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“Car enfin, qu’est-ce que I’homme dans la
nature? Un néant a 1’égard de Dinfini, un
tout a I’égard du néant”’.

(Blaise Pascal, Pensées, 1671, p. 47)*

1 Mas enfim, o que é o homem na natureza? Um nada em relacdo ao infinito, um todo em relac3o ao nada.
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RESUMO

A epilepsia ¢ uma desordem neuroldgica caracterizada pela excessiva emissdo de impulsos
elétricos de certos tipos de células cerebrais, neurdnios. As principais caracteristicas sao as
descargas espontaneas, excessivas e hipersincronicas recorrentes. Estima-se que 50 milhdes
de pessoas no mundo possuam epilepsia, tratando-se de uma das doencas neuroldgicas mais
comuns. A convulsdo, por sua vez, tambem é desencadeada por emissdes elétricas de
neurbnios; todavia, alteracdes a niveis motores, mentais e até psiquicos também estdo
presentes. De certa forma, a manifestacdo de um quadro convulsivo ao longo da vida nédo
caracteriza a epilepsia, mas dois ou mais, em um intervalo de tempo n&o longo, é um indicio
desta desordem. Nos Ultimos anos, evidéncias experimentais e clinicas sugerem que a
manifestacdo de um processo inflamatdrio iniciado tanto a nivel periférico quanto a nivel
neuronal pode ser uma das causas precursoras do desenvolvimento do status epilepticus.
Neste trabalho, foram utilizados ratos Wistar para mimetizar o modelo animal de convulséo
agudo induzido por pentilenotetrazol. A partir da analise da crise motora, proposta por
Racine, avaliou-se o efeito de diferentes doses de um anti-inflamatorio esteroidal, a
prednisolona. Observou-se que o farmaco diminuiu a severidade das crises convulsivas nas
duas doses avaliadas (1 e 5 mg/Kg), quando comparado ao grupo controle salina. Embora a
prednisolona apresente, aparentemente, atividade anticonvulsivante, novos estudos s&o
necessarios para maior compreensdo e elucidacdo desse efeito. Espera-se que novas
alternativas terapéuticas possam auxiliar na reducéo e controle das crises convulsivas.

Palavras-chave: epilepsia, convulsdo, inflamacdo, prednisolona, anti-inflamatorio,
pentilenotetrazol.



ABSTRACT

Epilepsy is a neurological disorder characterized by excessive emission of electrical impulses
from certain types of brain cells, neurons. The main features are spontaneous, excessive and
hypersynchronous recurrent discharges. It is estimated that 50 million people worldwide have
epilepsy, being one of the most common neurological diseases. The seizure, in turn, is also
triggered by electrical emissions from neurons; however, changes at motor, mental and even
psychic levels are also present. In a way, the manifestation of a seizure crisis in lifelong does
not characterize epilepsy, but two or more, over a non-long time interval, is an indication of
this disorder. In recent years, experimental and clinical evidence suggests that the
manifestation of an inflammatory process initiated both at the peripheral and neuronal level
may be one of the precursors to the development of the status epilepticus. In this study, Wistar
rats were used to mimic the animal model of acute seizure induced by pentylenetetrazole.
From the analysis of the motor crisis, proposed by Racine, the effect of different doses of a
steroidal anti-inflammatory agent, prednisolone. It was observed that the drug decreased the
severity of seizures in the two doses evaluated (1 and 5 mg/kg) compared to the saline.
Further studies are needed to elucidate this effect. It is expected that new therapeutic
alternatives may help in the reduction and control of seizures.

Keywords:  epilepsy, seizure, inflammation, prednisolone, anti-inflammatory,
pentylenetetrazole.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epilepsia, convulsdo e sistema imune

A epilepsia pode ser caracterizada por excessivas descargas elétricas anormais de
carater reversivel e temporario das células cerebrais, neurdnios. Por um certo periodo de
tempo, as ceélulas neuronais emitem sincronicamente sinais elétricos incorretos os quais
podem acarretar a perda brusca ou ndo da consciéncia, crises motoras (caracteristicas das
convulsdes) e perda da sensibilidade corporal. Dependendo da area onde se inicia a emisséo
da descarga elétrica, a epilepsia pode ser focal ou parcial, quando a emissdo se restringe a
uma local especifico do cérebro; ou também pode se estender por toda a regido cerebral,
denominando-se, entdo, de crise generalizada (Fischer et al, 2017).

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude (WHO-World Health
Organization), aproximadamente cinquenta milhdes de pessoas no mundo todo possuem
epilepsia, tratando-se de uma das doencas neuroldgicas mais comuns?. Por sua vez, dados da
Associacdo Brasileira de Epilepsia (ABE) revelam que a cada mil pessoas, quatro a dez
possuem epilepsia.® Ja a Liga Brasileira de Epilepsia (LBE) aponta que cerca de trés milhdes
de brasileiros possuem essa doenca®.

O diagndstico de epilepsia é estabelecido conforme certas especificaces definidas
pela Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE- The International League Against
Epilepsy). Segundo a propria liga: (1) pelo menos duas crises ndo provocadas® (ou duas
crises reflexas®) ocorrendo em um intervalo superior a 24 horas, (2) uma crise ndo provocada
(ou uma crise reflexa) com chance de uma nova crise estimada em pelo menos 60% (Fischer
et al, 2014). Todavia, a propria liga e pesquisadores consideram a definicdo ainda um pouco
equivocada, porque os termos ‘’ndo provocada’’ e “’reflexa’ soam imprecisamente porque
nunca podemos ter certeza de que ndo houve fator provocativo (Fischer et al, 2014).

Existem varios tipos de epilepsia e sua etiologia é variada, complexa e muitas vezes
desconhecida (LOpez-Hernandez et al, 2005). Entretanto, podemos afirmar que traumas,

infeccBes, tumores, estresse, privacdo de sono, farmacos, abuso de drogas, febre, ma

2 Disponivel em http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/epilepsy, consultado em 19 de agosto de
2018.

3 Disponivel em http://www.epilepsiabrasil.org.br/duvidas-frequentes, consultado em 19 de agosto de 2018.
4 Disponivel em http://epilepsia.org.br/mitos-e-verdades-de-epilepsia/, consultado em 19 de agosto de 2018.
5 Auséncia de um fator clinico.

6 Ocasionadas por algum estimulo externo; como, por exemplo, luz, som, movimentos, etc.



http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/epilepsy
http://www.epilepsiabrasil.org.br/duvidas-frequentes
http://epilepsia.org.br/mitos-e-verdades-de-epilepsia/

14

formacgdes congénitas, alteracdes hormonais e genéticas podem acarretar, posteriormente, um

processo epiléptico (Rang e Dale, 2016).

A convulsédo, por sua vez, também é caracterizada por descargas elétricas excessivas,
anormais e hipersincrénicas do cortex cerebral. Todavia, as principais caracteristicas sdo as
alterac6es em nivel de tonicidade muscular (gerando contra¢fes involuntérias da musculatura,
como movimentos desordenados, ou outras reagfes anormais como desvio dos olhos e
tremores), alteracdes do estado mental, ou outros sintomas psiquicos (Blume et al, 2001).
Pode-se afirmar que a convulséo € um tipo particular de epilepsia (Fischer et al, 2005) quando
ocorre de forma ndo-traumatica, infecciosa, tumoral, ou por nenhuma patologia conhecida e
com recidiva precoce. Portanto, toda convulsdo, quando ocorre nessas condicdes, €
epiléptica, mas nem toda epilepsia acarreta necessariamente um quadro convulsivo (Fischer et
al, 2005). Define-se que a principal caracteristica da epilepsia é a recorréncia (Fischer et al,
2005).

Embora dentro da definicdo de epilepsia, a convulsdo possa ser desencadeada por
varios fatores como febre, epilepsia priméaria, malformacdo cerebral, infeccdo no sistema
nervoso central, tumor cerebral, traumatismo cranioencefalico, hemorragia cerebral e hipoxia.
Também pode ser desencadeada por intoxicacdes exdgenas, disturbios metabolicos, como
hipoglicemia, hipocalcemia, hipo ou hipernatremia, hipomagnesemia, sindromes
neurocutaneas, erros inatos do metabolismo e encefalopatias cronicas progressivas (Brito,
Vasconcelos e Almeida, 2017).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, estima-se que 10% da populacéo
mundial terd pelo menos uma crise convulsiva ao longo da vida. No Brasil, embora apresente
poucos estudos epidemioldgicos, acredita-se que sejam registrados aproximadamente 340 mil
casos novos ao ano (estimativa de incidéncia anual de 190/100.000) (Neto & Marchetti,
2005). Em um estudo populacional em Porto Alegre, Da Costa et al. (1982) estimaram que 0,2

a 2% da populagdo devem apresentar uma ou mais crises durante a vida.

Apesar de existirem uma longa lista de farmacos anticonvulsivantes, aproximadamente
um terco dos individuos ndo responde a medicacdo (Perucca et al, 2007). Além disso, muitos
dos farmacos apenas impedem ou diminuem a ocorréncia ou a manifestacdo da epilepsia, mas
ndo a cura definitiva (Lépez-Hernandez et al.,2005). Também é importante salientar que 0s
efeitos colaterais de tolerancia, dependéncia, risco de morte, lesdo (devido aos episddios),

dano cerebral e inducdo de reagdes psicoticas se tornam um problema para o tratamento
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clinico (Kwan and Brodie, 2000; Ldscher, 2002). Portanto, existe a necessidade urgente de
encontrar novas terapias satisfatorias que além de garantir um método efetivo de cura também

possam contribuir para diminui¢do dos riscos aos individuos submetidos ao tratamento.

Nos ultimos anos, surgiram fortes evidéncias experimentais e clinicas de que o0s
processos inflamatdrios no cérebro possam constituir um mecanismo crucial no aspecto
fisiopatol6gico das convulsdes e das epilepsias (Minami et al, 1991; De Simoni et al, 2000;
Jankowsky & Patterson, 2001; Vezzani & Granata, 2005; Choi et al, 2008, 2009; Broekaart,
2018).

Os primeiros estudos relacionando inflamacéo a epilepsia partiram de experimentos
usando esteroides e outros anti-inflamatorios para tratar espasmos infantis (Riikonen, 2004).
Anteriormente, Holtzman (1981) verificou que a hipertermia ambiental acarretava convulsoes
em filhotes de ratos semelhantes aquelas convulsdes em criangas pequenas. Sabe-se que a
febre estd intrinsicamente relacionada com a liberacdo de citocinas e outros mediadores
inflamatdrios (Alheim e Bartfai, 1998; Cartmell et al, 1999). Além disso, verifica-se que
muitas convulsdes, principalmente em criancas, ocorrem devido ao estado febril (Hauser,
1994). Posteriormente, diversos estudos em roedores foram realizados na tentativa de buscar
uma relacdo entre convulsdes febris e o desenvolvimento de crises epilépticas (Dubé et al,
2007); entretanto, os resultados sdo divergentes (Dubé et al, 2007). Enquanto em alguns
estudos, as convulsdes febris curtas ou simples ndo parecem ter consequéncias significativas
sobre o desenvolvimento de epilepsia; outros, todavia, relatam que a estimulacdo de
convulstes febris longas acarreta em um pequeno numero de animais o desenvolvimento de
epilepsia (Dubé et al, 2007). Mas, ainda é um mistério se a convulséo febril € um fator causal
no desenvolvimento de epilepsia ou se fatores pré-existentes sejam responsaveis por
desencadear a convulsdo febril e epilepsia (Dubé et al, 2007).

Vezzani e Granatta (2005) relatam que alguns estudos experimentais realizados em
roedores mostraram que as reacdes inflamatdrias no cérebro podem aumentar a excitabilidade
neuronal, prejudicar a sobrevivéncia celular e aumentar a permeabilidade da barreira
hematoencefalica as moléculas e células transmitidas pelo sangue. Além disso, verificaram
que alguns tratamentos com anti-inflamatorios reduziam as convulsbes em modelos
experimentais e em alguns casos clinicos de epilepsia.

Chama-se sistema imunolégico o conjunto de barreiras, células, mediadores quimicos,

tecidos e Orgdos responsaveis pelo desencadeamento da resposta protetora, estabilizadora ou
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destrutiva, contra agentes (seres vivos, toxinas, alérgenos’) externos considerados
potencialmente prejudiciais ao organismo. Além disso, o0 sistema imune pode reconhecer
estruturas préprias (internas) do organismo as quais podem ser anormais, no caso de tumores,
ou normais: autoimunidade (Abbas, 2015).

Basicamente, subdivide-se o sistema imune em: inato e adaptativo. O sistema inato
compde-se de barreiras fisica ou mecanicas como, por exemplo, a pele e mucosas; as barreiras
fisiolégicas e quimicas, temperatura corporal, acidez estomacal e mediadores quimicos
(sistema complemento, lizosimas); a barreira celular composta por neutréfilos, eosinéfilos,
macrdfagos, basofilos, naturais killers e microbiota natural. O sistema adaptativo, por sua vez,
é caracterizado pelas respostas humoral, mediada pela producdo e secrecdo de anticorpos, e
celular, que envolve ndo so as células da imunidade inata como também os linfocitos T e B
(Abbas, 2015).

A resposta inflamatoria € a reacdo do organismo contra uma infeccdo, entrada de
microrganismos agressores, ou lesdo tecidual causada por traumas, variaces de temperatura,
agentes quimicos e radioativos, isquemia e autoimunidade. O processo envolve células e um
conjunto de moléculas quimicas® responsaveis pelas alteragdes vasculares, nocicepcio,
quimiotaxia, diferenciacdo celular e destruicdo celular, caracterizando, assim, 0s cinco sinais
da inflamacéo: edema, dor, perda de fungéo, calor, vermelhiddo (Robbins & Cotran, 2010).

Considera-se o sistema nervoso central (SNC) como sendo imunoprivilegiado, isto €,
possuem baixa resposta imunoldgica, estando, portanto, fisiologicamente protegido da
resposta inflamatoria periférica devido ao alto risco de disfuncdo organica, presenca da
barreira hematoencefalica (BHE), falta de uma drenagem linfatica e um trafego
aparentemente baixo de mondcitos e linfocitos (Ransohoff et al, 2003; Vezzani e Granatta,
2005). Todavia, a melhor definicdo seria imunologiamente especializado (Ransohoff et al,
2003), pois foram definidas trés rotas de migracdo de células imunes do sangue para o SNC:
através do plexo coroide, através dos vasos meningeos para 0 espaco subaracnoide e através
dos espacos perivasculares do parénquima (espacos de Virchow-Robin) (Ransohoff et al,
2003; Negi & Das, 2017).

A inflamacdo no SNC, caracterizada pela presenca de leucdcitos e mediadores
quimicos como as citocinas (Vezzani & Granatta, 2005), é ocasionada, por exemplo, por

infeccBes, traumas, isquemia, necrose, neurodegeneracdes e até mesmo por excitoxicidade

7 Toda ou qualquer substancia capaz de mediar uma resposta de hipersensibilidade.
8 Principalmente a histamina, a bradicinina, o sistema complemento, o éxido nitrico, os eicosanoides e as
citocinas (interleucinas, quimiocinas, interferons, fatores de necrose tumoral).
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neuronal (convulsbes) (Zucker et al, 1983; Vezzani & Granatta, 2005; Robbins & Cotran,
2010). Também verificaram que a inflamacdo e a excitoxicidade alteram o0s niveis de
permeabilidade da barreira hematoencefalica (Zucker et al, 1983; Vezzani & Granatta, 2005).

Em diversos estudos experimentais sobre a sobrevida neuronal, verificou-se que
moléculas pré-inflamatorias (citocinas) regulam a captacéo, liberacdo e potencializagdo do
glutamato aos seus receptores; auxiliam na producdo de agentes oxidantes e antioxidantes; e
também sdo responsaveis pela atenuacdo dos niveis de célcio intracelular. Considera-se que 0
equilibrio entre os mediadores pro e anti-inflamatorios e o tempo em que o tecido é exposto a
inflamacdo sejam responsaveis pela consequéncia final do processo inflamatério (Vezzani &
Granatta, 2005).

Em experimentos com roedores, verifica-se que a indugdo de convulsdo quimica ou
elétrica desencadeia uma resposta inflamatdria proeminente nas areas cerebrais estimuladas.
Por exemplo, nos estudos de Minami et al (1990), verificaram os efeitos no cérebro da
aplicacdo de &cido cainico e pentilenotetrazol (dois potentes agentes neuroexcitatdrios) em
doses convulsivas. Nos resultados, observaram que o0 mRNA da interleucina-1 beta (agente
pro-inflamatorio) foi induzido intensamente no cortex cerebral, talamo, hipotalamo e
hipocampo. Por sua vez, nos estudos de De Simoni et al (2000), houve inducédo de epilepsia
limbica por corrente elétrica em ratos; pela analise de RT-PCR® e Southern blot°, observaram
gue existe aumento da expressao de inumeros agentes pro-inflamatorios, como: interleucina-1
beta, interleucina-6, fator de necrose tumoral alfa.

Em humanos, observaram-se que certos pacientes com convulsfes recentes
apresentam interleucina-6 (citocina pro-inflamatéria) no plasma e no liquido
cefalorraquidiano. Verifica-se também que em casos de epilepsia do lobo temporal e na
esclerose tuberosa sdo observados processos inflamatorios, além disso, em diversos quadros
clinicos como na encefalite de Rassmussen, convulsfes febris e na sindrome de West, todos
apresentam associac0es entre estados inflamatarios e epilepsia (Vezzani & Grannata, 2005).

Em outros estudos (Choi et al, 2008, 2009), verificando a histologia cerebral de
criancas com diversos tipos de epilepsia, observaram a existéncia de estado inflamatorio
invariavelmente associado a perda neuronal, ma formacdo do arcabouco cortical e gliose

(cicatrizacdo). Além disso, varios mediadores inflamatérios foram detectados em tecido

9 Do inglés, Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia da polimerase com
transcricdo reversa) é uma técnica de biologia molecular aplicada para amplificar segmentos de DNA a partir do
mRNA. A partir do RT-PCR, pode-se analisar a expressdo de um determinado gene.

10 Técnica eletroforética em gel de agarose que permite verificar a presenca de segmentos de DNA em uma
amostra.
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cerebral ressecado cirurgicamente de pacientes com epilepsias refratarias (Vezzani et al,
2011). Também, verificando que ha alta incidéncia de convulsbes em doencas autoimunes,
levantou-se a sugestdo de que mecanismos imunes e inflamatdrios tém papéis em algumas
formas de epilepsia (Choi et al, 2008; Vezzani et al, 2011).

Todavia, ainda permanece um mistério a iniciacdo do processo inflamatério no SNC,
quando ndo ha inducédo de infeccdo, traumatismo, tumor, etc. Acredita-se que até mesmo uma
leve injaria cerebral possa desencadear processos inflamatorios crénicos (Vezzani &
Grannata, 2005). Além disso, evidéncias experimentais mostram que a barreira
hematoencefalica esta crucialmente envolvida na mediacdo do recrutamento de componentes
celulares do sistema imune adaptativo, e alteracbes das propriedades de barreira podem
predispor o cerebro para a ocorréncia de convulsdes (Seiffert et al, 2004). De certa forma,
acredita-se que o envolvimento de mediadores inflamatorios liberados ndo s6 por células
cerebrais, mas também por células imunes periféricas possam estar envolvidas tanto em
convulsdes individuais como no processo epileptogénico (Vezzani et al, 2001).

Segundo Vezzani et al (2005), ha duas hipdteses que sustentam o inicio da resposta
inflamatdria no cérebro: (1) a resposta inflamatdria inicia-se dentro do cérebro e a infiltragdo
de células imunitarias e mediadores inflamatérios transmitidas pelo sangue é uma resposta
consequente a esse evento; (2) o SNC é o alvo de uma resposta inflamatoria que se origina
nos tecidos linfoides periféricos. No primeiro caso, anomalias do desenvolvimento cerebral
provocadas, por exemplo, por mutacdes estdo associadas a reacdes inflamatérias localizadas
no tecido cerebral afetado pela patologia. De acordo com a pesquisadora, essas moléculas
inflamatdrias podem ser induzidas pelos constituintes celulares do cortex malformado ou
refletir os efeitos das mutacdes génicas; a partir disso, podem constituir um dos componentes
da hiperexcitabilidade neuronal relacionada a epileptogénese. Além disso, uma resposta
imune também pode ser desencadeada em tecido cerebral contra componentes de neurénios
ou da glia expostos por lesées. No segundo caso, por sua vez, pode ocorrer quando a epilepsia
evolui apds doencas infecciosas sistémicas, em inflamacdo crdnica, doencas como a

encefalopatia de Rassmussen, ou ainda em convulsdes associadas a febre.
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Figura 1: Cascata fisiopatolégica de eventos inflamatérios na epilepsia.
Fonte: (Adaptado de Vezzani et al, Nar Rev Neurol, v. 7, n.1, p. 31-40, 2011).

TRANSCRICIONAL

|
.

e
*
Loy
RERES

g

e, ™}
Ioesenvouuurooe
EPILEPSIA

Desta forma, tendo-se em vista diversas pesquisas relacionadas a area, surgiram fortes
evidéncias de que a inflamagcdo pode ser uma causa, bem como uma consequéncia da
epilepsia, isto é, ainda ndo existe uma clara certeza de que a inflamacdo ocasiona a epilepsia
ou se um quadro convulsivo desencadeia inflamagédo. Portanto, torna-se necessaria uma maior
compreensdo do processo inflamatorio ao nivel periférico e neuronal, assim como a
fisiopatologia da epilepsia; para que, futuramente, novas alternativas terapéuticas possam

auxiliar na reducéo e controle das crises.

1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS

Nos altimos anos, com a necessidade da criacdo de um modelo para a compreenséo
mais detalhada da fisiopatologia da epilepsia e na busca de novas terapias efetivas, surgiram
inimeros modelos animais com o objetivo de mimetizar a condi¢cdo neuroldgica do status
epilepticus!! (SE). Um modelo experimental é considerado valido quando consegue

reproduzir uma série de caracteristicas clinicas, de forma total ou parcial, de determinada

11 Refere-se a repetidas crises epilépticas ou uma crise epiléptica prolongada capaz de provocar uma condi¢io
duradoura e invariavel.



20

patologia (Garcia et al, 2010). No caso da epilepsia, 0 modelo experimental deve preencher os
seguintes requisitos: demonstrar a presenca de atividade epileptiforme, nos registros
eletroencefalograficos e clinicamente, apresentar uma atividade semelhante aquelas
observadas durante uma crise epiléptica (Mello et al., 1986). De maneira geral, 0 modelo
experimental de epilepsia é classificado em agudo e cronico.

O modelo agudo esta relacionado a estimulagdo elétrica ou a administracdo de
substancias convulsivantes, como, por exemplo, a penicilina, o pentilenotetrazol, a
picrotoxina, a biculina, a estricnina, a pilocarpina, etc, para obtencdo de um quadro epiléptico
instantaneo (Quintans-Junior et al, 2007). Trata-se de um modelo amplamente empregado
para a analise de farmacos que possam inibir a convulsdo. O modelo crdnico, por sua vez,
apesar de envolver um periodo de tempo mais longo e trabalhoso para mimetizagdo do quadro
epiléptico, ¢ o que melhor caracteriza as crises convulsivas em humanos. Os principais
modelos cronicos envolvem o método de abrasamento (Kindling)!?, estresse audiogénico,
alteracbes genéticas, etc. E importante ressaltar que ambos os modelos podem auxiliar no
estudo das crises focais ou generalizadas.

Portanto, podemos afirmar que a diversidade de modelos animais disponiveis oferece
uma maior gama de oportunidade para o entendimento da fisiologia do processo epiléptico,

além disso, auxilia no desenvolvimento e na descoberta de novas terapias.

1.3 ESCALA DE RACINE

A escala de Racine é uma categorizacao de estagios das crises convulsivas epilépticas
proposta por Ronald J. Racine em 1972. A partir de estudos com roedores, Racine (1972)
propds um modelo de quantificacdo da severidade das convulsbes utilizando estimulacdes
elétricas em areas cerebrais especificas.

No primeiro estudo, empregando eletrodos, Racine estimulou com intensidades
variaveis a amigdala, o hipocampo e a formacéo reticular de roedores, observando alteracGes
musculares visiveis (convulsdes motoras). No segundo estudo, Racine relacionou a
intensidade da estimulacdo elétrica com o limiar de crises motoras. No terceiro estudo, foram
realizados experimentos destinados a estabelecer ralacdes entre o sistema limbico com o

desencadeamento de crises motoras.

12 Deve-se destacar que além dos estimulos elétricos, as substancias indutoras de crise aguda podem gerar
crises cronicas pelo método de abrasamento.
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Com base nos estudos de Racine, foi proposta uma escala de quantificacdo da
severidade da convulsdo. Trata-se de cinco estagios observados conforme a severidade da
crise motora (Racine, 1972):

1) Automatismos faciais, movimento da boca e face.
2) Mioclonias da cabeca e pescoco.

3) Clonias das patas anteriores.

4) Clonias das patas posteriores.

5) Elevacéo e queda.

O animal necessariamente ndo precisa seguir a ordem proposta pelos cinco estagios.

1.4 PENTILENOTETRAZOL

O pentilenotetrazol (PTZ) é um agente convulsivante capaz de provocar crises
generalizadas do tipo auséncia ou mioclénica além de crises tonico-clénicas (Loscher, 1988;
Schimidt, 2007). Trata-se de uma das substancias quimicas mais utilizadas para a pesquisa de
novos farmacos anticonvulsivantes em modelos animais (Schimidt, 2007).

A administracdo de PTZ intraperitoneal ou subcuténea, em roedores, provoca desde
minuciosos clonismos faciais até violentos espasmos corporais (Ldscher, 1988; Schimidt,
2007). A acdo do PTZ ocorre por antagonismo ndo competitivo de receptores ionotropicos do
tipo GABAa; ao ligar-se nos receptores, 0 PTZ evita a adesdo do neurotransmissor acido
gama amino-butirico (GABA) ao sitio de ligacdo (Macdonald, 1978; Huang et al, 2001).

O éacido gaba amino-butirico (GABA) é considerado um dos principais
neurotransmissores inibitorios do sistema nervoso central (SNC) (Rang & Dale, 2012). Apos
se ligar em receptores transmembrana ionotropicos (GABAa e GABAC) ou metabotropicos
(GABAD), o neurotransmissor desencadeia uma série de alteracdes que implicam influxo e
efluxo de ions entre os meios intracelular e extracelular de neurénios do SNC (Rang & Dale,
2012). O neurotransmissor GABA, por exemplo, ligando-se em receptores GABAa na pés-
sinapse promove alteracdes conformacionais que culminam na entrada de ions cloreto (CI°)
acarretando hiperpolarizagcdo neuronal (Huang et al, 2001). O PTZ atingindo o SNC age,

devido a sua agdo antagonista, inibindo a abertura de canais idnicos GABAa. Deste modo,
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desregula o equilibrio inibigdo/excitacdo no SNC, provocando a hiperexcitabilidade neuronal

e desencadeando crises convulsivas (De Cabo-de la Vega, 2006).

CANAL DE CLORO

Figura 2: Representaciio esquematica do receptor GABAa com suas quatro subunidades (202p).
Fonte: (Hernandez, Rev Fac Med UNAM Vol.48 No.5 Septiembre-Octubre, 2005).

1.5 PREDNISOLONA

A prednisolona é um composto esteroide adrenocortical sintético utilizado na reducao
dos processos inflamatérios ou imunoldgicos (Anvisa, 2017). E utilizado para reduzir a
inflamacdo em doencas autoimunes ou de hipersensibilidade, em certos casos de déficits
hormonais da glandula adrenal e para evitar o risco de rejeicdo a enxertos (Rang & Dale,
2012).

Acredita-se que o efeito terapéutico da prednisolona esteja relacionado a duas grandes
categorias diferentes de mecanismos: gendmicos e ndo gendmicos (Buttergereit, 1998).

Em relacdo aos mecanismos gendmicos, que sdo predominantemente responsaveis
pela imunomodulacdo (Buttgereit et al, 2004), a prednisolona liga-se a certos receptores
citosdlicos denominados receptores de glicocorticoides (cCGCR). A ligacédo entre o receptor e 0
glicocorticoide, prednisolona, interagird com regides genéticas especificas, principalmente
aquelas envolvidas com a resposta inflamatéria, promovendo, desse modo, o controle da
expressdo génica (Boumpas, 1993). Atuando dessa forma, a prednisolona é responsavel por

reduzir a transcricdo de mediadores inflamatorios como citocinas/interleucinas, enzimas
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indutiveis durante o processo inflamatorio como a COX-2 e de moléculas de adesdo (Rang &
Dale, 2012)

Os efeitos ndo gendmicos, também conhecidos como efeitos répidos dos
glicocorticoides, sdo mediados através de receptores de glicocorticdides ligados a membrana
(mGCR), por receptores citosélicos (cGCR) e por interacBes diretas com a membrana
plasmatica (Buttgereit, 2002). Embora ainda néo totalmente compreendidos, acredita-se que a

via ndo genbmica também é responsavel pela reducdo da atividade imunoldgica e inflamatéria

(Buttgereit, 2004)
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Figura 3: Mecanismos de a¢8es de um glicocorticoide.
Fonte: (BUTTGEREIT, Arthitis & Rheumatism. Vol. 50, No. 11, November 2004, p. 3410).



24

2 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que grande parte dos farmacos anticonvulsivantes ndo sdo eficazes a uma
parcela significativa dos individuos que apresentam epilepsia. Além disso, estudos
demonstram que inimeros efeitos indesejados, como déficits cognitivos, diminuicdo da
resposta motora, ataxia, sonoléncia, nduseas, arritmia, hepatotoxicidade e anemia aplasica,
podem agravar ainda mais a qualidade de vida do paciente.

Em conjunto, nos Ultimos anos, a partir de estudos relacionando 0s processos
inflamatorios com possiveis quadros convulsivos e epilépticos, torna-se necessario uma
investigacdo mais minuciosa da resposta inflamatdria em associagdo com a epilepsia.

Portanto, este trabalho, visa ndo somente a encontrar subsidios que sustentem a
correlacdo dos processos inflamatorios com a epilepsia, mas também a buscar novos

caminhos para a farmacoterapia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da prednisolona, um farmaco anti-inflamatorio esteroidal, no modelo

animal de convulséo agudo induzido por pentilenotetrazol.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito agudo da prednisolona sobre a severidade das crises convulsivas
induzidas pelo PTZ.

- Testar diferentes concentragcdes do farmaco nos parametros a serem investigados.
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Abstract

A epilepsia € uma desordem neuroldgica caracterizada pela excessiva emissdo de
impulsos elétricos de certos tipos de células cerebrais, neurdnios. As principais caracteristicas
sdo as descargas espontaneas, excessivas e hipersincronicas recorrentes. Nos ultimos anos,
evidéncias experimentais e clinicas sugerem que a manifestacdo de um processo inflamatério
iniciado tanto a nivel periférico quanto a nivel neuronal pode ser uma das causas precursoras
do desenvolvimento do status epilepticus. Neste trabalho, foram utilizados ratos Wistar para
mimetizar o0 modelo animal de convulsdo agudo induzido por pentilenotetrazol. A partir da
analise da crise motora, avaliou-se o efeito de diferentes doses de um anti-inflamatorio
esteroidal, a prednisolona. Observou-se que o farmaco diminuiu a severidade das crises
convulsivas nas duas doses avaliadas (1 e 5 mg/Kg), quando comparada ao grupo controle
salina. Novos estudos sdo necessarios para maior compreensdo e elucidacdo desse efeito.
Espera-se que novas alternativas terapéuticas possam auxiliar na reducéo e controle das crises

convulsivas.

Palavras-Chave: epilepsia, convulsdo, inflamacdo, prednisolona, anti-inflamatdrio,

pentilenotetrazol.
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1. INTRODUCAO

A epilepsia pode ser caracterizada por excessivas descargas elétricas anormais de
carater reversivel e temporario das células cerebrais, neurénios. Dependendo da area onde se
inicia a emissdo da descarga elétrica, a epilepsia pode ser focal ou parcial, quando a emissdo
se restringe a uma local especifico do cérebro; ou também pode se estender por toda a regido
cerebral, denominando-se, entéo, de crise generalizada (Fischer et al, 2017). Segundo dados
da Organizacdo Mundial de Saude (WHO-World Health Organization), aproximadamente
cinquenta milhdes de pessoas no mundo todo possuem epilepsia, tratando-se de uma das
doengas neuroldgicas mais comuns (WHO, 2018).

Apesar de existirem uma longa lista de farmacos anticonvulsivantes, aproximadamente
um terco dos individuos ndo responde a medicacdo (Perucca et al, 2007). Portanto, existe a
necessidade urgente de encontrar novas terapias satisfatorias que além de garantir um método
efetivo de cura tambem possam contribuir para diminuicdo dos riscos aos individuos
submetidos ao tratamento.

Nos ultimos anos, surgiram fortes evidéncias experimentais e clinicas de que 0s
processos inflamatorios no cérebro possam constituir um mecanismo crucial no aspecto
fisiopatologico das convulsdes e das epilepsias (Minami et al, 1991; De Simoni et al, 2000;
Jankowsky & Patterson, 2001; Vezzani & Granata, 2005; Choi et al, 2008, 2009; Broekaart,
2018).

Em diversos estudos experimentais sobre a sobrevida neuronal, verificou-se que
moléculas pré-inflamatdrias (citocinas) regulam a captacdo, liberacdo e potencializacdo do
glutamato aos seus receptores; auxiliam na producdo de agentes oxidantes e antioxidantes; e
também sdo responsaveis pela atenuacdo dos niveis de calcio intracelular. Verifica-se também
gue em casos de epilepsia do lobo temporal e na esclerose tuberosa séo observados processos
inflamatérios. (Vezzani & Grannata, 2005).

Desta forma, tendo-se em vista diversas pesquisas relacionadas a area, surgiram fortes
evidéncias de que a inflamacdo pode ser uma causa, bem como uma consequéncia da
epilepsia. A partir disso, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito de um anti-
inflamatério, a prednisolona, sobre o modelo animal agudo de convulsdo induzido por
pentilenotetrazol. Analisando a severidade convulsiva, espera-se compreender um pouco mais
dos efeitos de um anti-inflamatério sobre quadros convulsivos para que, futuramente, novas

alternativas terapéuticas possam auxiliar na reducédo e controle das crises.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Neste estudo, foram utilizados 40 ratos Wistar machos, com 3 meses de idade,
pesando aproximadamente 300 g. Os ratos foram mantidos no biotério setorial do
departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da UFRGS
até o momento do experimento. Os animais tiveram livre acesso & dgua e comida e foram
mantidos em caixas de polipropileno medindo: 41 cm de comprimento, 34 cm de largura e 16
cm de altura. Foram mantidos 4 animais por caixa, em um ambiente com ciclos de claro-
escuro de 12h a uma temperatura de 23 + 1°C. Os procedimentos para o cuidado e uso dos
animais foram adotados de acordo com as regulamentacdes publicadas pela Sociedade
Brasileira para Neurociéncia e Comportamento (SBNec).

2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo do experimento, os animais foram distribuidos em quatro grupos (10
animais por grupo) sendo o0s grupos 1 e 2 os controles e 0s grupos 3 e 4 0s experimentais.
Cada grupo recebeu, intraperitonealmente, as respectivas doses: salina (0,9 g%) (controle,
grupo 1), o diazepam (controle, grupo 2), prednisolona 1 mg/Kg e 5 mg/Kg (experimentais,

grupos 3 e 4 respectivamente).

2.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS DO MODELO AGUDO

O Pentilenotetrazol (PTZ) € um dos principais agentes quimicos utilizados para obtencao de
modelos agudo de convulsdo (Quintans-Junior et al, 2007). Os animais, foram submetidos (30
minutos apds os tratamentos) a administracdo de PTZ (50 mg/Kg) intraperitonealmente. Um

resumo esquematico dos procedimentos realizados pode ser observado na figura 1.
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Figura 1: Esquematizacéo dos procedimentos realizados.

2.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

Logo apos administracdo do PTZ, cada animal foi observado durante 30 minutos. As
analises ocorreram em uma caixa de polipropileno transparente. Analisou-se a severidade da
convulsao, graduada de acordo com a escala de Racine e adaptada por Vieira e colaboradores
(Vieira et al, 2016).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média e erro padrdo. Apds a definicdo dos
subgrupos, foi realizada a andlise estatistica utilizando a Kruskal Wallis seguido pelo teste
Mann-Whitney. Foram considerados estatisticamente significativos os resultados com p<0,05.
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se um banco de dados que foi

montado no pacote estatistico SPSS versao 17.
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3. RESULTADOS

Com base na severidade convulsiva, observamos que os animais tratados apenas com
salina tendem, de acordo com a escala de Racine (0 a 5), a desenvolver os estagios mais
elevados quando comparados aos grupos controle (diazepam) e experimental (predinisolona
1mg/kg e 5mg/kg); ou seja, a prednisolona nas doses 1 mg/kg e 5 mg/kg atenua a severidade
convulsiva (Figura 2).

*
*
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I , , .

salina diazepam prednisolona 1 prednisolona 5
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4,0000 -
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severidade da convulsdo
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Figura 2: Efeito da prednisolona sobre a severidade convulsiva induzida por pentilenotetrazol. Os dados
foram apresentados como a média + erro padrao de cada grupo experimental (*p<0,05; Kruskal Wallis seguido
por Mann-Whitney).

4. DISCUSSAO

Neste trabalho, demonstrou-se que um anti-inflamatério esteroidal (prednisolona)
contribuiu para a diminuicdo da severidade convulsiva no modelo agudo de convulsdo
induzido pelo pentilenotetrazol, quando comparado ao grupo controle (salina), apresentando a
dose de 1mg/kg uma tendéncia de maior eficacia. O modelo experimental agudo de convulsao
é amplamente utilizado na pesquisa de novos farmacos anticonvulsivantes (Quintans-Junior et
al, 2007). Neste experimento, verificamos que a prednisolona, em ambas as doses, atuou na
diminuicdo da severidade da convulsao induzida por pentilenotetrazol.

Ultimamente evidéncias experimentais e clinicas sugerem que um processo
inflamatério ao nivel periféricos ou cerebral possa estar relacionado ao desencadeamento de

um quadro convulsivo e/ou epiléptico (Vezzani & Granata, 2005; Choi et al, 2008, 2009;
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Broekaart, 2018). Ou seja, um dano cerebral pode acarretar um quadro inflamatorio invariante
que, por sua vez, implica crises convulsivas regulares, caracterizando a epilepsia. Além disso,
observa-se que inimeras doengas autoimunes, infeccbes e inflamagdes cerebrais apresentam
quadros convulsivos e epilépticos como uma caracteristica clinica (Choi et al, 2008). Desta
forma, ainflamagéo possa ser uma das etiologias dessa desordem cerebral.

No estudo do nosso grupo de pesquisa realizado por Vieira e colaboradores (2016)
observou-se que tanto a severidade convulsiva quanto os niveis de IL-6 e TNF-a
apresentaram diminuicdo apds o tratamento com o farmaco ndo-esteroidal diclofenaco de
sodio. Além disso, estudos com outros anti-inflamatérios como a aspirina e o paracetamol
sobre 0o modelo convulsivo induzido por pentilenotetrazol ou eletrochoque também mostraram
eficacia anticonvulsivante (Vezzani & Grannata, 2005).

Em relacdo aos anti-inflamatorios esteroidais, embora os estudos experimentais ainda
sejam escassos, existem muitos relatos e pesquisas clinicas baseadas em um grupo pequeno e
heterogéneo de pacientes em relacdo as variaveis amostrais como tipo e duracdo da epilepsia,
idade, frequéncia das crises e duracdo do tratamento, exceto sobre o horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) o qual apresenta maiores relatos e estudos. Outro estudo recente
do nosso laboratério, demonstrou que a dexametasona também apresenta caracteristica
anticonvulsivante no modelo do kindling induzido pelo PTZ. Observou-se que esse farmaco
promoveu uma diminuicao da severidade convulsiva além de uma reducdo dos niveis de TNF-
a e interleucina 1 (agentes pro-inflamatorios) no hipocampo e dos niveis de TNF-o no soro
(Guzzo et al, 2018).

Portanto, de acordo com este estudo, observamos que a severidade convulsiva é
reduzida com a administracdo de prednisolona; observamos que a dose de 1mg/kg apresentou
uma tendéncia de maior eficacia. Todavia, ainda ndo existe uma consonancia sobre a dose
efetiva. Estudos clinicos divergem entre 0,2 a 2 mg/kg. Apesar de verificarmos a reducéo da
severidade convulsiva outros parametros deverdo ser analisados para maior compreensdo do

processo.

5. CONCLUSAO

A partir deste experimento, verificamos que um farmaco anti-inflamatorio esteroidal,
prednisolona, em duas doses distintas (1mg/kg e 5mg/kg), possui um efeito atenuante sobre a

severidade das crises convulsivas induzidas por pentilenotetrazol.
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Podemos concluir que a prednisolona apresenta um efeito aparentemente
neuromodular, uma vez que contribui para a diminuigdo da severidade convulsiva. Portanto,
para maior compreensao do efeito anti-inflamatério da prednisolona torna-se imprescindivel

analisar outros parametros comportamentais e bioquimicos
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A partir deste experimento, verificamos que um farmaco anti-inflamatorio esteroidal,
prednisolona, em duas doses distintas (1mg/kg e 5mg/kg), possui um efeito atenuante sobre a
severidade das crises convulsivas induzidas por pentilenotetrazol.

Podemos concluir que a prednisolona apresenta um efeito aparentemente
neuromodular, uma vez que contribui para a diminuicdo da severidade convulsiva. Portanto,
para maior compreensao do efeito anti-inflamatério da prednisolona torna-se imprescindivel
analisar outros parametros comportamentais e bioquimicos. Espera-se, posteriormente, como

perspectivas futuras, avaliar:

- Mediadores inflamatdrios a niveis sorologicos e cerebrais;
- Analisar o efeito de outros farmacos anti-inflamatérios em modelos cronicos de convulsado;

- Analisar outros parametros comportamentais.
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confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or
rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from
the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers
the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already
been published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a
corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your
article is more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to
consider transferring the article to one of those. If you agree, your article will be transferred
automatically on your behalf with no need to reformat. Please note that your article will be
reviewed again by the new journal. More information.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a
link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts
for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for
resale or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the
author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s)
in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.
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For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to
complete an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of
gold open access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.
More information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the
report; and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had
no such involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to
comply with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the
author for the gold open access publication fee. Details of existing agreements are available
online.

After acceptance, open access papers will be published under a noncommercial license. For
authors requiring a commercial CC BY license, you can apply after your manuscript is
accepted for publication.

Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription

e Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient
groups throughour universal access programs.

e No open access publication fee payable by authors.

e The Author is entitled to post the accepted manuscript in their institution's repository and
make this public after an embargo period (known as green Open Access). The published
journal article cannot be shared publicly, for example on ResearchGate or Academia.edu, to
ensure the sustainability of peerreviewed research in journal publications. The embargo
period for this journal can be found below.

Gold open access

¢ Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

e A gold open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their
researchfunder or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer
review criteria and acceptance standards.

For gold open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following
Creative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a
collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they
do not alter or modify the article.
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The gold open access publication fee for this journal is USD 2900, excluding taxes. Learn
more about Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of
green open access options available. We recommend authors see our open access page for
further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable
public access from their institution's repository after an embargo period. This is the version
that has been accepted for publication and which typically includes author-incorporated
changes suggested during submission, peer review and in editor-author communications.
Embargo period: For subscription articles, an appropriate amount of time is needed for
journals to deliver value to subscribing customers before an article becomes freely available
to the public. This is the embargo period and it begins from the date the article is formally
published online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher
Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to
guide you through the process of writing for research and going through peer review. Feel
free to use these free resources to improve your submission and navigate the publication
process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English
may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF
file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset
your article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's
decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Please submit your article via https://www.evise.com/profile/api/navigate/EPIRES

PREPARATION
Peer review

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed
by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a
minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper.
The Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of articles.
The Editor's decision is final. More information on types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid,
use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very
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similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier).
Note that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you
embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-
check' functions of your word processor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the
text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own
separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If
quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite the
source. Any modifications to existing methods should also be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion
of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.1, etc.

Essential title page information

. Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.
. Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family

name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your
name between parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lowercase superscript letter immediately after the author's name and in
front of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including
the country name and, if available, the e-mail address of each author.

. Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any
future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given
and that contact details are kept up to date by the corresponding author.
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. Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address')
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References
should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or
uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first
mention in the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to
the online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a
concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical
abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size:
Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally
more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution
of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example
Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of
their images and in accordance with all technical requirements.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points
that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file
in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5
bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view
example Highlights on our information site.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of").
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be
eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations
throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language
help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
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Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
vyyY]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United
States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that
provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for
small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers
of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that
have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise,
please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves
separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Electronic artwork General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, oruse fonts that look similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Provide captions to illustrations separately.

e Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are

given here. Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel)
then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
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TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to
a minimum of 500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
have alow number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF)
or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these
figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition to color
reproduction in print. Further information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols
and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to
the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes below
the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do
not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and
shading in table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned
in the text. If these references are included in the reference list they should follow the
standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication
date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as
'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after
the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references
should include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version
(where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the
reference so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not
appear in your published article.
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References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word
processor plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal
template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you
use reference management software, please ensure that you remove all field codes before
submitting the electronic manuscript. More information on how to remove field codes.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/epilepsy-research
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plugins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style
Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year

of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references can be listed
either first alphabetically, then chronologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).... Or, as

demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently shown ...

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically
if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be
identified by the letters 'a’, 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:
Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J.
Sci.

Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.5¢c.2010.00372.
Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific article.
Heliyon. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:
Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:
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Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/ aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13
March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1.
https://doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. . In order to ensure
that your video or animation material is directly usable, please provide the file in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total.
Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files:
you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more
detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the
electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about
available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process,
please make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous
version. Please switch off the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will
appear in the published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published
articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that validate


http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
https://www.sciencedirect.com/
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
https://www.elsevier.com/authors/author-services/data-visualization

56

research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you
to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful
materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript
and reference list. Please refer to the "References" section for more information about data
citation. For more information on depositing, sharing and using research data and other
relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives
them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly
link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission
system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including
raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods)
associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the
submission process, after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload
your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly
accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why
during the submission process, for example by stating that the research data is confidential.
The statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more information,
visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE
Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system,
allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in
addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from
the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by
allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.
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If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
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