UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

EFEITO DE GAMA-DECANOLACTONA APOS TRATAMENTO SUBCRONICO
EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A MODELO DE CRISE EPILEPTICA
INDUZIDA POR PENTILENOTETRAZOL

FERNANDA MARCELIA DOS SANTOS

DISSERTACAO DE MESTRADO

PORTO ALEGRE

2021



FERNANDA MARCELIA DOS SANTOS

EFEITO DE GAMA-DECANOLACTONA APOS TRATAMENTO SUBCRONICO
EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A MODELO DE CRISE EPILEPTICA
INDUZIDA POR PENTILENOTETRAZOL

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, como
parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em Neurociéncias, para
obtencdo do titulo de Mestre em
Neurociéncias.

Orientadora: Prof. Dra. Patricia Pereira

Porto Alegre
2021



“The more we know, the more aware we are of what we know not. Indeed, the most important
product of knowledge is ignorance.” David Gross, Nobel em Fisica 2004



AGRADECIMENTOS

A minha méie Aparecida, pelo cuidado, educacio, liberdade e coragem que me
mostrou desde muito cedo na vida. Liberdade para ser quem sou e coragem para enfrentar as
tantas adversidades. Palavras sdo insuficientes para expressar 0 quanto sou grata.

Aos meus professores, desde a educacdo basica até os dias de hoje, por todo
conhecimento compartilhado. Lembro-me de todos sempre com muita ternura.

Aos meus amigos que compartilham comigo as dores e as gragas da vida, com vocés
esse caminho ficou mais leve, mais facil e sei que nunca estarei sozinha. Aos de longa data,
principalmente Darcila, Camila, Lessando, Rita e Mariele, e aos que tive prazer de conhecer
nessa caminhada da pos-graduacdo, em especial aos parceiros da neuro, Gustavo e Wesley
voceés foram/s&o essenciais!

Ao meu companheiro e amigo, Felipe Haeberlin, por todo amor, parceria, confianca,
cuidado e principalmente compreensdo nesses ultimos meses de mestrado. Obrigada por
andar comigo por esse caminho doido que é a vida!

A minha orientadora, Prof. Dra. Patricia Pereira, pelo acolhimento no seu grupo de
pesquisa, pela orienta¢do, conhecimento e suporte durante os ultimos dois anos, levarei para
sempre esses aprendizados que adquiri. Muito obrigada pela oportunidade!

Aos colegas e amigos do Laboratério de Neurofarmacologia e Toxicologia Pré-
Clinica do ICBS-UFRGS, Mariana Uczay, Pricila Pfluger, Gabriela Regner, Leticia
Lazzarotto, Debora Gongalves, Wesley Aguida, Luciana Bastian, pela parceria, auxilio e
aprendizados, certamente sem vocés essa etapa teria sido muito mais ardua! Aprendi muito
com voces, sentirei saudades!

Ao Departamento de Farmacologia da UFRGS, em especial a Prof, Dra. lonara
Siqueira e Dra. Lolita pelo empréstimo de materiais e as orientagdes durante as técnicas de
Western Blot, sempre muito solicitas e atenciosas. Agradeco também, imensamente, a Chris
Krebs, por todo conhecimento compartilhado, pela amizade e companhia de bancada. Espero
um dia retribuir o que fez por mim, muito obrigada!

A CAPES pela bolsa de mestrado, sem ela esse titulo néo seria possivel.

Ao Programa de Pos-Graduagdo em Neurociéncias e seu corpo docente, que me abriu
portas que se quer sabia que existiam, pretendo entrar por elas e seguir abrindo muitas
outras, a neurociéncia é um caminho sem volta.

Finalmente, agradeco a todas aqueles que me disseram que estudar ndo valeria a
pena, que nao é lucrativo e que a educacdo ndo € ferramenta de mudanca, € também por
vOCés que sigo pelo caminho da ciéncia e educacdo. Como disse Paulo Freire:

“Se a educagao sozinha ndo transforma a sociedade, sem ela tampouco a sociedade
muda.”



RESUMO

Gama-decanolactona (GD) é um composto monoterpeno e tem sido estudada quanto a sua
capacidade neuroprotetora. GD reduz o comportamento epiléptico em diferentes modelos
animais de crises epilépticas e epilepsia, além de atenuar parametros neuroinflamatorios, de
estresse oxidativo e genotoxicidade. Assim, dando continuidade as investigacdes sobre o
perfil farmacoldgico de GD, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito deste composto
em modelo agudo de crise epiléptica induzida por pentilenotetrazol (PTZ), apés tratamento
agudo e subcrbénico. Buscamos também estudar seu mecanismo de acdo por meio da
expressao receptores GIUN2B e adenosina A; e avaliar o potencial anti-inflamatério pela
expressdo de ciclo-oxigenase-2 (COX-2), bem como a genotoxicidade e mutagenicidade por
pelo teste Cometa Alcalino e Micronulcleos, respectivamente. Além disso, investigamos o
potencial antinociceptivo de GD, utilizando o teste da Placa Quente. Camundongos machos
e fémeas foram tratados com GD (300 mg/kg) por 12 dias. No décimo dia, foram
submetidos ao teste da Placa Quente. No décimo terceiro dia, todos 0s animais receberam
PTZ (90 mg/kg) e seu comportamento foi observado por 30 minutos. Pregabalina (PGB) (30
mg/kg) foi usada como controle positivo neste estudo. Ao final do ensaio comportamental,
amostras de hipocampo e sangue foram coletadas para analises de Western Blotting e ensaio
de Cometa Alcalino. Os resultados demonstraram que apenas o tratamento agudo da GD foi
capaz de reduzir a ocorréncia das crises e aumentar a laténcia para a primeira crise.
Camundongos machos tratados com GD demonstraram um aumento significativo na
expressao do receptor GIUN2B e diminuicdo na expressdo de COX-2 apds o tratamento
subcrénico. O tratamento subcrénico com GD aumentou significativamente a expressao de
adenosina A; nas fémeas em relacdo ao tratamento agudo. Tanto o tratamento agudo quanto
subcrénico com GD e PGB reduziram os danos ao DNA produzidos pelo PTZ, em machos e
fémeas. Nao foi observado aumento na frequéncia de micronucleos entre os tratamentos e
sexos, bem como ndo observamos efeito antinociceptivo de GD no teste da Placa Quente.
Este estudo sugere que GD, administrada repetidamente por 12 dias, ndo foi capaz de reduzir
as crises epilépticas induzidas por PTZ, mas protegeu contra danos ao DNA, reduziu a
expressao de COX-2 e aumentou a expressdo de GIuN2B.

Palavras-chave: gama-decanolactona, receptor GIuN2B, receptor adenosina A;, COX-2,

pentilenotetrazol, crise epiléptica.



ABSTRACT

Gamma-decanolactone (GD) is a monoterpene compound and has been studied for its
neuroprotective capacity. GD has been shown to reduce epileptic behavior in different
animal models of seizures and epilepsy, in addition to attenuating neuroinflammatory
parameters, oxidative stress and genotoxicity. Thus, continuing the investigations on the
pharmacological profile of GD, this study aimed to evaluate the effect of this compound in
an acute model of seizure induced by pentylenetetrazole (PTZ), after acute and subchronic
treatment with GD. We seek to study its mechanism of action through the expression
GIuN2B receptors and adenosine A; and to evaluate the anti-inflammatory potential through
the expression of cyclooxygenase-2 (COX-2), as well as genotoxicity and mutagenicity
through the Comet Alkaline test and Micronucleus test, respectively. In addition, we
investigated the antinociceptive potential of GD, using the Hot Plate test. Male and female
mice were treated with GD (300 mg / kg) for 12 days. On the tenth day, they were submitted
to the Hot Plate test. On the thirteenth day, all animals received PTZ (90 mg/kg) and their
behavior was observed for 30 minutes. Pregabalin (PGB) (30mg/kg) was used as a positive
control in this study. At the end of the behavioral assay, hippocampus and blood samples
were collected for Western Blotting and Comet Alkaline assays. The results showed that
only the acute treatment of GD was able to reduce the occurrence of seizures and increase
the latency for the first seizure. Male mice treated with GD demonstrated a significant
increase in GIuN2B receptor expression and a decrease in COX-2 expression after
subchronic treatment. Subchronic treatment with GD significantly increased the expression
of adenosine A; in females in relation to acute treatment. Both acute and subchronic
treatment with GD and PGB, were able to reduce the DNA damage produced by PTZ, in
both males and females. There was no increase in the frequency of micronucleus between
treatments and sexes, as well as the antinociceptive effect of GD in the Hot Plate test. This
study suggests that GD, administered repeatedly for 12 days, was not able to reduce PTZ-
induced seizures, but was shown to protect against DNA damage, reduce COX-2 expression

and increase GIUN2B expression.

Keywords: gamma-decanolactone, GIuN2B receptor, adenosine A; receptor, COX-2,

pentylenetetrazole, seizure.
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1. INTRODUCAO

1.1. Epilepsias

As epilepsias constituem um grupo heterogéneo de transtornos neuroldgicos,
caracterizados pela duradora predisposicdo para gerar crises epilépticas, uma alteracao
transitéria da atividade neuronal e por consequéncia, do comportamento, que pode ser
acompanhada por comorbidades de ordem cognitiva, social e psicologica (SAVAGE, 2014).
Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), 70% dos pacientes com epilepsias podem
ndo manifestar crises epilépticas se diagnosticados e tratados adequadamente, porém em
paises em desenvolvimento, cerca de 90% desses pacientes ndo sdo tratados. Além disso,
pacientes com epilepsias frequentemente sofrem preconceitos e em algumas partes do

mundo, a natureza desse transtorno é negligenciada e encoberta por misticismos e medo.

A causa pelo qual um paciente possui epilepsia é na maioria das vezes desconhecida,
porém sabe-se que pode ser adquirida por conta de lesbes no sistema nervoso central (SNC),
como em traumatismos cranioencefalicos, doencas infecciosas ou autoimunes e ainda por
alteracGes genéticas (DEVINSKY et al, 2018). Em nivel celular, sabe-se que ha uma
ativagdo em padréo sincronizado de neurdnios, que é transitoria, mas pode recrutar uma ou
mais populacdes dessas células. Além disso, um dos pontos centrais para o estudo da
natureza das epilepsias tem sido o desequilibrio na delicada interacdo entre as

neurotransmissdes excitatorias e inibitorias no SNC (EISENSTEIN, 2014).

A Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE) revisou a classificacdo das crises
epilépticas em 2017 como condicdo para melhoria no diagndstico dos diferentes tipos. Essa
classificacdo inclui alteracbes observadas em eletroencefalograma (EEG) e registro de
imagem que complementam a analise comportamental, aumentando a precisdo do

diagnostico e por consequéncia, do tratamento (Fig. 1) (FISHER et al, 2017).
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Figura 1. Classificacdo de crises epilépticas atualizada em 2017, pela Liga
Internacional Contra Epilepsia. A presente classificacdo € direcionada para profissionais da
salde e especialistas no diagnostico e tratamento das epilepsias. De acordo com
classificacdo, as crises podem ter inicio focal (acometendo uma regido ou hemisfério
cerebral), inicio generalizado (tem origem simultanea em ambos os hemisférios cerebrais) e
de inicio desconhecido. As crises de inicio focal podem ainda ter ou ndo prejuizo da
consciéncia, com ou sem inicio de atividade motora anormal, essas crises podem ainda
progredir para uma crise ténico-clénica bilateral, acometendo ambos os hemisférios. A crise
de inicio generalizado inclui também observacGes motoras e ndo motoras que ndo eram
contempladas na versdo anterior da classificagdo. Crises de inicio desconhecidos

contemplam manifestagdes motoras e ndo motoras. Figura adaptada de Devinsky et al, 2018.

1.1.1. Epileptogénese

Epileptogénese é o processo pelo qual uma rede neuronal funcionalmente normal €
alterada, tornando-se suscetivel as crises epilépticas, ou seja, apresenta probabilidade
aumentada para gerar crises epilépticas espontaneas. Classicamente, a epileptogénese tem
sido referida como o periodo latente entre o insulto epileptogénico, ou seja, 0 evento que
pode levar ao desenvolvimento de uma epilepsia, até a identificacdo da primeira crise
(PITKANEN et al, 2015; DUDEK; STALEY, 2012). No entanto, estudos mostram que a

frequéncia e a severidade das crises epilépticas espontaneas recorrentes continuam a
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aumentar apds a primeira crise ndo provocada, tonando o processo de epileptogénese
prolongado e mais complexo do que inicialmente acreditava-se (PITAKANEN et al, 2020).

A Epileptogénese B Epileptogénese
<---» e >

Probabilidade de
crise epiléptica
Probabilidade de
crise epiléptica

LP LP
<> <>
t t
LP = Periodo latente ® Primeiracrise ndo provocada

Figura 2. Definicdes de epileptogénese. A) Definicdo classica, a qual considera a
epileptogénese o periodo latente entre um insulto e a primeira crise epiléptica nédo
provocada. B) Baseada em estudos experimentais e em observac@es clinicas, a defini¢do
mais recente considera no periodo latente eventos subepilépticos que podem aumentar de
frequéncia antes e depois da identificagdo da primeira crise epiléptica. Adaptado de

Pitakénen et al, 2020.

1.1.2. Ictogénese

H& mecanismos que levam a geracdo de crises epilépticas os quais basicamente estéo
relacionados ao desequilibrio entre sistemas excitatorios e inibitorios em diferentes niveis do
SNC, desde o desequilibrio molecular, neste caso, i6nico até o desequilibrio a nivel de
circuitos e redes neuronais. Para além do desbalangco dos sistemas excitatorios e inibitérios,
a sincronizagdo neuronal também é um evento conhecido. Fendmenos como esses que levam
a geracdo de crises epilépticas caracterizam-se, portanto, na ictogénese (DA SILVA E
CABRAL, 2008).

Como Chvojka et al, 2019 propuseram (Fig. 3), em um individuo saudavel, o SNC
funciona sob uma dindmica de alta estabilidade e muita resiliéncia, ja em um individuo com
epilepsia, que possui sustentada predisposicdo para gerar crises epilépticas, essa dinamica

altera para muita instabilidade e pouca resiliéncia. Em pessoas que ndo possuem
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perturbagdes conhecidas no SNC, para alterar da dindmica saudavel de operacéo do seu SNC
para uma dindmica epiléptica, € necessario um forte e intenso insulto, como por exemplo,
uma intoxicacdo, traumatismo enceféalico e nesses casos sdo comuns crises epilépticas
agudas. Em sistemas nervosos que operam sob uma dindmica de muita instabilidade e pouca

resiliéncia, ha uma réapida e frequente alteracdo do estado estavel para instavel.

A Néda
Vale da instabilidade c =
estabilidade I
o, . interictal
A Sistema
| NP
dmaglco Crise epiléptica
Néda —» D
estabilidade .
Perturbagdo
s X y
interictal Crise epiléptica
interictal Crise epiléptica

Figura 3. Abordagem dindmica da ictogénese proposta por Chvojka et al, 2019. A)
O SNC exemplificado como um sistema dinamico, podendo operar no estado interictal ou
epiléptico. Cada estado é descrito como vale da estabilidade ou instabilidade, tendo seus
respectivos nds que representam o0 seu ponto extremo, respectivamente. B) Uma crise
epiléptica, derivada da dinamica operacional do SNC, precisa de uma perturbacdo para
ocorrer. C) Como exemplo em epilepsias generalizadas, que possuem caracteristica de muita
instabilidade e pouca resiliéncia frente a uma — mesmo que fraca - perturbacdo, pode
facilmente alterar seu estado. D) Em um SNC que perde progressivamente a estabilidade e
resiliéncia tem a sensibilidade aumentada a perturbacdo e sua recuperacdo é retardada.

Interictal = periodo entre crises epilépticas; Ictal = crise epiléptica.

1.1.3. Modelos animais

O uso de animais para o estudo das epilepsias tem sido aplicado ha cerca de 40 anos
com o objetivo principal de entender os mecanismos que levam as crises epilépticas e/ou
epilepsias, desta forma, direcionando para estratégias de tratamento (PITAKEN et al, 2017).
Cada modelo animal é unico tem como objetivo reproduzir caracteristicas particulares de um
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determinado tipo de crise epiléptica ou epilepsia, possibilitando assim avaliar suas

consequéncias e mecanismos envolvidos (YIN et al, 2013).

Portanto, de acordo com o objetivo da pesquisa, determinada espécie € utilizada.
Historicamente o uso de mamiferos como gatos, cachorros e primatas ndo humanos
objetivou a experimentacdo de inducdo de crises epilépticas com a vantagem de semelhanca
genética e morfofuncional do cérebro Demais vertebrados como aves e girinos do género
Xenopus, e invertebrados como moluscos, foram importantes para estudar mecanismos
moleculares e celulares. Recentemente o uso de Drosophila melanogaster (mosca-das-
frutas) tem sido um excelente e promissor modelo para o estudo de epilepsias por mutacdes
genéticas, como exemplo, a mutacdo no gene SCN1A, que codifica canais de sddio, comum
na Sindrome de Dravet, uma epilepsia genética e refrataria ou tratamento farmacoldgico
(SCHUTTE et al, 2014; GRONE; BARBAN, 2015).

Atualmente, roedores, principalmente ratos e camundongos, séo 0s mais amplamente
utilizados, tendo em vista 0 pequeno tamanho corporal, rapida reproducdo, fisiologia e
genética bem conhecidos pela ciéncia (GRONE; BARBAN, 2015).

Os modelos animais para estudo de crises epilépticas e/ou epilepsia estdo
organizados em: quimicos, elétricos e genéticos. Alguns dos modelos quimicos mais comuns

~

Sao:

1) Modelo da Pilocarpina: Descrito por Tursky em 1983 no estudo com ratos
Wistar. E utilizado para induzir Status epilepticus (SE) e possui caracteristicas
semelhantes a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) em humanos (GRONE;
BARABAN, 2015). O periodo de SE descrito por Tursky caracterizava-se por
aproximadamente 45 minutos de observacdo de movimentos faciais, espasmos e
salivacdo, posterior a isso, um periodo de laténcia e ap6s, a manifestacdo de crises
espontaneas e recorrentes. A pilocarpina € um agonista colinérgico muscarinico, e
sua atividade depende de receptores M1 (EYO et al., 2016), inclusive, estudos
sugerem que o inicio do processo de epileptogénese depende de M1, porém a
continuidade envolve a liberacdo de glutamato e ativagdo de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA. Como consequéncia, estudos observam a morte
celular em regides como cortex, amigdala, hipocampo, tdlamo e substancia negra

(TROY et al, 2002; REDDY; KURUBA 2013; GREENWOOD et al, 2018).
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2) Modelo da Picrotoxina: O alcaloide picrotoxina tem atividade epileptogénica por
meio do bloqueio de receptores GABAA (SALIH; MUSTAFA, 2008; CHINDO et al,
2014). Diferente da bicuculina (outro modelo quimico antagonista GABAa), a

picrotoxina é facilmente solGvel em solugéo salina.

3) Modelo da lIsoniazida: A isoniazida inibe a atividade da enzima GAD, tendo
assim acdo direta na sintese do neurotransmissor GABA, acarretando uma rapida
deplecdo desse neurotransmissor. A sua atividade, portanto, leva a um prejuizo no
sistema inibitério (CHINDO et al, 2014).

4) Modelo do Pentilenotetrazol (PTZ): E um modelo bem estabelecido para crises
epilépticas generalizadas, atraves da administragdo aguda pode se obter crises
clénicas, miocl6nicas e ténico-clénicas e a administracdo repetida (kindling) induz
diminuicdo do limiar para crises epilépticas e aumenta permanentemente a
suscetibilidade do animal para apresentar crises (COITINHO et al, 2014; NADER et
al., 2018). Sua acéo é antagonizar o receptor GABAA, blogueando as correntes de
cloreto (PSARROPOULOU et al, 1994; DHIR, 2012; REDDY; KURUBA, 2013) e

seu efeito € mais proeminente no cortex e no hipocampo (NADER et al, 2018).

1.1.4. Papel dos neurotransmissores glutamato e GABA

O neurotransmissor glutamato estd amplamente presente no SNC de mamiferos e é

indispensavel nas fungdes essenciais desse sistema. Este neurotransmissor faz a mediacéo do

efeito excitatorio através da ativacdo de receptores pds-sinapticos ionotropicos, como

AMPA, NMDA e Cainato, bem como através de receptores metabotropicos, como a classe
de receptores mGlu 1, 1l e 11l (BARKER-HALISI; WHITE, 2020). E conhecido que e a

concentracdo extracelular de glutamato tem efeito neurotdxico e transportadores de

glutamato e auto-receptores sdo importantes no processo de reciclagem e tamponamento do

glutamato, colaborando para a homeostase do sistema (HANADA, 2020).

Em uma situacdo de SE, por exemplo, hd uma super estimulacdo de receptores

glutamatérgicos, sustentando a atividade epiléptica e levando ao dano de células nervosas,

além da internalizardo de receptores GABA,, dificultando a acdo de equilibrio entre os
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sistemas inibitdrios e excitatorios (WASTERLAIN; CHEN; 2008; DORANDEU et al. 2013;
BARKER-HALISI; WHITE, 2020).

Em termos de conhecimento fisioldgico os receptores AMPA e NMDA sdo 0s mais
estudados. Os receptores AMPA tém papel fundamental na atividade excitatéria do SNC,
sendo que a regulacdo da sua composicdo e localizagdo depende da atividade e intensidade
das sinapses, desta forma, as células nervosas podem fortalecer ou enfraquecer suas
respostas, e mudancas na plasticidade sinaptica mediada por AMPA contribuem para

alteracdes patologicas nas redes neuronais (HANADA, 2020).

Receptores NMDA sdo bloqueados por Mg+ na membrana em repouso e liberados
guando héa despolarizacdo da mesma. A atividade do receptor € mais lenta e diferentemente
complexa quando comprada ao receptor AMPA (HANADA, 2020). Na caracterizagdo dos
receptores NMDA, as subfamilias GIuN1 e GIuN2, preferencialmente localizadas no reticulo
endoplasméatico e regido sindptica, sdo fundamentais para o sistema excitatorio. A
subunidade GIuN2B tem importante papel nas correntes sinapticas mediadas por NMDA,
nos espinhos dendriticos e na regulacdo do citoesqueleto de células piramidais do
hipocampo (AKASHI et al, 2009).

GABA é o principal neurotransmissor inibitdrio do SNC, a sua atividade é mediada
pelos receptores pré e pos-sinapticos classificados nas categorias GABAa e GABA(, que séo
ionotropicos, e GABAg metabotropico (BHAGAT et al, 2020). A diminuicdo de
interneurdnios GABAérgicos ou diminui¢do dos seus terminais axonais e falhas no sistema
inibitério sdo conhecidos por contribuir para a persisténcia de crises epilépticas em caso de
epilepsias adquiridas (SHETTY; UPADHYA, 2016). Além disso, no inicio do
desenvolvimento humano GABA despolariza as membranas nos neurdnios e exerce funcdes
excitatorias. Em um SNC normal, essas funcfes sdo perdidas com a maturacdo do sistema,
porém tal funcéo paradoxal dos neurbnios GABAérgicos tem sido observada em hipocampo
de adultos com epilepsias PALMA et al, 2006; KHAZIPQV et al, 2015).

O principal recurso inibitorio do SNC é oferecido pela atividade dos interneurénios
GABAEérgicos e tem papel fundamental no processamento de informacdo, na regulacdo da
atividade neuronal através da sua interagdo com neurdnios excitatorios e inibitérios. O
estudo funcional dos interneurdnios tem ajudado a entender os mecanismos intrinsecos

envolvidos na geracéo e perpetuacédo das crises epilépticas (MARAFIGA et al, 2020).
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Com a necessidade de manter o equilibrio entre excitacdo e inibicdo, os esforcos
farmacologicos tém sido feitos para identificar alvos que podem ser modulados nessas duas
vias (BARKER-HALISI; WHITE, 2020).

1.1.5. Neuroinflamacéo

A neuroinflamacdo pode ser classificada como classica e neurogénica. A classica
inclui perturbacBes promovidas por agentes como microrganismos (bactérias, fungos, virus)
e diversas toxinas. Por outro lado, a neuroinflamag@o neurogénica, termo proposto para o
SNC em 2014 por Xanthos e Sandkihler, define processos neuroinflamatorios
desencadeados pelo aumento da atividade neuronal, associados muitas vezes com estresse,

crises epilépticas e estimulos nocivos.

A neuroinflamacdo é conhecida por desempenhar um importante papel na
fisiopatologia das doencas do sistema nervoso (Fig.4), incluindo as epilepsias (VEZZANI et
al, 2011). Fatores inflamatdrios, tais como Interleucina-1p (IL-1p), Interleucina-6 (IL-6),
Fator Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) (citocinas pro-inflamatorias) e a enzima ciclo-
oxigenase 2 (COX-2), liberados por ceélulas do sistema imune central e periférico,
contribuem para a promogdo e/ou intensificacdo da atividade epileptogénica no cérebro
(CHEN et al., 1995; GULLO et al., 2014; KAUR et al., 2015; PFLUGER et al., 2016).

COX-2 ¢ a forma induzida da enzima ciclo-oxigenase, principalmente localizadas
nas células imunes e altamente expressas em situagdes patoldgicas. A COX-2 faz parte da
cascata do &cido araquidobnico, catalisa sua conversdo em prostaglandinas, importantes na

resposta paracrina da neuroinflamacdo (VANE et al, 1998).

Yagamata et al, 1993 mostrou que o aumento de COX-2 em cdrtex e hipocampo de
ratos foi regulada pela atividade sinaptica de receptores NMDA de glutamato. Recentemente
a COX-2 tem se tornado alvo para investigacdo farmacologica, uma vez que diversos
estudos tém demonstrado que sua inibicdo tem efeitos positivos na diminui¢do da frequéncia
de crises epilépticas, bem como na eficiéncia de antiepilépticos ja administrados (RAWAT
et al, 2019).

Na Ultima década ocorreu um aumento de estudos experimentais e clinicos
evidenciando que a neuroinflamagdo tem um papel importante na fisiopatologia das
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epilepsias. Estudos emergentes tém observado efeitos anticonvulsivantes de alguns farmacos
anti-inflamato6rios em crises epilépticas induzidas por febre ou relacionadas com a ativacao
do sistema imune (VEZZANI et al, 2011).

Evento estimulante

no SNC ex: trauma,

derrame,AVC, crise
epiléptica

!

Ativagéo de neur6nios e glia

y

Interleucinas, TNF Alfa,
HMGB1, COX-2, quimiocinas

Rompimento da

Inflamagéo > barreira
hematoencefalica

\J

Vias trasncripcionais

.

Neurénios
e/ou glia:
NFkB, AP1

v

Neurogénese,
brotamento de
espinhos,
angiogénese

\
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de epilepsias
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epilépticas

\\_/v Neuroinflamagéo
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Figura 4. Fluxograma da fisiopatologia da neuroinflamagdo na epilepsia. Os efeitos da
neuroinflamacdo do SNC contribuem para a geracéo de crises epilépticas e a morte celular,
que, por sua vez, promove inflamag6es e aumenta a excitabilidade, estabelecendo um circulo
vicioso de eventos que culminam na contribuicdo para o desenvolvimento de uma epilepsia.
AbreviacGes: AP1= Proteina Adaptadora 1; HMGB1 = Proteina 1 do Grupo de Alta
Mobilidade; MAPK =Proteina Cinase Ativada por Mitdgeno; NF«B = Fator Nuclear Kappa
Beta; PI3K = Fosfoinositideo 3-Quinase; TNF Alfa = Fator Necrose Tumoral Alfa.
Adaptado de VEZZANI et al, 2011.
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1.2. Farmacos anticonvulsivantes/antiepilépticos

Embora em alguns casos a cirurgia seja indicada, 0 meio mais comum para 0
tratamento de pacientes com epilepsias € o farmacoldgico, sendo eficaz em cerca de 70%

dos casos, porém os efeitos adversos costumam ser fatores limitantes no tratamento.

Além do tratamento de epilepsias, os farmacos anticonvulsivantes sdo usados para
tratar crises epilépticas comorbidas de outras patologias, como infeccdes, tumores e também
para tratar dor neuropatica (Tabela 1 e Fig. 5). Por essa razdo sd@o mais conhecidos como

anticonvulsivantes e ndo antiepilépticos (RANG; DALE, 2015).

Os principais anticonvulsivantes sdo caracterizados em basicamente trés diferentes
mecanismos de acdo: (1) potencializagdo da acdo de GABA, (2) inibicdo da funcdo de canais
de sodio dependentes de voltagem e (3) inibicdo de canais de célcio, embora outros
farmacos possuam mecanismos como bloqueio de receptores de glutamato e inibicdo da
liberacdo de glutamato, o tratamento tem se mostrado eficaz apenas em modelos animais
(ROGAWSKI; LOSCHER, 2004, RANG; DALE, 2015).

Tabela 1. Relacdo dos principais farmacos usados em pacientes com epilepsias

sintomaticos, mecanismos de acdo e principais efeitos adversos.

, Mecanismos de Detalhes da Efeitos adversos Usos
Farmaco - o ..
acéo acao comuns principais
o o Facilita abertura
Fenobarbital?  "otencializa a ativacéo de receptores Intensa sedagdo, Crises focais,
de receptores GABA GABAA e influxo depressdo generalizadas
de cloreto
Altera a N dad Eficaz em
Valproato de Bloqueio de canais de despolarizagéo c;ﬁ;%zs’g%%rhg dg Cr1ses de
e . A ' auséncia,
Sédio célcio atlviitdos por baixa rlthlcg dods peso, malfqrmagoes mioclonicas,
voltagem neur,onlos 0 fetais focais e
talamo generalizadas
. Sedacdo, ataxia, visdo
Bloqueio uso- embacada Amplamente
Carbamazepina  dependente dos canais retencio hidrica eficaz, exceto
de sodio dependentes de reacdes de ' em crises de
voltagem hipersensibilidade, ausencia
leucopenia,
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Inibicdo da funcdo dos
canais de sodio
dependentes de

voltagem

Fenitoina

Bloqueio de canais de
célcio ativados por baixa
voltagem

Etossuximida

Bloqueio de canais de

Zonisamida sodio dependentes de
voltagem
i - Ini ima GABA
Vigabatrina nibe a enzima G
transaminase
Analago
Pregabalina GABA/Antagonista

subunidade 0231 de
canais de calcio

Analago
GABA/Antagonista
subunidade 0251 de

canais de célcio

Gabapentina

Inibicdo da fungdo dos
canais de sodio
dependentes de

voltagem

Lamotrigina

Levitiracetam Ligagdo a proteina

vesicular 2A
Tiagbina Inibidor do
transportador GAT1
Potencializa efeito de
Topiramato GABA/diminuiu

atividade canais de
sodio/Antagonismo

Afetam a
excitabilidade da
membrana

Alteraa
despolarizacao
ritmica dos
neurdnios do
talamo

Inibe a inativacdo
de GABA

Reduz o trafego
de calcio nos
terminais
Nervosos

Reduz o trafego
de calcio nos
terminais
Nervosos

Afetam a
excitabilidade da
membrana

Interfere na
liberagdo de
neurotransmissor

Inibe a remocéo
de GABA da
fenda sindptica

Ataxia, vertigem,
hipertrofia gengival,
hirsutismo, anemia
megaloblastica,
malformacao fetal,
reacOes de
hipersensibilidade

Nauseas, anorexia,
alterac6es do humor,
cefaleia

Sedacéo (discreta)
supressao do
apetite, e perda de
peso

Sedacao, alteracdes
comportamentais
e do humor
(ocasionalmente
psicose), alteracdes na
visdo periférica

Poucos efeitos
adversos,
principalmente sedagdo

Poucos efeitos
adversos,
principalmente
sedacgdo

Tontura, sedacéo,
erupcBes cutaneas

Sedacéo (discreta),
ansiedade, perda de
apetite

Sedacdo
Tontura
Sensacao de leveza

Sedacdo, menos
interacdes
farmacocinéticas
que a fenitoina,
malformagcdo fetal

Crises focais,
generalizadas

Crises de
auséncia

Terapia adjunta
nas crises focais
e generalizadas

Eficaz para
epilepsias
refratérias

Potente acdo
em crises de
inicio focal

Crises focais,
analgésico para
dor neuropatica

Crises focais,
generalizadas e
de auséncia

Crises focais
com ou sem
generalizacéo,
crises
mioclénicas

Eficaz na
terapia
adjuvante de
crises focais

Terapia
adjuvante em
casos refratarios
de crises focais
e generalizadas
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AMPA

Vertigens, ganho de

Antagonismo nio peso, sedagf?lo, Eficaz em
Perampanel com e?titivo AMPA coordenacéo crises focais
P comprometida, refratérias

alteracGes do humor e
do comportamento

Pré farmaco/Bloqueio -
i de canais de sodio Instabilidade no humor, Eficaz nas
Oxcarbazepina sonoléncia, tremor, - iy
dependentes de - . crises parciais
diplopia
voltagem
o , - Terapia
Potencializagdo da Afeta Drocessos Nauseas, vomitos, ad'uvanfe ara
Lacosamida inativacdo dos canais de de ingtiva %0 vertigens, disturbios chises focgis
sodio dependentes de | entosg visuais, coordenacao com ou sem
voltagem comprometida, eneralizacio
mudancas do humor g ¢
Medicamentos thi%c;rzog:e:rlgr% Potente interagdo com Enilensias
3 base de adoniSTo invegrso CB outros antiepilépticos, re%ratgrias
canabidiol® g antaonismo CB 2 sonoléncia, diarreia,
g ! reducio de apetite

% Efeitos adversos importantes, pouco utilizado atualmente
0 uso terapéutico passou a ser controlado pela ANVISA em 2015 através de emissdo de

autorizacBes para importagdo sob prescricdo médica.
Fonte: RANG;DALE, 2015; YACUBIAN et al, 2014; GASTON; FRIDMAN, 2017; DE

ALMEIDA PEREIRA et al., 2018.
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Figura 5. Farmacos antiepilépticos no mercado de 1853 a 2012, classificados como
primeira, segunda e terceira geracdo. Adaptado de YACUBIAN et al, 2014.

1.3. Gama-decanolactona

A procura por tratamentos alternativos aos farmacos convencionais tem aumentado,
considerando os importantes efeitos adversos dos farmacos antiepilépticos, bem como o
custo beneficio (impacto e amplitude de sua eficacia). A procura por farmacos organicos,
por exemplo, é uma pratica relacionada a insatisfagdo com os tratamentos convencionais
(RATES, 2001).

Dentre os compostos organicos estudados para o tratamento de patologias do SNC
estdo as lactonas. Tais substancias tém sido reconhecidas pelas propriedades neuroativas
(FERRENDELLI et al., 1989; HOLLAND et al., 1992) dentre elas, efeitos anestésicos, anti-
inflamatorios e hipnoticos (DUKE, 1992; VIANA et al., 2006).
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Gama-decanolactona (GD) é um composto sintético monoterpénico com estrutura
quimica semelhante as lactonas presentes no 6leo essencial da planta Aeollanthus suaveolens
(Fig. 6) (ELISABETSKY et al., 1995; COELHO DE SOUZA et al., 1997; PFLUGER et al.,
2016).

Estudos precursores de GD mostraram que quando testada modelo animal de crise
epiléptica induzida por PTZ em camundongos, apresentou atividade hipndtica, antiepiléptica
e hipotérmica (COELHO DE SOUZA et al., 1997). Em ensaios de depressdo e ansiedade
(experimentos com nado forcado e labirinto em cruz elevada, respectivamente), GD néo
demonstrou efeito positivo, sugerindo que ndo possui atividade do tipo antidepressiva e
ansiolitica (VIANA et al., 2007). No modelo de kindling com PTZ, considerado um
importante modelo de epileptogénese, apresentou significativo efeito neuroprotetor, bem
como atividade antigenotoxica, uma vez que reparou o dano ao DNA, induzido por PTZ (DE
OLIVEIRA et al., 2008).

Estudos mais recentes realizados por Pfluger et al., 2016, in vitro, demonstraram que
GD atenuou a ativacdo de células microgliais N9 induzidas por LPS, uma endotoxina,
presente em bactérias gram-negativas, além disso, foi observada diminuicdo na expressao de
marcadores inflamat6rios como a enzima iNOS, TNF-a e inibi¢do da formacdo de EROS
nas células microgliais. Nesse mesmo modelo GD bloqueou marcadores de apoptose como a

fosforilacdo da p38 e ativacao da caspase-9 clivada, diminuindo o dano causado ao DNA.

Em modelo agudo de pilocarpina, camundongos que receberam 300 mg de GD
demonstraram aumento da laténcia para a primeira crise epiléptica. Nas analises
bioquimicas, tanto 300 mg/kg como 100 mg/kg de GD protegeram 0s animais do estresse
oxidativo e dano ao DNA produzido pela pilocarpina, mostrando-se também efetivo no teste
Ames de mutagenicidade (PFLUGER et al., 2018a).

Oo__O
T

Figura 6. Estrutura quimica da Gama-decanolactona (GD). Fonte: PFLUGER et al, 2016.
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1.3.1. Mecanismos de agdo de GD

Glutamato e GABA

A ruptura entre o balango da neurotransmissdo glutamatérgica e GABAérgica é
conhecido pela ciéncia e explica a hiperexcitabilidade em redes neuronais. Além disso, é
também um fato muito explorado para estudar os mecanismos envolvidos nas epilepsias
(DINUZZO et al, 2014).

A exacerbada concentracdo extracelular de glutamato tem sido relacionada com
neurotoxicidade, falhas nos seus transportadores e autoreceptores tém efeitos importantes na
reciclagem e tamponamento do glutamato, dificultando a homeostase do SNC apds uma
crise epiléptica (DINUZZO et al, 2014; HANADA, 2020).

A inibicdo GABAérgica é considerada o principal mecanismo para limitar e impedir
que atividades excitatorias paradoxais propaguem-se pelas redes neuronais (KHAZIPOV et
al, 2015). A neuroprotecdo exercida pela funcionalidade inibitoria tem inspirado estudos
farmacoldgicos para tratamentos de epilepsias através do investimento em estratégias para
aumentar a disponibilidade de GABA, como por exemplo o aumento de receptores GABAA
e bloqueio da recaptagdo e da degradacdo desse neurotransmissor (TREVELYAN;
SHEVON, 2013; KHAZIPQV et al, 2015).

Apesar dos conhecidos efeitos de GD em modelos animais, como muitas substancias

que atuam no SNC, o mecanismo de acdo ainda ndo é bem compreendido.

O primeiro estudo que investigou mecanismo de acdo de GD foi realizado por
Pereira et al, 1997. Esse estudo utilizou a técnica de Binding de Glutamato in vitro e

verificou efeito inibitorio de GD sobre a interacdo do neurotransmissor com seus receptores.

Pflliger et al, 2018b avaliou o perfil farmacoldgico e possivel mecanismos de acao de
GD em modelos animais de crises epilépticas induzidas pelos composto isoniazida (INH)
(inibidor da sintese de GABA), picrotoxina (PTX) (antagonista do receptor GABAA,) e 4-
aminopiridina (4AP) (antagonista seletivo de canais de potassio KV1). Tais experimentos
demonstraram aumento da laténcia para primeira crise clénica, bem como diminuicdo da
porcentagem de crises nos modelos INH e 4AP em animais que receberam a dose de

300mg/kg de GD. Esses resultados sugerem que o efeito de GD sobre as crises pode estar
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relacionado com a sua capacidade em modular a enzima GAD (responsavel pela sintese de

GABA) e ativar, direta ou indiretamente, canais de potassio.

Adenosina

Adenosina € um mensageiro purinérgico que regula muitas funcdes fisiologicas,
particularmente em tecidos excitaveis. Considerada um regulador endogeno das atividades
neuronais, sua deficiéncia tem sido identificada em cérebros com hiperexcitabilidade
(DUNWIDDIE;MASINO, 2001; ARONICA et al, 2013). Em encéfalos adultos, a adenosina
pode ser liberada pelos neurdnios ou ainda derivada da clivagem de ATP extracelular. Por
outro lado, a enzima Adenosina Kinase (ADK) encontrada em astrocitos controla a
quantidade de adenosina via fosforilagdo para adenosina monofosfato (AMP) (BOISON,
2013).

Os receptores de adenosina constituem-se por sete dominios transmembrana, sao
acoplados a proteina G e relacionados a uma grande variedade de mecanismos de
transducdo. O receptor A; é 0 mais abundante no SNC, esta relacionado a modulacdo de
abertura de canais de potassio e inibicdo de canais de célcio. O receptor Aja, menos
frequente no SNC, esté relacionado a ativacéo da Adenilato Ciclase (AC). O antagonismo de
ambos receptores tem sido relacionado com efeitos estimulantes (DUNWIDDIE; MASINO,
2001).

Estudos tem demonstrado que falhas na modulacdo do sistema adenosigérgico
contribuem para a geracao de crises epilépticas. Em 2009, Boison publicou uma importante
revisdo que discute estratégias de terapia baseada no aumento direcionado da adenosina

como terapéutica em crises epilépticas.

Pfliger et al, 2020 investigou possivel interacdo de GD com o sistema
adenosinérgico utilizando o modelo de kindling induzido por PTZ e agudo, de crise
epiléptica induzida por aminofilina (AMINOPH). O mecanismo de acdo de GD foi avaliado
pela administracdo de antagonistas dos receptores A; com uso de DPCPX e Aza, com
ZM241385. O antagonismo de receptores A; bloqueou o efeito de GD, enquanto o bloqueio
de Aza ndo mostrou efeitos significativos no comportamento epiléptico dos animais.
Portanto, este estudo sugere o envolvimento de GD no sistema adenosinérgico via receptor
A;. Além disso, esse estudo também demonstrou que GD aumentou a expressdo de

receptores GABA al, sugerindo efeito relacionado com a modulagdao de TNF-a (observado
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no estudo in vitro citado anteriormente), uma vez que o aumento dessa citocina é conhecida
para a endocitose dos receptores GABA, 0 que consequentemente diminui a fungéo

inibitéria.

2. JUSTIFICATIVA

Os efeitos neuroprotetores de GD observados nos modelos de crises epilépticas e
epilepsia observados até o momento, bem como o perfil farmacoldgico dessa substancia
foram estudados principalmente por meio da administracdo aguda deste composto.
Considerando que farmacos antiepilépticos sdo utilizados, na maioria das situacGes, de
forma continua, é essencial conhecer seus efeitos neuroprotetores e potencial toxicol6gico
apos tratamento continuo. Entende-se como de especial importancia o conhecimento dos
mecanismos de acdo e dos efeitos comportamentais das substancias candidatas ao tratamento
de crises epilépticas, a médio/longo prazo no organismo, bem como sua acdo analgésica e

modulatéria sobre parametros inflamatorios, bioquimicos e genotdxicos.

3. OBJETIVOS

Avaliar o efeito do tratamento subcrénico com GD in vivo em modelo de crise
epiléptica induzida por pentilenotetrazol, através da investigacdo de mecanismos de acao,

parametros bioquimicos, genotoxicos, mutagénicos e comportamentais.

3.1. Objetivos especificos

Avaliar o efeito da administracdo subcronica de GD sobre:

a) Laténcia e ocorréncia de crise epiléptica induzida por PTZ;

b) Parametro inflamatério (expressao de COX-2);

¢) Modelo comportamental de dor (placa quente);

d) Genotoxicidade (Cometa Alcalino);

e) Mutagenicidade (Micronucleos)

f) Comparar o tratamento agudo de GD, em modelo de crise epiléptica, com o tratamento

subcrdnico deste composto;
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g) Avaliar mecanismo de acdo através da expressao de receptores GIUN2B e Adenosina A;.

h) Avaliar todos os parametros descritos nos itens acima em machos e fémeas.

4. HIPOTESES E PREDICOES

Hipotese 1 - GD administrada em tratamento subcrénico aumentara a laténcia para a crise
epiléptica induzida por PTZ e diminuird a ocorréncia destas crises em compara¢do com o
tratamento agudo.

Predicdo 1 - O periodo de laténcia no tratamento com GD sera significativamente maior
guando comparado ao grupos controle negativo que recebera salina e PTZ.

Predicdo 2 - Animais tratados com GD em modelo subcronico apresentardo menores
escores de crise epiléptica, de acordo com a Escala de Racine (ER), quando compararmos
com o grupo de tratamento agudo. Tal observacdo também valera quando compararmos o

grupo de tratamento subcrdnico com GD com os demais.

Hipdtese 2 - GD diminuird o comportamento nociceptivo e a expressao de parametro
inflamatdrio, bem como a genotoxicidade.

Predicéo 1. Pelos conhecidos efeitos neuroprotetores, animais tratados com GD em modelo
subcrbnico irdo apresentar menor expressdo de marcadores envolvidos no processo de
neuroinflamacéo, como a COX-2 quando comparados com 0s grupos controle.

Predicdo 2- Tanto o processo neuroinflamatorio provocado pela crise quanto o teste da
placa quente causam dor, entretanto, pelos conhecidos efeitos neuroprotetores, incluindo a
atenuacdo de processos inflamatérios, animais tratados com GD em modelo subcrénico
diminuirdo o comportamento associado a dor, sugerindo agdo analgésica do composto em

teste.

Hipdtese 3 — Considerando a influéncia hormonal no comportamento e fisiologia dos
animias, machos e fémeas apresentardo padrdes de respostas diferentes.

Predicdo 1 - Sera observada diferenca entre os grupos de machos e fémeas, considerando a
complexidade hormonal de ambos 0s sexos, bem como a ja estabelecida atividade de

interacdo entre substancias anticonvulsivantes e hormonios sexuais.
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5. RESULTADOS

5.1. Artigo cientifico
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Abstract

Gamma-decanolactone (GD) has been shown to reduce epileptic behavior in different models, inflammatory
decreasing, oxidative stress, and genotoxic parameters. This study aimed to assess the GD effect on the
pentylenetetrazole (PTZ) model, after acute and subchronic treatment and to investigate its mechanism of
action, through the expression of the inflammatory marker ciclo-oxigenase-2 (COX-2), genotoxicity,
mutagenicity, and GIuN2B, a subunit of NMDA glutamate receptor, and adenosine A; receptor expression.
Male and female mice were treated with GD (300 mg/kg) for 12 days. On the tenth day, they were tested in the
Hot Plate test. On the thirteenth day, all animals received PTZ (90 mg/kg) and epileptic behavior PTZ-induced
was observed for 30 minutes. Pregabalin (PGB) (30 mg/kg) was used as a positive control. After, samples of
the hippocampus and blood were collected for Western Blotting analyzes and Alkaline Comet Assay and bone
marrow to Micronucleus test. The results demonstrated that only the acute treatment of GD reduced the seizure
occurrence and increased the latency to the first score 3 seizure. Males treated with GD for 12 days
demonstrated a significant increase in the expression of the GIuUN2B receptor and a decrease in the COX-2
expression. Acute and subchronic treatment with GD and PGB reduced the DNA damage produced by PTZ, in
males and females. There is no increase in the micronucleus frequency in bone marrow evaluated in the
subchronic treatment. This study suggests that GD, after 12 days, was not able to reduce PTZ-induced seizures,

but it has been shown to protect against DNA damage, reduce COX-2 and increase GIUN2B expression.

Keywords: Adenosine A; receptor; cyclooxygenase; pentylenetetrazole; NMDA,; epilepsy; Hot Plate Test;

Alkaline Comet Assay; Micronucleus Test.
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Introduction

Epilepsy is the most common neurological disease in the world and around 50 million people are
affected by this [1]. One of the most important characteristics of this pathology is the occurrence of seizures, a
behavioral manifestation generated by abnormal neuronal synchronization and activity (DEVINSKY et al.,
2018) [2], in addition to cognitive changes, behavioral, and psychological impairments [3]. Currently, several
cellular processes are associated with epilepsy and have helped to elucidate their pathophysiology.

Neuroinflammation has an important role in epilepsy pathogenesis since the increase in neuronal
activity during seizures could increase chemical mediator release, leading to intense excitability of affected
tissue, this intense excitability is responsible for to extend and intensify the seizure activity [4-6].

The Cyclooxygenase-2 (COX-2) is an inducible enzyme involved in the neuroinflammatory process
through the conversion of arachidonic acid into prostaglandins. Its expression contributes not only to repair but
also to injury and chronicity [7-8]. This inducible enzyme is expressed in several pathological processes, such
as inflammation and pain [9]. Studies that evaluated neuroinflammation in epilepsy models demonstrated that
the seizure induction up-regulates the expression of COX-2, and on the other hand, neuroprotection and
increased latency for seizures to appear can be observed when COX-2 is inhibited [10-12].

Anti-inflammatory drugs have a neuroprotective effect on seizures PTZ- induced and the effects
appear to be related to inhibition of cytokines and the COX-2. In the Kindling PTZ model, a decrease in
Interleukin 1B (IL-1PB) and Tumor Necrosis Factor oo (TNF-a) was demonstrated, as well as less seizure
severity in rats treated with dexamethasone [13], it was also observed that sodium diclofenac (a COX-2
inhibitor), was able to decrease TNF-a and Interleukin 6 (IL-6) in the hippocampus of rats [14].

Several antiseizure drugs are available for therapeutic use. Among the most recent antiseizure drugs,
pregabalin (PGB) is a GABA analog, approved by the Food and Drug Administration (FDA) in 1999 [15] for
refractory epilepsy treatment. It has shown the effects of monotherapy and adjuvant therapy for focal and
generalized seizures [16]. PGB is also given to chronic pain, mainly neuropathic pain [17-19].

The drastic adverse effects of traditional antiseizure drugs, the difficulty of finding treatments that
address all patients, as well as the cost/benefit of standard treatments, has increased the demand for new drugs.
Several natural products can influence GABAergic function. Some of these compounds have also been shown
to reduce the frequency of epileptic seizures in models of epilepsy, also having neuroprotective effects [20].

Lactones are among the organic compounds that have bioactive properties that act on the central nervous
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system. Such substances have been recognized for some properties like anesthetic, anti-inflammatory, and
hypnotic activity [21-24].

GD, a synthetic monoterpene lactone, has been evaluated for its neuroprotective ability in different
animal models [25-28]. Studies carried out by our group investigated the effect of GD in a PTZ model, both
acute and chronic, as well as seizure induced by pilocarpine, 4-aminopyridine, and isoniazid [25, 27-28]. GD
has been shown to reduce the occurrence of seizures and increase latency for the first score 3 seizure in some
of these models, demonstrating a significant neuroprotective effect. Also, still, an in vitro study conducted by
our group, demonstrated that GD inhibited TNF-a and the intracellular formation of reactive oxygen species
(ROS), also decreasing genotoxicity and apoptosis in microglial cells [26].

Although several behavioral studies of GD effect have been carried out, its ability to modulate
neurotransmission systems is still scarce. Pereira et al 1997 [29] demonstrated an inhibitory effect of GD on
glutamate binding in cortex samples.

N-methyl-D-aspartate receptors (NMDARS) are ionotropic glutamate receptors (iGIuRs) that play
essential roles in physiological and pathophysiological in the mammalian CNS [30]. Studies have indicated
that NMDARs play different roles under different conditions, for instance, under normal activation and
overactivation. Under normal activation, activated GIuN2B is mainly located in the synapses. In contrast, under
overactivation, extrasynaptic GIuN2B will be additionally activated [31-34]. The NMDARSs subunits, GIUN2A,
and GIuN2B are the main in the adult forebrain. GIUN2B has a bidirectional activity of the signaling of ERK,
CREB, BDNF, and PI3K. Moreover, GIuN2B may play a more active role in change the NMDARs effect from
normal activation to overactivation [35].

Adenosine is an important neuromodulator and it is known for homeostatic and endogenous
anticonvulsant effects on the neural network activities, as well as it is deficiency could conduce to
excitotoxicity in patients with epilepsy [36-38]. The known adenosine anticonvulsant effect is attributed to the
adenosine A; receptor, which is distributed throughout the brain, and in the hippocampus, there is high density
[38-40].

Thus, studies aiming to investigate NMDA and Adenosine's role in the GD mechanism of action are
necessary. Besides, behavioral studies carried out to date have only evaluated the acute effect of GD, and it is
also important to demonstrate its effects after repeated administrations. Therefore, this study aimed to evaluate
a possible neuroprotective effect of the GD subchronic treatment using the PTZ model of seizure and to make
a comparison with the acute treatment with the same compound. Also, inflammatory marker expression COX-

2, mutagenicity, genotoxicity, and a possible GIuN2B and adenosine A; modulation, were investigated.
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Material and Methods

Animals

To conduct this study, we needed eighty-seven male and eighty-seven female CF-1 mice, of these
animals, five of each sex were driven to pilot test, all of them were 45 days old. 4-5 animals were kept per box
(33 x 17 x 40 cm), with food and water ad libitum, under a 12-h light/dark cycle (lights on 7:00 A.M) and a
constant temperature 23 + 2°C at the Reproduction and Research Center (CREAL), in the Federal University of
Rio Grande do Sul (UFRGS). The project was approved by the Ethics Committee on Animal Use
(CEUA/UFRGS), under number 36326/2019. The entire experiment was conducted following the National

Council for Animal Experimentation Control (CONCEA), prioritizing animal comfort and respect.

Drugs and Pharmacological Procedures

GD and PTZ were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). GD was solubilized in tween 80
(5%) and PTZ in saline solution (0,9%), considering previous studies, the dose of 300 mg/kg of GD was tested
[24, 41]. A pilot test and previous studies were considered to define the dose of 90 mg/kg PTZ [41]. PGB
(Prefiss®; Aché Laboratdrios Farmacéuticos S.A), has been used to treat epilepsy and chronic pain, and in this
study, it was used for comparison purposes in subchronic treatment. It was solubilized in tween 80 (5%) and
administered at a dose of 30 mg/kg [16]. Tween 80 (5%) and saline (0,9%) were administered as controls.

The animals were randomly divided into seven groups: twelve animals for the groups Saline; Sall2;
Tween; PGB; GD 12 and GD 1 and ten animals for group Sal 1. Administrations were performed
intraperitoneally for these drugs. PTZ, used as a convulsant agent, was administered subcutaneously. The
experimental design of this study is shown in Figure 1. The experiment was conducted for 13 days,
pharmacological administrations were always performed in the morning, between 7 am-11 am. The animals

had their weights recorded every three days.

PTZ-induced Seizure Model

For the acute trial, Sal or GD was administered 30 minutes before PTZ injection. For the subchronic
evaluation, after 12 days of treatment, the animals were submitted to the PTZ-induced seizure model of the

thirteenth day, one day after the last drug administration. Both in the acute and subchronic tests, the animals
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were observed for 30 minutes by a blinded researcher, and the behavior was registered according to an adapted
Racine scale [42]. The adapted scale consists of five scores: 0 - No epileptic behavior; 1-Jerkings, playing
piano; 2- Clonic forelimb seizures lasting less than 3s; 3- Clonic forelimb seizures lasting more than 3s; 4-
Generalized seizures with tonic extension episodes and full status epilepticus; 5- Death. The latency for the
first clonic forelimb seizure (score 3) and the percentage of occurrence of these seizures were recorded., We
used score 3 seizure for comparison purposes since it is very clear and easy to observe in mice. At the end of
the treatments, the animals were killed by decapitation, and the hippocampus samples were collected
immediately, using surgical instruments on a frozen platform. The hippocampus samples were identified in

individual tubes and kept at -80°C until the tests described in figure 1 [43].

Hot Plate Test

The Hot Plaque Test was used to assess central analgesia in treated animals [44], considering that
some types of antiseizure drugs are administered to treat chronic pain as well [45-47]. The test protocol was
applied on the tenth day of the experiment, after 30, 60, 90, and 120 minutes of pharmacological
administration. 24 hours before the test the animals were placed under the off plate for habituation [48-49]. The
test was performed with a plate at 55 + 0.5 ° C and the researcher was blinded. The recorded behaviors were:
Changing feet (tapping), jumping, and standing or licking one of the paws [50]. To avoid tissue damage, the

nociceptive limit was 20 seconds per animal, according to previous studies [49, 51-52].

Western Blotting Assay

Frozen hippocampus samples were homogenized in lysis buffer (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 5 mM
EDTA, 10% glycerol, 10% NP 40, pH 7.4) and centrifuged at 7000 g for 15 min at 4 °C. The supernatant was
collected and the protein concentration was determined by the method described by Bradford et al. (1976)
using BSA (1 mg/ml) as standard. A sample of 80 ug of total proteins was separated by electrophoresis on 12%
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE). After electrophoresis, the proteins were transferred
to a nitrocellulose membrane. Membranes were blocked with a 1% BSA for 1 hour at room temperature and
then were incubated with the primary rabbit polyclonal antibodies overnight at 4 °C. For these experiments we
used ant-GIuN2B (190 kDa), anti-adenosine A; (37 kDa), anti-COX-2 (69 kDa), and anti-Bactin (45 kDa), the

concentration of antibodies was: 1:1000. After incubation, the membranes were washed three times in TTBS
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(Tris Buffer Salina with 0,05% Tween 20) and then incubated with peroxidase-bound anti-rabbit secondary
antibody (1:5.000) at room temperature for 2 hours. The membranes were washed with TBS, 3 times for 10
minutes. Protein bands were then visualized using an Enhanced Chemiluminescent Reagent (ECL) in the

iBright™ Analysis Software, then quantified by ImagelJ 1.52a software.

Alkaline Comet Assay

The Alkaline Comet assay was carried out to evaluate genotoxic effects following the
recommendation described by Tice et al 2000 [53], with minor modification [54]. The samples of peripheral
blood and hippocampus were collected immediately after epileptic behavior observation. Blood samples (50
IL) were transferred to heparin tubes (25.000 Ul, 10 IL) and samples of the hippocampus were transferred to
PBS buffer. Cell suspension (10 IL) were embedded in 90 IL low melting point agarose 0,75% (GibcoBRL)
and spread onto agarose-precoated microscope slides. After solidification, slides were placed in lysis buffer
(2,5 M NaCl, 100 Mm EDTA, and 10 mM Tris, freshly added 1% Triton X-100 (Sigma) and 10% DMSO, pH
10) for 48 h at 4 °C. The slides were incubated in a freshly prepared alkaline buffer (300 mM NaOH and 1 mM
EDTA, pH > 13) for 20 min at 4 °C in an electrophoresis cube. An electric current of 300 mA at 25 V (0.90
V/cm) was applied for 15 min to induce DNA electrophoresis. The slides were then neutralized (0,4 M Tris,
pH 7,5), stained with silver, and analyzed under a microscope. Images of 100 randomly selected cells (50 cells
from each slide) were analyzed from each duplicated sample. Cells were visually scored according to tail size
into five classes, ranging from undamaged (0) to maximum damaged (4), resulting in a single DNA-damage
score for each sample. Therefore, the damage index (DI) ranged from 0 (undamaged, 100 cellsx0) to 400 (with
maximum damage, 100x4). Damage frequency (DF) was calculated based on the number of cells with tail

versus those with no tail [55].

Micronucleus (MN) test in bone marrow

The MN test was performed according to the US Environmental Protection Agency Gene-Tox
Program guidelines [56]. Bone marrow from both femurs was suspended in fetal calf serum and smears were
prepared on clean glass slides. Slides were air-dried, fixed in methanol, stained in 10% Giemsa and coded for
blind analysis. To avoid false-negative results and obtain a value of bone marrow toxicity, the polychromatic

erythrocyte/normochromatic erythrocyte (PCE/NCE) ratio was determined in 1000 cells. The incidence of MN
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was observed in 2000 PCE for each animal using bright-field optical microscopy at 1000x magnification.

Statistical Analyses

RM two-way ANOVA followed by Tukey’s test was applied to analyze mice’s weight. The
Generalize Estimate Equation (GEE) was applied to analyze the Hot Plate data. The behavior data and Western
Blotting results were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey’s test. Alkaline Comet Assay and
Micronucleus test were analyzed using the one-way ANOVA followed by Dunnett’s test. Two-way ANOVA
followed by Tukey’s was used to compare sexes, 2x2 Fisher’s Exact Test was used to compare the occurrence
of seizures in percentage (%). GraphPad Prism 7.0 software was used for all variance analyses and IBM SPSS

Statistics 20 Software was used for GEE analysis.

Results

GD induces weight change

In this study, the animal's body weight was recorded throughout the treatment. The mice that received
GD significantly decreased their body weight when compared to the other groups at the third and fourth
weights measurements in males (Fig.2A, F4s =4,01, P =0,0132 RM two-way ANOVA) and only at the fourth

weights measurements in females (Fig.2B, F344) =1.488, P = 0,2309 RM two-way ANOVA).

GD did not affect nociception on the Hot Plate test

To evaluate the antinociceptive activity of GD, the Hot Plate Test was used. This test assesses the time
that animals remain on a metal plate heated until they react to the thermal stimulus. The GEE presented no
significant interaction between treatment and time measurements (X2 =14,963, P=0,092), as shown in Fig.3 (A)
and (B), however, there was an increase in the latency to nociceptive behaviors in females (X2 =7,774, P=0,005

data not shown), which was independent of group and time (X2=16,269, P=0,179 data not shown).

Effect of GD subchronic and acute treatments in latency to the first score 3 seizure and their occurrence

Both male and female mice that received GD, showed no significant difference in the latency to score
3 seizure (Fig. 4A, males: F41y=0,09356, P=0,4322 n=9-12, females: F44=1,205, P=0,3189 n=12, one-way

ANOVA) there was no sex difference as well (F g5=3,628, P=0,0602 two-way ANOVA). There was no
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difference in the seizure occurrence between groups compared by 2x2 Fisher’s Exact Test (Fig 4B, P >0,05 for
all comparison, n=9-12), animals that died after the occurrence of score 3 seizure were excluded from the
analysis. Unlike subchronic treatment, a single administration of GD increased the latency for score 3 seizure
in males and in females (Fig 5A, males: F(37-9,628, P= <0,0001, n=9-12, females: F42=8,193, P=0,0002,
n=10-12, one-way ANOVA, without difference between sex F 79-0,1398, P=0,7095 two-way ANOVA .
Acute treatment with GD showed a significant decrease in the occurrence of seizures compared to controls in
males (Fig 5B, P = 0,031, 2x2 Fisher Exact Test) and females (Fig. 5B, P =0,005, Fisher Exact Test), but was
not different to subchronic GD treatment (Fig. 5B, males: P =0,089 and females: P = 0.096, 2x2 Fisher Exact
Test). There was no difference between sex (Fig. 5B, P=1.000). Animals that died after the occurrence of score
3 seizure were excluded from the analysis. Score 5 was used to compare the mortality between the treatments.
The results showed that GD in repeat doses increase significantly the mortality when compared with PGB in
males (Fig 6A. P=0,0020, 2x2 Fisher’s Exact Test) and when compared with all controls groups in female
(SAL12, P=0,001, Tween, P=0,0138, PGB, P=0,0138, 2x2 Fisher’s Exact Test). However, the acute dose of
GD reduced significantly the animal's mortality compared with control (Fig 6B, males: P=0,015, females:
P=0,0001, 2x2 Fisher’s Exact Test) and also when compared with GD given for 12 days (P <0,0001for both
sex, 2x2 Fisher’s Exact Test). There was no difference between sex in any analyses of mortality (P>0,05, 2x2

Fisher’s Exact Test).

GD treatments affect the expression of GIUN2B receptor, adenosine A; receptor, and COX-2

Males treated with GD during 12 days, demonstrated a significant increase in the expression of the
GIluN2B-containing glutamate NMDA receptor compared to saline and Sall12 (Fig 7B, Fe22) = 4,725, P=
0,0031, n=3-6, one-way ANOVA) but there was no difference in females between groups (Fig. 7B, F s
=0,9703, P= 0,4727, n=3-5 one-way ANOVA), neither between sex (Fig 7B, Fq41=1,654, P=0,2056, n=3-6,
two-way ANOVA).

When COX-2 expression was evaluated (Fig. 8), the results showed that the group of males treated
with GD for 12 days reduced the expression of this protein, but this effect was not repeated in the group of
females (Fig 8B, males: Fg23= 5,143, P = 0,0018, females: F.q= 0,6614, P=0,6811, n=3-6, one-way
ANOVA), without a sex difference (Fig. 8B, F s, = 1,253, P = 0,2681, two-way ANOVA).

In addition, adenosine A; expression was evaluated. In males, no difference was observed (Fig. 9B,

Fea1s =1,352, P=0,2860, n=3-5, one-way ANOVA). In females, the groups treated with GD12 and PGB
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showed an increase in the expression of adenosine A; compared to the GD1 group (Fig. 9B, F 15 =3,324, P =
0,0207, n=3,5, one-way ANOVA), no difference was observed between sex (Fig. 9B, Fq 37 = 0,1214, P =

0,7295).

DNA damage PTZ-induced was mitigated by GD treatment

The Comet assay was used to assess the genotoxic effect of GD and compare the effects between
males and females (Fig.10 and Fig.11). As observed in previous studies, PTZ induced DNA damage observed
by the increase in the damage index (DI) and damage frequency (DF) (SAL 1 and Sall12), when compared to
the saline group, both in males and females.

Also, GD reduced DNA damage in acute and subchronic treatments. GD decreased DI and DF in
peripheral blood and hippocampus, excepting DF in GD12 group that did not decrease significantly in the
hippocampus in both sexes. PGB reduced DI and DF in male and female mice in both analyzed tissues in

subchronic treatment.

Treatments did not increase the micronucleus frequency

The micronucleus test showed that the treatments did not increase the micronucleus frequency in
polychromatic erythrocytes (MNPCE) from bone marrow in female and male mice (Fig.12). The
polychromatic erythrocytes/normochromatic erythrocytes (PCE/NCE) ratio was similar in all groups (data not

shown).

Discussion

This study was the first that aimed to evaluate the effect of repeated GD administration on the seizure
model induced by PTZ in male and female mice. The animals received GD 300 mg/kg for 12 consecutive days
and had their behavior evaluated after acute administration of PTZ. Throughout the treatment with GD, the
animals' weights were recorded every 3 days (four measurements). The results showed that males had a
significant weight reduction concerning the control group after the third measurement. (Fig. 2), while in
females, a significant reduction was observed only at the fourth measurement. GD 300mg when given acutely
did not show a toxic effect [41], but perhaps its repeated administration may interfere with some metabolic

pathway or determine more pronounced toxic effects, which should be investigated in the future.
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A previous study showed that the acute administration of GD at a dose of 300 mg/kg was able to
block seizure induced by a single dose of PTZ [41]. Also, in the PTZ-kindling model, commonly used for drug
evaluation, GD demonstrated a neuroprotective effect [25]. In more recent work, GD reduced acute seizures
induced by isoniazid and 4-aminopyridine, and it was able to protect against neuronal damage induced by
pilocarpine [27-28]. Finally, a study of action mechanism suggested that the anticonvulsant effect of GD may
be related to the possible modulation of the adenosine A; receptor [43].

On the other hand, in this study, the GD 300 mg/kg repeated administration has not been shown to
protect against acute PTZ-induced seizures. There was no significant difference to the control in the latency for
the first score 3 seizure, but there was an increase in score 3 seizure occurrence in the GD12 group, which
could be helpful to understand the possible toxic effect in this dose and time of treatment, as observed in body
weight. Perhaps, the lack of protection observed in this study is related to the action of GD on different
molecular targets, which would not be modulated by acute administrations of this compound. Little is known
about the mechanism of GD action. The neurochemical evaluation, carried out employing a binding assay,
showed that GD was able to dose-dependently inhibit the specific union of L- [3H] -glutamate, and this action
could be involved in the anticonvulsant activity of this compound [29]. Here, GD was tested only at a dose of
300 mg/kg after 12 consecutive days, which could, through repeated administrations, modulate targets other
than glutamate receptors.

Our study shows that GD increased the expression of the GIUN2B receptors in the male hippocampus
compared to the SAL 12 group, while it did not protect against PTZ-induced seizure. This result is a curious
finding, because Pereira et al. 1997 [29], using a binding technique, demonstrated that GD was able to
antagonize glutamate binding in rat cortex receptors. The GIuN2B ability to play different roles in the brain
under overactivation and the activation of different signaling pathways could explain the results observed here
since in this study GD was administered repeatedly for 12 days. For instance, GIuN2B bidirectionally regulates
BDNF expression, which depends on the activation degree of NMDARSs. In a previous study with cortical
neurons in vitro, ifenprodil, a selective antagonist of the GIUN2B subunit, prevented the increase in BDNF
levels after moderate activation of GIUN2B, induced by a low dose of NMDA, in contrast, under overactivation
conditions, ifenprodil enhanced BDNF expression after high-dose NMDA exposure [34]. In this sense, likely
GD administered acutely or repeatedly, could stimulate the expression of glutamate receptors differently,
including the GIuN2B receptor, and thus determine different behavioral effects.

Previous studies have shown that treatment with lactonic compounds can modulate the expression of

GIuN2B receptors. The increase in the GIUN2B receptor expression and phosphorylation was observed in mice
40



hippocampus after chronic treatment with simvastatin, an important lactone used to reduce hepatic cholesterol
biosynthesis [57]. Those authors found that increased expression of GIUN2B has resulted in the farnesyl-
pyrophosphate (FPP) decrease, a mevalonate pathway intermediate. This study has also shown an increase of
histone H3K9 and H3K27 acetylation of GIuN2B promoter, resulting from this statin treatment. Other studies
have indicated epigenetic GIuUN2B modulation through acetylation and deacetylation of histones. Histone
acetylation alters the chromatin compact structure and makes it accessible for DNA regulation by proteins [58].
Fujita et al [49] observed that vorinostat, an HDAC (a class of histones deacetylase) inhibitor increased the
GIuN2B expression in rat hippocampus using histone acetylation. Furthermore, Nghia et al [59] studied
chronic treatment with antidepressant imipramine and observed an increase in histones H3K9 and H3K27 in
GIuN2B promoter, this effect was implicated by a decrease in HDAC activity. We did not measure histone
acetylation in this study, but the mentioned studies reinforce the importance of rated epigenetics modifications
in GIuN2B expression and it is being considered in the next studies.

Despite in our study females did not show a significant difference in GIUN2B receptor, gonadal
hormones, such as 17p-estradiol, have been observed to play an important role in the synaptic activity
mediated by NMDARs and in the expression of the receptor itself in the hippocampus, this can be direct,
mediated by ERs (Estradiol Receptors) or indirect, through the modulation of neurotrophic factors such as
BDNF [60-62]. Therefore, for the next studies, it will be important to assess whether the expression pattern of
this receptor may be under the influence of sex hormones.

Here, we observed a significant decrease in the COX-2 expression in males, but not in females, in
groups treated with GD for 12 days. Although our treatment did not change the animal behavior (latency and
seizure occurrence), the decrease in COX-2 observed in animals treated with GD may indicate a possible anti-
inflammatory effect which already suggested by Pfliiger et al [26], when identified that GD inhibited TNF- a (a
pro-inflammatory cytokine) in N9 microglial culture. As already mentioned, we did not evaluate the levels of
female gonadal hormones. It is known that their role goes beyond reproduction and we suspect that these may
be associated with the expression of COX-2 as well since studies have shown that estrogen can inhibit the
production of pro-inflammatory cytokines that cause a direct and indirect impact on COX-2- induction
pathway [63-64]. This is a complex and interesting issue and deserves to be assessed using a specific
methodology.

Our results show that in animals treated 12 days with GD, the adenosine A; receptor expression
increased when compared with animals treated 1 day with GD, in females, but not in males. This result

corroborates another study carried out by our research group, in which no changes in the expression of the
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adenosine A, receptor were detected in the hippocampus of mice treated with acute GD in the western blotting
test [43].

A rapid increase in the adenosine A; receptor density is seen in the hippocampus and cortex of
animals after the acute-seizures induction [65-67]. This increase might be a receptor adenosine A;
compensatory antiepileptic mechanism, the tissue attempts to recover and avoid hyperactivity-induced damage
[69]. Although do not be significant when compared with the control group, we observed that GD for 12 days
seems to increase the density of these receptors, especially in females, but it did not increase latency for the
first score 3 seizure. An interesting observation about the lack of effect on epileptic behavior is the GIuUN2B
receptor increase in male mice treated 12 days with GD. It seems that, although GD may be acting as an
adenosine A; receptors modulator, the GIUN2B properties in mediating excitatory currents can be minimizing
the chances of observing the effects mediated by adenosine A; in the epileptic behavior of animals. On male
mice, PGB group shows an adenosine A; increase, at the moment, this is new information in the literature and
could be a property related mechanism of action.

The antiseizure drugs (AEDs) treatment can have dramatic side effects, even in utero. There is
evidence of malformation as neural tube defects, congenital heart disease, and orofacial clefts, on children who
were exposed to AEDs by mother treatment during pregnancy and this causes impairments on lifelong [68].
These adverse effects reinforce the need to evaluate the genotoxicity and mutagenicity of candidate compounds
for the treatment of epilepsy. Moreover, mutagenic evaluation using a micronucleus test is required to assess
the safety of compounds with pharmacological potential as well as to approve new drugs [69]. In the present
study, PTZ alone or in combination with GD did not increase the micronucleus frequency, indicating these
drugs were not able to induce chromosomal mutations in the tested conditions, suggesting that the substances
do not induce clastogenesis or aneugenesis in bone marrow cells, detectable in micronucleus test [70-72].
Besides, GD decreased DNA damage caused by PTZ in the hippocampus, both in subchronic and acute
treatment, which had already been observed by our group in previous studies with assessment of DNA damage
in the total brain of male mice [25], cortex [27] and N9 murine microglial cell line [26]. Here, the evaluation
was carried out in both sexes, which is new data regarding the potential protection against DNA damage
produced by GD in a seizure model. The results obtained are more specific since we evaluated the
hippocampus, the most important target brain structure of PTZ [73]. GD1 decreased both parameters DI and
DF assessed to detect DNA damage while GD12 decreased significantly only DI in the hippocampus in male
and female mice. Since in acute but not subchronic treatment GD decreased the number of seizures and

increased the latency for seizure, this anticonvulsant effect likely contributed to higher DNA protection in
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GD1. Indeed, an anti-inflammatory activity in subchronic treatment appears to be more relevant to explain the
decrease in DNA damage compared to Sal 12.

The Hot Plate Test is used to assess the potential antinociceptive effect of compounds by applying a
thermal stimulus [50]. The test allows evaluating the supraspinal pain responses, since the choice of which paw
lift to avoid thermal discomfort requires superior structures of the nervous system [74]. Here, GD did not
show a difference in the response compared to the control group, both in males and females neither at different
times. Despite this, there was a difference between sexes that was independent of time and treatment group.
Stress-induced analgesia in rats was more pronounced in females than in males, besides that, factors such as
body weight as hormonal changes, skin sensitivity, and habituation to the plate, were not evaluated in this
study, and perhaps they could explain the absence of GD effect in this model [75, 76-77].

PGB administered over ten days showed no difference from the control group in the hot plate latency.
A different result was demonstrated by Hamada et al 2018 [78], which observed the antinociceptive effect of
acute PGB administration (40 mg/kg) in the same model. £uszczki, 2010 [79] observed a dose-dependent effect
of PGB, in which the dose of 175.26 mg/kg was able to increase the antinociceptive effect by 50%. Thus, the
antinociceptive action of PGB seems to be associated with higher doses than that tested in this study,

explaining the lack of antinociceptive effect.

Conclusion

This study showed that GD under subchronic treatment did not protect animals from seizures induced
by PTZ. In contrast, this compound confirmed its neuroprotective effect after acute treatment. This activity
may be related to the increased expression of GIuN2B-containing glutamate NMDA receptors, especially in
males. On the other hand, as already demonstrated in previous studies, GD seems to have an anti-inflammatory
effect, decreasing COX-2 expression, in addition to protecting against DNA damage generated by PTZ and
increasing the adenosine A, receptor expression in females. For the first time, GD was tested on female mice,
showed a different response pattern than that observed in males regarding the expression of adenosine A;
receptor, GIUN2B receptors, and COX-2, reinforcing the importance of neuropharmacological evaluation in
both sexes. Further studies on the GD neuropharmacological profile are needed to complement the data

obtained in this investigation.
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Figure captions

Fig.1 Scheme of experimental design. The mice were daily treated with SAL, Tween, PGB, or GD. On the
tenth day, we performed the Hot Plate test. On the thirteenth day, we performed acute treatments with SAL or
GD. Immediately after observing epileptic behavior, the animals were killed and the hippocampus, blood, and

marrow samples were collected. i.p (intraperitoneal injections), s.c (subcutaneous injections).

Fig.2 Weight measurement of males (A) and females (B) during the 12 days of treatment. Weights
measurements 1, 2, 3, 4 were performed on experimental days 3, 6, 9, 12, respectively. (A) F, 4 = 4,01,
P=0,0132. (B) F(344=1,488, P=0,2309. RM two-Way ANOVA, n=12,. Results of Tukey’s test is represented as

*P < 0,05, **P< 0,01, ***p <0,001. Values represent means + SEM.

Fig.3 Latency of male (A) and female (B) to Hot Plate response. The evaluations were performed on the tenth
day of the treatment, at 30, 60, 90, and 120 min after the administration of the drugs. No significant interaction
between treatment and time measurements was observed (X2 =14,963, P=0,092), as shown in A and B.

Generalized Estimating Equation, values represent means + SEM, n=12.

Fig.4 Score 3 seizures evaluation in the PTZ-induced seizure model. (A) Latency to the first score 3 seizure
between GD and controls in subchronic treatment. (A) F341)=0,09356, P=0,4322 n=9-12 males, F.4=1,205,
P=0,3189 n=12 females, one-way ANOVA. There was no difference between sex (Fss5=3,628, P=0,0602,
two-way ANOVA). Values represent mean £ SEM. (B) No difference in the seizure occurrence was observed
in any pair comparison (P >0,05, n=9-12, 2x2 contingency table by Fisher’s Exact Test).Values represent

percentage.

Fig.5 Score 3 seizures evaluation in the PTZ-induced seizure model. (A) Latency to the first seizure in acute
treatment with GD.(A) Latency to score 3 seizure in acute treatment with GD compared with control and
subchronic GD treatment (F37)=9,628, P= <0,0001, n=9-12, males, F(42=8,193, P=0,0002, n=10-12,
females, on-way ANOVA), comparasion between sex (F,79-0,01398, P=0,7095 two-way ANOVA). Results
of Tukey’s test is represented as *P < 0,05, **P< 0,01, ***p <0,001. Values represent means + SEM. (B)

Occurrence of score 3 seizure in acute treatment with GD compared to controls (P = 0,031, males, P =0,005,
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females,), comparasion between acute e subchronic GD treatment (P =0,089, males, P = 0,096, females) as

well between sex (P=<0,05). 2x2 contingency table by Fisher’s Exact Test. Values represent percentage.

Fig.6 Mortality (score 5) evaluation in the PTZ-induced seizure model. (A) GD in repeat dose compared with
controls in males (only different of PGB, P=0,0020) and females (P <0,05). (B) The acute dose of GD
compared with control (P=0,015, males, P=0,0001, females) and also compared with GD in repeat doses
(P=0,0001 for both sexes). Comparason between sex (all mortality analysis, P>0,05). 2x2 contingency table by

Fisher’s Exact Test. *P < 0,05, **P< 0,01, ***p <0,001. Values represent percentage.

Fig.7 Effect of the GD acute (Sall and GD1) and subchronic (Sal12, Tween, PGB and and GD12) treatment on
the expression of GIUN2B, in male and female mice, after PTZ-induced seizure. The group called saline
(control) did not receive PTZ administration. (A) Bands representative of an experiment on males. (B)
Comparative GIUN2B expression in males (Fg22) = 4,725, P=0,0031, n=3-6, one-way ANOVA) and females
(F 618y =0,9703, P= 0,4727, n=3-5, one-way ANOVA). Comparasion between sex (F1)-1,654, P=0,2056,
n=3-6, two-way ANOVA). Results of Tukey’s test is represented as *P < 0,05, **P< 0,01, ***p <0,001.

Values represent means + SEM.

Fig.8 Effect of the GD acute (Sall and GD1) and subchronic (Sal12, Tween, PGB and GD12) treatment on the
expression of COX2, in male and female mice, after PTZ-induced seizure. The group called saline (control) did
not receive PTZ administration. (A) Bands representative of an experiment on females (B) Comparative COX-
2 expression in males (Fg23= 5,143, P = 0,0018, n=3-6, one-way ANOVA) and in females (F25=0,6614,
P=0,6811, n=3-6, one-way ANOVA). Comparasion between sex ( Fusy = 1,253, P = 0,2681, two-way
ANOVA). Results of Tukey’s test is represented as *P < 0,05, **P< 0,01, ***p <0,001. Values represent

means + SEM.

Fig.9 Effect of the GD acute (Sall and GD1) and subchronic (Sal12, Tween, PGB and GD12) treatment on the
expression of adenosine A, in male and female mice, after PTZ-induced seizure. The group called saline
(control) did not receive PTZ administration. (A) Bands representative of an experiment on males (B)
Comparative adenosine A; expression in males (Fe1s =1,352, P=0,2860, n=3-5, one-way ANOVA), and in
females (F10)=3,324, P = 0,0207, n=3,5, one-way ANOVA). Comparasion between sex (F(137 = 0,1214, P =
0,7295). Results of Tukey’s test is represented as *P < 0,05, **P< 0,01, ***p <0,001. Values represent means

+ SEM.
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Fig.10 Comet assay in peripheral blood and hippocampus from male mice of the different groups. Damage
index can range from 0 (completely undamaged, 100 cellsx0) to 400 (with maximum damage 100x4). Damage
frequency was calculated based on number of cells with tail versus those with no tail. * P < 0.05; ** P < 0.01;
*** P < (.001 in comparison to Saline group; ®P < 0.05; *P < 0.01; **P < 0.001 in comparison to Sal 1 group; .

PP < 0.05; *°P < 0.01; "P < 0.001 in comparison to Sal 12 group. N= 4- 6.

Fig.11 Comet assay in peripheral blood and hippocampus from female mice of the different groups. Damage
index can range from 0 (completely undamaged, 100 cellsx0) to 400 (with maximum damage 100x4). Damage
frequency was calculated based on number of cells with tail versus those with no tail. * P < 0.05; ** P < 0.01;
*** P < (0.001 in comparison to Saline group; P < 0.05; *P < 0.01; **P < 0.001 in comparison to Sal 1 group; .

PP < 0.05; "°P < 0.01; P < 0.001 in comparison to Sal 12 group. N= 4- 6.

Fig.12 Evaluation of the mutagenic activity of the different treatments using micronucleus test in the bone

marrow. No significant difference among the groups was found using one-way ANOVA and Tukey’s test. N =

5-6. *MNPCE: micronucleus in polychromatic erythrocytes.
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Figure 10

Damage index

Damage frequency

Mean + SD Mean + SD
Peripheral blood
Saline 3.3¢1.5 2.7+0.6
Sal 1 13.5+4.17 8.3+2.07
GD1 4.0+2.3% 2.4+1.5%
Sal 12 11.3£25 7 6.740.6 "
GD 12 2.8+1.3" 2.5+1.3°"
PGB 2.8+1.7% 2.8+1.7°
Hippocampus
Saline 10.346.2 10.045.9
Sal 1 248.2463.6 87.6+21.2"
GD1 78.7+21.1 % 46.7+7.5%"
Sal 12 213.74#48.9" 80.3+26.4"
GD 12 96.8+16.6 " 60.3+6.8"
PGB 66.8+21" 56.0+14.1 ™
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Figure 11

Damage index

Damage frequency

Mean + SD Mean + SD
Peripheral blood
Saline 3.3+2.2 2.8+1.7
Sal 1 20.3x3.17 1154547
GD1 7.243.7 % 5.5+3.0°
Sal 12 20.524.0" 10.5¢6.4
GD 12 6.0+4.8 °° 3.8+2.4°
PGB 5.0+4.1 " 3.0+0.8"
Hippocampus
Saline 9.3+6.0 9.0+6.0
Sal 1 177.6+37.0" 68.4+19.6
GD1 71.2+15.1 35.6+10.0 *
Sal 12 187.3+48.8" 61.3+24.17
GD 12 95.7+24.6 " 42.0+13.0°
PGB 70.4+22.2 38.0+11.1°
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Figure 12

MNPCE 2in 2,000 PCE

Treatment Group Female Male
Mean + SD Mean + SD

Saline 4.7+1.8 3.8£1.0

Sal 12 7.3£2.9 5.8+3.0

Tween 7.3+2.7 5.4+0.5

GD 12 4.8+1.6 6.5+1.0

PGB 5.7£2.3 6.2+1.3
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6. DISCUSSAO GERAL

As epilepsias sdo um conjunto de transtornos neurologicos cronicos, caracterizadas
principalmente pela sustentada predisposicdo para gerar crises epilépticas. As causas para
um cérebro ser ou se tornar hiperexcitavel sdo as mais variadas, desde mutagdes genéticas,
traumas, infecgdes, transtornos metabdlicos, doencas autoimunes a origens desconhecidas
(DEVINSK et al., 2018; VEZZANI et al., 2019). As comorbidades associadas, como a
depressdo, ansiedade, prejuizos cognitivos, a refratariedade aos tratamentos e os efeitos
adversos dos farmacos disponivel na clinica (DEVINSK et al., 2018; BEGHI, 2019) torna as
epilepsias extremamente dramaticas para o paciente e para os familiares, representando um
alerta emergente para a ciéncia que busca compreender melhor as epilepsias e desenvolver

tratamentos eficientes.

Estudo com modelos animais de epilepsia investigam as dindmicas que ocorrem no
funcionamento do cérebro durante a epileptogénese e as suas consequéncias
neurofisiologicas, com isso, muitos mecanismos tém sido identificados, demonstrando
contribuicdo para essas alteragdes funcionais conhecidas paras as epilepsias (ARONICA et
al., 2017; VEZZANI et al., 2015; VEZZANI et al., 2019). A neuroinflamacéo, por exemplo,
é identificada como de especial importancia na progressao das crises e também tem sido

alvo de varios estudos com farmacos anti-inflamatorios (VEZZANI et al., 2019).

GD tem demonstrado efeitos promissores na atenuacdo de estresse oxidativo e
neuroinflamacdo em modelos de epilepsia e crises epilépticas. Pfluger et al., 2016 observou
que GD foi eficiente em atenuar ativacdo de células microgliais N9, in vitro, em modelo de
inflamacéo induzido por LPS, inibindo EROS e diminuindo a expresséo de iNOS, TNF- a,
fosforilagéo da p38 e caspase-9 clivada. Complementando esses achados, no presente estudo
observamos diminuicdo na expressao de COX-2, enzima essencial para conversdo do acido
araquidonico em prostaglandinas. Esses resultados em conjunto nos sugerem que GD tem
importante papel na atenuacdo da neuroinflamacdo, mecanismo relacionado com o

desenvolvimento e a progressao das crises epilépticas, como mencionado anteriormente.

Tais resultados podem ser sustentados por diferentes estudos do nosso grupo que
demonstraram o aumento da laténcia e diminuicdo de ocorréncia de crises epilépticas
induzidas por pilocarpina (PFLUGER et al., 2018a), INH e 4AP (PFLUGER et al, 2018b) e
AMINOPH (PFLUGER et al., 2020) em animais tratados com GD 300 mg/Kg, em Unica
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dose. No presente estudo também observamos aumento da laténcia e diminuicdo da
ocorréncia de crises epilépticas induzidas por PTZ em animais tratados com uma Unica dose
de GD 300 mg/kg.

Conforme justificamos inicialmente, este foi o primeiro estudo que avaliou o
tratamento subcrénico com GD 300 mg/kg. A dose do composto usada nesse estudo é
apoiada por De Oliveira et al., 2008, que identificou efeito dose-dependente de GD em
modelo Kindling de PTZ. Nesse estudo prévio, somente a dose de GD 300 mg/kg, mas nao a
de 100 mg/kg, foi eficiente em reduzir a porcentagem de crises epilépticas induzidas pelo
PTZ.

Em nosso estudo, o tratamento subcrénico com GD 300 mg/kg por 12 dias ndo
produziu aumento para a laténcia e diminuicdo de ocorréncia de crises. Com base nestes
resultados levantamos a hipdtese de que a administracdo subcrénica do composto pode
ativar vias de neurotransmissdo nédo estudadas até 0 momento. Além disso, talvez GD possa
modular alvos moleculares distintos pelo tratamento agudo e assim, 0 ajuste da dose se torna

importante no caso de experimentos de carater cronico como esse.

N&o podemos deixar de avaliar uma possivel relagdo entre a falha em proteger contra
as crises epilépticas induzidas pelo PTZ em tratamento subcrénico de GD e o aumento na
expressao dos receptores GIUN2B no hipocampo dos camundongos machos. O aumento na
expressao desses receptores ja foi relacionado com epileptogénese e excitotoxicidade, sendo
que o0 aumento sindptico é encontrado em diferentes condi¢fes, como causa primaria de
epileptogénese ou consequéncia de uma prolongada crise epiléptica (OKUDA et al., 2017).
Desta forma, mesmo que GD tenha modulado o sistema adenosinérgico através do aumento
de receptores adenosina A;, (resultado significativo somente nas fémeas), observado
também por Pflger et al., 2020, o papel neuroprotetor como anticonvulsivante endégeno da
adenosina (VIANNA et al., 2005) pode ndo ter sido efetivo para contrabalancear os efeitos
excitatorios exacerbados mediados pelo aumento de GIUN2B.

PGB, um farmaco antiepiléptico também usado para tratamento de pacientes com dor
crénica (BLOOMEL; BLOOMEL, 2007; MOORE et al., 2009) foi incluido como controle
positivo nesta investigagdo. Ndo obtivemos resultados significativos para nenhum dos
compostos (GD e PGB) no teste Hot Plate. A dose utilizada foi baseada no trabalho de
Nader et al., 2018, que obteve resultados promissores para PGB na protecdo de crises

epilépticas em modelo Kindling de PTZ. Porém, a dose pode ter sido insuficiente para
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proteger os animais do estimulo nociceptivo, mesmo que Satat et al., 2013 e Furgata et al.,
2018 tenham observado efeito antinociceptivo com a mesma dose de PGB em camundongos
no teste Hot Plate, outros autores s6 observaram tais efeitos com doses mais altas, como a
de 40 mg/kg observado por Hamada et al., 2018 e a de 200 mg/kg observado por Meymandi
et al., 2012. Além disso, o teste foi realizado no décimo dia do protocolo experimental, em
todos os dias anteriores os animais foram manipulados para administracdo farmacoldgica,
talvez o estresse induzido por tais manipulagdes possa ter influenciado no nosso teste, no

entanto, essa hipotese precisa ser melhor investigada.

Apesar da falha no efeito de PGB nos nossos experimentos, 0 aumento na expressao
de receptores adenosina A; identificado nas fémeas tratadas com PGB significa um novo

dado na literatura.

GD falhou em proteger os animais das crises epilépticas induzidas por PTZ no
presente estudo, mas mesmo assim tem demonstrado bons resultados como composto
neuroprotetor. A partir dos resultados encontrados nesse estudo, a administracao subcrdnica
desse composto parece modular vias diferentes daquelas observadas para o tratamento
agudo, indicando a complexidade da atividade de GD no SNC. E necessario, portanto,
entender melhor seu mecanismo de ac¢do, uma vez que o envolvimento na modulacdo de
expressdo do receptor GIuN2B pode aumentar a excitabilidade das redes neuronais

hipocampais e colaborar para progresséo das crises epilépticas.

Além da avaliacdo do envolvimento de GD na acetilacdo e desacetilacdo das
histonas, proposto no artigo, o ajuste da dose em experimentos subcrénicos é de especial
interesse, uma vez que a principal diferenca nesse trabalho em comparacdo com os

anteriores foi auséncia de efeito nos parametros comportamentais.

Assim como discutido no artigo que elaboramos a partir dos dados obtidos com
nossos experimentos, esse € o primeiro estudo do nosso grupo de pesquisa utilizando
camundongos fémeas. Obtivemos resultados interessantes, demonstrando que machos e
fémeas respondem de formas diferentes ao tratamento com GD na expressdo de COX-2,
GIuN2B e adenosina Ay, reforcando a necessidade de incluir roedores fémeas nos estudos

pré-clinicos.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo complementam os achados dos estudos anteriores
e reforcam que os efeitos de GD na protecdo contra crises epilépticas estdo relacionados a
modulacdo de vias neuroinflamatorias. No entanto € necessario incluir outros marcadores
neuroinflamatdrios nos proximos experimentos. O tratamento subcrdonico com GD
300mg/kg nao demonstrou efeitos protetores contra as crises induzidas pelo PTZ, avaliamos
a necessidade de adequar a dose para o préximo protocolo subcrénico e investigar 0s
mecanismos de acdo que possam estar envolvidos nos efeitos neuroprotetores deste

composto.

Compostos e farmacos com efeitos anti-inflamatdrios tém sido identificados como
promissores nos tratamentos experimentais de crises epilépticas e a sua manipulacdo em
estudos pré-clinicos sdo de especial importancia para entendermos as bases

neuroinflamatdrias envolvidas na patogénese das epilepsias.
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9. ANEXO

UFRGS

g U FRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA %CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comisséo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Ndamero: 36326

Tilo: Avaliagdo do efeito de Gama-decanolactona ap6s tratamento subcrdnico submetidos & modelo de

crise epiléptica induzido por pentilenotetrazol
Vigéncia: 01/03/2019 a 31/12/2020

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

PATRICIA PEREIRA - coordenador desde 01/03/2019

DEBORA AGUIRRE GONCALVES - Outra Fungdo desde 01/03/2019
LETICIA LAZZAROTTO - Aluno de Mestrado desde 01/03/2019
Pricila Fernandes Pfluger - Aluno de Doutorado desde 01/03/2019
Fernanda Marcelia dos Santos - Aluno de Mestrado desde 01/03/2019

Comissao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniao realizada em
11/02/2019 - Plenarinho - Andar Térreo do Prédio da Reitoria - Campus Centro da UFRGS-
Bairro Farroupilha - Porto Alegre, em seus aspectos éticos e metodolégicos, para a
utilizagao de 154 camundongos CF-1, machos e fémeas (77 machos e 77 fémeas), com até 02
meses de idade, peso médio de 25g, provenientes do Centro de Reproducgéo e
Experimentagao (CREAL) da UFRGS; de acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas
Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, o
Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), que disciplinam a produgéo, manutengao
e/ou utilizagao de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em
atividade de ensino ou pesquisa.
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g
MJ /) MI
/ i =

MARCELO MELLER ALIEVI
Coordenador da comisséo de ética
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