &Indicates a statistically
significant difference between control mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05).
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Supplementary figure 1: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100
mg/kg; i.g.) and gender on cytokines levels in mice hippocampus during epileptogenic period after SE
induction. (A and F) IL-1B, (B and G) IL-6, (C and H) TNF-a, (D and I) IFN-y, (E and J) IL-10 levels. Data are
mean and SEM for n = 4 per group. *Indicates a statistically significant difference between female and male
control or post-SE mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05).
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Supplementary figure 2: Effect of oral administration of increasing doses of atorvastatin (10 or 100
mg/kg; i.g.) and gender on cytokines levels in mice cerebral cortex during epileptogenic period after SE
induction. (A and F) IL-1B, (B and G) IL-6, (C and H) TNF-a, (D and I) IFN-y, (E and J) IL-10 levels. Data are
mean and SEM for n = 4 per group. *Indicates a statistically significant difference between female and male
control or post-SE mice treated with vehicle or atorvastatin (P <0.05).



Table 1: Data about animals used in the study
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Male Female

Number of animals used to SE induction® 83 82
Mice with SE? 39 43
Mice resistant to SE? 12 10
Mortality during SE* 32 29
Total mortality® 15 11
Control animals® 27 28
Control animals mortality’ 3 0

Total 110 110

1. Number of animals submitted to pilocarpine injections

2: Number of animals that entered SE

3. Number of animals that did not enter in SE after 6 pilocarpine injections
4. Number of animals that died within the 60-min SE period

®: Number of animals in SE that died in the 14-day follow-up

6: Number of animals submitted to NaCl 0.9% (pilocarpine vehicle) injections

- Number of control animals that died in the 14-day follow-up
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8 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que o tratamento com atorvastatina
iniciado logo ap6s um insulto cerebral (status epilepticus), e mantido durante a
epileptogénese, exerce um sutil efeito modificador da doencga. Esse efeito pode ser observado
através do aumento do limiar convulsivo para as crises induzidas pelo PTZ nos animais
submetidos ao SE, dado que a hiperexcitabilidade € uma caracteristica do processo
epileptogénico (LOSCHER; BRANDT, 2010), e que a susceptibilidade aos -efeitos
convulsivos da PTZ pode servir como um biomarcador para predizer o desenvolvimento da
epilepsia (BROER; LOSCHER, 2015). Além disso, considerando os estudos que sugerem que
os disturbios na cognicdo ou no comportamento podem preceder o aparecimento das crises
epilépticas e assim, representar a manifestacdo inicial da epilepsia (HESDORFFER et al.,
2012; KANNER, 2016), o efeito modificador da doenca pela atorvastatina pode ser visto
também através da melhora moderada dos parametros cognitivos e comportamentais
observados nos animais pés-SE.

Considerando que a neuroinflamagdo parece desempenhar um papel central na
patogénese da epilepsia adquirida (VEZZANI; GRANATA, 2005), dentre os mecanismos
subjacentes ao efeito modificador da doenca pela atorvastatina, estd a inibicdo do processo
inflamatdrio. Os resultados da presente pesquisa mostram que a atorvastatina diminuiu de
forma significante os niveis das citocinas pro-inflamatériasiL-1B, TNF-a, IL-6, INF-y, e
elevou os niveis da citocina anti-inflamatdria IL-10, no cortex cerebral e no hipocampo dos
animais submetidos ao SE induzido pela pilocarpina. Esse resultado vai ao encontro do estudo
de Lee e grupo (2008), que ja haviam mostrado que a atorvastatina reduz as reacdes
inflamatorias no cérebro de ratos com SE induzido por cainato (LEE et al., 2008).

A producdo de citocinas precede a degeneracdo neuronal (RAVIZZA et al., 2005), e
Lee e colaboradores (2008) também relataram que atorvastatina reduziu a morte neuronal no
hipocampo dos animais 3 dias apos injecdo do cainato (LEE et al., 2008). No entanto, essa
neuroprotecdo ndo foi encontrada na nossa analise histolégica utilizando Nissl. Essa diferenca
pode estar ligada ao modelo utilizado por nés para a indugdo do SE. Conforme relatado por
Pitkdnen (2002), a falta de eficacia antiepiléptica nos modelos pds-SE induzidos
quimicamente pode ter varias explicagdes, incluindo o modelo, o desenho do estudo, e
obviamente o composto usado (PITKANEN, 2002). Além disso, existem muitos problemas
conceituais, logisticos e experimentais associados ao uso desses modelos, por exemplo, no

modelo de pds-SE induzido pela pilocarpina, é muito dificil terminar o SE (PITKANEN,
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2002; LOSCHER; BRANDT, 2010). O diazepam, assim como 0s outros anticonvulsivante e
0S anestésicos gerais, suprimem as crises motoras, mas as crises clinicas e eletrograficas
frequentemente recorrem mais tarde. Nesse sentido, Bankstahl e Ldscher (2008), depois de
verificarem que a combinacéo de diazepam e fenobarbital era mais eficaz para cessar o SE
induzido por pilocarpina, do que os farmacos isolados (BANKSTAHL; LOSCHER, 2008),
utilizarem esta combinacdo em estudos de farmacos com potencial antiepileptogénico e
observaram que a neurodegeneracdo nos animais em que o SE foi encerrado pelo coquetel
(diazepam e fenobarbital) era muito menos severa do que nos animais em que o SE foi
terminado apenas com o diazepam (BRANDT et al., 2010). Desse modo, parece que 0
farmaco utilizado para a cessar o SE também pode afetar as suas consequéncias a longo prazo,
e isso pode ser um dos motivos pelos quais ndo se observa, na presente pesquisa, uma
diminuicdo na morte neuronal nos animais em SE que receberam atorvastatina.

Além disso, entre os modelos de TLE pd6s-SE induzido pela pilocarpina ou pelo
cainato, foram encontrados diferentes padrdes de morte neuronal ao longo do tempo. No
modelo do cainato em ratos, os neur6nios em degeneracdo foram observados em 6 horas,
atingindo pico em 1-4 dias ap6s inducdo do SE (BENKOVIC et al., 2004). J& no modelo da
pilocarpina em camundongos, a neurodegeneracdo comegou a ser observada em 4h, atingindo
0 pico em 12 horas - 3 dias pés SE, diminuindo gradualmente entre 7-14 dias apds inducdo SE
(WANG et al., 2008). Adicionalmente, Wang e grupo (2008), com o intuito de verificar se 0s
neurdnios em degeneracdo (positivamente marcados para FJC) sofreram apoptose, realizou
uma marcacdo dupla nos slices cerebrais de camundongos submetidos ao SE induzido pela
pilocarpina. Os slices marcados com FJC foram co-marcados com anticorpos contra
moléculas de sinalizacdo envolvidas na via apopt6tica, como citocromo c, caspase-9 e
caspase-3. E os resultados mostraram que 98% dos neurbnios FJC positivos exibiram
imunorreatividade para 0os marcadores apoptoticos testados, indicando que a apoptose pode
ser subjacente na maioria das mortes neuronais nesse modelo (WANG et al., 2008).

Desse modo, além da diferenca no curso de tempo da neurodegeneracdo entre 0s
modelos, outra possivel explicacdo para a diversidade em relacdo a neuroprotecdo observada
entre o estudo de Lee e grupo (2008) e 0 nosso estudo, é o tempo para o inicio do tratamento
com a atorvastatina (LEE et al., 2008). Enquanto no estudo de Lee e colaboradores (2008), o
tratamento foi iniciado 30 minutos apos a injecdo do cainato, no nosso estudo o tratamento
com atorvastatina foi iniciado 3 horas apo6s a injecdo do diazepam, ou seja, 4 horas apos o SE

induzido pela pilocarpina. Se considerarmos que o estudo de Wang e grupo (2008), citado
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acima, mostra que nesse tempo (4 horas pds-SE) a morte neuronal ja é observada, podemos
inferir que o processo de morte celular, provavelmente via apoptose, ja havia comecado e que
a atorvastatina ndo foi capaz de reverter o mesmo.

E importante ressaltar, que apesar da literatura relatar que o dano hipocampal pode ser
prevenido ou minimizado pela administracdo de um agente neuroprotetor pos-SE, apenas 0s
tratamentos que protegem o hipocampo e as areas parahipocampais (como a amigdala e o
tdlamo) sdo capazes de retardar ou prevenir totalmente a ocorréncia de crises espontaneas
(ANDRE et al., 2007). Contudo, segundo a literatura, mesmo a neuroproteco (definida no
sentido estreito de proteger os neur6nios da morte) pode ndo ser suficiente para a terapia
antiepiléptica, visto que a neuroprotecdo pds-SE deve abranger ndo apenas a prevencdo da
morte neuronal, mas também a preservacdo da funcdo neuronal e da rede na qual esses
neurodnios estdo inseridos (WALKER, 2007).

Além do efeito anti-inflamatério, outro possivel mecanismo envolvido no efeito
modificador da doenga pela atorvastatina seria 0 aumento nos niveis de corpos cetdnicos.
Nesse sentido, sabe-se que as estatinas inibem a HMG-CoA redutase, impedindo a conversao
do HMG-CoA a mevalonato, e assim, promovendo o acimulo de acetil-CoA. O acetil-CoA ¢
fonte de energia e precursor metabdlico da cetogénese. De acordo com a lei das massas
(BENDER et al.,, 2014), um bloqueio na biossintese do colesterol no figado, pode ter
consequéncias sobre outras vias metabolicas, como o catabolismo dos combustiveis geradores
de acetil-coA, por um lado, e o processo de cetogénese (sintese de corpos cetbnicos:
acetoacetato, B-hidroxibutirato e acetona), por outro. E possivel entdo, que as estatinas
possam contribuir para a elevacdo nos niveis sanguineos de combustiveis organicos ou
exacerbacao da cetogénese.

Nesse sentido, a dieta cetogénica (DC) € uma dieta terapéutica cuja composicdo € rica
em lipideos, moderada em proteinas e pobre em carboidratos, que induz o organismo humano
a produzir uma modificacdo quimica resultando em Cetose (SU et al., 2000). Essa dieta tem
se mostrado boa terapéutica nos casos de epilepsia refrataria ao tratamento farmacol6gico, ou
casos em que os medicamentos causam efeitos adversos que dificultam sua utilizacdo (KIM;
RHO, 2008). Além disso, o efeito antiepileptogénico da DC foi também testado em dois
modelos de epileptogénese em roedores, no kindling por PTZ em camundongos e no modelo
de TLE pds-SE induzido por pilocarpina em ratos. No primeiro modelo, foi visto que dieta
suprimiu o desenvolvimento da epileptogénese pelo kindling, e quando a dieta foi retirada os

animais apresentaram aumento no limiar convulsivo. Ja no segundo modelo, foi observado
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que os animais alimentados com a dieta cetogénica apresentaram significante diminuicdo na
freqliéncia e na severidade das crises espontaneas, e esse efeito foi mantido apds a retirada da
dieta (LUSARDI et al., 2015).Embora 0os mecanismos subjacentes a ampla eficacia clinica da
dieta cetogénica permanecem pouco claros, ha evidéncias crescentes de que a dieta cetogénica
altera a bioquimica fundamental dos neurbnios de uma forma que ndo s inibe a
hiperexcitabilidade neuronal, mas também induz um efeito protetor (KIM; RHO, 2008).

Em conjunto, estudos mostram que atorvastatina, assim como os metabdlitos da dieta
cetogénica, sdo carboxilatos, e como tais, podem ser inibidores da enzima anidrase carbénica
(AC) (EC 4.2.1.1) (PARKKILA et al., 2012). A anidrase carbbnica € uma metaloenzima que
contém um atomo de zinco. Sua funcdo de maior importancia € a hidratacdo do dioxido de
carbono e a desidratacdo do acido carbénico, sendo o seu substrato natural o dioxido de
carbono. Na espécie humana foram reconhecidas diferentes isoformas da AC, as quais
diferem entre si quanto a estrutura molecular propriedades cinéticas, especificidade pelo
substrato, padrBes de inibicdo, de eficiéncia catalitica e da distribuicdo tecidual. Estudos
mostram que muitos anticonvulsivantes, tais como zonisamida, topiramato e lacosamida
inibem fortemente varias isoformas de AC encontradas no cérebro (DE SIMONE et al.,
2009). Assim, o efeito da atorvastatina nos nossos resultados também pode estar relacionado
com a inibigdo de diferentes isoformas da enzima anidrase carbdnica no cérebro dos animais
submetidos ao SE induzido pela pilocarpina.

Conforme observado nos resultados do teste com o PTZ, o efeito protetor da
atorvastatina parece ser similar nos camundongos machos e fémeas, no entanto, uma dose
maior da estatina é necessaria para tal efeito nas fémeas. Entre as razdes para essa diferenca
entre 0s sexos estd a questdo metabdlica, a qual é valida tanto nos animais como nos
humanos, como por exemplo, as diferencas nos percentuais de gordura entre homens e
mulheres (e machos e fémeas), que influenciam a farmacocinética do farmaco (GIBSON et
al., 1996; KARALLIS et al., 2016). Também € possivel que a expressdo e/ou a funcdo do
transportador OATP-C seja menor nas fémeas, 0 que faz com que uma quantidade menor de
atorvastatina entre no hepatécito, reduzindo assim sua efetividade (FONSECA, 2005;
HIRANO et al., 2006; SORTICA, 2009). Além disso, ja esta bem estabelecido que a
organizacéo estrutural e funcional de vérias redes cerebrais difere entre os sexos (LUDERS et
al., 2005; GIEDD et al., 2006), e é plausivel que possam influenciar o desenvolvimento do
processo epileptogénico (SAVIC; ENGEL, 2014), e consequentemente, no efeito de qualquer

terapia antiepileptogénica.
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Ademais, ha muitos componentes da neuroinflamagdo envolvidos no processo
epileptogénico, que estdo ligados as diferencas sexuais e que podem assim, influenciar na
resposta ao tratamento com atorvastatina. Entre esses componentes estdo as alteracOes
imunologicas, a organizacdo da rede neuronal e os niveis circulantes de hormonios esterdides
(ROOF; HALL, 2000; MANWANI et al., 2013), os quais. Nesse sentido, sabe-se que 0s
hormonios esterdides sdo moduladores importantes da fisiologia cerebral em adultos e, de
fato, estudos clinicos e experimentais mostram que a susceptibilidade a crises e o inicio das
mesmas sdo influenciados pelos niveis de hormdnios circulantes, tornando este um fator
importante, que contribui para as diferencas sexuais na epileptogénese.

Além disso, os hormoénios esterdides também sdo extremamente importantes na
diferenciacdo sexual do cérebro durante o desenvolvimento inicial, formando circuitos neurais
e potencialmente alterando a susceptibilidade a crises de modo sexualmente dimorfico
(KIGHT; MCCARTHY, 2014). Assim, € plausivel que as diferencas observadas entre machos

e fémeas sejam significativamente influenciadas pelos horménios esterdides.
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9 CONCLUSAO

O objetivo final de um farmaco capaz de interferir na epileptogénese seria a prevencao
do aparecimento das crises epilépticas, mas também é possivel que essa molécula exerca um
efeito modificador do processo epileptogénico, reduzindo a frequéncia, a duracdo e a
severidade das crises, prevenindo a neurodegeneracao ou reduzindo as alteracdes cognitivas e
comportamentais associadas a epilepsia (LOSCHER; BRANDT, 2010). Como varias
alteracbes patoldgicas ocorrem simultaneamente durante o processo epileptogénico,
dificilmente esse processo sera interrompido/contido utilizando farmacos que tenham apenas
um unico alvo envolvido nessas alteracdes. Assim, 0 uso de combinacGes de farmacos
(coquetéis) que atuem sobre os diferentes pontos do processo epileptogénico (como a
inflamac&o), ap6s um insulto cerebral deve ser explorado (LOSCHER et al., 2013).

Considerando que no presente trabalho foi visto que a atorvastatina exerce um sutil
efeito modificador do processo epileptogénico, e que esse farmaco tem um perfil de seguranca
bem conhecido e apresenta boa tolerabilidade, é possivel inferir que a atorvastatina constitui
uma boa opgao para associagdo com outros farmacos na terapia antiepileptogénica. Contudo,
mais estudos sdo necessarios para avaliar tal possibilidade.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacao do potencial efeito neuroprotetor da atorvastatina ne modelo do status
epilepticus induzido pela pilocarpina em camundongos C57BL/&", protocolada sob o CEUA n® 6165230415, sob a responsabilidade
de Mauro Schneider Oliveira e equipe; Ana Claudia Beck Grauncke; Clarissa Vasconcelos de Oliveira; Jéssica Grigoletto; Mauro
Schneider Oliveira; Thalze Lopes de Souza - que envolve a produgdo, manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lel
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 Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Maria (CEUA/UFSM) na reunido de 11/06/2015.

We certify that the proposal "Evaluation of potential neuroprotective effect of atorvastatin in model of status epilepticus
pilocarpine-induced in C57BL/6 mice”, utilizing 252 Isogenics mice (males and females), protocol number CEUA 6165230415, under
the responsibility of Maure Schneider Oliveira and team; Ana Claudia Beck Grauncke; Clarissa Vasconcelos de Oliveira; jéssica
Grigoletto; Mauro Schneider Oliveira; 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 (CEUAJUFSM) in the meeting of 06/11/2015.

Finalidade da Proposta: Pesquisa {Académica)

Vigéncia da Propesta: de 06/2015 a 07/2018 Area: Fisiolegia E Farmacologia

Origem: Biotério Central UFSM

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: &0 a 60 dias N: 252
Linhagem: C57BL/6 Peso: 25a25g



