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RESUMO

O neuropeptideo S (NPS) e o seu receptor foram recentemente descobertos
no sistema nervoso central e em células periféricas. O NPS promove
hiperlocomocao, vigilia e acoes ansioliticas quando injetado
intracerebroventricularmente em roedores. No presente estudo, NPS foi avaliado
dose-dependente (0,01; 0,1 e 1 nmol), verificando seus efeitos em modelo animal de
epilepsia. Este modelo de epilepsia, chamado kindling, foi induzido por
pentilenotetrazol (PTZ) na dose de 60 mg/kg administrado subcutaneamente por 16
dias. O NPS foi injetado 5 minutos antes da dltima dose de PTZ. Apds os
procedimentos comportamentais, os animais foram mortos e suas estruturas
cerebrais (cértex cerebral e hipocampo) foram removidas. Os paradmetros oxidativos
medidos foram: nivel de carbonilacdo de proteinas, peroxidagédo de lipideos e dano
ao DNA (teste cometa). O NPS na maior dose aumentou a duracdo das convulsdes
sem modificar a freqiéncia e a laténcia das convulsdes. Porém, todas as doses de
NPS protegeram contra o dano oxidativo em proteinas e lipideos induzido pelo PTZ.
Por outro lado, 1 nmol de NPS associada com PTZ induziu um aumento no dano ao
DNA. Os resultados apresentados aqui sugerem que NPS na maior dose contribui
para o dano ao DNA, provavelmente via outros sistemas de neurotransmissores que
deveriam ser investigados.

Key-words: pentilenotetrazol; kindling; neuropeptideo S; estresse oxidativo; dano ao
DNA.



ABSTRACT

Neuropeptide S (NPS) and its receptor were recently discovered in both the
central nervous system and in the periphery. The NPS promotes hyperlocomotion,
wakefulness and anxiolytic action when injected intracerebroventricularly in rodents.
In the present work NPS was tested in dose-dependent (0.01, 0.1 and 1 nmol)
observing its effects in mice model of epilepsy. This model (kindling) of epilepsy was
induced by pentylenetetrazol (PTZ) at a dose 60 mg/kg (subcutaneously) for 16 days.
NPS was injected 5 min before the last dose of PTZ. After behavioral procedures,
animals were killed and their brain structures were removed (cerebral cortex and
hippocampus). Oxidative parameters were measured in levels of carbonyl proteins,
lipid peroxidation and DNA damage (comet assay). NPS in a higher dose increase
the duration of seizures without modify frequency and latency of seizure. However,
all doses of NPS protected against NPS-induced oxidative damage in proteins and
lipids. On the other hand, NPS 1 nmol associate with PTZ induced increased DNA
damage. The present results suggest that NPS in higher dose contribute to DNA
damage, probably via other neurotransmitters systems that should be investigated.

Key-words: Pentylenetetrazol; kindling; Neuropeptide S; oxidative stress; DNA
damage
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PARTE |

INTRODUCAO

1 EPILEPSIA
Traumatismo cranio-encefalico (TCE), acidente vascular encefalico (AVE),

doencas neurodegenerativas e epilepsia acometem milhares de individuos
anualmente. Estas patologias causam dano neuronal e morte tecidual, deixando
sequelas tanto de ordem motora, quanto cognitiva e emocional (Purves, 2004).

A epilepsia € um dos principais transtornos neurolégicos com ampla
distribuicdo. Chega a afetar cerca de 0,5-1% da populagcdo mundial tendo uma
incidéncia cumulativa para toda a vida em cerca de 3-4% (Browne & Holmes, 2001),
onde estima-se que mais de 50 milhées de pessoas no mundo apresentem algum
tipo desse transtorno.

Ela é uma desordem neuroldgica crénica comum e caracterizada por crises
convulsivas recorrentes ndo provocadas. Episddios unicos de crise generalizada
podem ocorrer num individuo normal, e ndo caracterizam a epilepsia, uma vez que
reacdes como estresse fisioldgico, privacdo do sono, efeito do alcool ou drogas ou
ainda, traumatismo cranioencefélico podem ser responsaveis por esses eventos.
Além disso, processos infecciosos, toxicos ou metabdlicos podem originar crises
epilépticas recidivantes e limitadas, em individuos com um limiar reduzido,
hereditario, sem sindrome epiléptica (L6scher & Schmidt, 2002).

Uma porcentagem dos individuos acometidos por lesdes adquiridas no tecido
cerebral, como traumatismo cranioencefalico ou acidente vascular, desenvolvera
epilepsia apos certo periodo de tempo. Nesses casos, admite-se que a lesdo induz

uma reorganizacao dos circuitos cerebrais que, com o tempo, transforma-se em um



foco gerador de descargas epiléticas. Esse processo através do qual um cérebro
previamente assintomatico torna-se capaz de gerar crises epiléticas espontaneas é
denominado epileptogénese (Cavalheiro et al., 1991).

De acordo com a classificacdo, as epilepsias caracterizam-se por alteracdes
cronicas, recorrentes e paroxisticas na funcdo das areas corticais e subcorticais
envolvidas (Costa et al., 1992). As manifestacdes das crises epilépticas refletem a
funcdo da area envolvida e muitas formas de epilepsia podem incluir distirbios de
cognicdo ou consciéncia, movimentos involuntarios, automatismos de
comportamento ou manifestacées autondmicas, sensoriais e psiquicas (Shneker &
Fountain, 2003).

O evento mais dramatico de alguns quadros de epilepsia é a crise epiléptica,
estando associada a atividade hipersincrénica e repetitiva de um grupamento
neuronal do cortex cerebral e estruturas hipocampais, cuja distribuicdo anatémica e
duragéo de sua atividade determinam a natureza da crise (Avanzini & Franceschetti,
2002).

A maioria dos doentes com epilepsia tem um bom progndstico e suas crises
sdo bem controladas por uma uUnica droga antiepilética (DAE), mas até 40%
desenvolvem epilepsia refrataria, especialmente aqueles com crises parciais
(Duncan et al., 2006) e existe um grupo significativo de doentes (20-30%) resistente
a agentes terapéuticos atualmente disponiveis (Morimoto et al., 2004).

A incidéncia de convulsées é muito alta no primeiro ano de vida, diminuindo
na infancia e adolescéncia (Grunewald, 2002). O cérebro imaturo difere do cérebro
adulto em resposta as drogas antiepilépticas convencionais, podendo ser refratario a
drogas antiepilépticas que sao potentes anticonvulsivantes em adultos. Muitas

destas drogas, como a fenitoina, o fenobarbital, o diazepam, entre outras, causam



neurodegeneragao apoptotica difundida em cérebros de ratos, durante o periodo de
crescimento (Bittigau et al.,2003). Portanto o desenvolvimento de anticonvulsivantes
e seus mecanismos de acao e efeitos menos nocivos tém sido considerados de
grande interesse (White, 1997; Schmidt & Rogawski 2002; Wolfgang, 2005).

As atuais DAEs foram desenvolvidas com base na sua capacidade de
proteger contra ataques em modelos animais. A sua utilidade na reducao da
incidéncia de convulsdao em muitos pacientes com epilepsia é inquestionavel. No
entanto, ndo ha provas de que alguns dos atuais medicamentos proporcionam uma
cura ou melhora do curso da doenga (Schmidt, 2002).

Apesar do importante progresso na compreensao das crises epilépticas nas
ultimas décadas, as bases celulares das epilepsias no homem permanecem ainda

desconhecidas (Léscher & Schmidt, 2002).

1.1 Bioquimica da Epilepsia

A atividade epilética baseia-se na quebra do equilibrio inibitério-excitatério no
tecido cerebral (Mody, 1999). Pesquisas nos mecanismos de epilepsia tém sido
focadas nas mudancas na atividade de aminoacidos inibitérios (acido y-
aminobutirico - GABA) e excitatérios (glutamato e aspartato) (Szyndler et al., 2006).

O GABA ¢ sintetizado pela descarbonilagdo do glutamato em um passo unico
catalisado pela enzima &cido glutdmico-descarboxilase (GAD). A maior parte da
captacao do mesmo ocorre nas células gliais. O desvio do GABA para as células
gliais produz glutamato, que é convertido em glutamina e transportado das células
gliais para os neur6nios, onde é convertido novamente em glutamato. A glutamina,
portanto, serve como uma fonte de glutamato entre as células no SNC (Smith et al.,

2007). Em alguns estudos foi observada uma elevagéo nos niveis de glutamato no



hipocampo durante ou ap6s ataques epiléticos em humanos, bem como em ratos
(Szyndler et al., 2006). Além disso, uma diminuicao da funcao dos receptores GABA
foi observada tanto in vitro quanto in vivo em modelos de convulsdo, como bem na
epilepsia clinica (Groves et al., 2006).

Adicionalmente, alteracdes nas funcoes GABAérgicas tém sido relatadas em
ratos geneticamente propensos a epilepsia, bem como no modelo de epilepsia com
o pentilenotetrazol (PTZ) (Sejima, 1997; Li et al., 2000). De fato, drogas que
bloqueiam os receptores (GABAa) sdo convulsivantes muitos potentes, como é o
caso do pentilenotetrazol e da picrotoxina. Enquanto que algumas classes de
farmacos anticonvulsivantes tendem a refrear a excitabilidade neuronal ao prolongar
as agoes inibitorias do GABA, como por exemplo, os barbitdricos e benzodiazepinas,
outras diminuem a tendéncia de certos neurbnios dispararem potenciais de ag¢ao de

alta freqiéncia como, por exemplo, a fenitoina e carbamazepina (Bear et al., 2006).

1.2 Um modelo animal de epilepsia: PTZ-Kindling

Varios modelos in vivo de epilepsia tém sido desenvolvidos tanto em moscas
quanto em mamiferos, incluindo camundongos, ratos e primatas. Entender os
mecanismos celulares da epileptogénese em termos moleculares pode ajudar a
identificar alvos moleculares para os quais pequenas moléculas terapéuticas podem
ser desenvolvidas para prevenir a epilepsia em individuos de alto risco (McNamara
et al., 2006).

O modelo de kindling tem se tornado uma técnica amplamente empregada
para o estudo dos mecanismos de crises convulsivas e considerado um util modelo
experimental para o estudo da epilepsia em humanos (Gupta et al.,, 2003). Ele

caracteriza-se por administracdes repetidas de estimulos subconvulsivantes elétricos



ou quimicos, resultando em progressiva intensificacao das atividades convulsivas, as
quais culminam em convulsdes generalizadas (Pavlova et al., 2006). O modelo de
kindling induzido pelo pentilenotetrazol (PTZ) se refere ao fenbmeno no qual
injecoes repetidas deste convulsivante causam o desenvolvimento gradual de
convulsées culminando em crises ténico-clénicas generalizadas associadas com
déficit cognitivo (Becker et al., 1992).

O PTZ é uma das principais substancias indutoras de convulsao utilizadas na
triagem pré-clinica de novos farmacos anticonvulsivantes (L6scher & Schmidt, 2002)
podendo ser utilizado como modelo de crise generalizada dos tipos auséncia,
mioclénicas e de crises tbnico-clénicas (Oliveira et al., 2001).

A inducdo quimica de convulsdao por PTZ é o mais popular modelo de
convulsao induzido farmacologicamente (Brum & Elisabetsky 2000; Pavlova et al.,
2006). A capacidade do PTZ em suscitar convulsbes e, correspondentemente,
induzir um estado convulsivo, comega com a sua influéncia na liberacao e acao pos-
singptica do GABA. Uma conseqiéncia disso parece ser a liberacdo de uma
multiplicidade de mecanismos sinapticos mediados pela ativagdo de trés principais
receptores ionotrépicos do glutamato (NMDA — N-metil-D-aspartato, AMPA- (acido
alfa-amino-3-hidroxido-5-metil-4 isoxazole propionico e cainato) (Dhir et al., 2005;
Lukomskaya et al., 2007). Além disso, estudos tém demonstrado que o tratamento
com o PTZ, uma droga de acao convulsivante, produz dano neuronal em nivel de
DNA, proteinas e lipidios (llhan et al., 2004, Akbas, et al., 2005; Guzman et al.,

2005; Oliveira et al., 2008).

1.3 Epilepsia e Estresse Oxidativo

Sob condicdes fisiolégicas normais, a maioria das espécies reativas de



oxigénio (ERO ou ROS: “reactive oxigen species”) é produzida na cadeia respiratéria
mitocontrial, onde 90 a 95% do oxigénio consumido € reduzido a agua. Por
definicdo, segundo Halliwell e Gutteridge (2007), radicais livres sdo moléculas ou
fragmentos moleculares reativos que contém um elétron ndo pareado em seu orbital
mais externo. Tendem a retirar elétrons de outras moléculas para alcancar um
estado quimicamente mais estavel.

Estudos sobre estresse oxidativo realizados com animais experimentais e
seres humanos demonstraram que o aumento na atividade metabdlica favorece a
ocorréncia de lesdes oxidativas em biomoléculas (Benzi & Moretti 1995).

Estresse oxidativo envolve aumento na formacao de anion superoxido (O2¢),

peréxido de hidrogénio (H2O.) e radical hidroxil (HO+), dentre outros, genericamente
denominados de espécies reativas de O, (EROs), em detrimento das defesas
antioxidantes quimicas e enzimaticas disponiveis (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Entretanto quando as espécies reativas sao produzidas em altas
concentracdes, ou quando as defesas antioxidantes sédo deficientes, elas podem
causar prejuizo na funcao celular, apoptose e necrose, caracterizando o “estresse
oxidativo” (Bergendi et al., 1999).

As espécies reativas de oxigénio sao capazes de gerar estresse oxidativo em
consequéncia de suas propriedades oxidantes e reacdo com o0s constituintes
celulares. Estas sdo geradas por uma variedade de processos, podendo atacar uma
diversidade de biomoléculas alvo, tais como, DNA, lipideos e proteinas. O cérebro é
o alvo preferencial do processo peroxidativo, pois contém uma alta concentracdo de
acidos graxos poliinsaturados, sendo que os lipidios de membrana, além das
proteinas celulares, DNA e RNA s&o alvos suscetiveis ao dano oxidativo (Halliwell &

Gutteridge, 2007). Em modelos epilépticos em roedores, mostrou-se que o estresse



oxidativo contribui em grande parte para a morte de células neuronais e gliais
(Arnaiz et al., 1998). A prolongada excitacao dos neurbnios durante as convulsées
pode levar a injuria e morte celular, resultante de mecanismos bioquimicos
desconhecidos e que nao sao ainda bem entendidos. Um plausivel mecanismo de
injuria celular envolve a formacdo de uma quantidade excessiva de radicais livres
levando as alteracdes estruturais em proteinas celulares, membranas lipidicas, DNA
e RNA (estresse oxidativo) (Benzi & Moretti, 1995).

Gupta e colaboradores (2003) encontraram um aumento nos niveis de
malondialdeido (MDA), um marcador de peroxidacao lipidica, indicando um aumento
na geracgao de radicais livres em ratos tratados com PTZ como modelo de epilepsia.
Eles demonstraram também uma significante diminuicado nos niveis de glutationa
reduzida. A glutationa é um antioxidante endégeno presente principalmente na forma
reduzida dentro das células. Ela reage com os radicais livres e previne a geragao de
radicais hidroxila, uma das formas mais téxicas de radicais livres. Durante este
processo defensivo, a glutationa reduzida é convertida em sua forma oxidada, com a
ajuda da enzima glutationa peroxidase. Dessa forma a diminuicdo nos niveis de
glutationa reduzida observada neste estudo, indica que houve um aumento na
geracao de radicais livres.

Outro estudo feito por Oliveira e colaboradores (2008), investigou o efeito do
gama-decanolactona no modelo de PTZ-kindling e foi demonstrado um aumento nos
danos em DNA do tecido cerebral de ratos tratados com PTZ como modelo de
epilepsia. Este resultado foi observado somente apés 6 tratamentos com o PTZ, nédo
sendo visto ap6s uma unica dose, indicando que os danos em células cerebrais
foram uma consequiéncia das convulsdes, que foram induzidas pelo continuo

tratamento com o PTZ (6 doses). Altas liberagdes de neurotransmissores e



aumentada excitabilidade neuronal no modelo de epilepsia induzido pelo PTZ
provavelmente induzem injaria celulares no cérebro, aumentando as quebras no
DNA.

Em outro estudo, Akbas et al. (2005) examinaram os efeitos da epilepsia
induzida por PTZ na peroxidacao lipidica e atividade das enzimas antioxidantes em
eritrécitos e figado de ratos Wistar. Eles mostraram que a administracao de PTZ em
uma dose de 50 mg/kg i.p produziu um significativo aumento da peroxidacao lipidica,
expresso através da elevacdo dos niveis de TBARS (espécies reativas ao acido
tiobarbiturico), e uma diminuicdo da atividade antioxidante em eritrécitos e no tecido
hepatico de camundongos indicando um elevado estresse oxidativo. Estes
resultados estdo em conformidade com estudos anteriores que demonstraram haver
aumento na peroxidagao de lipidios no cérebro e eritrocitos de ratos e de humanos
durante crises de epilepsia (Singh & Pathak,1990; Sudha et al., 2001; Gupta et al.,

2003).

1.4 Metodologias utilizadas para analise de dano oxidativo

1.4.1 Lipoperoxidacao

Grande parte das membranas € formada por lipidios insaturados e proteinas e
sao particularmente vulneraveis ao ataque oxidativo. Esses lipidios poliinsaturados
reagem com as espécies reativas formando hidroperéxido de lipidio (Halliwell &
Gutteridge, 2007). A peroxidacéao lipidica que sera avaliada neste estudo pelo teste
TBARS, teste este realizado por espectofotometria ou por fluorometria, identifica um
produto (cromaoforo) resultante da reacdo de duas moléculas de acido tio-barbitarico

(TBA) com uma de MDA, mas pode também reagir com outras substancias como a



desoxirribose, as prostaglandinas e outros aldeidos, que ndo o MDA (Gutteridge et

al., 1990; Watson BD, 1993).

1.4.2 Oxidacao de proteinas

A determinagao do grupo carbonil nas proteinas oxidadas tem se tornados um
dos métodos bioquimicos mais utilizados na investigacao do dano oxidativo protéico.
As proteinas de membrana podem sofrer modificagdes de grupo tidis e nitrosilacao
de grupos fendlicos acarretando na fragmentagédo na cadeia polipeptidica (Praticé &
Delanty, 2000). A oxidagao de proteinas, um dos marcadores de estresse oxidativo
no cérebro, estd aumentada na neurodegeneracdo relacionada a idade, ou em
modelos experimentais como doenca de Alzheimer, Huntington e Parkinson
(Butterfield & Kanski, 2001), assim como modelos de convulsdo induzida por PTZ

(Oliveira, 2004).

1.4.3 Ensaio Cometa para analise de dano em DNA

O ensaio cometa ou “single cell gel electrophoresis” (SCGE) € um teste
rapido, sensivel e relativamente simples para a deteccao de danos em nivel DNA
(Singh et al., 1988).

A metodologia do teste consiste, inicialmente, na disposicdo de uma
suspensao de células embebidas em gel de agarose sobre a superficie de uma
lamina. Em seguida, as laminas sao transferidas para uma solugdo com alta
concentragdo de sais e detergentes a fim de lisar as células, removendo o seu
conteudo citoplasmatico e membrana nuclear. Posteriormente, as laminas séo
imersas em um tampao de pH varidvel de acordo com a versao do teste empregado

(neutra ou alcalina). Tal processo visa o desenovelamento das cadeias de DNA, pelo



rompimento das estruturas secundaria e terciaria presentes no nucleo celular.
Imediatamente ao desenovelamento, as laminas sdo submetidas a uma corrente
elétrica de modo a induzir a migracao para fora do nucleo dos segmentos de DNA
livres, resultantes de quebras. Finalmente as laminas sado coradas através do
emprego de substancias capazes de se associar ao DNA, como agentes
intercalantes (p. ex., brometo de etidio) ou redutores como o nitrato de prata. Apds a
eletroforese, as células que apresentam um nucleo redondo sdo identificadas como
normais, sem dano reconhecivel no DNA. Por outro lado, as células lesadas sao
identificadas visualmente por uma espécie de cauda, como de um cometa, formada

pelos fragmentos de DNA (Tice et al., 2000).

1.5 Neuropeptideo S

Em 2002, um estudo relatou a descoberta de um novo neuropeptideo
bioativo, o neuropeptideo S (NPS) (Sato et al., 2002). O NPS é um peptideo
constituido de 20 aminoacidos com uma sequéncia preliminar de
SFRNGVGTGMRRTSFQRARS, que é altamente conservada entre vertebrados,
sendo expresso em anfibios, répteis, aves e mamiferos (Reinscheid et al., 2005).
Convém destacar que em todas as espécies em que o NPS é expresso, o
aminoacido serina esta sempre presente na porcao amino-terminal, sendo este o
motivo do nome que foi atribuido a este peptideo (Reinscheid et al., 2005). O
receptor no qual se liga NPS é um receptor acoplado a proteina G, denominado de
receptor NPS (NPSR) (Xu et al., 2004).

Com o uso da técnica de hibridacao in situ foram reconhecidos os locais de
expressao do NPS e do seu receptor NPSR no cérebro e nos tecidos periféricos de

camundongos (Xu et al., 2004). O RNAm do NPSR se expressa principalmente em



areas do sistema limbico envolvidas com a modulagdo da ansiedade (complexo
amigdaléide e hipotalamo), ciclo sono-vigilia (tdlamo, hipotdlamo e nudcleo pré-
Optico), memdéria (regides para-hipocampais e cortex etorrinal) e em menor
intensidade em areas envolvidas no controle motor (ganglios da base) (Xu et al.,
2007).

Ja o precursor do peptideo NPS encontra-se expresso no SNC em uma area
mais restrita comparado ao seu receptor NPSR, limitando-se praticamente ao l6cus
ceruleus, hipotalamo e amigdala. Nos tecidos periféricos, tanto NPS quanto o seu
receptor NPSR, encontra-se expresso principalmente nas glandulas tiredide,
mamarias, salivares e nos testiculos (Xu et al., 2004).

Apesar do NPS ter sido descoberto em 2002 (Sato et al., 2002), somente em
2004 foi publicado o primeiro estudo que avaliou as agdes bioldgicas produzidas por
este peptideo (Xu et al., 2004). Neste estudo mostrou-se que o NPS aumenta a
mobilizacdo de Ca™® em células HEK que expressam o receptor NPSR humano,
aléem de produzir aumento dos niveis intracelulares de AMPc (monofosfato de
adenosina ciclica) e estimular a fosforilagdo de proteinas quinases ativadas por
mitbgeno, como as proteinas ERK1/2 (Xu et al., 2004; Reinscheid et al., 2005).

In vivo, o NPS injetado em doses nanomolares no ventriculo lateral estimula a
atividade locomotora espontanea em camundongos e ratos (Xu et al., 2004; Roth et
al., 2006; Smith et al., 2006; Rizzi et al., 2008). Além disso, o NPS produz um
comportamento do tipo ansiolitico em camundongos exposto a diferentes modelos
animais de ansiedade, tais como o labirinto em cruz elevado, o teste de caixa claro-
escuro, o teste de esconder as bolinhas e o teste da hipertermia induzida pelo
estresse (Xu et al., 2004; Rizzi et al., 2008; Leonard et al., 2008). Estes dados

comportamentais indicam que o NPS pode produzir excitagdo ao mesmo tempo em



que alivia as respostas de ansiedade provocadas por ambientes estressantes ou
nao familiares (Reinscheid & Xu, 2005a). Estudos demonstram também que o NPS
pode suprimir todos os estagios do sono e aumentar o estado de vigilia em
camundongos, indicando que o NPS pode estar envolvido na inducdo e manutencao
do estado de vigilia (Reinscheid et al., 2005c). Além disso, foi mostrado que o NPS
injetado intracerebroventricularmente (i.c.v) causa um efeito inibitério na ingestao de
alimentos em ratos saciados e privados de alimentos, sugerindo que o NPS pode ser
um novo agente anorexigeno quando injetado centralmente (Beck et al., 2005; Smith
et al., 2006).

Recentemente, Castro e colaboradores (2008) indicaram que o tratamento
agudo com NPS reduziu o dano oxidativo produzido pela administracao i.c.v. em
camundongos. Neste estudo, os autores avaliaram os efeitos comportamentais e
bioquimicos produzidos pelo tratamento com NPS e anfetamina e observaram que,
apesar das semelhancas comportamentais existentes entre o NPS e a AMPH (D-
Anfetamina), o NPS reduziu o dano oxidativo em lipideos e proteinas no cérebro,
enquanto a AMPH causou discreta elevacao nos marcadores de dano oxidativo
analisados. Além disso, estes achados apontam para um papel relevante
desempenhado por este novo sistema peptidérgico na protegcdo contra o dano
tecidual e, sugerem que estudos posteriores sao requeridos a fim de se investigar os
mecanismos neuronais que medeiam este possivel efeito neuroprotetor do NPS.

Neste contexto, o presente estudo visa avaliar os efeitos do NPS em
camundongos submetidos a um modelo animal de convulsédo induzida por PTZ, a fim
de investigar se o tratamento com NPS pode alterar as respostas comportamentais e
bioquimicas produzidas pelo tratamento com PTZ. Para atingir tal objetivo seréo

avaliados os efeitos do NPS sobre os danos a macromoléculas, como proteinas,



lipideos e DNA, produzidos pelo tratamento com PTZ em estruturas cerebrais de
camundongos. Para tanto, os efeitos do pré-tratamento com NPS sob os marcadores
de dano oxidativo, como TBARS, carbonilacao de proteinas e sobre a fragmentacao

do DNA serao avaliados neste estudo.



OBJETIVO

Objetivo Geral
Este estudo tem por objetivo avaliar os efeitos comportamentais e
bioquimicos do neuropeptideo S em camundongos tratados com PTZ.

Objetivos Especificos

a) Investigar o efeito comportamental do tratamento profilatico com NPS
em camundongos submetidos a convulsao induzida por PTZ;

b) Avaliar o efeito do tratamento com o NPS nos niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico presentes no cérebro de camundongos
submetidos a convulsdo induzida por PTZ;

C) Averiguar o efeito do tratamento com o NPS nos niveis de proteinas
carboniladas presentes no cérebro de camundongos submetidos a
convulséo induzida por PTZ;

d) Investigar o efeito do tratamento com o NPS sobre o dano no DNA de
células neuronais de camundongos submetidos a convulsao induzida por
PTZ.
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ABSTRACT

Neuropeptide S (NPS) and its receptor were recently discovered in both the
central nervous system and in the periphery. The NPS promotes hyperlocomotion,
wakefulness and anxiolytic action when injected intracerebroventricularly in rodents.
In the present work NPS was tested in dose-dependent (0.01, 0.1 and 1 nmol)
observing its effects in mice model of epilepsy. This model (kindling) of epilepsy was
induced by pentylenetetrazol (PTZ) at a dose 60 mg/kg (subcutaneously) for 16 days.
NPS was injected 5 min before the last dose of PTZ. After behavioral procedures,
animals were killed and their brain structures were removed (cerebral cortex and
hippocampus). Oxidative parameters were measured in levels of carbonyl proteins,
lipid peroxidation and DNA damage (comet assay). NPS in a higher dose increase
the duration of seizures without modify frequency and latency of seizure. However,
all doses of NPS protected against NPS-induced oxidative damage in proteins and
lipids. On the other hand, NPS 1 nmol associate with PTZ induced increased DNA
damage. The present results suggest that NPS in higher dose contribute to DNA

damage, probably via other neurotransmitters systems that should be investigated.

Key-words: Pentylenetetrazol; kindling; Neuropeptide S; oxidative stress; DNA

damage



INTRODUCTION

Epilepsy is one of the most common neurological disorders, with wide
distribution, affecting approximately 0.5-1% in the general population, with a
cumulative incidence for life by about 3-4% (Browne & Holmes, 2001) where it is
estimated that more than 50 million people around the world show some form of this
disorder.

Generalized epilepsy is a chronic disorder characterized by recurrent seizures.
Some reports are available concerning free radicals and mitochondrial dysfunction
both as a consequence and as a cause of epileptic seizures (Erakovic et al., 2003;
Gupta et al.,, 2003; Patel, 2004). Brain is susceptible to free radical damage,
considering the large lipid content of myelin sheaths and the high rate of brain
oxidative metabolism (Choi, 1993). Free radical generation can induce seizure
activity by direct inactivation of glutamine synthase thereby permitting an abnormal
build-up of excitatory neurotransmitter glutamic acid (Sudha et al 2001). The onset of
oxygen-induced convulsion in animal is correlated with a decrease in the cerebral
content of neurotransmitter GABA because of the inhibition of enzyme glutamate
decarboxylase by oxygen free radicals (Halliwell and Gutteridge, 2007).

Additionally, changes in GABAergic function have been reported in mice
genetically prone to epilepsy, as well as the model of epilepsy with pentylenetetrazol
(PTZ) (Sejima., 1997, Li et al., 2000). The kindling model has become a widely
employed technique for studying seizure mechanisms and considered to be a useful
experimental model for human epilepsy (Mason & Cooper, 1972). PTZ-kindling is an
acknowledged model for epilepsy and refers to a phenomenon in which repeated

injection of a convulsant causes gradual seizure development culminating in



generalized tonic—clonic seizures associated with a cognitive deficit (Becker et al.,
1992).

The ability of PTZ to elicit convulsions, and correspondingly to induce a state
of kindling, begins with its influence on the release and postsynaptic action of GABA.
Studies have shown that treatment with PTZ produces neuronal damage at the level
of DNA, proteins and lipids (llhan et al., 2004, Akbas, et al., 2005, Guzman et al.,
2005; Oliveira et al., 2008).

Each year, 125,000 new cases of epilepsy are diagnosed but only 70% of
patients are effectively treated with currently available antiepileptic drugs (AEDs). For
a substantial number of patients, the currently available therapies are often not
effective in controlling their symptoms. As such, there is a substantial need for more
effective therapies (White et al., 2009). Neuropeptides are potent modulators of
neuronal excitability (Hokfelt et al., 2000; Baraben & Tallet, 2004). Under ambient
conditions, peptides are “silent” and exert little effect on normal neurotransmission.
However, under conditions of excessively high neuronal firing (i.e., epileptic
seizures), neuropeptides are released and exert a modulatory effect on
neurotransmission.

Neuropeptide S (NPS) is a 20 amino-acid peptide recently identified in the
brain and peripheral tissues of distinct species of vertebrates. NPS is the
endogenous ligand of a G protein-coupled receptor named NPS receptor (NPSR) (Xu
et al., 2004).

In 2004, Xu and colleagues reported, for the first time, that the
intracerebroventricular (ICV) injection of NPS, at nmol doses, produces
hyperlocomotion, reduces anxiety-like behaviors and increases wakeful states in

rodents. Subsequently, distinct laboratories have also demonstrated that the acute



administration of NPS increases locomotion in rats and mice both naive or habituated
to the test chamber (Smith et al., 2006; Roth et al., 2006; Rizzi et al., 2008; Leonard
et al., 2008). Recently, several in vivo studies have demonstrated the role played by
NPS-NPSR system in the control of distinct central functions including wakefulness
(Xu et al., 2004), anxiety (Xu et al., 2004; Leonard et al., 2008; Rizzi et al., 2008),
drug abuse (Ciccocioppo et al., 2007; Paneda et al., 2007), and also food intake
(Beck et al., 2005; Smith et al., 2006; Ciccocioppo et al., 2006; Niimi, 2006; Cline et
al., 2007; Cline et al., 2008).

Recently, Castro & colleagues (2008) indicated that acute treatment with NPS
reduced oxidative damage produced by i.c.v administration of amphetamine in mice.
In this study, the authors evaluated the biochemical and behavioral effects produced
by treatment with NPS and amphetamine and found that, despite the behavioral
similarities between the NPS and AMPH (D-Amphetamine), NPS reduced oxidative
damage in lipids and proteins in the brain while AMPH caused a slight elevation in
markers of oxidative damage analyzed. Furthermore, these findings point to a role
played by this new peptidergic system in the protection against tissue damage and
suggest that further studies are required in order to investigate the neural
mechanisms that mediate the possible neuroprotective effect of the NPS.

In this context, this study aims to evaluate the effects of NPS in mice
undergoing an animal model of seizures induced by PTZ in order to investigate
whether treatment with NPS may alter the biochemical and behavioral responses
produced by treatment with PTZ. To achieve this goal will be assessed the effects of
NPS on the damage to macromolecules such as proteins, lipids and DNA, induced by

treatment with PTZ in brain structures of mice.



MATERIALS AND METHODS

1. Animals

Male CF-1 mice (2-3 months, 45 - 55g) were obtained from our breeding
colony (UNESC). For this study were used 15 animals divided in 8 treatment groups.
The animals were housed six per cage with food and water available ad /ibitum and
were maintained on a 12-h light/ dark cycle (lights on at 7:00 am). Each animal was
used only once. All experimental procedures involving animals were performed in
accordance with the National Institute of Heath’s Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals and the Brazilian Society for Neuroscience and Behavior
(SBNeC) recommendations for animal care. This study was approved by the local
ethics committee (Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Extremo Sul

Catarinense) under protocol number 332/2008.

2. Drugs and pharmacological procedures

The drugs used in this study are human NPS (hNPS) donated by Prof. G.
Calo’ at the Universita di Ferrara (ltaly) and pentylenetetrazole (Sigma-Aldrich). The
PTZ was dissolved in saline and injected subcutaneous (s.c) in a volume of 0.1
mL/10g at a dose of 60 mg/kg (Oliveira et al., 2008). The NPS will be dissolved in
saline and stored in siliconized Eppendorf tubes and stored in a freezer at -20°C and
only a few minutes before using these solutions are diluted to the desired

concentration using saline.



3. Intracerebroventricular administration of NPS in mice

NPS (1, 0.1 and 0.01 nmol) was intracerebroventricular (ICV) injected 30 min
prior to the last convulsions displayed by animals. ICV injections (2 puL per mouse)
were given as described by Laursen & Belknap (1986) and previously adopted in our
studies (Gavioli et al.,, 2003; Castro et al., 2008). Briefly, under light ether
anesthesia(just sufficient for loosing the righting reflex), a 27-gauge needle attached
to a 10 mL Hamilton syringe was inserted perpendicularly 3 mm deep through the
skull, into the left ventricle, at a position 2 mm lateral from the midline on the line

drawn through the anterior base of the ears.

4. Treatments

The treatment protocol is based on the study of Oliveira et al. (2008) (Fig.1).
The animals were divided in eighth groups that received PTZ or Saline solution (NaCl
0.9 %) by s.c. injections once every third day, in a total of six treatments (16 days).
Injections were given between 7 and 11 a.m. In the last day of treatment, 30 min
before the injection of PTZ or saline, animals received ICV administration of the
following treatment according to each initial subdivision groups: (Group |) saline +
saline, (Group II) saline + NPS 0.01nmol, (Group lll) saline + NPS 0.1nmol, (Group
IV) saline + NPS 1nmol, (Group V) PTZ + saline, (Group VI) PTZ + NPS 0.01nmol,
(Group VII) PTZ + NPS 0.1nmol, (Group VIII) PTZ + NPS 1nmol. Animals received
two injections of the drug only on the last treatment day. Thirty minutes after the last
PTZ treatment, just after last behavior analysis, the animals were Kkilled by

decaptation and each brain area was dissected to biochemical analysis.



5. Behavioral Analysis

After each PTZ or saline injection, animals were placed in acrylic observation
chambers for 30 min. During the behavioral analyzes were assessed the latency to
first seizure, duration of first seizure (both in seconds), and the number of seizures,
and behavioral seizure activity was rated according to the following scale (adapted
from Da Silva et al. 1998): 0, no convulsive behavior; 1, jerks of short duration; 2,
clonic forelimb convulsions lasting less than 3 s; 3, clonic forelimb convulsions lasting
more than 3 s; 4, generalized convulsions with tonic extension episodes and full
status epilepticus; 5, death. Kindling was considered to be established if the animal
presented seizures at a rate = 3 (in this treatment, we used only animals with a score
2 3).
6. Biochemical assays

After behavioral procedures, mice were killed by decapitation and brain was
dissected to biochemical analyzes. Cortex and hippocampus were used to the

biochemical analyzes.

6.1 Lipid peroxidation

Lipid peroxidation was measured by formation of thiobarbituric acid (TBA)
reactive substances (TBARS) after the method of Esterbauer & Cheeseman (1990).
After brain dissection, brain structures were washed with PBS, harvested and lysed.
Thiobarbituric reactive species, obtained by acid hydrolysis of 1,1,3,3-tetra-
ethoxypropane (TEP), was used as the standard for the quantification of TBARS.
TBA 0.67 % was added to each tube and vortexed.

The reaction mixture was incubated at 90°C for20 min and the reaction was

stopped by placing samples on ice. The optical density of each solution was



measured in a spectrophotometer at 535 nm. Data were expressed as nmol of

TBARS equivalents per mg of protein.

6.2 Protein carbonyl formation

Protein carbonyl content was measured in brain homogenates using 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) in a spectrophotometric assay (Levine et al., 1994).
Briefly, sample tissues were sonicated in ice-cold homogenization buffer containing
phosphatase and protease inhibitors (200 nM calyculin, 10 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml
aprotinin, 1 mM sodium orthovanadate, and 1 uM microcystin-LR) and centrifuged
at1000 x g for 15 min to sediment insoluble material. Three hundred microliter
aliquots of the supernatant containing 0.7—1.5 mg of protein were treated with 300 pl
of 10 mM DNPH, dissolved in 2 M HCI, and compared with 2 M HCI alone (reagent
blank). Samples then were incubated for 1 h at room temperature in the dark and
stirred everyl0 min. Samples were precipitated with trichloroacetic acid (final
concentration of 20%) and centrifuged at 16,000 x g at 4°C for 15 min. The pellet was
washed three times with1 ml of ethanol/ethyl acetate (1:1 v/v). Each time, the pellet
was lightly vortexed and left exposed to the washing solution for 10 min before
centrifugation (16,000 x g for 5 min). The final pellet was dissolved in 1 ml of 6 M
guanidine in 10 mM phosphate buffer— trifluoroacetic acid, pH 2.3, and the insoluble
material was removed bycentrifugation at 16,000 x g for 5 min. Absorbance was
recorded in a spectrophotometer at 370 nm for both DNPH-treated and HClI-treated
samples. Protein carbonyl levels were expressed as nmol of carbonyl per mg of

protein.



6.3 Comet assay

Alkaline comet assay was carried out as described by Tice et al. (2000), with
minor modification (Zugno et al., 2008). Each brain specimen was placed in 0.5 mL
cold phosphate-buffered saline (PBS) solution, and minced into small pieces in order
to obtain cell suspension. Brain cell suspensions (20uL) were embedded in 80uL of
low-melting-point agarose at 0.75% (Gibco BRL) and spread on agarose-precoated
microscope slides. After solidification, slides were placed in lysis buffer solution (2.5
M NaCl, 100 mM EDTA, and 10 mM Tris, pH 10.0), with freshly added 1% Triton X-
100 (Sigma) and 10% DMSO for a minimum of 1 h and a maximum 48 h at 4°C. The
slides were subsequently incubated in freshly prepared alkaline buffer (300 mM
NaOH and 1 mM EDTA, pH > 13) for 20 min, at 4°C. An electric current of 300 mA
and 25 V (0.90 V/cm) was applied for 15 min to induce DNA electrophoresis. The
slides were then neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5) and stained with silver, as described
by Nadin et al. (2001), and analyzed under a microscope.

Images of 100 randomly selected cells (50 cells from each of two replicate
slides) were analyzed from each animal. Cells were also visually scored according to
tail size into five classes, ranging from undamaged (0) to maximally damaged (4),
resulting in a single DNA damage score for each animal, and consequently, for each
group studied. Therefore, the damage index (DI) ranged from 0 (completely
undamaged, 100 cells x 0) to 400 (with maximum damage, 100 x 4). Damage
frequency (%) was calculated based on the number of cells with tail versus those with
no tail (Collins et al., 1997). For the comet assay, we used only animals with scores 2

and 3 in the kindling protocols.



7. Statistical Analysis

The normality of variables was evaluated by the Kolmogorov—Smirnov test.
Frequency of PTZ-induced seizures are expressed as the percentage (and the raw
number) of animals exhibiting seizures clonic forelimb convulsions lasting more than
3 s corresponding to score lll, in each treated group and compared by raw number of
the Fisher’'s Exact test. Duration and latency of seizures were compared by t-Student
test.

Differences among experimental groups at biochemical analyses were
determined by one-way ANOVA. When ANOVA showed significant differences, post
hoc analysis was performed with the Duncan’s test to oxidative damage at proteins
and lipids and Tukey’s test to Comet assay. All statistical analyses were performed
using the statistical package SPSS 12.0 for Windows (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).
In all experiments, P-values lower than 0.05 were considered to indicate statistical

significance.



RESULTS

Chronic treatment with PTZ with a subconvulsive dose (60 mg/kg) for a period
of 16 days induced seizures in the animals treated. Table 1 shows the percentage of
animals presenting seizures (clonic forelimb convulsions lasting more than 3s; score
[ll). In accord with other study (Pavlova et al., 2006; Oliveira et al., 2008) we
observed that the seizures have increased in relation to the first treatment with PTZ
(data not shown). The acute treatment with three different doses (0.01, 0.1 and 1
nmol) of NPS 5 min before the last dose of PTZ (sixteen day of treatment) did not
modify the number of animals with seizures severity score Ill (P = 0.80 for all
comparisons; Fisher’'s Exact test) and the latency of first seizure severity score Il-lll
(P > 0.05 for all comparisons; t-Student test). However, the higher dose of NPS (1
nmol) induced a significant increase on duration of seizures severity Ill (F(1,46) =
8.024; P < 0.001). Up to the end of treatment with PTZ the number of animals died
was two for each saline plus PTZ and NPS 0.1 nmol plus PTZ groups.

Figure 1 and 2 show the significant reduction in TBARS and protein carbonyl
levels in the hippocampus and cerebral cortex when the mice were treated with NPS
before the last dose of PTZ. In the hippocampus, the treatment with NPS at 0.1 and 1
nmol reduced the protein carbonyl levels (F(1,19) = 3,895; P < 0.01; ANOVA,
Duncan’s test) and the TBARS levels the reduction was observed in all doses
(F(1,47) = 2,713; P<0.001; ANOVA, Duncan’s test) (Figure 1). A similar effect was
observed in relation to cerebral cortex when the protein damage and TBARS levels
were significantly attenuated after the NPS treatment at all three doses (F(1,20) =
9.066; P < 0.001 for carbonyl proteins; F(1,47) = 12.186; P < 0.001 for lipid

peroxidation; ANOVA, Duncan’s test) (Figure 2).



The comet assay performed according to the protocol, showed no significant
increase of DNA damage in the brain tissue in both cerebral cortex and hippocampus
areas after chronic PTZ treatment in relation to saline group. The values with NPS at
the all doses in both brain tissues did not show difference in relation to saline group
that represent biological similarity (data not show). However, when the animals were
treated with NPS in a dose of 1 nmol before the last dose of PTZ, there was a
significant increase in damage index (DI) and damage frequency (DF) on DNA of
hippocampus in comparison to PTZ group treated with saline (F(1,30) = 2,963; P <
0.05; ANOVA, Tukey’s test) (Table 2). The cerebral cortex did not show any

differences among all treatments.



DISCUSSION

Many studies have suggested that a cascade of biologic events, including
generation of reactive oxygen species (ROS), underlie the development and
propagation of epilepsy (Patsoukis et al., 2005; Souza et al., 2009). It has been
suggested that the hyperexcitability of a PTZ-kindled brain occurs via GABAergic
(Rocha et al.,, 1996), adenosinergic (Pagonopoulou and Angelatou, 1998) and
glutamatergic systems (Jensen et al., 1997), besides generation of ROS (Rauca et
al., 1999).

In the present study we demonstrated for the first time that the NPS, under our
experimental conditions, abolishes the oxidative stress in brain of mice induced by
chronic administration of PTZ. It should be mentioned that similar studies have
already described an increase on oxidative stress induced by PTZ in mice (Patsoukis
et al., 2004; Uma Devi et al., 2006) and in rats (Arora et al., 2009). In addition, the
protective effect of NPS against oxidative damage on proteins and lipids has been
demonstrated in our group (Castro et al., 2009).

Our results showed that a single treatment with NPS at three crescent doses
before last injection of PTZ did not affect the frequency and latency of seizures.
However, the dose of 1 nmol displayed increase on duration of seizures. To this end
the additive effect characterized by the more intense seizures triggered by NPS in
PTZ-kindled animals indicates some sort of facilitation. Thus, seizures triggered by
PTZ in these animals are likely to have used the same circuits that have been primed
(or “kindled”) by the initial NPS injection. Recently, our group demonstrated that the
NPS-induced hyperlocomotion is dependent of adenosinergic system (Boeck et al., in

press). Adenosine is an endogenous purine nucleoside that has evolved to modulate



many physiological processes. Extracellular adenosine mostly originates from
release of intracellular adenosine via bi-directional adenosine transporter and/or from
adenine nucleotides released, which are degraded by a chain of ectonucleotidases
(Craig and White, 1993; Cunha et al., 1996). Pharmacological blockade of adenosine
Aoa receptors significantly attenuate the stimulatory effects of NPS, and modulates
the expression of MRNA NPS-NPSR receptor system such as observed after acute
and chronic treatment with caffeine (Lage et al., 2006; Boeck et al., in press). Tonic-
clonic seizures induced by a single PTZ injection elicit rapid and significant elevation
in the extracellular level of adenosine, but specific brain areas might be affected
differently by PTZ (Pagonopoulou and Angelatou, 1998). Thus, adenosinergic and
NPS-NPSR systems co-activated could facilitate, at highest dose of NPS, the
hyperexcitability present in seizures.

PTZ may trigger a variety of biochemical processes including the activation of
membrane phospholipases, proteases and nucleases. Marked alterations in
membrane phospholipid metabolism result in the liberation of lipid peroxides and free
radicals (Costa, 1994). Therefore, free radical involvement in pathological conditions
has generally been inferred from the measurement of indirect markers of oxidative
stress, suggesting the onset of lipid and protein oxidation.

Protein carbonylation is the most widely used biomarker for oxidative damage
to proteins (Dalle-Donne et al., 2006). Carbonyl groups are introduced into proteins
by a variety of oxidative pathways. Reactive oxygen species can react directly with
the protein or they can react with molecules such as sugars and lipids, generating
products (reactive carbonyl species) that could react with proteins. A large number of
neurodegenerative diseases are directly associated with the accumulation of

carbonylated proteins in neuronal tissues (Dalle-Donne et al., 2006).



Lipid peroxidation is one of the major consequences of free radical mediated
injury to the brain. Lipid peroxidation changes fluidity and permeability of the cell
membranes and, consequently, impairs the activity of membrane-bound enzymes,
the binding of molecules to receptors, cellular interactions, nutrient transport, and the
function of second messenger systems (Meagher and Fitz Gerald, 2000). Lipid
peroxidation leads to the production of conjugated dienic hydroperoxides.

The comet assay in brain tissue was useful for investigating the
genotoxic/antigenotoxic efects of drugs acting on CNS (Zugno et al., 2008). The
comet assay detects a broad spectrum of DNA lesions, including double and single
strand breaks (Tice et al. 2000). Oliveira et al. (2008) have showes an increase in
DNA damage on PTZ-kindling in mice. This result is in agreement with the present
work.

Studies have demonstrated that oxidative neuron damage leading to
neurodegeneration in the PTZ kindling model is not directly associated with
convulsive activity and it not represent an enhanced susceptibility to PTZ (Rauca et
al., 2004; Pavlova et al., 2006). In the present results, we observed an important
protective effect of NPS on proteins and lipids damage induced by PTZ, even at dose
that increase duration of seizure. However, NPS 1 nmol induced DNA damage when
associated with PTZ. Repeated seizures cause progressive molecular and cellular
changes in the brain, including activation of glutamate receptors, second
messengers, transcription factors (llhan et al. 2005), that could be potentiate with the
higher dose of NPS acting via other systems, such as GABAergic and/or
glutamatergic (Jungling et al., 2008) that need more investigation to clarify its effect.
The present results suggest that NPS in higher dose contribute to DNA damage,

probably via other neurotransmitters systems that could be investigated.
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Fig 1. Experimental design to test the effect of NPS in the PTZ-kindling in mice.
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Fig. 2 Effects of the IP administration of PTZ (60 mg/kg) and the ICV injection of
neuropeptide S (0.01, 0.1and 1 nmol) on protein carbonyl content and on
thiobarbituric acid reactive species (TBARS) in hippocampus of mice assessed by a
spectrophotometric assay. Data are shown as mean + S.E.M. (5-8 mice/group).
*p<0.05 vs. control group and *p<0.05 vs. PTZ group according to one-way ANOVA
followed by the Duncan’s test.
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Figure 3 Effects of the IP administration of PTZ (60mg/kg) and the ICV injection of
neuropeptide S (0.01, 0.1and 1 nmol) on protein carbonyl content and on
thiobarbituric acid reactive species (TBARS) in cerebral cortex of mice assessed by a
spectrophotometric assay. Data are shown as mean + S.E.M. (5-8 mice/group).
*p<0.05 vs. control group and *p<0.05 vs. PTZ group according to one-way ANOVA
followed by the Duncan’s test.



Table 1. Incidence and duration of seizures severity Il induced by PTZ after
treatment with NPS.

Frequency of Duration of Latency of
Group seizures seizures (s) seizure (s)
PTZ 65% (13/20) 492 +3.85 539.6 +475.6
PTZ + NPS 0.01

77.7% (14/18) 5.22 +3.86 542.8 +482.1
PTZ + NPS 0.1

83.3% (15/18) 7.05+4.02 475 + 362.5
PTZ + NPS 1

80% (12/15) 10.64 + 10.90* 769.07 + 558.8

Results are expressed as frequency, duration or latency of seizures and death after
seizures in each group. Numbers in parentheses indicate number of animals present
seizure level/number of animals in that group. The time of latency is from first
seizures severity ll-lll. Data of duration and latency of seizure are expressed as
mean = S.D.

Fisher Exact test was used for frequency of seizures and t-Student test was used for
duration and latency of seizures.

*P < 0.001, indicates statistical difference as compared with the corresponding saline
+ PTZ group (n = 15-20).



Table 2. Comet assay in brain tissue in different of PTZ-kindled mice treated or non-treated with neuropeptide S

Hippocampus Cortex
Group Parameters of DNA damage Group Parameters of DNA damage
DI? DF° DI? DF°
PTZ 52.0+9.2 21.0+34 PTZ 201.7 £ 3141 54.0+7.9
PTZ + NPS 0.01 nmol 113.5+£42.0 355193 PTZ + NPS 0.01 nmol 176.0+ 129 47.0+3.8
PTZ + NPS 0.1 nmol 175.0 £ 16.9 52.3+3.3 PTZ + NPS 0.1 nmol 170.0 £+ 35.3 52.8+8.8
PTZ + NPS 1 nmol 196.3 +42.6™* 56.5+9.8* PTZ + NPS 1 nmol 208.2+346 604+94

n = 4-5 animals per group.

PTZ-untreated group hippocampus: DI (damage index) = 72.7 £ 5.9; DF (damage frequency) =
26.0 £ 1.5 (N = 3). PTZ-untreated group cortex: DI (damage index) = 143.8 £ 15.6; DF (damage
frequency) = 7.5+ 1.9 (N = 4).

***Statistic significance with P < 0.05 (ANOVA, Tukey’s test) in comparison with Saline group.

DI can range from 0 (completely undamaged, 100 cells x 0) to 400 (with maximum damage, 100 x
4)

® DF was calculated based on number of cells with tail versus those with no tail



PARTE IlI

DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Epilepsias sdo desordens neurocomportamentais complexas resultando de
um aumento da excitabilidade dos neurbnios em vaérias regides do cérebro. O
desenvolvimento de epilepsia € um processo plastistico-adaptativo o qual pode ser
reproduzido em animais experimentais usando o fendmeno conhecido como kindling.
O Kindling quimico é caracterizado por um aumento na susceptibilidade a
convulsbes apds injecdes de doses crescentes (de subconvulsivas até convulsivas)
de agentes convulsivantes como o pentilenotetrazol (PTZ), culminando em
convulsdes ténico-clonicas generalizadas (Rauca et al., 2004).

Muitos estudos tém sugerido que uma cascata de eventos biol6gicos,
incluindo a geracao de espécies reativas de oxigénio, estda por tras do
desenvolvimento e propagacao da epilepsia (Patsoukis et al., 2005; Souza et al.,
2009). Tem sido sugerido que a hiperexcitabilidade do cérebro de animais que
passaram pelo modelo de kindling € devida a fungdo aumentada de uma
subpopulacao de sinapses glutamatérgicas através de receptores NMDA (N-metil-D-
aspartato), e que o aumento destes receptores no cértex poderia estar por tras desta
hiperexcitabilidade detectada pelos estudos eletrofisiolégicos (Groves et al., 2006).
Existem evidéncias de que o aumento da atividade do sistema glutamatérgico
induzido pelo status epileticus causa diminuicdo na producao de energia e aumento
na formacéao de radicais livres (Dal-Pizzol et al., 2000; Patel, 2004).

No presente trabalho n6s demonstramos pela primeira vez que o NPS, sob
nossas condicdes experimentais, diminuiu significativamente o estresse oxidativo no
cérebro de camundongos induzido pela administracdo crénica de PTZ. Deve-se
mencionar que estudos similares ja haviam descrito um aumento no estresse
oxidativo induzido por PTZ em camundongos (Patsoukis et al., 2004; Uma Devi et
al., 2006) e em ratos (Arora et al., 2009). Adicionalmente, um trabalho recente do
nosso grupo demonstrou um efeito protetivo do NPS contra o dano oxidativo em
proteinas e lipidios (Castro et al., 2008).



Nossos resultados mostram que uma unica administracdo do NPS, em trés
doses crescentes antes da ultima injecdo de PTZ, ndo afetou a freqiéncia e laténcia
das convulsées. Contudo, a dose de 1nmol apresentou aumento na duracao das
convulsdes. Neste sentido, o efeito aditivo do NPS, caracterizado pelas convulsdes
mais intensas desencadeadas apds sua administracdo no modelo animal de kindling
induzido pelo PTZ, indica algum tipo de facilitagdo. Assim, as convulsdes
desencadeadas pelo PTZ nestes animais parecem ter usado os mesmos circuitos
que foram inicializados pela primeira injecao de NPS. Recentemente, nosso grupo
demonstrou que a hiperlocomocgao induzida pelo NPS é dependente do sistema
adenosinérgico (Boeck et al., in press). Adenosina é uma purina endégena quem
estd envolvida na modulagdo de muitos processos fisioldgicos. A adenosina
extracelular origina-se principalmente a partir da liberacdo de adenosina intracelular
via um transportador bidirecional e/ou a partir da liberagdo de nucleotideos de
adenina, os quais sdo degradados por uma cascata de nucleotidases (Craig &
White, 1993); Cunha et al.,, 1996). O bloqueio farmacol6gico de receptores de
adenosina do tipo Aza atenua significativamente os efeitos estimulatérios do NPS, e
modulam a expressdao do RNA mensageiro do peptideo NPS e do seu receptor
(NPS-NPSR) como foi observado apds a administracdo aguda e crbnica de cafeina
(Lage et al., 2006; Boeck et al., in press). Convulsdes ténico-clénicas induzidas por
uma unica injecao de PTZ induzem uma rapida e significante elevacao nos niveis
extracelulares de adenosina, porém &areas especificas do cérebro podem ser
afetadas diferencialmente pelo PTZ (Pagonopoulou & Angelatou, 1998). Dessa
forma, sistemas adenosinérgicos e NPS-NPSR co-ativados poderiam facilitar, na
dose mais alta de NPS, a hiperexcitabilidade apresentada nas convulsoes.

O PTZ desencadeia uma variedade de processos bioquimicos incluindo a
ativacdo de fosfolipases de membrana, proteases e nucleases. Alteracdes
significativas no metabolismo de fosfolipidios de membrana resultam numa liberacéao
de perbxidos de lipidios e radicais livres (Costa, 1994). Por essa razédo, o
envolvimento dos radicais livres nas condicoes fisiopatolégicas tem usualmente sido
inferido a partir das medidas de marcadores indiretos de estresse oxidativo,
sugerindo o inicio de uma oxidagao de lipidios e proteinas.

A carbonilacdo de proteinas é o marcador de dano oxidativo em proteinas
mais amplamente utilizado (Dalle-Donne et al.,, 2006). Grupos carbonil sao



introduzidos nas proteinas por uma variedade de caminhos oxidativos. Espécies
reativas de oxigénio podem reagir diretamente com a proteina ou elas podem
interagir com moléculas como agucares e lipidios, gerando produtos (espécies
reativas de carbonil) que podem reagir com as proteinas. Um grande numero de
doencas neurodegenerativas esta diretamente associado com a acumulacdo de
proteinas carboniladas nos tecidos neuronais (Dall-eDonne et al., 2006).

A peroxidacao lipidica € uma das principais consequiiéncias de danos no
cérebro mediados pelos radicais livres. A peroxidagédo lipidica muda a fluidez e
permeabilidade das membranas celulares, e conseqlentemente prejudica a
atividade de enzimas ligadas a membrana, a ligacdo de moléculas a seus
receptores, interacdes celulares, transporte de nutrientes, e a fungdo de sistemas de
segundo mensageiros (Meagher & Fitz Grald, 2000).

O Ensaio Cometa no tecido cerebral € uma ferramente util para a investigacéao
dos efeitos genotdxicos/antigenotoxicos de drogas que agem no sistema nervosos
central (Zugno et al., 2008). O Ensaio cometa detecta um amplo espectro de lesdes
no DNA , incluindo quebras de fita simples e duplas (Tice et al., 2000). Oliveira e
colaboradores (2008) demonstraram aumento de dano em DNA apds seis
administragdes de PTZ para induzir kindling em camundongos, resultados estes que
estdo de acordo com os dados encontrados no presente trabalho.

Estudos tém demonstrado que o dano neuronal oxidativo, que leva a
neurodegeneracdo no modelo de kindling induzido por PTZ, ndo esta diretamente
associado com a atividade convulsiva e nao representa uma susceptibilidade
aumentada do PTZ (Rauca et al., 2004; Pavlova et al., 2006). Nos resultados do
presente estudo, nés observamos um importante efeito protetor do NPS nos danos a
proteinas e lipidios induzidos pelo PTZ, mesmo na dose que aumentou a duracao
das convulsées. Contudo, o NPS 1 nmol induziu dano em DNA quando associado
com o PTZ. Convulsdes repetidas causam progressivas mudancgas celulares e
moleculares no cérebro, incluindo ativacao de receptores glutamatérgicos, segundos
mensageiros, fatores de transcricdo (llhan et al.,, 2005), que podem ter sido
potencializados com a dose maior do NPS agindo via outros sistemas como por
exemplo, GABAérgicos e/ou glutamatérgicos (Jiingling et al., 2008) que necessitam

maiores investigacoes para esclarecer este efeito.
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