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RESUMO

BELISARIO, Eduarda de Souza, M.Sc; Universidade de Vila Velha-ES, fevereiro de
2023. Kefir e antiepilépticos: Neuroprotecdo em modelo experimental de crises
convulsivas. Orientadora: Prof. Dra. Bianca Prandi Campagnaro, Co-orientadora:

Dra. Rafaela Aires.

A epilepsia é uma doenca neuroldgica com alta prevaléncia global caracterizada por
alteracbes paroxisticas anormais na atividade elétrica dos neurdnios com
consequéncias cognitivas, sensoriais, motoras e psiquiatricas. A etiologia multifatorial
esta relacionada ao aumento da permeabilidade da barreira hematoencefélica (BHE),
consequente aumento de citocinas inflamatorias e estresse oxidativo cerebral
favorecendo a disfuncdo neuronal. Embora os farmacos antiepilépticos (FAES)
combaterem os fatores causais das convulsdes o seu uso ndo impossibilita o
desenvolvimento da epilepsia. Os resultados insatisfatorios sdo provenientes da
refratariedade ao tratamento, aumento da taxa de morbidade, mortalidade e, mais
recentemente, tem-se observado a participacéo da disbiose intestinal. Neste contexto,
a busca por terapias coadjuvantes ndo farmacologicas com probiéticos se demonstra
promissora, especialmente através da modulacdo da microbiota intestinal. Assim, o
probiotico kefir - um nutracéutico com comprovadas acdes antioxidantes e anti-
inflamatorias- hipotetizamos ser importante para auxiliar o tratamento da epilepsia.
Logo, este estudo translacional teve como objetivo avaliar se o consumo de kefir
isolado e associado aos FAEs poderia reduzir a quantidade, severidade e periodo de
laténcia das crises convulsivas em um modelo experimental de epilepsia induzidas
por pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos. Noventa camundongos C57 machos,
foram distribuidos aleatoriamente em 9 grupos (n=10), que receberam diazepam
(10mg/Kg), levetiracetam (50mg/kg), kefir artesanal (300uL/Kg), kefir comercial
(300uL/Kg), kefir e diazepam (300uL/Kg; 10 mg/Kg); kefir e levetiracetam (300uL/Kg;
50 mg/Kg); kefir comercial e diazepam (300uL/Kg; 10mg/Kg); kefir comercial e
levetiracetam (300uL/Kg; 50mg/Kg), a excecdo do grupo controle, que recebeu
apenas solucéo salina. O tratamento foi realizado por um periodo de 5 dias antes da
administracdo do PTZ (60 mg/Kg). No sexto dia, ap6s a administracdo, foram
realizadas as filmagens (30min) e interpretadas pela Escala de Raccini modificada,
guantificando os scores, total de crises, periodo de laténcia e tipos de crises. Apos a
eutanasia, o sangue total e cérebro foram coletados para analise de estresse
oxidativo, apoptose, oxidacdo proteica, peroxidacao lipidica e quantificacdo de
neurénios. Como resultado, os camundongos submetidos ao tratamento com
probidticos atenuou as crises convulsivas, aumentou o periodo de laténcia, reduziu a
geracao de espécies reativas de oxigénio e apoptose, além de reduzir a expressao de
oxidacdo de proteinas e peroxidacgéo lipidica cerebral e plasmatica evidenciando os
efeitos neuroprotetores do probiético kefir. Portanto, o consumo de probidticos
demonstrou ser promissor como coadjuvante na atuagdo com antiepilépticos.



PALAVRAS CHAVES: Epilepsia. Probiotico. Antioxidante. Estresse oxidativo.
Disbiose.



ABSTRACT
BELISARIO, Eduarda de Souza, M.Sc; University of Vila Velha-ES, February 2023.
Kefir and antiepileptics: Neuroprotection in an experimental model of seizures.

Advisor: Prof. Dra. Bianca Prandi Campagnaro, Co-advisor: Dra. Rafaela Aires.

Epilepsy is a neurological disease with a high global prevalence characterized by
abnormal paroxysmal changes in the electrical activity of neurons with cognitive,
sensory, motor and psychiatric consequences. The multifactorial etiology is related to
increased permeability of the blood-brain barrier (BBB), consequent increase in
inflammatory cytokines and cerebral oxidative stress, favoring neuronal dysfunction.
Although antiepileptic drugs (AEDs) combat the causative factors of seizures, their use
does not preclude the development of epilepsy. Unsatisfactory results result from
refractoriness to treatment, increased morbidity and mortality rates and, more recently,
intestinal dysbiosis has been observed. In this context, the search for non-
pharmacological adjuvant therapies with probiotics is promising, especially through the
modulation of the intestinal microbiota. Thus, the probiotic kefir - a nutraceutical with
proven antioxidant and anti-inflammatory actions - is hypothesized to be important in
helping the treatment of epilepsy. Therefore, this translational study aimed to evaluate
whether the consumption of kefir alone and associated with AEDs could reduce the
amount, severity and latency period of seizures in an experimental model of epilepsy
induced by pentylenetetrazole (PTZ) in mice. Ninety male C57 mice were randomly
distributed into 9 groups (n=10), which received diazepam (10mg/Kg), levetiracetam
(50mg/kg), homemade kefir (300uL/Kg), commercial kefir (300uL/Kg), kefir and
diazepam (300uL/Kg; 10 mg/Kg); kefir and levetiracetam (300uL/Kg; 50 mg/Kg);
commercial kefir and diazepam (300uL/Kg; 10mg/Kg); commercial kefir and
levetiracetam (300uL/Kg; 50mg/Kg), except for the control group, which received only
saline solution. The treatment was carried out for a period of 5 days before the
administration of PTZ (60 mg/Kg). On the sixth day, after administration, filming (30
minutes) was performed and interpreted using the modified Raccini Scale, quantifying
the scores, total seizures, latency period and types of seizures. After euthanasia, whole
blood and brain were collected for analysis of oxidative stress, apoptosis, protein
oxidation, lipid peroxidation and quantification of neurons. As a result, mice submitted
to treatment with probiotics attenuated convulsive crises, increased the latency period,
reduced the generation of reactive oxygen species and apoptosis, in addition to
reducing the expression of protein oxidation and cerebral and plasma lipid
peroxidation, evidencing the effects neuroprotectors of the probiotic kefir. Therefore,
the consumption of probiotics proved to be promising as an adjunct in the performance
of antiepileptic drugs.

Keywords: Epilepsy. Probiotic. Antioxidant. Oxidative stress. Dysbiosis.



1. INTRODUCAO

A epilepsia é uma desordem multifatorial do sistema nervoso central (SNC) com
prejuizos neurobioldgicos, cognitivos, psicologicos e sociais provenientes das
convulsdes (Bortolini et al., 2009; Hernandez et al., 2013; Fisher et al., 2014; Beghi
2020). De carater “democratico”, cerca de 70 milhdes de pessoas em todo o mundo
de qualquer idade, raca e classe social sdo afetadas (Singh 2016; Devinsky et al.,
2018; CLo6scher et al., 2020). Atualmente a etiologia multifatorial e complexidade das
crises convulsivas tornam mais dificil o diagnostico e tratamento farmacoldgico
adequado (Chang 2003; Bagheri et al. 2019; CLOscher et al. 2020).

No SNC, os farmacos antiepilépticos (FAESs) reduzem a excitabilidade neuronal
e, consequentemente o0 desencadeamento das crises epilépticas, através da
modulacao de neurotransmissores (GABA, glutamato) e de canais ibnicos (Na*, Ca**,
K*) (Chang 2003; Bagheri et al. 2019). Apesar de combaterem os fatores causais das
convulsdes o uso de FAEs nao impossibilita o desenvolvimento da epilepsia (Bagheri
et al. 2019). Além disso, as crises epilépticas recorrentes podem ser geradas por
respostas inflamatérias sistémicas induzidas por esses farmacos, levando a efeitos
deletérios e injarias cerebrais (Choi 2008; Aronica et al. 2011; Vezzani et al. 2011).
Outro problema atrelado ao uso cronico deve-se a inducdo do sistema de
biotransformacdo provocada por muitos dos FAEs (fenobarbital, fenitoina,
carbamazepina), culminando com mais rapida depuracdo do farmaco, repercutindo
em reducao da concentracao sérica destes e recidiva das crises (Stepien 2012; Zhang
et al. 2013).

Recentemente, as alteracdes na microbiota intestinal foram associadas a
suscetibilidade a convulsées (Dahlin 2019). E importante ressaltar que a disbiose
intestinal esta diretamente associada a disturbios neurolégicos como autismo (Mulle
2013), esclerose mdltipla (Jangi et al 2016), doenca de Parkinson (Parashar 2017) e
mal de Alzheimer (Jiang et al. 2017; Ton et al. 2019). Diante disso, especula-se que
alteracbes na microbiota intestinal exercam influéncia direta sobre a fisiologia e a
neuroquimica do SNC e, desta forma, terapias capazes de reduzir a disbiose
contribuam para a melhora de sintomas como alteragbes do comportamento,

cognicdo, humor, ansiedade e depressao (Cryan 2012).
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A microbiota intestinal e o cérebro podem se comunicar bidirecionalmente
através dos sistemas nervoso central e entérico (Chen et al. 2015). O sistema nervoso
entérico (SNE) responde a estimulos das vias simpatica e parassimpética ao mesmo
tempo em que fornece informagdes ao SNC por meio de circuitos neurais ascendentes
(Chen et al. 2015). Além disso, cérebro e intestino se conectam atraveés de vias
enddcrinas, imunoldgicas e metabdlicas (Grenham et al. 2011).

Portanto, o eixo intestino-cérebro fornece a microbiota intestinal e seus
metabdlitos vias potenciais através das quais acessar o cérebro (Mayer, 2011). Este
eixo integra um sistema de comunicacéo constituindo a sinalizacdo neural, hormonal
e imunoldgica, além de participar do desenvolvimento neuronal, funcao cerebral,
regulacao cognitiva e envelhecimento (Mayer, 2011).

E crescente a busca por novas terapias alternativas que possam auxiliar na
reducao das crises epilépticas. Neste contexto, os probidticos surgem como uma fonte
promissora devido a importancia da modulacdo da microbiota intestinal e o eixo
intestino cérebro (Ton et al. 2019; Lemos et al. 2021).

O probiético kefir € um leite fermentado produzido a partir de graos, formados
por bactérias do acido latico (BAL) leveduras e bactérias do acido acético (BAA)
(Amorim et al. 2019; Kim et al. 2019). O kefir € um alimento funcional utilizado ha
décadas como fonte nutritiva através da modulacdo da microbiota intestinal, trazendo
diversos beneficios a saude (Jalali et al. 2016; Rosa et al. 2017; Wilkins et al. 2017;
Amorim et al. 2019).

Nosso grupo de pesquisa estuda o probidtico kefir hd quase uma década.
Durante este tempo, observamos os beneficios do consumo do kefir em doencas
cardiovasculares (Friques et al. 2015; Klippel et al. 2016), do trato gastrointestinal
(Barbosa et al. 2018) e em doencas neurodegenerativas, como 0 Alzheimer (Ton et
al. 2019). De forma inédita, observamos melhora cognitiva em pacientes com doenca
de Alzheimer avancado ap6s o consumo de kefir durante 90 dias e que este resultado
estava associado as propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias do probiotico (Ton
et al. 2019).

O relato de caso de um paciente com encefalite de Rasmussen feito pelo nosso
grupo foi o gatilho para o desenvolvimento desta dissertagdo. Lemos e colaboradores

(2021) observaram que o kefir pode ser um potencial adjuvante no tratamento da
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encefalite de Rasmussen, pois levou a diminuicdo no numero e intensidade de crises
epilépticas, além da reducdo importante nos niveis de biomarcadores de estresse
oxidativo e de inflamacao (Lemos et al. 2021).

Diante desses resultados, decidimos verificar se 0 consumo do probiético kefir
associado aos tratamentos antiepilépticos convencionais poderia auxiliar na reducao
da inflamacéo e estresse oxidativo sistémico e local, contribuindo para diminui¢do das
crises epilépticas. Portanto, a fim de buscar novas alternativas terapéuticas e diminuir
os efeitos deletérios das crises epilépticas, o0 presente estudo translacional investigou
o efeito neuroprotetor do probidtico kefir em modelo experimental de epilepsia

induzido pelo antagonismo da via GABAérgica.

1.1Epilepsia

A International League Against Epilepsy (ILAE) define a epilepsia como a
ocorréncia transitoria de sinais e/ou sintomas com atividade neuronal anormal
excessiva ou sincrona no cérebro, caracterizada por predisposi¢ao duradoura levando
ao surgimento de crises epilépticos (Fisher et al. 2005; Trinka et al. 2015). As crises
epilépticas estdo ligadas a eventos paroxisticos pelo desequilibrio das redes neurais
excitatérias e inibitérias, através de convulsbes espontadneas e recorrentes
favorecendo as perturbacdes neuroldgicas (Goldberg 2013; Gémez-Eguilaz et al.
2018).

A epilepsia é determinada pelas seguintes condi¢Bes: 1- ocorréncia de duas
crises epilépticas ndo provocadas ou reflexas em um intervalo maior que 24h; 2-
ocorréncia de uma crise epiléptica ndo provocada ou reflexa, com probabilidade de
ocorréncia de novas crises epilépticas semelhantes ao risco geral, que é em torno de
60%, ap6s duas crises ndo provocadas nos ultimos 10 anos; e 3- quando for
diagnosticada sindrome epiléptica (Fisher et al. 2014; Scheffer et al. 2016).

O diagnostico da epilepsia engloba uma série de condigbes clinicas
caracterizadas por alteracéo transitoria da consciéncia e/ou comportamento, historia
clinica detalhada, exames de imagem e observacdes das crises (Stafstrom 2015).
Apesar dos avancos cientificos, a identificacdo das crises epiléticas ainda pode ser

incerta e/ou inconclusiva, pois o individuo pode apresentar desde mioclonias
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palpebrais e movimentos ténico-clénicos até crises de auséncia (Berkovic 2015; Pardo
et al. 2004).

As crises epilépticas podem ser de origem genética, que correspondem as
alteracdes nos receptores GABAérgicos (Stafstrom 2015; Gomez-Eguilaz et al. 2018)
e nos canais ibnicos da membrana neuronal (Berkovic 2015), ou adquirida quando
desencadeada por febre alta, acidente vascular encefalico (AVE), traumatismo
cranioencefalico (TCE) (Berkovic 2015), entre outros. Porém, em muitos casos a
etiologia é desconhecida (Devinsky et al. 2018).

As crises epilépticas podem se evidenciar de forma focal (simples e complexas)
e generalizadas (alteracdes bilaterais) (Gomez-Eguilaz et al. 2018). No caso da focal,
ela é determinada pela atividade neuronal anormal em uma ou mais regides cerebrais
localizadas no mesmo hemisfério (Scheffer et al. 2016), porém, quando disseminado
em ambos os hemisférios sdo denominadas generalizadas (Scheffer et al. 2016;
Fisher et al. 2014). Vale destacar que uma crise de inicio focal pode desencadear uma
do tipo generalizada (Fisher et al. 2014; Elger 2008; Cascino et al. 2008; Scheffer et
al. 2016).

As crises epilépticas recorrentes estimulam focos de epileptogénese adicionais
através do aumento do estresse oxidativo que participa de vias que levam a
neurodegeneracdo (Nemade 2010; Goldberg 2013). Consequentemente, € comum a
progressdo de declinios cognitivos, comportamentais, psicologicos (ansiedade,
depressao, espectro de autismo) (Dichter 2006), e inclusive direto impacto
socioeconémico para os pacientes e seus familiares (Bagheri et al. 2019;
Helmstaedter 2017; Bergey et al. 2015).

1.2Epileptogénese

Os mecanismos de epileptogénese sao marcados pelo inicio das alteracdes
patolégicas até o desenvolvimento da epilepsia (Helmstaedter 2017). Embora sua
fisiopatologia seja pouco compreendida, evidéncias sugerem que entre os fatores
principais na etiopatogenia da epilepsia estdo os disturbios da barreira
hematoencefalica (BHE) (Pearson-Smith 2017), estresse oxidativo (Pitkdnen 2009),

inflamacédo (Pitkanen 2009), hipoxia (Bar-Klein et al. 2017) e alteracbes em
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neurotransmissores (Loscher 2010), favorecendo o desenvolvimento e recorréncia de
convulsdes com danos cerebrais (Aroniadou-Anderjaska et al. 2017; Aronica 2011,
Choi 2008).

A BHE é essencial para a manutencdo da homeostase cerebral (Martinc 2011;
Sweeney et al. 2019; Varatharaj 2017). Ela € formada essencialmente por células
endoteliais, células epiteliais escamosas, membrana basal, pés perivasculares dos
astrocitos fibrosos e astrécitos protoplasmaticos (Martinc 2011; Sweeney et al. 2019).
Seus componentes estruturais importantes sdo as mdultiplas juncdes estreitas entre
células adjacentes dos capilares vasculares, parénquima cerebral e regibes
anatbmicas distintas do cérebro, como o neocortex (Martinc 2011; Sweeney et al.
2019; Varatharaj 2017; Lukiw 2020).

A BHE regula seletivamente os compartimentos intracelulares do SNC, assim,
isola-se das rapidas mudancas bioquimicas e biofisicas que podem ocorrer na
circulacao sistémica (Sweeney et al. 2019; Tulkens et al. 2018; Logsdon et al. 2018;
Varatharaj 2017). Logo, 0 excesso de estresse oxidativo e inflamagéo sistémica e/ou
neural provenientes da convulsdo afeta as juncbes endoteliais, aumentando a
permeabilidade da BHE e o surgimento de novas convulsdes (Kazm et al. 2020).

O estresse oxidativo desempenha um papel significativo na patogénese e
progressao da epilepsia (Etemad et al., 2019; Khodayar et al., 2019). Seu excesso
produz espécies reativas de oxigénio (ROS) induzindo o aumento da concentracdo de
Ca?*, super ativacdo dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e deplecdo de
antioxidantes (GSH, GST, SOD, CAT) (Fisher 2017). Além disso, contribuem para as
alteracdes na estrutura da membrana lipidica, proteinas celulares e DNA (Khodayar
et al., 2019). (Fisher 2017).

A atividade excessiva dos receptores de NMDA ativam neurbnios com
concentracGes potencialmente téxicas pelo influxo de célcio (Ca?*) e sédio (Pitkéanen
2002; Fabene et al. 2008). As interacdes excessivas de glutamato-NMDA levam a
excitotoxicidade, promovendo também apoptose, que podem estar intimamente
envolvidas na fisiopatologia da epilepsia. Por outro lado, o bloqueio excessivo do
glutamato em varios disturbios, via NMDA também pode ser deletéria (Feigenbaum et
al. 1989; Larkin 2011). Além disso, também ha evidéncias de que o desequilibrio entre

o inibidor do GABA e a neurotransmissao estimuladora do glutamato promove a perda
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seletiva de neurénios inibitérios (GABAérgicos) (Janigro 2013; Trinka 2011; Zibell et
al. 2008; Aronica et al. 2012).

Outro fator importante na epileptogénese é a inflamacao (sistémica e neural)
que afeta a excitabilidade neural (Manford 2017). As citocinas inflamatérias agravam
a resposta imune como também a regulacdo da hiperexcitabilidade neuronal pré e
antiepiléptica (lori 2016). A elevacdo dos niveis de citocinas promove disfuncdes
celulares com hiperexcitabilidade e excitotoxicidade, contribuindo para crises
epilépticas, morte neuronal e déficits cognitivos (Kobylareck et al. 2019). Alguns
autores sugerem que 0s mecanismos imunolégicos também estejam implicados na
etiologia de certas epilepsias, como a encefalite limbica (Vezzani 2011), encefalite de
Rasmussen e até mesmo as epilepsias comuns (Dalmau et al. 2008; Ramaswamy
2013).

Dentro dos modelos experimentais para estudo da epilepsia destaca-se a
inducao por pentilenotetrazol (PTZ) (Picot et al. 2008; Shimada 2018; Dahlin 2019). O
PTZ é um antagonista do receptor GABA-a que blogqueia as ac¢bes do
neurotransmissor inibitério (GABA) enddgeno removendo o tdnus inibitério normal
(Shimada 2018; Schmidt 1987). Essa inducdo € um método simples denominado
kindling quimico que provoca convulsfes repetidas nos animais, e se assemelha a
fisiopatologia da epilepsia, permitindo observar a vulnerabilidade as convulsdes e
agravamento das crises, assim como investigar danos neuronais apds crises
epilépticas (Squires 1984; Tourov et al. 1996; Bragin et al. 2005; Karim et al 2018).

1.3Farmacologia na Epilepsia

A terapéutica farmacolégica atual € realizada por meio de farmacos
antiepiléticos (FAE’s) que tem como objetivo a prevencao de convulsdes e atenuar 0s
efeitos negativos no bem-estar geral, incluindo cogni¢éo, humor e funcdo endécrina
(Jacob 2016; Liu 2017). A escolha do FAE é realizada de acordo com a qualidade das
evidéncias obtidas no diagnostico que favorecem uma prescrigdo individualizada,
baseada no tipo de crise, presenca de sindrome epiléptica, uso de outros
medicamentos, comorbidades, estilo de vida, idade, status fisiolégico, condicdes

financeiras e preferéncia do paciente (Liu 2017).
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Apesar da disponibilidade de diferentes FAE's no mercado, alguns sao
considerados antiepilépticos tradicionais, como por exemplo, clonazepam,
flurazepam, clobazam e diazepam (Guerreiro 2016, Abou-Khalil 2016). Quando
iniciado o tratamento é recomendada a farmacoterapia (monodroga) mais adequada
antes das possiveis combinacdes. Esta conduta visa alcancar o controle total das
crises com o0 minimo de impacto dos efeitos adversos que possam interferir na
qualidade de vida do individuo e inclusive na adeséo terapéutica (Ohno et al. 2010;
Helmstaedter 2017; Mutanana 2020).

Apesar de apresentarem boas respostas na reducao das crises epilépticas por
mecanismos distintos, os FAEs apresentam efeitos indesejados, tais como fadiga,
indisposicao estomacal, nauseas, tonturas, visoes turvas, retencao urindria, disfuncéo
sexual, reacOes alérgicas (erupg¢des cutaneas), sonoléncia, desatenc¢ao, inquietacao
(Perucca 2007; Lalonde et al. 2007), além de afetar a memdria, linguagem,
planejamento, raciocinio, causar mudancas de humor, ansiedade, distlrbios do sono
e no ritmo circadiano (Wahab 2010; Karceski 2007). Os efeitos adversos descritos
acima estdo associados a interrupcao e descontinuidade do tratamento (Karceski
2007; Chamberlain et al. 2020).

Ao restringirem apenas os sintomas da convulsdo e ndo descaracterizarem o
desenvolvimento da epilepsia, os FAEs favorecem o surgimento dos efeitos deletérios
sistémicos pelo uso cronico como disbiose intestinal, perda de peso e aumento do
estresse oxidativo (Bialer 2010; Chamberlain et al. 2020). Além disso, cerca de 30%
dos pacientes sao resistentes ao tratamento com FAEs e 30% continuardo
apresentando crises refratarias (Kwan 2000; Chang 2003; Liu 2017).

A lacuna de tratamento varia de 10% nos paises desenvolvidos a 75% nos
paises em desenvolvimento, sendo este um problema de saude publica (Meyer et al.
2010; Bergey et al. 2015). Estes dados mostram o desafio que os FAE’s enfrentam
diante da complexidade da doenca, sua causa multifatorial e 0os varios mecanismos
alterados (Helmstaedter 2017; Bergey et al. 2015).

Atualmente, o levetiracetam, farmaco de segunda geracdo com boas
repercussodes cientificas, tem sido muito indicado para epilepsias focais em pacientes
adultos como monoterapia, e como terapia adjuvante em criancas (Patanwala,2016;

Ito 2016; Liu 2017). O seu mecanismo de acao ndo age de forma direta na atividade
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neurotransmissora inibitéria e excitatéria, mas parece estar confinado as membranas
plasmaticas sinapticas no SNC, sem ocorréncia de ligagcdo no tecido periférico
(Kawicka 2013; Pohimann-Eden et al; 2016; Nevitt 2017). Outros autores afirmam que
o levetiracetam atua inibindo o disparo em surto sem afetar a excitabilidade neuronal
normal (efeito uso-dependente), o que sugere que pode prevenir seletivamente a
hipersincronizacdo do disparo em surto epileptiforme e a propagacao da atividade
convulsiva (Bialer 2010; Chamberlain et al. 2020).

Outra proposta de farmaco é o diazepam, um benzodiazepinico ansiolitico de
acao rapida e de longa duracdo comumente utilizado para tratar transtornos de
ansiedade, convulsGes agudas recorrentes, espasmos musculares graves e
espasticidade associada a disturbios neurolégicos (Dhaliwal 2022). Os
benzodiazepinicos exercem seus efeitos facilitando a atividade do acido gama-
aminobutirico (GABA) em varios locais, especificamente, ligam-se a um sitio alostérico
na interface entre as subunidades alfa e gama nos canais ibnicos de cloreto do
receptor GABA-A. Com isso, aumenta a abertura de canais de cloreto gerando uma
hiperpolarizagdo da membrana neuronal e diminuindo, portanto, a excitabilidade

neuronal minimizando as crises (Calcaterra 2014; Nutt 2001; Dhaliwal 2022).

1.4Eixo bidirecional: Intestino-cérebro

A microbiota intestinal € composta por 10-100 trilhdes de microrganismos que
residem no trato gastrointestinal e interagem com o hospedeiro de forma crucial e
protetora para manter um equilibrio microbiano e a integridade da barreira intestinal
(Qin et al. 2010; Faith et al. 2013; Caporaso et al. 2011; ChatziKonstantinou, 2012).
Além disso, atua na digestédo dos alimentos, fornecimento de nutrientes essenciais ao
corpo, protecdo contra patdgenos e controle do crescimento e diferenciacdo das
células epiteliais intestinais (Guarner & Malagelada 2003; Tremaroli & Backhed 2012).

Contudo, este ambiente estd constantemente exposto a perturbacdes
ambientais devido a ingestéo de diferentes alimentos, exposi¢cao constante a novos
microrganismos e protozoarios, medicamentos e doengas existentes. Essas

perturbacdes afetam a composicdo da microbiota enquanto ela produz metabdlitos
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que podem alterar a fisiologia do hospedeiro com desequilibrio associado a
disfuncdes, considerado estado de disbiose (Javier et al. 2016; Sittipo et al. 2018).

A existéncia desse eixo bidirecional fornece a microbiota intestinal e seus
metabdlitos vias aferentes para acessar o cérebro (Sommer et al. 2017). Entre estas
vias, destacam-se as conexfes neurais (Wang et al. 2002; Meyer 2011), o eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA), a biossintese de neurotransmissores por
bactérias intestinais, o sistema imunoldgico intestinal (Browne et al. 2011), além da
interconexao entre a barreira intestinal e a BHE (Diamond et al. 2011; Erny et al.
2015). Neste contexto, uma microbiota intestinal saudavel e estavel desempenha um
papel vital na manutencao da integridade da BHE (Chatzikonstantinou 2021), assim
como da fungéao, metabolismo (Nicholson et al. 2012; Shi et al. 2017) e imunidade
intestinal (Velagapudi et al. 2010), sendo inclusive capaz deregular o eixo intestino-
cérebro (Olszak et al. 2012).

1.5Probidtico kefir

O probidtico kefir é originario do Caucaso, passado de gera¢cdo a geracao pelos
seus diversos beneficios, proveniente do Keif eslavo, que significa “bem-estar’ ou
‘viver bem” (Rosa et al. 2017; Kabak 2011; Lopitz et al. 2006). O kefir € um leite
fermentado com acédo probidtica, ou seja, uma bebida que contém microrganismos
vivos capazes de fornecer beneficios a salde, modulando a microbiota intestinal do
hospedeiro (Mayer 2011; Pavlov 2015; Pereira et al. 2022). Devido & sua composicao,
tem sido descrito como uma bebida probidtica natural (Lopitz et al. 2006; Pimenta et
al 2020).

Os gréaos de kefir apresentam diametros que variam entre 1 a 15 mm (Souza et
al. 1984) e consiste em uma mistura de espécies microbianas pertencente ao grupo
de bactérias do &cido latico (Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus
e Leuconostoc), leveduras (Kluyveromyces, Saccharomyces e Torula) (Rathore 2012;
Marsh et al. 2013), ligados a uma matriz de polissacarideos, denominada kefiran
(Ahmed et al. 2013; Nalbantoglu et al. 2014). O leite fermentado a partir destes graos

apresenta consisténcia cremosa e sabor levemente acido, além da presenca de
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pequenos niveis de alcool, acido acético, vitaminas (B1, B12 e K, &cido félico) (Fahmy
& Ismail 2015; Yilmaz-Ersan et al. 2017) minerais e aminoacidos,

Este probidtico tem demonstrado vérios efeitos como acgdo antimicrobiana
(Hong et al. 2009; Slaterry et al. 2019), imunomodulatéria (Wei-Sheng 2010), acao
antitumoral (Anselmo et al 2010), antimutagénica (Wei-Sheng 2010; Guzel-Seydim et
al. 2006), antigenotoxica (Grishina et al. 2011), antioxidante (Jalali et al. 2016; Chen
et al. 2019; Pimenta et al 2020; Ton et al 2020) e anti-inflamatdria (Chen et al. 2019;
Pimenta et al 2020). Além disso, cada vez mais estudos demonstram o efeito do
consumo de kefir, associado a melhora na cicatrizacdo de feridas (Young-In 2006),
em alergias (Huseini et al. 2012), como, reducéo do colesterol (Anselmo et al 2010),
glicemia (Young-In 2006) e pressao arterial (Friques et al. 2015; Klippel et al. 2016).

Historicamente, o consumo de kefir tem sido associado a saude. Alguns paises
recomendam que pessoas saudaveis consumam o leite fermentado a partir dos gréaos
de kefir para diminuir o risco de desenvolvimento de algumas doencas, (St-Onge et
al. 2002; Farnworth & Mainville 2003; Dobson et al. 2011). Considerando a importante
relacdo intestino-cérebro, estudos do nosso grupo e de outros apontam que 0O
consumo de kefir tem sido associado a diminuicdo da inflamacdo e do estresse
oxidativo e poderia ter acdo na epilepsia (Anselmo et al 2010; Friques et al. 2015;
Klippel 2016; Ton et al 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

Embora o tratamento farmacolédgico para epilepsia ndo seja recente, ainda se
mostra insuficiente para conter as crises epilépticas em muitos pacientes. Além disso,
€ um tratamento de alto custo, muitas vezes ineficaz como monoterapia, com risco de
efeitos adversos graves incluindo o comprometimento da cognicdo, comportamento e
produtividade do individuo, o que leva a descontinuidade do tratamento por muitos
pacientes. Neste contexto, investigar tratamentos alternativos naturais que atuem de
forma sinérgica com o FAEs disponiveis reduzindo os efeitos adversos, prolongando
a monoterapia e aceitacdo do tratamento torna-se extremamente oportuna,
principalmente em paises em desenvolvimento como o Brasil.

Deste modo, nossa hipétese € que o probidtico kefir possa ser promissor como
adjuvante no tratamento da epilepsia devido a diversidade de efeitos benéficos
demonstrados em vérias doencas, inclusive neuroldgicas. Além disso, por ser um
nutracéutico de baixo custo para o paciente e de alta relevancia cientifica, o kefir surge
como um potencial adjuvante no tratamento da epilepsia, especialmente pela sua

acao antioxidante e anti-inflamatoria.

27



3. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Avaliar o efeito neuroprotetor do probidtico kefir como adjuvante do tratamento

farmacoldgico em modelo experimental de epilepsia.

3.20Dbjetivos especificos

- Comparar o efeito neuroprotetor do kefir comercial e artesanal na epilepsia;

- Comparar o efeito neuroprotetor do probidtico kefir associado ao

anticonvulsivante;

- Avaliar a frequéncia, intensidade e laténcia das crises convulsivas de acordo

com a Escala de Raccine Modificada nos diferentes grupos experimentais;
- Determinar o efeito dos tratamentos sobre:
- O estresse oxidativo neural;
- A viabilidade e apoptose neural;
- As alteracdes em macromoléculas sistémico e neural,

- As alteracdes da citoarquitetura neural.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenho experimental

Este estudo experimental randomizado foi aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais da Universidade Vila Velha- ES (CEUA UVV: n°6012021) respeitando
as diretrizes éticas recomendadas pela National Intitute of Health (NIH). Para este
estudo foram utilizados 90 camundongos machos da linhagem C57BL/6, pesando 25-
35g, originarios do Biotério da Universidade Vila Velha. Os animais foram mantidos
em gaiolas com no maximo 03 animais, com agua e comida ad libitum, mantendo o

ciclo de claro/escuro.

4.2. Animais

Os animais foram divididos aleatoriamente em nove grupos (n=10): Controle
(CONT - solucéo salina); Diazepam TEUTO® (DZP - 10mg/Kg); Levetiracetam Etira®
(LEV — 50mg/Kg); Kefir artesanal (KEF 300pL/Kg); Kefir comercial (KEI — 300uL/KQ);
Kefir e diazepam TEUTO® (KEF - 300uL/Kg; DZP 10 mg/Kg); Kefir e levetiracetam
Etira® (KEF - 300pL/Kg; LEV — 50 mg/Kg); Kefir comercial e diazepam TEUTO® (KEI
- 300uL/Kg; DZP - 10mg/Kg); Kefir comercial e levetiracetam Etira® (KEI 300uL/Kg;
LEV - 50mg/Kg). Os medicamentos foram administrados por via intraperitoneal (i.p) e
0s probidticos por gavagem.

Os animais foram tratados diariamente por 5 dias, e no sexto dia foi
administrado pentilenotetrazol (60mg/Kg i.p - PTZ Sigma-Aldrich) para inducédo das
crises convulsivas (Shimada & Yamagata, 2018; Hamed Shafarood et al.2018).
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1° dia 5° dia 6° dia

CONT
(300 pl/Kg, gavagem e £p.)

DZP
(10mg/Kg, i.p.)

LEV
(50mg/Kg, £p.)

KEF
(300 pl/Kg, gavagem)

KEI
(300 pl/Kg, gavagem)

KEF + DZP
(300 pl/Kg, gavagem; 10mg/Kg, i.p.)

Tratamento experimental

KEF + LEV
(300 pl/Kg, gavagem; 50mg/Kg, i.p.)

E
:
E
5
2
E
g
5

KEI + DZP
(300 pi/Kg, gavagem; 10mg/Kg, i.p.)

KEI + LEV
(300 pl/Kg, gavagem; 50m/Kg, i.p.)

Figura 1: Desenho experimental do estudo. Criado pela prépria autora em Bio.Render.com.

4.3. Tratamentos experimentais

4.3.1 Kefir artesanal

A preparacdo do kefir de leite foi realizada no Laboratério de Fisiologia e
Farmacologia Transacional da Universidade Vila Velha, ja previamente estudado e
suas cepas e peptideos bioativos bioativos ja identificados (Friques et al. 2015;
Amorim et al. 2019). Os graos de kefir foram incubados com leite UHT (concentragéo
do kefir: 4%) e mantidos em temperatura ambiente por 24 horas, apds, foram coados
e o produto filtrado mantido por mais 24 horas a — 4°C, foram realizadas aliquotas de
1 mL e congeladas a -20°C até sua utilizacdo. O kefir foi administrado por gavagem
aos grupos KEF, KEF+DZP e KEF+LEV por um periodo de cinco dias consecutivos.

4.3.2 Kefir comercial
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O kefir comercial (Keiff®) é feito com leite fresco, rica fonte de proteinas,
vitaminas (calcio, fésforo e magnésio) livre de conservantes, sem adicdo de acucar,
zero gluten e lactose. Composto por 14 tipos de microrganismos vivos benéficos a
saude, sendo eles: Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus lactis, Lactococcus lactis subsp. Cremoris. Lactococcus
lactis subsp. Lactis, Lactococcus lactis subsp. biovar diacetylactis, Leuconostoc
mesenteroides, Leuconostoc pseudomesenteroides, Streptococcus thermophilus,
Debarymyces hansenii. Para praticidade no tratamento foram realizadas aliquotas de
1 mL e congeladas a -20°C até sua utilizacdo. Foi administrado por gavagem aos

grupos KEI, KEI+DZP e KEI+LEV por um periodo de cinco dias consecutivos.

4.4. Inducao das crises convulsivas

No sexto dia, os animais foram colocados em gaiolas individuais com agua e
comida ad libitum, e as crises epilépticas foram induzidas em dose Unica com PTZ
(60mg/Kg i.p - em salina 0,9%) (Hamed Shafarood et al. 2018; Shimada & Yamagata
2018).

4.5. Analise comportamental

4.5.1. Gravacao dos videos

Apos a inducdo das crises convulsivas por PTZ, os camundongos foram
isolados em gaiolas de forma individual e as filmagens realizadas e captadas via
smartphone posicionado na horizontal, por 30 minutos. Apds 30 minutos, 0s animais
foram eutanasiados com tiopental sédico (60mg/Kg i.p) para coleta de amostras

biolégicas.
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45.2. Escala de Raccini Modificada

As analises das filmagens foram realizadas cegamente por um unico avaliador
pela Escala de Raccini modificada (Erum et al. 2019). Foram quantificados os estagios
das crises convulsivas, periodo de laténcia até a primeira crise leve, crise grave e

morte do animal (Tab. 1).

Tabela 1: Escala de Raccini Modificada.

Estagio “0” (zero) Sem resposta.
Estagio “1”7 (um) Hiperatividade, inquietacédo e vibracéao.
Estagio “2” (dois) Movimentos verticais repetidos, mioclonias.
Estagio “3” (trés) Clénus em patas uni ou bilateral.
Estagio “4” (quatro) Crises clonicas em patas dianteiras.

o apw g Movimentos tOnico-clonicos generalizados
Estagio “5” (cinco)

com queda.

Estagio “6” (seis) Extensado das patas traseiras.
Estagio “7” (sete) Morte.

4.6. Andlise sistémica e neural

4.6.1. Obtencédo do sangue e cérebro

ApOs a auséncia total de reflexos, a coleta de sangue foi realizada por puncao
intracardiaca, em seguida, a amostra foi transferida para um microtubo contendo o
anticoagulante EDTA. Para o isolamento do plasma, o microtubo foi centrifugado a
200 G por 10 minutos, o plasma coletado e armazenado a -80°C até analise. Apos a
retirada do escalpo, foi removida a calota craniana, para a obtencdo do cérebro e
isolamento das células cerebrais. O cérebro dos animais destinados a histologia foi

armazenado em PFA a 4% para analise posterior.
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4.6.2. Isolamento das células cerebrais

Apoés a retirada do cérebro foi realizado um corte coronal expondo a regiao
frontal cerebral. Este tecido foi colocado em uma placa de Petri gelada, coberta com
PBS. As amostras teciduais foram cuidadosamente cortadas com uma lamina de
bisturi, depois transferidas para malha de separacéo de células e centrifugadas a 200
G por 10 minutos, no final, o sobrenadante foi descartado. As células foram
ressuspendidas em 1 mL de solugdo de armazenamento (95% de SFB e 5 % de
DMSO), colocadas no -20°C por 24 horas e armazenadas no Ultrafreezer -80°C até a
analise (Lee, 2013).

4.6.3. Analise da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A producdo de H20: foi estimado através da fluorescéncia emitida pela
diclorofluoresceina (DCF), que é um produto da oxidacdo de DCFH-DA, um éter nao
fluorescente, internalizado pelas células e que se incorpora as regides hidrofdbicas.
Apos entrar na célula, sofre acdo de esterases intracelulares, resultando na formacéo
de um composto intermediario (DCFH), que pode ser oxidado pelo peroxido de
hidrogénio (H202) formando um composto fluorescente diclorofluoresceina (DCF), que
por ser apolar fica aprisionado no interior da célula (Campagnaro et al. 2013).

Para a preparacdo das amostras de células cerebrais isoladas foram
ressuspendidas em 1mL de PBS na concentracdo de 1x108 células/mL e incubadas,
no escuro, com DCF-DA (20 mM/L) por 30 minutos a 37°C. Para controle positivo, as
amostras foram incubadas por 5 minutos com 50 mM H20:2. As células entdo foram
lavadas e ressuspendidas com PBS e mantidas no gelo e protegidas da luz até a
aquisicdo dos dados no citbmetro de fluxo. Entdo, este corante foi adicionado a
suspensao das células cerebrais e incubado a 37°C por 180 minutos no escuro. Os
dados foram adquiridos usando o citdmetro de fluxo FACSCanto Il (BD) e analisado

pelo Software FCS Express.
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4.6.4. Analise da viabilidade e apoptose celular

Para determinar a viabilidade e apoptose das células neurais foi realizada a
marcacdo com o reagente Annexin V-FITC Detection Kit® (BD Pharmingen, San
Diego, CA, USA), composto da proteina anexina V conjugada Pa fluoresceina (FITC)
e do corante intracitoplasmatico de propideo (Pl: Propidium lodide), seguida de
analise em citbmetro de fluxo. Este ensaio consiste na ligacéo eficiente da proteina
anexina V aos residuos do fosfolipidio fosfatidilserina. O PIl, marcador padrdo de
viabilidade, é usado para distinguir células viaveis de ndo-viaveis, ja que as células
vidveis e com membrana intacta ndo sédo coradas. Além disso, Pl é usado em conjunto
com anexina V para permitir a identificacdo de células em estagio inicial e final de
apoptose. Os dados foram adquiridos usando citdmetro de fluxo FACSCanto Il (BD) e
analisado pelo Software FCS Express (De Novo) (Campagnaro et al. 2013; Barbosa
et al. 2018).

4.6.5. Determinacao de produtos de oxidacao proteica (AOPP)

Com o plasma e as células cerebrais isoladas foi realizado o ensaio de produtos
avancados de oxidacdo proteica (AOPP), considerado um marcador indireto de
estresse oxidativo. Witko-Sarsat et al. descreveram pela primeira vez um produto
protéico de oxidacdo avancada (AOPP), formado pela acdo do estresse oxidativo
sobre proteinas e aminoacidos, pela acdo de oxidantes clorados, principalmente acido
hipocloroso e cloraminas. Esses oxidantes sdo produzidos pela mieloperoxidase
liberada pelos neutréfilos ativados, pelo desequilibrio nos mecanismos antioxidantes
como ac¢les inadequadas de enzimas antioxidantes, auto-oxida¢do e acumulo de
metabalitos ndo eliminados pelos fagocitos. Como consequéncia, esses radicais livres
e ROS agem sobre as proteinas produzindo AOPP (Witko-Sarsat et al- 1996).

Para analise de oxidacao de proteinas, as amostras de plasma e cérebro foram
descongeladas e diluidas em solugéo tampéao (PBS) 1:50. Em seguida, sao pipetados
40uL de amostra em uma placa de 96 pogos em duplicatas e adicionado 160 pL de

PBS, 10uL de iodeto de potassio 1,6 mol/L e 20uL de acido acético glacial P.A. A
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placa é agitada (Orbital Shaker-70rpm) por 6 minutos e realizada a leitura 340 nm no
leitor Elisa (Spectramax-190; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) e comparada
com a curva padrdo de cloramina T por mg de proteina. As proteinas totais sédo
quantificadas pelo método de Bradford (Witko-Sarsat et al- 1996).

4.6.6 Andlises de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

O ensaio espectrofotométrico do TBARS baseia-se na reacdo entre o
malondialdeido (MDA) e o &cido tiobarbitdrico (TBA), um marcador de peroxidagéo
lipidica. Para andlise de peroxidacéo lipidica foram utilizadas amostra de plasma e
tecido cerebral. Foram pipetados 50 pL da amostra (1:10) misturados em 200 pL de
1% de TBA. Ap0s a diluicdo os tubos foram dispostos no bloco do termo shaker (Kasvi
— K80-220) e condicionados por 1 hora a 95° C e ap0s esse tempo resfriados a ~ 22
° C. Em seguida 80pL foram adicionados em microplaca de 96 pocos e a leitura foi
realizada a 532 nm usando um espectrofotobmetro (Spectra-MAX-190, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA). Este parametro foi quantificado como 44 nmol de
MDA/mg de proteina, usando o método de Bradford (Ohkawa et al., 1979; Coutinho
et al 2017).

4.6.7 Analise Histolbdgica

Os cérebros dos animais foram dissecados, clivados longitudinalmente e
fixados em formol 10% tamponado para analises histologicas. A preparacéo
histologica para inclusdo em parafina ocorreu em processador de tecidos
automatizado (Lupetec PT05). O material biologico foi desidratado, por 60 minutos,
em solucBes crescentes de alcool (70-100%), clarificados em trés banhos de xilol por
30 minutos cada, embebidos e emblocados em parafina com auxilio de uma central
de inclusdo em parafina (Lupetec CI 2014). Em seguida, os blocos foram seccionados
em micrétomo rotativo (Leica RM2125 RTS). Os cortes, com espessura de 5 um,
foram coletados em laminas de vidro e submetidos as seguintes técnicas de coloracéo
de hematoxilina de Harris e coloracao de Nilss (Junqueira 1983).
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4.6.8. Coloracao de Nissl para substancia de Nissl no citoplasma do Neurénio

O método de Nissl € utilizado para coloracdo de células nervosas com
finalidade evidenciar a substancia cromdfila ou tigréide, que esta presente nos corpos
celulares e dendritos dos neurdnios. Essa técnica revela os corpos celulares dos
neurdnios por corar em azul purpura os nucleos e substancia de Nissl.

As seccdes foram desparafinizadas, desidratadas e mantidas na solugéao de
cresil violeta 1% por 60 minutos e posteriormente lavadas em agua destilada. Os
neurénios em 4 zonas do lobo frontal, em um aumento de 400X, foram contados por
dois observadores cegos para o histérico de tratamento. Em ambas as técnicas, as
laminas foram montadas em meio de montagem DPX (Distrene Plasticiser Xylene)
(Sigma) e analisadas cegamente e foto documentadas sob microscopio éptico (AX70,
Olympus Corporation, Japao) equipado com camera fotografica (AxioCam ERCc5s,

Carl Zeiss, Alemanha).

4.7. Analise estatistica

Para inicio do estudo, a randomizacdo simples foi usada para atribuir cada
animal a um grupo de tratamento especifico. A aquisi¢cdo e analise de dados foram
feitas as cegas. Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Todos os conjuntos de dados foram
primeiro analisados para determinar se os valores foram derivados de uma
distribuicdo gaussiana pelo teste de normalidade D'Agostino-Pearson. Os dados que
ndo atenderam aos critérios de normalidade foram analisados usando um teste de

Kruskal-Wallis.

Para identificar os efeitos do tratamento foi realizada analise de variancia
(ANOVA), uma via, seguido de teste post hoc de Tukey, usando o software Prisma
(Prisma 8.0, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). A gravidade ou a laténcia
das convulsfes entre os grupos de tratamento foram comparadas com um teste de

Mann-Whitney ou um teste t ndo pareado. A incidéncia de fendbmenos convulsivos
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individuais foi comparada primeiro com X? - testar as tendéncias e, posteriormente, 0s
grupos de tratamento usando um teste exato de Fisher. Os resultados de periodo de
laténcia, total de crises e os demais protocolos foram expressos como média + EPM.

As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1Anélise do peso corporal

Observamos que ao longo dos 6 dias de experimento a média de peso corporal

entre 0 1° e 6 ° dia n&o foi diferente entre o grupo controle (30£1g) e os grupos tratado
(DZP 30+1g; LEV 30+1g; KEF 29+1g; KEI 32+1g; KEF+DZP 31+1g; KEF+LEV 29+1g;

KEI+DZP 31+1g e KEI+LEV 30+1g).
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Figura 2: Andlise da média do peso corporal dos grupos de tratamento entre o 1° e 6° dia de
experimento (n=10). O resultado do peso do 1° e 6° dia é expresso pela média + erro padrdo da média.

(ANOVA-1 way, Tuckey post hoc test).
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5.2Analise comportamental segundo a Escala de Raccine Modificada

Nosso estudo evidenciou (Figura 3A) que apoOs o tratamento com kefir, 6
animais do grupo KEF apresentaram score menor que “6” na escala de Racine
modificada comparados aos animais dos outros grupos (CONT, DZP, LEV, KEF+DZP,
KEF+LEV e KEI+LEV apresentaram 6 animais com score “6”; KEI e KEI+DZP 7
animais com score “6”). E importante destacar que um animal do grupo KEF n&o
apresentou nenhum tipo de crise, marcando o score “0”.

Ao analisar o total de crises convulsivas (Figura 3B) foi possivel evidenciar que
0s grupos tratados com kefir artesanal (KEF, 11+2 crises) e comercial (KEI, 10+2
crises) apresentaram uma reducéo significativa no total de crises em relacdo aos
grupos CONT (324 crises), DZP (2945 crises) e LEV (30+3 crises). Logo observamos
gue 0s grupos associados com probidticos (KEF+DZP, 19+1 crises; KEI+LEV, 1912
crises e KEI+LEV, 20+2 crises) demonstrou ser promissores comparados com o
CONT (3244 crises). Além disso, vale destacar que o grupo KEF (112 crises) ndo
apresentou diferenca aos seus respectivos grupos associados KEF+DZP (191
crises) e KEF+LEV (21+2 crises), assim como o grupo KEI (10£2 crises) e 0S grupos
KEI+DZP (1942 crises) e KEI+LEV (20+2 crises).

Ao aprofundarmos no total de crises, analisamos a incidéncia do tipo de crises
convulsivas nos grupos experimentais. Identificamos que as crises generalizadas se
mantiveram 250% em todos os grupos de tratamento, porém, os grupos CONT (60%)
e LEV (60%) apresentaram a maior porcentagem de crises generalizadas (Figura 3 —
C) assim como o total de crises (Figura 3B).

Correlacionando a figura 3 (A-B-C) identificamos que o grupo KEF atingiu
menores escores da escala, menor nimero total de crises e incidéncia de 50% de

crises parciais e 50% de crises generalizadas.
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Figura 3: Efeitos do probidtico kefir em convulsdes induzidas por PTZ (n=10). Foi analisada a gravidade
da crise convulsiva (A), total de crises convulsivas por grupo (B) e incidéncias de crises parciais e
generalizadas (C). O resultado do score € expresso pela mediana e o total de crises é expresso pela
média + EPM. CONT *p < 0.05, DZP # p < 0.05 e LEV & p < 0.05 (ANOVA-1 way, Tuckey post hoc
test).

Em nosso estudo foi possivel observar que o tratamento com kefir artesanal
isolado (KEF: 148+11 s) foi capaz de aumentar o periodo de laténcia (Figura 4 — A)
guando comparado com os demais grupos (CONT: 93+11; DZP: 89+6; LEV: 86%6;
KEI: 102+5; KEF+DZP: 112+4; KEF+LEV: 9016 s).

Os grupos CONT, KEI e KEI+LEV (6 animais — 60%) apresentaram maior
mortalidade quando comparado com o grupo KEF (5 animais — 50%). Os grupos DZP
(4 animais — 40%), KEF+DZP (4 animais — 40%), LEV (4 animais — 40%), KEF+LEV
(4 animais — 40%) e KEI+DZP (4 animais — 40%) apresentaram menor mortalidade

apos a inducdo com PTZ.
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Figura 4: Efeitos do probiético kefir em convulsdes induzidas por PTZ (n=10). Foi analisado o periodo
de laténcia (A) e mortalidade (B). O resultado do periodo de laténcia é expresso pela média + EPM.
CONT *p < 0.05, DZP # p < 0.05, LEV & p < 0.05 e KEF $ p < 0.05 (ANOVA-1 way, Tuckey post hoc
test).

5.3Analise da oxidacao de proteinas e peroxidacéo lipidica plasmética

Ao longo de 5 dias de tratamento os grupos DZP (0,20+0,5 pmol/mg), LEV
(0,34+0,13 pmol/mg), KEF (0,21+0,07 pumol/mg), KEI (0,28+0,4 pmol/mg), KEF+DZP
(0,07£0,04 pmol/mg), KEF+LEV (0,22+0,05 umol/mg), KEI+DZP (0,26+0,8 pmol/mg),

KEI+LEV (0,02+0,02 pmol/mg) apresentaram menor oxidacdo de proteinas
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plasmaticas em relacdo ao grupo CONT (0,81+0,17 pumol/mg). Simultaneamente, 0s
mesmos grupos apresentaram diminuicdo da peroxidacédo lipidica sistémica (DZP:
2,80x10°+1,35x10%; KEF: 2,78x10°+1,25x106; KEF+DZP: 3,62x10° + 9,61x107;
KEF+LEV: 2,49x10°+4,78x10""; KEI+DZP: 2,52x10° £3,27x10° umol/mL).
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Figura 5: Alteracbes em macromoléculas plasmaticas. A) Oxidacdo de proteinas B) Peroxidagéo
lipidica. O resultado é expresso pela média + EPM. CONT *p<0.05, DZP #p<0.05, LEV &p<0.05, KEF
$p< 0.05 e KEI @ p< 0.05. (ANOVA-1 way, Tuckey post hoc test).

5.4Andlise do estresse oxidativo cerebral
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Foi possivel observar que os grupos que receberam algum tipo de tratamento
(DZP 815,9+3,9; LEV 628,9+10,7; KEF 456,4+7,2; KEIl 553,2+11,1; KEF+DZP
707,5+£18,3; KEF+LEV 613,5+4,5; KEI+DZP 848,3+10,4 e KEI+LEV 1003%5,2 a.u.)
apresentaram reducédo da producdo de ROS quando comparados ao grupo controle
(CONT: 2368+40,3 a.u.).

Em nosso estudo a administracédo de kefir isolado (KEF: 456,4+7,2 a.u.)
mostrou diminuicdo importante na producao de ROS em relagédo aos grupos controle
(2368+40,3 a.u.), kefir comercial (KEIl: 553,2+11,1 a.u.), anticonvulsivantes isolados
(DZP 815,9+3,9; LEV 628,9+10,7 a.u.) e associacdoes (KEF+DZP: 707,5+18,3;
KEF+LEV 613,5%+4,5 a.u.).

3000-
2000+

o
3
LL
Q
a

1000+ - # o ﬁ

* # o

*

0- T T T

& A < >

& v NZ & &

Figura 6: Andlise do estresse oxidativo por DCF. O resultado é expresso pela média + erro padrao da
média CONT *p < 0.05, DZP # p < 0.05, LEV & p < 0.05, KEF $ p < 0.05 e KEI @ p < 0.05 (ANOVA-1

way, Tuckey post hoc test).

5.5Analise da viabilidade e apoptose cerebral

Na figura 6 observamos que os tratamentos foram capazes de diminuir a morte

de células cerebrais (DZP 24+1,6; LEV 14+1,1; KEF 2,6+0,4; KEI 9,8%1,7; KEF+DZP
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7,710,3; KEF+LEV 2,7+0,25; KEI+DzZP 12,3+0,4 e KEI+LEV 6+0,2 %) quando
comparado com o grupo CONT (43,8%£2,3 %). Na figura 6 destaca-se a baixa

porcentagem de apoptose no grupo tratado com kefir artesanal isolado.
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Figura 7: Analise de apoptose celular. O resultado é expresso pela média + erro padrdo da média.
CONT *p < 0.05, DZP # p < 0.05, LEV & p < 0.05, KEF $ p < 0.05 e KEI @ p < 0.05 (ANOVA-1 way,
Tuckey post hoc test).

5.6 Andlise da oxidacao de proteinas e peroxidacdao lipidica cerebral

Ao longo de 5 dias de tratamento os grupos LEV (62,8+8,3 umol/mg), KEF
(47,9£4,7 umol/mg), KEI (42,1+2,6 pmol/mg), KEF+DZP (55,7£3,2 pmol/mg),
KEF+LEV (32,9%4,9 pmol/mg), KEI+DZP (26,6+0,7 umol/mg), KEI+LEV (32,4+1,8
pmol/mg) diminuiram a oxidacéo de proteinas em células cerebrais apos a inducgao

com PTZ em relagdo aos grupos CONT (92,5+£5,8 pmol/mg) e DZP (75,5+9,3
pmol/mg).
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Além disso, os grupos DZP (0,40+0,01 umol/mL), KEF (0,73£0,02 pmol/mL),
KEl (0,41+0,02 pmol/mL), KEF+DZP (0,58+0,06 pmol/mL), KEF+LEV (0,37+0,06
pmol/mL), KEI+DZP (0,41+0,7 pmol/mL), KEI+LEV (0,27+0,03 pmol/mL)
apresentaram reducdo significativa do marcador de peroxidacao lipidica em relagéo
ao grupo CONT (1,1+0,13 pmol/mL) e LEV (0,79%0,01 pmol/mL).

E importante ressaltar que nossos dados mostram que os grupos isolados e
associados ao probiotico kefir demonstram reduc¢édo significativa tanto na oxidacao de

proteinas como na peroxidacao lipidica.
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Figura 8: AlteragBes em macromoléculas cerebrais. A) Oxidacao de proteinas B) Peroxidacao lipidica.
O resultado é expresso pela média + EPM. CONT *p<0.05, DZP #p<0.05, LEV &p<0.05 e KEF $p<
0.05. (ANOVA-1 way, Tuckey post hoc test).
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5.7 Quantificacao histologica e neurdnios pela coloracao de Nissl

Os grupos KEF (352+19) e KEF+DZP (354+20) apresentaram maior nimero de
neurdnios viaveis em relagdo aos grupos CONT (216+28) e DZP (223+19). Entretanto
0S grupos que mantiveram porcentagem a cima de 60% de neurdnios vivos foram os
KEF+DZP (69% vivas), KEI+DZP (65%) e KEI (64%).

CONT DZP LEV
KEF KEF + DZP KEI + DZP
KEI KEF + LEV KEI + LEV
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Figura 9: Quantificacéo histologica pela coloragéo de Nissl da parte frontal do cérebro. A) Coloracéo
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vivos e mortos. O resultado € expresso pela média *+ erro padrdo da média. CONT *p<0.05, DZP

LEV &p<0.05 e KEF $p< 0.05. (ANOVA-1 way, Tuckey post hoc test).

#p<0.05,

47



6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o tratamento por 5 dias com o probidtico
kefir protegeu os animais de danos neurais apos inducdo de crises convulsivas
agudas por PTZ, reduzindo o escore, a incidéncia, frequéncia das crises e aumento
do tempo de laténcia. Além disso, observamos diminuicdo da producdo de ROS e
apoptose, consequentemente, reducdo da oxidacdo de macromoléculas bioldgicas e
preservacgao de neurdnios.

O uso de probioticos tém demonstrado reduzir a periodicidade das crises em
50% ou mais em pacientes com epilepsia resistente a medicamentos (Erum et al.
2019; Gbémez-Eguilaz et al. 2018), corroborando com nossos achados que
demonstraram que o tratamento com probidtico kefir artesanal (KEF) se destacou pela
diminuicao dos scores das crises clonicas e tonico-clénicos generalizados com queda,
além da reducédo do total de crises e aumento o periodo de laténcia até a primeira
crise.

Pesquisas demonstram que o0 uso de probioticos possuem beneficios devido
sua atividade antioxidante e anti-inflamatoéria para o tratamento de doencas agudas,
cronicas, inflamatdrias e neurolégicas (Akkol, et al. 2017; Ritchie 2012; Dhiman 2013;
Zhong 2014) o que pode justificar os resultados do nosso estudo. Além disso, Bagheri
e colaboradores mostraram que a suplementacdo de probidticos isoladamente
minimizou acentuadamente o desenvolvimento de crises convulsivas ou na gravidade
das convulses em um modelo de epilepsia em rato com PTZ corroborando com
nossos achados em camundongos (Bagheri et al., 2019).

Outro estudo demonstrou que o pré-tratamento com probiéticos por 14 ou 28
dias ndo demonstrou ser significativo na laténcia e duracdo das crises induzidas por
PTZ (Sabouri et al. 2021). Entretanto, no presente estudo foi possivel observar que
ao longo de 5 dias de tratamento os animais que receberam probiéticos isolados foram
significativamente benéficos na reducdo das crises comparados aos grupos
associados com antiepilépticos.

Além disso, mostramos que 0S grupos gue receberam tratamentos associados
com probidticos apresentaram efeitos benéficos durante as analises das crises

convulsivas em relacdo aos grupos antiepilépticos e o controle. Uma das possiveis
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justificativas é que o tratamento com probidticos aumenta a atividade GABA, reduz os
fatores oxidantes e aumenta a capacidade antioxidante (Bagheri et al., 2019).

Este aumento da producao dos niveis de GABA séo provocados pelas bactérias
do &cido lactico (Dhakal et al., 2012) presentes na microbiota intestinal, além da
producdo de varios outros neurotransmissores como serotonina, melatonina,
catecolaminas, histamina e acetilcolina (Barrett et al., 2012; Forsyth et al., 2010; Lyte,
2011; Yunes et al., 2016).

Evidéncias emergentes mostram que a microbiota intestinal além de suas
funcdes sobre sistema gastrointestinal atua direta e indiretamente através do eixo
microbiota-intestino-cérebro na modulacdo das fun¢des neuroldgicas (lannone et al.
2019; He et al. 2017; Wang 2016; Castelli et al. 2021; Strandwitz 2018). Estudos
envolvendo animais livres de germes (GF) mostraram a importancia da microbiota
intestinal na fisiologia e a neuroquimica do SNC através da variacdo de
neurotransmissores (por exemplo, NMDA e BNDF), além dé, deficiéncias neuroldgicas
no aprendizado, memoaria, reconhecimento e comportamento emocional (Liu et al.
2019; Cryan 2012; Citraro et al. 2021; Gong et al. 2020; De Caro et al. 2019).

Atualmente a dishiose da microbiota intestinal esta interligada a uma gama de
distarbios neuropsiquiatricos e neurodegenerativos, como epilepsia, transtorno do
espectro do autismo, doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer (lannone et al.
2019; Kilinc et al. 2021; Ton et al. 2019; Lemos et al. 2021). Estudos em animais e
humanos descrevem a disbiose na relagédo causal da epilepsia, principalmente em
crises refratarias aos farmacos (Wang 2016; Mayer 2015).

A presenca da disbiose e ocorréncia das convulsGes favorecem lesées na
barreira da mucosa intestinal e hematoencefélica (Chatzikonstantinou et al. 2021). O
sistema imune da barreira intestinal aumenta a ofertas de citocinas inflamatorias
sistémicas como método de protecdo, porém, os danos da integridade da barreira
intestinal permitem a passagem de mediadores inflamatérios lesionando a barreira
hematoencefalica e permeando no SNC (Chatzikonstantinou et al. 2021).

Neste contexto, estudos enfatizam a importancia do consumo de probidticos
gue quando administrados em quantidade adequada, exercem efeitos benéficos a
saude do hospedeiro através da sua ampla composicdo e produgédo de metabdlitos

(Cahova 2017; Hill 2015; Kilinc et al. 2021). Estudos em animais demonstraram que a
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microbiota intestinal pode ativar o nervo vago pela via aferente primaria
desempenhado um papel crucial na mediacdo de efeitos na funcdo e no
comportamento do cérebro pela transferéncia de informacdes microbianas e
imunoldgicas do intestino para o SNC (Meier et al. 1998; Browning 2003; Mayer 2011;
Pavlov 2015).

Outros autores corroboram que as bactérias probidticas no intestino dos
consumidores de kefir sdo abundantes e estdo correlacionadas com a melhoria da
qualidade de vida devido suas propriedades promotoras de saude provenientes
principalmente das espécies de Lactobacilli e Bifidobacteria (Ahmed et al. 2013;
Cotarlet et al. 2019). Essas espécies atuam nas disfuncdes do SNC e disturbios
neurolégicos através de ampla gama de metabdlitos neuroativos, incluindo
neurotransmissores como GABA, norepinefrina e serotonina (Hill, et al. 2014; Bourrie
2016; Kwok et al. 2014; Kouchaki et al. 2017; Kilinc et al. 2021) que repercutem em
reflexos nociceptivos (Mayer 2015), alimentacdo, comportamento emocional, social,
resposta ao estresse e neuroquimica cerebral (Bercik et al. 2011; Bravo et al 2011).

A maturagcdo e o desenvolvimento do SNC no humano séo regulados por
fatores intrinsecos e extrinsecos, assim como, o sistema imunoldgico. O sistema
imune é responsavel pela manutencéo da relacdo simbidtica entre o hospedeiro e a
microbiota intestinal (lannone et al. 2019; He et al. 2017). A interrupcdo na interacao
imunomicrobiana dindmica leva a efeitos profundos na sadde humana incluindo as
alteracdes no SNC, resultando na progressao de varios distarbios neuroldgicos
(lannone et al. 2019).

Quando a funcao de barreira intestinal esta prejudicada pode resultar em uma
resposta imune local ou sistémica, degranulacdo de mastdcitos, neuroinflamacéo e
ativacdo do nervo vago aferente (Konig et al. 2016; Mohajeri t al. 2018; Maier et al.
2018), tais mudancas transitorias na microbiota influenciam na quimica do cérebro e
no comportamento em camundongos. A desestabilizacdo dessa microbiota provocada
por mudancas mediadas de substancias com origem microbiana age no cérebro do
hospedeiro de forma direta e indireta (Collins 2012).

O cérebro é um oOrgdo sensivel ao estresse oxidativo e apresentam
caracteristicas que favorecem o aumento do mesmo, como: alta demanda de

oxigénio, grande numero de mitocondrias, baixa capacidade de reparo, altas
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concentracfes de acidos graxos poli-insaturados, baixos niveis de antioxidantes
principalmente no hipocampo (Liu et al. 2019; Cryan 2012; Citraro et al. 2021).

O desequilibrio do SNC pelas bactérias intestinais é determinado pela liberagédo
de neurotransmissores (Serotonina [5-HT], GABA e glutamato) ou seus precursores
(Triptofano) (Wang et al. 2002; O’Mahony et al 2015) além da sinalizacdo neural
excessiva do nervo vago comprometendo no equilibrio das redes excitatérias e
inibitérias favorecendo o aumento da inflamacao (Browne et al. 2011; Blander et al.
2017). Assim como, a diminuicdo da biossintese normal de acidos graxos de cadeia
curta como potente mecanismo de neuroinflamacéo secundaria (Balosso et al. 2014).

Atualmente estd bem esclarecido que o estresse oxidativo desempenha o papel
fundamental em lesdes neuroldgicas como convulsdes (Pearson-Smith 2017), AVC
(Zhang et al. 2017), TCE (Bhatti et al. 2018), Parkinson (Puspita 2017), Alzheimer
(Cheignon et al. 2018; Wang et al. 2014), assim como, na epilepsia. Os danos
cerebrais na epilepsia ocorrem ap6s um insulto cerebral que favorece o aumento das
espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo que contribuem para a morte
neuronal e o desenvolvimento da doenca (da Fonséca et al. 2019).

A administracdo de PTZ em altas doses pode produzir alteracbes no
comportamento de animais com movimentos espasticos mioclonicos, convulsées
clénicas ou extensor tdnico dos membros anteriores e posteriores (Kumar et al.
2014). Além disso, desencadeia a ativacdo de fosfolipases, proteases e nucleases de
membrana, que causam degradacdo de fosfolipidios de membrana, protedlise de
proteinas do citoesqueleto e fosforilacdo de proteinas (Singh 2021; Akula t al. 2009;
Celikyurt et al. 2011; Shin et al. 2011).

Estudos comprovaram que casos de convulsdo induzem a producdo de ROS
(Chuang 2010; Gluck 2000; da Fonséca et al. 2019) aumentando o estresse oxidativo
que resulta na modulacdo das fungcbes de acido nucléico, proteina e peroxidacédo
lipidica, resultando em dano celular (Sies 2015). Os insultos epilépticos favorecem o
acumulo de estresse oxidativo e neuroinflamacdo, ambos contribuem na
neuropatologia das convulsées em modelos humanos e animais de epilepsia (Wong-
ekkabut 2007; Blair et al. 2004; Pitkanen et al 2009).

O acumulo das espécies reativas de oxigénio € provenientes da sobrecarga de

defesas antioxidantes, que perdem o equilibrio entre a producdo de oxidantes e
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desintoxicacdo. Consequentemente, esse aumento favorecem a morte neuronal,
diminuicdo da atividade enzimatica e os ataques repetitivos de convulsbes (da
Fonséca et al. 2019) corroborando com nossos achados no grupo controle.

O papel do estresse oxidativo no SNC foi bem demonstrado no modelo de
convulsdes agudas induzidas por PTZ que aumentam os radicais livres imediatamente
(Kumar et al. 2014). A administracéo de PTZ induzida por convulsées que estabelece
o papel dos radicais livres de oxigénio na fisiopatologia da epilepsia (Kumar et al.
2014). Assim, os antioxidantes atenuam a carga oxidativa, bem como a geracao de
convulsdes.

Em nosso modelo de epilepsia com PTZ foi possivel observar o efeito
antioxidante e antiapoptoético dos tratamentos de antiepilépticos e probidticos com
reducao significativa do estresse oxidativo e apoptose cerebral em relagédo ao grupo
controle. O tratamento com probidtico kefir artesanal (KEF) destaca-se pela reducéo
significativa do estresse oxidativo e apoptose mostrando seus efeitos neuroprotetores.

Corroborando com nossos achados, estudos indicam que o consumo de
probiéticos inibem o estresse oxidativo através da reducdo da inflamacéo e aumento
das enzimas antioxidantes (Lemos et al. 2021; Ton et al. 2019; D'souza et al. 2010).
A restauracdo microbiota intestinal fornece atividades enzimaticas adicionais
envolvidas na transformacdo de compostos dietéticos, levando ao aumento da
biodisponibilidade de antioxidantes dietéticos (D'souza et al. 2010; Nardone et al.
2010; Forsyth et al. 2009).

A importante relacéo intestino-cérebro, sabe-se que o consumo de probidtico
kefir tem sido associado a diminuicao de inflamacao e de estresse oxidativo (Hong et
al. 2009; Wei-Sheng 2010; Huseini et al. 2012; Ton et al. 2019) Um relato de caso
sobre Encefalite de Rasmusem (ER) demonstrou que o consumo de probidtico kefir
durante 90 dias apresentou possivel efeito neuroprotetor, com reducéo na severidade
e intensidade das crises epilépticas do paciente (Lemos et al. 2021). Além do aumento
de Lactobacillus e Bifidobacterium, associada a reducédo de expressao de citocinas
inflamatorias e estresse oxidativo, repercutindo em menor dano cognitivo, maior
interacdo e participacdo em varias atividades escolares e em terapia (Lemos et al.
2021).
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Ja é bem esclarecido que crises epilépticas afetam a qualidade de vida do
paciente, riscos de hospitalizacdo, comprometimento cognitivo e motor, disturbios
psicolégicos, perda progressiva de memoria, estigmatizagdo social e isolamento
(Wilcox et al. 2013; Lemos et al. 2021). A necessidade de terapias adjuvantes ao
tratamento da epilepsia que sejam eficazes n&do apenas para suprimir as convulsdes,
mas também para prevenir o desenvolvimento de epilepsia € alarmante.

Estudos relatam que o0 aumento do estresse oxidativo em pacientes epilépticos
adultos é baseado no aumento dos niveis plasmaticos de malodialdeido (MDA), este
um biomarcador da peroxidacéo lipidica (Zhu et al. 2015). O aumento da peroxidacao
lipidica e mecanismos antioxidantes deficientes favorece a atividade convulsiva
(Rauca 1999; Menon 2012; Ercegovac et al. 2010; Nemade 2010). Além disso,
refletem no acumulo de proteinas disfuncionais, DNA nuclear e mitocondrial
danificado.

O dano oxidativo as proteinas € um dos principais mecanismos subjacentes ao
dano celular neuronal na epilepsia (Méndez-Armenta et al. 2014). O dano oxidativo
pode ocorrer por varias vias incluindo a carbonilagdo, oxidagdo de grupos sulfidrila
criticos e nitrosilagdo, em consequéncia, geram alteracdes na membrana e funcao
celular (Méndez-Armenta et al. 2014).

A modificacdo de proteinas funcionais presentes tem sido relacionada com as
alteragcbes nos canais i0nicos, que participam diretamente nas redes neuronais
excitatorias e inibitorias favorecendo o surgimento de convulsées (Méndez-Armenta
et al. 2014). Logo, a caréncia de um sistema de defesa antioxidante local eficaz as
alteracdes peroxidativas dos fosfolipidios plasmaticos pode levar a danos celulares
graves (Kumar et al. 2014).

Além do dano oxidativo as proteinas, a peroxidacao lipidica € uma das reacdes
dos radicais livres biologicamente mais importantes (Kumar et al. 2014; lannone et
al. 2019; Kilinc et al. 2021). O metabolismo oxidativo aumentado, a ineficiéncia
antioxidantes e a riqueza em acidos graxos poliinsaturados, torna o cérebro altamente
vulneravel aos danos dos radicais livres (Kumar et al. 2014; lannone et al. 2019;
Kilinc et al. 2021).

Estudos anteriores mostraram que a administracdo aguda de PTZ leva a um

aumento no LPO no cérebro de camundongos (lannone et al. 2019; Kilinc et al. 2021).
53



As convulsdes sdo seguidas por um aumento de LPO no tecido cerebral levando a
formacdo de ROS como superoxido, radical hidroxila e peréxido de hidrogénio
(H 2 O 2) (lannone et al. 2019; Kilinc et al. 2021; Sabouri et al. 2021).

Em nosso estudo foi possivel observar que o uso de probiédticos isolados e
associados com antiepilépticos protegem os danos neurais na oxidacao de proteinas
e peroxidacao lipidica comparados ao controle, assim como os danos plasmaticos e
apoptose dos neurdnios.

O tratamento da epilepsia continua sendo um desafio, uma vez que existem
altas taxas de refratariedade a terapia atual. A existéncia de varias drogas
anticonvulsivantes disponiveis para o tratamento da epilepsia, cerca de 30% dos
casos de epilepsia permanecem farmacorresistentes ou interrompem o tratamento
devido seus efeitos colaterais graves (Schmidt 2014).

Recentemente foi descrito que o uso de levetiracetam inibe a progressao das
crises convulsivas induzidas por PTZ, além de ter relatos clinicos e pré-clinicos
benéficos ao surgimento de sintomas depressivos pacientes com epilepsia (de Souza
et al. 2019). Em contextos clinicos, o LEV apresentou eficacia superior em
comparacdo com o fenobarbital para a monoterapia inicial da epilepsia néo
sindrdmica em lactentes em relacéo ao fenobarbital (McTague et al. 2018).

Entretanto no estudo atual o uso de levetiracetam néo interferiu no surgimento
das crises convulsivas e retardo delas, mas reduziu significativamente as espécies
reativas de oxigénio, apoptose cerebral, danos a proteinas cerebrais e plasmaticas, e
peroxidacao lipidica plasmaticas. Apesar de seu mecanismo de acao nao ser claro,
uma das possiveis justificativas é a modulacdo da liberagéo
de neurotransmissores sindpticos por meio da ligacdo a vesicula sinaptica proteina
SV2A no cérebro através de bloqueadores de canais de Na+ com canais de Na+
ativados por voltagem (de Souza et al. 2019).

Um estudo relata que o uso de levetiracetam causa redugcdo acentuada a
exploragdo do ambiente considerando um efeito ansiogénico da droga. Os sintomas
neuropsiquiatricos podem ser iniciados ou agravados por alguns farmacos
antiepilépticas (FAE’s) (Morimoto et al. 2017). Ele tem sido associado a maior
incidéncia de eventos psiquiatricos (16%), especialmente depresséo (Morimoto et al.
2017).

54


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/phenobarbital
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/monotherapy
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/neurotransmitter-release
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/synaptic-vesicle

7. CONCLUSAO

Em nosso estudo ficou evidente que a suplementacdo com o probiotico kefir
apresentou efeito neuroprotetor para a epilepsia, reduzindo o escore, a incidéncia e
frequéncia das crises, com simultaneo aumento do tempo de laténcia. Além disso,
observamos diminuicdo da producdo de ROS e, consequentemente, oxidagdo de
macromoléculas bioldgicas, com preservacdo de neurbnios, sugerindo que o kefir
pode ser um potencial adjuvante no tratamento de pacientes com epilepsia.

Desta forma, nosso estudo sugere que este probidtico, associado aos FAEsS,
pode ser utilizado como uma terapia complementar, minimizando os efeitos deletérios
provocados pelas crises convulsivas. Acreditamos que a modulagdo da microbiota
intestinal pelo kefir esteja diretamente relacionada com reducdo da disbhiose e,
consequentemente, menor estresse oxidativo no SNC levando a melhora na qualidade
de vida do individuo, determinada pela reducdo das crises epilépticas. Porém, ainda
sdo necessarios estudos para identificar o0 mecanismo responsavel pela modulacao

do eixo intestino-cérebro e validar o efeito do tratamento proposto em seres humanos.
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01/08/2021 a 01/06/2023. Assim, mediante a importancia social e ciertifica que o projeto
apresenta, a sua aplicabilidade e conformidade com os requisitos éticos, sou de parecer
favoravel a realizagio do projeto classificando-o como 60 (sessenta) Camundongo
isogénico (linhagem C57blE), pois o mesmo atende aos Requisitos Fundamentais da
Mormas de Conduta para a Utilizagdo de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo na

Universidade Vila Velha.

Vila Velha-ES, 09 de setembro de 2021
|

J, I ) [Jrlt.Jﬂl Fg". —
Moacir Camretta Jud

Coordenador da Comissio de Ftica no Uso de Animals CEUA-UVY

Universidade Vila Velha
Rua Comissano José Dantas da Melo, 21, Boa Vista, Vila Velha-ES CEP.: 29.102-920
E-mail: ceua@uww br



