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RESUMO

A epilepsia, afeta mais de 65 milhdes de pessoas em todo o mundo. Recentemente tem
sido demostrado que as células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) exercem efeito anti-
inflamatdrio no sistema nervoso central e periférico em estudos com modelos experimentais de
epilepsia. Como o bacgo é um 6rgao central da imunidade celular e humoral e influencia direta
ou indiretamente o sistema nervoso central. No primeiro capitulo investigou-se em animais
esplenectomizados, submetidos ao protocolo de pilocarpina e tratados com ceélulas
mononucleares de medula 6ssea (CMMO) a biodistribuicdo das células transplantadas, avaliou-
se a expressdo de fatores inflamatorios e ainda a memdria espacial nos diferentes grupos. Para
atender os objetivos, foi utilizado o protocolo de pilocarpina (320mg/kg) para a inducdo de
status epilepticus (SE) em ratos Wistar machos esplenectomizados sete dias antes do SE. As
CMMO foram extraidas da medula Ossea de o0ssos longos de camundongos C57BI/6
transgénicos EGFP* e a separacdo foi realizada por gradiente de Ficoll. O transplante de CMMO
(100 pL contendo 1x107células EGFP*) foi realizado pela veia da cauda uma hora apds o
protocolo de pilocarpina nos animais que entraram em SE. Nos tempos de 12 e 24 horas ap06s 0
transplante os ratos foram eutanasiados para a obtencéo de amostras (cérebro, pulmao, figado,
rins e bacgo). Tanto a biodistribuicdo das células EGFP™ quanto a expressdo dos fatores
inflamatorios (Interleucina -1B, TNF-o, AIF-1 e Interleucina-10) foram avaliados com o uso do
gRT-PCR. A memoria espacial dos animais foi avaliada através do labirinto aquatico de Morris
(LAM) dez dias ap06s o SE. O resultado deste estudo mostrou que o as células injetadas pela
veia da cauda foram encontradas no baco, figado e rim de animais tratados com o baco e no
figado e rim de animais tratados sem o ba¢o. Vimos ainda que tratamento com as CMMO foi
capaz de diminuir as citocinas pro-inflamatérias no tecido cerebral e no baco dos animais
submetidos ao SE e também a esplenectomia apresentou um papel anti-inflamatério semelhante
ao das CMMO na expresséao de citocinas cerebrais nas primeiras 12 horas. No entanto para a
terapia com CMMO a esplenectomia nos animais com SE, prejudicou a eficécia do tratamento
perante a resposta inflamatoria e no teste do LAM, onde os animais tradados e
esplenectomizados com SE ndo desempenharam bem a tarefa proposta no teste. O que reflete
em falha na capacidade de aprendizagem e consolida¢cdo da memoria espacial bem como € vista
em ratos com SE sem o tratamento. A partir destes dados, no segundo capitulo, nos propomos
a investigar qual o papel do baco no desenvolvimento da epilepsia. O objetivo foi investigar a

importancia do baco na epileptogénese avaliando a frequéncia de crises, a memoria, 0



comportamento depressivo e a expressdo de fatores inflamatorios no tecido cerebral em dois
modelos de epilepsia do lobo temporal (pilocarpina e acido cainico (KA)). O projeto contou
com ratos Wistar machos jovens que foram esplenectomizados sete dias antes dos protocolos
de SE (pilocarpina (100mg/kg a cada 30min.) e acido cainico (KA) (5mg/kg a cada hora).
Durante os protocolos de SE, foram avaliadas a laténcia para a primeira crise, presenca de SE,
namero de crises e mortalidade durante o SE. Na fase cronica da doenca (50 dias ap6s o SE) 0s
ratos foram filmados por sete dias (24h/dia). O paradigma do reconhecimento de objetos (RO)
foi realizado na semana seguinte ao video monitoramento para testar memdoria de curta duracao.
E o teste do nado forcado foi realizado na semana apds o RO. A coleta do tecido cerebral para
a anélise de expressdo dos fatores inflamatdrios a partir de gRT-PCR foi efetuada apos a
finalizacdo de todos os testes. Sendo assim, os resultados do nosso segundo estudo revelou que
a esplenectomia reduz a laténcia para primeira crise neste protocolo de pilocarpina e ndo
influenciou na porcentagem de animais com SE, no nimero de crises e mortalidade durante o
SE. Porém no protocolo de KA a esplenectomia aumentou a laténcia de crises, reduziu a
porcentagem de animais que entraram em SE, diminuiu 0 nimero de crises e a porcentagem de
animais com mortalidade durante o SE. Na fase cronica a frequéncia de crises nao foi alterada
pela esplenectomia nos animais dos grupos com pilocarpina e KA. E a duragdo das crises
também ndo teve diferenciacdo pela esplenectomia nos dois modelos. A memdria de
reconhecimento de objetos foi prejudicada nos ratos epilépticos dos dois modelos, entretanto
nos ratos epilépticos e esplenectomizados os ratos apresentaram melhor desempenho no teste
em ambos os modelos. Todos os ratos epilépticos apresentaram comportamento depressivo
perante os resultados do nado forgado e a esplenectomia ndo mostrou influencia no teste do
nado forgcado. A expressdo de IL-1B e TNF-a em tecido cerebral nos ratos submetidos ao
protocolo de pilocarpina foi mais alta em relacdo aos animais do protocolo de KA e ndo houve
diferenca entre os grupos com baco e sem baco. A expressdo de AlF-1 foi negativa no tecido
cerebral dos ratos de todos o0s grupos deste estudo. E a expresséo em tecido cerebral de I1L-10
apresentou um aumento nos ratos epilépticos esplenectomizados nos dois modelos
experimentais. Com base nos resultados do nosso estudo foi possivel reconhecer que o baco
apresenta envolvimento tanto na terapia celular na fase aguda do SE, quanto no processo de

epileptogénese nos dois modelos de epilepsia.

Palavras chave: Baco, cérebro, epilepsia, inflamacao, memoria



ABSTRACT

In epilepsy, the most common serious neurological disorder, affects more than 65
million people worldwide. Several investigations in both humans and animals have shown the
effectiveness of bone marrow mononuclear cells (BMMC) as a therapy. The role of spleen is to
regulate the immune system, as it is the central organ of cellular and humoral immunity and
direct or indirectly influences the central nervous system. At the first chapter the objective of
this work was to investigate in splenectomized animals, that had undergone the pilocarpine
protocol and treated with Bone Marrow Mononuclear Cells (BMMC), the biodistribution of the
transplanted cells, to evaluate inflammatory factors expression and spacial memory along the
different groups. In order to achieve these objectives, the pilocarpine protocol (320 mg/kg) was
used to induce status epilepticus (SE) in male wistar rats that were splenectomized seven days
prior to SE. The BMMC were extracted from the Bone Marrow of long bones of C57B1/6
EGFP* transgenic mice and the separations accomplished through Ficoll gradient. BMMC
transplant was performed by injecting a 100 pL suspensions containing 1x10” EGFP* cells at
the tail vein of animals that presented SE one hour after the pilocarpine protocol. 12 and 24
hours after the cell transplant animals were euthanized for brain, lung, liver, kidneys and spleen
sampling. Both EGFP* cells biodistribution and inflammatory factors expression (Interleukin
1B, TNF-a, AIF-1 and Interleukin 10) were assessed through gRT-PCR. Spacial memory was
assessed through Morris Water Maze (MWM) ten days after SE. The result of this first study
demonstrated that cells injected at the tail vein were found in the spleen. We further found that
BMMC treatment was capable of diminishing pro-inflammatory cytokines at brain and spleen
tissues of animals submitted to SE. Also splenectomy played an anti-inflammatory role similar
to the BMMC transplant at brain cytokines expression throughout the first 12 hours. However
splenectomy seemed to have impaired BMMC therapy on animals submitted to SE.
Splenectomized animals developed more inflammation and did worse on MWM test. These
findings suggest failure on learning and spacial memory consolidation abilities as seen on SE
animals without BMMC treatment. From these data we proposed to investigate the spleen’s
role on epilepsy development. The objective of the second study was to investigate the
importance of the spleen in epileptogenesis evaluating crysis frequency, memory, depressive
behavior and brain tissue inflammatory factors expression in two temporal lobe epilepsy models
(pilocarpine and kainic acid (KA)). For this project male Wistar rats were splenectomized seven
days before pilocarpine (100 mg/kg) and KA (5 mg/kg per hour) SE protocols. During SE


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/epilepsy
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protocols the first crysis latency, SE presence and number of deaths were evaluated. At the
chronic phase (50 days after SE), rats were filmed 24 h/day during seven days. The object
recognition paradigm (OR) was performed one week next to video monitoring to evaluate short
term memory. The forced swimming test was carried out one week after OR. Brain tissues were
sampled for inflammatory factor expression analysis assays from gRT-PCR after all tests were
finished. Therefore, data from our second study revealed that splenectomy reduced the latency
to the first seizure in this pilocarpine protocol and did not influence at the percentage of SE
animals, number of seizures and mortality during SE. However, in KA protocol splenectomy
seemed to increase both seizure latency and the mortality percentage during SE. At chronic
phase, seizure frequency was not modified by splenectomy in both pilocarpine and KA groups.
Seizure duration remained unchanged by splenectomy in both models. Object recognition
memory was impaired on SE animals from both protocols, though splenectomized animals
showed better performance at this memory task in both protocols. On forced swimming test,
epileptic animals displayed depressive-like behavior and splenectomy did not influence forced
swimming results. IL-1p and TNF-o expression levels on brain tissue from SE rats that
underwent the pilocarpine protocol was higher when compared to those animals from KA
protocol and no difference was observed among groups with and without spleen. AlF-1
expression on brain tissue was negative on rats from all the studied groups. And the brain tissue
expression of 1L-10 was higher on epileptic splenectomized animals from both SE models.
Based on the results of our study it was possible to understand that the spleen plays a role not
only on cellular therapy and acute SE phase but also on the epileptogenic process on both

epilepsy models.
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APRESENTACAO

Apos a introducéo e referencial tedrico, o trabalho foi dividido em trés capitulos.

Capitulo I — Projeto 15/00480- Fase aguda
Avaliacdo da biodistribuicdo de células mononucleares de medula dssea em ratos

esplenectomizados e submetidos ao status epilepticus induzido por pilocarpina.
Capitulo Il - Projeto 7839 (2017-0012) - Fase crbnica
Avaliar a importancia do baco na epileptogénese e na resposta inflamatoria nos modelos

epilepsia de pilocarpina e de cido cainico em ratos wistar.

Capitulo I11- Concluséo geral do trabalho

*Cada capitulo ira apresentar: hipétese, objetivos, metodologias, resultados e

discusséo.
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1-Introducao

A epilepsia ¢é altamente prevalente na populacdo em geral, afeta pessoas de todas as
classes sociais, todas as idades interferindo significativamente de maneira negativa na
qualidade de vida das pessoas com esta sindrome. Em paises desenvolvidos a prevaléncia é de
5-8 pessoas a cada 1000 e em paises em desenvolvimento a prevaléncia aumenta, sendo 10
casos a cada 1000 pessoas (Moshé, Perucca et al. 2015). As diferencas podem ser justificadas
devido ao aumento de fatores de risco para epilepsia, como infeccdes, e qualidade nos
atendimentos de pré-natal e pds-natal (Moshé, Perucca et al. 2015). Existem mais de 40 tipos
de epilepsia e a classificacdo da doenca é realizada com base na avaliacdo do perfil de crises, 0
local de foco epileptogénico e responsividade do paciente aos farmacos.

A epilepsia do lobo temporal (ELT) € um dos tipos de epilepsia existentes e o paciente
desenvolve crises no sistema limbico temporal comprometendo a memoria e cognicdo, outro
agravante da ELT é o dificil controle das crises através dos farmacos disponiveis (Hoppe, Elger
et al. 2007). Na ELT o dano neuronal pode ser a causa da epilepsia (fase aguda) (Angeleri,
Majkowski et al. 1999, Pagni and Zenga 2006), seguido da epileptogénese, uma série de eventos
que transformam o cérebro, tornando-o epiléptico (fase latente) (Engel, Babb et al. 1989). Apds
0 periodo de epileptogénese o0 cérebro passa a apresentar crises espontaneas e recorrentes
(CERs) fase (fase cronica) (Cavalheiro, Leite et al. 1991).

Uma emergéncia médica denominada com o termo “Status epilépticos” (SE), € um
periodo no qual ocorrem uma série de crises convulsivas ou uma crise suficientemente
prolongada em um curto espaco de tempo, levando a um estado epiléptico (Gastaut 1973).

A neuroinflamacéo na epilepsia desempenha um papel importante no desenvolvimento
e manutencdo das crises. Existem ainda questionamentos sobre o inicio da crise gerar a
inflamacdo, ou a inflamacdo gerar a primeira crise. Sabe-se que ap6s o SE a expressao de
citocinas e fatores inflamatoérias aumentam no tecido cerebral. E na fase cronica a presenca de
elementos inflamatdrios ainda é encontrada em tecido cerebral (Vezzani, Balosso et al. 2012).

No primeiro capitulo, este estudo da continuidade a outras investigagdes com celulas
mononucleares da medula 6ssea (CMMOQO) na fase aguda, e no segundo capitulo, aborda
investigacOes sobre a fase cronica da epilepsia experimental. Os dados apresentados aqui estéo
inseridos na linha de pesquisa sobre os efeitos das CMMO na epilepsia do nosso laboratorio de

neurociéncias da PUCRS. A partir do estudo inicial (Ferro 2008), varios experimentos vém se
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desenvolvendo no nosso laboratoério e de forma significativa vamos construindo uma melhor
interpretacdo e compreensédo sobre esta terapia no modelo de epilepsia (Costa-Ferro, Vitola et
al. 2010, Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-Ferro, Souza et al. 2012, Leal, Costa-Ferro et al.
2014, Zanirati, Azevedo et al. 2015). Nos estudos desenvolvidos foi observado, por
imunofluorescéncia que as células injetadas pela veia caudal, chegavam em pequena quantidade
ao cérebro, porém migravam e permaneciam no bago. No primeiro capitulo deste trabalho foi
investigado se a migracdo de células para o baco apresentava alguma relevancia para o
tratamento de CMMO em ratos ap6s 0 SE desenvolvido pelo protocolo de pilocarpina (fase
aguda). No segundo capitulo desta pesquisa foi investigado o efeito da esplenectomia em dois
modelos experimentais de epilepsia, acido cainico e pilocarpina (fase cronica).

A pilocarpina é um agonista colinérgico que atua nos receptores muscarinicos (Turski,
Cavalheiro et al. 1983, Cavalheiro, Leite et al. 1991). Enquanto que o acido cainico possui um
mecanismo de ac¢do envolvendo os receptores de cainato no hipocampo (Avoli, D'Antuono et
al. 2002, Lévesque and Avoli 2013). O baco apresenta inervacao simpética eferente (Bonaz,
Picq et al. 2013), e possui receptores colinérgicos nos neurénios pés-ganglionares simpaticos
do ganglio celiaco que seguem pelo nervo esplénico, a ativacdo do nervo esplénico aumenta 0s
niveis de acetilcolina no baco (Pavlov, Parrish et al. 2009, Vida, Pefa et al. 2011). Devido as
relacfes do bago, com o sistema colinérgico optamos por estudar o modelo de acido cainico e

pilocarpina para investigar se a esplenectomia tem influéncia na epileptogénese.
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2 Referencial teorico

2.1. Aspectos historicos: Epilepsia

A epilepsia € uma sindrome neuroldgica que afeta, hoje, cerca de 65 milhdes de pessoas
no mundo (Moshé, Perucca et al. 2015). A epilepsia tem sido associada, ao longo da histéria da
humanidade, as causas misticas, que oscilam desde as sagradas até as demoniacas. O conceito
grego da epilepsia referia-se sobre a natureza sobrenatural das crises, nesta época acreditava-se
que a epilepsia era uma “doenga sagrada”. Por volta de 400 a.C. com o surgimento das escolas
médicas, Hipdcrates afirmou que em pacientes com epilepsia a causa estava localizada no
cerebro (Masia and Devinsky 2000).

As descricBes mais antigas sobre a epilepsia sdo de origem babilénica onde toda a
atividade médica e medicos estavao sob a protecdo direta dos deuses e a doenca era a punicédo
divina (Garcia-Albea 1999). As primeiras descri¢des conhecidas sobre epilepsia correspondem
a textos de escritos cuneiformes compilados entre os anos 1067 e 1046 a.C. que estdo incluidos
no livro chamado Sakikku, considerado como o livro de todas as doencas. Neste livro, a
epilepsia foi chamada antashube ou antasubba, um termo cuja traducdo significa "doenca
caindo” (Temkin 1971, Eadie and Bladin 2001). Avicena um grande médico persa na Idade de
Ouro do Isla (inicio da época medieval), contribuiu em varios campos da medicina, incluindo
a neurologia (Pearce 1998, Masia and Devinsky 2000). A sua obra mais famosa foi o “Livro da
Cura”, que é uma enciclopédia filosofica e cientifica, e o “Cénone da Medicina”, nos seus
relatos ele descreve que 0s pacientes epilépticos apresentavam crises e também apresentavam
sintomas periféricos como desconfortos gastricos e febre. Ele acreditava em uma relacéo entre
0 cérebro e outros 6rgédos do corpo, como estdbmago, baco e figado (Dadmehr, Amini-Behbahani
et al. 2018).

Os antigos gregos pensavam que apenas um Deus poderia jogar as pessoas no chéo,
priva-las de seus sentidos, produzir convulsbes e trazé-los de volta para a vida. E assim, a
epilepsia passou a ser chamada de a "Doenca sagrada”. Em torno de 400 a. C. para Hipdcrates
(460- 357 a. C.) a epilepsia era um desequilibrio dos humores e era considerada hereditaria,
porque estava no cérebro, um cérebro transbordando com um catarro: "quando a fleuma passa
por dentro dos vasos sanguineos do corpo, isso faz com que ocorra um ataque (Temkin 1971).
E foi ele que desmistificou a doenga como sagrado: “Isto ndo é nem mais divino nem mais

sagrado do que qualquer outra doenga” (Riggs and Riggs 2005).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Livro_da_Cura
https://pt.wikipedia.org/wiki/Livro_da_Cura
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enciclop%C3%A9dia
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A2none_da_Medicina
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Posteriormente, durante a idade média os avancos dos aspectos clinicos e tedricos sobre
a epilepsia permaneceram estaticos. Este foi um tempo de feiticeiros, nesta epoca as mulheres
com epilepsia foram rotuladas como bruxas, e muitas foram trancadas, queimadas ou enterradas
vivas (Masia and Devinsky 2000).

Na idade Moderna, grandes avangos ocorreram sobre a etiologia, classificacdes e
tratamentos. O médico belga Andréas Vesalius (1514-1564), considerado o pai da anatomia,
foi quem reconheceu a epilepsia focal. Apos esse periodo foram surgindo hipoteses sobre ser
conceituado que o cérebro é principal 6rgdo envolvido nas crises epilépticas, sobre o0s
mecanismos, e possiveis causas que pudessem levar as crises epilépticas (da Mota Gomes
2006). O Inglés Thomas Willis, considerado o pai da neurologia, em suas publicacdes (1664 e
1672), centra esta doenca no cérebro, e afirma que as crises epilépticas sdo o resultado de uma
violenta explosao quimica (Pestronk, Cornblath et al. 1988). Samuel Tissot, 1770, definiu a
epilepsia como uma doenca que interfere com os sentidos e é acompanhada por convulsdes com
varios graus de gravidade que afetam muitas partes do corpo (Karbowski 1997).

Os estudos sobre epilepsia foram possiveis gracas aos trabalhos de John Hughlings-
Jackson (1834-1912) comumente apelidado de “Pai da epilepsia”, foi um neurofilésofo e
pensador que devido ao seu trabalho revolucionou as teorias da fisiopatologia e da epilepsia
(Eadie 2007) numa época em que ainda se desconhecia a base eletroquimica da transmissdo
nervosa (Chaudhary, Rodionov et al. 2012). Examinando em necropsia as regides do sistema
nervoso lesadas em muitos tipos de epilepsia focal, Jackson estabeleceu as correlacdes entre as
regides lesadas e os tipos de epilepsia. Ele acreditava que a convulsdo era o resultado
caracteristico de uma descarga excessiva e desordenada de certas regides do encéfalo. Jackson
definiu a epilepsia como “uma descarga subita, excessiva e rapida da substancia cinzenta”
(Franky 2004). Os fundamentos da Escola de Jackson foi o impulso para Victor Horsley dar
inicio as primeiras cirurgias de epilepsia por volta dos anos 1880 (Feindel 1995, Wichert-Ana,
Carlotti Janior et al. 2003). Em 1825, Bouchet e Cazauvieih investigaram uma forma de
epilepsia localizada no lobo temporal, que ficou conhecida como esclerose mesial hipocampal
(Eadie and Bladin 2001). Em 1880 Sommer constatou que no hipocampo ocorria morte ou
atrofia de neurdnios de CAL e que era a causa das crises convulsivas; por isso, essa regiao
hipocampal ficou conhecida como setor de Sommer. Assim como, a astrogliose esté associada
a esses fendmenos. De fato, essa gliose reacionaria confere um aspecto duro e firme do
hipocampo, dai o nome esclerose hipocampal atribuido por Bouchet e Cazauvieih (Steinhauser
and Seifert 2002). Em 1929 Hans Berger e Carmichel registraram correntes elétricas do

encéfalo humano, o que eles chamaram de eletroencefalograma. Além disso, eles descreveram
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as ondas lentas 3 Hz como crises de auséncia, conseguiram gravar crises ténico-clonicas
generalizadas, confirmando os conceitos de Jackson ao registrarem a atividade elétrica no
cortex cerebral (Tyler 1984). Todos estes e muitos outros estudos que nao foram citados aqui
contribuiram para uma melhor compreensao das patologias subjacentes ao sistema nervoso e

abriram caminho para o que hoje se conhece sobre a epilepsia.

2.2 A epilepsia nos dias de hoje.

A epilepsia, a partir da nova classificagdo internacional da epilepsia e sindromes
epilépticas é considerada uma doenca e ndo mais uma sindrome (International League Against
Epilepsy- ILAE) (Falco-Walter, Scheffer et al. 2018). A epilepsia compreende manifestacoes
clinicas apresentadas como crises espontaneas e recorrentes (CERS) (Bear, Connors et al. 2008).
As CERs sdo resultados de disparos elétricos intensos, sincronizados e ritmicos de populacGes
neuronais no sistema nervoso central (SNC) e de excitabilidade excessiva, na auséncia de
condicdo toxico-metabdlica ou febril (de Graaf and Kayed 1973, Rogawski and Porter 1990,
McNamara 1994). As crises, nos pacientes sdo acompanhadas por padrbes de
eletroencefalograma (EEG) de grande amplitude e frequéncia e podem refletir em um
desequilibrio da excitacdo e da inibicdo sinaptica do encéfalo, ou interconexdes excitatorias
excessivamente intensas ou densas (Bear, Connors et al. 2008).

O Status Epilépticos (SE) é caracterizado por crises epilépticas prolongadas e repetidas
em intervalos curtos e é um caso de emergéncia neuroldgica grave em pacientes com epilepsia
(de Graaf and Kayed 1973, Sander and Hart 1999, Kirmani, FAES et al. 2018). A etiologia da
doenca abrange muitos fatores incluindo tumores cerebrais, trauma encefalico, disfuncao
metabdlica, infeccbes no SNC, doenca vascular, convulsées febris ou por fatores desconhecidos
(Engel, Babb et al. 1989, Sander and Hart 1999). Sendo basicamente envolvidos trés fatores
causais: predisposicdo individual, presenca de lesdo epileptogénica cerebral e alteracGes
bioquimicas ou elétricas cerebrais (Sander and Hart 1999).

A epilepsia é caracterizada pelo local do foco epiléptico no cérebro e pelo padréo de
crises apresentadas pelo paciente. Aspectos comportamentais de uma crise dependem dos
neurdnios envolvidos e dos padrGes de atividade destes. Crises cerebrais podem ser
generalizadas, envolvendo todo o cértex e ambos os hemisférios ou parciais envolvendo
somente uma area circunscrita do cortex (da Silva and Cavalheiro 2004, Bear, Connors et al.

2008). Crises parciais sdo anatomicamente bem marcadas, se iniciarem em uma pequena regiao
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do cdrtex motor podem causar movimentos clénicos de parte de um membro (Fisher, Boas et
al. 2005). Se iniciarem em uma &rea sensorial, podem dar uma sensa¢do anormal ou aura,
podendo ser auras bem definidas como o dejavi (sensacdo de que algo ja aconteceu) ou
alucinacbes podendo envolver o cortex dos lobos temporais, incluindo o hipocampo e a
amigdala, prejudicando a memoria, o pensamento, e a consciéncia, assim como odores
singulares ou luzes cintilantes que podem ocorrer. As crises parciais podem espalhar-se de
forma incontrolavel e se tornarem crises generalizadas. Em crises generalizadas a maioria dos
neurdnios corticais estdo envolvidos, levando a perturbacdo por varios minutos (da Silva and
Cavalheiro 2004, Bear, Connors et al. 2008). Durante a crise a consciéncia é perdida, e 0s
musculos podem ser comandados por padrdo de atividade ténica (contracdo muscular) ou
clénica (relaxamento muscular-espasmos ritmicos) ou pelos dois padrdes tendo um perfil de
crise ténico-clénica (da Silva and Cavalheiro 2004, Bear, Connors et al. 2008). Existem cerca
de quarenta tipos descritos de epilepsia, que constam no quadro de classificacdo internacional
da epilepsia e sindromes epilépticas. A classificacdo € feita a partir de dados como o tipo de
crise, idade do inicio da crise, sinais clinicos ou neuroldgicos, padrdes eletroencefalograficos e
prognostico (Falco-Walter, Scheffer et al. 2018). Dentre os diversos tipos de epilepsia o tipo
mais comum ¢ a epilepsia do lobo temporal (ELT), que acomete cerca de 70% dos pacientes e
que frequentemente representa um distdrbio refratario ao tratamento sendo essa taxa de cerca
de 30% (Boison and Steinh&user 2018).

2.3 Epilepsia do lobo temporal (ELT)

O lobo temporal é uma regido do cérebro envolvida em funcdes cognitivas, linguagem
e memoria. Nas estruturas profundas deste lobo, encontramos a amigdala e o hipocampo. As
primeiras descobertas sobre a funcéo hipocampal surgiram através da observacao dos pacientes.
Alois Alzheimer (1864-1915), um neuroanatomista alemdo, que observou no hipocampo
mudancas morfoldgicas especificamente associadas a uma forma de deméncia amnésica
(Squire 2004). Em 1950, a importancia do hipocampo na meméria foi demostrada por Scoville
e Milner ao estudar o paciente H.M., que desenvolveu amnesia anterdgrada global apds
remocgdo cirdrgica bilateral dos lobos temporais inferiores. Desde entdo, centenas de
publicacBes contribuiram para o conhecimento do papel do hipocampo na constru¢do da
memoria de eventos complexos, ou memoria episédica (Squire 2004). Na maioria dos casos 0

desenvolvimento da ELT classica é idéntica em aproximadamente 80% dos pacientes e o foco
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epiléptico esta associado a alteragBes hipocampais (Mathern, Adelson et al. 2002, Pitk&nen and
Sutula 2002). Tem sido reportado que pacientes com ELT apresentam prejuizo da memodria,
alteracdes comportamentais como depressao, ansiedade e psicoses e déficits cognitivos em
decorréncia do dano hipocampal (Hoppe, Elger et al. 2007). Do ponto de Vvista
anatomopatoldgico a esclerose hipocampal € caracterizada pela perda neuronal, principalmente
nas células do setor de Sommer (CAL) e dos neurdnios da regido hilar, com gliose,relativa
preservacdo de CAZ2, subiculum e giro denteado (Babb, Wilson et al. 1987) (Figura 1).
Ocorrendo também uma reorganizacao axonal, dispersao de células granulares, brotamento de
fibras musgosas, e neurogénse na camada molecular do giro dentado (Berkovic, Andermann et
al. 1991, Gloor and Guberman 1997, Buckmaster and Haney 2012, Lévesque and Avoli 2013).
Alem disso, lesdes do sistema limbico temporal sdo responsaveis pelos principais sintomas de
crises parciais, complexas, recorrentes e com generalizacdes secundarias (Mathern, Giza et al.
1999, Bartolomei, Khalil et al. 2005, Curia, Longo et al. 2008, Zhong, Ren et al. 2016).

Em pacientes apds uma lesdo inicial precipitante, (febre, trauma, AVC, infecgdo, etc.)
que leva a ocorréncia das primeiras crises, € a primeira fase (fase aguda). Seguido de uma fase
silenciosa (clinicamente, sem crises), onde ocorrem muitos remodelamentos teciduais: perda
neuronal, gliose, reorganizacao sinaptica inflamacao, neurogénese, migracdo neuronal, e outras
manifestacbes anatomopatoldgicas estes participam da epileptogénese, ou seja, ©
desenvolvimento progressivo de hiperexcitabilidade (epileptogénese). E uma terceira fase da
ELT onde surgem as CERs (fase crénica) (Mathern, Adelson et al. 2002, Curia, Longo et al.
2008).
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b Hippocampal Anatomy
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Figura 1: O hipocampo. (a) Representacdo da localizacdo do hipocampo em cérebro humano e (b) anatomia do
hipocampo humano com suas regides demarcadas. (c) Representacdo esquematica da organizacao estrutural do
hipocampo de ratos. Sabe-se que o hipocampo é conectado ao cértex entorrinal através de diferentes circuitos
anatdmicos que foram bem descritos. Particularmente, a via perfurante se projeta do GD e do CA3 para 0 CAl
(setas verdes e azuis). Uma das caracteristicas deste circuito é a sua direcionalidade entre as diferentes camadas
neuronais. O DG, CA3 e as camadas apicais de CAL (setas laranjas) projetam-se principalmente através das
camadas superficiais do cdrtex entorrinal (II e I1l). Evidéncias tém relatado que o hipocampo é altamente
vulneravel & perda de células por meio de atividade convulsiva, particularmente nos subcampos CAl e CA3
(marcas vermelhas). A dispersdo de células granulares dentadas (setas amarelas) e brotamento axonal intenso
(asteriscos) sdo comuns no processo de epileptogénese. Essas mudancgas estruturais afetam a organizacdo e a
funcdo dos circuitos do hipocampo e contribuem para o estabelecimento da ELT (Jarero-Basulto, Gasca-Martinez
et al. 2018, Anatomyinfo 2018 ).

2.4 Epilepsia e neuroinflamacao

A neuroinflamac&o esta presente em diversas doencas do SNC. Uma delas é a epilepsia.
Infeccdo, inflamacdo e fatores inflamatdrios como citocinas podem contribuir para a
predisposicao e ocorréncia de crises relacionadas com o dano cerebral (Aarli 1993, Jankowsky
and Patterson 2001, Vezzani and Granata 2005, Ravizza, Boer et al. 2006). NoOs e outros
pesquisadores demostramos que a administracdo de drogas convulsivantes em roedores
provocam neuroinflamagéo, envolvendo as células endoteliais, gliais e neur6nios (Vezzani and
Granata 2005, Oby and Janigro 2006). Neuroinflamacdo induzida pelo SE é detectavel em
niveis significativos durante a fase de epileptogénese que antecede o inicio das CERs, mas é
também encontrada no tecido epiléptico crénico (De Simoni, Perego et al. 2000, Gorter, van
Vliet et al. 2006). Interleucina-1p (IL-1B) e IL-1R (receptor), Interleucina-6 (IL-6),
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Interleucina-8 (IL-8), TNF-a e proteina quimiotética de mondcitos-1 (MCP-1) sdo rapidamente
reguladas no encéfalo depois do SE (41-47). A IL-1 beta e IL-1R (receptor) apresentam seus
niveis aumentados no cérebro apds as crises (Ravizza, Boer et al. 2006). Além disso, IL-1,
TNF-o ¢ IL-6 apresentam expressdes aumentadas na microglia e nos astrocitos do tecido
epiléptico, podendo levar ao recrutamento do sistema imune inato (Vezzani and Granata 2005).
Estudos do nosso laboratério, em modelo agudo e cronico da epilepsia experimental
demostraram um aumento de citocinas pro-inflamatorias como IL-1p e TNF-o (Costa-Ferro,
Souza et al. 2012) no tecido cerebral e no soro desses animais.

Sabe-se também, que as microglias e as células gliais podem ser ativadas e secretarem
citocinas inflamatorias no microambiente (Cohen and Schwartz 1999). As microglias ativadas
apresentam caracteristicas como, alteracdes hipertréficas, expressao aumentada de moléculas
de superficie e liberacdo de substancias biologicamente ativas e pode desempenhar um papel
fundamental na coordenacao da resposta inflamatéria do SNC, notadamente como sua ativagao
precede a infiltracdo de células imunoldgicas periféricas (Schwab and Bartholdi 1996,
Schroeter, Jander et al. 1999). Na epilepsia, as micrdglias podem estar envolvidas na expressao
de citocinas que auxiliam na geracdo de crises, na regulacdo da atividade neuronal, no processo
de neurogénese, na aquisicdo de memoria e aprendizado, na plasticidade sinaptica e em outros
fatores cerebrais importantes (Vezzani, Balosso et al. 2012, Eyo, Murugan et al. 2017). Um dos
fatores expressos pela microglia é o fator inflamatdrio aloenxerto-1, AlF-1. Fator que é um
bioativo, marcador de microglia por compartilhar sequéncias de aminoacidos idénticas com o
AIF-1 humano (Kuschel, Deininger et al. 2000). E por ser constitutivamente expressa por
células dendriticas (CD) de 6rgéos linfocitarios e macrdfagos teciduais (Schluesener, Seid et al.
1998, Chen, Kelemen et al. 2004, Rana and Musto 2018).

Moléculas enddgenas proprias do SNC podem se originar durante a neuroinflamacao.
Estas moléculas podem alertar e atrair células imunes para o local danificado, sdo padrbes
moleculares associados a danos (DAMP- Damage-associated molecular patterns). Os DAMPs
tém receptores proprios que estdo em uma classe de receptores de reconhecimento padréo
(PRR). Receptores Toll-like (TLR), receptores Nod-like (NLR) sédo exemplos de PRR (Paiva-
Oliveira, Silva et al. 2012). Os DAMPs s&o liberados no espaco extracelular por células mortas
ou células doentes no tecido cerebral. Exemplos de DAMPs séo acidos nucléicos, nucleotideos,
proteinas e lipideos. Entre as proteinas do SNC classificadas como DAMP e que ativam PRR
estdo a HMGBL1 (High mobility group box-1) esta proteina esta envolvida em uma série de
cascatas inflamatorias sendo uma das primeiras a entrar em acdo frente a um dano. Uma familia

de proteinas chamadas NLR também esta relacionada ao inicio da resposta inflamatoria em
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especial o tipo NLRP3 que esta relacionada ao aumento de crises e no cérebro é expresso
primeiramente na microglia. Auxilia na formacdo de inflamassomas, que sdo complexos
multiproteicos essenciais para iniciar uma cascata inflamatdria. Existem diversos tipos de
inflamassomas e sua acdo depende da sua formacéo proteica. O tipo de inflamassoma gerado a
partir de NLRP3 € responsavel pela producédo de IL-1p e pode regular a formagdo de HMGBI.
Juntas IL-1p ¢ HMGBI1 regulam a formagdo de outros fatores inflamatérios como IL-6
(Somera-Molina, Robin et al. 2007, Van Gassen, De Wit et al. 2008, Paiva-Oliveira, Silva et
al. 2012).

Fatores inflamatdrios promovem a expressdo de moléculas de adesdo em células
endoteliais vasculares, comprometendo a funcdo da barreira hemato-encefalica (BHE)
permitindo a infiltracdo no encéfalo de neutrdfilos, mondcitos, macréfagos e linfocitos T.
Assim, a interacdo entre leucdcitos e células endoteliais vasculares modulam as CERs em
modelo roedor de ELT (Fabene, Mora et al. 2008).

A relacdo exata entre os fatores inflamatdrios sistémicos e patologias do SNC ndo sao
bem conhecidos tanto do ponto de vista do cérebro quanto do sistema imune (Offner,
Subramanian et al. 2006, Riazi, Galic et al. 2010). Sabe-se que interagdes entre leucdcitos e
células endoteliais modulam as CERs em ratos submetidos ao modelo de ELT (Fabene, Mora
et al. 2008). Foi demonstrado que as células granulares do giro dentado passam por uma grande
mudanca morfolégica na ELT, estas mudancas foram associadas a subpopulacdo F4/80
(macréfagos derivados de fagocitos mononucleares periféricos). Assim como, Zanotti e
colaboradores (2011) demonstraram que a injecdo sistémica e continua (10 dias) de lipossomas
de clodronato em camundongos, induziu uma reducéo entre 60-85% das células F4/80 no baco
(Zattoni, Mura et al. 2011). No entanto, a respectiva contribuicao de celulas imunes periféricas
e residentes no cérebro para a epileptogénese é pouco compreendida (Fabene, Mora et al. 2008,
Marchi, Johnson et al. 2011).

2.5 Tratamento

As drogas antiepilépticas (DAESs) sdo amplamente utilizadas no tratamento da epilepsia
e a histéria das medicagdes anticonvulsivantes data do século passado. Em 1857, Locock
reconheceu a agdo anticonvulsiva do bromo e, em 1912, Hauptmann, a do fenobarbital
(Klitgaard 2005). Toman e Taylor em 1945 concluiram que, ndo era possivel desenvolver um

antiepiléptico que controlasse todas as formas de crises e que fosse Util para todos os epilépticos.
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Dados de pacientes epilepticos sugerem que, embora as drogas antiepilépticas sejam eficazes
na supressao de convulsdes, elas ndo alteram o processo epileptogénico subjacente (Temkin
2001).

Aproximadamente 30-40% dos pacientes, as crises recorrem em diferentes graus de
intensidade frente ao tratamento com drogas antiepilépticas. Alguns pacientes tém convulsdes
debilitantes, qualificando-se como tendo epilepsia "refrataria” (Kwan and Brodie 2006). Assim,
0 tratamento com drogas antiepilépticas pode, na melhor das hipdteses, apenas melhorar a
gravidade ou a frequéncia das crises. Para esses pacientes refratrios ao tratamento
medicamentoso, a cirurgia para epilepsia € uma opcao, contudo ainda existe uma parcela
consideravel (20-30% dos candidatos) que nao se beneficiard dessa opcao por serem inelegiveis
ao tratamento cirdrgico. Para tais pacientes terapias como a estimulacdo do nervo vago (ENV)
podem trazer beneficios (Penry and Dean 1990). O nervo vago é o maior nervo craniano e inclui
fibras A e B mielinizadas e fibras C ndo mielinizadas. Cerca de 80-90% de suas fibras sdo
aferentes, predominantemente visceral, codificando informagGes sensoriais sem dor, e
emergem de, ou convergem para, ncleos: o nucleo dorsal do nervo vago, o nicleo ambiguo, o
nucleo do trato solitario e o nucleo espinhal trigeminal (Schachter and Saper 1998). A ENV foi
primeiramente sugerida por Corning em 1880 (Lanska 2002), e em 1938 Bailey e Bremer
descreveram que a estimulacdo do nervo vago poderia sincronizar a atividade no cortex orbital
(Bailey and Bremer 1938). Em 1988 ocorreu o primeiro implante de estimulador vagal em
humanos, e foi aprovado pelo FDA em 1997 (Penry and Dean 1990). Entretanto, sua eficacia é
controversa, na versao de 2018 da Cochrane foi definido que ENV poderia ser usado como um
tratamento neuro-modulador de longo prazo com o uso concomitante de DAEs (Panebianco,
Rigby et al. 2015).

A busca e o aperfeicoamento de novas terapéuticas para pacientes com epilepsia sao
essenciais. Novas estratégias terapéuticas precisam ser desenvolvidas e, nesse contexto, nos
ultimos anos a terapia celular surge como um dos tratamentos potenciais das doencas que
acometem o SNC (Dharmasaroja 2009). Nesta ultima década, 0 nosso grupo tem estudado o
efeito das células mononucleares da medula dssea (CMMO) no modelo experimental da
epilepsia (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010, Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-Ferro, Souza et
al. 2012, Leal, Costa-Ferro et al. 2014, Zanirati, Azevedo et al. 2015) e em estudos com
pacientes epilépticos (estudos Fase | e Fase I, de seguranca e de efeito terapéutico)(DaCosta,
Portuguez et al. 2016). Os dados clinicos demonstram que a terapia com CMMO efetivamente

reduziram as CERs com melhora significativa nos padrées de EEG, assim como, as fungdes
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cognitivas e neuroldgicas nos pacientes participantes do estudo (DaCosta, Portuguez et al.
2016).

2.6 Terapia celular

As células-tronco tém como principal caracteristica a capacidade, tanto de se
autorregenerar quanto de se diferenciar. Fazem parte de uma unidade natural do
desenvolvimento embrionério e da reparacao tecidual. E constituem um subconjunto de células
imaturas indiferenciadas e ndo especializadas (Morrison, Shah et al. 1997). A medula 6ssea é
uma fonte permanente de células-tronco adultas (Kérbling and Estrov 2003). As células-tronco
hematopoiéticas que residem na medula 6ssea tém como funcdo mediar a producéo de linhagens
mieldides e linfoides. A medula dssea €, na realidade, uma fonte permanente de células-tronco
pluripotentes (CMMO), que podem originar ndo somente linhagens celulares hematopoiéticas
(CTH) e mesenquimais (CTM), mas também células de vasos sanguineos (musculares lisos e
endoteliais), e em linhagens embriologicamente mais distantes, tais como hepatdcitos e células
do sistema nervoso (Korbling and Estrov 2003). As CMMO também se mostram capazes de
reduzir a resposta inflamatdria (Chamberlain, Fox et al. 2007), e foi demonstrado que as CTM
podem secretar citocinas como INF-y, TNFa, TGF, IL-4 e IL-6 (Karnoub, Dash et al. 2007).

As CTMs, conhecidas também como células tronco esqueléticas, células estromais ou
ainda células estromais mesenquimais, sdo células multipotentes capazes de se diferenciar em
varias linhagens como osteogénica, condrogénica, adipogénica, dentre outras, além de possuir
alta viabilidade e capacidade de auto renovagdo com senescéncia limitada (Asari, Furukawa et
al. 2012, Yang and Rosenberg 2016). Essas células podem ser encontradas em varios 6rgdos e
a sua quantidade pode variar de acordo com o local. Dentre 0s principais sitios de CTM tem-se
o0 sistema nervoso central, pele (Gurevitch, Kurkalli et al. 2003, Pombero, Garcia-Lopez et al.
2016), sangue periférico, figado (Liu, Zhuge et al. 2009), trato gastrointestinal (Presnell,
Petersen et al. 2002), sistema nervoso periférico, pancreas (Mayhall, Paffett-Lugassy et al.
2004), vasos sanguineos, coracdo (Beltrami, Barlucchi et al. 2003), cdrnea, musculo esquelético
(Jiang, Jahagirdar et al. 2002), liquido amni6tico, sangue do cordao umbilical e placenta (Bobis,
Jarocha et al. 2006), medula 6ssea e o tecido adiposo(Barry and Murphy 2004) (Murphy et al.,
2003). Em doencas neuroldgicas muitos protocolos pre-clinicos ja& mostraram beneficio da
terapia celular em modelos animais de isquemia (Chopp and Li 2002, Chen, Kelemen et al.
2004) e doenca de Parkinson (Lindvall and Bjorklund 2004).
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No nosso laboratdrio foi investigado o efeito do transplante intravenoso das CMMO em
ratos com epilepsia aguda e cronica, nestes estudos nossos dados mostraram que as CMMO
diminuiram os niveis das citocinas pro-inflamatéria (TNF-a, IL-1p e IL-6), aumentaram a
expressao de 1L-10 no cérebro e no soro dos animais que receberam as CMMO (Costa-Ferro,
Souza et al. 2012). Mostramos também que os animais tratados com CMMO tiveram uma
menor perda dos neurdnios hipocampais e uma diminuicao das células gliais. Ao mesmo tempo
aumento significativo de células que expressavam DCX, um marcador de novos neurdnios. Os
animais epilépticos apresentaram uma reducdo significativa das crises recorrentes espontaneas
e mantiveram a atividade de LTP (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010, Costa-Ferro, Souza et al.
2012, Leal, Costa-Ferro et al. 2014), melhoraram a memoria espacial (Venturin, Greggio et al.
2011) e modularam fatores troficos (Zanirati, Azevedo et al. 2015). Nosso protocolo clinico,
demostrou que o tratamento em pacientes epilépticos que receberam uma dose de CMMO,
reduziram suas crises em mais de 50%, assim como melhoraram 0s scores nos testes de

memoria e aprendizado (DaCosta, Portuguez et al. 2016).

3 O baco

O baco é o segundo 6rgdo imune mais importante do corpo humano, sendo a medula
Ossea 0 primeiro mais importante (Jung, Levesque et al. 2017). Nas primeiras fases da vida
humana o baco é o responsavel pela hematopoese passando essa funcdo para a medula 6ssea
apos o nascimento (Cesta 2006). O baco tem uma dupla funcéo, e duas subdivisdes anatbmicas
dentro dele, a polpa branca e polpa vermelha, apresentados na figura 2. A polpa vermelha do
baco assume a funcéo de filtragem do sangue, armazenamento de ferro, eritrocitos e plaguetas.
E a polpa branca tem a funcdo de produzir e liberar células brancas contendo um quarto dos
linfocitos do corpo e é responsavel por iniciar a resposta imune (Kuper, De Heer et al. 2002,
Nolte, Hamann et al. 2002, Balogh, Horvéth et al. 2004). Anatomicamente no corpo, 0 bago
esta localizado na regido esquerda da cavidade abdominal, atras do estbmago e pouco acima do
rim esquerdo na regido da 11° e 12°costelas (Mebius and Kraal 2005). O baco tem coloracéo
vermelho escuro e possui peso e aparéncia diferentes entre as espécies e pode ter seu tamanho
e volume alterados em decorréncia de certas patologias. (Kuper, De Heer et al. 2002, Nolte,
Hamann et al. 2002, Balogh, Horvéth et al. 2004, Cesta 2006, Suttie 2006). E um 6rgéo envolto
por uma céapsula composta por um denso tecido fibroso, fibras elasticas e musculatura lisa. A

capsula envolve e penetra no bagco com extensdes chamadas de trabéculas que além de ajudar
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na sustentacdo do 6rgao levam dentro delas os vasos sanguineos que entram e saem do baco.
Seu interior € composto por elementos vasculares, linfaticos, nervosos e celulares (Jung,
Levesque et al. 2017). Nos ratos o peso natural do baco é de aproximadamente 0,02% do peso
corporal e nos humanos pesa em torno de 150g. (Mebius and Kraal 2005, Cesta 2006).

A polpa branca é a porcao linfoide do 6rgdo. Os principais componentes da polpa branca
sdo bainha linfoide periarteriolar (BLPA) que é caracterizada por conjuntos celulares de
linfécitos T que circundam artérias que entram no bago como uma camada protetora. A zona
marginal (ZM), que fica entre a polpa vermelha a BLPA e desempenha um importante papel no
processamento de antigenos (Cesta 2006). Os foliculos linféticos estdo presentes na BLPA e
sdo regides onde ocorre a proliferacdo de linfocitos B, ao longo dos foliculos linfaticos
encontram-se 0s centros germinativos (regiao com maior densidade de células) que sdo regides
com grande quantidade de linfécitos mitéticos e ficam localizados no centro dos foliculos
linfaticos (Kuper, De Heer et al. 2002, Nolte, Hamann et al. 2002, Balogh, Horvath et al. 2004).
Os foliculos linfaticos respondem a estimulacéo antigénica que tornam os linfécitos ativos e
promovem o aumento da regido folicular linfatica, tornando o organismo adaptado a varios
estimulos antigénicos (Lewis, Williams et al. 2019).

A Unica forma para 0 sangue e seus componentes entrarem no baco é através da artéria
esplénica (Jung, Levesque et al. 2017). As artérias envoltas pela BLPA seguem seu trajeto pelos
centros germinativos da polpa branca até chegarem a polpa vermelha onde encontram a
circulacdo aberta, uma peculiaridade deste 6rgdo. Chegando a polpa vermelha as arteriolas
sofrem modificagGes, primeiro tornam-se retilineas como “cerdas de uma escova” e passam a
ser chamadas de arteriolas peninciladas (Mebius and Kraal 2005, Suttie 2006). Além do
formato, modificam também sua estrutura, perdem suas tunicas musculares e entram na
circulacdo aberta onde existem espacos teciduais e sitios chamados de sinusoides (seios
venosos) circundados por células fagociticas (macrofagos). Os sinusdides sdo drenados por
vasos trabeculares esplénicos originados da veia esplénica. A circulagdo aberta do baco é a
regido onde ocorre a filtragem do sangue, as células sdo capturadas e é realizada a separacéo
dos eritrocitos senescentes, hemacias com patdgenos ou células velhas (mais de 120 dias). Os
macrofagos sdo responsaveis por filtrar, fagocitar e metabolizar o ferro e nutrientes restantes da
fagocitose destas células (Mebius and Kraal 2005). Os corddes esplénicos (cadeia de linfocitos),
células esplénicas e eritrocitos sdo intimamente ligados aos seios esplénicos formando redes de
circulacdo aberta e fechada. Essas caracteristicas fazem do bago um 6rgdo filtrador potente,
sendo que o sangue s6 volta para a corrente sanguinea, através da veia esplénica apds passar
por esse rigoroso filtro (Cesta 2006, Suttie 2006, Lewis, Williams et al. 2019).
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Além das caracteristicas gerais das polpas branca e vermelha do bago é importante falar
sobre a inervagdo simpatica do bago, o fluxo sanguineo do baco é principalmente controlado
por nervos adrenérgicos que sdo abundantes em 6rgéos linfoides (Jung, Levesque et al. 2017).
Os nervos simpaticos entram no baco e tem um formato de espiral circundando as artérias
esplénicas, além disso, neurotransmissores simpaticos contribuem para controlar o trafego e
mobilizacdo de células e antigenos nesses 6rgdos. As fibras nora-adrenérgicas ndo se limitam a
inervacdo das estruturas vasculares, mas também penetram na polpa branca onde estabelecem
contato préximo com células linfoides principalmente linfécitos T(Jung, Levesque et al. 2017).
Os linfécitos T e outras células imunes possuem receptores adrenérgicos sendo sensiveis a
neurotransmissores simpaticos. Assim, a estimulacdo aguda do sistema nervoso leva a
mobilizacdo de células imunes do bago para a corrente sanguinea (Vida, Pefia et al. 2011). Essa
liberacdo de células do bago para a corrente sanguinea tem uma grande importancia no
momento de um dano ao organismo, um processo semelhante a um “bombeamento” ocorre
devido a estimulagdo dos nevos simpaticos do baco (Handforth, DeGiorgio et al. 1998). Em
relacdo a estimulacdo colinérgica no baco, ela ocorre de maneira indireta pois 0s nervos
parassimpaticos ndo entram no baco como ocorre com 0S nervos simpaticos. No entanto,
existem nervos simpaticos pés-sinapticos no baco que expressam acetilcolina e atuam em
receptores muscarinicos de musculatura lisa dos vasos sanguineos, apresentando
comportamento semelhante ao do sistema parassimpatico (Brandon and Rand 1961, Rosas-
Ballina, Ochani et al. 2008). Além disso macréfagos esplénicos possuem receptor de
acetilcolina a7-nicotinico (a7nAChR), esta via confere uma ligacdo parassimpética formando
um eixo inflamatorio ligado ao sistema colinérgico chamada de via colinérgica anti-
inflamatoria (CAP). A CAP regula a liberagdo de fatores inflamatorios por macré6fagos com a
atuacdo de dois neurdnios um pré-ganglionar originado no nucleo motor dorsal do nervo vago
e um pds-ganglionar originado no plexo celiaco que se estende a regido esplénica e passa a ser
chamado de nervo esplénico. Sendo assim, a estimulacéo colinérgica no baco é indireta. (Lewis,
Williams et al. 2019 ; Pavlov and Tracey 2015).
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Figura 2: Esquema mostrando o sistema imune esplénico em ratos a esquerda e bago humano a direita.
Evidenciando a polpa vermelha e a polpa branca e principais células do bago. Mais notadamente, a BLPA (no
esquema mostrado como TCZ) em turquesa e zona folicular germinativa (BCZ) (cinza e tons de azul, e a zona
marginal (PFZ) (anel externo azul escuro) (Lewis, Williams et al. 2019).

3.1 Rela¢ao do baco com doencas do SNC

Estudos demonstram que a esplenectomia antes da aplica¢do do protocolo de acidente
vascular cerebral (AVC) em camundongos reduz significativamente o tamanho do infarto no
cérebro. O bago pode responder ao AVC liberando células imunes para a corrente sanguinea
gue consequentemente migram para o cérebro e promovem resposta inflamatoéria secundaria,
aumentando a neurodegeneracdo. Isto pode explicar o fato da lesdo diminuir com a
esplenectomia antes do AVC. Além disso, apds a esplenectomia foram detectados menos
neutréfilos em cérebros de animais que passaram por AVC, quando comparados aos animais
gue ndo passaram pela cirurgia. Sugerindo que as células antes encontradas no cérebro eram
derivadas do baco (Craig, Dieppe et al. 2008). Estudos prévios tém demonstrado alteracdo da
funcdo esplénica depois do AVC e um aumento da circulacdo de citocinas pré-inflamatorias
(Gendron, Teitelbaum et al. 2002, Offner, Subramanian et al. 2006, Offner, Subramanian et al.

2006, Vendrame, Gemma et al. 2006). Processos imune/inflamatdrios do bago sdo potenciais
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alvos terapéuticos para diminuir a inflamacéao cerebral gerada pelo AVC (Ajmo, Vernon et al.
2008).

Um mecanismo de acdo que pode estar envolvido no aumento do volume do infarto
cerebral ap6s o AVC é a ativacdo do sistema nervoso simpatico resultando em contracdo do
baco e uma liberacdo de células vermelhas e brancas do sangue (Stewart and McKenzie 2002).
Esta contracao provoca a liberagdo de células do sistema imunoldgico pro-inflamatoria, que séo
atraidos para o cérebro por quimiocinas induzidas pelo acidente vascular cerebral. Estas células
imunes periféricas podem, entdo, agir para aumentar neuroinflamacao e, posteriormente, a
neurodegeneracdo (Hausmann, Berman et al. 1998, Abraham, Harada et al. 2002). Dados
mostram que a infiltracdo de ceélulas como mondcitos/macréfagos tem importante papel na
neuroinflamacdo e podem ser necessarias para a ativacao da microglia (Vezzani, Sperk et al.
1999, Ajmo, Vernon et al. 2008). Isto é consistente com outros relatos que mostram uma
resposta esplénica ativa no AVC em ratos (Offner, Subramanian et al. 2006, Vendrame, Gemma
et al. 2006).

Em modelo de epilepsia induzida por acido cainico a atividade metabolica dos
esplendcitos esta aumentada podendo estar ligado ao aumento de atividade de macrofagos
(Kubera, Budziszewska et al. 2001). E foi demonstrado por Marchi e colaboradores que no
modelo da pilocarpina, a esplenectomia diminuiu a severidade das crises, 0 tempo para o inicio
do SE, e a taxa de mortalidade causada pelo SE. A anatomia das células do bago é comprometida
apos administracdo de pilocarpina, onde uma mudanca anatdmica consiste na desorganizacao
dos foliculos e baixa distingdo entre as duas polpas do baco, branca e vermelha foi encontrado
também um aumento de células T presentes no bago ap6s o SE induzido pela administracdo de
pilocarpina (Marchi, Johnson et al. 2011).

Estudos experimentais com isquemia cardiaca, cerebral, e epilepsia, mostram que
células mononucleares da medula sdo encontradas no baco apds varios dias pos-transplante
(Lee, Chu et al. 2007, Barbosa da Fonseca, Gutfilen et al. 2010, Costa-Ferro, Souza et al. 2012).
Células de corddo umbilical humano (CCUH), transplantadas em ratos isquémicos ap6s 24
horas, ficam retidas no baco e foi constatada uma reducdo de 60% da area infartada. O
transplante de CCUH reduziu os niveis de citocinas pré-inflamatérias e também aumentou os
niveis de citocinas anti-inflamatorias como IL-10. O fato de os niveis de citocinas pro-
inflamatdrias estarem diminuidos leva a uma reducdo do dano neuronal. Sendo assim,
tratamentos que tenham um efeito similar ao das CCUH para bloquear a resposta esplénica

podem ser excelentes candidatos a terapia para doengas do SNC (Ajmo, Vernon et al. 2008).
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4 Modelos Experimentais

Os modelos experimentais que melhor representam as epilepsias parciais complexas sao
aqueles que induzem uma condicdo crbnica ap6s o SE, o qual pode ser desencadeado por
estimulos quimicos. O &cido cainico e a pilocarpina sdo os quimioconvulsivantes indicados na
inducdo do SE, em modelo animal. Nestes modelos os achados anatomopatologicos e as
consequéncias cognitivas da ELT sdo equivalentes aos encontrados em humanos (Cavalheiro,
Leite et al. 1991, Zattoni, Mura et al. 2011) (Mello, Cavalheiro et al. 1993). (Figura 2 e 3)

Os modelos de pilocarpina e &cido cainico apresentam assim como na ELT humana, trés
periodos da doenca, uma fase aguda que no modelo é o momento de indu¢do do SE, um segundo
periodo, uma fase silenciosa (portanto sem crises). E entdo, a fase crénica onde os animais
passam a apresentar crises espontaneas e recorrentes. Do mesmo modo, as lesfes hipocampais
e do sistema limbico, os padrdes elétricos encefélicos, neuroquimicos e inflamatérios séo
semelhantes aos apresentados em pacientes (Turski, Cavalheiro et al. 1983, Cavalheiro, Leite
etal. 1991, Zhong, Ren et al. 2016).
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4.1 Pilocarpina (PILO)

Modelo experimental com pilocarpina, foi inicialmente descrito em ratos por Turski e
colaboradores (Turski, Cavalheiro et al. 1983). A pilocarpina é extraida de folhas de Pilocarpus
microphillus e Pilocarpus jaborandi, arvores sul americanas. Um agonista muscarinico que age
principalmente em receptores do tipo M1 e M3 que ativam o sistema colinérgico parassimpatico
e age a partir da ativacdo de muitos neurdnios durante o SE levando a uma ativacao secundaria
do sistema glutamatérgico e assim, excito toxicidade no hipocampo e demais estruturas. A
ativacdo de receptores muscarinicos nos leucdcitos pode ter uma papel importante para a
ictogénese no modelo de pilocarpina (Marchi, Oby et al. 2007). Sua administracéo
intraperitoneal (ip.), gera crises motoras limbicas, com inicio entre 15 e 30 minutos apos a
injecdo. Neurdnios hipocampais sofrem descargas elétricas devido ao blogueio de correntes de
potéssio transmembranar, o que leva o animal a um estado epiléptico onde apresenta crises
recorrentes em um curto espaco de tempo (Fernandes 2013). A regido hipocampal € uma das
estruturas mais atingidas neste modelo, uma extensa degeneracao das células piramidais pode
ser detectada nas regides de CA1, CA3 e no giro dentado conforme mostrado na figura 3
(Turski, Cavalheiro et al. 1983). Além da perda neuronal, observa-se também o brotamento
supra granular de fibras musgosas do giro dentado de ratos (Mello, Cavalheiro et al. 1993),
sinaptogénese e neurogénese no hipocampo, assim como mudancas nas propriedades
eletrofisiol6gicas neuronais (Santos, Marques et al. 2000, Miiller, Gréticke et al. 2009). A
utilizacdo do modelo de pilocarpina na fisiopatologia da ELT tem proporcionado avangos no

entendimento dos mecanismos da patologia (Curia, Longo et al. 2008).
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Control

Pilo, no SE, 9 mth

Pilo, 9 mth post SE

Figura 3: Hipocampos corados por tionina representando a morte neuronal no modelo de pilocarpina.
(A, B), Hipocampos de camundongos controle (C, D) Hipocampo de animais que receberam pilocarpina, mas ndo
induziram o SE e (E, F) hipocampo apds 9 meses da administracéo de pilocarpina. B, D e F mostram a regido do
hilo e CA3 com ampliagcdo maior. Observe a perda dos neurénios CA3 (CA4) e hilo em E e F. A barra da escala
em E indica 500 um para A, C ¢ E; barra de escala em F, indica 100 um para B, D e F. Muller C et al. 2009 (Miiller,
Groticke et al. 2009).

4.2 Acido cainico (KA)

O KA ¢é uma toxina analoga ao L-glutamato com afinidade pelo receptor ionotrépico
glutamatérgico do tipo cainato, foi isolado em 1953 de uma alga marinha "kaininso" ou
fantasma do mar. Receptores do cainato quando ativados sdo permeaveis ao sédio e promovem
répida despolarizacdo neuronal. Os receptores do tipo cainato podem ser encontrados na
amigdala, ganglios basais, neocortex bem como na regido de Cornos de Amon (CAl e CA3)
do hipocampo, regides que sdo mais sensiveis a excitotoxicidade do KA e assim gerar as crises
no modelo (Lévesque and Avoli 2013). O uso de KA como modelo epiléptico é bem aceito,
pois ele mimetiza a epilepsia do lobo temporal humana (Nadler 1981). A administragéo via ip.
de KA em animais induz o SE, cerca de 60 minutos ap0s sua administracéo, leva a um periodo
de laténcia semelhante ao que ocorre na ELT em humanos e também no modelo de pilocarpina.
A droga pode ser administrada também pela via hipocampal com cirurgia estereotaxica. O
periodo de laténcia dura em torno de 3 a 4 semanas sem nenhum episédio convulsivo, que
chamamos de epileptogénese. Transcorrido esse tempo 0s animais passam a apresentar CERS.
Além das crises ocorre uma neurodegeneracgdo na regido hipocampal nas regides de CA1, CA3
e estriado, mostrado na figura 4 (Sperk 1994).
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14 days post-saline’

Figura 4: Hipocampos de camundongos apds o KA marcados por cressil-violeta. A) 14 dias pés injecao de salina,
A’)14 dias pé injegdo de KA e A’’) 28 dias apds injegdo de KA, degeneragdo gradual de CA1, CA3, e neurdnios
hilares, juntamente com a dispersao de células granulares. Imagem adapatada de Zatonni et al, 2011.(Zattoni, Mura

etal. 2011)

5 Classificacao comportamental da intensidade das crises

A crise convulsiva ocorre no cérebro devido a grandes quantidades de potenciais de acao
sincronizados e ritmicos que refletem no corpo com espasmos musculares, perda de
consciéncia, perda de controle esfincteriano dentre outros sintomas (Fisher, Boas et al. 2005).
Racine (1972) utilizando um modelo experimental de impulsos elétricos em ratos fez testes com
diversas voltagens e com diferentes tempos de intervalo entre os impulsos. A partir disto ele
pode perceber a diferenca de resposta muscular de cada grupo e separou os perfis de crises em

cinco estagios diferentes de gravidade (Racine 1972).



0- Imobilidade

1- Automatismos faciais
e da boca

2- Mioclonias de cabeca
e pescoco

3- Clonias de patas
anteriores

4- Clonias de patas

posteriores

5- Crises Tonico-

clénicas. Elevacdo e queda

do corpo.
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Escala de Racine (1972)

Né&o ha presenca de crises.

Sdo sutis e podem ser dificeis de identificar.

Contragbes musculares incontrolaveis no
pescoco causam um ligeiro a intenso distarbio da
cabeca.

Movimento involuntario dos bracos, ou
membros anteriores devido ao aumento da
estimulagdo muscular.

Maior movimento nas pernas ou membros
inferiores, elevacdo do corpo. Para modelos de ratos,
este estagio € demonstrado pelo fato de o rato ficar em
pé nas patas traseiras.

Crises generalizadas com elevacdo e queda do
corpo. E o estagio mais severo de crises onde o

paciente tem maior chance de lesdes.

Tabela 1: Tabela com a escala de classificagdo comportamental dos animais durante as crises do SE
estabelecida por Racine, contendo os graus de resposta dos animais a inducéo de crises convulsivas (Racine 1972).
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Capitulo 1

AVALIACAO DA BIODISTRIBUICAO DE CELULAS MONONUCLEARES DE
MEDULA OSSEA EM RATOS ESPLENECTOMIZADOS E SUBMETIDOS AO STATUS
EPILEPTICUS INDUZIDO POR PILOCARPINA
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1 Hipotese

HO- As células encontradas no baco apos o transplante ndo sdo responsaveis pela
modulacéo da resposta inflamatoria apos a lesdo cerebral gerada pela pilocarpina.
H1- As células encontradas no bago apds o transplante séo responsaveis pela modulagéo

da resposta inflamatdria apés a lesdo cerebral gerada pela pilocarpina.
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2 Objetivo

O objetivo € avaliar nas primeiras 48 horas a biodistribuicdo e os efeitos das CMMO de

camundongos doadores EGFP* em ratos esplenectomizados submetidos ao SE.

2.1 Objetivos especificos

Em ratos com ou sem baco submetidos ao SE induzido pelo modelo de pilocarpina:

a) Determinar se a esplenectomia influencia na inducéo do SE por pilocarpina;

b) Avaliar a rota de migragdo das CMMO;

c) Quantificar os fatores inflamatdrios (IL1-f, TNF-a, IL-10, AIF-1) no tecido cerebral
e tecido esplénico nos tempos: 12 horas e 24 horas ap6s SE;

d) Awvaliar a memoria espacial ap6s 10 dias do SE.



38

3 Questoes éticas

Os experimentos foram realizados com aprovacdo do Comité de Etica para Uso de
Animais (CEUA) da PUCRS. Com o numero de aprovacdo 15/00480. Carta de aprovagdo

encontra-se na se¢cao anexos.

4 Material e métodos

O estudo foi realizado no Laboratorio de Neurociéncias e Laboratorio de Sinalizacao
Celular do Instituto do cérebro do Rio Grande do Sul (Inscer) da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), onde possuem todos 0s equipamentos necessarios

para a realizacdo dos experimentos.

4.1 Animais

Foram utilizados Ratos Wistar machos (40-50 dias) para inducéo do SE e camundongos
machos C57BL/6 EGFP" que foram doadores de CMMO. Durante 0 experimento 0s animais
foram mantidos no Centro de Modelos Bioldgicos Experimentais (CeMBE) da Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul sob iluminacdo e temperatura controlados (ciclo
claro e escuro 12 horas e aproximadamente 24° C) com agua e racdo a vontade. No estudo foram
utilizados cento e setenta e dois ratos e trinta e quatro camundongos como doadores de CMMO.
Os experimentos e eutanasia seguiram as diretrizes do CONCEA (CONCEA 2013) e DBCA
(Brasil 2013) Guide for Care and Use of Laboratory Animals from National Institutes of Health
(Care, Animals et al. 1985).

A determinagdo para o numero de animais utilizados em todas as analises foi baseada
em literatura cientifica de referéncia atual dentro das técnicas a serem estudadas e de acordo
com a taxa de mortalidade do modelo da pilocarpina (Fabene, Mora et al. 2008, Ravizza,
Gagliardi et al. 2008, Costa-Ferro, Vitola et al. 2010, Venturin, Greggio et al. 2011, Lévesque
and Avoli 2013). Assim, estabeleceu-se que um ndmero de 4 animais por grupo para cada
analise de RT-g-PCR (Li, Zhao et al. 2015). A eutanésia, dos animais para a obtencéo de
amostras foi realizado com o minimo de dor, medo e angustia por método quimico com o uso
de Isoflurano por inalacdo, seguido do uso da guilhotina para decapitagdo e retirada do cérebro

dos animais e posterior retirada de amostras dos 0rgaos.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/experimental-animal
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4.2 Esplenectomia

A esplenectomia foi realizada e adaptada de acordo com a descricao feita por Ajmo et
al. (2008) (Ajmo, Vernon et al. 2008). Os animais foram anestesiados com Xilazina 5% (10
mg/kg ) e Quetamina 2% (75 mg/kg) posteriormente, foi realizada uma inciséo cerca de 2cm
da linha média dorsal no lado esquerdo da cavidade abdominal. Com uma pin¢a sem ponta o
baco foi exposto e uma ligadura nos vasos sanguineos foi realizada. O baco entdo foi removido
e armazenado em -80°C. Antes da sutura final a area foi cuidadosamente observada, para
verificar se havia a presenca de hemorragia ou outras complicagdes. Os animais foram
observados, tratados com analgésico Acetominofen (1-2mg/ml na &dgua) nas primeiras horas
(Damy, Camargo et al. 2010) e mantidos aquecidos em placa de aguecimento durante o

procedimento.

4.3 Protocolo de pilocarpina

Neste projeto foi utilizado o protocolo de indugdo de epilepsia pelo modelo
experimental de pilocarpina (PILO) conforme descrito por Cavalheiro (Cavalheiro, Leite et al.
1991). Previamente a aplicacdo intraperitoneal (i.p.) de PILO na dose de 320mg/kg, foi aplicado
aos animais uma injecdo i.p. de metilescopolamina, na dose de 1mg/kg, com o objetivo de
minimizar os efeitos colinérgicos periféricos (Zanirati, Azevedo et al. 2015). Ap6s, 0s animais
foram colocados em caixas de acrilico transparentes para a observacdo das manifestacdes
comportamentais produzidas pela droga. Os animais foram observados por 90 minutos e
classificados de acordo com a Escala de Racine (tabela 1) quanto as altera¢cbes comportamentais
(Racine 1972). Considera-se, como critério de SE, a persisténcia de crises continuas por no
minimo trinta minutos. Apenas foram incluidos no trabalho os animais que entraram em SE
classificados como Racine 4 e 5. Noventa minutos apos a instalagdo do SE, foi injetado
10mg/kg de diazepam (i.p.) para atenuar as crises comportamentais. Nas préximas 24 horas, 0s
animais receberam tratamento com racdo embebida em soro glicosado por via oral para

reposicéo de sais.
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4.4 Preparacao de células

Para a obtencdo de células foram usados como doadores, camundongos EGFP*
transgénicos. Os animais EGFP™ expressam a proteina verde fluorescente no citoplasma de suas
celulas podendo ser identificadas por imunofluorescéncia com o uso de anticorpos ou por PCR
através de primers especificos de deteccao.

Os animais foram profundamente anestesiados com Xilazina e Quetamina, eutanasiados
e dissecados, 0s 0ssos longos (Umero, fémur e tibia) foram isolados e as epifises dos 0ssos,
cortadas para possibilitar a lavagem das cavidades dsseas. O aspirado da medula 6ssea foi
coletado e processado entre etapas de suspensdo e centrifugacdo. A camada de células
mononucleares foi separada por gradiente de Ficoll. A Camara de Neubauer foi usada para a
contagem das células. Utilizamos aliquotas de 100 pl contendo 10’CMMO (de Paula, Pedroso
et al. , Costa-Ferro, Vitola et al. 2010).

4.5 Terapia celular

A terapia celular com a fracdo de CMMO foi realizada através da veia da cauda, em um
volume de 100pul. A metodologia foi aplicada no mesmo dia do protocolo de pilocarpina, uma

hora ap0s a aplicacdo do Diazepam (fase aguda) (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010).

4.6 Analise de Biodistribuicao

Apbs a eutanasia o cérebro, pulmdo, figado, baco e rim dos animais foram
cuidadosamente retirados e congelados. Para controle positivo de DNA contendo células
EGFP* usamos uma amostra de musculo gastrocnémio de camundongos C57/BL6 EGFP* e para
o0 controle negativo uma amostra de musculo gastrocnémio de ratos Wistar. Resumidamente o
DNA foi extraido usando TRIzol (Life Technologies). As amostras de tecido foram maceradas
em uma placa contendo 300 puL de PBS seguido pela adicdo de 600 puL de TRIzol (Life
Technologies) e 120 pL de cloroformio (Merk) e foram homogeneizadas com o uso do Vortex
(Genie), posteriormente, centrifugadas a 12.000 xg por 10 minutos. A fase aquosa superior foi
transferida para um novo tubo, e adicionado um volume 0,7x de alcool isopropilico (Merk) e
as amostras foram armazenadas a -20 graus Celsius por 12 horas. Na sequéncia, as amostras

foram descongeladas e centrifugadas a 12.000 xg por 10 minutos e o sobrenadante foi
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descartado. O precipitado foi ressuspendido com 40 pL de agua ultrapura, livre de DNAse e
RNAse (Life Technologies). O DNA foi quantificado utilizando o fluordmetro Q-ubit 2.0 (Life

Tecnologies) (Marinowic, Da Silva et al. 2016).

4.7 Curva de Contaminaciao com DNA

Cinco concentracgdes diferentes de tecido muscular de camundongos C57/BL6 EGFP+
foram usadas para contaminar as amostras de DNA usadas como controle de ratos Wistar. As
concentragdes usadas foram:

(10 ng/uL/): 1,000 pg/uL, 500 pg/uL, 100 pg/uL, 10 pg/uL ¢ 1 pg/uL (Marinowic, Da
Silva et al. 2016).

4.8 Extracao de RNA e RT-q-PCR

A extracdo de RNA das amostras do tecido do cérebro e do bago foram realizadas com
o kit, RNA SV-Total isolation system da Promega, o protocolo foi realizado conforme as
orientacdes do fabricante. Avaliamos os niveis de interleucina-1p, Interleucina-10, TNF-a e
AIF-1 e as sequéncias de primers usados na técnica de gRT-PCR estdo demostrados na tabelal.
Tanto, a qualidade quanto, a quantidade do RNA total extraido foi analisada por
espectrofotometria em equipamento Q-ubit 2.0 (Life Tecnologies). A sintese de cDNA foi
realizada utilizando kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) e
amplificacdo utilizando kit Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Life Technologies)
conforme orientagéo do fabricante (Marinowic, Domingues et al. 2015).
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Sequéncias de Primers 5’ -3’

Primer
Forward primer Reverse Primer

AlIF-1  CATATGTTCTCAGGGAGATCTTGG  AGGAAGTGCTTGTTGATCCCA

IL-1p  AAAGAAGAAGATGGAAAAGCGGTT GGGAACTGTGCAGACTCAAACTC

TNF-a AGAACAGCAACTCCAGAACACCCT ATCTCGGATCATGCTTTCCGTGCT

IL-10 GCCAAGCCTTGTCAGAAATGA TTTCTGGGCCATGGGTTCTCT

GAPDH TGCCACTCAGAAGACTGTGGATG GCCTGCTTCACCACCTTCTGAT

EGFP GGGCACAAGCTGGAGTACA ATGTTGTGGCGGATCTTGA

Tabela 1: Tabela contendo as sequéncias de primers usados na técnica de gRT-PCR.

4.9 Obtencao e cultura de células do baco

Para este estudo utilizamos ratos dos grupos Naive, Pilo, Pilo-CMMO e controle-
CMMO, apo6s 24 horas do SE. Os animais foram eutanasiados e o baco foi removido
cirurgicamente e submetido a cultura celular de macréfagos esplénicos.

Os bacos foram macerados com material estéril e foi realizado os plaqueamentos em
placas de Petri 60mm. Os macrofagos foram cultivados em meio de cultura Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado com 100U/mL de penicilina (Gibco),
100U/mL de estreptomicina (Gibco) e 100pug/mL de gentamicina (Gibco). Apo6s aderéncia
overnight das células a 37°C, atmosfera de 5% de CO2, foram coletados 2mL de meio
sobrenadante de cultura celular no dia seguinte e congelado para analise posterior. Esse
processo foi repetido 4 vezes, com o intervalo de 1 dia para cada coleta (Shen, Ajmo et al.
2009). Foi realizada a troca de meio em cada uma das coletas a fim de avaliar a expresséo das
citocinas IL-10, IL-1B, TNF-a e IL-6 no meio sobrenadante no decorrer dos dias.

Ao fim das coletas de sobrenadantes dos consecutivos dias, foi realizada a retirada dos
macrofagos da placa de cultura também para posterior andlise, por dissociagdo enzimatica,
utilizando tripsina 1%. Esta solu¢do com células foi entédo centrifugada em um tubo Falcon a
1500rpm por 5 min. Ao final dessa etapa as células se encontram sedimentadas no fundo do

tubo, é aspirado entdo todo sobrenadante e as células séo ressuspendidas em uma solucéo de
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soro fetal bovino (SFB) com 10% de dimetilsulfoxido (DMSQ), armazenados em criotubos a
temperatura de -80 °C (Van Furth, Cohn et al. 1972, Munthe-Kaas, Berg et al. 1975, Walker,
Shah et al. 2010) A figura 1 demostra as etapas do protocolo.

Cultura celular
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-

Figura 1: Esquema descritivo do experimento de cultura de macréfagos. Apoés a retirada do baco a cultura
foi realizada e os sobrenadantes foram coletados apds dois, quatro, seis e oito dias ap6s o dia de preparagdo da
cultura.

4.10 Analise de citocinas pro e anti-inflamatorias do sobrenadante

da cultura celular

Para analise dos fatores secretados nos sobrenadantes da cultura de macrofagos, Usamos
a técnica do Multiplex e utilizamos o kit Cytokine & Chemokine 22-Plex Rat ProcartaPlex.
Foram quantificados os fatores IL-1B3, TNF a, IL-6 e 1L-10. O protocolo foi realizado de acordo
com as intrugdes do fabricante do kit. E a analise dos dados foi realizada por ANOVA de uma

via com pos teste Tukey.
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4.11 Labirinto aquatico de Morris

O teste de labirinto aquatico de Morris € um teste de memoria espacial, amplamente
usado para avaliar o desempenho cognitivo em animais apds o protocolo de pilocarpina.
Estabelecido por Morris em 1984 (Vezzani and Viviani 2015), o teste conta com uma piscina
construida em concreto com 180cm de didmetro de 55cm de altura, e com 25cm de agua a 21-
24° Célsius, a sala onde o teste foi realizado, conta com iluminacéo padrdo e pistas nas paredes
para que os animais se localizem, e possam ver as pistas de qualquer ponto da piscina durante
0 experimento. A piscina possui 0s quadrantes imaginarios, norte, sul, leste e oeste. Durante 0s
treinos foi colocada uma plataforma de 20cm sob a 4gua de modo que fique invisivel ao animal
(2cm abaixo d’agua), mas, que permitiu ao animal subir e permanecer sobre a plataforma
durante o tempo estipulado. O protocolo usado para avaliar o aprendizado da memdria espacial
nos animais foi de dezesseis largadas no mesmo dia, e 24horas depois, foi realizado o teste para
avaliar a consolidacdo desta memoria. No treino o tempo disponibilizado de nado em cada
largada foi de 120 segundos. O tempo que o animal levou para encontrar a plataforma sozinho
foi chamado de laténcia de escape. Durante o treino 0s animais que ndo encontraram a
plataforma apds 120 minutos foram auxiliados até ela pelo experimentador. Nas largadas 1 a 4
o animal foi colocado uma vez em cada quadrante, e quando o rato encontrou a plataforma
permaneceu la por 60 segundos. Nas largadas 5 a 8 o tempo de permanéncia na plataforma foi
de 40 segundos e nas largadas 9 a 16 o tempo de permanéncia na plataforma foi de 20 segundos.
O tempo de laténcia de escape em cada largada foi cronometrado e registrado. Depois de
transcorridas, 24 horas deste treino, a plataforma foi retirada e o animal foi colocado na piscina
uma Unica vez no quadrante sul e permaneceu nadando por 60 segundos. O tempo que oS
animais levaram para encontrar o local onde estava a plataforma foi cronometrado e registrado.
Esse valor foi chamado de laténcia de escape. O teste foi filmado para posterior conferéncia e
documentacao (Bonini, Da Silva et al. 2007, Fukumura, Sasaki et al. 2018)

5 Analise estatistica:

Os testes estatisticos foram realizados pelo programa Graph Pad Prism 7.0. Usamos o
teste de Fisher para analisar a mortalidade e a porcentagem de animais que entraram em SE.
Para a analise de laténcia e nimero de crises usamos o teste T ndo pareado. Para avaliar as

guantidades dos fatores inflamatorios dosados nos tecidos utilizamos a Analise de Variancia
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(ANOVA) de uma via e aplicamos o post-hoc de Tukey. Os dados do LAM foram analisados
por ANOVA de uma via com poés-teste de Dunnett. Foi considerado um nivel de significancia

de p< 0,05. Todos os valores foram baseados na média + erro padréo.

6. Delineamento experimental

O primeiro procedimento, realizado nos animais foi a esplenectomia, que ocorreu sete
dias antes da pilocarpina. Os animais dos grupos tratados receberam o transplante de CMMO,
60 minutos apo6s o final do protocolo de pilocarpina. Transcorridas 12 e 24 horas apds o
transplante ocorreu a primeira coleta de 6rgdos nos animais. As amostras destes animais foram
congeladas para posterior extracdo de RNA para gRT/PCR. Em um terceiro grupo de animais
foi realizado o teste do labirinto aquatico de Morris 10 dias ap6s o protocolo de pilocarpina. Os
animais foram divididos em nove grupos experimentais. O Delineamento experimental do

projeto esta simplificado no esquema da figura 2.
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Figura 2: Esquema contendo o delineamento experimental do projeto agudo.



47

7. Grupos experimentais

O projeto contou com nove grupos experimentais. Onde, seis desses grupos apresentam
dois tempos de andlise (12 e 24horas ap0s o transplante), sdo estes CMMO, Esplenec/CMMO,
Pilo, Pilo/Esplenec, Pilo/CMMO, Pilo/Esplenec/CMMO. A divisdo dos grupos para 0s tempos

de eutanasia apds o experimento foi de maneira randomizada.

7.1 Naive

O grupo Naive, é o controle, um grupo onde 0s animais ndao passaram por nenhum tipo

de intervencdo. Apenas coletamos suas amostras para o teste de PCR.

7.2 Sham

O grupo Sham, é o grupo controle da cirurgia. Os animais neste grupo passaram por
todos os procedimentos da cirurgia de esplenectomia, mas ndo tiveram o baco retirado, ou seja,
os animais foram anestesiados, mantidos sob observacdo apds o procedimento, e ainda
receberam Acetominofenol ap6s a inciséo tal como os animais esplenectomizados. As amostras

dos animais foram coletadas sete dias apds o procedimento.

7.3 Esplenec

O grupo esplenectomia, teve o baco retirado por meio de intervencdo cirdrgica conforme

descrito nas metodologias. Suas amostras foram coletadas para o teste de PCR.
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7.4 CMMO

Os animais deste grupo receberam a terapia com CMMO pela veia da cauda com 107
células em 100 pl e suas amostras foram retiradas nos tempos de 12horas e 24 horas apds a
terapia celular. Esse grupo foi um controle do transplante de CMMO.

7.5 Esplenec/CMMO

Neste grupo os animais foram esplenectomizados e sete dias ap0s receberam a terapia
com CMMO exatamente igual aos demais tratados, e tiveram suas amostras retiradas nos
tempos 12horas e 24 horas apos a terapia celular.

7.6 Pilo

O grupo Pilo foi submetido ao protocolo de pilocarpina, suas amostras foram coletadas

para o teste de PCR em 12 e 24 horas apds a pilocarpina.

7.7 Pilo/esplenec

Os animais deste grupo foram esplenectomizados sete dias antes do protocolo de
pilocarpina. Os animais foram separados aleatoriamente em dois grupos 12 e 24 horas.



7.8 Pilo/CMMO
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O grupo Pilo/CMMO, passou pelo protocolo de pilocarpina e uma hora apés o
Diazepam o0s animais receberam a terapia celular (CMMO) pela veia caudal. O grupo foi

dividido em dois grupos e os animais foram eutanasiados 12 e 24 horas apds o transplante.

7.9 Pilo/Esplenec/CMMO

Neste grupo os animais tiveram o baco retirado por meio de esplenectomia, transcorridos sete

dias passaram pelo protocolo de pilocarpina, uma hora ap6s o Diazepam receberam a terapia

celular (CMMO) pela veia caudal. O grupo foi dividido em dois grupos e os animais foram

eutanasiados 12 e 24 horas ap6s o transplante.

Grupos Naive Sham Esplenec CMMO
Somente Transplante
"
e de CMMO.
% Nenhuma Cirurgia controle, sem a | Cirurgia para retirada
z Eutanésia 12 ou
3 intervencao. retirada do baco. do baco.
= 24horas apds o
transplante.
Grupos Pilo Pilo/Esplenec Pilo/CMMO Pilo/Esplenec/CMMO
Pilocarpina e Esplenectomia,
Pilocarpina Esplenectomia e
= transplante de pilocarpina e
B Eutanésia 12 ou Pilocarpina.
= CMMO. transplante de CMMO.
@
2 24horas apo6s o fim | Eutandsia 12 ou 24horas
] Eutandsia 12 ou Eutanasia 12 ou
= ;
— do protocolo de apods o fim do protocolo
24horas ap6s o 24horas apos o
pilocarpina. de pilocarpina.
transplante. transplante.

Tabela 2: Quadro com descri¢do dos grupos experimentais, tempos e intervengdes realizadas em cada grupo

experimental.
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8. Resultados

8.1 A influencia da esplenectomia nos parametros de crise durante

o protocolo de pilocarpina.

ApoOs aproximadamente 10 minutos da administracdo da pilocarpina 0s animais
passaram a apresentar alteracbes comportamentais caracteristicas que culminaram no SE.
Inicialmente os camundongos apresentaram acinesia seguida de agitacdo do corpo ao redor do
eixo cranio-caudal, automatismos mastigatérios acompanhados por salivagdo. Esses
comportamentos progrediram para tremores generalizados, clonia nas extremidades do corpo,
breves crises convulsivas seguidas por um comportamento em que o rato ficava em pé, apoiado
nas patas posteriores e apresentando cldnia nas patas anteriores, e queda. Finalmente, 0s animais
passaram a apresentar crises clonicas generalizadas e ininterruptas caracteristicas do SE.

Na figura 3 estdo apresentados os graficos do comportamento dos animais durante o SE.
A laténcia (intervalo de tempo entre a aplicacdo da pilocarpina e o inicio do SE) (figura 3a) no
grupo Pilo foi de 22,16 + 1,55min. No grupo que foi previamente esplenectomizado
(Pilo/Esplenec) a laténcia foi de 27,98 + 5,27 min. A porcentagem dos animais que entraram
em SE, esta representada em (figura 3b), no grupo Pilo foi de 72,8% e no grupo Pilo/Esplenec
foi de 59%. Os dados foram analisados com o teste de Fisher com Qui-Quadrado resultando em
um p=0,0366(*). Em (figura 3c) demostramos a média do nimero de crises que 0s animais de
ambos 0s grupos apresentaram, no grupo Pilo foi de 1,927 + 0,17 e no grupo Pilo/Esplenec
de2,027 + 0,10 na (figura 3d) demostramos a mortalidade nos dois grupos experimentais, no
grupo Pilo foi de 42,8% e no grupo Pilo/Esplenec foi de 26,5%. A diferenca entre os grupos foi

comparada através do teste t ndo pareado resultando em p=0, 2542(*).



51

a) b) 100-

Laténcia (min.)
Status epilepticus (%)

A0 (9]
¥ &
K
\g
.\0
Q\
¢) d)
2:54 100~
2.04 80-
S 1.54 < 60-
2 s
S 1.0- =
0.5
0.0-
¢, <
Q§° \anz
K
\g
&

Figura 3: Dados coletados durante o SE. (a) laténcia para 0 SE, em minutos. (b) a porcentagem de animais
gue entrou em SE nos grupos com baco e sem baco. (c) himero de crises apresentadas pelos animais durante o
SE, e em (d) esta representada a porcentagem de mortalidade nos animais submetidos ao SE com esplenectomia e
sem a cirurgia. O tempo de inicio do SE, foi analisado por teste T de student ndo pareado. Os dados categdricos
foram calculados e analisados usando o teste de Fisher com Qui-quadrado (n=91 no grupo Pilo e n=83 no grupo
Pilo/Esplenec). Dados expressos como média + erro padrdo da média e p <0,05 foi considerado como
estatisticamente significativo (*).
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8.2 Biodistribui¢do das CMMO

Na tabela 3, esta apresentada a localizacdo das CMMO ap6s 12 e 24 horas do
transplante. Apés 12 horas do transplante as células EGFP* estavam presentes no cérebro de
um animal do grupo Esplenec/CMMO, no bago de um animal do grupo Pilo/CMMO e no figado
e rins de um animal do grupo Pilo/Esplenec/CMMO. Apoés 24horas do transplante, as células
transplantadas foram encontradas no baco, rins e figado do grupo Pilo/CMMO e no figado e

nos rins do grupo Pilo/ Esplenec/CMMO.

A) Controles SE /PILO
Grupos Esplenec/ _ _
CMMO CMMO Pilo/CMMO Pilo/Esplenec/CMMO
AMOSTRAS 12H 12H 12H 12H
CEREBRO * nd nd nd
PULMAO nd nd nd nd
BACO nd nd * nd
FIGADO nd nd nd *
RINS nd nd nd *
B) Controles SE /PILO
Grupos  Eohlenec/CMMO CMMO Pilo/CMMO  Pilo/Esplenec/CMMO
AMOSTRAS 24H 24H 24H 24H
CEREBRO nd nd nd nd
PULMAO nd nd nd nd
BACO nd nd * nd
FIGADO nd nd * *
RINS nd nd * *

Tabela 3: Amostras foram obtidas de quatro animais por grupo e tempo (Esplenec 12h e 24h, CMMO 12h e 24h,
Pilo 12h e 24h, Pilo/Esplenec 12h e 24h) para verificar a presenca do gene EGFP* em diferentes 6rgaos (cérebro,
pulméo, baco, figado e rins) apés o transplante de CMMO. Tempo de 12 horas esta mostrado na tabela A) e 24
horas na tabela B). N6s detectamos a presenca do gene em 1 dos 4 animais de cada grupo. Os drgaos onde ndo
encontramos genes EGFP*, estdo representados com o simbolo — que significa gene ndo detectado. O * mostra em
quais 6rgdos encontramos o gene EGFP*

8.3 Fatores inflamatorios expressos no cérebro

Na figura 4 estdo apresentados os graficos da expressdo génica relativa dos fatores
inflamatorios (IL1-B, TNF-a, AIF-1 e IL-10). Apds 12 horas, os niveis de IL1-B no tecido
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cerebral aumentaram significativamente no grupo Pilo quando comparado ao grupo Naive de
p<0,0001(****). Os grupos Pilo/Esplenec, Pilo/CMMO e Pilo/Esplenec/CMMO apresentaram
diferencas significativas quando comparado com o grupo Pilo de p<0,0001(**%) (figura 4a).
Apds 24 horas, 0s niveis de IL1-B continuam aumentados no tecido cerebral grupo Pilo quando
comparado com o grupo Naive com p<0,0001(****), aumento este que também foi observado
entre Pilo/Esplenec/CMMO e Naive. O grupo Pilo/Esplenec apresentou aumento de expressao
em relacdo ao Naive de p<0,01(**). O grupo Pilo/CMMO teve uma reducao da expressao de
IL-1B com diferenca significativa quando comparado aos grupos Pilo/Esplenec/CMMO com
p<0,001(****), quando comparado ao grupo Pilo de p<0,0001(***%) e com o grupo Pilo/Esplenec
de p<0,001 (**#) (figura 4b).

Na figura 4c e 4d estdo apresentados os graficos com a expressao relativa do TNF-a.
Apds 12 horas, os grupos Pilo e Pilo/Esplenec/CMMO apresentaram um aumento significativo
qguando comparado com o grupo Naive p<0,0001(****). Quando comparados com o grupo Pilo,
0s grupos Pilo/Esplenec com p<0,01(*®) e Pilo/CMMO com p<0,05(%) tiveram uma reducéo
significativa na expressdo de TNF-a. O grupo Pilo/Esplenec teve uma expressdo menor de
TNF-0 em relacio ao Pilo/Esplenec/CMMO e apresentaram uma diferenca de p<0,01(*#) entre
si. Pilo/CMMO expressou menos TNF-a em relagdo ao grupo Pilo/Esplenec/CMMO com
p<0,05(%).

Ap0s 24 horas, 0 grupo Sham teve uma expressao menor do que o grupo Naive com
p<0,01(**). O grupo Pilo apresentou aumento de expresséo de TNF-a em comparagdo ao Naive
com p<0,01(**) e Pilo/Esplenec apresentou aumento com p<0,05(*) e os grupos Pilo/CMMO
e Pilo/Esplenec/CMMO aumento com p<0,001(***) em relacdo ao Naive. Na comparagéo entre
0s grupos somente Esplenec e Esplenec/CMMO apresentaram diferenga de p<0,01(*). A figura
4e e 4f nos mostram a expressdo génica do marcador de microglia ativada (AlF-1), apos 12
horas o grupo Pilo apresentou uma maior expressao génica com p<0,01(**), em relacdo ao
Naive. Comparando os grupos Pilo/CMMO com o Pilo encontramos um p<0,0001(*%%) e entre
Pilo e Pilo/Esplenec/CMMO um p<0,001(**%) comparados ao grupo Pilo/Esplenec temos
respectivamente Pilo/CMMO com um p<0,01(*) e Pilo/Esplenec/CMMO com p<0,001(*#).
Na avaliagéo de 24 horas, 4f) o grupo Pilo/Esplenec/CMMO apresentou p<0,0001(****), em
relagcdo ao Naive. E Pilo um p<0,05(*) também em relacdo ao Naive. Na comparacdo entre 0s
grupos Pilo/Esplenec e Pilo/CMMO mostram uma diferenca de p<0,05 () entre o grupo
Pilo/Esplenec/CMMO.

Na figura 4g e 4h estdo apresentados os graficos com expressao génica de IL-10. Apés

12 horas, a expressdo da IL-10 estava aumentada nos grupos Pilo/Esplenec p<0,0001(****),
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Pilo/CMMO p<0,01(**), e Pilo/Esplenec/CMMO p<0,05(*) em comparacdo ao Naive. Na
comparago entre os grupos, Pilo/Esplenec p<0,001(**%), Pilo/CMMO e Pilo/Esplenec/CMMO
p<0,05(%) apresentaram aumento de expressdo quando comparados com o Pilo. O grupo
Pilo/Esplenec expressou mais IL-10 quando comparado ao Pilo/Esplenec/CMMO e mostraram
uma diferenca de p<0,05(*) entre si, Figura 4g). Apds 24 horas, a expressdo de IL-10 ndo
apresentou diferenca estatistica significativa entre os grupos (Figura 4 h). A média destes dados
estdo representadas em um grafico em radar na figura 5 onde podemos observar os dados de

maneira mais ampla.
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Figura 4: Expressdo relativa dos genes por gRT-PCR no cérebro de ratos Wistar em 12 horas ou 24 horas

apos o transplante de CMMO. a) Expressao de IL-1B em12h. b) Expressdo de IL-1p em 24 horas.
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) Expressdo génica de TNF-a em 12h horas. d) Expressdo de TNF-o em 24h.
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e) Expressdo de AIF-1 apds 12 horas do transplante das CMMO. f) Expressdo de AlIF-1 24 horas apés o transplante
de CMMO.
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g) Expressdo de I1L-10, ap6s 12 horas. h) Expresséo de IL-10, apds 24 horas. Os dados representam a
média £SEM, foi realizado o teste de ANOVA de uma via seguido de pds-teste de Tukey. Com um intervalo de
confianga de 95% e n=4-5. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. Naive. ®p<0,05, *p<0,01,
$%$p<0,001, *%%p<0,0001 vs. Pilo. # p<0,05, *p<0,01, *#p<0,001, **p<0,0001 vs. Pilo/Esplenec. *p<0,05,

**+**p<0,0001 vs. Pilo/Esplenec/CMMO. *p<0,01 vs. CMMO.
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50

AlF-1 24 horas IL-1B 24 horas
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TNF-a 24 horas IL-10 24 horas
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e CMIMO
Esplenec
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Figura 5. O grafico em radar representa a média dos grupos, nos dados de expressdo génica por gRT-PCR no

ceérebro de ratos Wistar em 12 horas ou 24 horas ap06s o transplante de CMMO.
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8.4 Fatores inflamatorios expressos no baco

Na figura 6, estdo apresentados os graficos a e b com a expressdo génica relativa da
citocina IL1-B no bago dos ratos. Apos 12 horas, a expressdo da IL1-f foi significativamente
reduzida no grupo CMMO em comparacao com o ao grupo Naive (p<0,05*) (Figura 6 a). Apos
24 horas, a expressdo da IL1-B foi significativamente diminuida no grupo CMMO em
comparaco com os grupos Pilo (**p<0,01) e Pilo/CMMO (*p<0,05) (Figura 6 b). Nos graficos
c e d com expressdo génica relativa da citocina TNF-a no bago de ratos. Apds 12 e 24 horas,
somente 0 grupo Sham apresentou aumento significativo da expressdo do TNFo quando
comparado ao grupo Naive com p<0,05*.

Nas figuras 6e e 6d, estdo apresentados os graficos com a expressdo génica relativa do
AIF-1 no bago de ratos. Apds 12 horas, a expressdo do AIF-1 estava significativamente
aumentada no grupo Pilo quando comparado ao Naive **p<0,01. Os grupos Sham, CMMO,
Pilo/CMMO apresentaram uma reducao na expressao de AIF-1 com um *p<0,05 em relac¢do ao
Naive (Figura 6e). Apds 24 horas na figura 6f, as expressdes de AIF-1 no bago foram menores
estatisticamente em relagdo ao grupo Naive, no grupo Sham com p<0,001(***), Pilo com
p<0,05(*) e Pilo/CMMO com p<0,01(**).

Na figura 6g e 6h com a expressao génica relativa da IL-10 no baco de ratos que ndo
foram esplenectomizados. Apds 12 horas, ndo foram detectadas variacBes significativas da
expressdo de IL-10 entre os grupos (Figura 6g). Ap6s 24 horas, a expressdo da IL-10 estava
aumentada no grupo Pilo quando comparado com o grupo Naive p<0,001(***). Na comparagéo
entre os grupos o grupo Pilo apresenta aumento significativo de p<0,05(*) em relacdo ao grupo
CMMO e p<0,001(**), quando comparado ao grupo Pilo/CMMO. Na figura 7 os dados foram

reunidos em um grafico em radar usando a média dos grupos.
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Figura 6: Expressdo relativa dos genes por gRT-PCR no bago de ratos Wistar em 12 horas ou 24 horas ap6s o
transplante de CMMO. a) Expresséo de IL-13 em12h. b) Expressdo de IL-1 em 24 horas.
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c¢) Expressao génica de TNF-a em 12h horas. d) Expressdo de TNF-o. em 24h.
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g) Expressdo de IL-10, apds 12 horas. h) Expressdo de IL-10, apds 24 horas. Os dados representam a
média +SEM, foi realizado o teste de ANOVA de uma via seguido com pés-teste de Tukey. Com um intervalo de
confianca de 95% e n=4. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, vs. Naive, **p<0,01, **¥p<0,001vs. Pilo. ¥p<0,05vs.
Pilo/CMMO.
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Figura 7. O gréfico em radar representa a média dos grupos, nos dados de expressdo génica por gRT-PCR no bago
de ratos Wistar em 12 horas ou 24 horas ap06s o transplante de CMMO.

8.5 Cultura de macrofagos

Na figura 8, esta apresentado o grafico com a quantificacdo das citocinas (IL-1p3, TNF-
a, IL-6 e IL-10) presentes nos sobrenadantes da cultura de macréfagos esplénicos. As anélises
ndo mostraram diferencas estatisticas significativas entre os grupos analisados (p>0.05). No
gréafico, em 8a) e 8b) demostramos quantificacdo da IL1-B no sobrenadante da cultura celular,
nos dias 2 e 4, primeira e segunda coleta analisadas. A quantificacdo do IL-1p nos dias 6 ¢ 8,
terceira e na quarta coleta foram indeterminados (dados ndo mostrados). Na figura 8c, 8d, 8e, e
8f os graficos mostram a quantificacdo da TNF-a no sobrenadante das quatro coletas avaliadas.
Na figura 8h, 8i, 8j e 8] mostram a quantificacdo da IL-6 no sobrenadante da cultura nas quatro
coletas. Na figura 8m, 8n, 8o e 8p os graficos mostram a quantificacdo da IL-10 nos quatro

tempos de coletas do sobrenadante.
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Figura 8: Niveis de citocinas no sobrenadante de cultura de macréfagos esplénicos. a) Nivel de IL-1B na
coleta de sobrenadante do dia 2. b) Nivel de IL-1f na coleta de sobrenadante do dia 4. Niveis de IL-1B na terceira
e quarta coleta de sobrenadante (dias 6 e 8) foram indeterminados em todos 0s grupos.
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c) Nivel de TNF-a na coleta de sobrenadante do dia 2. d) Nivel de TNF-a na coleta de sobrenadante do
dia 4. e) Niveis de TNF-a na coleta de sobrenadante da cultura do dia 6. f) Nivel de TNF-a na coleta de

sobrenadante do dia 8.
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g) Nivel de IL-6 na coleta de sobrenadante do dia 2. h) Nivel de IL-6 na coleta de sobrenadante do dia 4.
i) Niveis de IL-6 na coleta de sobrenadante do dia 6. j) Nivel de IL-6 na coleta de sobrenadante do dia 8.
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m) Nivel de IL-10 na coleta de sobrenadante do dia 2. n) Nivel de IL-10 na coleta de sobrenadante do
dia 4. 0) Niveis de IL-10 na coleta de sobrenadante da cultura do dia 6. p) Nivel de IL-10 na coleta de sobrenadante
do dia 8. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via com pds-teste de Tukey. Um p<0,05 foi considerado
significativo. Os dados estdo representados como média +SEM.

8.6 A memoria espacial em ratos

A figura 9 demostra a avaliagdo da memoria de referéncia espacial através do teste do
labirinto aquéatico de Morris (figura 9 a) o treino revelou que os animais dos grupos Naive,
Sham e Esplenec, apresentaram o melhor desempenho dentre todos 0s grupos no treino de
aprendizagem e ndo apresentam diferencas entre si (Figura 9b). Os grupos Pilo, Pilo/Esplenec
e 0 grupo Pilo/Esplenec/CMMO apresentaram prejuizo no desempenho das tarefas de
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aprendizagem e consolidacdo da memoria espacial. Entretanto, o grupo Pilo/CMMO teve o seu
empenho semelhante aos animais do grupo controle (Figura 9c). Por sua vez, os animais do
grupo Pilo/CMMO apresentaram melhor desempenho no treino (Figura 9c) e no teste (Figura
9d) que os animais do grupo Pilo/Esplenec/CMMO (p<0,0001).
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Figura 9: Laténcia de escape até a plataforma ap6s 16 treinos de largada. a) Desenho esquematico com o teste do
LAM. b) e ¢) Curva de aprendizado mostra a média, em segundos da laténcia para encontrar a plataforma submersa
durante o treino da tarefa, n=8-12. b) Entre os controles, Naive, Sham e esplenectomia ndo houve diferenca
significativa. ¢) Os grupos Pilo, Pilo/Esplenec e Pilo/Esplenec/CMMO apresentaram diferenga quando
comparados ao Naive (p<0,0001) representado por *. O grupo Pilo/CMMO quando comparado ao grupo
Pilo/Esplenec/CMMO apresentou diferenca com p<0,0001 representado por +. d) Ap6s 24 horas do treino a
plataforma submersa foi retirada e o teste com duracdo de 60 segundos foi realizado avaliando a laténcia de escape
até o local da plataforma. Os grupos Pilo, Pilo/Esplenec e Pilo/Esplenec/CMMO apresentaram p<0,0001 quando
comparados ao Naive, representado por *. O grupo Pilo/CMMO quando comparado ao grupo
Pilo/Esplenec/CMMO apresentou diferenga com p<0,0001) representado por +. Os dados foram analisados com
ANOVA de uma via e pos-teste de Dunnett usando média +SEM e intervalo de confianga de 95%.
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9 Discussao

No presente estudo, avaliamos a eficacia e a biodistribuicdo do transplante de CMMO
em animais com o bago e sem 0 bago, submetidos ao protocolo de inducdo de SE com
pilocarpina. A biodistribuicdo das CMMO EGFP™ dos doadores foi avaliada conforme descrito
por Marinowic e colaboradores, (Marinowic, Da Silva et al. 2016) através de gRT-PCR. Foi
possivel detectar as células EGFP* no cérebro, baco, figado e rim de animais com o bacgo
tratados com as CMMO e no figado e rim de animais tratados sem o baco, estes dados estdo de
acordo com Costa- ferro (Costa-Ferro, Souza et al. 2012), Lee (Lee, Chu et al. 2007) e Walker
(Walker, Shah et al. 2010).

Interessantemente, nos animais esplenectomizados com SE foi observada reducao
significativa na expressdo de citocinas no tecido cerebral assemelhando-se com 0s animais com
0 baco tratados com CMMO. Entretanto a esplenectomia ao contrario do transplante de CMMO
ndo impediu o efeito deletério do SE na memdria espacial. Cabe discutir se houve diferencas
guanto ao SE em animais com e sem 0 baco que influenciaram este resultado. Foi visto que a
esplenectomia ndo influenciou significativamente a laténcia para a primeira crise, € no nimero
de crises que os animais apresentaram no periodo de observacdo do SE. Entretanto, a
porcentagem de animais que entraram em SE e taxa de mortalidade foi menor nos animais
esplenectomizados quando comparados aos ndo esplenectomizados. Dados semelhantes aos
nossos foram encontrados por Marchi et al., 2011(Marchi, Johnson et al. 2011). Estes achados
sugerem que a reducdo da mortalidade p6s-SE em animais esplenectomizados pode estar
relacionada a fatores cardiorrespiratorios, pois em geral estes animais morrem ap0s apneia
seguida de parada cardiaca. Hipotetizamos que a retirada do baco interrompeu a alca
parassimpatica do eixo vago-esplénico-ganglio celiaco como demostrado por Rasouli e colegas
(2011) reduzindo o risco de apneia e bradicardia parassimpatica induzida pelo baco.

A constatacdo de maior expressdo de citocinas no tecido cerebral dos animais p6s-SE
esplenectomizados e tratados com CMMO nos remete a relacdo SE, inflamagdo, CMMO e baco.
Ainda, sabe-se, que as citocinas pro-inflamatorias sdo marcadores da atividade inflamatoria,
por estarem participando diretamente deste processo, sendo 0 TNF-a uma das mais expressivas.
TNF-a ¢ produzida principalmente por macrofagos, e possui um papel importante na fase aguda
da inflamacdo amplificando a resposta inflamatoria. Sua expresséo € reduzida no decorrer de

poucos dias e € alvo direto da via anti-inflamatoria. A IL-1p é também uma citocina de fase
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aguda, mas presente em toda a fase inflamatoria, secretada principalmente por mondcitos e
macrofagos (Vezzani, Balosso et al. 2012).

No modelo experimental de epilepsia, foi demostrado que a IL-1p aumentou sua
expressao rapidamente em microglias e em astrdcitos durante as convulsdes. Da mesma forma,
0 TNF-a e a IL-6 aumentaram de forma transitoria nas células gliais (Ravizza, Boer et al. 2006,
Costa-Ferro, de Borba Cunhaet al. 2014). Como visto anteriormente em modelos experimentais
de epilepsia, 0 aumento dos niveis da citocina pré-inflamatoria IL-1p, através das células
microgliais ativadas (de Jager, Bourcier et al. 2009, Costa-Ferro, Souza et al. 2012, Leal, Costa-
Ferro et al. 2014). Outros relatos mostraram que os mediadores inflamatdrios estdo elevados no
cérebro logo ap6s SE, incluindo o TNFa (Ravizza, Gagliardi et al. 2008, Costa-Ferro, de Borba
Cunha et al. 2014, Leal, Costa-Ferro et al. 2014).

Quanto ao papel do bago na inflamacéo sabe-se que o baco pode iniciar respostas imunes
a partir do reconhecimento do processo inflamatério estéril, o baco ativa receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) nas células mieldides, que, por sua vez, induzem a ativacao das
células T apresentadoras de antigenos (APCs), secrecao de citocinas e fagdcitos (Den Haan and
Kraal 2012). No baco, existem multiplos subconjuntos de macréfagos (Den Haan and Kraal
2012). Os macrofagos sdo fagdcitos residentes nos tecidos que mantém a homeostase
removendo os detritos celulares e regulando a funcdo das células vizinhas, mas, durante um
dano tecidual, podem responder com respostas inflamatorias de citocinas que ativam outros
leucdcitos. Assim como, 0s mondcitos estdo presentes no baco e podem se diferenciar em
maultiplos subconjuntos mieldides especializados (Geissmann, Manz et al. 2010) e também
podem produzir fatores imunossupressores, como o fator de crescimento transformador-
(TGF-B) e IL-10 (Bronte and Pittet 2013).

Durante uma resposta inflamatdria, ocorre recrutamento de monadcitos da medula éssea
para o baco. L4, eles podem se diferenciar em mdltiplos tipos de células mieldides, incluindo
certos tipos de células dendriticas (CDs) e macrofagos nao convencionais (Leon, Lépez-Bravo
et al. 2007). O bago também atua como um reservatério de mondcitos indiferenciados que
podem ser mobilizados para outros 6rgdos sob condicdes inflamatérias que podem aumentar os
monacitos liberados da medula dssea (Bronte and Pittet 2013). Sabe-se que células imunes
circulantes entram e saem do baco em repouso e durante uma doenca, estas celulas circulantes
podem recrutar células adicionais para o baco (Bronte and Pittet 2013). A estrutura anatbmica
do baco é naturalmente adequada para regular as respostas aos antigenos transmitidos pelo
sangue. Muitas vezes essa caracteristica filtradora é vista como uma limitacdo para o

fornecimento de medicamentos, pois muitas nanoparticulas de farmacos séo retidas no baco.
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Por outro lado, essa carateristica pode representar oportunidade de atingir terapeuticamente
esplendcitos (Bronte and Pittet 2013). Estudos farmacodindmicos mostram que o bago pode ser
um importante 6rgdo para auxiliar em tratamentos, podendo alguns tratamentos e terapias
celulares servirem como um “cavalo de Troia” (Bronte and Pittet 2013).

Em estudos prévios no nosso laboratério (Costa-Ferro, Souza et al. 2012, Leal, Costa-
Ferro et al. 2014, Zanirati, Azevedo et al. 2015), foram analisados os perfis inflamatorios e anti-
inflamatdrios de ratos submetidos ao modelo de pilocarpina. Os dados mostraram que 0
tratamento com as CMMO reduziu os niveis dos genes de TNF-a, IL-1B, IL-6 no tecido
cerebral de animais submetidos ao SE (fase aguda) e em animais epilépticos (fase crénica). No
entanto, a expressdo do mRNA do gene das citocinas anti-inflamatérias 1L-4 e IL-10 foi
significativamente aumentado apds transplante das CMMO (Leal et al., 2014) e a expressdo
do mRNA do gene da IL-10 aumentou no tecido cerebral dos ratos na fase aguda e crénica
(Leal et al., 2014, Costa-Ferro et al., 2012).

Concentramos 0 nosso estudo nas citocinas pro- (IL-1B e TNF-a) e anti-inflamatoria
(IL-10). Nossos dados mostram uma reducdo significativa na expressdo da IL1-B no tecido
cerebral dos animais esplenectomizados e ndo esplenectomizados submetidos ao SE e
transplantados com as CMMO quando comparado com os dados do grupo controle ap6s 12
horas do transplante. Interessantemente, nos animais esplenectomizados e submetidos ao SE, a
esplenectomia também reduziu os niveis da citocina IL1-B apos 12 horas do SE. Entretanto,
apos 24 horas do transplante das CMMO apenas 0s animais do grupo submetidos ao SE tiveram
a expressdo da IL-1B diminuida, mostrando assim o efeito agudo do tratamento. O tratamento
com as CMMO diminuiu significativamente os niveis da TNF-a no tecido cerebral dos animais
néo esplenectomizados submetidos ao SE quando comparado com os dados dos grupos Naive
e Pilo apds 12 horas do transplante. Assim como, 0s animais esplenectomizados e submetidos
ao SE, também apresentaram uma reducéo significativa nos niveis TNF-o quando comparado
com o grupo Pilo. Neste contexto, os dados mostraram um aumento significativo das citocinas
IL1-B apos 24 horas e TNF- o apds 12 e 24 horas do transplante das CMMO nos animais
esplenectomizados submetidos ao SE, sugerindo que a presenca do baco e fundamental para o
efeito das CMMO. Por outro lado, nossos dados mostram que a esplenectomia, por si s0,
também reduziu a inflamagdo. Interessantemente, esse papel “protetor” da esplenectomia,
indica que existe uma interacao entre os fatores troficos, a produgéo das citocinas periféricas e
a producdo das citocinas no tecido cerebral.

A0 mesmo tempo, no nosso estudo, a expressao de IL-10 foi maior no tecido cerebral

dos grupos esplenectomizados (com e sem o tratamento das CMMO) e no grupo Pilo tratado


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tumor-necrosis-factor
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com CMMO comparado com o0s outros grupos, apés 12 horas do SE. Apos 24 horas, embora
ndo tenha havido diferenca estatistica, a expressdo da IL-10 foi maior no grupo Pilo tratado
com as CMMO. Demostrando assim, o papel protetor do tratamento das CMMO e,
corroborando com resultados de outros estudos que previamente demostraram que a I1L-10 tem
um efeito anticonvulsivo em pacientes neonatais ao suprimir a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (Youn, Kim et al. 2012), assim como, o efeito neuroprotetor e antiepiléptico na
epilepsia induzida por pilocarpina em ratos (Costa-Ferro et al, 2012, Leal et al., 2014). Essa
interleucina é uma potente citocina anti-inflamatdria que pode reduzir as respostas inflamatorias
sistémicas suprimindo monaocitos/macrofagos e respostas derivadas de célula T, reduzindo a
sintese de outas citosinas e moléculas de adesdo celular. Tem-se relatado que CMMO tém
efeitos imunomoduladores aumentado a expressao de 1L-10 no modelo de infarto cerebral em
ratos (Liu, Zhuge et al. 2009, Brenneman, Sharma et al. 2010) e no modelo experimental da
epilepsia (Costa-Ferro et al, 2012; Leal et al., 2014). Outros estudos tém sugerido que CMMO
podem liberar fatores tréficos e citocinas que estdo envolvidas no reparo e regeneracdo do
tecido cerebral lesado (Vezzani et al., 2011, Costa-ferro et al., 2012, de Freitas et al., 2012).

Os niveis da IL1- p ¢ TNF-a no baco foram reduzidos nos animais do grupo Pilo (com
ou sem) tratamento com as CMMO, quando comparado com o grupo Naive. Também, o
presente estudo mostrou maiores niveis de IL-10 no bago dos animais do grupo Pilo quando
comparado com o grupo Naive, CMMO e Pilo/CMMO. Os altos niveis de IL-10 no grupo Pilo
mostram que esta citocina exerce importante papel no processo inflamatorio provocado pelas
manifestacdes clinicas e fisiopatoldgicas da pilocarpina.

Um representante inflamatério “in situ” no cérebro é a microglia. As células da
microglia sdo elementos de pequenas dimensdes presentes no encéfalo e na medula espinhal e
representam cerca de 5 a 20% de todos os elementos gliais (Graeber and Streit 2010, Saijo and
Glass 2011) e sdo referidas como a populacdo de macrofagos especializados do SNC. Dentre
as células da glia, as microglias sdo as mais plasticas, capazes de alterar a morfologia no estagio
de ativacdo (Graeber and Streit 2010). Em condicbes patoldgicas, a microglia é ativada por
fatores de crescimento e por varias citocinas, como as interleucinas, e assim desempenham as
suas funcdes inflamatorias e imunitarias (Graeber and Streit 2010, Saijo and Glass 2011, Yi,
Xiao et al. 2011, Zhai, Heppner et al. 2011). Um dos marcadores mais usados na identificacéo
da microglia é o lonized calcium-Binding Adaptor molecule-1 (IBA-1). IBa-1 é uma proteina
codificante para o Allograft Inflammatory Factor-1 (AlIF-1) (Del Bigio 2010). No nosso estudo,
os resultados obtidos demostraram que a expressao da microglia foi significativa no grupo Pilo

apos 12 e 24 horas de SE. O tratamento com as CMMO suprimiu esta expressao da AlIF-1 no
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tecido cerebral dos animais submetidos ao SE com ou sem bago, ap6s 12 horas do SE. Também
foi observado aumento significativo do AIF-1 nos macréfagos do bago dos animais submetidos
ao SE, ap6s 12 horas. Estes achados sugerem que a expressdo de AIF-1 no cérebro € local e
independente do baco.

Provavelmente esta relacdo baco- inflamacéao- cérebro podem estar relacionadas ao foco
da leséo tecidual, visto que, Ajmo e colegas demostraram que ratos esplenectomizados e
submetidos ao modelo experimental de AVC apresentaram infarto cerebral menor (Ajmo Jr,
Collier et al. 2009). Em 1908, Rous sugeriu que a linfocitose que ocorre ap6s o protocolo de
pilocarpina é devido a uma contragdo da musculatura lisa do baco que libera linfécitos e outras
células e fatores inflamatdrios na corrente sanguinea (Rous 1908). Por outro lado, a ativacdo
simpatica do sistema nervoso que resulta em uma contracdo esplénica e consequente liberacao
massiva de células imunes, pode contribuir para o dano cerebral apds uma lesdo de AVC
(Stewart and McKenzie 2002, Ajmo Jr, Collier et al. 2009). Assim como, o bago tem a
capacidade de mobilizar células precursoras, e assim “conversar” com outros 6rgaos do corpo,
“enviando” suas células para orgaos ndo linféides (Bronte and Pittet 2013). Essa massiva
liberacdo de células inflamatorias pode ser positiva em alguns casos, como foi descrito por
Swirski e colaboradores, onde a lesdo miocéardica isquémica aumentou a motilidade dos
mondcitos do reservatério esplénico e induziu uma saida macica dessa populacdo para a
circulacdo. Neste caso, uma fragdo dos mondcitos esplénicos contribuiu para a cicatrizagdo da
lesdo (Swirski, Nahrendorf et al. 2009).

Isso nos remete a relacdo entre macrofagos e reparo tecidual onde os macréfagos
contribuem de forma significativa para a defesa do organismo. De acordo com o estimulo (pro-
inflamatorio, metabdlico ou imune), os macrofagos sao recrutados das regides periféricas para
o local da lesdo, onde contribuem para a defesa, remodelamento e reparo do tecido (Gordon
and Taylor 2005). No presente estudo ndo encontramos diferengas na producao da IL-1p3, TNF-
a, IL-6, IL-10 nos sobrenadantes dos grupos Naive, CMMO, Pilo e Pilo/CMMO. Os dados
foram inconclusivos provavelmente porque o n dos animais controles na nossa amostra foi
menor em relacdo ao n das amostras dos animais tratados, prejudicando a andlise estatistica
entre 0S grupos.

E fundamental nos estudos com epilepsia induzida por pilocarpina onde ha o
comprometimento hipocampal que se avalie o impacto das intervengdes na memoria. Assim,
na segunda parte deste estudo, nos investigamos a influéncia do baco e do tratamento das
CMMO no aprendizado e consolidagdo da memoria espacial nos animais submetidos ao SE por

pilocarpina. Estudos anteriores relataram grave comprometimento da memoria espacial
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dependente de hipocampo em ratos tratados com pilocarpina, conforme avaliado no labirinto
aquatico de Morris (Niessen, Angenstein et al. 2005, Frisch, Kudin et al. 2007, Venturin,
Greggio et al. 2011). Neste estudo, evidenciamos que a memoria espacial dos animais que
receberam pilocarpina, comparada aos grupos controles, foi prejudicada independentemente do
baco quanto ao aprendizado e consolidacdo da memdria. Entretanto, os animais do grupo Pilo
tratado com as CMMO aprenderam a tarefa, fato que ndo ocorreu com 0s animais sem 0 baco.
Nota-se também que embora a esplenectomia tenha apresentado uma papel anti-inflamatorio
na expressao de citocinas, este efeito ndo se traduziu no aprendizado e na consolidacdo da
memoria. Considerando que esses animais foram testados para memoria espacial
(aprendizagem e consolidacdo) apds 10 dias do SE, isto sugere que a participacdo do bago no

SE e seus mecanismos sdo insuficientes para evitar ou reduzir o curso natural da epileptogénse.
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Capitulo 11

AVALIAR A IMPORTANCIA DO BACO NA EPILEPTOGENESE E NA
RESPOSTA INFLAMATORIA NOS MODELOS DE EPILEPSIA DE PILOCARPINA E
DE ACIDO CAINICO EM RATOS WISTAR



74

1 Hipotese

HO - Nossa hipdtese é de que o bagco ndo pode ser responsavel pela modulacdo da
resposta inflamatdria apds a lesdo hipocampal no modelo experimental da epilepsia de
pilocarpina e de 4cido cainico.

H1 - Nossa hipdtese € de que o baco pode ser responsavel pela modulacéo da resposta
inflamatdria apds a les@o hipocampal no modelo experimental da epilepsia de pilocarpina e de
acido cainico.

Para saber se essa hipdtese é valida, avaliamos a frequéncia de crises, expressao de
fatores inflamatérios e memdria de animais submetidos aos modelos experimentais de

pilocarpina (PILO) e &cido cainico (KA) com e sem esplenectomia.
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2 Objetivo

Relacionar a importancia do baco na epileptogénese usando dois modelos de epilepsia

do lobo temporal (pilocarpina e acido cainico).

2.1 Objetivos especificos

Nos ratos esplenectomizados e submetidos ao SE por pilocarpina ou acido cainico:

a) Avaliar a frequéncia de crises através de video monitoramento na fase cronica da
epilepsia apds a esplenectomia;

b) Avaliar a presenca das citocinas IL-1p, TNF-a, IL-10 e o marcador de microglia
AIF-1, no hipocampo de animais atravées de qRT-PCR;

c) Avaliar a memdria de curta duracdo na fase cronica da epilepsia,

d) Awvaliar o comportamento depressivo na fase crénica da epilepsia.
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3 Questoes éticas

Todos os experimentos foram realizados ap6s a aprovacao do Comité de Etica para Uso
de Animais (CEUA) da PUCRS, cujo numero de aprovacdo do CEUA é 7839. O documento
esta anexado no final do texto.

4 Material e métodos

O estudo foi realizado no Laboratorio de Neurociéncias e Laboratorio de Sinalizacao
Celular do Instituto o cérebro do Rio Grande do Sul (InsCer) da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), onde possuem todos 0s equipamentos necessarios
para a realizacdo das técnicas utilizadas. Os experimentos com o0s animais serdo realizados no
prédio 14, Centro de Modelos Bioldgicos Experimentais (CeMBE) localizado também na
PUCRS.

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (40-50 dias) para inducao de epilepsia. Durante
0 experimento os animais foram mantidos no prédio 14 do CeMBE da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul sob iluminacédo e temperatura controlados (ciclo claro e escuro
12 horas e aproximadamente 24° C). Receberam 4gua e racdo a vontade. Foram utilizados
noventa e seis ratos.

A determinacdo para 0 numero de animais utilizados em todas as analises foi baseado
em literatura cientifica de referéncia atual dentro das técnicas a serem estudadas e de acordo
com a taxa de mortalidade do modelo da pilocarpina e acido cainico (Venturin, Greggio et al.
2011, Lévesque and Avoli 2013). Assim, estabeleceu-se que um nimero de 5 animais por grupo
para cada analise de RT-g-PCR (Li, Zhao et al. 2015). A eutanasia, dos animais para a obtencao
de amostras foi realizada com o minimo de dor, medo e angustia por método quimico com o
uso de Isoflurano por inalagdo para permitir uma puncéo cardiaca onde foi retirado também o
soro dos animais a partir do sangue total, seguida do uso da guilhotina para decapitacdo e
retirada do cérebro dos animais e posterior retirada de amostras dos 6rgdos. Os animais tratados,
0S experimentos e a eutanasia seguiram as diretrizes do CONCEA (CONCEA 2013) e DBCA



7

(Brasil 2013) Guide for Care and Use of Laboratory Animals from National Institutes of Health
(Care, Animals et al. 1985).

4.2 Esplenectomia

Os ratos foram anestesiados com Xilazina e Quetamina. A esplenectomia foi adaptada
e realizada de acordo com a descricao feita por Ajmo et al. 2008 (Ajmo, Vernon et al. 2008,
Marchi, Johnson et al. 2011). Realizamos uma incisé@o cerca de 2 cm da linha média dorsal no
lado esquerdo da cavidade abdominal. Com uma pinca sem ponta e o baco foi exposto, e foi
realizado uma ligadura nos vasos sanguineos. O bago foi removido e armazenado em -80°C.
Antes da sutura final a area foi cuidadosamente observada, para verificar se houve hemorragia
ou outras complicacdes. Os animais foram observados, tratados com analgésico Acetominofen

(Damy, Camargo et al. 2010) (1-2mg/ml na agua) nas primeiras horas apds o procedimento.

4.3 Protocolo de pilocarpina

Utilizamos o protocolo de inducéo de epilepsia pelo modelo experimental de pilocarpina
conforme descrito por Cavalheiro (Cavalheiro, Leite et al. 1991). Primeiramente foi aplicada
aos animais uma injecdo intraperitoneal (i.p.) de metilescopolamina (antagonista colinérgico),
na dose de 1 mg/kg, com o objetivo de minimizar os efeitos colinérgicos periféricos. Cerca de
30 minutos ap0s, ocorreu a aplicacdo de PILO (i.p) na dose de 100 mg/kg a cada 30 minutos,
com o nimero maximo de seis doses (Groticke, Hoffmann et al. 2007). Apds, os animais foram
colocados em caixas de acrilico transparentes para a observacdo das manifestacOes
comportamentais produzidas pela droga. Os animais foram observados e classificados de
acordo com a Escala de Racine (figura 1) quanto as altera¢gdes comportamentais proprias do SE
(Racine 1972). Apenas foram incluidos no trabalho os animais que entraram em SE
classificados como Racine 4, Clonias das patas posteriores e 5, correspondente a e elevacgdo e
queda. Noventa minutos apos a instalacdo do SE, o animal recebeu 10 mg/kg de diazepam (i.p.)
para atenuar as crises comportamentais. Nos proximos 5 dias 0s animais receberam tratamento
com racdo embebida em soro glicosado, por via oral e aplicacdo de soro e glicose por via

subcutanea para reposi¢cdo de nutrientes.
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4.4 Protocolo de Acido Cainico

Foi utilizado o protocolo de inducéo de epilepsia pelo modelo experimental de acido
Cainico, neste caso 0s animais receberam 5mg/kg de acido cainico por via intraperitoneal a
cada hora até que os animais entrassem em SE totalizando 15-30mg/kg de &cido cainico. As
crises foram avaliadas e classificadas de acordo com a escala de Racine (figura 1). Foram
consideradas crises 4, clonias das patas posteriores e 5, correspondente a e elevacéo e queda e
0s animais que apresentaram pelo menos uma crise a cada hora (Hellier, Patrylo et al. 1998,
Kubera, Budziszewska et al. 2001, Reddy and Kuruba 2013).

Noventa minutos apds a inducdo do SE, o animal recebeu 10 mg/kg de diazepam (i.p.)
para atenuar as crises comportamentais. Nos proximos 5 dias 0s animais receberam tratamento
com racdo embebida em soro glicosado, por via oral e aplicacdo de soro e glicose por via
subcutanea para reposicdo de nutrientes.

4.5 Video monitoramento

Passados 50 dias apds o SE os animais foram filmados para analise da ocorréncia de
CERs. As filmagens foram realizadas 24 horas/dia (12 horas do ciclo claro e 12 horas do ciclo
escuro) por 7 dias. A oferta de comida e de agua no periodo das filmagens ndo foi alterada
(Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-Ferro, Souza et al. 2012, Zanirati, Azevedo et al. 2015).
As crises foram classificadas de acordo com a escala de Racine (figura 1) (Racine 1972). Sendo

incluidos no estudo apenas 0s animais que apresentaram crises nos niveis 4 e 5 da escala.

4.6 Tarefa de reconhecimento de objetos

A tarefa de reconhecimento de objetos (Ennaceur and Delacour 1988) foi realizada em
uma arena do campo aberto (Figura 4), de acordo com o protocolo descrito por Myskiw et al,
e Melo PB et al., (Myskiw, Rossato et al. 2008, Mello, Benetti et al. 2009). Todos os animais
foram habituados na arena na auséncia de objetos ou outros estimulos comportamentais durante
20 min, por 4 dias. A arena foi limpa com alcool 70%, entre o teste de um animal e outro. Os
objetos usados para o reconhecimento foram um metal, vidro e plastico, fixados no chédo da
arena com fita adesiva. No dia da sessdo de treino, os animais foram colocados na arena na

presenca de dois objetos distintos (A e B) e ficaram ali para explora-los por 5 minutos. A sessao
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de teste foi realizada 180 minutos depois da sessdo de treino para avaliar a memoria de curta
duracdo. No teste, um dos objetos foi substituido por um novo objeto (C) e o rato foi novamente
colocado na arena e testado por 5 minutos. A exploracdo dos objetos foi definida como o fato
de cheirar ou tocar 0s objetos com o nariz e as patas anteriores. O tempo gasto explorando cada
objeto foi cronometrado, registrado e expresso no formato de indice (C-A/A+C) do tempo total
de exploracdo em segundos (Rossato, Bevilaqua et al. 2007).

4.7 Nado Forcado

O teste de nado forcado foi descrito por Porsolt e colegas (Porsolt, Le Pichon et al.
1977), foi utilizado para avaliar o comportamento depressivo dos animais. O protocolo usado
foi descrito por Kodali, Parihar e colegas (Kodali, Parihar et al. 2015) e Upadhya, Hattiangady
e colaboradores (Upadhya, Hattiangady et al. 2016). O parametro analisado pelo teste € o tempo
de imobilidade dos animais. No primeiro dia, os animais foram habituados e treinados a
atividade de natacdo individualmente em um cilindro com 45 cm de altura com agua a uma
temperatura de 23-25°C e profundidade de 30 cm de modo que as patas dianteiras do animal
néo tocassem no fundo do recipiente durante o teste. Os animais foram colocados um a um no
cilindro onde ficavam livres para nadar, durante 10 minutos. Roedores saudaveis tendem a
apresentar um comportamento de luta, inicialmente, nadam durante a maior parte do tempo na
agua e mostram um comportamento de imobilidade (flutuacéo) por periodos mais curtos. Apds
a habituacdo, o animal retornou a sua gaiola. Vinte e quatro horas ap6s o treino foi feito o teste,
onde os animais foram colocados novamente no cilindro e, um por vez, ficavam livres para
nadar durante 10 minutos. O comportamento de cada animal durante todo o periodo do teste foi
gravado por uma camera de video. Apds o teste, da mesma forma, os animais retornaram as
suas gaiolas. Durante a tarefa os animais foram observados por pesquisadores treinados para
agir a qualquer movimento de afogamento. Caso algum animal demonstrasse manifestacdes de
crises durante a tarefa, este era removido imediatamente do cilindro e excluido do teste. As
analises dos videos do teste foram realizadas por observadores cegos ao tratamento. O tempo
de imobilidade foi mensurado, dividindo a analise entre os primeiros 5 minutos e ultimos 5
minutos de teste. Nos primeiros minutos os animais tendem a nadar ativamente e fatores como
fadiga podem influenciar na imobilidade durante os Gltimos minutos. Imobilidade é definida

como 0 movimento minimo necessario para manter a cabeca acima do nivel da agua e a natacao
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é identificada como um movimento continuo horizontal no cilindro. A porcentagem de tempo

gasto em imobilidade é utilizada como uma medida do comportamento depressivo.

4.8 Extracao de RNA e RT-q-PCR

A extracdo de RNA foi realizada utilizando kit RNA SV-Total (Promega), conforme
orientacdes do fabricante. Os RNAs foram extraidos de amostras de hipocampo e bago. Tanto
a qualidade quanto a quantidade do RNA total extraido foram analisadas por espectrofotometria
em equipamento Q-ubit (Invitrogen). A sintese de cDNA foi realizada utilizando kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) e amplificacdo utilizando kit
Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Life Technologies) conforme orientacdo do
fabricante. Nessa técnica foram utilizados 5 animais por grupo experimental (Marinowic,

Domingues et al. 2015).

5 Delineamento experimental:

O projeto teve inicio com a esplenectomia e as cirurgias controles nos animais do grupo
Sham. Sete dias ap0s a esplenectomia foram aplicados os protocolos de pilocarpina ou acido
cainico nos animais. Transcorridos cinquenta dias 0s animais que passaram pelos protocolos de
SE foram filmados por uma semana (24 horas/dia). O teste do reconhecimento de objetos
ocorreu apds o término das filmagens e o teste do nado forcado na semana seguinte.
Posteriormente foi realizada a eutanasia dos animais para a retirada de amostras para o qRT-

PCR. O delineamento experimental esta simplificado em um esquema na figura 1.
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Figura 1: Esquema contendo o delineamento experimental do projeto crénico em dias e com 0s

experimentos realizados.
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6 Grupos experimentais

O projeto de fase crénico contou com sete grupos experimentais, os detalhes e 0s nomes

de cada grupo estdo descritos abaixo e na tabela 1.

6.1 Grupo Naive

O grupo Naive é o controle, grupo onde os animais ndo passaram por nenhum tipo de
intervencdo. Apenas pelos testes comportamentais e tiveram suas amostras coletadas para o
gRT-PCR.

6.2 Grupo Sham

O grupo Sham foi anestesiado e operado, uma incisdo na cavidade abdominal esquerda
foi realizada e em seguida o animal foi suturado normalmente, ap6s a operacao e receberam
analgesico. Passaram pelos testes comportamentais e suas amostras foram retiradas para gRT-
PCR.

6.3 Grupo Esplenec

O grupo Esplenec foi anestesiado e através de uma incisdo na cavidade abdominal
esquerda, o baco foi retirado por meio de intervencdo cirirgica conforme descrito nas
metodologias. Passaram pelos testes comportamentais e suas amostras foram retiradas para
gRT-PCR.

6.4 Grupo Pilo

O grupo PILO foi submetido ao protocolo de pilocarpina, passados cinquenta dias apos
o SE, foram filmados por sete dias, submetidos aos testes de reconhecimento de objetos e nado

forcado e eutanasiados ao final dos experimentos. As amostras foram coletadas para qRT-PCR.
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6.5 Grupo Pilo/Esplenec

No grupo Pilo/Esplenec os animais foram esplenectomizados e sete dias depois foram
submetidos ao protocolo de pilocarpina. Passados cinquenta dias ap6s o SE, foram filmados
por sete dias, submetidos aos testes de reconhecimento de objetos, nado forcado e eutanasiados

ao final dos experimentos. As amostras foram coletadas para qRT-PCR.

6.6 Grupo KA

O grupo KA foi submetido ao protocolo de &cido cainico. Passados cinquenta dias apds
o SE, foram filmados por sete dias, submetidos aos testes de reconhecimento de objetos, nado

forcado e eutanasiados ao final dos experimentos. As amostras foram coletadas para gRT-PCR.

6.7 Grupo KA/Esplenec

No grupo KAJ/Esplenec os animais foram esplenectomizados e sete dias depois,
submetidos ao protocolo de &cido cainico. Cinquenta dias ap6s o SE, foram filmados por sete
dias, submetidos aos testes de reconhecimento de objetos, nado forgado e eutanasiados ao final

dos experimentos. As amostras foram coletadas para gRT-PCR.
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Grupos Naive Sham Esplenec
Cirurgia controle, sem a | Cirurgia para retirada
w2
a§ Reconhecimento de retirada do baco. do baco.
=
@
& objetos, nado Reconhecimento de Reconhecimento de
@
= forcado e QqRT-PCR. | objetos, nado forcado e | objetos, nado forcado
gRT-PCR. e qRT-PCR.
Grupos Pilo Pilo/Esplenec KA KA/Esplenec
Esplenectomia, Esplenectomia, acido
Pilocarpina, Video Acido cainico, , Video
Pilocarpina., Video cainico, Video
- monitoramento, monitoramento,
z§ monitoramento, monitoramento,
g Reconhecimento de Reconhecimento de
z Reconhecimento de Reconhecimento de
2 objetos, Nado objetos, Nado forcado
— objetos, Nado forcado e objetos, Nado forcado e
forcado e qRT-PCR. e qRT-PCR.
gRT-PCR. gRT-PCR.

Tabela 1: Tabela com os grupos experimentais do projeto cronico e as metodologias aplicadas em cada grupo.
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7 Analise estatistica

Utilizamos o teste de Fisher para analisar a mortalidade e nimero de animais que
entraram em SE. O teste T ndo pareado para a analise de laténcia e numero de crises. Foi
utilizado o teste estatistico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via para o0s testes
comportamentais e RT-g-PCR. Todos os valores sdo baseados na média+ o erro padréo, sendo
considerado um nivel de significancia de p< 0,05. Os dados foram avaliados pelo Programa
Graph Pad Prism 7.1.
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8 Resultados

8.1 Parametros analisados durante o SE

Na figura 2 estdo apresentados os graficos com os dados do comportamento dos animais
durante a inducédo do SE. O grafico 2a mostra a laténcia (tempo de inicio primeira crise) que no
grupo Pilo foi de 210,3 + 17,57 min. e no grupo Pilo/Esplenec foi de 156,2 £ 12,12 min
p<0,05(%). O gréfico 2b mostra a porcentagem dos animais que entraram em SE no grupo
Pilo/Esplenec foi 61% e 72% no grupo Pilo (*p=0,09). O grafico 2c mostra que o nimero de
crises durante o SE néo apresentou diferencas significativas entre os grupos Pilo 1,78 +0,31 e
Pilo/Esplenec 1,54 + 0,34 com p>0,5. O grafico 2d mostra que ndo houve diferenca significativa
na mortalidade dos animais entre o grupo Pilo (28%) e Pilo/Esplenec (26%).

O gréafico 2e mostra que a laténcia foi maior no grupo KA/Esplenec, 386,7 + 8,81min
quando comparado com o grupo KA que foi de 219,9 + 30,54min <0,001 (4%%). O gréfico 2f
mostra que 44% dos animais do grupo KA apresentaram SE e 20% dos animais do grupo
KA/Esplenec, p<0,0001 (444&), O grafico 2g mostra que embora o grupo KA/Esplenec tenha
apresentado menos crise que o grupo KA essa diferenca nédo foi significativa. A figura 2h mostra
que a mortalidade do grupo KA foi de 18%, enquanto que no grupo KA/Esplenec foi de zero
p<0,0001 (4%&%), Os dados categoricos foram analisados com o teste de Fisher com Qui-
Quadrado. E o tempo para o inicio do SE foi comparado através do teste t ndo pareado. Os
dados foram coletados durante a aplicacdo dos protocolos de pilocarpina e acido cainico do

projeto.
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Figura 2: Dados sobre o SE foram coletados durante a aplicacdo dos protocolos de pilocarpina( a-d) e
&cido cainico (e-h) do projeto. Na figura a) mostra a laténcia, para o inicio de crises no protocolo de pilocarpina.
Em b) a porcentagem de animais que tiveram SE. E em ¢) o nUmero de crises que 0s animais apresentaram durante
o SE. d) a taxa de mortalidade em decorréncia do protocolo de pilocarpina. Na figura €) consta a anélise da laténcia
para o inicio de crises no protocolo de acido cainico. Em f) a porcentagem de animais que tiveram SE. Em g) o
namero de crises durante o protocolo de SE. E em h) a taxa de mortalidade em decorréncia do protocolo de acido
cainico. Os dados categoricos foram analisados com o teste de Fisher com Qui-Quadrado. E o tempo para o inicio
do SE foi comparado através do teste t ndo pareado. Valores menores que 0,05 foram considerados significativos,
n=48/pilocarpina e n=31/4cido cainico. ¥p<0,05 vs Pilo, ¥¥p<0,01, &%&p<0,001, #¢&&p<0,0001 vs KA.

8.2 Video monitoramento

A figura 3 mostra a frequéncia das CERs dos animais epilépticos. No grupo Pilo 83,3%
dos animais avaliados desenvolveu epilepsia. No grupo Pilo/Esplenec 100% dos animais
avaliados tornaram-se epilépticos. No grupo KA, 100% dos animais avaliados no estudo
desenvolveram CERs. E no grupo KA/Esplenec 50% dos animais se tornou epiléptico. A figura
3a, mostra que os animais do grupo Pilo/Esplenec apresentaram mais CERs quando comparado
com o0s animais dos grupos KA e KA/Esplenec p<0,05(#). A figura 3b, mostra que a duragdo
das crises dos animais do grupo KA foi estatisticamente maior que crises dos animais do grupo
Pilo com p<0,05($) e Pilo/Esplenec p<0,05(#).
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Figura 3: Monitoramento de crises espontaneas e recorrentes. a) nimero de crises apresentadas pelos ratos nos
diferentes grupos. b) Tempo de duragdo em segundos de cada crise analisada. As andlises foram realizadas através
de ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey para avaliagdo entre os grupos. Os dados sdo apresentados como
média +SEM, n=5 por grupo. Um p<0,05 foi considerado significativo. #p<0,05 vs Pilo/Esplenec, *p<0,05 vs Pilo.

8.3 Reconhecimento de objetos

A figura 4 demonstra os dados do teste do paradigma de reconhecimento de objetos
utilizado para testar memoria de curta duracdo. Nossos dados mostram gque ndo houve diferenca
significativa no desenvolvimento da tarefa nos animais dos grupos controles (Naive, Sham e
Esplenec). Os animais que passaram pelos protocolos de SE (Pilo e KA) demonstraram prejuizo
na memdaria, 0s animais do grupo Pilo p<0,05(*) e no grupo KA p<0,0001(****) quando
comparados com os animais do grupo Naive. No entanto, os animais dos grupos Pilo/Esplenec
e KA/Esplenec, aprenderam a tarefa e ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparados com o desempenho dos animais do grupo Naive. Foi observado que os animais do
grupo KA/Esplenec e Pilo/Esplenec desempenharam melhor a tarefa quando comparados aos
animais do grupo KA, p<0,05(%). Os resultados do grafico sdo do teste, e os valores estdo
apresentados no formato de indice (C-A/A+C), usando teste de ANOVA de uma via e foi

considerada uma margem de erro de 95%.



89

Indice de Reconhecimento

Figura 4: Paradigma de reconhecimento de objetos, com protocolo para avaliar, meméria de curta
duracdo. Teste realizado ap6s 4 dias de habituacdo. Os valores estdo apresentados no formato de indice (C-
AJA+C). A andlise estatistica foi realizada pelo teste de ANOVA de uma via com pés-teste de Dunnett. Os dados
estdo representados com meédia +SEM, n=5-8. Considerando uma margem de erro de 95%.*p<0,05,
****n<0,0001 vs Naive, &p<0,05 vs KA.

8.4 Nado forcado

A figura 5 mostra o desempenho dos animais no teste de nado forgado. O teste do nado
forcado avaliou o tempo de mobilidade dos animais. Um paddo de menor mobilidade dos
animais durante o teste caracteriza um perfil depressivo. Em epilepsia uma das comorbidades
que podem surgir na doenca é a depressdo. Conforme ja havia sido visto por Zanirati e
colaboradores (Zanirati, Azevedo et al. 2015), os ratos epilépticos apresentam tendéncia ao
comportamento depressivo, 0s grupos Pilo, Pilo/Esplenec e KA apresentaram compartamento
depressivo (p<0,05) quando comparados com os animais do grupo Naive (*). No entanto, ndo

houve diferenca significativa entre os animais esplenectomizados e néo espenectomizados.
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Nado forcado

Mobilidade (seg)

Figura 5: Teste de nado forgado. Teste realizado ap6s um dia de habituagdo. Os valores estdo
apresentados em segundos de mobilidade dos animais, onde menor mobilidade é classificada como
comportamento depressivo. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de ANOVA de uma via com pos-teste
de Dunnett. Os dados estéo representados com média +SEM, n=4-5. Considerando uma margem de erro de 95%
*p<0,05, ****p<0,0001 vs Naive, &p<0,05 vs KA.

8.5 Expressio de fatores inflamatorios

A expressao génica dos fatores inflamatérios foi dosada em tecido do hipocampo de
ratos, sessenta e sete dias apds os protocolos de SE. A figura 6a, mostra que a expressao da
Interleucina-1p aumentou significativamente no tecido hipocampal dos animais do grupo Pilo
quando comparado ao Naive com p<0,05(*), e comparado ao grupo KA/Esplenec com
p<0,05(*%). Na figura 6b, mostra que a expressao da TNF-a aumentou no tecido hipocampal dos
animais do grupo pilo quando comparado ao grupo Naive, p<0,05(*). A figura 6¢, mostra que
a expressdo génica de AIF-1 ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos. A figura
6d, mostra que a expressdo de IL-10 aumentou significativamente nos animais dos grupos
KA/Esplenec quando comparado ao grupo Naive, p<0,05(*). Os dados foram analisados por

ANOVA de uma via com pdés-teste Tukey, foi considerado significativo p<0,05.
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Figura 6: Expressdo génica de fatores inflamatérios gRT-PCR no hipocampo de ratos. a) Valores de
expressdo génica relativa de IL-1B b) Expressdo de TNF-a. ¢) Niveis de expressdo de microglia ativada (gene AIF-
1) d) Expressdo de IL-10. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via com pdés-teste Tukey, foi
considerado significativo p<0,05, n=4. *p<0,05 vs Naive, $p<0,05 vs Pilo.
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9 Discussao

A epilepsia € uma sindrome neuroldgica que afeta, hoje, cerca de 65 milhdes de pessoas
mundialmente. Apesar do progresso na farmacologia e nos tratamentos cirurgicos, ainda é
relativamente pouco, o que se sabe sobre o processo que leva a geracdo das crises individuais e
sobre 0s mecanismos que levam um cérebro saudavel se tornar epiléptico. Em modelos
experimentas, apds o SE, inicia-se um periodo latente (também referido como silencioso),
guando os animais iniciam a apresentacdo de um comportamento aparentemente normal, mas
ocorrem mudangas moleculares, que parecem subsidiar o desenvolvimento da epileptogénese
(Pernot, Heinrich et al. 2011, Vezzani, Balosso et al. 2012, Pitkénen, Lukasiuk et al. 2015).
Esse periodo, geralmente dura de dias a semanas em roedores ¢ pode servir como uma “janela
de oportunidade” para a prevengao da epilepsia.

Resultados demonstraram, em modelos animais e em pacientes com epilepsia,
alteracdes nas vias glutamatérgicas e GABAErgicas na patofisiologia das crises epilépticas.
Assim como, a perda de neurénios hipocampais, levando a mudancas no balanco das atividades
excitatdrias e inibitorias, assim como pelo crescimento axonal reativo. Nos Gltimos anos com a
descoberta da ocorréncia de neurogénese no cérebro adulto, inumeros trabalhos vém
demonstrando o aumento da taxa de neurogénese apds crises epilépticas, assim como a
ocorréncia de inflamacdo sistémica e no tecido cerebral, esses dados tém incentivado as
pesquisas sobre a epileptogénese (Gall and Lynch 2004, Costa-Ferro, Souza et al. 2012, Leal,
Costa-Ferro et al. 2014).

Neste estudo, nds avaliamos se esplenectomia, “per se” modula as citocinas pro- e anti-
inflamatorias e a memoria na epilepsia induzida por pilocarpina e por acido cainico. Nossos
resultados mostraram um aumento na expressdao no tecido hipocampal da citocina anti-
inflamatoria IL-10 e melhora da mémoria de curta duracdo nos animais epilépticos
esplenectomizados nos dois modelos (Pilo e KA).

Para melhor compressédo do efeito da esplenectomia na epilepsia, como foi mencionado
anteriormente, foi avaliado o desenvolvimento das crises recorrentes a partir da inducéo do SE.
Neste estudo utilizamos o protocolo de parcelamento da dose de pilocarpina (100 mg/kg a cada
30 minutos), desta forma equalizamos com as doses multiplas do modelo de KA. A partir desse
protocolo encontramos como resultado, que durante a inducdo do SE com pilocarpina 0s
animais esplenectomizados apresentavam crises mais rapidamente quando comparados com 0s

animais com o bago levando a um valor de laténcia menor. O fato de as doses de pilocarpina
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serem repetidas e a dose de metilescopolamina ser administrada uma vez pode ser o responsavel
por essa reducdo no tempo de laténcia para o inicio de SE. A metil escopolamina bloqueia os
efeitos colinérgicos periféricos nos animais, como foi aplicada em uma dose Unica (meia vida
de 5 horas), o efeito da droga foi reduzindo enquanto a pilocarpina foi aplicada em repetidas
doses causando uma repeticdo de estimulos colinérgicos no tecido cerebral. No entanto, a
porcentagem de animais que apresentaram crises, numero de crises e mortalidade néo
apresentaram diferencas significativas neste modelo.

Em relacdo aos nossos dados sobre a inducdo do SE por KA, mostraram que nos animais
esplenectomizados o periodo de laténcia para a primeira crise e porcentagem de animais que
desenvolveram SE foi reduzido. E interessante ressaltar que nio houve mortalidade neste grupo.
O fato de os ratos sem 0 baco e submetidos ao KA além de ndo apresentarem mortalidade,
tiveram reducdo do tempo de laténcia, e porcentagem de animais que entram em SE reduzida,
nos leva a pensar que o0 modelo de KA pode ser dependente do bago. Como essa neurotoxina
se liga preferencialmente aos receptores glutamatérgicos inotropicos do subtipo cainato no
cérebro, o seu efeito € mais direto nestes receptores, ndo influenciando o sistema colinérgico,
como ocorre no modelo da pilocarpina. O KA “per se”, e sua acdo glutamatérgica, gera o
extravasamento de ions de potassio, morte celular e quebra da BHE desenvolvendo crises
convulsivas. A acdo toxica do glutamato foi demonstrada clinicamente na sindrome de
Rasmussem, (Handforth, DeGiorgio et al. 1998) onde o uso anticorpos contra receptores
glutamatérgicos determinaram um ciclo de crises refratarias, morte celular e atrofia progressiva
de um hemisfeério cerebral(Handforth, DeGiorgio et al. 1998). Eventos inflamato6rios no tecido
cerebral gerados por danos e quebra da homeostase do tecido levam “mensagens” através de
nervos eferentes do sistema autdbnomo para o sistema periférico, essas “mensagens” sao
recebidas por viscero-receptores e prontamente respondidas pela via aferente dos nervos
aumentando a resposta inflamatéria cerebral. Podemos sugerir que o KA age especificamente
no cérebro e o sistema nervoso central envia sinais ao sistema nervoso esplénico formando uma
alca de resposta possivelmente estimulando respostas imunes e propiciando o maior dano
neuronal e crises convulsivas. Logo em animais esplenectomizados essa resposta ndo ocorre,
amenizando os danos causados pelo KA.

Na fase cronica, através do video monitoramento desses animais, ndo houve diferenca
significativa entre 0s grupos com bacgo e sem bago em ambos os modelos quando avaliamos
frequéncia de crises e duracdo das crises. No entanto, foi possivel observar que a frequéncia das
CERs nos animais dos grupos KA é menor do que a frequéncia de crises nos grupos pilo 7

semanas apos os protocolos de SE. Porém, foi visto por Jennifer LH, e colegas (1998) que em
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seis semanas apenas 20% dos animais apresentavam CERSs e 0 aumento significativo de animais
com CERs (60% dos animais) foi visto a partir da 11° primeira semana ap0s a injecdo do KA
podendo justificar a baixa frequéncia de crises nos animais do grupo KA. E interessante
observar que apesar de a frequéncia de crises ser menor, 0s animais do grupo KA apresentaram
crises mais longas na fase crénica em comparagao ao grupo Pilo.

Em pacientes com ELT além das crises convulsivas, existem algumas caracteristicas
marcantes como, prejuizo da memoria, deficits cognitivos em decorréncia do dano hipocampal,
alteracdes comportamentais como depressao, ansiedade e psicoses (Hoppe, Elger et al. 2007).
No nosso estudo, 0s experimentos comportamentais desenvolvidos nos trouxeram importantes
resultados sobre a memoria de curta duragdo nesses animais. O teste de tarefa de
reconhecimento de objetos reporta 0 comportamento do animal quanto ao contato o objeto. No
nosso estudo, animais de ambos os grupos (Pilo e KA) apresentaram um déficit no aprendizado
de reconhecer e lembrar dos objetos, como foi demostrado por (Clark, Zola et al. 2000, Rossato,
Bevilaqua et al. 2007). Entretanto, os animais esplenectomizados de ambos os grupos (Pilo e
KA) apresentaram desempenho melhor nesta tarefa. Ndo é conhecida uma relagéo entre baco e
memoria, porém uma das hipoteses é de que, devido a intensidade da resposta inflamatoria ser
modulada pelo bago, possivelmente a esplenectomia tenha interferido positivamente no dano
neuronal e consequentemente na memdria dos animais. Visto que, o baco é o primeiro 6rgdo
imune a agir no momento de um dano ao organismo (Balogh, Horvéath et al. 2004), liberando
células imunes e modulando fatores inflamatérios que propiciam o dano neuronal aumentando
suas consequéncias, como déficits de memdria. Sabe-se que o sistema simpéatico modula a
musculatura lisa do baco e libera células na circulagdo, produzindo um efeito de
“bombeamento”, promovendo um impacto negativo nas lesdes cerebrais (Ajmo, Vernon et al.
2008). Além da memoria outras comorbidades, surgem na epilepsia como a depressdo.
Depressao e epilepsia podem compartilhar mecanismos patogenéticos, sendo quatro vezes mais
provavel encontrar depressdo em pacientes com epilepsia em comparagdo com pessoas sem
histérico de epilepsia (Kanner and Balabanov 2002). Estudos anteriores realizados em animais
com pilocarpina também demonstraram déficits de aprendizado e memoria, aumento de
comportamentos semelhantes a ansiedade e depressédo (Groéticke, Hoffmann et al. 2007, Miiller,
Groticke et al. 2009). Nossos resultados, do teste de nado forgado, demostraram que o SE inicial
levou a0 comportamento depressivo nos ratos epilépticos com ou sem baco, em ambos 0s
modelos (Pilo ou KA), corroborando com achados anteriores (Mazarati, Siddarth et al. 2008,
Zanirati, Azevedo et al. 2018). Segundo Kanner e colaborador (2006) na depressao e na

epilepsia os niveis dos neurotransmissores da serotonina, GABA, glutamato e norepinefrina
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estéo alterados (Kanner 2006). Assim como, a excitabilidade, mudancas nos canais neuronais
e sinapticas estdo relacionadas ao aumento transitorio de IL-1 f e TNF-o em células da
microglia. Tais mudancas ganham um carater permanente apds a epileptogénese, levando as
comorbidades relacionadas a epilepsia como as CERs, depressao e ansiedade.

As citocinas IL-1 o e B sdo constitutivamente expressas em niveis muito baixos no SNC
humano, porém apds um dano neuronal como crises convulsivas a expressdo da citocina
Interleucina-1 é aumentada. A expressdo cronica de IL-1p durante a epileptogénese evidencia
a possibilidade de que esta citocina possa estar envolvida nos mecanismos subjacentes ao
aparecimento de CERs (Ravizza, Gagliardi et al. 2008). No presente estudo, a expressao de IL-
1B e TNF-a foi aumentada nos animais epilépticos (com baco). Entretanto, a expressédo de IL-
10 foi aumentada nos animais epilépticos sem o baco em ambos os modelos (Pilo e KA).

A citocina IL-10 apresenta um marcante carater anti-inflamatério, a presenca desta
proteina é a principal responsavel pela acdo inibitoria sobre a resposta imune, prevenindo as
ativacgoes celulares e promovendo acdo supressora sobre as citocinas IL-1 a, IL-1 3, TNF-a, IL-
6, e IL-8, por isso ela foi inicialmente chamada “fator inibitorio de sintese de citocinas” (de
Waal Malefyt, Abrams et al. 1991, Li, Elliott et al. 1994, de Vries 1995). No nosso estudo 0s
animais epilépticos sem o bago apresentaram uma melhora na memoria de reconhecimento,
seguindo a hipédtese da IL-10 ser promotor da supressdo da resposta inflamatdria. Em nossos
achados, verificaramos que a expresséo do AIF-1 n&o foi alterada no hipocampo dos animais
em todos os grupos em ralacdo aos animais do grupo Naive. Este fator é expresso por microglias
ativadas. Varios estudos experimentais utilizando a inducdo do SE por &cido cainico e/ou
pilocarpina demostraram que a microglia esta ativada na transi¢do da fase latente para a fase
cronica da doenca (Ravizza, Gagliardi et al. 2008). No nosso estudo nés avaliamos este fator
(AIF-1) ja na fase crbnica da epilepsia, talvez por isso ndo notamos tal associacgao.

Agqui nos demostramos que os animais esplenectomizados submetidos ao modelo de
pilocarpina diminuiram a laténcia para a primeira crise, contrapondo com dados dos animais
esplenectomizados submetidos ao modelo de &cido cainico que aumentaram a laténcia para a
primeira crise, ndo houve mortalidade, assim como, diminuiu a percentagem de animais que
entraram em SE. Na fase cronica, a esplenectomia ndo influenciou sobre as crises recorrentes
em ambos 0s modelos, no comportamento depressivo e aumentou a expressao hipocampal de
IL-10 nos animas epilépticos sem o bago. Além disso, estes animais esplenectomizados
aprenderam a tarefa de reconhecimento de objetos apoiando a hip6tese de o baco estar

relacionado com a modulacao inflamatoria da epilepsia.
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1. Consideracoes finais

A resposta inflamatdria na epilepsia, além de estar envolvida na fase aguda tem grande
importancia também na fase cronica da doenca. Recentemente, Vezzani e colegas (Vezzani,
Balosso et al. 2012) questionaram se na epilepsia sdo as crises que induzem a resposta
inflamatdria? Ou a resposta inflamatdéria € que induzem as crises? No nosso estudo,
corroborando com achados anteriores (Costa-Ferro et al., 2012, Leal et al., 2014) nds
demostramos neuroinflamacdo induzida pelo SE (fase aguda) e nos animais epilépticos (fase
cronica). A escassez de estudos avaliando neuroinflamacgdo e o envolvimento do bago no
modelo de epilepsia, restringem discussfes mais complexas, entretanto revelam uma area de
estudo repleta de perguntas a serem respondidas.

Finalmente, nos evidenciamos que o efeito com CMMO foi dependente do bago e
analisando as caracteristicas farmacoldgicas das drogas administradas e suas possiveis inter-
relacbes com o baco e o desenvolvimento de crises nos hipotetizamos possiveis vias para
justificar os resultados apresentados neste trabalho e demostramos esquematicamente nas
figuras 1, 2, 3 e 4.

Os macréfagos esplénicos sdo estimulados por fatores do sistema parassimpatico e
simpatico através de receptores adrenérgicos e colinérgicos presentes nesses macréfagos. Os
estimulo adrenérgico nos receptores dos macréfagos predispGe uma resposta pro-inflamatéria,
enquanto que as ligacdes de componentes do sistema colinérgico nos receptores ativam uma
resposta anti-inflamatoéria. Neste contexto, a pilocarpina € um agonista colinérgico que atua em
receptores muscarinicos. No entanto achados da literatura mostram que a pilocarpina aumenta
a taxa de metabolizacdo de noradrenalina durante o SE se correlacionando com o sistema
simpatico. Como falado anteriormente, na inducdo do SE, inicialmente injetamos a
metilescopolamina, um blogueador colinérgico periférico que age minimizando os efeitos
periféricos da pilocarpina e assim favorecendo a agdo desta droga diretamente no cérebro. Nesse
momento ocorre uma ativagdo colinérgica apenas no cérebro pela pilocarpina e uma inflamacéo
local devido aos fatores pré-inflamatdrios desencadeando as crises e quebrando a homeostase
do tecido. A neuroinflamacdo inata é ativada no tecido cerebral liberando citocinas pro-
inflamatorias, gerando as crises e estimulando o hipotalamo superior a promover a ativagdo do
sistema simpatico periférico, que através da ativacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-
adrenocortical (HPA), libera outros fatores inflamatorios no organismo retroalimentando o

eixo- neuro-imune endadcrino (figura 1).
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Com relagdo ao bago, quando a via de comunicacdo foi cortada, inibiu a resposta
inflamatoria gerada pela pilocarpina. No nosso estudo, quando usamos o protocolo de doses
repetidas de pilocarpina, foi administrado uma Unica dose de metilescopolamina (a meia vida
de 5 horas), o que pode ter favorecido a menor laténcia para o inicio da primeira crise nos
animais do grupo esplenectomizado. Pois a repeti¢do de estimulos colinérgicos cerebrais e a
falta do bloqueio colinérgico periférico gerado pela metilescopolamina somada a esplenectomia
possivelmente modificou respostas inflamatdrias decorrente do modelo (figura 2).

Com relacdo ao &cido cainico, esta neurotoxina ndo tem acdo colinérgica atuando de
forma mais direta no cérebro o que leva a uma inversdo na resposta inflamatdria. KA age nos
receptores de glutamato no cérebro gerando crises convulsivas, estas crises vao gerar
neuroinflamacdo e liberacdo de fatores inflamatorios pelas células glias (microglia e
astrocrocitos) ativando o hipotdlamo, estimulando o sistema simpatico pelo eixo HPA, este
estimulo simpético leva a estimulacdo via adrenérgica nos macrofagos esplénicos no bacgo, o
baco entéo responde liberando mais fatores inflamatorios, retroalimentando o sistema (figura
3). Entretanto, nos animais esplenectomizados o KA age diretamente no céerebro levando a
geracdo de crises, liberacdo de fatores inflamatorios, ativacdo do sistema simpatico para o
organismo, porém nesse momento a resposta ndo vai até o baco devido a esplenectomia,
cortando a resposta enfraquecendo-a e reduzindo fatores inflamatérios, e consequentemente

levando a redugéo de crises, como foi observado neste trabalho (Figura 4).
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Figura 1: Este esquema esta demonstrando a nossa hip6tese sobre o efeito da pilocarpina relacionado ao
eixo bago-cérebro. 1-A metilescopolamina (injetada ip. cerca de 20-30 minutos antes da pilocarpina) interage com
receptores colinérgicos periféricos. 1.a) N&s hipotetizamos essa interacdo possa estar ocorrendo através dos
receptores das células esplénicas. 1.b) A metilescopolamina age nos receptores bloqueando o sistema colinérgico
periférico 1.c) A literatura nos mostra que uma inibicdo colinérgica leva a uma reducdo de fatores anti-
inflamatérios no organismo. 2- A pilocarpina é um agonista colinérgico muscarinico 2.a devido o bloqueio
colinérgico periférico gerado pela metil escopolamina a pilo age nos receptores muscarinicos cerebrais super-
ativando o sistema colinérgico cerebral causando um desbalanco das cargas elétricas e uma consequente
excitotoxicidade no tecido neuronal, 2.b que desencadeia as crises e o dano neuronal que desencadeia mais crises.
2.c A literatura nos mostra que a pilocarpina age também em receptores adrenérgicos periféricos. 2.d Boa parte
dos receptores adrenérgicos esta em células esplénicas. 2.e) Acreditamos que os fatores pré-inflamatérios sejam
provenientes dessa ativagdo causada pela pilocarpina na via periférica, através de receptores adrenérgicos
esplénicos 2.f) A quebra da BHE permite a entrada de fatores inflamatorios no sistema nervoso aumentando a
excitotoxicidade propiciando mais as crises e 0 dano neuronal.
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Figura 2: O esquema a seguir mostra a nossa hipdtese a respeito do efeito da pilocarpina no cérebro de animais
esplenectomizados. 1. A metilescopolamina interage com receptores colinérgicos periféricos. 1.a) Nesse caso a
prépria esplenectomia gera um bloqueio colinérgico periférico. 2. A pilocarpina segue atuando nos receptores
muscarinicos cerebrais super-ativando o sistema colinérgico cerebral e causando um desbalanco das cargas
elétricas e uma consequente excitotoxicidade no tecido neuronal, 2.b) desencadeando as crises e 0 dano neuronal
gue desencadeia mais crises. 2.¢) no entanto a esplenectomia impede que a pilocarpina atue também em
receptores adrenérgicos periféricos. 2.e Sendo assim a liberagdo de fatores pré inflamatérios que eram
provenientes da ativacdo adrenérgica pela pilocarpina através de receptores adrenérgicos esplénicos ndo
ocorre.2.f) reduzindo a entrada de fatores inflamatérios no sistema nervoso central reduzindo a excitotoxicidade
e as crises. OBS: Porém no protocolo de doses repetidas de pilo notamos que 0s animais sem o bago entram em
crise mais rapido do que os com o bago, hipotetizamos que o proprio excesso de estimulos colinérgicos cerebrais
leve a um aumento de fatores inflamatorios e isso desencadeie as crises mais cedo (Foto rato: SDCFMUSP).
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Figura 3: Este esquema esta demonstrando a nossa hip6tese sobre efeito do acido cainico em relagdo ao eixo bago-
cérebro. 1.0 KA age diretamente os receptores de cainato do cérebro o (1.a) que leva a uma abertura desordenada
de canais idnicos e uma excitotoxicidade neuronal gerando as crises. 1.b) O prdprio dano neuronal repetido gerado
pelo KA e pelas crises envia “sinais” ao organismo (1.c) através de nervos eferentes do SNA. 1.d) Hipotetizamos
gue esses sinais sejam enviados através de receptores nervosos esplénicos liberando fatores pro-inflamatdrios e
(1.1) retroalimente a excitotoxicidade neuronal (Foto rato: SDCFMUSP)..
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Figura 4: Este esquema nos mostra a hipotese formulada sobre o efeito do acido cainico no cérebro de animais
esplenectomizados. 1. O KA age diretamente os receptores de cainato do cérebro o que leva a uma abertura
desordenada de canais i6nicos e uma excitotoxicidade neuronal gerando as crises. 1.b) O proprio dano neuronal
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repetido gerado pelo KA e pelas crises manda ao organismo através de nervos eferentes do SNA. 1.c) Com a
esplenectomia essa resposta ndo é recebida e a retroalimentacdo com a liberagdo de fatores pré inflamatoérios ndo
ocorre, reduzindo a excitotoxicidade neuronal (Foto rato: SDCFMUSP).
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2. Conclusao

2.1-Os achados presentes neste trabalho e apresentados no

capitulo I possibilitaram demonstrar que:

Nosso estudo revelou que as CMMO do doador migraram ao cérebro, figado, rim e baco
de animais dos grupos pilo tratado com as CMMO e nos animais esplenectomizados e
submetidos ao SE as células do doador foram detectadas no cérebro, figado e rins.

O transplante das CMMO apresentou a capacidade de reduzir as citocinas pré-inflamatorias
e promover uma resposta anti-inflamatdria com efeito sobre a inflamacéo aguda induzida
durante o SE por pilocarpina, no tecido cerebral dos animais esplenectomizados e/ou nao
esplenectomizados.

A esplenectomia também reduziu os niveis das citocinas pro-inflamatérias no tecido
cerebral ap6s 12 horas do SE;

No baco os niveis da IL1- ¢ TNF-a foram reduzidos nos animais do grupo Pilo (com ou
sem) tratamento com as CMMO;

O tratamento com as CMMO suprimiu a expressdo da AlIF-1 no tecido cerebral dos animais
com ou sem bago, apés 12 horas do SE;

Os resultados obtidos permitem identificar que tanto tratamento com CMMO quanto a
esplenectomia apresentaram potenciais moduladores da resposta inflamatéria aguda;

A avaliacdo de memoria espacial revelou um importante efeito protetor do tratamento
CMMO nos animais com bago submetidos ao SE, fato que ndo ocorreu com os animais do

grupo esplenectomizados submeitos ao SE e tratados com as CMMO.
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2.2-A analise dos resultados apresentados neste trabalho, no

capitulo II nos permitiu concluir que:

1- A inducdo do SE com pilocarpina revelou que 0s animais esplenectomizados
apresentaram laténcia para a primeira crise, menor quando comparados com 0s animais com
baco;

2- A indugéo do SE com KA revelou que nos animais esplenectomizados o tempo de
laténcia para a primeira crise foi maior, entretanto, a porcentagem de animais que
desenvolveram SE foi menor e ndo houve mortalidade neste grupo.

3- Os animais epilépticos ndo apresentaram diferenca quanto as crises recorrentes em
ambos os grupos (Pilo e/ou KA);

4- Na tarefa de reconhecimento de objetos, os animais esplenectomizados de ambos 0s
grupos (Pilo e KA) apresentaram desempenho melhor quando comparados com 0s animais
epilépticos com bago.

5- No teste do nado forcado, os animais epilépticos de ambos os grupos (Pilo e KA)
apresentaram comportamento depressivo e nao foi demostrado diferenca entre 0s animais

com ou sem baco.
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Abstract

Background aims: Epilepsy is the most common serious neurological disorder , affecting
more than 65 million people worldwide. Several investigations in both humans and animals
have shown the effectiveness of treatment with bone marrow mononuclear cells (BMMC) in
epilepsy. Methods; We evaluated the effects of intravenous BMMC on pilocarpine-treated rats,
splenectomized or not. Animals were divided in groups for gqRT-PCR analysis and cognitive
improvements in spatial memory. (3) Results; The results showed that splenectomy seemed to
reduce the progress of the condition during the SE period and significantly diminished mortality
associated with SE. Our experiments also confirmed the presence of EGFP cell mRNA in brain
and spleen tissues 12 or 24 hours after SE. The BMMC treatment alone significantly decreased
pro-inflammatory cytokines (IL1-p and TNF-a) and increased anti-inflammatory cytokines (IL-
10) and alleviated pilocarpine-induced memory impairments, but not in all splenectomized
groups after SE. (4) Discussion; These results indicate improvement of learning ability and spatial
memory after BMMC treatment in the post-SE states, but not in splenectomized animals. Our
results also demonstrate the therapeutic benefits of BMMCs transplantation in epileptic rats,
which are likely due to the ability of these cells to produce neuroprotective and anti-
inflammatory cytokines. Furthermore, our study suggests that the importance of the spleen in

immunomodulatory events may be due to its role as an ancillary site for BMMC.

Key word: Learning and memory impairment, Neuroinflammation, Pilocarpine, Spleen, Status
epilepticus.

Abreviations

Blood-brain barrier (BBB); bone marrow mononuclear cells (BMMC); brain-derived
neurotrophic factor (BDNF); electroencephalogram (EEG); enhanced green fluorescent protein
(EGFP+); glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF); interleukin-1 beta (IL1-B);
interleukin-6 (IL-6); interleukin-10 (IL-10); natural killer (NK); Status epilepticus (SE);
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temporal lobe epilepsy (TLE); the Morris water maze (MWM); tumor necrosis factor-alpha (TNF-
a); vascular endothelial growth factor (VEGF);

Introduction

Epilepsy affects more than 65 million people worldwide [1], over 30% of whom cannot
be satisfactorily controlled [2]. Status epilepticus (SE) is characterized by abnormal electrical
discharges in the brain and seizures lasting 30 minutes or longer [3] and is frequently associated
with significantly high morbidity and mortality rates [4,5]. Similar to human patients, rats
injected with pilocarpine develop SE followed by a silent period in which no overt behavioral
seizures are detected, prior to spontaneous recurrent seizures and subsequent development of
temporal lobe epilepsy (TLE), with cognitive comorbidities such as hippocampal-dependent
spatial learning and memory deficits [6,7]. We and others have demonstrated that spatial

memory impairments are also commonly found in rats after pilocarpine seizures [8, 9, 10].

Recent data from clinical and experimental studies have shown that proinflammatory
events leading to seizures participate in development of SE and occur in the brain and periphery
[11,12,13,14]. Several studies show activation of the innate immune response, including
microglia and astrocytes that produce specific inflammatory cytokines, which coincides with
increases to the permeability of the blood-brain barrier (BBB) allowing infiltration
of monocytes and macrophages into the brain, further enhancing the inflammatory process
[15,16,17]. Specifically, BBB leakage results in extravasation of albumin and subsequent
activation of glia and inflammatory responses [18] thereby allowing infiltration of peripheral
immune cells and release of inflammatory cytokines [19] and gradual development of epilepsy.
Our and others’ experimental data have demonstrated an augmentation of levels of intravascular

peripheral proinflammatory cytokines in association with seizure disorders [13,16,20,21].


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/blood-brain-barrier
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/monocyte

119

Development of effective therapies is therefore urgently required. In recent years, we
have studied an alternative approach, involving treatment with bone marrow mononuclear cells
(BMMC). Our prior studies have reported that infused BMMC can reduce the number of
seizures and the number of neurons lost, influencing the microenvironment of the injured region
and promoting neurogenesis [13,21,22] we have also demonstrated cognitive benefits [9],
secretion of growth factors (e.g., brain-derived neurotrophic factor (BDNF), glial cell-derived
neurotrophic factor (GDNF), and vascular endothelial growth factor (VEGF) [23]. In addition,
our prior data has shown decreased levels of proinflammatory cytokines (tumor necrosis factor-
alpha (TNF-a), interleukin-1 beta (IL1-B) and interleukin-6 (IL-6) and increased levels of anti-
inflammatory cytokines (interleukin-10 (IL-10)) in the brain and serum of treated rats [13,21].
Our clinical data demonstrate that BMMC therapy resulted in neurological and cognitive
improvement in all patients, including a reduction in seizure frequency and a decrease in theta
activity and spike density in electroencephalogram (EEG) recordings. A significant and
cognitive improvement in was observed in adult patients [24].

In the course of these investigations, we observed that the transplanted cells migrated to
the spleen, hence our interest in the contribution of peripheral immune organs to the
pathophysiology of epilepsy, specifically the spleen. The spleen is a complex organ with highly
organized compartmentalization and an intricate microcirculatory system that acts as the main
filter for the blood and is divided into two distinct zones: the red pulp and white pulp [25]. The
main role of the spleen is to regulate the immune system, as it is the central organ of cellular
and humoral immunity [26] and directly or indirectly influences the central nervous system
[27]. The spleen plays an important role in adaptive immunity and mobilization of
monocytes/macrophages following tissue injury [28]. As early as the 9"-12" century AD, in
his book the Canon of Medicine, Avicenna considered that some types of epilepsy were

associated with the splenic system. In his writings, Avicenna classified epilepsy into two groups
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based on the origin of attack. The first type of epilepsy comprises brain disorders, whereas in
the second scenario, the brain is healthy, so the seizure is associated with other diseases of other
organs, such as the spleen, or the whole body [29]. The interaction between pilocarpine and the
immune system was suggested by Rous (1908) [30], who noted that intravenous injection of
pilocarpine in dogs causes a rapid and considerable increase in lymphocyte output through the
thoracic duct. Currently, clinical data from patients with hippocampal sclerosis suggest that
peripheral and central nervous system inflammation is involved in the pathogenesis of epilepsy
(revised by Marchi et al., 2014 [17]). The study of patients with temporal lobe epilepsy showed
an increase that circulating natural killer (NK) and T helper CD4*, CD8" T lymphocytes cell
immune levels during the interictal period. These studies have shown that activation of the
peripheral immune system, and changes in cytokines occur at the time of seizure [17].

Based on our previous studies that support involvement of BMMC in regulation of
inflammation, the present study aimed to investigate BMMC modulation of gene expression of
the cytokines IL-1, IL-6, TNF-a, IL10 and AIF-1 in both brain and spleen of epileptic rats and

correlations with behavioral deficits in splenectomized epileptic rats.

Materials and methods

Experimental animals

174 male Wistar rats (45 days postnatal age) were obtained from the Animal house at
the Centro de Modelos Biologicos Experimentais at the Pontificia Universidade Catolica do
Rio Grande do Sul. Animals were housed in a ventilated rack with food and water ad libitum,
under a 12h controlled light/dark photoperiod cycle (lights on at 7:00 am) with room

temperature adjusted to 21 +2°C. All procedures were conducted in accordance with the
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National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publications

No. 8023, revised 1978) and the Brazilian Law for Care and Use of Laboratory Animals (Law
11794/2008), and were approved in advance by the university’s ethics committee, Comissao de
Etica de Uso de Animais da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (CEUA
15/00480-PUCRS).
Splenectomy

Rats were anesthetized with Xylazine ip. (5-10 mg/kg) and Ketamine ip. (40-75 mg/kg).
Splenectomy was conducted following a protocol described previously by Ajmo [31].
Splenectomy was performed by making a 2-cm dorsal midline skin incision at the caudal
terminus at the level of the 13th rib. With blunt forceps, the spleen (with accompanying blood
vessels and pancreatic tissue) was exteriorized through the incision. The spleen was removed
and stored at —80°C. The abdominal wall incision was closed with sutures. Sham surgery was
performed in the same manner but without removing the spleen. Rats were observed and treated

with analgesic Acetaminophen (1-2mg / ml in drinking water) for the first 48 hours [32]. Rats

were allowed to recover for 1 week before SE.

SE induction

Using a method described previously [23], epilepsy was initiated by intraperitoneal
injection of 320 mg/kg pilocarpine hydrochloride (Sigma Chemical Co.). Scopolamine methyl
nitrate (Sigma Chemical Co.) was injected 30 min prior to pilocarpine injection to minimize the
peripheral autonomic effect. Rats exhibiting stage five [33] convulsive seizure were defined as
epileptic rats. Epileptic rats were administered Diazepam (10 mg/kg) 60 min after the epileptic
seizure. Animals were allocated to the following eight groups: (1) Naive (the normal control
rats), (2) Sham (Surgery control rats), (3) Splenec (splenectomized control rats), (4) BMMC
(BMMC control rats); (5) Pilo (referred to as SE rats); and (6) Pilo/Splenec (splenectomized
rats subjected to SE), (7) Pilo/BMMC and (8) Pilo/Splenec/BMMC (rats given both pilocarpine

and BMMC transplantation) (Table 1).
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BMMC preparation and transplantation

Bone marrow cells were harvested from EGFP transgenic mice. The animals were
euthanized with 200 ul of 8% ketamine hydrochloride (Cristalia, Brazil) and 2%
chlorpromazine (Unido Quimica, Brazil), followed by dissection. Fresh bone marrow was
extracted from the humerus, femurs and tibiae by flushing with PBS. After centrifugation, the
cell pellet was resuspended with RPMI medium and fractionated on a density gradient
generated by centrifugation over a Ficoll-Hypaque solution (Histopaque 1119 and 1077, 1:1;
Sigma, St. Louis, MO) at 400 x g for 30 min at room temperature. The mononuclear fraction
was collected and washed with DPBS. Cell concentrations were determined with a Neubauer
counting chamber and the number of viable cells by trypan blue exclusion. Cells were

characterized by flow cytometry; these cells strongly expressed CD11b 45.36%, CD19b

53.44%, CD19 58.90%, CD31 58.30%, CD105 54.87%, CD106 59.04%, SCA1 55.86%, CD44
58.26%, CD45 61.12%, CD73 57.27% and CD90 1.03% (BD Biosciences, San Jose, CA,

USA). Labeled cells were collected and analyzed using a FACSCalibur cytometer [34].
Transplantation of BMMC

BMMC were prepared for transplantation in saline and a total of 1 x 107 cells in 100 pL
of saline were injected into each animal via the tail vein 60 min after diazepam administration
[22]. Animals were euthanized at 12h and 24h hours post transplantation for analyses of
migration of the donor cells and expression of cytokines by gRT-PCR. An additional group of

rats (8-12 animals) were euthanized after memory testing (10 days after SE).

Biodistribution Analysis

Brain, lung, liver, spleen and kidneys were carefully removed and frozen at -80 °C. The
gastrocnemius muscles of C57/BL6 mice were used for the DNA with enhanced green

fluorescent protein (EGFP+) cells positive control and gastrocnemius muscles from Wistar rats
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were used to provide negative controls. The DNA extraction protocol followed the
manufacturer's guidelines. DNA was quantified using a Q-ubit 2.0 (Life Technologies)
fluorometer. To construct the DNA Contamination Curve, five different concentrations of
EGFP+DNA from C57/BL6 mouse muscle tissue (1,000 pg/uL, 500 pg/uL, 100 pg/uL, 10
pg/uL and 1 pg/uL) were used to contaminate 10 ng/uL of Wistar rat DNA, as described in a

previous publication [35].
Semi-quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR)

Extraction of RNA and synthesis of cDNA tissue RNA were performed using an
Rneasy® Protect Mini Kit (Qiagen, Chatsworth, CA, USA). Quantitation of total RNA was
determined using a Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Six micrograms
of total RNA were used to synthesize cDNA with a MultiScribe Reverse Transcriptase Kit
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA). Forty nanograms of cDNA were used per reaction,
and quantitative real-time PCR (RT-PCR) was performed using Master Mix SYBR Green
(Quatro G, Porto Alegre, RS, Brazil) in a 7500 Real-Time PCR System thermal cycler (Applied
Biosystems). The endogenous gene was glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), and expression was normalized for the Control group. The RNAs were quantified,
and the same initial RNA concentration was used in all RTs. Relative quantitation was
performed, and all assays were run at least in duplicate. The primers used in this study are

described in Table 2.

The Morris water maze (MWM)

Cognitive function was evaluated with the MWM navigation test in which rats were
evaluated by their ability to locate a hidden platform to escape from water. A black circular
pool maze tank measuring 120cm in diameter was employed. The maze was conceptually

divided into four equal imaginary quadrants and the stage was maintained at 2 cm below the
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water level using a protocol described in detail previously [36]. The maze was located in a well-
lit white room with several posters and other distal visual stimuli hanging on the walls to
provide spatial cues. Rats were handled for 5 min per day for three consecutive days prior to
training. The water temperature was around 21-23°C. The massed training protocol consisted
of 16 consecutive trials in one session during which the hidden platform was kept in a constant
location. A different start position was used for each trial, which consisted of a swim followed
by a 60-s (trials 1-4), 40-s (trials 5-8) or 20-s (trials 9-16) stay on the escape platform. Any rat
that did not find the platform within 120-s was guided to it by the experimenter. Memory
retention was evaluated in a 60-s probe trial carried out in the absence of the escape platform

24h after the last training session.

Statistics

The statistical tests were performed in Graph Pad Prism 7.0 software. Fisher’s exact
test was used for categorical data, mortality and number of animals that exhibited onset of SE
and the unpaired t test was used to analyze SE latency and seizures. One-way ANOVA with the
Tukey post-hoc test was used to evaluate relative expression of inflammatory factors. MWM
data were analyzed using one-way ANOVA with Dunnett's post-hoc test. Data were considered

significant when p <0.05. All values were based on mean + standard error.

Results

The impact of pilocarpine on the general condition of splenectomized rats and epileptic

seizures

Animals were evaluated during the pilocarpine protocol (320mg/kg) and only Racine
4 and 5 seizures were considered for the study, as already mentioned in the protocol [23]. The

first graph (figure 1A) shows that the mean delay before onset of seizures was 22.16 + 1.55 min
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in the Pilo group and 27.98 = 5.27min in Pilo/Splenec group (t test, p = 0.25). Graph 1B shows
that the percentages of animals in which SE was induced were 72.8% and 59% in the Pilo and
Pilo/Splenec groups respectively (Fisher's chi-square test, p = 0.03). No difference was
identified in the number of seizure during SE (1C), which were 1.927 £ 0.17 and 2.027 + 0.10
in the Pilo and Pilo/Splenec groups respectively. However, mortality of rats (1D) was higher in
the Pilo group (42.8%) than in the Pilo/Splenec group (26.5%) (Fisher’s chi-square test, p =

0.0170).

Biodistribution of BMMC in rats subjected to the pilocarpine model

BMMC were identified with qRT-PCR and biodistribution was measured in major
organs/tissues (brain, lungs, spleen, liver, spleen and kidneys). At 12 hours after intravenous
injection of BMMC, only one rat in the Pilo/Splenec group exhibited BMMC distribution to the
liver and kidneys. However, in the Pilo group BMMC only reached the spleen at 12h. The
splenectomized control rats exhibited BMMC in the brain (Table 3A). At 24 hours post
intravenous transplantation, only one rat in the Pilo/Splenec group exhibited BMMC in the liver
and kidneys. Only one rat in the Pilo group exhibited BMMC cells in the spleen, liver and

kidneys (Table 3B).

The impact of BMMC on the level of inflammatory cytokines in the brain tissue of
splenectomized rats with SE

In the present study, we observed changes in inflammatory cytokine values. IL-1, TNF-
a, and AIF-1 were evaluated at 12 and 24 hours after SE. In Figure 2A, BMMC significantly
reduced IL-1B induction compared to Pilo alone at 12h (reduced 84%) and 24 h (reduced 99%)
after SE (Figures 2A and 2B). After 12 hours, Pilo/Splenec, Pilo/BMMC and

Pilo/Splenec/BMMC exhibited differences (*¥*p<0.0001) compared to Pilo. As shown in
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Figure 2B, at 24 hours expression levels exhibited significant increase in the Pilo group
(""p<0.0001) in comparison to controls. However, the Pilo/BMMC group showed a significant
decrease in expression level compared to the Pilo group (****p<0.0001) at this time point. TNF-
a expression after 12h was significantly increased in both Pilo and Pilo/Splenec/BMMC
animals (****p<0.0001) when compared to Naive rats (Figure 2C). At 24 h after SE, results
also demonstrated significant upregulation of TNF-o gene expression in all SE groups
compared to tissues from normal controls (Figure 2D). Expression of AIF-1 mRNA was only
upregulated after 12 hours in the Pilo group (**P<0.01, Figure 2E) and was significantly
downregulated in BMMC groups ([*%*p<0.0001, Pilo/BMMC vs. Pilo] and
[*¥p<0.0001,pilo/Splenec/BMMC vs. Pilo]). In contrast, AIF-1 expression level 24 hours after

*hkk

SE was only increased in the Pilo/Splenec/group (" p<0.0001), compared to controls (Figure

2F).

The impact of BMMC on the level of inflammatory cytokines in the spleen tissue

of splenectomized rats with SE

Quantitative Real-time PCR results showed significant downregulation of Il-1
expression in the spleen tissues of rats in the BMMC-control group after 12h compared to
tissues from control animals (P<0.05, Figure 3A), but not after 24 hours after SE and BMMC
transplantation (Figure 3B). No significant changes were observed in expression of TNF-a in
any groups 12 or 24 hours after SE and BMMC transplantation (Figures 3C and 3D). The
levels of AIF-1 in the Pilo group, were significantly increased (**P < 0.01) when compared to
Naive group 12 h after SE (Figure 3E. However, 24 hours after SE, significant downregulation
was observed in Sham control (*** P<0.0001), Pilo (*P<0.05) and Pilo/BMMC (P<0.001)

tissues compared to Naive tissues (Figure 3F).
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The impact of BMMC on the level of anti-inflammatory interleukin in the brain and

spleen tissues of rats with SE

Quantitative Real time PCR was performed to measure the expression levels of anti-
inflammatory cytokines (IL-10) in the brain and spleen of the rats. Brain tissue showed
significant upregulation of 1L-10 gene expression 12 hours after SE and transplantation in the
Pilo/Splenec (****p <0.0001), Pilo/BMMC (**p <0.01) and Pilo/Splenec/BMMC (*p <0.05)
groups (Figure 4A). At 24 hours after SE, IL-10 expression levels in the brain were no different
between epileptic and control groups (Fig 4B). At 12 h after SE, IL-10 expression levels were
not observed in the spleen figure 4C. However, IL-10 expression levels in the Spleen were

significantly elevated in the Pilo group 24 hours after SE (***p <0.001, Figure 4D).

The impact of BMMC on cognitive impairments in splenectomized rats

To examine whether the effect of BMMC in splenectomized rats after SE included
cognitive improvements in spatial memory, we tested Naive, Sham, Splenec controls, Pilo and
SE Pilo/Splenec rats with saline injections using a hippocampal-dependent spatial memory test.
The configuration of the water maze is illustrated in Figure 5A. During the 16 training sessions,
all control groups readily learned the task with improving latencies and decreasing failure rates
as sessions progressed (Figure 5B). Interestingly, animals submitted to SE and treated with
transplanted cells exhibited shorter latencies when compared to the mean for controls
(P<0.0001; Figure 5C), indicating improvement in learning. In contrast, the Pilo, Pilo/Splenec
and Pilo/Splenec/BMMC groups performed worse than the controls in all sessions, with
consistently longer latencies, (Figure 5C). Furthermore, in a probe test carried out after 24

hours of training in the spatial version, Dunnett’s multiple comparisons test showed that
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Pilo/BMMC rats swam to the place where the platform used to be (P <0.001 vs.

Pilo/Splenec/BMMC, Figure 5C).

Discussion

We have previously demonstrated that BMMC reduced pro-inflammatory cytokines
after SE in epileptic rats that were subjected to the pilocarpine model of acquired epilepsy
[13,21]. Our current data suggest that BMMC treatment alone significantly decreased pro-
inflammatory cytokines (IL1-f and TNF-a) and increased anti-inflammatory cytokines (I1L-10)
and alleviated pilocarpine-induced memory impairments, but not in all splenectomized groups
after SE. Splenectomy seemed not only to reduce the progress of the condition during the SE
period by 19% but also significantly diminished mortality associated with pilocarpine SE. With
regard to SE induction, time of onset and number of seizures did not differ between the two
groups. Our experiments also confirmed the presence of EGFP+ cell mMRNA in brain and spleen
tissues 12 or 24 hours after SE.

The present experiment was designed to evaluate the effects of BMMC transplantation
on the brains and spleens of splenectomized rats. Our results confirm that mMRNA expression
was different in the brain compared to the spleen. IL-1 and TNF-a expression was measured in
both brain and spleen tissues 12 and 24 hours after SE. These cytokines exhibit pro-convulsive
activity [37,22] and increased excitotoxicity. Epileptogenic activity may contribute to
neuronal cell loss, astrogliosis, BBB damage and inhibition of glutamate uptake [38].
Furthermore, release of inflammatory cytokines plays a major role in development of
epileptogenesis [22,39]. Moreover, IL-1B is a pro-inflammatory cytokine that contributes to

seizure generation [40]. Studies have shown that SE may lead to activation of microglia,
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astrocytes and neurons, and/or to blood-brain barrier dysfunctions, and release of pro-
inflammatory cytokines, such as IL-1f, IL-6, and TNF-a. We have previously reported
peripheral inflammatory response in an SE model [22] and the spleen is the primary
disseminator of inflammatory cells in response to injury [41]. This splenic response, paired with
BBB damage, contributes to infiltration of pro-inflammatory mediators into the brain by
affecting endothelial integrity and may play a role in seizure activity by modifying neuronal
excitability and seizure thresholds [13,42]. IL-1pB over-expression was found to induce severe
inflammation, which could be decreased by BMMC transplantation 12 and 24 hours after SE.
These results were also supported by our previous studies [13].

Neither splenectomized group (Pilo/splenec or Pilo/splenec/BMMC) exhibited any
decrease in IL-1B 12 or 24 hours after SE. Additionally, we confirmed that BMMC
transplantation decreased TNF-a. expression levels 12 hours after pilocarpine SE, but not in
splenectomized animals. We have previously reported that BMMC treatment decreased
expression of brain TNF-a and reduced epileptic activity [13,22].

AIF-1 is an inflammatory cytokine common to both humans and rats [43]. AIF-1
overexpression modulates the capability of macrophages to produce various cytokines, which
might influence subsequent immune responses [44]. Macrophages stimulated with AlF-1
produced significantly increased amounts of IL-6, IL-10 and 1L-12p40 compared to control
cells [45]. Some studies suggest that AIF-1 plays an important role in inflammatory processes
involving monocytes and macrophages. Macrophage AlF-1expression can be enhanced by pro-
inflammatory cytokines IL-1p or TNF-a [44]. Our experimental data demonstrate that AIF-1
expression was significantly increased in brain tissue of SE rats when compared to controls.
However, BMMC treatment significantly decreased brain AIF-1 levels in rats with or without
spleens 12 hours after SE. Interestingly, AIF-1 expression levels were increased in spleen tissue

12 hours after SE in pilocarpine splenectomized animals.
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The 1L-10 molecule has robust anti-inflammatory properties, including suppression of
IL-6 production [46] and can effectively prevent development of epilepsy [47]. In the nervous
system, IL-10 receptor mRNA and proteins have been found in microglia, astrocytes, and
oligodendrocytes; in these cells IL-10 down-regulates expression and secretion of pro-
inflammatory cytokines and growth factors [48,49]. According to our study, 1L-10 levels were
augmented both in pilo and pilo/splenectomized animals injected with BMMC as well as in
pilo/splenectomized animals (injected with saline) 12 h after SE. However, 24 h after SE no
differences in IL-10 levels were observed in either experimental group in comparison to
controls.

Additionally, in this study we examined cognitive performance in SE rats using the
Morris Water Maze to assess memory deficits [10]. We found that learning and memory
abilities were impaired during the latent period in animals submitted to SE with or without
splenectomy and our findings are in agreement with previous studies that have demonstrated
hippocampus-dependent spatial memory deficits during the latent period in pilocarpine-treated
rats[10]. Furthermore, BMMC-treated rats showed significant reduce in escape latency to reach
the hidden platform, accompanied by a significant decrease in the time spent in the target
quadrant in the probe test in the MWM when compared to all SE groups. The MWM is a test
of hippocampal-dependent learning, involving acquisition and long-term spatial memory [50].
Thus, these results indicate improved learning ability and spatial memory after BMMC

treatment in the post-SE states, but not in splenectomized animals.

We conclude that BMMC have protective effects on pilocarpine-induced SE, by
decreasing the level of expression of the pro-inflammatory cytokines IL1-f, TNF-o and AIF-1
and can prevent behavioral abnormalities. However, these effects were not observed in
splenectomized animals. In recent years, it has become clearer that brain health and

neurological diseases are intimately associated with other physiological systems [51].
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Furthermore, our study suggests that the importance of the spleen in immunomodulatory events
may be due to its role as an ancillary site for BMMC. Pharmacodynamic studies have shown
that the spleen may be an important organ for assisting medical treatments due to its unique
characteristics that enable some drugs and cell therapies to be used as “trojan horses”. Further
studies are required to unravel the detailed mechanisms of immune interaction between the
central nervous system, peripheral immune system, spleen activity and bone marrow

mononuclear cell therapy [51].
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Legends:

Figure 1 Data collected during SE. Start time of SE (A), time in which the animals took to present the first seizures.
Percentage of animals that exhibited SE in groups with spleen and without spleen (B) and number of seizures
during SE (C). Percentage mortality among animals subjected to SE with splenectomy and without surgery
(D). Values for mortality and SE are expressed in percentages. Pilo 320 mg/Kg. Categorical data were calculated
and analyzed using Fisher's chi-square test (n = 91 in the Pilo group and n = 83 in the Pilo/Splenec group). Data
expressed as mean + standard error of the mean and p <0.05 were considered statistically significant.

Figure 2 Relative expression of the genes by qRT-PCR in the brains of Wistar rats at 12 or 24 hours after SE and
BMMC injection. Expression of IL-1B 12 hours (A) and 24 hours after SE and BMMC injection (B). Expression
of TNF-a 12 hours (C) and 24 hours after SE and BMMC injection (D). Expression of AIF-1 12h hours (E) and
24 hours after SE and BMMC injection (F). Data represent mean + SEM. One-way ANOVA followed by Tukey’s
post-hoc test was performed, with a confidence interval of 95% and n = 4-5. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001,
**** n <0.0001 vs. Naive, ® p <0.05, *%¥%p <0.001, ***¥p <0.0001 vs. Pilo.

Figure 3 Relative expression of genes by RT-PCR in the spleen of Wistar rats at 12 and 24 hours after SE and
BMMC injection. Expression of IL-1p at 12 (A) and 24 (B) hours after SE and BMMC injection. Expression of
TNF-a at 12 (C) and 24 hours (D) after SE and BMMC injection. Expression of AIF-1 at 12 (E) and 24 (F)
hours after SE and BMMC injection. Data represent mean + SEM. One-way ANOVA followed by Tukey’s
post-hoc test was performed, with a confidence interval of 95% and n = 4. *p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001vs.
Naive group.

Figure 4 Relative expression of IL-10 by gRT-PCR in the-brain and spleen of Wistar rats at 12 hours or 24 hours
after SE and BMMC transplantation. Expression of IL-10 after 12 hours (A) and expression of IL-10 in the brain
24 hours (B) after SE and BMMC injection. Expression of 1L-10 in the spleen tissue 12 hours (C) and 24 hours
(D) after SE and BMMC injection. Data represent mean £ SEM. One-way ANOVA with Tukey's post-hoc test
was performed, with a confidence interval of 95% and n = 4. * p <0.05, ** p <0.01, **** p <0.0001 vs. Naive.

Figure 5 Behavioral alterations on the Morris water maze test. Schematic illustration of the MWM (A). Latencies
for escape to platform during training in the MWM control groups (B) and SE vs. Naive Control groups
(****p <0.00001) at 10 days after SE (C), and Latencies for escape to platform during test in the MWM (D) in
control, Sham, Splenec, Pilo, Pilo/BMMC and Pilo/Splenec/BMMC groups (**p<0.001, ***p<0.0001,
**%%*p <0.00001), using two-way ANOVA followed by Dunnett’s test as a post hoc test, n=8-12.

Table 1: Table showing experimental groups and interventions.

Table 2. Primer sequences used in gene expression experiments on inflammatory factors and biodistribution of
EGFP*.

Table 3: Samples were obtained from four animals per group and time (Splenec 12h/24h, Control 12/24h, Pilo
12/24h, Pilo/Splenec 12/24h) for analysis by PCR of the presence of EGFP* gene in different organs (Brain, lung,
spleen, liver and kidney) after transplant of mononuclear cells. At 12 hours (Table 3A) and 24 hours after BMMC
transplant (Table 3B) we detected the presence of the gene in the organs (*) of 01 out of 04 animals.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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intervention.
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Table 2
Primer sequence 5’ -3’
Primer
name
Forward primer Reverse Primer
AlF-1 CATATGTTCTCAGGGAGATCTTGG AGGAAGTGCTTGTTGATCCCA
IL-1p AAAGAAGAAGATGGAAAAGCGGTT GGGAACTGTGCAGACTCAAACTC
TNF-a AGAACAGCAACTCCAGAACACCCT ATCTCGGATCATGCTTTCCGTGCT
IL-10 GCCAAGCCTTGTCAGAAATGA TTTCTGGGCCATGGGTTCTCT
GAPDH  TGCCACTCAGAAGACTGTGGATG GCCTGCTTCACCACCTTCTGAT
EGFP GGGCACAAGCTGGAGTACA ATGTTGTGGCGGATCTTGA
Table 3
A) Controls SE /PILO
Groups : .
Splenec/CMMO BMMC Pilo/BMMC Pilo/Splenec/BMMC
Samples 12H 12H 12H 12H
Brain * -- -- --
Lung -- -- -- --
Spleen -- -- * --
Liver -- -- -- *
kidneys -- -- -- *
B) Controls SE /PILO
Grupos : .
Splenec/BMMC BMMC Pilo/BMMC Pilo/Splenec/BMMC
AMOSTRAS 24H 24H 24H 24H
Brain -- -- -- --
Lung -- -- -- --
Spleen -- -- * --
Liver -- -- * *
* *

Kidneys --
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Anexos:

Aprovacdo CEUA do projeto: Avaliagdo da biodistribuicdo de células mononucleares
de medula 6ssea em ratos esplenectomizados e submetidos ao status epilepticus induzido por

pilocarpina.

Aprovacdo CEUA e do Sipesq do projeto: Avaliar a importancia do bago na
epileptogénese e na resposta inflamatoria nos modelos epilepsia de pilocarpina e de acido
cainico em ratos wistar.

Artigo publicado ao longo da tese.

Declaracéo de submissdo do artigo original da tese.
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In cell=lar therpy medals, e ssablidment of accoras methods o track the homing, cell St and munhal zm
fimdarnaresd o ansme safecy and ofScacy. The PCE is med o detect donor cells DNA in zenptamaplant mndals.
Five different concentrations of EGFP DNA frons CIVHLS pwomse mescls Seme: 1,000 ppl., 500 peiul, 100
puLl, 10 peiul & 1 peful wers nsed to comtaminats 10 ng'ul. of [NA Whar @t Pobymemse chein reaction was
pazformed using I ul. of sach sampls. EGFPIMNA wam detected i samples contaimdng 2,000 pg, 1,000 pg, 200 pg
and 10 pg. Samples with 1 pg EGFPINA &id not show signal. Hew we damonsiecs an abemative o peoving the
presance or confirm the abwence, of exogenoe: DNA in orgams and tseses. The concontmation curve for call
eeigmation dection by mal tme PCR will allow the use in sywemically temsplmted cells in animal endals
subjeciad to il Semapy.
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