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Resumo

As epilepsias sdo distarbios neurologicos caracterizados pela
hiperexcitabilidade do sistema nervoso central (SNC), decorrente do desequilibrio
entre mecanismos excitatorios e inibitérios. Estudos dos sistemas Renina-
Angiotensina (SRA) e Calicreinas-Cininas (SCC) sdo classicamente voltados aos
mecanismos de controle da pressao arterial e processos inflamatérios. Porém, no
SNC estes sistemas sao envolvidos em processos como inicio e propagacdo da
excitabilidade e, conseqiientemente, podem estar envolvidos no disparo ou
desenvolvimento das epilepsias. A cepa Wistar audiogenic rat (WAR) foi o modelo
experimental de epilepsia escolhido devido a sua analogia para dois tipos de
epilepsia com alta taxa de ocorréncia entre humanos: as epilepsias generalizadas
tonico-clonicas (modeladas por crises audiogénicas agudas, dependentes de
substratos do tronco cerebral) e a epilepsia do lobo temporal (ELT) (modeladas
pelo kindling ou abrasamento audiogénico, o qual, apds repeticio de crises
audiogénicas, induz recrutamento de regides limbicas).

Através das técnicas de RT-PCR foram analisadas os niveis de expressoes
dos mRNAs de componentes dos SRA e SCC em regides do SNC relacionadas ao
disparo e a propagacdo da hiperexcitabilidade no SNC. Para uma anélise
comparativa, os mesmos componentes foram também analisados a partir de

tecido cardiaco. Os resultados obtidos mostram que: (i) todos os componentes do

SRA (a enzima conversora de angiotensina (ECA) e os receptores ATi, AT> e mas)



Xi

assim como do SCC (receptores B; e Bz) ndo sdo expressos em animais recém
nascidos da cepa WAR quando comparados a Wistar; (ii) todos os componentes
do SRA e do SCC analisados apresentam uma regulagdo positiva em WARs com
ELT quando comparados aos WAR naive; (iii) as citocinas IL-1p e a IL-10 nao
estdo moduladas na ELT e, (iv) os componentes do SRA e do SCC possuem uma
modulacdo distinta no coracdo quando comparada aquela observada nos tecidos
do SNC.

Nossos dados indicam que a suscetibilidade as crises audiogénicas da cepa
WAR néo esté relacionada a uma diferenca inata da expressao dos componentes
dos SRA e SCC, uma vez que ndo foi observada modulagao destes componentes
em animais recém nascidos. Entretanto, a participacdo destes componentes
possivelmente esteja relacionada a epileptogénese ou ao estabelecimento da ELT

através de processos plésticos e excitatorios de longo prazo.
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Abstract

Epilepsies are neurological disorders characterized by hyper-excitability of
the central nervous system (CNS), as a consequence of an unbalance between
excitatory and inhibitory signals. Studies of the Renin-Angiotensin (RAS) and
Kallikrein-Kinin (KKS) systems are classically linked to mechanisms of blood
pressure control and inflammatory processes. Nevertheless, in the CNS those
systems are involved in processes such as triggering and transduction of
excitability and, therefore, they may be involved with the initiation or
establishment of epilepsies. The Wistar audiogenic rat (WAR) strain was the animal
model of choice due to its analogy to two types of human'’s epilepsies with high
occurrence: the generalized tonic-clonic epilepsies (modeled by acute audiogenic
seizures, dependent on brainstem substrates) and the temporal lobe epilepsy
(TLE) (modeled by audiogenic kindling, which after audiogenic seizures repetition
induces limbic regions recruitment).

Using the RT-PCR technique, the mRNA expression levels of RAS and KKS
components were analyzed in CNS regions related to triggering and transduction
of hyper-excitability. Aiming at a comparative analysis, the same components
were also analyzed in heart tissue. The results showed that: (i) all the components
of RAS (angiotensin converting enzyme (ACE), ATi, AT> and mas receptors) as
well as the components from KKS (B: and B. receptors) were not differentially

expressed when compared to the Wistars [control rats]; (ii) all the components
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from the RAS and KKS presented an up-regulation in WARs with TLE when
compared to the naive WARs; (iii) the cytokines IL-1p and IL-10 were not
modulated in WARs with TLE; (iv) the RAS and KKS components have a
different modulation in the heart when compared to that observed in tissues from
the CNS.

Our data indicate that the susceptibility to the audiogenic seizures in the
WAR strain is not related to an innate difference in the expression levels of RAS
and KKS components since no modulation of such components was observed in
new-born animals. However, the participation of those components is possibly
related to epileptogenesis or the establishment of TLE by long term plastic and

excitatory processes.
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1. Introducao

1.1. As epilepsias

O estudo epidemiolégico das epilepsias no Brasil ainda é raro devido ao alto
custo; porém, ja existem algumas pesquisas por amostragem nas cidades de Sao
Paulo, Salvador, Rio de Janeiro e Sdo José do Rio Preto que mostram uma
incidéncia de 13,3/1000 habitantes, 1,0/1000 habitantes, 5,1/1000 habitantes e
8,2/1000 habitantes, respectivamente (Marino Jr R, 1987; Almeida Filho, 1980;
Gomes et al, 2002; Borges et al., 2004). Também se encontram em andamento
estudos na cidade de Campinas que, assim como os estudos na cidade de Sao José
do Rio Preto, fazem parte de um projeto da Organizacdo Mundial da Satde e da
Liga Internacional de Epilepsia (International League Against Epilepsy - ILAE, 2005;
Min e Sander, 2003). Mesmo havendo poucos estudos concluidos, podemos notar
que a incidéncia da sindrome epiléptica no Brasil é alta e ainda pouco
considerada pelas autoridades publicas.

Com relacdo aos dados mundiais, a prevaléncia de casos dessa sindrome é
considerada alta, afetando de 1 a 2% da populacdo mundial onde
aproximadamente trés milhdes de novos casos somam-se a cada ano (Shneker e
Fountain, 2003; Sander e Shorvon, 1996); acometendo pessoas independentemente
de raca, sexo e condi¢des sécio-econdmicas (Berg et al., 1996).

As epilepsias compreendem um tipo de sindrome caracterizada por crises

recorrentes e espontaneas. Estas crises sdo eventos paroxismais (stbitos) auto-
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limitados que resultam de descargas neuronais anormais, involuntérias e ritmicas
do sistema nervoso central (SNC), refletindo um desbalango entre mecanismos

excitatorios e inibitérios cerebrais (Engel, 1995).

A desordem epiléptica pode ser uma condicdo transmitida geneticamente
ou uma conseqiiéncia de um distarbio cerebral especifico. A predisposicao
genética somada aos fatores de ambiente precipitantes (e.g. trauma, febre,
tumores) torna a suscetibilidade as crises epilépticas um processo dindmico. Isso
quer dizer que individuos com predisposicdo genética e baixo limiar de
suscetibilidade podem apresentar crises convulsivas mais facilmente com o

aparecimento de fatores precipitantes (Engel, 1995).

As crises epilépticas, de maneira geral, podem ser divididas em duas
grandes classes: generalizadas e parciais. As crises generalizadas tém inicio nos
dois hemisférios cerebrais, envolvem grande parte do SNC e em todos os casos
acontece a perda de consciéncia. A crise parcial tem origem em uma regido
restrita de um dos hemisférios do SNC e sua extensao se da em regides adjacentes
do local do inicio. Quando a crise parcial apresenta sintomas correspondentes
apenas a area de inicio da crise, é entdo classificada de crise parcial simples.
Porém, a crise parcial pode apresentar secundariamente uma generalizagdo e
alteracdo da consciéncia durante a crise, sendo assim classificada como crise

parcial complexa (ILAE, 2005; Engel, 2001; Engel, 2006; Shneker e Fountain, 2003).

Um esquema do que foi aqui discutido é apresentado na Figura 1:



Crise

Perda de consciéncia?

Crise generalizada

Nao

Crise parcial

Alteragao da consciéncia?

Sim Nao
| |
Parcial Parcial
complexa simples
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Figura 1. Chave esquematica da classificacdo geral das epilepsias. Modificada de:

Shneker e Fountain, Dis Mon, 49 (7): 426-78 (2003).

1.2. Modelos experimentais em epilepsia

Pela complexidade e importancia médica dessa sindrome, muitos modelos

experimentais sdo desenvolvidos e utilizados para estudos de etologia

(semiologia), processos morfologicos, bioquimicos e moleculares que ocorrem

antes, durante e ap0s as crises.

Alguns modelos para o estudo das epilepsias sdao baseados em linhagens

de animais que apresentam predisposicdo genética a desenvolver crises

epilépticas. Nestes modelos, estimulos sublimiares de drogas convulsivantes,

estimulos sonoros ou descargas elétricas sao capazes de disparar as crises (Garcia-

Cairasco, 2002).
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Em 1990, o grupo do Prof. Norberto Garcia Cairasco deu inicio a selecdo de
uma cepa geneticamente suscetivel a crises audiogénicas, denominada Wistar
audiogenic rat (WAR). Essa cepa foi desenvolvida a partir do cruzamento
endogamico dos animais da linhagem Wistar que apresentavam predisposicdo a
desenvolver crises epilépticas quando expostos a um estimulo sonoro (veja a
primeira descricdo destes animais em Garcia-Cairasco e Sabbatini, 1983).
Atualmente esta cepa estd na 40° geracdo e apresenta um consistente padrdo
genético, com conseqiiente homogeneidade no fenétipo (e.g. gravidade alta das
crises e laténcia reduzida para o inicio das crises) (Garcia-Cairasco et al, 1990
(resumo de Congresso; Doretto et al., 2003).

O WAR é um modelo bem estabelecido para 2 tipos de epilepsia: (i) a
epilepsia generalizada do tipo tonico-clonica, em que o disparo da crise acontece
em regides do mesencéfalo no primeiro estimulo sonoro e envolve grande parte
do SNGC; e (ii) a epilepsia do lobo temporal (ELT), na qual as areas limbicas sdo
recrutadas e passam a ser o foco epiléptico, isto acontece quando os animais
recebem estimulos sonoros repetidos e passam a apresentar sintomas de crises
parciais complexas que caracterizam a ELT. O estimulo actstico cronico faz com
que as regides do tronco cerebral (mesencéfalo) responsaveis pelo fenétipo agudo
de corridas, pulos e quedas atonicas, estendam e aumentem suas conexdes para
circuitos do prosencéfalo (cértex, hipocampo e amigdala), tendo com
conseqiiéncia comportamental crises tipo limbicas: automatismos orofaciais,

clonias, postura ereta e quedas. Estas alteragdes, além das EEGréficas e celulares
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caracterizam bem o chamado abrasamento audiogénico ou kindling audiogénico
(Moraes e tal, 2000; Garcia-Cairasco, 2002; Romcy-Pereira e Garcia-Cairasco, 2003;
Galvis-Alonso et al, 2004). Como mencionado anteriormente, algumas regides do
SNC sdo extremamente importantes para a geracdo e manutencdo das crises
convulsivas nos WARs. No mesencéfalo, o coliculo inferior é um importante
ndcleo da via auditiva e também o local de inicio das crises audiogénicas e o
coliculo superior tem papel na transmissdo da hiperexcitabilidade gerada no
coliculo inferior para nucleos motores do tronco cerebral. J4 o hipocampo é uma
regido do sistema limbico que é recrutada quando os animais sdo submetidos ao
abrasamento audiogénico, ou seja, foco da crise epiléptica na ELT (Figura 2)
(Faingold, 1999; Moraes et al, 2000; Garcia-Cairasco, 2002; Romcy-Pereira e

Garcia-Cairasco, 2003; Galvis-Alonso et al, 2004).
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Garcia-Cairasco, 2002

Figura 2. Representagdo das vias neuronais que sdo ativadas na crise audiogénica
em WARs. Verde - Via auditiva que d4 inicio na transduc¢ao do estimulo mecanico
(som) em estimulo elétrico na céclea (1) passando pelo coliculo inferior (2) e
coliculo superior (I3). Azul - Vias neuronais recrutadas no abrasamento, conexdao
entre mesencéfalo e hipocampo (II4) e outras regides corticais e limbicas como a
amigdala (5). Vermelho - Vias motoras nigro-taldmicas, coliculares e pontinas
(II3; I14) e vias finais motoras, projecdes para a medula espinal (6). Retirado de

Garcia-Cairasco, Hearing Research, 168: 208-222 (2002).

Aspectos importantes para a compreensao da suscetibilidade as crises
epilépticas sdo os substratos neurais envolvidos, as cascatas de sinalizagdo
intracelular e a expressdo de genes que levam as mudancgas morfologicas de

médio e longo prazo.
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Em um trabalho publicado recentemente (Mesquita et al., 2005) com
animais no dia pés-natal 2 (P2), ou seja, animais que nado sofreram qualquer tipo
de estresse sonoro, uma vez que o meato auditivo destes animais se torna
funcional apenas no 14° dia de vida, foi verificado que nos ratos da cepa WAR
existe uma diminuicdo inata de cerca de 45% na magnitude das correntes
inibitérias GABAérgicas. Esses dados mostram a diminuicdo da amplitude e
duracdo da hiperpolarizacao nos neuronios hipocampais dos ratos WAR pode ser
a base para o entendimento da susceptibilidade desses animais a crises.

Outro aspecto investigado mais recentemente na cepa WAR, e que tem
conexdao com este trabalho, é o sistema cardiovascular, onde foi mostrado que
mesmo sem qualquer tipo de estimulo sonoro, os animais adultos ja apresentam
um quadro de pressao arterial e freqtiéncia cardiaca aumentada (Oliveira et al.,
2005). Além disso, estudos para a caracterizacdo neuroendocrinolégica da cepa
mostraram que os WARs apresentam maior tamanho da glandula adrenal,
embora apresentem um curva de crescimento diminuida em comparagao com os
controles, menor liberacdo basal de hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH) e
corticosterona, mas no entanto apresentam maior liberacdo de corticosterona em
resposta ao ACTH exd6geno (Umeoka et al., 2005). A liberacdo de corticosterona
pela adrenal tem como efeito o aumento da resposta pressora tanto em ratos
como em humanos (Whitworth et al., 2001).

O que se pode notar através destes trabalhos com a cepa WAR é que ha

uma possivel modificagdo enddégena relacionada a sistemas de controle da
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pressdo arterial e que as respostas a estimulos externos sdo diferencialmente

moduladas nesses animais.

1.3. O Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) é classicamente envolvido na
regulacdo da pressao arterial e no processo de homeostase (e. g. retencao de sal e
agua). A cascata de sinalizagdo cldssica deste sistema é iniciada quando o
angiotensinogénio, uma proteina circulante de alto peso molecular, é clivada pela
enzima renina formando o decapeptidio angiotensina I (Ang I). A enzima
conversora de Ang I (ECA) por sua vez cliva esse peptideo formando a
angiotensina II (Ang II), um octapeptidio ativo que tem alta afinidade pelos
receptores ATy e AT (Figura 3) (Erdos; Skidgel, 1990).

Os receptores AT: e AT, tém cerca de 32% de homologia seqiiencial e
fazem parte da familia de proteinas acopladas a proteina G (GPCR). Como todos
0s GPCREs, estes receptores possuem sete dominios transmembranais, conectados
por trés algas extracelulares e trés algas intracelulares, possuindo um dominio
amino terminal extracelular e um dominio carboxi terminal intracelular (Murphy
et al, 1991, Nahmias et al, 1995).

A maioria dos efeitos fisiologicos classicos da Ang II, como vasoconstricao,
estimulacdo da secrecdo de aldosterona e retencdo de sal e 4gua, acontece através

da ativacdo do receptor ATi. A ativacdo da proteina G através deste receptor
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culmina na producdo dos mensageiros secunddrios inositol trisfosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG). Como conseqiiéncia, os niveis de calcio intracelular sdo
aumentados e hé a ativacdo de proteinas quinases (Murphy et al., 1991 e Sasaki et
al., 1991).

O mecanismo de sinalizagdo do receptor AT2 é menos compreendido, mas
ja se sabe que a ativacdo desse receptor resulta na ativacdo de fosfolipases A
(PLAy) e provoca a liberacdo de 6xido nitrico (NO), que na regulacao da pressao
arterial reverte os efeitos mediados pelo receptor AT;, provocando vasodilatacao
(Nouet e Nahmias, 2000). Este “antagonismo” também ocorre em relacdo ao
crescimento celular, que é inibido quando o receptor AT, ¢é ativado,
provavelmente através da ativacdo de MAPK especificas (Chung et al., 1998).

Atualmente outro receptor, denominado mas, tem sido relacionado ao SRA
(Santos et al., 2003). O gene codificador para o receptor mas foi primeiramente
caracterizado como um proto-oncogene (Rabin et al., 1987). Estudos posteriores
descreveram erroneamente que este gene seria o codificador para o receptor de
Ang II (Jackson et al., 1988). Hoje se sabe que o gene mas codifica um GPCR, que
tem como ligante proposto a Ang (1-7). A Ang (1-7) é um heptapeptideo derivado
da clivagem de Ang I por endopeptidases e/ou da clivagem de Ang II pela
enzima ECA2, ou por outras carboxipeptidases capazes de retirar o residuo de
fenilalanina C-terminal da Ang II (Figura 3). Quando a Ang (1-7) se liga ao
receptor mas, a ativacdo da cascata de sinalizacao intracelular culmina na ativacdo

de quinases e na liberagdo de NO e prostaciclinas. Desta forma, a ativacdo desse
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receptor também esta envolvida na modulacdo da pressdo arterial, causando

vasodilatacdo, ou seja, também “antagonizando” o efeito da ativacdo de AT:

(Zohn et al., 1998 e Santos et al., 2003).

Endo e/ou
carboxipeptidases

Ang I« Angiotensinogénio

Figura 3. Representacao esquematica do SRA.

Além do efeito vasoconstritor e vasodilatador de Ang II, o SRA est4

envolvido em diversos outros processos fisiopatologicos devido ao mecanismo

local de produgao de seus componentes, como na disfuncao cardiaca e vascular

(Urata et al., 1990; Yu et al., 1993) e nefropatias (Nicholls et al., 2001).

A partir da década de 60, se iniciaram as investigacdes de um mecanismo

central do controle da pressao arterial pelo SRA (Bickerton e Buckley, 1961). Estes

autores realizaram um experimento de circulacao-cruzada, onde foi injetado Ang



Introdugdo 27

IT em um cao que tinha uma artéria conectada ao cérebro de um segundo cao, o
que causou aumento da pressdo arterial deste altimo apenas pela via nervosa.

Outras evidéncias do controle central da pressdo arterial pelo SRA
surgiram em 1971, quando foi detectada atividade de renina a partir do SNC
(Ganten et al.,, 1971). No entanto, nesta época, ainda se acreditava que os
componentes do SRA detectados no SNC podiam ter origem na circulagao
periférica. Em 1977, Sirett e colaboradores, utilizando ensaios de binding,
determinaram a presenca de receptores de angiotensina no SNC. A presenca de
receptores do SRA no SNC foi um forte indicio que haveria uma ativacdo local da
cascata de sinalizacdo do SRA, mas ainda existia a divida em relacdo a origem da
renina e do angiotensinogénio. Finalmente em 1986, Dzau e colaboradores
detectaram o mRNA de renina e de angiotensinogénio no SNC. A partir destas
informacdes foi reconhecido que haveria um controle de produgdo dos
componentes e regulacdo local do SRA no SNC (Dzau et al., 1986). Hoje é aceita a
existéncia de uma possivel neurotransmissdo angiotensinérgica, onde a Ang II (e
outros metabdlitos ativos) formada nos neurdnios é captada em vesiculas e
liberada como neurotransmissor para o controle central de outros processos
tisiolégicos do SNC, como aprendizagem, memoria e comportamentos sexuais
(Diz, 2006).

Além do papel diretamente relacionado a neurotransmissdo, o SRA esta
envolvido na modulacdo da neurotransmissao adrenérgica, colinérgica e

GABAérgica. A administracdo central de Ang II facilita a liberacdo e reduz a
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recaptacdo de noradrenalina pelo sistema nervoso simpatico (Nicoletta, 1983) e
leva a liberacdo de acetilcolina no SNC (Malinowska, 1976). A Ang II pode ter
uma atividade excitatéria ou inibitéria na modulacdo de GABA, um componente
que preferencialmente tem acdo inibitéria. Esta variacdo pode ser devida aos
diferentes tipos de neurénios e/ou aos diferentes tipos de receptores de Ang Il
expressos (Albrech et al., 1997). Esses dados mostram a ligacdo dos SRA com o

balanco de neurotransmissdes excitatérias e inibitérias no SNC.

1.4. O Sistema Renina-Angiotensina e as Epilepsias

As sindromes epilépticas sdao um reflexo do desbalango das
neurotransmissoes excitatorias e inibitérias do SNC, que sabidamente modulam a
suscetibilidade as crises. Desta forma, com base no que foi descrito no item
anterior, é possivel inferir sobre a participacdo do SRA na regulacdo destes
eventos no SNC. Apesar disso, o papel dos componentes do SRA especificamente
em relacgdo a epilepsia ainda é pouco investigado.

Através da administracdo de Ang II i.c.v. em camundongos, foi visto um
aumento do limiar de suscetibilidade as crises induzidas por pentilenetetrazol
(PTZ) e bicuculina (Tchekalarova e Georgiev 1999). Outros pesquisadores do
mesmo grupo mostraram que a Ang II provoca uma diminuicdo da gravidade das

crises induzidas por administracdo sistémica de PTZ (Georgiev et al., 1986), assim
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como uma diminuicdo da gravidade das crises no abrasamento (ELT) induzido
com PTZ (Georgiev et al, 1995).

Ainda utilizando o modelo de PTZ, Tchekalarova e Georgiev (1999)
demonstraram que o efeito de Ang II no limiar das crises ocorre através do
receptor ATi e, indiretamente, através do receptor de adenosina, mostrando um
possivel efeito protetor da Ang Il sobre as crises epilépticas via receptor ATj.

Como se pode notar, todos os trabalhos relatando possiveis correlacoes
entre crises epilépticas e o SRA foram realizados em modelos quimicos de
indugdo de crises. Estes modelos, por utilizarem altas doses de drogas, podem
possivelmente afetar outros sistemas, que por sua vez também podem interferir

na modulacdao do SRA.

1.5. O Sistema Calicreinas-Cininas

Em relacdo ao SCC, além do controle da pressao arterial, seus componentes
também estdo envolvidos em outros processos biolégicos, tais como respostas
inflamatoérias e nociceptivas (Regoli e Barabé, 1980; Bhoola et al., 1992 e Kaplan et
al., 2002).

As cininas sdo polipeptidios mediadores da sinalizacdo celular do SCC e sao
representadas pela calidina (KD) e bradicinina (BK). Esses peptideos sdo gerados a
partir da proteélise do cininogénio pela acdo das enzimas calicreinas. A BK e KD sao

clivadas pelas cininases do plasma, gerando os metabdlitos ativos desArg”-BK e
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desArg!0-KD. A ECA pode interferir nesse sistema degradando os peptideos KD, BK,
desArg?-BK e desArg!0-KD formando metabdlitos inativos (Regoli; Barabé 1980). As
cininas exercem seu papel funcional através da ligacao aos receptores B> e B: (Figura
4). Estes dois receptores também sdo membros da familia de GPCR, e possuem alta

identidade seqtiencial (Mceachern et al., 1991 e Menke et al., 1994).

Metabdblitos inativos de BK e KD

- Carbox1pept1dase B

.. . Calicreinas Des-Ar 9-BK e
Cininogénio > BK € des Argm-KD
B2 Bl

Figura 4. Representacdao esquematica do SCC.

A ativagdo destes receptores via proteina G leva a producdo dos mensageiros
secundarios IP3 e DAG. O IP3 leva a liberacdo de célcio intracelular e subseqtiente
ativacdo da 6xido nitrico sintase (NOS) e da PLA,, esta altima levando a produgédo
de prostaglandinas. O DAG leva a ativacdo da proteina quinase C (PKC) que inicia
uma cascata de ativacdo de proteinas quinases (Moreau et al., 2005). A produgao
desses segundos mensageiros tem como efeitos a agdo vasodilatadora e a liberacdo

de moléculas inflamatérias (Heitsch et al., 2003).
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Especificamente no processo inflamatorio, a ativacdo do receptor B: é capaz
de ativar um fator de transcricdo denominado fator nuclear kappa-B (NFxB) com
conseqiiente regulagdo na produgdo de citocinas pré-inflamatorias (e.g. IL-1f3 e IL-
la). Nesse caso, pode se dizer que existe retroalimentacdo positiva, uma vez que
o aumento de IL-1B também pode modular positivamente a transcricao de B
através do NF«B (Phagoo et al, 2000).

Além do controle cardiovascular feito pela acdo vasodilatadora das cininas,
o papel do SCC na regulacdo da pressdao sanguinea periférica também esta
relacionado a um controle via SNC (Diz e Jacobowitz, 1984 e Alvarez et al., 1992).
Quando a BK ¢é injetada centralmente, estimula a liberacdo de diferentes
hormonios, tais como vasopressina, -endorfina e prolactina (Brooks et al., 1986 e
Drouhault et al, 1987) e em ensaios in vitro aumentam a liberacdo das

catecolaminas (Dendorfer e Dominiak, 1995).

1.6. O Sistema Calicreinas-Cininas e as Epilepsias

O processo inflamatério é um importante mecanismo na epileptogénese.
Como descrito anteriormente, a ativacdo de receptores de cininas também esté
correlacionada ao processo inflamatoério. Desta forma, a participacdo do SCC nas

epilepsias vem sendo recentemente estudada por alguns grupos de pesquisa.
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O primeiro trabalho que relaciona diretamente o SCC e as epilepsias foi
publicado por Bregola e colaboradores em 1999. Em modelos de epilepsia
experimental de inducdo de crises por acido cainico e abrasamento por estimulo
elétrico na amigdala, foi observada uma resposta dose-dependente do efeito do
agonista de B no aumento do influxo de glutamato no hipocampo. O glutamato é
um neurotransmissor excitatério, portanto o aumento do influxo deste
neurotransmissor decorrente da ativacdo do receptor B: nos leva a inferir o
possivel papel deste receptor na modulacdo da hiperexcitabilidade do SNC
(Bregola et al., 1999).

Em 2003, utilizando um modelo de ELT (abrasamento por estimulo elétrico
na amigdala), Ongali e colaboradores analisaram a modulacdo dos receptores B; e
B> em diversas regides do SNC, inclusive no hipocampo. Em todas as regides
analisadas, os resultados mostram um aumento do receptor B: e uma diminuicao
do receptor B.. O que pode ser inferido desses dados é que ha uma modulagao
desses receptores na ELT no modelo de abrasamento elétrico e que essa
modulacdo pode ter um papel importante no estabelecimento da epilepsia.

Outro grupo de pesquisa, utilizando o modelo de ELT por inducédo de crise
através da injecdo sistémica de pilocarpina também avaliou a modulagdo dos
receptores B: e Bo. Neste modelo a pilocarpina é injetada e o animal entra no
chamado estado de mal epiléptico ou status epilepticus (SE), uma crise auto
sustentada e duradoura. Ao longo dos dias apés o SE os animais apresentam

crises recorrentes espontaneas. Neste trabalho, a modulacdo dos receptores B; e B>
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foi analisada em trés fases do desenvolvimento da ELT: fase aguda (6 horas pos
SE), fase latente (5 dias p6s SE sem apresentacdo de crises recorrentes) e fase
cronica (p6s SE com crises recorrentes) (Arganaraz et al., 2004a).

Estudos realizados com camundongos knockout para B: (BiKO) e para B
(B2KO) em modelo de ELT induzida por pilocarpina sistémica, mostraram que os
B2KO tiveram o tempo de laténcia das crises diminuido e aumento da mortalidade
das células do hipocampo. Ja os B:KO tiveram o periodo de laténcia aumentado e a
morte celular do hipocampo e amigdala diminuiu em relagdo aos camundongos
controles (Arganaraz et al., 2004b). Estes dados sugerem um relevante papel para o
receptor B> como neuroprotetor do SNC e, mais uma vez, relacionam o receptor B;
com possiveis mecanismos de hiperexcitabilidade do SNC.

Em um trabalho recente com pacientes com ELT foi detectado um aumento
tanto do receptor B: quanto do receptor B> no hipocampo, o que refor¢ou mais
uma vez a relagdo estreita entre epilepsia e o SCC, confirmando resultados ja

obtidos em modelos animais (Perosa et al., 2007).

1.7. A enzima conversora e a interligacao entre o SRA e 0 SCC

A ECA tem participacdo fundamental na modulacdo dos processos em que
estdo envolvidos os sistemas SRA e SCC, porque além de formar Ang II esta

enzima também é responsavel por inativar os agonistas do SCC.
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Como visto anteriormente, tanto os componentes do SCC como do SRA sao
produzidos e modulados localmente. Isto também parece acontecer para a ECA
uma vez que o mRNA jia foi detectado em tecidos nervosos como em
neuroblastoma e em gliomas (Fishman et al., 1981, Okamura et al., 1981). Além
disso, Correa e colaboradores (1985) e Chai e colaboradores (1987) relataram a co-
localizacdo de Ang Il e ECA nas mesmas regides do SNC. Assim podemos inferir
que devido a produgédo local da ECA no SNC, a sua acdo na modulacdo dos SCC e
do SRA pode ser crucial para a regulacdo do balanco entre mecanismos
excitatorios e inibitérios do SNC.

Um esquema geral dos componentes do SCC e SRA e sua interligagao

através da ECA pode ser visto na Figura 5.

Ang I Metabdlitos inativos de BK e KD

- @ Carboxipeptidase B
Ang 1-;/\ Ang IT desArg’-BK

Endo e/ou
carboxipeptidases

I Bk e kD desArg®-KD
mas ATy AT, B2 B1

Figura 5. Representacdo esquematica do SRA e do SCC. Note que através

da ECA ocorre a interligacdo entre os dois sistemas.
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2. Objetivos

1. Investigar uma possivel correlacdo entre alteracdes inatas do SRA e do
SCC e a suscetibilidade as crises epilépticas em WAR:s.

2. Analisar a modulagdo dos diferentes receptores do SRA, dos receptores
do SCC e da ECA na regido do SNC envolvida no estabelecimento da
ELT utilizando como modelo experimental os WARs;

3. Como comparagdo com a andlise realizada no SNC, analisar a
modulacdo dos diferentes receptores do SRA, dos receptores do SCC e

da ECA no coracao dos animais com ELT.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados como modelo experimental ratos (Rattus norvegicus) da
linhagem Wistar resistentes a crises e ratos da linhagem Wistar geneticamente
susceptiveis as crises (Wistar audiogenic rats - WAR) com idade de dois dias e com
idade de 60 dias. Todos os protocolos deste trabalho seguem as normas da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento para experimentacdo
animal e foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da USP Ribeirao Preto (protocolo n°® 200/2005).

Os ratos da linhagem Wistar resistentes as crises audiogénicas (controles)
foram obtidos do Biotério Central da USP de Ribeirdo Preto. Os WARs foram
obtidos do Biotério do Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina da
USP de Ribeirao Preto onde a cepa é mantida em ambiente ventilado, com

tiltracao de ar, temperatura de 22°C e fotoperiodo de doze horas.

3.2. Reagentes

Todos os reagentes utilizados em técnicas de Biologia Molecular foram

adquiridos da Invitrogen, a menos que tenha sido especificado outro fabricante.
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3.3. Estimulacao acastica

Para o experimento de estimulacdo actstica foram utilizadas ratas fémeas
com 60 dias de idade. Os estimulos foram aplicados individualmente em caixas
actsticas onde os animais foram expostos a um som de alta intensidade (120 dB e
60 Hz) até o aparecimento de crises tonico-clénicas ou durante o tempo maximo
de um minuto. O comportamento dos animais foi monitorado e anotado durante
o estimulo e por um minuto apés o fim do estimulo. Os animais foram
estimulados duas vezes ao dia (8-9 hs e 16-18 hs) por 15 dias, totalizando 30
estimulos. O indice de gravidade das crises generalizadas (tipo tonico-clonicas) foi
determinado com base no indice mesencefdlico de Garcia-Cairasco et al (1996)
categorizado por Rossetti et al., (2006) (Tabela 1) e a gravidade das crises parciais

complexas foi determinada pelo indice de Racine (Tabela 2 - Racine, 1972).
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Tabela 1. Indice de gravidade das crises generalizadas. A partir da observacio
desses comportamentos, por estimulo, é dado a cada animal o indice da

gravidade da crise convulsiva que o animal apresenta.

Indice mesencefalico de Garcia-Cairasco et al (1996), categorizado por
Rossetti et al., (2006).

Sem crise

Uma corrida e giros

Giro, corrida, pulo e quedas atonicas

Duas corridas, giros e quedas atonicas

Comportamentos anteriores e convulsdo tonica (opistotonus)

Comportamentos anteriores e clonias parciais e generalizadas

Comportamentos anteriores e flexdao ventral de cabeca

Comportamentos anteriores e hiperextensao das patas anteriores

| | O Q1| = Q| N| | O

Comportamentos anteriores e hiperextensao das patas posteriores

Tabela 2. Indice de gravidade das crises limbicas. A partir da observacdo desses
comportamentos identifica-se ou ndo o aparecimento das crises limbicas. E dado a

cada animal, por estimulo, o indice da gravidade das crises convulsivas.

Indice limbico (Racine, 1972)

1.0 Automatismos faciais

2.0 Mioclonias de orelha, cabeca e tronco

3.0 Comportamentos anteriores e clonias das patas anteriores
4.0 Comportamentos anteriores e elevagao

5.0 Comportamentos anteriores e queda
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3.4. Dissecc¢ao dos tecidos do SNC

Os animais com 2 dias de idade foram submetidos a eutandsia por
decapitacdo. Imediatamente apdés a decapitacdo, hipocampo, coliculo inferior e
coliculo superior foram dissecados, congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer -70°C para utilizagdo na anélise de expressdao do mRNA..
Esta andlise inicial foi realizada em neonatos com 2 dias de vida (P2) porque nessa
idade os ratos ndo sofreram nenhum tipo de estresse sonoro, ja que o meato
auditivo abre no 14° dia. Os animais com 60 dias de idade (submetidos ao
estimulo actstico) foram eutanasiados 24 horas apds o ultimo estimulo.
Imediatamente apés a decapitagdo o hipocampo foi dissecado, congelado em
nitrogénio liquido e armazenado em freezer -70°C para utilizagdo na anélise de

expressdo do mRNA.

3.5. Isolamentos do coracao

Para comparar o SNC e o sistema periférico em relacdo a regulagdo do SRA e
SCC, os mesmos animais com 60 dias de idade que foram submetidos a eutanédsia
para disseccao dos tecidos do SNC também tiveram o coracdo isolado. Este érgao do
sistema periférico foi escolhido porque possui uma producao e regulacdo local do
SRA e SCC. Imediatamente apds a eutandsia, o coracdo foi removido apds abertura
do térax, imerso sem solugdo salina, congelado em nitrogénio liquido e armazenado

em freezer -70°C para utilizagdo na anélise de expressdo de mRNA.
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3.6. Extracao de RNA total

Para os diferentes tecidos obtidos de ratos Wistar e WARs foi utilizada a
extracdo de RNA total pelo protocolo do reagente TRIzol. Os tecidos armazenados
em freezer -70°C foram colocados em nitrogénio liquido e submetidos a
pulverizagdo por pressdo. Foram entdo transferidos para tubos de centrifuga de
1,5 mL contendo TRIzol (1,0 mL TRIzol /100 mg de tecido), incubados a
temperatura ambiente por 5 min e entdo foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio
por mL de TRIzol utilizado. Os tubos foram agitados em vortex e, em seguida,
centrifugados a 12.000 g a 4°C por 15 min. A camada superior (fase aquosa) foi
recuperada e transferida para um novo tubo, em seguida foi adicionado 1 mL de
isopropanol. As amostras foram centrifugadas a 12.000 g a 4°C por 10 min. Ap6s
desprezar o sobrenadante foram adicionados 0,5 mL de etanol 75%. As amostras
foram novamente centrifugadas a 7.500 g a 4°C por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi incubado por 10 min a temperatura ambiente. Para
solubilizar o RNA total, os tubos receberam um volume de 10ul de agua de Milli-
Q tratados com 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC). As amostras de RNA total

foram mantidas a -70°C até o momento do uso.

A concentracdo de RNA total nas amostras foi determinada por diluigdo do
RNA (fator de diluicdo conhecido) e leitura em cubetas de quartzo em

espectrofotometro DU 640 (Beckman Coulter, Estados Unidos) no comprimento de
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onda de 260 nm (Axo), com fator de diluicdo igual a 50, sendo o resultado

expresso em pg/mL.

A qualidade do RNA total nas amostras foi determinada por eletroforese
em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, com observacdo da

integridade das subunidades 28S, 18S e 55 do RNA ribossémico (Figura 6).

e

—» 28S
—» 18S

S —»5S

Figura 6. Padrao eletroforético de RNAs totais integros. A. 1 pg de RNA total do

coliculo inferior. B. 1 pg de RNA total do coliculo superior.

Para preparar o gel de agarose 1%, foram dissolvidos 0,3 g de agarose a 30
mL de tampao TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8.0) preparado com
agua tratada com DEPC (0,1%). A agarose foi aquecida em forno de microondas
até completa dissolucdo e logo apés foram adicionados 4 pL da solucdo de
brometo de etidio (10 mg/mL). Foi preparado um gel no sistema de eletroforese
horizontal, aguardando-se a polimeriza¢do por uma hora. Foram adicionados 2
uL do tampao de corrida a 1 uL de amostra de RNA (concentrado 10X: glicerol

50%, EDTA 1 mM e azul de bromofenol 0,4%), procedendo-se o carregamento do
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gel com todas as amostras. A eletroforese foi realizada em tampao TAE 1X, e a
seguir as amostras foram visualizadas em transluminador e fotodocumentadas

(Sistema EDAS 290 KODAK, Estados Unidos).

3.7. Tratamento das amostras com DN Aase

Todas a amostras de RNA total foram tratadas com DNAase I Amplification
Grade para que os resultados ndo apresentassem um falso positivo por causa da
amplificagdo do DNA restante e ndo do cDNA gerado.

Em um tubo de centrifuga foram adicionados 1 ug de RNA total, 1 uL de
tampao DNAase I (10X), 1 uL de enzima DNAase I Amp. Grade (0,1U/uL) e agua
com DEPC (0,1%) para o volume final de 10 puL. A reacdo foi incubada por 15 min
a temperatura ambiente. Ap6s incubacdo, foi adicionado 1 pL de EDTA (25 mM) e
a reacdo foi incubada por 10 min a 65 °C. Apo6s o periodo de incubacdo a reacao
foi colocada no gelo para a utilizacdo em seguida ou armazenada em -70 °C para

utilizacdo posterior.

3.8. Transcri¢ao Reversa e Reagcao em Cadeia de Polimerase (RT-PCR)

3.8.1. Desenho de oligonucleotideos

Os oligonucleotidios utilizados para a amplificagdo dos genes que

codificam para o receptor B: e B> do SCC, para os receptores ATi, AT> e mas do
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SRA e para a ECA foram desenhados utilizando o programa Primer Express

(Applied Biosystems) As seqiiéncias gendmicas utilizadas foram obtidas do GenBank

(http//:www.ncbi.nlm.nih.gov). As seqiiéncias dos oligonucleotideos e o tamanho

dos fragmentos amplificados estdo na Tabela 3 a seguir:

Tabela 3. Seqiiéncia de oligonucleotideos utilizados na PCR para os diferentes genes

e tamanhos dos produtos de amplificagdo. pb, pares de base.

Gene Tamanho do Sense (5’-3") Anti-sense (5’-3")
fragmento
amplificado
B-actina 421 pb CTAAGGCAAACCGTGAAAAGA ATTGCCGATAGTGATGACCTG
ATy 600 pb AACAACTGCCTGAACCCTCT TCAGAACAAGACGCAGGCT
AT, 160 pb CTCACACAAACCGGCAGATAAG CCACAGCCAGATTGAAGATG
B: 25 Opb GCCTCCCTGAGAGGACAGAAG AGTGGGTTCAAGCAGCTGTTG
B> 300 pb GTCAACTGCCCAGACACTG TGCTGCTGTAGAGGTTCATG
Mas 190 pb CCTTTGGGAACCTGCATAAC GGATACAGTGTTGCCATTGC
ECA 200 pb GCTCAACGGCTACTCTGATG CCTAGCAGGTGAGCAGGAATG

3.8.2. Transcrigao reversa (RT).

O RNA total foi utilizado para a sintese de cDNA num processo

denominado transcrigdo reversa, a qual foi realizada num volume de reagado de 20

uL utilizando-se 1 pg de RNA total previamente tratado com DNAase. As

transcriptases reversas catalisam a reacao de formacao de fitas de DNA (cDNA) a

partir de um molde de RNA.
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Foi utilizado o protocolo para a enzima Improm (Promega). Dentro do tubo para
centrifuga onde o RNA total foi tratado com DNAase foi misturado 1 pL de Oligo-dT
(0,5 ng/pL). A reacado foi incubada por 5 min a 70 °C e logo ap6s, transferida para o
gelo por 5 min. Foram acrescentados: 4 uL de tampao (5x), 2,4 uL de MgCl (25 mM), 1
uL de dNTPmix com DEPC (10 mM) e 1 uL de enzima (1U/uL). A reacao foi incubada
por 5 min a temperatura ambiente e em seguida incubada a 42 °C por 60 minutos.
Apbs o tempo de 60 minutos a reacdo foi incubada a 70 °C por 15 e minutos e em

seguida transferida para o gelo. O cDNA foi estocado a -20 °C até a utilizagdo.

3.8.3. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os cDNAs serviram de molde para a amplificagdo por PCR. Todas as
reagoes foram realizadas num volume de 25 puL em tubos com os seguintes
reagentes: 0,5 uL (10 uM) de cada oligonucleotideo (sense e anti-sense para cada
gene; Tabela 3), 2,5 uL de tampao para PCR (10X), 0,75 uL de MgCl> (50 mM), 0,5
uL de dNTPs (10 uM) e 0,25 puL de Platinum Taqg DNA polimerase (5U/uL). O
processo de ciclagem térmica consistiu de desnaturacao inicial por 2 min a 94 °C
seguida de 35-40 ciclos de amplificagdo. Cada ciclo é constituido das fases de
desnaturacdo (94 °C) por 1 minuto, anelamento do oligonucleotideo por 1 minuto
(temperatura especifica para cada para de oligonucleotideo, ver Tabela 4) e
extensdao por 1 minuto (72 °C). No final dos ciclos de amplificacao a reagao fica

por mais 7 minutos a 72 °C. Para cada par de oligonucleotideos foi realizada a
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PCR com &gua destilada substituindo a amostra para avaliacdo de possivel
contaminagao dos oligonucleotideos e também para cada amostra de tecido a PCR
foi realizada utilizando-se RNA (tratado com DNAase) como molde para

avaliacdo de possivel contaminagdo por DNA gendmico.

Tabela 4: Temperatura de anelamento dos oligonucleotideos e niimero de ciclos

utilizados para a amplificacdo dos genes.

Gene Temperatura de anelamento dos Ntumero de ciclos
oligonucleotideos

B-actina 25°C 25
AT %eC 35
AT %eC 35
B, 58°C 35
B, 58°C 35
Mas o8eC 40
ECA %eC 35

3.8.4. Eletroforese em gel de agarose e andlise semi-quantitativa

Uma aliquota de 10 uL de cada amostra foi analisada por eletroforese em
100 mL de gel de agarose 2% contendo 8 uL. de brometo de etidio (10 mg/mL). O
peso molecular dos produtos da PCR foi determinado pela comparagdao com do
marcador Ladder 1Kb. O DNA foi visualizado sob luz ultravioleta para a deteccdo
da presenca de produtos amplificados de tamanhos esperados (Tabela 3), sendo

neste momento realizada fotodocumentagao (Sistema EDAS 290 KODAK, EUA).
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Foi realizada andlise semi-quantitativa, utilizando-se como parametro de
comparacao os valores de intensidade obtidos para a B-actina, proteina cujo gene
é expresso constitutivamente, em cada amostra dos diferentes 6rgados e tecidos.
Para esta andlise, foi empregada densitometria pelo programa Image]
(httpy//rsb.info.nih.gov/ij/). Para cada amostra foi obtida uma relacdo entre a
intensidade da banda para o gene de interesse e para as bandas de B-actina no gel
de agarose que foram plotadas no Graphpad Prism (GraphPad, San Diego, EUA)

(Figura 7) e submetidas a anélise estatistica.

Receptor Bl

B-actina

Figura 7. Gel de agarose 2% com o produto de PCR que corresponde ao tamanho
esperado (receptor Bl e [-actina) para amostras diferentes. A partir da
quantificacdo da densidade (ver item 2.8.4) das bandas é calculada a razdo dos

valores obtidos para o Bl e para B-actina.

3.9. Real-time PCR

3.9.1. Desenho de oligonucleotideos

Os oligonucleotidios utilizados para amplificacdo dos genes que codificam

para IL-13, IL-10 e P-actina foram desenhados pelo programa Primer Express



Materiais e Métodos 47

(Applied Biosystems, EUA) baseados nas seqiiéncias depositadas no GenBank
(http//:www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequiéncias dos oligonucleotideos e o tamanho

dos fragmentos amplificados estdo listados na Tabela 5.

Tabela 5: Seqiiéncia de oligonucleotideos utilizados no Real-time PCR para os

diferentes genes e tamanhos dos produtos de amplificagao. pb, pares de base

Gene Tamanho do Sense (57-3') Anti-sense (5-3")
fragmento
B-actina 210 pb AGAAGATGACCCAGATCATGTTT A  AGCAGCCGTGGCCATCTCTTGCTC
IL-1P 162 pb ACTTCACCATGGAACCCGTGT GCCACGGTTTTCTTATGGCTC
IL-10 146 pb AACTTCGATCCTAAGGCTGGC AGCAACCTGGTTTCTCTTCCC

3.9.2. Real-Time PCR

Para o Real-time PCR foi utilizado ¢cDNA sintetizado por transcricao
reversa. Todas as reacdes de PCR em tempo real foram feitas usando ABI Prism
5700 Sistema de deteccdo de seqtiéncia (Applied Biosystems, Estados Unidos). O
processo de ciclagem térmica consiste de 2 min a 50 °C, em seguida 2 min a 95 °C
para a transcricao reversa e 40 ciclos a 95 °C por 15 s seguido de 57 °C por 30 s e
60 °C por 30 s. Em todos os experimentos foram feitos controles negativos para
excluir possibilidades de contaminacdo por RNA ou DNA genomico. As
condic¢oes do Real-Time PCR foram otimizadas para cada alvo com concentracdes

ideais de oligonucleotideos, auséncia de formacdo de dimeros dos
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oligonucleotideos e eficiente amplificacao dos genes alvos e dos genes controles -
actina. Para a reacdo do Real-time PCR foi utilizado o mix Platinum SYBR Green
gPCR SuperMix-UDG with ROX, 1 pL (10 pM) de cada oligonucleotideo especificos
para cada gene amplificado e 1 pg de cDNA das diferentes amostras. Os niveis
relativos da expressdo dos genes foram calculados de acordo com as instrugdes da
Applied Biosystems, utilizando a p-actina como gene normalizador.

Os dados foram expressos usando o método de Ciclo limite (Ct ou Cycle
treshold), ou seja, o numero de ciclos no qual a curva logaritmica de PCR cruza
uma linha de corte arbitrariamente calculada. O calculo da média do ACt da
duplicata das amostras (Ct do gene alvo menos o Ct do gene normalizador) foi
submetido a regressao linear.

O primeiro parametro utilizado é o valor de limiar da curva de amplificagdo
obtida pela amplificacdo do cDNA alvo (Ct). Houve a normalizacdo dos valores
subtraindo-se o Ct obtido da amplificagdo especifica do gene alvo pelo Ct do gene
normalizador (ACt). Devido a caracteristica logaritmica desse valor, houve utilzacao

do parametro 2-2Ct, para a expressao dos dados (Kubista et al., 2006).

3.10. Analises estatisticas

Os Os resultados foram e xpressos pela média e normalizados pelo valor
maximo. A diferenca entre os grupos foi determinada utilizando-se test t (Student)
ou One-way ANOVA (p6s teste Newman-Keuls). Os valores de P menores que 0,05

(P<0,05, ), (P<0,01, **) e (P<0,001, ***) foram considerados significativos.
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4. Resultados

4.1. Alteracdes inatas da cepa WAR

Inicialmente decidimos investigar a hipotese da existéncia de uma
correlacdo entre alteragdes inatas dos SRA e/ou SCC e a susceptibilidade as crises
epilépticas em WARs. Para isso, analisamos por RT-PCR os niveis de expressao
dos mRNAs para diferentes componentes destes sistemas em 3 regides do SNC
(hipocampo, coliculo inferior e coliculo superior) de WARs neonatais. Como
explicado detalhadamente na introducdo, estas regides foram escolhidas porque

possuem importante papel nas crises audiogénicas agudas e cronicas.

4.1.1. Andlise de receptores do Sistema Renina-Angiotensina

Os resultados obtidos demonstram que em WARs ndo existe a expressao
diferenciada inata do mRNA dos receptores AT (Figura 8), AT (Figura 9) e mas
(Figura 10) do SRA, tanto no hipocampo como no coliculo inferior e coliculo

superior, quando comparados os ratos Wistar (controle).
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Figura 8. Niveis de expressao do mRNA de AT; em relacdo ao de p-actina no
coliculo inferior (A), coliculo superior (B) e no hipocampo (C). Dados
representando a média de 7 experimentos independentes. Os dados foram
normalizados a partir do valor maximo da razdo obtida em cada experimento.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student.
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Figura 9. Niveis de expressio do mRNA de AT: em relacdio ao de P-actina no
coliculo inferior (A), coliculo superior (B) e no hipocampo (C). Dados
representando a média de 7 experimentos independentes. Os dados foram
normalizados a partir do valor méximo da razdo obtida em cada experimento. A

anélise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student.
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Figura 10. Niveis de expressao do mRNA de mas em relacdo ao de -actina no
coliculo inferior (A), coliculo superior (B) e no hipocampo (C). Dados
representando a média de 7 experimentos independentes. Os dados foram
normalizados a partir do valor méximo da razao obtida em cada experimento. A

andlise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student.
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4.1.2. Andlise de receptores do Sistema Calicreinas-Cininas

Nossos resultados também mostram que em WARs ndo existe expressao
diferenciada inata do mRNA dos receptores B: (Figura 11) e Bz (Figura 12) do SCC
em nenhuma das regides do SNC analisadas, quando comparados com os Wistar

(controle).

4.1.3. Analise da enzima conversora de angiotensina (ECA)

O ponto chave que conecta os dois sistemas aqui analisados é a ECA. O
mRNA para esta enzima também ndo apresentou em WARs expressdao
diferenciada nas regides do SNC analisadas quando comparado ao controle

(Figura 13).
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Figura 11. Niveis de expressdo do mRNA de B: em relacdo ao de [-actina no
coliculo inferior (A), coliculo superior (B) e no hipocampo (C). Dados
representando a média de 7 experimentos independentes. Os dados foram
normalizados a partir do valor maximo da razdo obtida em cada experimento.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student.
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Figura 12. Niveis de expressao do mRNA de B> em relacdo ao de p-actina no
coliculo inferior (A), coliculo superior (B) e no hipocampo (C). Dados
representando a média de 7 experimentos independentes. Os dados foram
normalizados a partir do valor maximo da razdo obtida em cada experimento.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student.
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Figura 13. Niveis de expressao do mRNA de ECA em relacdo ao de p-actina no
coliculo inferior (A), coliculo superior (B) e no hipocampo (C). Dados
representando a média de 7 experimentos independentes. Os dados foram
normalizados a partir do valor maximo da razao obtida em cada experimento.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student.
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4.2. Estimulacao actustica dos animais

O WAR é um modelo suscetivel as crises epilépticas audiogénicas. A
predisposicdo genética aliada a inducdo exdégena, que é o estimulo sonoro,
provoca crises convulsivas generalizadas e, quando sdo feitos estimulos sonoros
repetidos provocam o chamado abrasamento audiogénico, recrutando regides do
sistema limbico. Como pode ser visto na Figura 14, quando se inicia o
recrutamento de circuitos limbicos, a gravidade destas crises aumenta e
concomitantemente a gravidade das crises generalizadas tende a diminuir. Os
ratos Wistar resistentes (controles) quando recebem o estimulo sonoro ndo
desenvolvem crises convulsivas, mesmo depois de muitos dias de estimulo
(Figura 15). O indice de gravidade das crises generalizadas foi determinado com
base no indice mesencefalico desenvolvido por Gercia-Cairasco et al., (1996) e
recentemente categorizado (Rossetti et al., 2006) (ver Tabela 1, pagina 38) e a
gravidade das crises parciais complexas foi determinada pelo indice de Racine

(1972) (ver Tabela 2, pagina 38).
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Figura 14. Perfil do desenvolvimento antagdnico, das crises comportamentais
mesencefdlicas e posteriormente limbicas nos WARs submetidos ao

abrasamento audiogénico (n=10).
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Figura 15. Auséncia praticamente completa de crises comportamentais

mesencefdlicas e limbicas nos ratos Wistar durante os estimulos crénicos

acusticos (n=10).
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4.3. Alteracoes centrais no modelo de Epilepsia do Lobo Temporal na cepa

WAR (abrasamento audiogénico)

Como visto detalhadamente na introducao, tanto o SCC como o SRA
podem ter participacdo na epileptogénese e/ou no estabelecimento da epilepsia.
Uma vez que observamos nao haver alteracdes inatas, decidimos investigar a
hipotese de uma possivel modulacdo do SRA e do SCC na ELT em WAR, tipo de
epilepsia que reflete crises parciais complexas e é apresentada apds o
abrasamento audiogénico, o qual ocorre neste modelo com estimulos repetidos e
com conseqiiente recrutamento limbico (Garcia-Cairasco et al., 1996; Moraes et al.,
2000). Assim, analisamos em hipocampo (regido recrutada com o abrasamento -
veja Introducdo péagina 21) os niveis de expressdo do mRNA dos receptores ATi,

AT> e mas do SRA e dos receptores B; e B> do SCC, assim como da ECA.

4.3.1. Andlise dos receptores do Sistema Renina-Angiotensina no hipocampo

Para os componentes do SRA analisados foi demonstrada uma regulacao
positiva da expressio do mRNA dos receptores ATi, AT, e mas apds o
abrasamento audiogénico. Foi observado um aumento nos niveis de expressao de
mRNA de cerca de 5 vezes para o receptor AT (Figura 16), cerca de 3,3 vezes

para o receptor AT> (Figura 17) e cerca de 4 vezes para o receptor mas (Figura 18),
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quando comparados ao grupo WAR que ndo recebeu estimulo sonoro (WAR
naive). Nos WARs que receberam estimulo sonoro e tiveram crises generalizadas
tonico-clonicas agudas pode ser observado que ndo houve nenhum tipo de
modula¢do na expressdao do mRNA dos receptores AT (Figura 16), AT (Figura
17) e mas (Figura 18) quando comparados aos WARs naive. Nao foi observada
qualquer tipo de modulacdo da expressdao dos mRNAs destes receptores quando
analisados em Wistars resistentes que receberam 30 estimulos sonoros (Figuras

16,17 e 18).
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Figura 16. Anélise da modulacdo da expressdao do mRNA do receptor AT: no
hipocampo. 1) WAR sem estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-
clonica (1 estimulo); 3) WAR com abrasamento audiogénico (30 estimulos) e
4) Wistar ap6s 30 estimulo sonoros. Os dados foram normalizados a partir do
valor maximo da razdo obtida em cada experimento (n=5). Os dados foram

analisados por one-way ANOVA (Newman-Keuls): *** = p < 0,001.
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Figura 17. Anélise da modulagdo da expressdao do mRNA do receptor AT> no
hipocampo. 1) WAR sem estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-
clonica (1 estimulo); 3) WAR com abrasamento audiogénico (30 estimulos) e
4) Wistar ap6s 30 estimulo sonoros. Os dados foram normalizados a partir do
valor maximo da razdo obtida em cada experimento (n=5). Os dados foram

analisados por one-way ANOVA (Newman-Keuls): *** = p < 0,001.
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Figura 18. Analise da modulacdo da expressio do mRNA do receptor mas no
hipocampo. 1) WAR sem estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-
clonica (1 estimulo); 3) WAR com abrasamento audiogénico (30 estimulos) e 4)
Wistar ap6s 30 estimulo sonoros. Os dados foram normalizados a partir do valor
maximo da razdo obtida em cada experimento (n=5). Os dados foram analisados

por one-way ANOVA (Newman-Keuls): *** = p < 0,001.
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4.3.2. Andlise dos receptores do Sistema Calicreinas-Cininas no hipocampo

Nossos resultados demonstram que nos WARs com abrasamento
audiogénico houve uma up-regulation na expressao do mRNA dos receptores B; e
B> do SCC; cerca de 6,6 vezes para o receptor B: (Figura 19) e cerca de 5 vezes
para o receptor B (Figura 20) quando comparados ao WAR naive. Assim como
para o SRA, nos WARs que receberam apenas um estimulo sonoro e tiveram
crises generalizadas tonico-clonicas, pode ser observado que ndo houve
modula¢do na expressdo do mRNA do receptor B: (Figura 19) e do receptor B
(Figura 20) quando comparados aos WARs naive. A expressdo dos mRNAs destes
receptores também ndo sofreu qualquer tipo de modulacdo quando analisados

em Wistars que receberam 30 estimulos sonoros (Figuras 19 e 20).

4.3.3. Analise da expressio da enzima conversora de angiotensina (ECA) no hipocampo

Neste modelo de abrasamento audiogénico também houve aumento de
cerca de 2,5 vezes no nivel de expressio da ECA em relacdo ao WARs sem
estimulo. Tanto os WARs que tiveram crise generalizada tonico-clonica (1
estimulo) quanto os Wistars que receberam 30 estimulos, ndo sofreram
modulacdo da expressio do mRNA quando comparados aos WARs naive.

(Figura 21).
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Figura 19. Anélise da modulacdo da expressio do mRNA do receptor B: no
hipocampo. 1) WAR sem estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-
clonica (1 estimulo); 3) WAR com abrasamento audiogénico (30 estimulos) e 4)
Wistar ap6s 30 estimulo sonoros. Os dados foram normalizados a partir do valor
méximo da razdo obtida em cada experimento (n=5). Os dados foram analisados

por one-way ANOVA (Newman-Keuls): *** =p < 0,001.
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Figura 20. Anédlise da modulacdo da expressdao do mRNA do receptor B> no
hipocampo. 1) WAR sem estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-
clonica (1 estimulo); 3) WAR com abrasamento audiogénico (30 estimulos) e
4) Wistar ap6s 30 estimulo sonoros. Os dados foram normalizados a partir do
valor maximo da razdo obtida em cada experimento (n=5). Os dados foram

analisados por one-way ANOVA (Newman-Keuls): *** = p < 0,001.
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Figura 21. Andlise da modulacdo da expressaio do mRNA da ECA no
hipocampo. 1) WAR sem estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-
clonica (1 estimulo); 3) WAR com abrasamento audiogénico (30 estimulos) e 4)
Wistar apds 30 estimulo sonoros. Os dados foram normalizados a partir do
valor maximo da razdo obtida em cada experimento (n=5). Os dados foram

analisados por one-way ANOVA (Newman-Keuls): *** = p < 0,001.
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4.3.4. Andlise de citocinas no hipocampo

A inflamagao é um processo importante no estabelecimento da epilepsia,
como as citocinas sdo moléculas diretamente envolvidas no processo inflamatério
decidimos analisar os niveis de expressao do mRNA de duas citocinas por Real-
time PCR no hipocampo de ratos com ELT, uma citocina pré-inflamatéria (IL-1B) e

uma citocina antiinflamatoéria (IL-10).

Os niveis de expressao de mRNA para estas citocinas no hipocampo de
WARs com ELT foram comparados a WARs com crise generalizada, WARs sem
estimulo sonoro, animais Wistar que receberam 30 estimulos sonoros. Os
resultados obtidos mostram que ndo houve modulagao significativa da expressao
do mRNA para IL-10 (Figura 22) assim como para a IL-1 (Figura 23) em nenhum

dos grupos.
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Figura 22. Expressaio do mRNA de IL-10 no hipocampo. 1) WAR sem
estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-clonica (1 estimulo); 3) WAR
com abrasamento audiogénico (30 estimulos) e 4) Wistar apés 30 estimulo
sonoros. Os dados foram normalizados a partir do valor méximo da razdo
obtida em cada experimento (n=5). Os dados foram analisados por one-way

ANOVA (Newman-Keuls). P>0.05.
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Figura 23. Expressdao do mRNA de IL-1p no hipocampo. 1) WAR sem
estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-clonica (1 estimulo); 3)
WAR com abrasamento audiogénico (30 estimulos) e 4) Wistar apds 30
estimulo sonoros. Os dados foram normalizados a partir do valor méximo
da razdo obtida em cada experimento (n=5). Os dados foram analisados por

one-way ANOVA (Newman-Keuls). P>0.05.
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4.4. Alteracoes periféricas no modelo de Epilepsia do Lobo Temporal na cepa

WAR (abrasamento audiogénico)

Com base nos resultados obtidos no SNC, decidimos entdo investigar a
modulacdo da expressdao dos mRNAs dos componentes do SRA e SCC na ELT,
tendo como parametros os mesmos grupos utilizados anteriormente: WAR naive,
WAR com crise generalizada e ratos Wistar que receberam 30 estimulos sonoros.

A andlise dos receptores AT; (Figura 24), AT> (Figura 25) e mas (Figura 26)
do SRA, dos receptores B (Figura 27) e B, (Figura 28) do SCC e a ECA (Figura 29)
foram analisados no coracdo. O objetivo foi verificar se a expressio do mRNA
desses componentes no SNC era acompanhado pela expressio do mRNA no

sistema periférico.
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Figura 24. Anélise da modulacdo da expressdao do mRNA do receptor ATi no
coragdo. 1) WAR sem estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-clonica
(1 estimulo); 3) WAR com abrasamento audiogénico (30 estimulos) e 4) Wistar
ap6s 30 estimulo sonoros. Os dados foram normalizados a partir do valor
méaximo da razdo obtida em cada experimento (n=4). Os dados foram

analisados por one-way ANOVA (Newman-Keuls). P>0.05.
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Figura 25. Anélise da modulacao da expressdo do mRNA do receptor AT> no
coracdo. 1) WAR sem estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-clonica
(1 estimulo); 3) WAR com abrasamento audiogénico (30 estimulos) e 4) Wistar
ap6s 30 estimulo sonoros. Os dados foram normalizados a partir do valor
maximo da razdo obtida em cada experimento (n=4). Os dados foram

analisados por one-way ANOVA (Newman-Keuls). P>0.05.
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Figura 26. Anélise da modulacdo da expressao do mRNA do receptor mas no
coragdo. 1) WAR sem estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-
clonica (1 estimulo); 3) WAR com abrasamento audiogénico (30 estimulos) e
4) Wistar ap6s 30 estimulo sonoros. Os dados foram normalizados a partir
do valor maximo da razao obtida em cada experimento (n=4). Os dados

foram analisados por one-way ANOVA (Newman-Keuls). P>0.05.
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Figura 27: Anélise da modulacdo da expressao do mRNA do receptor B;
no coracdo. 1) WAR sem estimulo; 2) WAR com crise generalizada
tonico-clonica (1 estimulo); 3) WAR com abrasamento audiogénico (30
estimulos) e 4) Wistar apds 30 estimulo sonoros. Os dados foram
normalizados a partir do valor maximo da razdo obtida em cada

experimento (n=4). Os dados foram analisados por one-way ANOVA

(Newman-Keuls). P>0.05.
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Figura 28. Andlise da modulacdo da expressdo do mRNA do receptor Bz no
coragdo. 1) WAR sem estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-clonica
(1 estimulo); 3) WAR com abrasamento audiogénico (30 estimulos) e 4)
Wistar ap6s 30 estimulo sonoros. Os dados foram normalizados a partir do
valor maximo da razao obtida em cada experimento (n=4). Os dados foram

analisados por one-way ANOVA (Newman-Keuls). P>0.05.
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Figura 29. Andlise da modulacdo da expressao do mRNA da ECA no
coracdo. 1) WAR sem estimulo; 2) WAR com crise generalizada tonico-
clonica (1 estimulo); 3) WAR com abrasamento audiogénico (30 estimulos)
e 4) Wistar apdés 30 estimulo sonoros. Os dados foram normalizados a
partir do valor maximo da razdo obtida em cada experimento (n=4). Os

dados foram analisados por one-way ANOVA (Newman-Keuls). P>0.05.
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5. Discussao

Como detalhadamente explanado anteriormente, as epilepsias sao
sindromes neuroldgicas complexas que estdo relacionadas a diferentes causas,
que podem ser endégenas (como uma predisposi¢do genética) ou exégenas (como
um trauma, tumor ou acidentes vasculares), ou ainda podem ser uma mistura dos
dois fatores, onde a predisposicdo genética pode ser um facilitador no
estabelecimento da epilepsia, disparado a partir de um estimulo ex6geno (Engel,
1995). Estas diferentes causas podem gerar diferentes tipos de epilepsias, que sao
classificadas principalmente pelos sintomas apresentados pelo individuo, que por
sua vez refletem o local de origem do disparo da hiperexcitabilidade da crise.
Possiveis mecanismos moleculares relacionados ao disparo e a manutencao da
crise sdo muito estudados, mas apesar disso o controle da maioria dos tipos de
epilepsia ainda é pouco satisfatorio.

Devido a complexidade de mecanismos envolvidos na geracdo e
manutencdao das crises, muitos modelos animais tém sido desenvolvidos, de
modo a permitir diferentes abordagens experimentais no estudo destas
sindromes. O modelo experimental de epilepsia escolhido para a realizagdo deste
trabalho foi a cepa WAR (Doretto et al., 2003), a qual possui caracteristicas que
foram detalhadamente descritas na Introducdo desta dissertacdo (ver paginas 12-
15). Neste modelo audiogénico, a predisposicdo genética aliada a indugao

exdgena (o estimulo sonoro) provoca crises convulsivas generalizadas tonico-
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clonicas em protocolos agudos. Apds exposigao a estimulos sonoros repetidos é
gerado o chamado abrasamento audiogénico, onde regides do sistema limbico,
como o hipocampo, sdo recrutadas (Garcia-Cairasco, 2002). Como descrito por
Garcia-Cairasco e colaboradores (1996), quando se inicia o recrutamento da regido
limbica a severidade destas crises aumenta e concomitantemente a severidade das
crises generalizadas tende a diminuir (veja Figura 14). A explicagdo para esse fato
seria uma possivel competicdo entre circuitos actistica-motores, sensorio-motores
e sensOrio-limbicos na transmissdo dos impulsos nervosos de carater
epileptiforme e epileptogénico. Como pode ser visto na Figura 15, os ratos Wistar
resistentes (controles) quando recebem o estimulo sonoro ndo entram em crise
convulsiva, mesmo depois de muitas exposicdes a estimulos sonoros. Estes
resultados comprovam que o background genético é essencial para o
desenvolvimento da crise convulsiva.

Classicamente, os mecanismos moleculares envolvidos na geracdo da
hiperexcitabilidade sdo aqueles envolvidos no balanco entre neurotrasmissores
exitatorios (e.g. glutamato) e inibitérios (e.g. GABA). Além destes, o SCC e SRA,
embora classicamente envolvidos no controle cardiovascular e processos
inflamatoérios, estdo presentes no SNC e, alguns estudos ja foram iniciados sobre
suas correlacdes com a epilepsia (Georgiev e Tchalarova, 2005; Arganaraz et al.,
2004a e 2004b; Bregola et al., 1999; Ongali et al, 2003).

O primeiro dado que nos chamou a atencdo para uma correlagao entre o

SRA e a sindrome epiléptica gerada nos WARs foi o trabalho de Oliveira e



Discussdo 81

colaboradores (2005) onde foi descrito que os WARs apresentavam um quadro de
homeostase cardiaca alterada, quando comparados aos animais Wistar
resistentes. Além disso, como descrito na Introducao, existe uma regulacdo local
dos componentes do SRA no SNC que participa da modulacdo da
neurotransmissdo e podem influenciar a regulacdo da pressao sistémica. A partir
destes dados, decidimos investigar a possibilidade da participacdo do SRA na
suscetibilidade dos WAR as crises audiogénicas. Essa hipotese foi verificada
através da andlise do nivel de expressdao dos componentes do SRA em WARs
neonatos em relacdo aos animais Wistar neonatos resistentes. Como foi mostrado
nas Figuras 8, 9, 10 e 13, em nenhuma das regides do SNC analisadas houve
diferenca na expressao dos WARs em relagdo aos animais Wistar resistentes.
Assim, podemos inferir que a suscetibilidade dos WAR ndo esté relacionada aos
niveis de expressdao dos receptores do SRA (ATi, AT> e mas) e nem aos niveis de
expressdo de ECA nas regides do SNC analisadas no periodo neonatal.

Apesar dos receptores do SRA e da ECA ndo estarem envolvidos com a
suscetibilidade as crises, estudos recentes relacionam a ativagdo dos receptores do
SRA a modulacdo da hiperexcitabilidade do SNC (Wright e Harding, 2004).
Portanto, foi realizado um estudo da modulacdo da expressdo de tais receptores
ap6és uma crise generalizada tonico-clonica aguda e apds o abrasamento
audiogénico (30 crises) em WARs. Nossos resultados mostram que os niveis dos
mRNAs dos receptores ATi, AT2, mas e da ECA ndo foram alterados com um

tnico estimulo sonoro, ou seja, com a ocorréncia da crise generalizada tonico-
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clonica (veja Figuras 16, 17, 18 e 21). Por outro lado, apés o abrasamento
audiogénico (que representa o modelo da ELT), houve um aumento significativo
nos niveis de expressao de mRNA de ATi, AT, mas e ECA (veja Figuras 16, 17, 18
e 21).

O aumento da expressdo destes componentes do SRA no modelo de ELT
pode ser interpretado como causa do disparo das crises limbicas, mas também
como parte de um mecanismo de retroalimentacdo positiva, ou seja: o disparo da
crise leva a um aumento dos componentes do SRA gerando maior
hiperexcitabilidade, que novamente aumenta a expressao dos componentes deste
sistema.

Ja foi descrito que a ativagdo do receptor AT, é capaz de inibir correntes de
potassio e aumentar as correntes de calcio (Sumners et al., 1996; Shapiro et al,
1994) resultando na despolarizacdo e subseqiientemente na excitabilidade do
SNC. Existem alguns genes, entre eles c-fos, os quais sdo utilizados como
marcadores de atividade cerebral (Del Bel et al, 1998). A Ang II através da
ativacdo dos seus receptores é capaz de ativar a expressdo de c-fos no sistema
limbico (Roberts et al., 1995), parte do SNC que esta associada a suscetibilidade as
crises e que, como descrito anteriormente, é uma regido altamente requisitada na
ELT, representado neste estudo pelo abrasamento audiogénico em WARs. Desta
maneira, é possivel inferir que um aumento dos niveis de expressdao dos
receptores ATi e AT2 no hipocampo de WARs com ELT (Figuras 16 e 17) pode

estar relacionado a diminuicdo do limiar para o disparo das crises, e logo
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participando no estabelecimento da ELT. O aumento da expressao da ECA na
ELT (veja Figura 21) pode ter relacdo direta na ativagdo da excitabilidade do SNC
através de AT e ATz, uma vez que o aumento da sua expressao esta diretamente
relacionado ao aumento da geracdo de Ang II e logo a ativacdo dos receptores
ATi e ATo.

Apesar desses indicios de que Ang II provavelmente estd relacionada a
excitabilidade do SNC, alguns pesquisadores tém mostrado que a Ang II também
apresenta efeito neuroprotetor. A administracdo de Ang Il i.c.v. em camundongos
causou um aumento do limiar de suscetibilidade as crises induzidas por PTZ e
bicuculina (Tchekalarova e Georgiev 1999). Além disso, a administracdo de Ang II
provoca uma diminuicdo da gravidade das crises induzidas por administragao
sisttmica de PTZ (Georgiev et al., 1986), assim como uma diminui¢dao da
severidade das crises no modelo de ELT induzido com PTZ (Georgiev et al, 1995).
Certamente a comparacao entre crises audiogénicas e crises induzidas por PTZ é
muito complicada ja que geralmente as crises induzidas por PTZ se fazem em
animais normais e as audiogénicas em animais geneticamente selecionados como
0s WARs, e tem sido motivo de detalhada discussao (Garcia-Cairasco, 2006).

O que podemos perceber é que existe um papel aparentemente
contraditério da Ang II na ativacdo dos receptores AT: e AT, onde ora
participam da ativacdo da hiperexcitabilidade do SNC (como na ativagao de c-fos
e regulacdo dos canais idnicos) e ora agem como neuroprotetores. O fato de a Ang

IT funcionar como um peptideo neuroprotetor pode estar relacionado a indugao
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das crises, estabelecendo na situagdo patoldgica (e.g. epilepsia) um papel oposto
ao da situacdo fisiolégica (e.g. regulacdo dos canais idnicos na ativacdo da
excitabilidade do SNC). Outra hipétese seria que o uso de PTZ, embora seja um
modelo bem aceito no meio cientifico, pode estar interferindo em outros sistemas,
que também teriam alterados os niveis de expressao dos receptores de Ang Il e
por esta razdo participando da diminuicao da gravidade das crises.

Em relacdo a participacao do receptor mas, em 1988, Santos e colaboradores
detectaram no mesencéfalo de cdo que o peptideo Ang (1-7) era formado em
maior quantidade do que a Ang II. No mesmo periodo, Young e colaboradores
(1988) observaram que o receptor mas era altamente expresso no hipocampo e no
cortex cerebral. Hoje se sabe que o receptor mas é, entre os receptores do SRA, o
mais expresso no hipocampo (Allen et al, 1998). Além disso, Martin e Hockfield
(1993) observaram que existe um aumento da expressdo do mRNA do receptor
mas no hipocampo apdés a ocorréncia de crises convulsivas. Portanto, os
resultados aqui apresentados, onde a regulacdo desse receptor é modulada
positivamente na ELT (Figura 18), além de corroborar os dados da literatura, nos
levam a inferir que o receptor mas possa estar diretamente relacionado ao
processo de hiperexcitabilidade do SNC com origem no hipocampo.

Além do SRA, o SCC estd classicamente relacionado ao controle
cardiovascular através da ativacdo do receptor By, que tem como efeito classico
final a vasodilatacao. Além disso, a ativacdo do receptor B; estd bem descrita na

literatura como envolvida em processos inflamatérios. De acordo com Marceau
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(1995) a inducdo da expressdo do receptor B: acontece principalmente quando ha
liberacdo de mediadores inflamatérios ou injaria. Porém, no SNC o receptor B:
pode ser encontrado constitutivamente expresso, assim como o receptor B
(Calixto et al., 2000). O ponto comum entre esses dois sistemas é a ECA, que além
de produzir Ang II também degrada as cininas. Assim como o SRA, o SCC
também possui um mecanismo de producdo e regulacdo local no SNC.

Assim, os dados de Oliveira e colaboradores (2005) relacionados alteracoes
da homeostase cardiaca em WARs também nos levaram a pensar na hipétese de
uma possivel relacao entre o SCC e a suscetibilidade destes animais as crises.

Portanto, num primeiro momento, avaliar a diferenca nos niveis de
expressdo dos receptores B: e B, entre WARs neonatos e Wistar resistentes
neonatos nos daria um primeiro indicio no envolvimento do SCC na origem das
crises audiogénicas. De acordo com os resultados obtidos, tanto o receptor B:
(Figura 19) quanto o receptor B, (Figura 20) nao foram diferencialmente expressos
nos WARs em nenhumas das regides envolvidas no disparo da crise audiogénica
assim como no hipocampo quando comparados aos animais Wistar resistentes. O
que podemos inferir a partir desses resultados é que a suscetibilidade dos WAR
as crises audiogénicas e também ao recrutamento de regides limbicas apds o
abrasamento audiogénico ndo se deve a diferenca na expressao inata dos
receptores B1 e B no SNC da cepa WAR, assim como visto para os receptores do

SRA ea ECA.
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Ja foi sugerido que as cininas e seus receptores estdo associados a processos
de longo prazo, como a inflamagao cronica, que podem levar a epileptogénese e a
transicdo entre um cérebro normal e um cérebro epiléptico (Bregola et al, 1999;
Vezzani e Granata, 2005). Esta hipdtese vem de encontro aos nossos resultados, ja
que apenas na ELT os receptores Bi1 e B tiveram a expressdo regulada
positivamente, o que ndo ocorreu na indugdo de crise generalizada (veja Figuras
19 e 20).

Bregola e colaboradores (1999) utilizando dois modelos de epilepsia, um
modelo de SE agudo por injecdo de acido cainico e um modelo de abrasamento
elétrico, observaram que o agonista de B: causava maior liberacdo do glutamato
no hipocampo dos animais que sofreram o abrasamento elétrico do que em
relagdo aos animais induzidos ao SE por 4cido cainico. Isto sugere que a atividade
biolégica do receptor B: através da liberacdo de glutamato é mais pronunciada no
abrasamento, e logo que esta atividade pode ndo ser uma conseqiiéncia da crise
em si, mas sim de uma condigao epiléptica de hiperexcitabilidade crénica.

O possivel efeito deletério da ativacdo do receptor B; também foi sugerido
por Arganaraz e colaboradores (2004b). Através da andlise de parametros
comportamentais e histolégicos em modelo experimental de injecdo de
pilocarpina sistémica, foi observado um aumento da laténcia para a primeira crise
associada a uma diminuigdo de crises espontaneas e uma diminuicdo da morte
celular em animais knockout para Bi. Em relagdo ao receptor B, aqueles autores

sugerem que ele tenha um papel neuroprotetor, uma vez que animais knockout
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para o receptor B apresentaram uma morte celular acentuada, aumento de crises
recorrentes espontaneas e diminuicdo do periodo latente. Portanto, o balanco da
expressdo destes dois receptores é de fundamental importincia para a
manutencao da excitabilidade fisiolégica normal no SNC.

Além dos estudos com camundongos knockout, Arganaraz e colaboradores
(2004a), utilizando o modelo experimental de pilocarpina sistémica em ratos
Wistar, analisaram a expressdao do mRNA dos receptores B: e B, em 3 fases do
desenvolvimento da ELT: fase aguda (6 horas pds SE), fase latente (5 dias pés SE
sem apresentacdo de crises recorrente) e fase cronica (p6s SE com apresentacao de
crises recorrentes). Em relacdo ao receptor Bi, o aumento dos niveis de expressao
do mRNA aconteceu na fase aguda e na fase latente apesar da proteina continuar
aumentada na fase cronica. Isto pode representar que no periodo cronico as crises
recorrentes ndo induzem o aumento da expressio do mRNA e, portanto, o
receptor B; provavelmente tenha um papel chave durante a epileptogénese. Por
outro lado, foi observado um aumento dos niveis de expressio de mRNA do
receptor B> nas 3 fases. Desta maneira, este receptor pode estar envolvido na
manutengao e estabelecimento da epilepsia. Portanto, os receptores do SCC estao
sendo modulados nas diferentes fases associadas a epileptogénese e ao
estabelecimento do “cérebro epiléptico”, assim como exercem algum tipo de
balanco entre os sistemas excitatérios e inibitérios do SNC.

Embora a injecdo sistémica de pilocarpina seja um modelo j4 bem

P2

estabelecido para a ELT (Cavalheiro et al, 1991), a pilocarpina é um agonista
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colinérgico e pode interferir na regulacdo de diversos sistemas centrais e
periféricos. A verificagdo do aumento da expressao do receptor B; e B, utilizando
um modelo experimental baseado em um background genético que quando
induzido por estimulos sonoros repetidos leva a ocorréncia da ELT (Garcia-
Cairasco et al., 1996, Dutra Moraes et al., 2000; Romcy-Pereira e Garcia-Cairasco,
2003; Galvis-Alonso et al., 2004) é de grande relevancia porque corrobora com a
hipotese destes receptores estarem envolvidos diretamente com a epilepsia e ndo
com outro mecanismo indireto associado a efeito de estresse do estimulo sonoro
(animais Wistar ndo apresentam as alteracdes aqui descritas) ou, no caso dos
modelos quimicos, a inducdo das crises por outros fatores ndo especificos.
Diferentemente dos nossos resultados, Ongali e coloboradores (2003) relataram
um aumento da expressdo do receptor B: e uma diminuicdo do receptor Bz, no
hipocampo e em outras areas do SNC sete dias depois do ultimo estimulo em
modelo de abrasamento por estimulos elétricos. E importante ressaltar que estes
resultados foram obtidos através da técnica de binding; o que reflete uma medida
do nivel de expressio da proteina. Estes resultados distintos dos nossos
resultados podem nos levar a reflexdo sobre o qudo confidvel pode ser a
quantificagdo dos mRNAs correspondentes. Este aspecto deve ser considerados
durante a analise e discussao dos dados. Mesmo levando em consideracdo o
possivel viés da discrepancia entres valores de mRNA e proteina, é importante
ressaltar que o aumento evidente de um mRNA especifico é um forte indicio de

que mecanismos estdo sendo mobilizados na célula para que ocorra transcrigao e
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subseqtiente traducao. E possivel que na dindmica da maquinaria celular possam
estar ocorrendo diferentes controles pds-traducionais, que tem papel crucial para
o nivel de proteina detectada.

Importantemente, foi recentemente publicado um trabalho onde foram
analisadas as modulagdes dos receptores B: e B2 em pacientes com ELT (Perosa et
al., 2007). Estes resultados corroboram os nossos resultados, onde os receptores B;
e B foram modulados positivamente. Os resultados deste trabalho realizado em
humanos reforcam a hipétese de que a expressao dos receptores B: e B> pode ter
uma relacao crucial com a condicdo epiléptica do cérebro.

Assim, ainda resta saber se os mecanismos pelos quais os receptores B; e B>
poderiam participar na epileptogénese e/ou estabelecimento da epilepsia
envolvem o desencadeamento de processos inflamatérios. Um mecanismo ja
estudado em culturas de fibroblastos é a retroalimentagdo positiva entre
mediadores inflamatérios é a expressdo dos receptores B: e Bo. A administragao
de citocina IL-1 foi capaz de induzir o aumento da expressdao do mRNA tanto do
receptor B; como do receptor B (Phagoo et al., 2000), assim como a ativagdo dos
receptores B; e B> também sdao capazes de aumentar os niveis de expressao IL-1
(Phagoo et al, 1999).

Os niveis de expressdao da IL-1P3 sdo baixos em cérebros normais. Quando
ha a indugdo de crises por &cido cainico, em menos de 30 minutos os niveis de
expressao de mRNA e de proteinas sdo aumentados voltando ao nivel basal de

48-72 horas apo6s o inicio da crise (Oprica et al., 2003). Utilizando o modelo de
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inducdo de SE por estimulo elétrico foi observado que os niveis de IL-1(
continuam aumentados até 60 dias ap6s o estimulo (De Simoni et al., 2000).

Com base nestes dados, junto aos nossos resultados que demonstraram um
aumento da expressdo dos receptores B: e B> no modelo de ELT em WAREs,
fizemos a analise da expressdao do mRNA da IL-1f, uma citocina pré-inflamatoria.
Os nossos resultados mostram que nao ha uma conexao direta neste caso, ja que o
aumento dos receptores B; e B2 ndo foi acompanhado pelo aumento da IL-1p (veja
Figura 23). Vinte e quatro horas ap6s a inducdo de crises nos modelos quimico e
elétrico de epilepsia os niveis de citocinas ainda estdo altos, o que ndo acontece
para os WARs aqui estudados, os quais apés este tempo permanecem com os
niveis de IL-1p semelhantes aos WARs sem estimulo tanto na crise generalizada
quanto no abrasamento (Figura 23). Assim, é possivel concluir que a participacao
dos receptores B: e B> na ELT nos WARs deve ser através da participagdo no
controle de vias excitatdrias e inibitérias, ou na regulacdo de outras citocinas.

Como a IL-10 é uma citocina anti-inflamdria, seria importante verificar se
um possivel evento inflamatério poderia estar sendo regulado por diminuigdo da
expressdo desta citocina. Mas, como pode ser observado na Figura 22, assim como
para a IL-1p também nao houve modulagao da expressao da IL-10.

Finalizando as andlises de caracterizacdo dos SRA e SCC na cepa WAR,
decidimos investigar a modulagdo dos componentes destes sistemas no coragao
dos animais que apresentavam a ELT. Nosso objetivo foi verificar se a super

regulacdo dos receptores dos SRA e SCC, assim como a da ECA, seria especifica
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do hipocampo, ou se o fato do animal apresentar ELT interferiria na regulagao
destes sistemas de forma geral. Como pode ser observado nas Figuras 24 a 29, nao
houve modulagdo dos niveis de mRNA dos componentes dos SCC e SRA em
nenhum dos grupos analisados. Desta forma, podemos inferir que a modulacdo
do SCC e SRA detectada no hipocampo apés ELT sdo especificas desta regido e
provavelmente esta relacionada a epileptogénese e estabelecimento da ELT, uma
vez que esta regido esta diretamente associada a geracdo das crises convulsivas

nesse modelo de epilepsia (Romcy-Pereira e Garcia-Cairasco, 2003).
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6. Conclusoes

1. A suscetibilidade as crises audiogénicas da cepa WAR nao esta
relacionada a uma diferenca inata da expressao dos componentes
dos SRA e SCC, uma vez que ndo foi observada modulagao destes
componentes em WARs recém nascidos quando comparados aos
animais Wistar.

2. Na ELT em WARs os componentes do SRA e do SCC foram

regulados positivamente.

3. Na ELT em WARs os niveis das citocinas IL-1p e IL-10 ndo foram
alterados.
4. Quando analisada a expressdo dos componentes do SRA e SCC no

coracdo em relagdo a ELT foi verificado que ndo houve modulacdo

de nenhum dos componentes analisados.
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