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“Os homens pensam que a epilepsia € divina simplesmente porque nao
tém ideia do que causa a epilepsia. Mas acredito que um dia iremos entender o que
causa a epilepsia e, naquele momento, deixaremos de acreditar que € divino. E

assim é com tudo no universo.’

Hipocrates (460 — 370 a.C.)
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RELACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL COM PROCESSOS INFLAMATORIOS
DESENCADEADORES DE EPILEPSIA EM MODELO ANIMAL?

Autor: Amanda Muliterno Domingues Lourenco de Lima
Orientadora: Prof®. Dr’. Sueli Teresinha Van Der Sand

Coorientadora: Prof®. Dr’. Adriana Simon Coitinho
RESUMO

A epilepsia é um disturbio neuroldgico caracterizado por convulsées espontaneas e
recorrentes. Embora varios estudos tenham demonstrado a associacao da inflamacao
a epilepsia, a estreita relacdo da microbiota intestinal na regulacéo do sistema imune
e neuromodulacdo através do eixo intestino-cérebro ainda ndo foi elucidada.
Considerando que parte dos pacientes com epilepsia € refrataria aos
anticonvulsivantes, a possivel relacdo do perfil microbiano com processos
inflamatérios e convulsdes pode auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. Esse estudo buscou investigar a relagdo da microbiota intestinal com o
desencadeamento do processo inflamatorio relacionado a epilepsia. Ratos Wistar
machos com 3 meses de idade (n=40) foram submetidos ao modelo de kindling
induzido pelo pentilenotetrazol (PTZ) (25 mg/kg) intraperitoneal (i.p). Os animais foram
divididos em quatro grupos experimentais: controle negativo (cloreto de sédio 0,9%),
controle positivo (diazepam 2 mg/kg) e grupos teste prednisolona (1 e 5 mg/kg) i.p.
por 14 dias, em que foi observada a laténcia das crises epilépticas. A analise da
comunidade bacteriana foi realizada através de espacadores intergénicos de rRNA
(RISA) e sequenciamento de nova geracao (NGS). As citocinas interleucina 1 beta (IL-
18) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foram quantificadas de amostras do
intestino. A prednisolona resultou no aumento de citocinas IL-1B e TNF-a e da laténcia
das crises convulsivas. Apesar de ndo haver diferenga na diversidade da microbiota
intestinal entre os tratamentos, a prevaléncia de representantes de Actinobacteria,
Saccharibacteria e Verrucomicrobia pode estar associada a ortdlogos funcionais do
metabolismo microbiano que modulam o efeito protetor da prednisolona nas crises

convulsivas induzidas por PTZ em ratos.

1Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (xx p.) outubro, 2021.



RELATIONSHIP OF THE INTESTINAL MICROBIOTA TO INFLAMMATORY
PROCESSES UNLEASHING EPILEPSY IN ANIMAL MODEL

Author: Amanda Muliterno Domingues Lourenco de Lima
Advisor: Prof. Dr. Sueli Teresinha Van Der Sand

Co-Advisor: Prof. Dr. Adriana Simon Coitinho
ABSTRACT

Epilepsy is a neurological disorder characterized by spontaneous and
recurrent seizures. Although several studies have demonstrated the association of
inflammation with epilepsy, the close relationship between the intestinal microbiota in
the regulation of the immune system and neuromodulation through the gut-brain axis
has not yet been elucidated. Considering that part of the patients with epilepsy is
refractory to anticonvulsants, the possible relationship of the microbial profile with
inflammatory processes and seizures can help in the development of new therapeutic
strategies. This study sought to investigate the relationship between the intestinal
microbiota and the triggering of the inflammatory process related to epilepsy. Male
Wistar rats with 3 months of age (n=40) were submitted to the kindling model induced
by pentylenetetrazole (PTZ) (25 mg/kg) intraperitoneally (i.p). The animals were
divided into four experimental groups: negative control (sodium chloride 0.9%), positive
control (diazepam 2 mg/kg), and prednisolone test groups (1 and 5 mg/kg) i.p. for 14
days, in which the latency of epileptic seizures was observed. The analysis of the
bacterial community was performed using rRNA intergenic spacers analysis (RISA)
and high-throughput sequencing (NGS). The cytokines interleukin 1 beta (IL-13) and
tumor necrosis factor alpha (TNF-a) were quantified from the intestinal samples.
Prednisolone increased IL-18 and TNF-a cytokines and seizure latency. Although
there is no difference in the intestinal microbiota diversity between treatments, the
prevalence of Actinobacteria, Saccharibacteria, and Verrucomicrobia may be
associated with functional orthologs of microbial metabolism that modulate the

protective effect of prednisolone in PTZ-induced seizures in rats.

1Doctoral thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (xx p.) october, 2021.
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1. INTRODUCAO

A epilepsia € um distdrbio neurologico caracterizado por convulsdes
espontaneas e recorrentes decorrentes de descargas elétricas hipersincronas e
da atividade neuronal anormal excessiva de neurénios (DEVINSKY et al., 2018).
N&o ha uma estimativa correta da prevaléncia da epilepsia, mas acredita-se que
aproximadamente 1 a 2% da populacdo mundial seja afetada por esta condicéo
(VIEIRA et al., 2016). Atualmente, ndo ha cura para a doenca e um ter¢co dos
pacientes com epilepsia sdo refratarios aos medicamentos anticonvulsivantes
(TANG; HARTZ; BAUER, 2017). Embora muitas pesquisas estejam surgindo, a
fisiopatologia basica da ictogénese e a ampla complexidade da etiologia da
epileptogénese ainda ndo é totalmente compreendida (YUEN; KEEZER;
SANDER, 2018).

Apesar dos recentes progressos, as potenciais causas que levam ao
desenvolvimento e progressao da epilepsia ainda ndo foram elucidadas. A
epileptogénese tem sido frequentemente associada aos processos inflamatorios
(FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018). A inflamacédo pré-existente
contribui para a epileptogénese da mesma forma que a epilepsia desencadeia
cascatas inflamatorias (VEZZANI; BALOSSO; RAVIZZA, 2019). A producao
excessiva e desregulada de citocinas pode promover a degeneracdo neuronal e
provocar convulsdes (RANA; MUSTO, 2018), de modo que a neuroinflamacéo em
muitos aspectos é semelhante a consequéncia da disbiose intestinal e contribui
para a progressao da doenca.

Um numero crescente de estudos tem demonstrado a associacdo da
progressdo da epilepsia mediada pela microbiota intestinal (LUM; OLSON;
HSIAO, 2020). Evidéncias recentes demonstram a influéncia que a microbiota
intestinal exerce sobre o cérebro através do chamado eixo intestino-cérebro
(DINAN; CRYAN, 2017c). O sistema imunologico atua como um importante
intermediario entre a microbiota intestinal e o cérebro (EL AIDY; DINAN; CRYAN,
2014). A microbiota intestinal exerce um papel fundamental na manutencao da
homeostase contribuindo para uma variedade de diferentes processos
fisioldgicos, incluindo producdo e maturacédo das células do sistema imunoldgico
e regulacao da resposta inflamatoria (SANDHU et al., 2017).

Desta forma, considerando que parte dos pacientes com epilepsia é



resistente aos tratamentos farmacolégicos convencionais, a compreensao da
possivel relacdo do perfil microbiano com processos inflamatorios
desencadeadores de crises epileptogénicas poderia auxiliar no desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas. Considerando-se ainda, a relevancia do tema
e a auséncia de dados na literatura sobre a possivel relacdo entre a microbiota
intestinal e os processos inflamatdrios que desencadeiam a epilepsia, pesquisas
s80 necessarias para identificar os microrganismos que podem auxiliar na
imunorregulacdo da mucosa do intestino como possibilidade de tratamento desta
doenca. A manutencédo do equilibrio do microbioma intestinal poderia auxiliar na
possivel prevencdo e controle de doencas que estdo relacionadas a sua

disfuncao.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Investigar a relacdo da microbiota intestinal com o desencadeamento do
processo inflamatério relacionado a convulsdo em modelo animal de kindling

induzido pelo pentilenotetrazol (PTZ).

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar a diversidade da microbiota intestinal de animais submetidos
ao modelo de kindling induzido pelo PTZ através da analise de
espacadores intergénicos de RNA ribossémico (rRNA) (RISA);

2.2.2 ldentificar através do sequenciamento de nova geracdo (NGS) as
comunidades microbianas presentes no intestino dos animais
submetidos ao kindling induzido por PTZ;

2.2.3 Investigar os efeitos da prednisolona na microbiota intestinal em
modelo animal de kindling induzido pelo PTZ;

2.2.4 Investigar os efeitos da prednisolona sobre os niveis de interleucina
1 beta (IL-1B) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) em amostras
de tecido do intestino de animais submetidos ao kindling induzido por
PTZ;

2.2.5 Correlacionar as espécies bacterianas encontradas com a predicao

metabdlica funcional e sua influéncia no desencadeamento das



crises convulsivas.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Epilepsia

A epilepsia é considerada como uma das doengas neuroldgicas severas
mais comuns e causa de deficiéncia ndo negligenciavel e mortalidade (WU et al.,
2016). E uma doenca neuroldgica caracterizada pela predisposicéo persistente de
ter convuls@es recorrentes com consequéncias cognitivas, psicolégicas e sociais
associadas (FISHER et al., 2014). De acordo com os dados da Organizagao
Mundial da Saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019), a epilepsia tem
alta prevaléncia, afetando cerca de 50 milhdes de pessoas em todo o mundo. A
proporcdo estimada da populacdo geral com epilepsia ativa (ou seja, com
convulsBes continuas ou com necessidade de tratamento) esta entre 4 e 10 por
1000 pessoas. Globalmente, cerca de cinco milhbes de pessoas sé&o
diagnosticadas com epilepsia a cada ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019). Atualmente, ndo héa cura para a doenca e um grande esforco tem surgido
na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos na progresséo da doenca e na
busca de possiveis tratamentos.

A Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE) tem publicado, com base em
pesquisas recentes, diretrizes para a classificacdo das crises convulsivas quanto
a caracteristicas e etiologia da doenca que auxiliam no diagnéstico clinico dos
pacientes e tem embasado médicos e pesquisadores na busca por tratamentos
mais efetivos para esta doenca (INTERNATIONAL LEAGUE AGAINST EPILEPSY
(ILAE), 2020). A crise epiléptica é determinada por uma mudan¢a comportamental
transitéria com sinais e/ou sintomas como a perda de consciéncia, enrijecimento
e espasmos, causada pela atividade neuronal anormal excessiva ou sincrona no
cérebro (DEVINSKY et al., 2018). Mais especificamente, a epilepsia é
diagnosticada por pelo menos duas convulsées nao provocadas ou reflexas com
mais de 24 horas de intervalo; uma Unica convulsdo nao provocada ou reflexa se
o risco de recorréncia for alto (ou seja, > 60% nos proximos 10 anos); ou pelo
diagndstico de sindrome de epilepsia (FISHER et al., 2014).

Sao considerados trés niveis para a classificagédo da epilepsia (tipo de crise,



tipo de epilepsia e sindrome), além das causas e das comorbidades associadas
gue devem ser identificados em cada estagio, pois podem ter importantes
implicagbes (THIJS et al., 2019). Os tipos de epilepsia sao categorizados como:
focal, generalizada, combinada generalizada e focal (para aqueles que
apresentam ambos os tipos de crises), e desconhecida (FALCO-WALTER,;
SCHEFFER; FISHER, 2018). A crise pode ser focal (quando a atividade neuronal
anormal surge em uma ou mais regides localizadas do cérebro ou hemisfério),
generalizada (quando a atividade neuronal anormal comec¢a em uma distribuicéo
generalizada em ambos os hemisférios) ou de inicio desconhecido (ndo puderem
identificar se o inicio é focal ou generalizado) (DEVINSKY et al., 2018). As crises
focais podem ser subdivididas naquelas em que a consciéncia € preservada ou
prejudicada, e sdo ainda categorizadas pelas manifestacdes motoras ou néo
motoras, sendo elas precoces ou proeminentes (FISHER et al., 2017b, 2017a).
As crises generalizadas séo divididas em crises motoras e ndo motoras (THIJS et
al., 2019).

Embora existam lacunas cruciais no conhecimento dos eventos espaciais
e temporais subjacentes a epilepsia, a etiologia dos mecanismos fisiopatolégicos
gue a desencadeiam é fundamental devido ao seu impacto critico no prognostico
e tratamento do paciente. As causas associadas aos diferentes tipos de epilepsia
sdo categorizadas como estruturais (em funcdo de anormalidades estruturais
observadas por exames de neuroimagem), genéticas (devido a variacbes do
namero de coépias ou mutacdbes em determinados genes), infecciosas
(decorrentes de infeccbes agudas em resposta a agentes etioldgicos),
metabdlicas (relacionadas a um distarbio metabdlico), imunes (mediadas pela
inflamacéo do sistema nervoso central) e desconhecidas (sem causa identificavel)
(FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018; SCHEFFER et al., 2017).

Assim como a etiologia, é importante que a presenca de comorbidades seja
considerada para cada paciente com epilepsia em cada estagio da classificacéo,
permitindo a identificacdo precoce, o diagnostico e o manejo adequado (FISHER
et al., 2017a). A epilepsia tem sido associada a um namero crescente de
comorbidades neurolégicas e ndo neuroldgicas, as quais variam em tipo e
gravidade, e incluem desde sintomas mais brandos a danos severos e
irreversiveis, afetando a qualidade de vida e podendo acarretar at¢é mesmo a

morte prematura dos pacientes. Diversas comorbidades tém sido associadas a



epilepsia, como as seguintes alteracbes cognitivas: dificuldades sutis de
aprendizagem, deficiéncia intelectual, distirbios psiquiatricos, afetivos e
comportamentais (transtornos do espectro do autismo, ansiedade e depresséo).
Alteracdes fisicas também tém sido associadas a epilepsia. Podem ser citados
como exemplos: transtornos somaticos funcionais (fibromialgia, dores de cabeca
tensionais, enxaqueca e alteracdes do sono), disturbios do movimento e déficits
motores (paralisia cerebral ou deterioracdo da marcha), distarbios
gastrointestinais (sangramento gastrointestinal, Ulceras pépticas e doenca
inflamatoria intestinal), doencas cardiovasculares, acidente vascular cerebral,
Parkinson e Alzheimer (FISHER et al., 2017a; KEEZER; SISODIYA; SANDER,
2016; VEZZANI; BALOSSO; RAVIZZA, 2019).

A base do tratamento da epilepsia é a terapia farmacol6gica para o controle
das crises (GOLYALA; KWAN, 2017). As drogas antiepilépticas (AEDS) sdo os
principais métodos terapéuticos disponiveis no tratamento da epilepsia. Porém,
além dos efeitos adversos, fornecem apenas o tratamento sintomatico sendo
capazes somente de controlar a ocorréncia de convulsbées com pouco impacto
sobre a doenca subjacente. Embora a terapia com AEDs seja eficaz para
interromper as convulsées na maioria dos casos de epilepsia, o controle das
convulsdes ndo € alcancado em alguns casos e se estima que 30 — 40% dos
pacientes se tornam resistentes a este tratamento (KALILANI et al., 2018). A
epilepsia refratéria estd associada ao aumento da morbidade e mortalidade,
consequéncias psicossociais graves, problemas cognitivos e reducdo da
qualidade de vida (TANG; HARTZ; BAUER, 2017). Considerando-se que uma
porcentagem significativa dos pacientes nao respondem aos anticonvulsivantes
disponiveis, a melhor compreensédo da natureza heterogénea da epilepsia e dos
multiplos fatores que contribuem para as descargas neurais anormais
impulsionam a investigagdo e o desenvolvimento de novos tratamentos
farmacolodgicos alternativos (GOLYALA; KWAN, 2017).

3.2 Inflamacéao
Apontada como uma das causas para o desenvolvimento e progressao da

epileptogénese, a inflamacéo € uma resposta fisiologica natural a algum dano,

infecc@o ou estresse biolégico e € mediada pelo sistema imunoldgico inato. No
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cérebro, a imunidade inata € predominantemente conferida por células da
microglia, que atuam como macréfagos residentes do sistema nervoso e
representam a primeira linha de defesa contra lesdo. Porém, outras evidéncias
sugerem que neurdnios e astrécitos também desempenham um papel importante
(WALKER; SILLS, 2012). Citocinas e quimiocinas liberadas da microglia ativada
iniciam a cascata de sinalizacdo pro-inflamatéria que ocasiona vasodilatacéo
localizada, extravasamento e recrutamento de leucécitos e ativagdo da resposta
imune adaptativa (DAMBACH et al., 2014). O papel da inflamacdo na
etiopatogenia de doencas do sistema nervoso central (SNC) ja foi amplamente
investigado, e mediadores inflamatorios séricos elevados foram encontrados em
muitos distarbios neurolégicos, como isquemia cerebral, esclerose mudltipla,
Parkinson, Alzheimer e traumatismo cranioencefalico (DE VRIES et al., 2016).

A epileptogénese é um processo complexo através do qual o cérebro é
debilitado pela atividade convulsiva recorrente e evolutiva. De acordo com
PITKANEN e colaboradores (2015), a epileptogénese refere-se ao
desenvolvimento e extenséo de tecido lesado capaz de gerar crises recorrentes
espontaneas, resultando no desenvolvimento de uma condi¢do epiléptica e/ou
progresséao da epilepsia. Qualquer lesédo cerebral, como trauma, acidente vascular
cerebral, infeccao viral, convulsdes febris e estado epiléptico, ocorrendo em
qualquer fase da vida € um fator de risco para o desenvolvimento de epilepsia
(YUEN; KEEZER; SANDER, 2018). A combinagao de insultos cerebrais agudos e
fatores intrinsecos (por exemplo, etiologia, local e gravidade da lesdo, convulsdes
sintomaticas agudas, historico genético e fatores epigenéticos) ou fatores
ambientais (por exemplo, infeccbes sistémicas, estresse e estilo de vida)
determina se uma les&o cerebral desencadeia a epileptogénese (VEZZANI,
BALOSSO; RAVIZZA, 2019).

No processo de epileptogénese, a neuroinflamagdo comumente ocorre
apos lesdes cerebrais agudas e reduz o limiar convulsivo, contribuindo assim para
um estado persistente de hiperexcitabilidade da rede neuronal (VEZZANI;
BALOSSO; RAVIZZA, 2019). A neuroinflamacdo pode ser vista como a
biossintese e liberacdo de moléculas com propriedades inflamatorias por células
residentes do cérebro, incluindo microglia ativada e astrocitos, neurénios, células
endoteliais da barreira hematoencefalica (BHE) e macrofagos provenientes do

sangue (VAN VLIET et al., 2018). A resposta inflamatéria no sistema nervoso que
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€ evocada pelo aumento da atividade neuronal na auséncia de condi¢cdes
patolégicas evidentes € chamada de inflamacdo neurogénica (VEZZANI;
BALOSSO; RAVIZZA, 2019). Descrita originalmente em tecidos periféricos, a
inflamacdo neurogénica é um estado inflamatério local induzida pela atividade
neuronal em resposta a estimulos nocivos (XANTHOS; SANDKUHLER, 2014).

Além da neuroinflamacao, acredita-se que a inflamacéo sistémica tenha
uma influéncia no processo epileptogénico. Estudos experimentais e evidéncias
clinicas mostram a ativagdo dos mecanismos de imunidade inata e adaptativa e a
inducdo dos processos inflamatérios associados nos focos epileptogénicos
(VEZZANI; LANG; ARONICA, 2016). A inflamacéao sistémica crénica é o resultado
da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias de células relacionadas ao sistema
imunoldgico e da ativacdo crénica do sistema imunoldgico inato (YUEN; KEEZER;
SANDER, 2018). A inflamacéao periférica contribui para o acumulo de mediadores
inflamatorios, que em consonancia com a neuroinflamacéao, promove a quebra da
barreira hematoencefalica, com a consequente infiltracdo de leucécitos, o que
gera hiperexcitabilidade e mudancas morfolégicas singpticas dentro do
hipocampo e, em Ultima instancia, o desenvolvimento da epilepsia (RANA;
MUSTO, 2018).

O envolvimento de varios mediadores inflamatérios ja foi relatado na
patogénese de convulsdes, neuropatologias e comorbidades neurologicas na
epilepsia. Mediadores pro-inflamatérios podem atuar como neuromoduladores,
ativando vias de sinalizacao intracelular ndo convencionais que afetam a funcéo
neuronal e a excitabilidade (RAVIZZA; VEZZANI, 2018). As citocinas sao
mediadores inflamatérios produzidos principalmente pelas células gliais e
neurénios durante a inflamacdo do cérebro. Elas desempenham uma variedade
de funcdes fisiolégicas, incluindo a regulacdo dos processos inflamatorios,
modulacdo dos canais idGnicos, transmissdo sindptica e plasticidade (ALYU;
DIKMEN, 2017; IORI; FRIGERIO; VEZZANI, 2016). No entanto, podem ocorrer
consequéncias patoldgicas se ocorrer uma desregulagcdo na producdo de
citocinas ou se a exposi¢ao do tecido as citocinas for muito prolongada, como nas
doencas neurodegenerativas e na epilepsia (IORI; FRIGERIO; VEZZANI, 2016).

Uma producdo excessiva e desregulada de citocinas pode levar a
degeneracédo neuronal e gerar convulsdes (VIEIRA et al., 2016). Em condicdes

fisioldgicas, as citocinas sdo encontradas em niveis muito baixos no tecido



12

cerebral saudavel, mas a elevacéo dos niveis séricos desses marcadores tem sido
relatada em diversas doencas neurologicas, incluindo a epilepsia (DE VRIES et
al., 2016). Por exemplo, as citocinas pro-inflamatérias interleucina-1 beta (IL-18),
IL-2, IL-6, interferon gama (INF-y) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
normalmente concentradas em pequenas quantidades no cérebro, aumentam
apos as convulsdes (RANA; MUSTO, 2018).

As citocinas também sdo liberadas por astrécitos perivasculares e
microglia, contribuindo para a disfuncédo da barreira hematoencefélica (BHE) na
epilepsia (VEZZANI; LANG; ARONICA, 2016). A BHE desempenha um papel
fundamental na regulacdo da excitabilidade neuronal e manutencdo da
homeostase idnica. Atualmente, a inflamacéo do sistema nervoso central (SNC) e
os efeitos a longo prazo da exposicdo a mediadores inflamatérios tem
demonstrado participar do extravasamento da BHE e tem sido implicados na
progresséao da epilepsia e inducédo de convulsdes (ALYU; DIKMEN, 2017).

Além disso, as citocinas podem modificar a funcdo dos receptores de
glutamato e &cido y-aminobutirico (GABA) e também podem modular a
permeabilidade do calcio mediada pelo receptor de glutamato (WEBSTER et al.,
2017). Foi sugerido que citocinas proé-inflamatérias como IL-1B, IL-6 e TNF-a
induzem um aumento na transmissao sinaptica excitatoria e uma reducdo na
transmissao sindptica inibitéria (ALYU; DIKMEN, 2017). A citocina pré-inflamatoria
IL-1B, expressa na microglia ativada e astrocitos, aumenta a liberacdo de
glutamato dos astrécitos e diminui a recaptacéo de glutamato, aumentando assim
a disponibilidade de glutamato nas sinapses neuronais e promovendo
hiperexcitabilidade neuronal (ALYU; DIKMEN, 2017). TNF-a também foi relatada
como responsavel pela inducdo da liberacdo de glutamato da microglia e dos
astrécitos (IORI; FRIGERIO; VEZZANI, 2016).

Embora essas correlag6es tenham sido observadas em varios estudos, 0s
mecanismos subjacentes a relacdo entre os processos inflamatorios e a
epileptogénese, particularmente no contexto de leséo cerebral, ainda sdo pouco
conhecidos. Em muitos aspectos, a neuroinflamagdo € semelhante as
consequéncias da disbiose intestinal e por isso, 0 estudo da relagdo da microbiota
intestinal com os processos inflamatoérios envolvidos na epilepsia pode contribuir
para compreensao dos mecanismos subjacentes envolvidos no desenvolvimento

e progressao da doenca.



13

3.3 Microbiota intestinal

O trato gastrointestinal humano é colonizado por trilhdes de
microrganismos chamados coletivamente de microbiota intestinal (FUNG;
OLSON; HSIAO, 2017). A microbiota intestinal € uma comunidade complexa
formada pela interacdo de diversos microrganismos que auxiliam na manutencéo
do equilibrio ecoldgico dindmico do metabolismo. As bactérias, principalmente
bactérias anaerdbias, dominam este ambiente, além de virus, protozoarios,
arqueias e fungos (WANG, H.-X; WANG, 2016). Ha uma estimativa de que cerca
de 100 trilhdes de bactérias compde a microbiota no corpo de um adulto, 80% das
quais existem no intestino, cerca de dez vezes mais do que as células do corpo
humano (WANG, H.-X; WANG, 2016). Avancos recentes na tecnologia de
sequenciamento revelaram que a microbiota intestinal compreende
aproximadamente 1.800 diferentes filos e 40.000 espécies bacterianas
(SHERWIN et al., 2016). As bactérias do intestino incluem majoritariamente seis
filos principais: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria,
Verrucomicrobia e Fusobacteria, sendo Bacteroidetes e Firmicutes os filos
dominantes (ZHU et al., 2017).

Tendéncias recentes na literatura apoiam o conceito de que 0 corpo
humano deve ser compreendido como um “ecossistema humano”; ou ainda,
‘bioma humano” (DINAN; CRYAN, 2017a). Esta concepcdo reconhece a
coevolucao mutualista dos microbios e do corpo humano (SUNDMAN et al., 2017).
A evolucdo em comum com o corpo humano possibilitou as bactérias do intestino
alcancarem um estado simbidtico mutuamente benéfico com o organismo (ZHU
et al., 2017), de modo que esses microrganismos estao associados a multiplas
funcdes do corpo humano. Embora todo o significado funcional dessa populacao
microbiana ndo seja completamente conhecido, a composi¢ao e a diversidade
dessas espécies comensais que habitam o intestino, constituem um sistema
microecolégico complexo, que pode influenciar profundamente a fisiologia
humana e, em ultima analise, a saude do hospedeiro humano em varios sistemas
fisiol6gicos (SUNDMAN et al., 2017; ZHU et al., 2017).

Diversas evidéncias tem destacado a importancia da microbiota intestinal
na manutengdo da homeostase, contribuindo para uma variedade de diferentes

processos fisioldgicos (SANDHU et al., 2017). A microbiota intestinal desempenha
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um papel critico na: maturacdo e modulacdo da resposta imune do hospedeiro,
protecdo contra patdégenos, proliferacdo e vascularizacdo das células
hospedeiras, regulacdo das funcdes endocrinas intestinais, sinalizacao
neurologica, metabolismo de alimentos e biossintese de vitaminas,
neurotransmissores e varias outras moléculas (LYNCH; PEDERSEN, 2016).
Entretanto, as funcdes de nossa microbiota intestinal vao além disto: as bactérias
também podem afetar o funcionamento e o comportamento do cérebro (WEERTH,
2017). A diversidade apropriada na microbiota intestinal é essencial ndo apenas
para a saude intestinal, mas também para o funcionamento normal em outros
orgaos, especialmente o cérebro (DINAN; CRYAN, 2017c).

Embora o conceito do eixo microbiota-intestino-cérebro seja relativamente
novo, tem se tornado cada vez mais aceito que a microbiota intestinal estabelece
uma comunicacao bidirecional com o sistema nervoso central (SNC) (CRYAN et
al., 2019). A comunicacao entre a microbiota e o0 SNC ocorre através do eixo
intestino-cérebro, que atua como um sistema fisioldgico integrador das vias
neural, principalmente pelo nervo vago, e vias enddcrinas, imunoldgicas e
metabdlicas, nas quais hormonios, neurotransmissores e citocinas desempenham
uma funcdo essencial (WANG, H.-X.; WANG, 2016; WEERTH, 2017). Essa
estreita comunicacao entre as bactérias intestinais e o cérebro é facilitada pelo
Sistema Nervoso Entérico (SNE), uma rede complexa de neurbnios presentes no
revestimento do sistema gastrointestinal. O SNE se assemelha em complexidade
ao SNC tanto em quantidade de neurbnios quanto em neurotransmissores e
moléculas de sinalizacdo (WEERTH, 2017).

Bactérias intestinais sdo reguladores potentes das respostas imunes
sistémicas e das mucosas e e contribuem para o desenvolvimento de distlrbios
inflamatoérios no SNC (FUNG; OLSON; HSIAO, 2017). A microbiota intestinal
exerce uma influéncia significativa sobre as populacdes relativas, a migracdo e a
funcdo de varios subconjuntos de células imunes, modulando as respostas
imunes inatas e adaptativas durante infeccéo, inflamacao e autoimunidade (REA;
DINAN; CRYAN, 2016). As espécies bacterianas presentes na microbiota
intestinal interagem com o0 sistema imune e o0 sistema nervoso por meio da
regulacdo do sistema imunoldgico através da producdo de acidos graxos de
cadeia curta (AGCCs) (SHERWIN et al., 2016). Os AGCCs como o acido butirico,

acido propidnico e &cido acético produzidos pela fermentacdo microbiana
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promovem a homeostase intestinal e exercem influéncia do desenvolvimento e
funcdo do sistema imunoldgico, incluindo a permeabilidade da barreira intestinal,
producdo de muco, regulacdo de células T periféricas, particularmente células T
reguladoras (Treg), e producdo de citocinas (CRYAN et al.,, 2019; ROOKS;
GARRETT, 2016).

As citocinas produzidas no intestino podem viajar através da corrente
sanguinea até o cérebro. Em circunstancias fisioldgicas normais, € improvavel que
elas cruzem a BHE, mas evidéncias crescentes indicam a influéncia que as
citocinas exercem sobre o cérebro através de sua capacidade de sinalizacdo em
regides onde a BHE é relativamente permeavel, como o hipotalamo (DINAN;
CRYAN, 2017c). Além disso, ativacdo da resposta imune da mucosa por meio da
exposicdo a bactérias e antigenos bacterianos além da barreira epitelial induz a
secrecdo de citocinas pré-inflamatérias e, em Ultima analise, ativa outra via de
sinalizacao, o eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA). O eixo HPA interage com
outras vias ndo neuronais e também neuronais de comunicagao entre o intestino
e o0 cérebro. As interacdes do eixo imunidade-HPA estdo implicadas em uma
variedade de doencas inflamatdrias e de estresse; portanto, ndo € surpreendente
que tal conexdo também possa afetar a sinalizacdo cerebral da microbiota
intestinal (CRYAN et al., 2019).

No entanto, a fungcédo reguladora da microbiota pode participar de vias
especificas de doencas. As complexas interagcdes microbiota-hospedeiro sao
dindmicas, envolvendo uma variedade de mecanismos. Portanto, alteracdes na
microbiota podem resultar na desregulacdo da homeostase do hospedeiro e no
aumento da suscetibilidade a doencas (WANG, B. et al., 2017). Dado que o
cérebro depende da microbiota intestinal em funcdo dos produtos metabdlicos
essenciais, ndo é surpreendente que a dishbiose possa ter consequéncias
negativas graves para o funcionamento do cérebro, tanto do ponto de vista
neuroldgico quanto da saude mental (DINAN; CRYAN, 2017c). Um desequilibrio
na composigdo ou fungéo das espécies microbianas normalmente encontradas na
microbiota, impulsionada por um conjunto de fatores ambientais e relacionados
ao hospedeiro, esta associada a alteragbes na funcdo imunolégica e
suscetibilidade a doencas inflamatorias, alergias e condigdes metabodlicas (LEVY
et al., 2017; ROOKS; GARRETT, 2016), incluindo a epilepsia.

Em sintese, a microbiota intestinal pode estar envolvida na epileptogénese
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ao mediar o efeito pré-excitatorio da inflamacéao periférica por meio da ativacao do
sistema imunoldgico através da liberacao de citocinas e quimiocinas inflamatorias,
modulando redes neurais pela producdo de neurotransmissores especialmente
serotonina, GABA e glutamato, producdo de &cidos graxos de cadeia curta
(AGCCs) e aminoacidos essenciais da dieta, como o triptofano (TRP) e seus
metabdlitos, e agindo consequentemente no equilibrio da excitacdo e inibicéo.
Além disso, a microbiota intestinal pode atuar por meio da desregulacdo da
permeabilidade da barreira intestinal, com aumento dos niveis de
lipopolissacarideo (LPS) e alterando as vias neuroendocrinas através do eixo
hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) e vias neurais como o hervo vago e o sistema
nervoso entérico (SNE) (DE CARO et al., 2019).

Estudos recentes que tem associado a epilepsia a uma alteracdo na
composicdo da microbiota intestinal, sugerem de maneira geral que a disbiose
pode alterar os mecanismos envolvidos no eixo intestino-cérebro (LUM; OLSON;
HSIAO, 2020). CAMARA-LEMARROY e colaboradores (2016) e CHEN e
colaboradores (2018) determinaram que a sindrome do intestino irritavel (IBS)
estd associada a maior incidéncia do desenvolvimento de epilepsia. Além disso,
a utilizacdo de antibidticos em pacientes refratarios aos tratamentos com
anticonvulsivantes demonstrou uma significativa reducéo na frequéncia das crises
epilépticas (BRAAKMAN; VAN INGEN, 2018). Desta forma, essas evidéncias
demonstraram que a alteracdo da microbiota intestinal parece estar envolvida na
laténcia, frequéncia e severidade das crises convulsivas, estando possivelmente
relacionada ao desenvolvimento e progressao da epilepsia.

Com base nessas conexdes estabelecidas entre a doenca e a interrupgéo
das interacbes homeostaticas no hospedeiro, as terapias direcionadas a
microbiota podem alterar a composi¢cdo da comunidade e a restauracdo da
microbiota pode ser usada no tratamento de doencgas, tais como a epilepsia. Por
exemplo, em pacientes pediatricos com epilepsia refrataria (LINDEFELDT et al.,
2019; XIE et al., 2017; ZHANG, Y. et al., 2018) e em modelo animal (OLSON et
al., 2018), a introduc¢édo da dieta cetogénica atenuou os sintomas da epilepsia com
impacto na composi¢cao e no perfil funcional da microbiota. O transplante da
microbiota fecal como tratamento alternativo para a doencga de Crohn provou sua
eficacia no controle das convulsdes, mesmo apos a retirada dos medicamentos
antiepilépticos (HE, Z. et al., 2017).
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Apesar das diversas evidéncias demonstrando a associacao da epilepsia a
numerosos mediadores inflamatoérios, nenhum estudo buscou analisar a relagcéo
da diversidade e do perfil taxondmico da microbiota intestinal com os mecanismos
imunoldgicos envolvidos na progressao e desenvolvimento da doenca até o
momento. Desta maneira, o trabalho desenvolvido busca melhor compreender a
relacdo da microbiota intestinal com os processos inflamatérios que podem

desencadear a epilepsia.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Declaracéo de ética

Esse estudo integra o projeto intitulado “Influéncia da inflamacdo no
processo epileptogénico”. O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) registrado sob o nimero 23554.

4.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (90 dias, 250 - 300 g, n = 40) do
Centro de Reproducéo e Experimentacéo de Animais de Laboratoério (CREAL) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), alojados no biotério setorial
do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
(ICBS) da UFRGS durante a execugcao dos experimentos. Os animais foram
acomodados em caixas de polipropileno medindo 41 x 34 x 16 cm com no maximo
4 animais por caixa. Foram mantidos com agua e racao disponiveis ad libitum em
ambiente sob controle de temperatura (23 + 1 ° C) e ciclo claro-escuro de 12 horas.
Todos os procedimentos experimentais foram realizados seguindo as diretrizes do

Comité Institucional de Uso e Cuidado de Animais da universidade.

4.3 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n= 10 animais

por grupo). No grupo controle negativo foi administrado solucdo de cloreto de
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sédio (0,9 g%), no grupo controle positivo foi administrado 2 mg/kg de diazepam
e nos dois grupos teste foram administradas doses de 1 mg/kg e 5 mg/kg de
prednisolona via intraperitonial (i.p.) diariamente por 14 dias. O volume
administrado foi em torno de 200 — 300 pl por administragdo (dose/kg/ml) de

acordo com o peso dos animais.

4.4 Modelo de kindling

A partir do segundo dia de experimento foi administrado 25 mg/kg de
pentilenotetrazol (PTZ) i.p. 30 minutos apds a administracdo dos tratamentos em
dias alternados para a inducdo das crises epilépticas. Os animais foram
observados por 20 minutos apos a administracdo do PTZ quanto a laténcia da

primeira crise convulsiva.

4.5 Coleta de amostras de fezes e tecido do intestino

Os animais foram sacrificados por decapitacdo ao final do experimento e
amostras de intestino grosso foram coletadas. Amostras fecais foram retiradas
dos intestinos e as amostras teciduais do intestino foram lavadas com solugéo de
cloreto de sédio a 0,9 % para retirada das fezes e submetidas a maceracao
mecéanica através do homogeneizador de tecidos TissueRuptor® Il (Qiagen,
Hilden, Germany). As amostras fecais e teciduais foram armazenadas em freezer

a temperatura de -80°C até a andlise posterior.

4.6 Determinacao de marcadores pro-inflamatérios e proteinas totais em

tecido do intestino

Os marcadores pro-inflamatorios foram determinados pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA) através da quantificacdo da concentracdo de TNF-a
(Abcam, Cambridge, EUA) e IL-1B (Boster Biological Technology, Pleasanton,
EUA) no sobrenadante das amostras de intestino maceradas de acordo com as
especificacoes dos fabricantes. A concentracdo de proteina nas amostras de
tecido foi quantificada pelo ensaio de proteinas totais (Labtest Diagndstica S.A.,

Lagoa Santa, MG, Brasil) através do método de biureto de acordo com as
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especificacoes do fabricante. As amostras foram testadas em duplicata e os

resultados foram expressos em pg/mg de proteina.

4.7 Extragcdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras fecais dos ratos foi realizada seguindo o
protocolo de extragéo de isopropanol (HART et al., 2015; YU; MORRISON, 2004)
com modificagbes. O conteudo de 0,25 g de fezes foi adicionado a um microtubo
estéril de 2 ml contendo esferas de vidro de 0,2 mm de diametro até ¥4 do tubo e
800 pl de tampéo de lise (500 mM NaCl; Tris 50 mM HCI, pH 8,0; EDTA 50 mM e
dodecilsulfato de sddio 4%) e submetido a agitacdo em vortex a uma velocidade
maéaxima de 3.000 rpm por 3 minutos. O lisado foi incubado em banho seco a 70°C
por 20 minutos com homogeneizacdo peridédica a cada 5 minutos em vortex na
velocidade maxima e centrifugado a 6.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo estéril com adicdo de 200 pl de acetato de
amoénio 10 mM, seguido por agitagdo em vortex na velocidade maxima, incubagao
em gelo por 5 minutos e centrifugacdo a 6.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante
resultante foi transferido para um novo microtubo estéril com a adi¢cdo de 1 ml de
isopropanol gelado, seguido da incubacgéo em gelo por 30 minutos e centrifugacéo
a13.000 rpm por 15 minutos. O pellet de DNA foi lavado com 1 ml de etanol 70°GL
refrigerado, ressuspendido em 150 ul de Tris-EDTA (Tris 10 mM e EDTA 1 mM) e
2 yl de RNAse (10 mg/ml) e incubado a 37°C durante 15 minutos. Foi adicionado
200 pl de dgua milli-Q estéril e 15 ul de proteinase K (20 mg/ml), incubado a 70°C
em banho seco por 10 minutos e adicionado 200 ul de etanol absoluto gelado. A
amostra de DNA foi purificada com o PureLink™ Genomic DNA Mini Kit

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.8 Analise de integridade e quantificacdo de DNA

A integridade do produto da extracdo de DNA foi visualizada em gel de
agarose 0,8% com a adicdo de tampao GelRed TM (QuatroG Pesquisa e
Desenvolvimento) na proporcéo 1:4 de DNA. Os géis foram submetidos a 100V
de voltagem, 80mA de corrente e 80W de poténcia por 40 min, e visualizados no
analisador de imagem iBright™ CL1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
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USA). A qualidade da extracdo de DNA foi mensurada através da medida do fator
A260/A280 no NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA). A
média das medidas do fator A260/A280 das amostras foi de 1,91 + 0,04 com uma
concentracdo média de 755,16 + 239,86 ng/uL. A quantidade de DNA foi medida
no Quantus TM Fluorometer (Promega Corporation, Madison, WI, USA). A
guantidade média de DNA foi de 40,24 + 26,81 ng/uL.

4.9 Andlise de espacadores intergénicos de RNA ribossdmico (rRNA)
(RISA)

As condicdes para a amplificagdo do DNA seguiram o protocolo descrito
anteriormente (DANOVARO et al.,, 2006) com modificagbes. Os primers
bacterianos universais foram escolhidos de acordo com Danovaro et al. (2006):
16S-1392F (5-GYACACACCGCCCGT-3) e 23S-125R (5-
GGGTTBCCCCATTCRG-3’) (Exxtend Biotecnologia Ltda, Paulinia, SP, Brasil). A
reacao de PCR (50 pL) continha 50 ng de DNA gendmico, tampéao (1 x), MgClz
(12,5 mM), BSA (200 ng), primers (25 pmol de cada primer), dNTPs (0,2 mM) e Taq
polimerase (1U) (Quatro G Pesquisa & Desenvolvimento Ltda, Porto Alegre, RS,
Brasil). A reacédo seguiu as condi¢Bes de desnaturacao inicial a 94°C por 3 min,
30 ciclos (desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 55°C por 1 min e
extensdo a 72 °C por 2 min) e extenséo final a 72 °C por 10 min. A reagéo foi
realizada em triplicata. A concentracdo do produto de PCR foi medida no
NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
USA).

4.10 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR com quantidade de 2 pg foram revelados com a adi¢ao
de 8 uL de GelRed™ (Quatro G Pesquisa & Desenvolvimento Ltda) em gel de
agarose a 3% submerso em TAE 1 x (Tris-base 2 mM; acido acético glacial 1 M;
EDTA 50 mM, pH 8,0) submetido a 75 V de voltagem, 110 mA de corrente e 80W
de poténcia por 3 horas. Os fragmentos obtidos foram comparados com o
marcador molecular Ladder 100 pb (Ludwig Biotecnologia Ltda, Alvorada, RS,

Brasil). Os géis foram visualizados utilizando o analisador de imagem iBright™
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CL1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

411 Anélise da estruturada comunidade microbiana

As imagens dos géis foram analisadas através do programa iBright™
Analysis Software versédo 1.4.0 (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). A
intensidade das bandas foi determinada pela andlise densitométrica através do
volume das bandas calculados pelo programa. A diversidade das comunidades
bacterianas foi calculada através do indice de diversidade de Shannon (H’),
utilizando a equacéo: H' =-Z (ni/ N) log (ni/ N), onde ni é a quantidade relacionada
a intensidade de pico de cada banda e N € a soma de todas as intensidades de
pico, obtidas através da curva densitométrica (CIESIELSKI et al., 2013). O
programa PyElph foi utilizado para comparar o padréo de presenca-auséncia de
DNA através de uma matriz binaria utilizada para calcular o coeficiente de dados
e gerar a arvore filogenética (PAVEL; VASILE, 2012). Os resultados foram
agrupados pelo método do grupo de pares nao ponderados com média aritmética
(UPGMA) com 2% de distancia. As distancias representam a dissimilaridade entre
as amostras dos diferentes tratamentos utilizados. Para a analise dos

agrupamentos foi estabelecido o ponto de corte de distancia de 20.0.

4.12 Sequenciamento do DNA

O sequenciamento das regifes variaveis V3 e V4 do gene 16S do RNA
ribossomal (rRNA 16S) foi realizada utlizando os primers (5-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
-3) e (3-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTA
ATCC-5’). Este par de primers inclui sequéncias adaptadoras que sao
complementares as sequéncias de indexacdo da plataforma lllumina MiSeq e
adaptadores necesséarios para o sequenciamento. Duas reacdes em cadeia da
polimerase (PCR) foram realizadas usando o Phusion® High-Fidelity PCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific) nas seguintes condi¢cdes: desnaturacéo inicial a
95°C por 3 minutos, 25 ciclos (desnaturacdo a 95°C durante 30 segundos,

hibridizacdo do iniciador a 55°C 30 segundos, extensdo a 72°C durante 30
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segundos) e alongamento final a 72°C durante 5 minutos. Os amplicons de PCR
foram purificados pelo sistema de microesferas Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter, Mildo, Italia). O segundo PCR usou o produto do primeiro PCR como
molde e os indices lllumina (Nextera XT Index Kit, lllumina, San Diego, EUA) como
primers. A reacao foi realizada nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial a
95°C por 3 minutos, seguida de oito ciclos (desnaturacao a 95°C por 30 segundos,
hibridizagcdo do iniciador a 55°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30
segundos) e alongamento final a 72°C durante 5 minutos. Apos purificacdo com
microesferas, os produtos de DNA eluidos foram quantificados no fluorémetro
Qubit (Thermo Fisher Scientific), diluidos se necessario e coletados em propor¢cao
igual em uma Unica biblioteca. O sequenciamento foi realizado na plataforma de

sequenciamento lllumina MiSeq (lllumina, San Diego, EUA).

4.13 Analise de metagenbmica

As sequéncias foram demultiplexadas de acordo com os indices e
analisadas usando o aplicativo 16S Metagenomics no BaseSpace Sequence Hub
usando o banco de dados Greengenes  (disponivel  online:

http://greengenes.secondgenome.com/downloads/database).

4.14 Disponibilidade dos dados

Os dados da sequéncia de alto rendimento de rRNA 16S foram depositados
no banco de dados BioProject do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) com o numero de projeto PRINA616428.

4.15 Predicdo metagenémica

Para a realizacdo da predicdo metagendmica foi utilizado o programa
PICRUSt (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of
Unobserved States) na plataforma Galaxy versédo 1.1.1 de acordo com Langille
et al. (2013). A abundéancia de cada Unidade Taxondmica Operacional (OTU) foi
corrigida normalizando o niumero de copias para refletir a verdadeira abundancia

do organismo. Um metagenoma virtual de cada amostra foi gerado usando o
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banco de dados de abundancia ortologica KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes). A partir dos resultados previstos do metagenoma, os dados foram

agrupados em niveis hierarquicos por categorizacdo de funcao.

4.16 Analise estatistica

Os dados de laténcia das crises convulsivas e dos marcadores proé-
inflamatorios foram apresentados como média e erro padrdo. Apos a definicdo dos
subgrupos, a analise estatistica foi realizada utilizando a Analise de Variancia
(ANOVA), seguida pelo teste post hoc de Tukey para dados paramétricos. A
correlagdo entre os marcadores inflamatérios e a diversidade da populacéo foi
realizada através do coeficiente de correlacdo de Pearson. A andlise estatistica
foi realizada usando um banco de dados com base no pacote estatistico SPSS,
versao 17.

A andlise estatistica dos dados de metagendnica foi realizada por meio do
GraphPad Prism 6 e do pacote Phyloseq da plataforma R. As variaveis foram
expressas em média, desvio padrdo e niumero de sequéncias por amostra. A
analise estatistica da diversidade foi realizada por meio de Analise de Variancia
(ANOVA), seguida do teste post hoc de Tukey. A andlise estatistica da
composicao da microbiota intestinal dos ratos foi realizada pelo teste U de Mann-
Whitney. As variaveis foram expressas em numero de leituras. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos com valor de p <0,05.

A analise estatistica da predicdo metagendmica foi realizada pelo programa
STAMP (Statistical analysis of metagenomic profiles) versao 2.1.3 (PARKS et al.,
2014). Para a andlise do nivel KEEG 1, foi utilizado o teste estatistico ANOVA
para comparar grupos multiplos e o método Benjamini-Hochberg para correcéo
de testes multiplos com base na taxa de descoberta falsa com p <0,05. Para a
analise entre grupos nos niveis KEEG 2 e 3 foi utilizado o teste t de Welch bilateral,
meétodo de Welch invertido com intervalo de confianca (0,95), teste de correcéo

de Benjamini-Hochberg com filtro g-valor> 0,05.
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5. ARTIGOS

5.1. Effect of prednisolone in a kindling model of epilepsy in rats on
cytokine and gut microbiota diversity

O artigo intitulado “Effect of prednisolone in a kindling model of epilepsy in
rats on cytokine levels and gut microbiota diversity” submetido a revista Epilepsy

research, fator de impacto: 2.208.
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5.2.  Gut microbiota modulation by prednisolone in a rat kindling model

of pentylenetetrazol (PTZ)-induced seizure

O artigo intitulado “Gut microbiota modulation by prednisolone in a rat
kindling model of pentylenetetrazol (PTZ)-induced seizure” publicado na revista

Microbial Pathogenesis, fator de impacto 3.738.
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5.3. Metabolomic prediction of the gut microbiota of male rats treated
with prednisolone in a pentylenetetrazol (PTZ)-induced kindling

model

O artigo intitulado “Metabolomic prediction of the gut microbiota of male rats
treated with prednisolone in a pentylenetetrazol (PTZ)-induced kindling model”
submetido a revista Neuroscience Letters, fator de impacto 3.046.
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6. DISCUSSAO GERAL

A epileptogénese é conceitualmente definida como o desenvolvimento e
extensdo do tecido cerebral capaz de gerar convulsdes espontaneas (PITKANEN;
ENGEL, 2014). A influéncia da neuroinflamacdo na fisiopatologia da
epileptogénese ja foi bem estabelecida (ARONICA et al., 2017; VAN VLIET et al.,
2018), e por isso a utilizagdo de anti-inflamatérios emerge como uma estratégia
terapéutica no tratamento de pacientes com epilepsia refrataria (DEY et al., 2016).
O uso de anti-inflamatorios esteroidais e ndo esteroidais, como o diclofenaco de
sédio (VIEIRA et al., 2016), a dexametasona (GUZZO et al., 2018) e a propria
prednisolona (DE LIMA ROSA et al., 2021), jA demonstraram ter efeito na reducao
da severidade das crises epilépticas em modelo animal de kindling induzido pelo
pentilenotetrazol. Em nosso estudo, o potencial efeito terapéutico
anticonvulsivante da prednisolona em ambas as concentracdes administradas foi
observado através do aumento da laténcia das crises epilépticas, semelhante ao
efeito do grupo tratado com diazepam.

A administracdo da prednisolona demonstrou um aumento da laténcia e
das citocinas pro-inflamatoérias TNF-a e IL-1B em nivel local no tecido intestinal. O
aumento de citocinas pro-inflamatérias tanto em nivel sistémico quanto central
também j& havia sido observado em estudos anteriores que avaliaram os efeitos
dos anti-inflamatérios em modelo animal (GUZZO et al., 2018; VIEIRA et al.,
2016). O conhecimento sobre os efeitos fisiopatoldgicos das moléculas da cascata
inflamato6ria reguladas no tecido epiléptico, incluindo as citocinas pro-
inflamatérias, como IL-1B e TNF-a, ainda sdo muito limitadas. Vias
neuroinflamatérias especificas ainda ndo elucidadas podem ser ativadas, agindo
na regulacdo da expressdo dessas citocinas com diferentes papéis na
epileptogénese (GUZZO et al., 2018; VIEIRA et al., 2016).

Por estar implicada na comunicag&do com o sistema nervoso central (SNC)
através de diversas vias integradas pelo eixo intestino-cérebro, a microbiota
intestinal pode exercer influéncia na modulagcdo de mediadores inflamatoérios. Em
comparacao a outros estudos nos quais foi observada diferenca na diversidade
da microbiota intestinal entre controles saudaveis e pacientes epilépticos
(LINDEFELDT et al., 2019; XIE et al., 2017), os resultados em conjunto de nosso

estudo, tanto pela analise das regifes espacgadoras intergénicas (RISA) quanto
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pelo sequenciamento de nova geracao (NGS), revelam que ndo houve diferenca
significativa na diversidade da comunidade da microbiota intestinal entre os
diferentes tratamentos administrados. Além disso também foi possivel observar o
agrupamento das amostras dos animais tratados com prednisolona 1 mg/kg e 5
mg/kg, e dos animais tratados com prednisolona 5 mg/kg e diazepam atraves de
ambas as técnicas. Assim, o efeito do tratamento com prednisolona demonstra
maior semelhanga ao diazepam, tanto no aumento da laténcia das convulsdes
guanto na diversidade da comunidade da microbiota intestinal.

Embora se busque correlacionar a diversidade da comunidade microbiana
aos mecanismos envolvidos na patogénese de uma determinada doenca, a
simplificagdo do conceito de diversidade dentro da amostra pode impedir o
aprofundamento em mecanismos mais especificos que sustentam os resultados
da comunidade (SHADE, 2017). A mudanca na composi¢cdo da microbiota
intestinal pode expor 0 organismo a componentes bacterianos ocasionando a
desregulacéo do sistema imunoldgico e indugdo da epileptogénese. A microbiota
intestinal regula o sistema imunolégico do hospedeiro de uma maneira especifica,
e alteracdes na composicdo da microbiota intestinal podem levar a estados
alterados de ativacdo imune intestinal e sistémica (FUNG, 2020). Desta forma,
parece mais pertinente analisar o perfil da microbiota intestinal no que diz respeito
aos grupos taxondmicos e a predicdo metabolémica que a compde, buscando
compreender a complexidade das interacdes entre membros especificos e a
relacdo funcional da comunidade microbiana.

Acreditamos que alguns grupos taxondmicos possam estar envolvidos com
a modulacédo dos processos inflamatérios que promovem a epilepsia e que a
administracdo da prednisolona possa ter selecionado algumas espécies com o
potencial efeito protetor as crises epilépticas. No grupo controle de nosso estudo
foi identificada a prevaléncia de Clostridium XIVa, Lachnospiraceae e Clostridium
xylanovorans. O aumento significativo da abundancia de Clostridia, Clostridiales
e Lachnospiraceae ja havia sido relatado em amostras de pacientes pediatricos
com epilepsia refrataria apos o tratamento com dieta cetogénica (ZHANG, Y. et
al., 2018). O contraditério papel de membros do grupo Clostridia reflete na
modulacdo da microbiota intestinal de forma que algumas espécies podem estar
associadas a infec¢gdes (ROY SARKAR; BANERJEE, 2019), enquanto outras

podem modular varios aspectos do sistema imunoldgico (SCHIRMER et al., 2019).
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Espécies pertencentes ao cluster Clostridia XIVa, assim como membros do
grupo Lachnospiraceae e a espécie Clostridium xylanovorans, sao produtoras de
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), tém o potencial de induzir células T
reguladoras (Treg) do colon e sé@o capazes de suprimir condi¢des inflamatoérias
(ATARASHI et al., 2011). AGCCs servem como fontes de energia para células
epiteliais intestinais, modulam a producao de citocinas e induzem a expansao de
células Treg (SCHIRMER et al., 2016). Espécies de Clostridium dos clusters 1V,
XIVa e XVIII induzem a producdo de TGF-B e IL-17, mas néo de IL-6 e TNF-a
(ATARASHI et al., 2013), demonstrando o potencial efeito anti-inflamatério destas
espécies. Desta forma, o grupo controle negativo demonstrou uma reduzida
producdo de citocinas pré-inflamatérias, como a TNF-a, em compara¢gdo com 0s
grupos tratados, muito provavelmente em fungcéo da prevaléncia da presenca de
membros do grupo Clostridia. Embora tenha havido uma menor laténcia das crises
epilépticas, outros mecanismos ainda nao elucidados, associados ou ndo a
inflamacé&o, podem estar relacionados ao desencadeamento da epileptogénese.

Concomitante a prevaléncia de membros do cluster Clostridia XlIVa,
Lachnospiraceae e Clostridium xylanovorans no grupo controle negativo, foi
observado um aumento de vias associadas ao metabolismo de aminoacucares,
nucleotideo acuUcares, galactose, amido e sucrose, além do aumento de
sequéncias associadas aos transportadores e transportadores ABC. A elevacéao
de alguns metabolitos de carboidratos pode desempenhar um papel potencial no
mecanismo de epileptogénese (WANG, D. et al.,, 2016). Isso porque a alta
demanda de energia dos neurdnios decorrente da atividade neuronal excessiva
na epilepsia é coberta principalmente pelo suprimento de glicose realizada por
transportadores especificos expressos e regulados em resposta a atividade
cerebral (KOEPSELL, 2020). Transportadores especializados como o sistema de
utilizagcdo de amido (Sus), responsavel pela conversdo de amido em glicose
(PORTER; LUIS; MARTENS, 2018), e sistemas transportadores ABC
(transportadores de cassete de ligacdo de ATP), encarregados do transporte de
carboidratos (KOROPATKIN; CAMERON; MARTENS, 2012) sdo necessarios ao
metabolismo microbiano de glicose. Desta forma, o aumento de metabdlitos de
carboidratos e transportadores podem estar associados aos processos
epileptogénicos no grupo controle negativo provavelmente em resposta a

excitabilidade neuronal.
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Em contraste, os grupos diazepam e prednisolona em que o efeito do
aumento da laténcia foi observado, foram 0s grupos que apresentaram a maior
concentragdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1B. A capacidade de
producdo de TNF-a e INF-y parece ser fortemente influenciada pelo microbioma,
enquanto outras citocinas como IL-1B, IL-6, 1I-17 e IL-22 exibem menos, porém
mais especificas, associacbes com a microbiota intestinal (SCHIRMER et al.,
2016). Assim, IL-1B esta intrinsecamente associada a determinadas espécies,
enquanto TNF-a parece ser modulada pela comunidade presente na microbiota
como um todo. A prednisolona exerce suas acdes anti-inflamatorias interferindo
na conversao do acido aracdénico (ARA) em mediadores lipidicos inflamatorios,
como as prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) e leucotrienos (LTs), pela
inibicdo das enzimas fosfolipases (PLA2) e ciclooxigenases (COX1 e COX2)
(CAIN; CIDLOWSKI, 2017). Embora esteja estabelecido que os glicocorticéides
inibem a transcricdo de citocinas pro-inflamatérias produzidas por mondcitos e
macréfagos (CAIN; CIDLOWSKI, 2017), em nosso estudo observamos um
aumento de IL-1B e TNF-a. Desta forma, acreditamos que a presenca de bactérias
especificas possam exercer a influéncia no aumento da laténcia das crises
convulsivas nos grupos tratados com prednisolona concomitantemente a ativacao
das vias inflamatorias.

O aumento de sequéncias associadas ao metabolismo lipidico nos grupos
tratados com prednisolona pode estar associado a inibicdo da conversdo do ARA
em mediadores inflamatorios, em favor ao direcionamento das vias metabdlicas
para a conversdo de ARA em fosfolipideos e glicerofosfolipideos. Disturbios no
metabolismo de &cidos graxos e glicerofosfolipideos acompanhados por
alteracbes nas enzimas metabdlicas correspondentes foram relatados em
modelos animais de epilepsia (JOHNSON et al., 2020). Evidéncias crescentes
indicam um papel das vias de sinalizacdo lipidica na epileptogénese; assim, 0s
sinais lipidicos emergem como potenciais biomarcadores para o inicio e evolugéao
do disturbio epiléptico (ZHANG, H. et al., 2020). Assim a prednisolona, além de
modular as cascatas inflamatorias tanto em nivel intestinal quanto no SNC (DE
LIMA ROSA et al., 2021), pode intervir nas crises epilépticas também através do
metabolismo lipidico microbiano intestinal. O ARA & um acido graxo poli-
insaturado (PUFA) que representa 5 a 11% do total de fosfolipideos cerebrais

presentes na membrana celular de neurénios e células gliais (astrdcitos, microglia
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e oligodendrécitos) (JOFFRE et al.,, 2016). A maioria dos PUFAs usados na
sintese de glicerofosfolipideos da membrana neural do cérebro sdo derivados do
trato gastrointestinal, ndo do SNC (ZHENG et al., 2020). Os glicerofosfolipideos
sdo os principais constituintes lipidicos das membranas celulares neuronais e da
mielina, e precursores de mediadores lipidicos envolvidos nos processos de
transducdo de sinal, afetado diretamente as funcdes fisioldégicas das células
neurais e a regulacao da funcéo sinaptica (LEE et al., 2018; ZHANG, H. et al.,
2020).

O aumento significativo do filo Verrucomicrobia observado no grupo em que
foi administrada prednisolona 1 mg/kg, provavelmente foi devido a predominancia
da espécie Akkermansia muciniphila. Por sua capacidade de degradar a mucina
e controlar a espessura do muco, Akkermansia muciniphila contribui para a
manutencao da barreira intestinal e regulacdo do sistema imunoldgico (ZHANG,
T. et al., 2019). Akkermansia muciniphila também esta associada a inducdo da
producéo de citocinas pro e anti-inflamatérias (IL-1p3, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a) por
células mononucleares do sangue periférico (OTTMAN et al., 2017b). Entretanto,
ja foi relatado que citocinas proé-inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IL-18 sao
capazes de induzir convulsdes por meio da modulacdo da transmissao
glutamatérgica (ALYU; DIKMEN, 2017). Ainda de acordo com (OTTMAN et al.,
2017b), as citocinas IL-8, IL-6, IL-183, IL-10 e TNF-a induzidas por Akkermansia
muciniphila podem néo ser estritamente definidas como anti ou pro-inflamatorias,
mas podem ter um papel mais complexo na preservacdo do equilibrio do
ecossistema intestinal. Por coicidéncia, a abundancia de Akkermansia muciniphila
foi aumentada nos grupos tratados com diazepam e prednisolona, da mesma
forma que o aumento de IL-1B8 e TNF-a e também o aumento da laténcia das
crises epilépticas. De modo que outros mecanismos, além da modulacdo via
citocinas pro-inflamatérias, podem estar associados aos efeitos protetivos da
prednisolona e das espécies de bactérias presentes na microbiota associadas ao
tratamento.

O aumento da abundancia relativa de Akkermansia muciniphila ja havia
sido relatado em estudo anterior que avaliou o efeito da dieta cetogénica em
camundongos e quando co-administrada com Parabacteroides conferiu prote¢ao
as crises convulsivas (OLSON et al., 2018). Além de estar estreitamente

relacionada a modulacdo do sistema imunoldgico, Akkermansia muciniphila
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também esta associada a regulacéo dos niveis de neurotransmissores no sistema
nervoso central (SNC). Akkermansia muciniphila € capaz de restaurar a
diminuicdo de aminodcidos gama-glutamilados (GG), produtos metabdlitos
secundérios, que quando regulados por essas bactérias, aumentam as razoes
GABA/glutamato do hipocampo, o que aumenta a biodisponibilidade de GABA na
regido do hipocampo levando a protecéo da convulsdo (CHENG, 2020).

Outro grupo que apresentou aumento significativo no tratamento com
diazepam e prednisolona 1mg/kg foi Candidatus_Saccharibacteria. Com o
genoma altamente reduzido, o grupo Candidatus_Saccharibacteria
(anteriormente conhecido como TM7), € incapaz de sintetizar qualquer um de
seus aminoacidos, nucleotideos, lipideos e precursores da parede celular,
dependendo metabolicamente de uma bactéria hospedeira, e por isso vive
fisicamente aderido a superficie de outras bactérias, como Actinomyces (BOR, B.
et al., 2019; BOR, Batbileg et al., 2016; HE, X. et al., 2015). A associacdo de TM7
devido a sua capacidade de formacao de biofilme é potencialmente benéfica para
bactérias hospedeiras, o que permite a espécies como Actinomyces, as quais sao
fortes indutores da expressdo do gene TNF-a, escapem do sistema imunologico
in vivo, reduzindo diretamente a inflamacédo (BEDREE et al., 2018; HE, X. et al.,
2015). A producédo de biofilme mascara a expressdo de proteinas de superficie
necessarias para a inducdo de TNF-a em macréfagos e algumas evidéncias até
sugerem que representantes do grupo TM7 sao capazes de modular a resposta
imune do hospedeiro, suprimindo diretamente a expressdo de TNF-a em
macrofagos (HE, X. et al., 2015).

Em funcdo de sua necessidade obrigatéria de se associar a outras
espécies, a prevaléncia de Saccharibacteria reflete no aumento significativo da
abundancia de membros do grupo Actinobacteria observada nos grupos tratados
com diazepam em relag&o aos grupos controle negativo e prednisolona 5 mg/kg,
e prednisolona 1 mg/kg em comparacéo ao grupo controle negativo. A abundancia
do filo Actinobacteria ja havia sido relatado em voluntarios saudaveis em
comparacao aos pacientes epilépticos (SAFAK et al., 2020). Além de seu papel
na modulagao do sistema imune, membros do filo Actinobacteria, com destaque
para a familia Bifidobacteria, tém papel fundamental no desenvolvimento e
manutenc¢do da homeostase intestinal, além de ter um efeito benéfico para o SNC
pela producao de AGCCs (BINDA et al., 2018).
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Bifidobacterium, representante do grupo Actinobacteria, que foi prevalente
nos grupos diazepam e prednisolona em compara¢do com o controle negativo; e
espécies de Lactobacillus, presentes principalmente no grupo diazepam, quando
co-administradas promovem a reducdo das crises epilépticas (PENG, W. et al.,
2018), e aumentam a imunidade sistémica e local. A suplementacdo de
probidticos com uma mistura de Lactobacillus e Bifidobacterium ndo apenas
diminuiu as atividades epilépticas em modelo animal quimicamente induzidas por
PTZ (BAGHERI et al., 2019), mas também reduziu mais de 50% da frequéncia
das convulsdes em pacientes com epilepsia (GOMEZ-EGUILAZ et al., 2018).
Lactobacillus e Bidobacterium sdo os principais produtores de GABA e
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e funcionalidade da
resposta imune inata e adaptativa. A reducao das convulsdes foi correlacionada
com o aumento do nivel de GABA em ratos tratados com probidticos, cujo efeito
foi capaz de contribuir para o alivio dos efeitos da inflamacdo (BAGHERI et al.,
2019).

A predominancia de determinados grupos bacterianos como
representantes dos filos Actinobacteria, Saccharibacteria e Verrucomicrobia nos
grupos tratados com prednisolona foi acompanhada do aumento de sequéncias
funcionais associadas ao metabolismo de aminoé&cidos, co-fatores, vitaminas,
pantotenato, coenzima A (CoA) e ciclo do citrato (TCA). Algumas espécies de
Bifidobacterium e Lactobacillus, possuem a capacidade de converter a glutamina
em glutamato, que além de ser um neurotransmissor, também é um substrato para
a posterior conversdo em GABA (BAGHERI et al., 2019; LI et al., 2020). A sintese
de aminoacidos e sua interconversdo em neurotransmissores é realizada a partir
da atividade enzimatica de cofatores como as vitaminas (KENNEDY, 2016). O
acido pantoténico (vitamina B5) é um substrato para a sintese de coenzima A
(CoA), um cofator essencial para o ciclo do TCA. O pantotenato, via CoA, contribui
para a estrutura e funcao das células cerebrais por meio de seu envolvimento na
sintese de aminoacidos, neurotransmissores, acidos graxos, colesterol,
fosfolipidios e hormdnios esterbides, incluindo a acetilcolina. A vitamina B5
também esté envolvida na manutencdo da barreira intestinal, ativacao respostas
imunologicas Thl e Th1l7, na producdo de moléculas pro-inflamatorias (incluindo
IL-6 e TNF-a) e sintese de acetilcolina, atuando na regulacdo do sistema nervoso
parassimpatico (GOMINAK, 2016; YOSHII et al., 2019), podendo estar associada
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com a modulacdo dos mecanismos envolvidos na epileptogénese.

A prevaléncia destes filos pode ter refletido também no aumento das vias
microbianas associadas ao metabolismo de glicanos, lipideos, terpendides,
policetideos e xenobidticos demonstrado nos grupos tratados com prednisolona.
A microbiota intestinal tem a capacidade de metabolizar carboidratos complexos
como glicanos em acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) (como acetato, butirato,
lactato e propionato) através da atividade enzimética de microrganismo intestinais,
como Bifidobacterium, Lactobacillus, Eubacterium, Ruminococcus, Clostridium
cluster XVla (DALILE et al., 2019; KOROPATKIN; CAMERON; MARTENS, 2012),
observados em nosso estudo. Os AGCCs estao correlacionados a producao de
mucina, manutencao da integridade do epitélio intestinal, diferenciacao de células
T virgens em células Treg, inducao da expresséao de citocinas (TNF-a, IL-1f3, IL-6,
IL-10), diminuicdo da ativacdo microglial, modulacdo dos niveis de
neurotransmissores glutamato e GABA no hipocampo e dos niveis de potassio
intracelular, o que implica no envolvimento dos AGCCs no funcionamento dos
sistemas de sinalizac&o celular e na funcdo neuronal (ALESSANDRI et al., 2019;
RIOS-COVIAN et al., 2016; RIVIERE et al., 2016; SILVA; BERNARDI; FROZZA,
2020).

Além disso, ja foi estabelecido que alguns membros de Actinobacteria,
estdo envolvidos na producédo de terpendides e policetideos. Ja foi demonstrado
gue os terpendides possuem atividade anti-inflamatéria e neuroprotetora, e
desempenham um papel importante no canal de s6dio (MRUDULAKUMARI
VASUDEVAN; LEE, 2020). Enquanto um dos policetideos mais amplamente
conhecidos, o antibiético macrolideo, foi associado a reducdo de crises
convulsivas em pacientes epilépticos provavelmente por modular a microbiota
intestinal e a atividade do citocromo P450 (BRAAKMAN; VAN INGEN, 2018). A
expressdo de enzimas metabdlicas do hospedeiro, como o citocromo P450, a
ativacdo e a biodisponibilidade de farmacos é influenciada pelo metabolismo
microbiano intestinal de xenobidticos (COLLINS; PATTERSON, 2020; WILSON;
NICHOLSON, 2017). Desta forma o aumento de sequéncias associadas a sintese
de terpendides, policetideos e xenobioticos pode estar associado a metabolizacdo
da prednisolona pela microbiota intestinal resultando na sua ativacdo e
disponibilidade, além de contribuir para a atividade anti-inflamatoria da droga.

Os mecanismos pelos quais a prednisolona exerce o seu efeito protetor nas
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crises epilépticas ainda nao foram completamente elucidados, mas os resultados
deste trabalho demonstraram que grupos bacterianos especificos como
representantes dos filos Actinobacteria, Saccharibacteria e Verrucomicrobia
presentes na microbiota intestinal se correlacionam com o aumento da laténcia
das crises convulsivas e exercem influéncia nos mecanismos envolvidos na
epileptogénese provavelmente através do metabolismo microbiano de
aminoacidos, lipideos, glicanos e vias associadas. Estas vias podem estar
associadas a regulacdo de moléculas do sistema imunolégico, producdo de
AGCCs e modulacdo de GABA. Em Ultima analise, esses grupos bacterianos
parecem ter um papel protetor no desenvolvimento e progressdo da epilepsia,
principalmente devido & capacidade de alterar a atividade cerebral por meio da
modulacdo da neurotransmissao excitatoria/inibitoria no SNC, mas também
através dos efeitos que podem induzir nas respostas imunes inatas e adaptativas.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar quais 0s mecanismos
envolvidos em cada uma das vias metabdlicas microbianas e o papel que os
microrganismos desempenham na atenuacao das crises epilépticas através da

administracdo de anti-inflamatérios.

7. CONCLUSAO

A inflamacéo sistémica e central esta associada ao desenvolvimento e
progressdo da epilepsia, e por isso anti-inflamatérios tem sido utilizados como
opcao no tratamento de pacientes epilépticos. A prednisolona se apresentou como
um promissor farmaco alternativo e uma nova estratégia terapéutica no tratamento
de epilepsia. O aumento da laténcia das crises convulsivas em modelo animal
semelhante ao diazepam demonstra o efeito protetor do medicamento. O
diazepam € um medicamento rotineiramente utilizado no tratamento da epilepsia.
O anti-inflamatorio resultou no aumento de citocinas proé-inflamatorias IL-18 e
TNF-a em amostras de tecido intestinal, principalmente na menor concentracio.
Esse aumento pode ter ocorrido em funcdo da regulacdo de vias
neuroinflamatoérias ainda ndo conhecidas.

A prednisolona ndo apresentou diferenca significativa em relacdo a
diversidade da microbiota intestinal, mas demonstrou uma semelhanga com a

comunidade encontrada no grupo tratado com diazepam. A alteracdo na estrutura
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da comunidade a nivel taxondmico em comparacdo ao grupo controle negativo
indica que a presenca de determinados membros especificos exercem uma
influéncia fundamental na modulac¢éo do sistema imune e, em Ultima analise, na
neuroinflamacé&o. Apesar do papel controverso de Clostridia, a prevaléncia do
cluster XIVa, assim como membros da familia Lachnospiraceae e Clostridium
xylanovorans no grupo controle regulam negativamente citocinas pro-
inflamatodrias. A predominancia dos filos Saccharibacteria, Actinobacteria e
Verrucomicrobia, representado por Akkermansia muciniphila, no grupo tratado
com prednisolona estdo associadas a regulacdo do sistema imune e
neuromodulacao.

A presenca de membros especificos estdo associados a producédo de
AGCCs, diferenciacdo de células Treg, producéo de citocinas e biodisponibilidade
de GABA. O aumento de IL-1B e TNF-a induzidas por determinados grupos
taxondmicos podem nao ser estritamente definidas como anti ou pré-inflamatarias,
mas podem ter um papel mais complexo na preservacdo do equilibrio do
ecossistema intestinal. Além disso, o efeito protetor na severidade das crises
convulsivas através da presenca destes mesmos grupos taxondmicos ja foi
correlacionada anteriormente em funcdo do aumento do nivel de GABA. Desta
forma, o efeito protetor da predinisolona em crises epilépticas esta intimamente
relacionada com a microbiota intestinal na medida em que é a presenca de
determinadas espécies que modulam o sistema imune inato e adaptativo e a
neuromodulacao.

A prednisolona pode ter efeito na microbiota intestinal de ratos no modelo
de kindling induzido por PTZ atravées do aumento de sequéncias funcionais
principalmente associadas ao metabolismo microbiano de carboidratos, lipidios,
aminoacidos e vias associadas. A influéncia que prednisolona pode exercer na
reducdo das crises convulsivas pode ocorrer via modulagdo da microbiota,
metabolismo energético microbiano, regulacéo do sistema imunoldgico através da
expressdao de citocinas pro-inflamatorias e modulacdo GABA-érgica e dos canais
ibnicos dependentes de voltagem. Embora mais estudos sejam necessarios para
elucidar os mecanismos envolvidos em cada uma destas vias metabdlicas
observadas, a prednisolona demonstra ser um farmaco promissor na reducéo das
crises convulsivas em pacientes epilépticos através da modulacdo do

metabolismo da microbiota intestinal de forma anti-inflamatéria e neuroprotetora.
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Anexos
Anexo 1: Carta de aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais do projeto

intitulado “Influéncia da inflamacgao no processo epileptogénico”, nimero 23554.

UFRGS  PRO-REITORIA DE PESQUISA PROBE .
=E‘A-

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

CARTA DE APROVAGAO

Comissio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Nuamero: 23554

Titulo: g . o ; e
Influéncia da inflamagao no processo epileptogénico

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

ADRIANA SIMON COITINHO - coordenador desde 01/08/2012
ROSANE GOMEZ - pesquisador desde 01/08/2012

DREICY GLASSMANN - Outra Funcéo desde 01/08/2012
PAULA MARAFON - Outra Fungéo desde 01/08/2012

Comisséao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniao realizada em
17/12/2012 - Sala do 2° andar - Prédio da Reitoria - Campus Centro - UFRGS, em seus
aspectos éticos e metolodoldgicos, para a utilizagao de 216 ratos, Wistar,machos, com 90
dias, de acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei
11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a criagdo e utilizagao de animais em
atividades de ensino e pesquisa.

Porto Alegre, Sexta-Feira, 4 de Janeiro de 2013
~
.

B \
A D e e,

STELA MARIS KUZE RATES
Coordenador da comissao de ética
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Anexo 2: Adendo da carta de aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais do

projeto intitulado “Influéncia da inflamagdo no processo epileptogénico”, numero

23554.

AwCEUA

— UFRGS

PRO-REITORIA DE PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CARTA DE APROVACAO/ADENDO

NUMERO: 23554
TITULO: Influéncia da inflamago no processo epileptogénico.

PESQUISADORES: ADRIANA SIMON COITINHO

A Comissdo De Etica No Uso De Animais aprovou o Adendo ao Projeto
23554 em reunifio realizada em 13/08/2018 - Sala 24 da Faculdade de Ciéncias
Econdmicas - Campus Centro - Porto Alegre - RS, em seus aspectos éticos e
metodologicos, para a utilizagdo de 50 ratos Wistar machos de 8 semanas de idade; de
acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais,
especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho
de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentago
Animal (CONCEA), que disciplinam a produgfio, manutengdo e/ou utilizagdo de
animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino
ou pesquisa. Este documento revoga a Carta de Aprovagdo emitida anteriormente.

Porto Alegre, 17 de agosto de 2018.

M-

Marcelo Meller Alievi

Coordenador da CEUA/UFRGS



