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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi identificar alteragcbes hormonais que pudessem
explicar a redugao da gravidade das crises epilépticas, induzida pela gestagdo, em
uma parcela da populagao de animais susceptiveis a epilepsia audiogénica, Wistar
Audiogenic Rats (WAR). Ratas Wistar e WAR foram sacrificadas por decapitagao
aos 7, 14 e 20 dias de gestacao e as concentragdes de peptideo natriurético atrial
(ANP) no plasma, atrios, hipotalamo e hipocampo foram determinadas por
radioimunoensaio. A expressao do gene para ANP foi avaliada por PCR em tempo
real em atrios e a de seus receptores (NPR-A e NPR-C) em rins, hipotalamo e
hipocampo. A capacidade de ligagao dos receptores renais de ANP foi avaliada por
autorradiografia. As concentracbes plasmaticas de estradiol e progesterona foram
determinadas por radioimunoensaio. A gravidade das crises foi determinada ao
longo da gestacdo por estimulagdo sonora de alta intensidade. No 20° dia de
gestacdo, houve reducdo das crises em 50% das WAR, sendo que 33% delas
apresentaram auséncia total de crises (indice de Severidade ou 1G=0,0), sendo
assim, dois subgrupos de WAR foram comparados: os que apresentaram redugao
do IG (RIG) e os que nao apresentaram reducgao do IG (NRIG). O subgrupo RIG
apresentou reducdo de ANP plasmatico em relacdo ao NRIG e aos animais Wistar
controle. Além disso, esse grupo apresentou aumento de mMRNA NPR-A e aumento
da capacidade de ligagdo do ANP aos receptores renais em relagao aos outros
grupos. O grupo RIG apresentou, também, redu¢do da concentragdo de ANP no
hipocampo e hipotalamo, além de menor concentragdo de mRNA NPR-A no
hipocampo em relagédo ao grupo NRIG. Em relagdo aos horménios esterdides, as
ratas RIG apresentaram concentracdes tanto de progesterona quanto de estradiol

maiores do que NRIG. Além disso, o subgrupo RIG apresentou relagado P/E similar
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ao grupo controle enquanto o grupo NRIG apresentou redugéo da relagdo P/E em
relagdo ao controle. Para confirmar a participacdo dos esterdides gonadais na
reducdo das crises convulsivas, foi delineado outro experimento no qual ratas Wistar
e WAR foram ovariectomizadas (ovx) e receberam diariamente progesterona (500
Mg; im) elou estrogeno (1ug/100g, sc) nos seguintes esquemas de tratamento: a)
veiculo (3 semanas); b) estrégeno (3 semanas) e progesterona (3 semanas); )
estrogeno (1 semana) seguido por progesterona (2 semanas); d) somente
progesterona (3 semanas) ou e) somente estradiol (3 semanas). O tratamento com
progesterona sem associagao com estrégenos ocasionou redugéo da gravidade das
crises em 33% das ratas WAR, enquanto a associagao dos dois hormdnios em
ambos os regimes apresentou efeito mais pronunciado, reduzindo as crises em 67%
dos animais. Em resumo, os dados deste trabalho indicam que alteracbes do
sistema de peptideos natriuréticos no sistema nervoso central podem estar
associadas a reducdo das crises observada no subgrupo RIG e sugerem uma
possivel acdo pré-convulsivante do ANP nesses animais. Demonstram, também,
um importante papel para os esterdides gonadais, progesterona e estradiol, na
reducdo das crises convulsivas em WAR e que o estradiol intensifica a agao
anticonvulsivante da progesterona. Em conclusdo, alteragdes do Sistema de
Peptideos Natriuréticos e dos esterdides gonadais parecem estar envolvidos com a

reducao da gravidade das crises epilépticas induzida pela gestacdo em WAR.

Palavras-chaves: epilepsia, crise audiogénica, gestagao, peptideo natriurético atrial,

progesterona, estradiol.
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ABSTRACT

The aim of the present work was investigate hormonal changes that could explain the
seizure reduction induced by pregnancy in part of a population of a genetically
susceptible strain, Wistar Audiogenic Rats (WAR). Wistar (R) and WAR rats were
sacrificed by decapitation at 7", 14", and 20" days of pregnancy and levels of atrial
natriuretic peptide (ANP) were determined by radioimmunoassay in plasma, atria,
hypothalamus and hippocampus. The gene expression of ANP was evaluated in atria
and of its receptors (NPR-A and NPR-C) in kidneys, hypothalamus and hippocampus
using Real Time PCR. The binding of ANP to kidney receptors was determined by
autoradiography. Plasma concentrations of estradiol (E) and progesterone (P) were
determined by radioimmunoassay. The severity index (SI) of seizure was determined
during pregnancy by high intensity sound stimulation. On the 20" day of pregnancy,
the seizures remitted in 50% of WAR, with 33% showing SI=0 (Severity Index) and
two subgroups were formed: WAR displaying reduced gravity index of seizure (RIG)
with the subgroup that did not show any alteration of the severity index (non-reduced
gravity index, NRIG). The RIG group presented reduction of plasma ANP as well as
increase of MRNA NPR-A and increase of ANP binding to kidney slices compared to
NRIG group and R. Moreover, RIG group presented reduction of ANP in
hypothalamus and hippocampus and lower mMRNA NPR-A in hippocampus compared
to NRIG group. The RIG group showed also higher concentration of estradiol and
progesterone compared to NRIG. Furthermore, RIG group presented P/E ratio
similar to the R group, which was higher than the NRIG. In order to confirm the
participation of gonadal steroids in the seizure reduction, Wistar and WAR rats were

ovariectomized (ovx) and separated in groups that received different treatment
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schedules with daily injections of progesterone (500 ug; im) and/or estrogen
(14g/100g, sc): a) vehicle (3 weeks); b) estrogen (3 weeks) plus progesterone (3
weeks); c¢) estrogen (1 week) followed by progesterone (2 weeks); d) progesterone
alone (3 weeks) or e) estrogen alone (3 weeks). When progesterone was
administered alone, seizure reduction occurred in 33% of WAR. Progesterone with
estrogen in both regimens reduced the audiogenic seizures in 67% of WAR. In
summary, data of this study suggest a possible pro-convulsant role for ANP in WAR and indicates that
alterations of natriuretic peptide system in the central nervous system could be
associated with the seizure reduction observed in the RIG group. We have also
shown an important role for gonadal steroids, estradiol and progesterone, in the
seizure reduction in WAR. Furthermore, estradiol seems to potentiates the
anticonvulsant effect of progesterone. In conclusion, alterations of Natriuretic Peptide
System and gonadal steroids seem to be involved in the epileptic seizure severity

reduction induced by pregnancy in WAR.

Key words: epilepsy, audiogenic seizures, pregnancy, atrial natriuretic peptide,

progesterone, estrogen.
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1. INTRODUCAO



1. INTRODUGAO

As epilepsias sdo disturbios cerebrais comuns caracterizados por descargas
elétricas subitas e excessivas dos neurdnios locais. A incidéncia das epilepsias varia
de acordo com a localizagdo geografica. Em paises desenvolvidos, a incidéncia é de
aproximadamente 1%, subindo para 2% em nag¢des menos desenvolvidas, segundo

dados da Liga Brasileira de Epilepsia.

De acordo com a International League Against Epilepsy, cerca de 70% dos casos de
epilepsia sdo controlados por via medicamentosa. Entretanto, em aproximadamente
30% dos pacientes, as crises ndo sao totalmente controladas ou necessitam de
tratamentos alternativos para o controle ou, ao menos, melhoria da qualidade de
vida desses pacientes. Esses dados demonstram a necessidade de um maior

entendimento dessa sindrome, em busca de novas estratégias de tratamento.

As crises epilépticas expressam-se de forma recorrente e, em geral, espontanea,
com caracteristicas convulsivas ou nao-convulsivas. Os atuais conceitos sobre as
epilepsias baseiam-se nas propostas formuladas por John Hughlings Jackson em
1873. Segundo Jackson, “as crises constituem o resultado de breves descargas
eletroclinicas cerebrais e as caracteristicas clinicas das crises dependerdo da
localizagédo e da funcdo do local envolvido pela descarga” (apud Yacubian, 2000).
Essas descargas elétricas sdo traduzidas em fenémenos eminentemente motores,
sensitivos, autondmicos ou psiquicos, podendo ocorrer diminuicdo de consciéncia

associada.



As crises epilépticas podem ser classificadas em parciais e generalizadas. As crises
parciais podem ser simples ou complexas e estao restritas a uma regido do cérebro.
Nas crises parciais simples ndo ocorre perda de consciéncia do individuo afetado e
estas podem evoluir para crises parciais complexas ou para crises generalizadas. As
crises parciais complexas iniciam-se em uma area determinada do cérebro, mas
espalham-se para outras areas, provocando perturbacdo da consciéncia. As crises
generalizadas envolvem todo o cérebro e associam-se a perda de consciéncia

(Guerreiro e cols., 2000).

Existem varios modelos para o estudo das epilepsias e entre eles estd o modelo de
epilepsia audiogénica, no qual crises convulsivas sao induzidas por estimulos
sonoros de alta intensidade. Uma linhagem de ratos com essa caracteristica foi
geneticamente selecionada através de cruzamentos endogamicos entre ratos Wistar
que apresentavam susceptibilidade natural a epilepsia audiogénica, pela Profa.
Maria Carolina Doretto, no Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (Doretto e cols., 2003a). Esses animais foram denominados Wistar
Audiogenic Rats (WAR). Desta colbnia inicial partiu o ramo que vem sendo mantido
no biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Biofisica da Universidade
Federal de Minas Gerais. A grande vantagem deste modelo €& apresentar

naturalmente os determinantes neuroquimicos da susceptibilidade a epilepsia.

A gravidade das crises epilépticas nesses animais € determinada pelo indice de
gravidade (IG), que expressa uma escala linear de gravidade gradual variando de O
a 1 e é determinado de acordo com o comportamento do animal durante uma

estimulacao acustica (Garcia-Cairasco e cols., 1996).



Animais WAR apresentam desequilibrio hidroeletrolitico, com aumento da diurese e
da natriurese, sugerindo alteragdes nas ag¢des dos sistemas hormonais que
controlam o volume dos fluidos corporais (Garcia-Cairasco e cols., 1994). Entre
esses sistemas destaca-se o do peptideo natriurético atrial (ANP), um horménio
secretado primariamente pelos atrios cardiacos e que apresenta propriedades
diuréticas, natriuréticas e vasodilatadoras (De Bold e cols., 1981). Além disso, ratos
WAR apresentam recrutamento de neurdnios hipotaldamicos vasopressinérgicos
durante as crises audiogénicas (Fonseca e cols., 2005) e trabalho em
desenvolvimento sugere que animais WAR podem apresentar aumento da gravidade
das crises quando submetidos a infusdes intracerebroventriculares de ANP,

sugerindo um papel pré-convulsivante desse hormaonio.

Além de alteragdes no controle do equilibrio hidroeletrolitico, constatou-se que ratas
WAR podem apresentar redugao das crises epilépticas durante a lactagao (Doretto e
cols., 2003b). Entretanto, algumas ratas cujos filhotes foram retirados no periodo
pos-parto também apresentaram reducido das crises, indicando a permanéncia de
alteragdes, com influéncias anticonvulsivantes, induzidas pela gestacao, visto que
esses animais nao passaram pelo periodo de lactacdo. O mecanismo envolvido

nesta reducgao, entretanto, ndo foi esclarecido.

O presente estudo buscou identificar alteracdées hormonais que pudessem explicar a
reducdo da gravidade das crises epilépticas, induzida pela gestagdo, em uma
parcela da populacdo de animais geneticamente predispostos a epilepsia

audiogénica.
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2.1. Peptideos Natriuréticos

O sistema de peptideos natriuréticos contém, pelo menos, trés peptideos endégenos
com semelhangas estruturais: peptideo natriurético atrial (ANP), peptideo
natriurético tipo-B (BNP) e peptideo natriurético tipo-C (CNP) (Imura e cols., 1991).
Cada um desses peptideos tem seu precursor codificado por um gene especifico

(revisdo por Levin e cols., 1998).

As acbes primarias dos peptideos natriuréticos ocorrem nos rins, vasos e glandulas
adrenais, produzindo diurese, natriurese e vasodilatacdo, contribuindo, de forma
aguda ou crdnica, para a redugdo da pressdo sanguinea sistémica e do volume
intravascular (Ballerman & Brenner, 1986). Devido a descoberta dos peptideos
natriuréticos terem coincidido com o desenvolvimento de novas técnicas de
sequenciamento de proteinas e rapido avango na tecnologia de DNA recombinante,
a estrutura desses horménios bem como de seus precursores e genes foi

rapidamente elucidada.

A atividade biologica dos peptideos natriuréticos é totalmente dependente de sua
estrutura. Os trés tipos apresentam em comum a formacao de um anel composto por
17 aminoacidos ligados por pontes dissulfeto entre dois residuos de cisteina, sendo
essa formacdo essencial para o reconhecimento do peptideo pelo receptor de

membrana (Flynn, 1997).



2.1.1. Peptideo Natriurético Atrial (ANP)

Henry e colaboradores, em 1955, foram os primeiros a sugerir que o0 coragao
poderia ser capaz de detectar a amplitude do leito vascular e regula-la por
modulagao do fluxo de urina. Entretanto, as primeiras evidéncias de que o coragao
poderia funcionar como um 6rgéao endocrino foram fornecidas por Kisch em 1956,
que descreveu, através de microscopia eletrénica de transmissdo, a presenca de

granulos densos localizados nos atrios de mamiferos.

A confirmacdo da existéncia do ANP ocorreu em 1981, quando DeBold e
colaboradores demonstraram a presenca de uma substancia produzida nos atrios, a
qual seria capaz de aumentar a excre¢ao urinaria de sédio e regular o volume do
liquido extracelular. Quando um extrato de atrios de rato era injetado em ratos
anestesiados, observava-se um grande aumento no fluxo urinario e na excregao de

sbdio, além de uma potente agao de relaxamento sobre o musculo liso vascular.

Em 1983, esse peptideo foi purificado a partir de extrato de atrios de rato por Flynn e
colaboradores e descrito como um peptideo ativo de 28 aminoacidos, que
predomina na circulagdo, sendo sua precursora, uma molécula composta por 126
aminoacidos, encontrada estocada nos miocitos atriais. Seidah e colaboradores
(1984) identificaram uma sequéncia comum para todos os peptideos ativos que,
quando sintetizados, apresentavam uma atividade similar a do ANP enddgeno (Zivin
e cols., 1984). Ainda em 1984, copias de cDNA do ANP foram clonadas em
Escherichia coli e sua sequéncia foi determinada. A analise da sequéncia obtida

mostrou que o ANP estava contido na extremidade carboxi-terminal de um



polipeptideo precursor: pronatriodilatina atrial, proANP ou procardionatrina (Zivin e

cols., 1984; Argentin e cols., 1985).

A partir dos estudos anteriores, concluiu-se que o ANP é sintetizado como um
grande precursor, proANP. A conversdo de proANP para ANP ativo ocorre no
momento ou logo apds sua secregao do atrio através de clivagem enzimatica
especifica entre os residuos de Arg-Ser (Imada e cols., 1987) pelas enzimas
carboxipeptidase-e ou encefalina-convertase (Ruskoaho e cols., 1986). O cDNA do
proANP apresenta uma ORF (Open Reading Frame) que potencialmente codificaria
uma proteina de 152 aminoacidos, dos quais os primeiros 24 se assemelham
fortemente a uma sequéncia sinal. Observou-se também um alto grau de homologia
entre as sequéncias do ANP em ratos e humanos. O ANP humano ¢é idéntico ao de
ratos, exceto pela substituicdo de metionina por isoleucina na posicéo 12 (Zivin e

cols., 1984; Brenner e cols., 1990).

O gene que codifica o proANP esta ligado ao cromossomo 1 no homem (Yang-Feng
e cols., 1985), 4 no camundongo (Mullins e cols., 1987) e 5 no rato (Szipirer e cols.,
1990). A determinagédo da sequéncia génica completa do proANP revelou um gene
com 1,3 kb, contendo dois introns com respectivamente 104 e 391 pb, flanqueados
por tipicas sequéncias exon-intron. O primeiro exon contém sequéncias 5 nao-
traduzidas, o peptideo sinal e os primeiros 16 aminoacidos do proANP. O exon
central contém sequéncia do proANP e o terceiro exon codifica os ultimos trés

aminodacidos e a regido 3’ ndo-traduzida (Argentin e cols., 1985).



Além do atrio cardiaco, ANP e proANP podem estar presentes em outros tecidos
como o hipotalamo (Jirikowiski e cols., 1986), arco adrtico (Gardner e cols., 1987),
pulmdes (Gutkowska e cols., 1989), pituitaria (Gardner e cols., 1986), adrenais (Ong
e cols., 1987), rins (Sakamoto e cols., 1985), ventriculo, estémago, pancreas,
cérebro e testiculos (Vesely e cols., 1992). Entretanto, apesar de presente em varios
tecidos, a producao atrial é dezenas de vezes superior a de outras regides (Gardner

e cols., 1986).

O ANP participa, de forma importante, da manutengdo do volume extracelular e da
pressao arterial. Mudangas no estiramento atrial, como aquela induzida por
expansao aguda de volume sanguineo ou como resultado direto ou indireto de
influéncias hormonais, estimulam a secrecdo de ANP (Lang e cols., 1985), mas
outros fatores fisioldgicos e fisiopatolégicos podem influenciar a liberacdo de ANP,
tais como o exercicio, a hipdxia, a taquicardia e a isquemia do miocardio (Espiner,
1994). Varios horménios e neurotransmissores, tais como endotelina, vasopressina

e catecolaminas, estimulam a secreg¢ao de ANP (revisado por Levin e cols., 1998).

O ANP atua nos rins, aumentando o ritmo de filtragdo glomerular, inibindo a
secrecao de renina e o transporte de sddio pelo segmento medular do ducto coletor,
e nas adrenais, suprimindo a secrecdo basal e estimulada de aldosterona. O
resultado final dessas diversas agbes € a diminuigdo do volume sanguineo
percebido pelos atrios e o auxilio ao controle do equilibrio hidroeletrolitico no
organismo (Baldissera e cols., 1989, revisado por Brenner e cols.,, 1990).

Recentemente, foi demonstrado que o ANP suprime o crescimento celular no



10

musculo liso vascular, induz apoptose no musculo cardiaco e células endoteliais

vasculares (Misono, 2002).

2.1.2. ANP e os hormbnios sexuais femininos

A expressao e a secreg¢ao dos peptideos natriuréticos podem sofrer influéncias dos
hormonios esterdides e, dessa forma, podem variar de acordo com as alteragdes
desses hormdnios (Haanwinckel e cols., 1995; Reis e cols., 1997; Lee e cols., 1999;
Jankowski e cols., 2001; Mukaddam-Daher e cols., 2002). Durante o ciclo estral em
ratas, ocorrem alteracbes do sistema dos peptideos natriuréticos no utero. A
concentracdo de ANP, assim como de seu mRNA, segue um padrdo ciclico
sincronizado, sendo elevada no metaestro e baixa no proestro. Além disso, as
alteracodes fasicas dos receptores dos peptideos natriuréticos estdo associadas com
0os niveis elevados de estrogénio durante o ciclo estral e estdo inversamente

relacionadas aos niveis de progesterona (Reis e cols., 1997).

2.1.3. ANP materno durante a gestagéao

A gestacédo normal é caracterizada por mudangas hemodinamicas que incluem uma
grande expansao do volume plasmatico. O ANP, além de ser um potente diurético e
natriurético, apresenta efeitos de supressdo da secrecao de aldosterona e renina
(Brenner e cols., 1990), sendo um dos principais responsaveis pela manutencao da
volemia dentro dos limites fisiolégicos. No periodo final da gestagcdo, ratas
apresentam refratariedade as ag¢des desse peptideo, ndo apresentando aumento da

diurese e da natriurese apos a infusdo do mesmo (Masilamani e cols., 1994). Essa
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resisténcia as agdes do ANP, no periodo final da gestagéo, poderia contribuir para a
retencdo de sodio e para a expansdo de volume durante a gestacdo através da
diminuicdo da expressao de receptores renais (dados ndo publicados dos nossos

estudos) e adrenais (Vaillancourt e cols., 1997) para esse peptideo.

Em ovelhas, a concentragdo de ANP plasmatico aumenta no inicio da gestacéo e
depois permanece elevado ao longo da gestagcado (Mukaddam-Daher e cols., 1994).
Esse aumento dos niveis de ANP circulante seria provocado pela maior distensao do
atrio esquerdo durante a gestacdo (Javeshghani e cols., 1995). Em ratas, as
concentragbes de ANP estdo elevadas no inicio da gestagdo, mas reduzem ou
tendem a reduzir ao final da gestacdo. Uma semana apods o parto, os niveis de ANP
plasmatico estdo novamente elevados (Mukaddam-Daher e cols., 2002; Nadel e
cols., 1988). O estradiol foi sugerido como fator determinante dessas alteracdes

(Zhang e cols., 1995).

2.1.4. Receptores para os Peptideos Natriuréticos

Existem trés tipos de receptores para os peptideos natriuréticos, dois deles
acoplados a guanilato ciclase, receptor A (NPR-A), receptor B (NPR-B) e receptor C

(NPR-C).

O ANP e o BNP ligam-se ao receptor NPR-A, sendo que o BNP apresenta menor
afinidade por esse receptor. CNP liga-se ao receptor NPR-B. Os trés peptideos
ligam-se com alta afinidade ao receptor do tipo C (NPR-C) ou de clearance (revisado

por Levin e cols., 1998). NPR-A e NPR-B apresentam dominio transmembrana
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unico, dominio extracelular com cerca de 30% de homologia ao receptor C (Nakao e
cols., 1992) e 44% de homologia entre eles e dominio catalitico intracelular acoplado
a enzima guanilato ciclase (Koller & Goeddel, 1992). A ligagdo dos peptideos aos
receptores A e B leva a geragcdo do segundo mensageiro GMP ciclico, que é o

responsavel pela maioria das ag¢des biolégicas do ANP.

O receptor C apresenta homologia estrutural com NPR-A e NPR-B, porém difere
bastante no dominio intracelular catalitico, apresentando curta cauda citoplasmatica
sem acoplamento a guanilato ciclase. Este receptor mostra ter sua estrutura
molecular bem preservada através da evolucdo, com sequéncia de aminoacidos
apresentando aproximadamente 95% de identidade entre humanos e ratos (apud
Lewick & Protter, 1997). O receptor C apresenta um papel essencial na depuragao
metabdlica dos peptideos natriuréticos, regulando a concentracdo plasmatica dos
mesmos. Os mecanismos celulares envolvidos em sua atividade bioldgica incluem
internalizacao do receptor, hidrélise lisossémica do peptideo ligante e reciclagem do

receptor a superficie celular (Nussenzveig e cols., 1990).
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2.1.5. Alteragbes de Osmolaridade: Efeitos sobre o Sistema Nervoso Central

Pacientes com polidpsia psicogénica podem ingerir até seis litros de agua por dia,
resultando em hiponatremia e hipocalemia severa e outros efeitos colaterais como
cefaléias, vomitos, tremores, convulsdes e coma (Ferrier, 1985). Por outro lado, a
hiperosmolaridade do espaco extracelular, provocada por aumento da concentracio

de glicose, apresenta efeito de protegéo contra crises (Andrew, 1989).

Hiperexcitabilidade nos registros eletrograficos, obtida em fatias das regides CA1 e
CA3 do hipocampo, promovida pela elevacao da concentracdo de potassio no meio
extracelular, &€ abolida pela adicdo de substancias que nao penetram nas células,
como manitol, sacarose e L-glicose, que s&o eficazes em aumentar a pressao

osmoética do meio extracelular. No entanto, 0 aumento da osmolaridade por agentes
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que ultrapassam a membrana plasmatica, como D-glicose e glicerol, ndo influenciam

o aparecimento de convulsdes (Traynelis e Dingledine, 1989).

2.1.6. Peptideos Natriuréticos e Sistema Nervoso Central

Quirion e colaboradores (1986) encontraram alta densidade de ANP ligado a varias
regides cerebrais. A grande distribuicdo da ligagdo desses peptideos sugere que o
ANP pode desempenhar papéis diferentes no cérebro além da regulagao central das
func¢des cardiovasculares. A partir dessa descoberta, sugeriu-se a existéncia de uma
familia de peptideos cardio-cerebrais em analogia aos bem conhecidos peptideos

cérebro-intestinais.

Embora o ANP e o BNP plasmaticos ndo sejam capazes de ultrapassar a barreira
hemato-encefalica, eles alcangcam o sistema nervoso central através de locais
externos a essa barreira, chegando a varias regides cerebrais. Além disso, todos os
trés peptideos natriuréticos sao produzidos no cérebro. O ANP apresenta efeitos
centrais coordenados aos efeitos periféricos, levando a acbes de controle da
homeostase dos fluidos e eletrdlitos (Levin e cols., 1998; Antunes-Rodrigues e cols.,

2004).

Os mecanismos de acdo dos peptideos natriuréticos no cérebro podem ser
associados a distribuicao de seus receptores. O receptor C € encontrado por todo o
sistema nervoso central, enquanto o receptor do tipo A predomina em areas
adjacentes ao terceiro ventriculo, que nao estdo separadas do sangue pela barreira

hemato-encefalica. Este receptor parece mediar os efeitos do ANP sobre a ingestao
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de sal e agua. Os receptores do tipo B predominam no hipotdlamo e em outras

regides rostrais do cérebro (Levin e cols., 1998).

Poucos trabalhos e relatos sobre o sistema de peptideos natriuréticos em individuos
epilépticos sao conhecidos. Este € um campo ainda pouco explorado, mas sabe-se
que existem relagdes entre esse sistema e a epilepsia. Status epilepticus induzido
em ratos anestesiados mostrou que a crise produz aumento do fluxo urinario, da
excrecdo de sodio e do ANP plasmatico (Perrone e cols., 1995). Animais
susceptiveis a epilepsia audiogénica apresentam naturalmente excre¢cdo de sodio
aumentada, sendo que a estimulacdo audiogénica aguda e a cronica (modelo de
abrasamento audiogénico, onde repetidos estimulos audiogénicos recrutam areas

limbicas) elevam mais ainda essa excregao (Garcia-Cairasco e cols., 1994).

A estimulagdo do nervo vago tem emergido como uma terapia adjuvante em
epilepsias refratarias a medicamentos, nas quais a cirurgia ndo € aconselhavel.
Entretanto, essa terapia pode elevar as concentragdes séricas de fragmentos amino-
terminais de BNP (NT-proBNP), que, juntamente ao proprio BNP, séo utilizados
largamente como marcadores de disfungcdo cardiaca (Rauchenzauner e cols.,

2007b), mostrando, portanto, a necessidade de cautela nesse tipo de terapia.

Criangas epilépticas apresentam niveis séricos de BNP superiores as criangas sem
crises, doze horas apds a ocorréncia das crises, sugerindo a possibilidade da
presenca de disfungbes cardiacas (Alehan e cols., 2009) e/ou potenciais papéis

desse horménio e seu pro-horménio em desordens cerebrais agudas
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(Rauchenzauner e cols., 2007a; Rauchenzauner e cols., 2007b), além da fungéo ja

reconhecida como marcadores em desordens cardiovasculares.

2.2, Estrogénios e Progestinas

A secrecdo de esterdides ovarianos obedece ao eixo hipotalamo-hipdfisario. As
principais agdes dos estrogénios sdo o crescimento e desenvolvimento do sistema
genital; aumento da motilidade uterina e sensibilidade uterina a ocitocina;
comportamento de estro em animais e aumento da libido em humanos; estimulo do
crescimento 0sseo e fechamento das epifises. Além disso, os estrogénios tém
efeitos sobre 0 metabolismo como diminuigdo da tolerancia a glicose, diminuigao da
taxa de colesterol plasmatico, aumento do HDL, aumento dos receptores para

progesterona, aumento dos fatores de coagulagdo sanguinea.

As acdes dos estrogénios sdo mediadas por receptores especificos ou via
mecanismos independentes de seus receptores especificos. Os receptores
intracelulares estao presentes no citoplasma e no nucleo. No citoplasma, ocorre
principalmente a forma inativa e, no nucleo, a forma ativa. Os receptores de
estrogénios também podem existir como receptores de membrana, que estédo

geralmente associados a a¢gdes ndo gendmicas do horménio (Veliskova, 2007).

A progesterona age aumentando a secrecéo endometrial, estimulando o crescimento
lobular-alveolar mamario, possui efeito antagbnico a aldosterona, aumenta a
temperatura corporal, reduz a motilidade uterina e diminui a retencdo de sodio

(Porterfield, 1997).



17

2.2.1. Estrogénios e Progestinas: Efeitos sobre Crises Epilépticas

Varios fatores ambientais e/ou metabdlicos podem influenciar a ocorréncia de crises
epilépticas. Dentre esses fatores, destacamos os esterdides gonadais, que
influenciam funcgdes cerebrais e podem afetar o inicio de crises epilépticas por
alteragdes do metabolismo celular e da transmissdo neural, pois varios desses
horménios tém o hipotalamo e o cértex limbico como locais de agcéo (Morrel e cols.,

2002; Edwards e cols., 2000; Pimentel, 2000; Valente e cols., 2002)

A gravidade e a frequéncia das crises epilépticas em mulheres podem ser alteradas
de acordo com os varios estagios de vida que estdo associados a mudancgas
hormonais, como na puberdade, durante o ciclo menstrual e na menopausa (Morrell,
2002). Individuos epilépticos podem apresentar diferengas na susceptibilidade as
crises dependendo da fase do ciclo menstrual ou do ciclo estral em que se
encontram (Herzog e cols., 1997; Reddy, 2004; Rhodes e cols., 2004). Além disso,
disfuncbes reprodutivas e alteragdes enddcrinas sdao comuns em mulheres e
homens com epilepsia (Edwards e cols., 2000; Morris |l & Vanderkolk, 2005).

De um modo geral, acredita-se que a administragcdo de estrogénios aumenta a
gravidade das crises, devido a diminuigdo do limiar convulsivante, enquanto a
progesterona e alguns de seus metabdlitos tém efeitos inibitérios sobre as crises
epilépticas em varios modelos animais (Morrel, 2002; Pimentel, 2000; Reddy, 2004;

Reddy e cols, 2004; Rhodes e cols., 2004).
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Em muitas mulheres com epilepsia, as crises aumentam em frequéncia e
intensidade em algumas fases do ciclo menstrual. Essa condi¢do é conhecida como
epilepsia catamenial. Variag¢des ciclicas naturais das concentragbes de progesterona
durante o ciclo menstrual podem influenciar a ocorréncia de crises catameniais. A
frequéncia e/ou intensidade das crises diminui quando a progesterona plasmatica
estd elevada, aumentando no periodo perimenstrual, quando a progesterona
plasmatica diminui. Pode aumentar, também, quando ocorre elevacédo do estradiol
na fase pré-ovulatoria e em fases luteinicas inadequadas, nestas a progesterona
encontra-se em concentracdes reduzidas (Herzog e cols., 1997). E interessante
observar que na fase luteinica normal, quando ocorre elevagao da concentragcdo de
progesterona, a concentragdo de estradiol também se encontra elevada, indicando
que a relagdo entre progesterona e estradiol talvez seja mais importante para a
determinacdo das crises do que as suas concentra¢des individuais (Reddy, 2004).
Varios estudos que associam diretamente as crises com mudancas has
concentragbes hormonais sugerem que a relagao entre progesterona e estrogénios
influencia a atividade epileptiforme (Backstrom, 1976; Herzog, 1991). Os altos niveis
de estrogénios poderiam predispor a hiperexcitabilidade e a progesterona

apresentaria efeitos opostos.

No modelo de crise epiléptica induzida por acido cainico, ocorrem reducdes das
crises epilépticas durante a gestagéo e isso seria devido a um aumento estavel das
concentragbes de progestinas (Rhodes e cols., 2004). Nesse modelo observam-se
também elevadas concentragcdes de estradiol e 3-alfa didis resultantes do
metabolismo de andrégenos, que apresentam reconhecida agéo anticonvulsivante.

Mais uma vez observa-se uma elevada concentracdo de estradiol associada a
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elevada concentragdo de progesterona, reforcando a idéia de que a relagdo entre
progesterona e estradiol apresenta papel importante na modulagdo das crises
epilépticas (Rhodes e cols., 2004). Esses dados sao reforgados pela observacédo de
que as crises podem diminuir durante a gestacdo em algumas mulheres (Morrell,
1992) e durante a gestagéo e lactagdo em modelos animais de epilepsia (Amado &
Cavalheiro, 1998; Doretto e cols., 2003b), quando a relagdo entre progesterona e

estrogénios esta elevada.

Por outro lado, os efeitos dos estrogénios sobre as crises epilépticas sao
contraditérios. E comumente aceito que os estrogénios apresentam efeitos pro-
convulsivantes; entretanto, dados clinicos mostram que os estrogénios podem
apresentar efeitos pré-convulsivantes, nenhum efeito ou efeitos anticonvulsivantes
em individuos epilépticos (Harden, 2003; Jacono & Robertson, 1987; Peebles e
cols., 2000). Da mesma forma, em modelos animais, a administracdo de estrogénios
pode aumentar, ndo apresentar efeitos ou diminuir as crises (Budziszewska e cols.,
2001; Hoffman e cols., 2003; Perez e cols., 1988; Reibel e cols., 2000). Existem
também fortes evidéncias de que os estrogénios podem aumentar os efeitos
anticonvulsivantes da progesterona em modelos de crises induzidas por
pentilenotetrazol (PTZ) (Frye & Rhodes, 2005). Esses efeitos aparentemente
contraditorios dos estrogénios sobre as crises dependem da duragao do tratamento,
do modo de administragdo, da dose e tipo de estrogénio, do estado hormonal, do

tipo de crise epiléptica, dentre outros fatores (Veliskova, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar alteragdes hormonais do sistema de
peptideos natriuréticos e dos esterdides gonadais relacionados com a reducéo na

susceptibilidade as crises epilépticas em fémeas WAR durante a gestagéao.

3.2. Objetivos especificos

Determinar alteracbées no perfil do peptideo natriurético atrial e de seus
receptores, NPR-A (receptor biologicamente ativo) e NPR-C (receptor de
“clearance”), durante a gestagéo.

Estabelecer relacbes entre a gravidade das crises epilépticas e as
concentracdes de peptideo natriurético atrial e seus receptores.

Estabelecer possiveis relacbes entre as concentragdes plasmaticas de
estradiol e progesterona com a gravidade das crises.

Investigar a participagdo do estradiol e da progesterona na redugdo da
gravidade das crises epilépticas em fémeas WAR castradas utilizando diferentes

esquemas de tratamento.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar ndo susceptiveis a epilepsia audiogénica provenientes
do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-UFMG) e
ratas WAR susceptiveis a crise audiogénica provenientes do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG,
com idades em torno de 3 meses e pesos variando entre 230 e 270 g. Todos os
animais foram submetidos a ciclo claro-escuro de 14/10 horas e receberam racao

comercial e agua ad libitum.

4.2. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacao

Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA).

4.2.1. Experimento Gestagéo

No experimento de gestagao, o seguinte delineamento experimental foi seguido:

- Ratas Wistar e WAR, selecionadas apds 3 testes de estimulacdo sonora,

foram acasaladas com ratos Wistar resistentes (R) a epilepsia audiogénica.

- O dia de acasalamento foi determinado por esfregaco vaginal diario.

- Os animais foram divididos em grupos como na tabela abaixo:
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Tabela 1 - Numero de animais por grupo no experimento de gestagao.

Tempo de Gestacao Wistar (n) WAR (n)
7 dias 9 10
14 dias 8 11
20 dias 6 12

- Todos os animais foram submetidos a estimulagdo sonora, no dia anterior ao
sacrificio, para determinacao da gravidade das crises nos diferentes periodos
de gestacao. Dessa forma, foi possivel comparar a gravidade das crises antes
e durante a gestagao.

- Os animais foram sacrificados por decapitagdo aos 7, 14 e 20 dias de

gestacao conforme a Tabela 1.

Esfregaco
vaginal diario

d6 d7 d13 di14 d19 d20
I " L0
il il [l il Il L |
| Teste IG ‘ Teste IG Teste IG
Acasalamento
—machos R

Sacrificioe

coleta 7 dias Sacrificioe

de gestacdo coleta 14 dias Sacrificioe

1° dia de gestacao

—tampao vaginal ou
ldminas contendo
espermatozoides

de gestacao

coleta 20 dias
de gestacao

Delineamento experimental do experimento de gestacgao.



4.2.2. Experimento Castragdo

No experimento de castragao, o seguinte delineamento experimental foi seguido:
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- Ratas Wistar e WAR, selecionadas apds 3 testes de estimulacdo sonora,

foram ovariectomizadas.

- No 21° dia ap6s a ovariectomia, os animais foram submetidos a estimulacao

sonora € no 22° dia iniciou-se a terapia hormonal.

- Novas estimulagdes sonoras foram realizadas aos 7, 14 e 21 dias de terapia

hormonal e 7 dias apds a suspensao do tratamento.

- Ao final da quarta semana os animais foram sacrificados.

Recuperacgdo
d-20 do di d7 d14 d21 d28
7 f
e l — H H ] ]
N\ t 1
Ovariectomia Teste IG Teste IG 7 dias
apossuspensao
Inicioda do tratamento
Teste IG terapia Ultimo dia de
terapia

Delineamento experimental do experimento de castragao.

4.3. Testes audiogénicos

Aos 70, 74 e 78 dias de idade, todos os animais foram submetidos a estimulagao

sonora de alta

intensidade para avaliagdo da susceptibilidade epiléptica

(“screening”). Neste teste, o animal é colocado na caixa de estimulagao e submetido
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a estimulo sonoro até que apresente uma crise generalizada ténico-clénica ou por
um tempo maximo de um minuto. O indice de gravidade das crises (IG) foi
determinado de acordo com o comportamento do animal durante a estimulagdo. O
IG expressa uma escala linear de gravidade gradual variando de 0 a 1 (Tabela 2).
Foram considerados animais resistentes os Wistar que apresentaram IG igual a 0,0

e susceptiveis os WAR com |G maior ou igual a 0,85 nos trés testes do screening.

Tabela 2 - indice de gravidade das crises epilépticas.

0,00 [ Nenhum comportamento relacionado a crises.

0,11 [ Um episodio de corridas.

0,23 [ Um episddio de corridas seguido de pulos e quedas atonicas.

0,38 [ Dois episddios de corridas seguidos de pulos e quedas atdnicas.

Tudo que foi citado acima, mais convulsdo tdnica, com arqueamento tonico

0,61
dorsal da cabeca (opistotomo).

Tudo acima mais convulsdes clonicas parciais (somente membros anteriores

0,73
ou posteriores) e generalizadas (membros anteriores e posteriores).

0,85 | Tudo acima mais espasmos clonicos.

0,90 | Tudo acima mais flexdo ventral da cabega.

0,95 [ Tudo acima mais hiperextensdo de membros anteriores.
1,00 | Tudo acima mais hiperextensdo de membros posteriores.

Durante os experimentos foram realizados novos testes audiogénicos para
determinagcdo da gravidade das crises dos animais nas diferentes condicbes
analisadas, conforme citado no delineamento experimental. O bloqueio do

componente tonico da crise, ou 1G=<0,38, foi considerado agao anticonvulsivante.

4.4. Esfregago vaginal

No Experimento de Gestagao, todas as ratas foram acasaladas com machos Wistar

nao susceptiveis a epilepsia audiogénica. O dia de acasalamento foi determinado

por esfregago vaginal diario, realizado entre 7:00 e 9:00 h, considerando-se como
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primeiro dia de gestacdo aquele em que foi encontrado tamp&o vaginal e/ou

espermatozoides nas laminas de esfregaco.

4.5. Coleta de materiais

As ratas R e WAR foram sacrificadas aos 7, 14 e 20 dias de gestagdo, por
decapitagédo, no Experimento de Gestagdo. O sangue foi coletado através de funis
heparinizados em tubos pré-gelados contendo aproximadamente 10 pyL de cada
inibidor de protease por ml de sangue (Pepstatina 0,5x10° M, PMSF 10° M, EDTA
10° M). Apds centrifugacdo do sangue (960 x g, 20 min, 4°C), o plasma foi separado
e conservado em freezer a -80°C até a realizagdo das dosagens hormonais por
radioimunoensaio. Atrios, rins, hipéfise, hipotadlamo e hipocampo foram retirados e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e conservados a -80°C até a

realizacdo das dosagens.

4.6. Dosagem de ANP

O plasma teve os peptideos extraidos em colunas Sep-Pak C18. As colunas foram
ativadas com 8 ml de acetato de amoénio a 0,2 %, pH 4. A seguir, 1 ml de plasma foi
aplicado a coluna. Apos lavagem com 5 ml de acetato de amonio, o ANP adsorvido
foi eluido com 3 ml de acetonitrila 60% em acetato de aménio 0,2%. Apds a
extragdo, as amostras foram secas em centrifuga evaporadora (Speed Vac) e
reconstituidas em 0,5 ml de tampéao fosfato (fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 0,14 M,

albumina bovina 0,1%, azida sodica 0,01%, triton X-100 0,1% - pH 7,4).
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Os atrios, hipocampo e hipotalamo foram homogeneizados em 1 ml de solu¢do de
acido acético 0,1 M contendo inibidores de proteases (Pepstatina 5 yM, PMSF 107
M, EDTA 10° M) e centrifugados (19.400 x g, 30 min, 4°C). O sobrenadante dos
atrios foi diluido em tampé&o. Foram realizadas duas diluicbes em série: 20 pl do
sobrenadante foram diluidos em 980 ul de tampéo fosfato; 5 pl desta diluicido foram
novamente diluidos em 975 ul de solugcédo tampao. Os sobrenadantes do hipocampo
e hipotalamo tiveram os peptideos extraidos em colunas Sep-Pak C18, conforme
descrito para o plasma anteriormente, mas antes foram reservadas aliquotas para
posterior dosagem das proteinas totais. A concentragdo de ANP, nos atrios, plasma,

hipocampo e hipotalamo foi determinada por radioimunoensaio.

4.6.1. Radioimunoensaio para ANP

Amostras de plasma extraido reconstituidas em 0,5 ml de tampao fosfato e amostras
de hipocampo e hipotalamo extraidos reconstituidas em 0,25 ml de tampé&o fosfato
(100 pl), em duplicata, foram incubadas “overnight’ a 4°C com 100 pl de anticorpo
anti-ANP (1:60.000), fornecido por J. Gutkowska do Laboratory of Cardiovascular
Biochemistry, Research Centre, Centre Hospitalier de L'Université de Montréal-
Hétel-Dieu. 20 ul das amostras diluidas do tecido cardiaco também foram incubadas
com o anticorpo. Foram adicionados 100 ul (10000 cpm) de '?°I-ANP incubando por
mais 24 horas a 4°C. A separacao do imunocomplexo foi feita por precipitacdo com
segundo anticorpo (soro de cabra antigama-globulina de coelho) na concentragao de
1:20 por duas horas. Apds duas horas em temperatura ambiente foi adicionado 0,5

ml de polietilenoglicol 6,25% em agua. Os tubos foram centrifugados por 20 minutos
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a 960 x g, 4°C, e o sobrenadante foi retirado por aspiragdo. A radioatividade do

imunocomplexo foi determinada por contador gama.

4.7. Dosagem de proteina total (Bradford, 1976) nos atrios, hipocampo e

hipotalamo

4.7.1. Reagente de cor

Coomassie Birilliant Blue G-250 (100 mg) foi dissolvido em 50 ml de etanol 95 % e a
essa solugao acrescentou-se 100 ml de acido orto-fosférico 85-88%. O volume foi

completado com quantidade suficiente para 1 litro com agua mili-Q.

4.7.2. Ensaio

A solugéo padrao foi obtida através da diluicdo de albumina sérica bovina (BSA) em
agua destilada com concentragédo final de 1 mg/ml. A partir de diluigdes dessa
solucao foi obtida a curva-padrao. As amostras foram diluidas 10 vezes e 50 l
dessa diluicdo foram utilizados para o ensaio. A seguir o reagente de cor
previamente filtrado foi adicionado (2,5 ml). A leitura de absorbancia foi realizada em

espectrofotdbmetro a 595 nm.

4.8. Radioimunoensaio para estradiol

Para a determinacdo do estradiol plasmatico utilizou-se o kit Maia (Adaltis).

Amostras de plasma diluidas 10 vezes (50 pl), em duplicata, foram incubadas com
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20 ul de anticorpo anti-estradiol e 20 ul de '®l-estradiol por uma hora a 37°C. A
separagao do imunocomplexo foi feita por precipitagdo em placa magnética com
segundo anticorpo marcado com ion metalico. Apés 10 minutos de incubagdo com o
segundo anticorpo, em temperatura ambiente, os tubos foram colocados em placa
magnética por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e a radioatividade do

imunocomplexo determinada por contador gama.

4.9. Radioimunoensaio para progesterona

Para a determinacdo das concentragdes de progesterona plasmatica utilizou-se o kit
Maia (Adaltis). Amostras de plasma (5 pl), em duplicata, foram incubadas com 40 pl
de anticorpo anti-progesterona e 40 ul de '®l-progesterona por uma hora a 37°C. A
separagao do imunocomplexo foi feita por precipitagdo em placa magnética com
segundo anticorpo marcado com ion metalico. Apés 10 minutos de incubagdo com o
segundo anticorpo, em temperatura ambiente, os tubos foram colocados em placa
magnética por 20 minutos. O sobrenadante foi retirado e a radioatividade do

imunocomplexo foi determinada por contador gama.

4.10. Quantificagdo de mRNA

4.10.1. Extracdo de RNA total e quantificagcdo

O RNA total foi extraido dos atrios, hipotalamo, hipocampo e rins. Para isso,

adicionou-se 500 pyL de Trizol® (Invitrogen) em tubos eppendorf autoclavados
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contendo o tecido (aproximadamente 50 mg para os rins e 10 mg dos demais

tecidos) levando-o ao homogeneizador.

Apds a homogeneizagdo, as amostras ficaram a temperatura ambiente por 5
minutos. Adicionou-se 200 pL de cloroférmio em cada tubo e os mesmos foram
vigorosamente agitados por um periodo de 15 a 30 segundos. Em seguida, as
amostras ficaram em repouso por 3 minutos a temperatura ambiente e foram

centrifugadas por 15 minutos a 15.300 x g/4° C.

O sobrenadante foi transferido, cuidadosamente, para outro eppendorf, evitando
contaminagdo com o DNA. Isopropanol (500 pL) foi adicionado aos tubos e
homogeneizou-se levemente por inversdo. Apdés 10 minutos a temperatura
ambiente, as amostras foram centrifugadas (15.300 x g/4° C/10 min) e o

sobrenadante foi descartado.

Adicionou-se 1 ml de Etanol (EtOH) 70% ao precipitado, que foi homogeneizado
levemente e centrifugado por 5 minutos a 9.600 x g/4° C. O sobrenadante foi
novamente descartado e, apos secagem do excesso de EtOH, as amostras foram
ressuspendidas em agua DEPC (agua mili-Q submetida a tratamento prévio, 24

horas, com dietilpirocarbonato e autoclavada).

Aliquotas de 6 pl do RNA total foram diluidas em 594 pl (1:100) de agua DEPC para
quantificacdo em cubeta de quartzo especifica. As concentracbes do mRNA total
foram determinadas pela leitura da densidade éptica (OD) em comprimento de onda

de 260 nm em espectrofotdbmetro GeneQuant.
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4.10.2. Tratamento com DNase e transcrigcdo reversa

Aliqguotas contendo concentragbes iguais de RNA total foram previamente
submetidas a tratamento com DNase (Deoxyribonuclease |, Amplification Grade —
Invitrogen), a fim de evitar contaminagdo com DNA durante a reacdo de PCR

posteriormente realizada.

Resumidamente, foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente: 0,5 ug de
RNA total, 0,5 yL de DNase (70x DNase | Reaction Buffer), 1 yl DNase I, Amp
Grade, 1 U/ul e quantidade suficiente para 5 yl de agua DEPC. A DNase foi, em
seguida, inativada pela adigdo de 0,5 pl de solugdo EDTA 25 mM e as amostras
foram aquecidas por 10 minutos a 65°C. Para a realizagdo do PCR em Tempo Real
para o ANP nao foi necessario tratamento prévio com DNase, pois um dos primers
utilizados foi padronizado de forma a nao ligar-se ao DNA gendmico. A reacéo de
transcrigdo reversa foi realizada logo apés o tratamento com DNase para os mRNAs

dos receptores (NPR-A e NPR-C).

A reacdo de transcricdo reversa para o mRNA ANP nos atrios foi realizada
utilizando-se, para cada amostra, 1 ug de RNA total em quantidade suficiente para
18,6 pl de agua DEPC. Em cada tubo foram acrescentados 4 pl primer reverso para
o mMRNA alvo (ANP 3 — 1 pmol/ul), 4 pl primer reverso para o gene normalizador
(S26 — 1 pmol/ul), 0,2 pl oligo dT 18 (0,5 pg/ul), 2 ul ANTP mix (2,5 mM), 4 ul tampao
10x, 2 pl DTT e 0,2 pl de enzima transcriptase reversa (MLV), totalizando um volume

de 35 pl, que foi incubado por uma hora a 40°C e armazenado em freezer a -20°C.
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A reagdo de transcricdo reversa para o mRNA do NPR-A e NPR-C nos rins,
hipotalamo e hipocampo, foi realizada utilizando-se, para cada amostra, 0,5 ug de
RNA total tratado com DNase (5,5 pl volume final). Em cada tubo foram
acrescentados 11,1 ul agua DEPC, 4 pl primer reverso Receptor A (NPR-AREV — 1
pmol/pl), 4 pl primer reverso Receptor C (NPR-C — 1 pmol/ul), 4 ul primer reverso
gene normalizador (S26REV — 1 pmol/ul), 0,2 pl oligo dT 18 (0,5 pg/ul), 0,5 pul dNTP
mix (2,5 mM), 4 pl tampao 10x, 2 ul DTT, 0,2 ul enzima transcriptase reversa (MLV),

totalizando um volume de 35 pl, que foi incubado por uma hora a 40°C e

armazenado em freezer a -20°C.

4.10.3. Purificagdo de amplicons para constru¢cdo da curva-padrao

Com o objetivo de se obter fragmentos de PCR (amplicons) puros e especificos para
quantificacdo e utilizagdo como padrao no PCR em Tempo Real utilizou-se

PureLink™ PCR Purification Kit da Invitrogen.

Resumidamente, quatro volumes de PureLink Binding Buffer com isopropanol foram
adicionados a um volume de produtos de PCR em Tempo Real, ANP, NPR-A e
NPR-C, previamente realizados em outros experimentos. Essa mistura foi
adicionada a coluna de separagao (PureLink Spin Column) e a coluna foi
centrifugada a 10.600 x g por 1 minuto. O DNA ficou ligado a coluna e o liquido
restante foi descartado. A coluna foi lavada com 650 uL de Wash Buffer com etanol
e novamente centrifugada a 10.600 x g por 1 minuto e o liquido restante foi

descartado. A coluna foi eluida com 50 ul de Elution Buffer adicionado ao centro da
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coluna e incubado a temperatura ambiente por 1 minuto. Apds a incubacéo, a coluna
foi novamente centrifugada (17.900 x g) por 2 minutos e os amplicons foram

quantificados em espectrofotdbmetro GeneQuant.

4.10.4. PCR em Tempo Real

Para a reacdo de PCR em Tempo Real, utilizou-se em cada pogo 1 pl de cDNA da
transcricédo reversa, 3 ul primer senso (1 pmol/ul), 3 pl primer reverso (1 pmol/ul) e

17 ul de Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) para cada peptideo

analisado.

O mRNA para a proteina ribossémica S26 foi utilizado como normalizador da reag&o
de PCR em Tempo Real, devido a expressao constitutiva de seu gene, ou seja,
expressao continua, sem influéncias externas, em todas as células do organismo de

maneira semelhante.

4.10.4.1. Sequéncias dos primers utilizados

ANP1 GGA TTT CAA GAA CCT GCT AGA
ANP3 CTT CAT CGG TCT GCT CGC TCA
NPR-AREV AGATGT AGATAACTCTGC CCTTTC G
NPR-AFOR ATC ACA GTG AAT CAC CAG GAG TTC
NPR-CREV ACT CGC TCAC TGC CCT GGATGT A

NPR-CFOR CCT ACA ATT TCG ACG AGA CCA AA

S26REV CGATTC CTGACAACCTTGCTATG
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S26FOR CGT GCT TCC CAA GCT CTATGT

4.11. Autorradiografia

Foram feitos cortes dos rins congelados, em criostato a -30°C, com espessura de 16
Mm. Os cortes foram colocados em laminas previamente gelatinizadas. As laminas

foram armazenadas a -80°C até o dia do ensaio.

No ensaio, as laminas foram pré-incubadas em solucéo Tris-HCI 50 nM (ph 7,4),
0,1% PEI, a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds esta pré-incubagéao, as
laminas foram dispostas em superficie plana e os cortes receberam concentragdes
crescentes de ANP, de 102 a 10 M, diluidos em Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), 150 mM
NaCl, 5 mM MgCl;, 40 pg/ml bacitracina (Sigma), 0,5% albumina sérica bovina (BSA)
e 50 pM '%|-ANP (20.000 cpm/100 pl), sendo cada concentragdo pipetada em seu
respectivo corte. O primeiro corte recebeu apenas a solugdo contendo '?°I-ANP, para

verificacao da ligagao total do peptideo marcado.

Apds uma hora de incubacdo, as laminas foram lavadas em tampao Tris-HCI em
cubas geladas (3 lavagens de 1 min cada) e depois lavadas com agua destilada
para remoc¢ao dos sais (10 segundos). As laminas foram dispostas em cassetes para
sensibilizagdo das telas por 48 horas. ApoOs este periodo, as telas sensibilizadas
foram escaneadas pelo aparelho Phosphorimager (Fuji, BAS-1000) e as imagens

digitalizadas foram analisadas utilizando-se o programa Image Gauge.
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4.12. Anestesia e ovariectomia

No Experimento de Castragdo, os animais foram previamente anestesiados com

tribromoetanol 2,5% (1ml/100g de peso corporal, ip) e submetidos a ovariectomia

bilateral, 21 dias antes do inicio da terapia hormonal. Apds incisdo bilateral nos

flancos, os ovarios foram removidos e a pele suturada.

4.13. Terapia hormonal

As ratas Wistar e WAR, 21 dias apds a ovariectomia, foram submetidas a terapia

hormonal, de acordo com o esquema apresentado na Tabela 3:

Tabela 3 - Tratamento hormonal e numero de animais do experimento de castragao.

1* semana 2% semana 3% semana 4* semana n
Grupo 1 Veiculo Veiculo Veiculo s/ tratamento 5
Grupo 2 E+P E+P E+P s/ tratamento 5

.
,‘% Grupo 3 E P P s/ tratamento 5
g Grupo 4 P P P s/ tratamento 5
Grupo 5 E E E s/ tratamento 5
Grupo 1 Veiculo Veiculo Veiculo s/ tratamento 5
Grupo 2 E+P E+P E+P s/ tratamento 6
E Grupo 3 E P P s/ tratamento 6
Grupo 4 P P P s/ tratamento 6
Grupo 5 E E E s/ tratamento 5

Veiculo: 6leo de milho na dose de 0,1ml/100g de peso corporal; E: estrogénio (Hexaidrobenzoato
de Estradiol - Benzoginoestril), 1pg/100g de peso corporal; P: progesterona, (Acetato de
Medroxiprogesterona - DepolJ-Proverall) 500pg.
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4.14. Analise estatistica

Os resultados dos experimentos sao apresentados como média * erro padrao da
média (EPM). A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o teste One-
way ANOVA (andlise de variancias) seguido por Newman-Keuls. O teste t de
Student e o teste Q de Cochran foram realizados quando apropriados. Valores com

p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1. Gestagao

5.1.1. Peptideo Natriurético Atrial e seus receptores

Nenhuma alteragédo na gravidade das crises epilépticas foi observada aos 7 e aos 14
dias de gestagdo nas WAR. Entretanto, na terceira semana de gestacéo (20 dias),
houve reducio das crises em 50% das WAR, sendo que 33% dos animais desse
grupo apresentaram 1G=0,0, conforme ilustrado na Figura 1. Devido a esses
resultados, analises foram feitas separando-se as duas sub-populagdes de WAR: os
animais que apresentaram redugéo da gravidade das crises aos 20 dias de gestagéo

(RIG) e aqueles que ndo apresentaram redugao (NRIG).

A Figura 2 mostra que a concentragao plasmatica de ANP diminuiu com o decorrer
da gestacdo em WAR. Os valores maximos foram observados aos 7 dias (593,20 +
76,50 pg/ml; p<0,01 em relagdo a R 7 dias, 344,10+60,72 pg/ml). As ratas R nao
apresentaram alteracdo das concentracbes de ANP plasmatico nestas fases.
Entretanto, a analise dos subgrupos de 20 dias de gestagao revela que o grupo RIG
apresentou ANP plasmatico reduzido em relagdo aos grupos R e NRIG (p<0,05;

RIG: 36,49+7,52; R: 159,0+23,70; NRIG: 137,2+37,59 pg/ml).

As concentragdes de ANP nos atrios direitos de WAR foram iguais as das R aos 7 e
14 dias de gestacdo e permaneceram constantes nesses periodos, enquanto, aos

20 dias, ocorreu uma queda da concentragado atrial de ANP das WARs (Figura 4,
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p<0,01; R 20 dias: 31,23+ 2,79 vs. WAR 20 dias: 8,93+ 0,94 ug/mg de proteina total).
O conteudo de ANP no atrio direito do grupo RIG n&o foi diferente do grupo NRIG

(Figura 5).

Nos atrios esquerdos, conforme apresentado na Figura 6, animais R apresentaram
aumento progressivo das concentragées de ANP (R 7 dias: 15,5612,25; R14 dias:
28,3514,03; R20 dias: 46,26+2,46 ug/mg proteina). O mesmo nao foi observado em
WAR, que apresentou elevacao de ANP aos 7 dias (p<0,01; R 7 dias: 15,56£2,25 vs.
WAR 7 dias: 25,52+1,53) e redugédo aos 20 dias de gestacao (p<0,001; R20 dias:
46,26+2,46 vs. WAR 20 dias: 5,92+ 0,41). Os grupos RIG e NRIG n&o apresentaram

diferencas no conteudo de ANP nos atrios esquerdos (Figura 7).

O mRNA do ANP nos atrios direitos apresentou-se elevado apenas aos 14 dias de
gestacao (p<0,001; R 14 dias: 19,7613,36 vs. WAR 14 dias: 59,28+10,68 ng/ng S26;
Figura 8), ndo ocorrendo diferencas entre os grupos RIG e NRIG (Figura 9).
Entretanto, o grupo NRIG apresentou aumento do mRNA do ANP em relagdo a R 20

dias (p<0,05; R 20 dias: 6,16£1,670 vs. NRIG: 13,49+3,510 ng/ng S26).

Nos atrios esquerdos, houve aumento do mRNA do ANP aos 14 dias (p<0,001; R 14
dias: 60,12+11,60 vs. WAR 14 dias: 138,00+15,66 ng/ng S26) e reducéo aos 20 dias
em WAR em relagdo aos animais controle (p<0,001; R 20 dias: 213,60+31,65 vs.
WAR 20 dias: 70,01£18,31 ng/ng S26), conforme observa-se na Figura 10. A
analise aos 20 dias de gestagdo (Figura 11) mostrou redugdo deste mRNA nos

grupos NRIG e RIG em relagdo ao controle, além de redugdo do grupo RIG em
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relagédo a NRIG (R 20 dias: 213,60+31,65; NRIG: 108,1+24,27; RIG: 31,93+13,93

ng/ng S26).

A concentragdo de mRNA para o receptor de ANP do tipo A (NPR-A) nos rins
diminuiu acentuadamente a partir dos 14 dias de gestacdo em R e WAR e
permaneceu reduzida até os 20 dias de gestacéo (Figura 12). A Figura 13 mostra
que o grupo RIG apresentou concentragdo maior do mRNA NPR-A quando
comparado ao grupo R 20 dias (p<0,05; R 20 dias: 0,011+£0,005 vs. RIG:

0,042+0,009 pg/ug S26).

Em relacdo ao mRNA para o receptor de ANP do tipo C (NPR-C) renal, Figura 14,
aos 7 e 14 dias de gestacgéao, ele apresentou-se significativamente maior em WAR (R
7 dias: 99,40+65,96 vs. WAR 7 dias: 1.012,00£200,7 pg/ug S26; R 14 dias:
63,95+14,12 vs. WAR 14 dias: 396,1+128,2 pg/ug S26) e, a andlise aos 20 dias,
Figura 15, mostrou que esse aumento permaneceu apenas no subgrupo RIG, mas

nao no NRIG (R 20 dias: 29,28+ 20,42 vs. RIG: 208,91 45,68 pg/ug S26).

O ensaio de competicao pela ligagdo aos receptores de ANP, mostrou um perfil
semelhante para os animais controle e WAR aos 7 e aos 14 dias de gestacédo. A
ligagdo total do '*°I-ANP e a capacidade do ANP em deslocar o '®I-ANP foi
semelhante entre os animais R e WAR (Figuras 16 e 17). Entretanto, aos 20 dias de
gestagao, a capacidade de ligacao total apresentou-se maior nos animais do grupo

RIG e menor nos animais NRIG (Figura 18).
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Figura 1. Gravidade das crises epilépticas nas ratas WAR (W) antes (S) e
nos diferentes tempos de gestacao (T). S, screening; T, teste. O bloqueio do
componente ténico da crise, ou 1G=<0,38, foi considerado acéao

anticonvulsivante.
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Figura 2. Concentracdo plasmatica de ANP em ratas R e WAR durante a
gestacdo. *, p<0,01 em relagdo a R 7 dias.
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Figura 3. Concentragdo plasmatica de ANP em ratas R e em ratas WAR
que nao apresentaram e que apresentaram redugao da gravidade das crises
epilépticas aos 20 dias de gestagdo. *, p<0,05 em relagao a R 20 dias e em
relacdo a Nao redugao IG.
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Figura 4. Quantidade relativa de ANP nos atrios direitos, ajustada pela
concentracdo de proteina total, em ratas R e WAR durante a gestacédo. *,
p<0,01 em relagao a R 20 dias.
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Figura 5. Quantidade relativa de ANP nos atrio direitos, ajustada pela
concentracdo de proteina total, em ratas R e em ratas WAR que néao
apresentaram e que apresentaram reducdo da gravidade das crises
epilépticas aos 20 dias de gestagdo. *, p<0,001 em relagdo a R 20 dias.
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Figura 6. Quantidade relativa ANP nos atrios esquerdos, ajustada pela
concentragdo de proteina total, em ratas R e WAR durante a gestagéo. *,
p<0,01 em relacdo a R 7 dias; **, p<0,001 em relagdo a R 20 dias.
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Figura 7. Quantidade relativa de ANP no atrio esquerdo, ajustada pela
concentracdo de proteina total, em ratas R e em ratas WAR que néo
apresentaram e que apresentaram reducdo da gravidade das crises
epilépticas aos 20 dias de gestagédo. *, p<0,001 em relagdo a R 20 dias.
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Figura 8. Quantidade relativa de mRNA para o ANP no atrio direito,
ajustada pela concentracdo de S26, em ratas R e WAR durante a gestacao.
*, p<0,001 em relagéo a R 14 dias.
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Figura 9. Quantidade relativa de mRNA para o ANP no atrio direito,
ajustada pela concentragdo de S26, em ratas R e ratas WAR que nao
apresentaram e que apresentaram reducdo da gravidade das crises
epilépticas aos 20 dias de gestagdo. *, p<0,05 em relagdo a R 20 dias.
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Figura 10. Quantidade relativa de mRNA para o ANP no atrio esquerdo,
ajustada pela concentragéo de S26, em ratas R e WAR durante a gestagao.
*, p<0,001 em relagéo a R 14 dias; **, p<0,001 em relagéo a R 20 dias.
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Figura 11. Quantidade relativa de mRNA para o ANP no atrio esquerdo,
ajustada pela concentragdo de S26, em ratas WAR que nao apresentaram e
que apresentaram redugéo da gravidade das crises epilépticas aos 20 dias
de gestacao. ¥, p<0,05 em relagéo a R 20 dias; **, p<0,01 em relagdo a R 20
dias e p<0,05 em relagdo a Nao redugéo de IG.
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Figura 12. Quantidade relativa renal de mRNA para o receptor de ANP do
tipo A (NPR-A), ajustada pela concentragdo de S26, em ratas R e WAR
durante a gestacao.
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Figura 13. Quantidade relativa renal de mRNA para o receptor de ANP do
tipo A (NPR-A), ajustada pela concentragdo de S26, em ratas R e em ratas
WAR que n&o apresentaram e que apresentaram reducéo da gravidade das
crises epilépticas aos 20 dias de gestacao. *, p<0,05 em relagéo a R 20 dias
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Figura 14. Quantidade relativa renal de mRNA para o receptor de ANP do
tipo C (NPR-C), ajustada pela concentragdo de S26, em ratas R e WAR
durante a gestagdo. **, p<0,001 em relacdo a R 7 dias; *, p<0,05 em relagao
a R14 dias
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Figura 15. Quantidade relativa renal de mRNA para o receptor de ANP do
tipo C (NPR-C), ajustada pela concentracdo de S26, em ratas R e em ratas
WAR que ndo apresentaram e que apresentaram reducao da gravidade das
crises epilépticas aos 20 dias de gestagdo. *, p<0,05 em relagdo a R 20
dias.
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Figura 16. Autorradiografia para determinagéo da capacidade de ligagéo do
ANP aos seus receptores nos rins em ratas R e WAR aos 7 dias de
gestagdo. O primeiro corte representa a ligagdo total do | — ANP (T = 50
pM) e os cortes seguintes representam a competigéo entre o '?l — ANP e o
ANP em concentragdes crescentes (1072 M a 10° M). O grafico apresenta a

capacidade de ligagdo em cada corte nos dois grupos.
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Figura 17. Autorradiografia para determinagéo da capacidade de ligagédo do
ANP aos seus receptores nos rins em ratas R e WAR aos 14 dias de
gestagdo. O primeiro corte representa a ligagdo total do | — ANP (T = 50
pM) e os cortes seguintes representam a competigdo entre o | — ANP e o
ANP em concentracées crescentes (107> M a 10® M). O grafico apresenta a
capacidade de ligagao em cada corte nos dois grupos.
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Figura 18. Autorradiografia para determinagao da capacidade de ligagéo do
ANP aos seus receptores nos rins em ratas R e WAR que néo
apresentaram e que apresentaram redugdo da gravidade das crises
epilépticas aos 20 dias de gestagdo. O primeiro corte representa a ligagao
total do I — ANP (T = 50 pM) e os cortes seguintes representam a
competicdo entre o 'l — ANP e o ANP em concentragdes crescentes (107"
M a 10® M). O gréfico apresenta a capacidade de ligagdo em cada corte
nos trés grupos.
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5.1.2. Peptideo Natriurético Atrial e seus receptores no SNC: hipotalamo e

hipocampo

A dosagem de ANP no hipotalamo dos animais aos 20 dias de gestacao (Figura 19)
revelou um aumento significativo da concentragdo desse peptideo nos animais que
nao apresentaram reducdo das crises epilépticas quando comparado aos animais
controle e aos animais que apresentaram reducdo das crises (p<0,05; R 20 dias:
154,2+20,18; NRIG: 278,1+45,00; RIG: 145,1£13,51 pg/mg proteina total). As
concentragdes hipotalamicas de mRNA para os receptores NPR-A (Figura 20) e

NPR-C de ANP (Figura 21) nao foram diferentes entre os grupos analisados.

No hipocampo, também foi observada uma concentracdo de ANP significativamente
maior no grupo NRIG em relagcao ao controle e ao grupo RIG (p<0,01; R 20 dias:
89,91+13,34; NRIG: 156,7£12,31; RIG: 81,75£17,93 pg/mg proteina total), conforme
apresentado na Figura 22. O mRNA do receptor de ANP do tipo A, NPR-A, Figura
23, foi significativamente menor no grupo RIG em relagdo ao NRIG (p<0,05; NRIG:
0,026%0,0074 vs. RIG: 0,0018+ 0,00058 pg/ug S26), enquanto o mRNA do receptor
de ANP do tipo C, NPR-C, Figura 24, foi significativamente menor no grupo RIG

comparado a R 20 dias (p<0,01; R 20 dias: 0,058+ 0,014 vs. RIG: 0,0092+ 0,0043

pg/ug S26).
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Figura 19. Quantidade relativa de ANP no hipotalamo, ajustada pela
concentragédo de proteina total, em ratas R e em ratas WAR que néo
apresentaram e que apresentaram redugdo da gravidade das crises
epilépticas aos 20 dias de gestagdo. *, p<0,05 em relagao a R 20 dias e em
relagdo a Reducgao IG.
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Figura 20. Quantidade relativa no hipotalamo de mRNA para o receptor de
ANP do tipo A (NPR-A), ajustada pela concentragao de S26, em ratas R e
em ratas WAR que ndo apresentaram e que apresentaram redugédo da
gravidade das crises epilépticas aos 20 dias de gestagao.
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Figura 21. Quantidade relativa no hipotalamo de mRNA para o receptor de
ANP do tipo C (NPR-C), ajustada pela concentragdo de S26, em ratas R e
em ratas WAR que ndo apresentaram e que apresentaram redugédo da
gravidade das crises epilépticas aos 20 dias de gestagao.
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Figura 22. Quantidade relativa de ANP no hipocampo, ajustada pela
concentragédo de proteina total, em ratas R e em ratas WAR que néo
apresentaram e que apresentaram redugdo da gravidade das crises
epilépticas aos 20 dias de gestagdo. *, p<0,01 em relagdo a R 20 dias e em
relagdo a Reducao IG.
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Figura 23. Quantidade relativa no hipocampo de mRNA para o receptor de
ANP do tipo A (NPR-A), ajustada pela concentragdo de S26, em ratas R e
em ratas WAR que ndo apresentaram e que apresentaram redugédo da
gravidade das crises epilépticas aos 20 dias de gestacdo. *, p<0,05 em
relagdo a Nao redugéo IG.
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Figura 24. Quantidade relativa no hipocampo de mRNA para o receptor de
ANP do tipo C (NPR-C), ajustada pela concentragdo de S26, em ratas R e
em ratas WAR que ndo apresentaram e que apresentaram redugédo da
gravidade das crises epilépticas aos 20 dias de gestacdo. *, p<0,01 em
relagéo a R 20 dias.
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5.1.3. Estrogénios e Progestinas

A Figura 25 mostra que as WAR néo apresentaram diferengas nas concentragdes
plasmaticas de estradiol aos 7 e aos 14 dias de gestacdo em relacdo as ratas
Wistar, mas concentragdo significativamente maior foi observada aos 20 dias de
gestacao (p<0,05; R 20 dias: 10,71+0,55 vs. WAR 20 dias: 13,04+0,52 pg/ml). Como
pode ser observado na Figura 26, a analise individual dos animais aos 20 dias de
gestacdo revelou que as WAR com redugdo das crises (RIG) apresentaram
concentragbes de estradiol maiores do que aqueles com gravidade ndo reduzida

(NRIG) (14,38+0,26 e 11,70+0,64 pg/ml, respectivamente; p=0,0032).

Observa-se, na Figura 27, que as concentragdes de progesterona das WAR foram
mais elevadas que as das ratas Wistar na primeira semana de gestagéo (p<0,05; R
7 dias: 38,97+4,41 vs. WAR 7 dias: 76,34+5,51 ng/ml), mas permaneceram similares
aos 14 e 20 dias. Também as concentracdes de progesterona (Figura 28) foram
significativamente maiores nas ratas que apresentaram redugao das crises do que
nas que nao apresentaram (52,45+12,92 e 17,61+3,29 ng/ml, respectivamente;
p<0,05). Além disso, a concentragdo plasmatica de estradiol do grupo NRIG foi
semelhante a do grupo Wistar aos 20 dias de gestagao, enquanto a concentragao de
progesterona em NRIG foi menor que o controle. O grupo RIG apresentou
concentragcédo de estradiol superior a do grupo Wistar aos 20 dias de gestacdo. A
concentracdo de progesterona em RIG permaneceu semelhante a do controle

(Figuras 26 e 28).
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A relagédo entre progesterona e estradiol (P/E) diminui ao longo da gestagcdo em
WAR, o mesmo ndo ocorreu com as Wistar (Figura 29). A Figura 30 mostra que
nao somente as concentragdes de estradiol e progesterona sdo maiores nas ratas
que apresentaram reducdo da gravidade das crises convulsivas aos 20 dias de
gestacdo, mas também a relagdo P/E encontra-se aumentada (RIG: 3,66+0,91 vs.
NRIG: 1,5040,29; p<0,05). Além disso, as WAR com redugéo das crises aos 20 dias
de gestacdo apresentaram relagdo P/E similar as ratas Wistar enquanto os animais
que nao tiveram reducgado das crises apresentaram relacdo P/E menor que a das

ratas Wistar.
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Figura 25. Concentracao plasmatica de estradiol em ratas R e WAR durante
a gestacéo. *, p<0,05 em relagéo a R 20 dias.
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Figura 26. Concentracdo plasmatica de estradiol em ratas R e em ratas
WAR que ndo apresentaram e que apresentaram reducéo da gravidade das
crises epilépticas aos 20 dias de gestagdo. *, p<0,001 em relagéo a R 20
dias; p<0,01 em relagdo a Nao redugéo IG.
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Figura 27. Concentragdo plasmatica de progesterona em ratas R e WAR
durante a gestagéo. *, p<0,05 em relagéo a R 7 dias.
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Figura 28. Concentragéo plasmatica de progesterona em ratas R e em ratas
WAR que ndo apresentaram e que apresentaram reducéo da gravidade das
crises epilépticas aos 20 dias de gestagao. *, p<0,05 em relagdo a R 20 dias
e em relagao a Reducéo IG.
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Figura 29. Relagao entre progesterona e estradiol plasmaticos em ratas R e
WAR durante a gestacéo. *, p<0,001 em relagédo a R 7 dias.
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Figura 30. Relagao entre progesterona e estradiol plasmaticos em ratas R e
em ratas WAR que ndo apresentaram e que apresentaram redugédo da
gravidade das crises epilépticas aos 20 dias de gestagdo. *, p<0,05 em
relacdo a R 20 dias e em relagao a Reducéo IG.
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5.2. Castragao

A Figura 31 mostra o numero de animais apresentando crises convulsivas ténico-
clénicas durante o experimento. Pode-se observar que a gravidade das crises
audiogénicas nao sofreu alteracdes apos a ovariectomia dos animais. Observa-se
que a maior redugao no numero de animais com crises tonico-clénicas

ocorreu na terceira semana, em todos os grupos submetidos a terapia hormonal,
semelhante aos resultados do Experimento 1, no qual foi observada redugcao das

crises somente aos 20 dias de gestagao.

Os grupos de WAR que receberam veiculo ndo apresentaram reducao das crises
durante todo o experimento, enquanto os animais que receberam progesterona com
estrogénio por trés semanas apresentaram reducdo da gravidade das crises na

terceira semana de terapia, p<0,05 (Figura 31).

A Figura 32 mostra que 67% dos animais susceptiveis a epilepsia audiogénica que
receberam progesterona com estrogénio, em ambos o0s regimes testados,
apresentaram redugao das crises enquanto somente 33% dos animais que

receberam apenas progesterona apresentaram reducéao do IG.

O grupo em que foi administrado estradiol por uma semana seguida por duas
semanas de progesterona apresentou reducdo da média do IG de 0,93+0,02 para
0,33%0,21 na terceira semana. A média do IG dos animais que receberam apenas

progesterona foi de 0,98+0,02, antes da terapia, para 0,72+0,18, apds trés semanas
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de terapia. Nenhuma das ratas Wistar apresentou crise convulsiva em qualquer

etapa do experimento.
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Figura 31. Porcentagem de animais apresentando crises convulsivas
ténico-clonicas durante o experimento. A) 6leo de milho (0,1ml/100g de
peso corporal/dia) por trés semanas (1s, 2s e 3s). B) hexaidrobenzoato de
estradiol (1ug/100g de peso corporal/dia) e acetato de medroxiprogesterona
(500ug/dia) combinados por trés semanas (1s, 2s e 3s). C)
hexaidrobenzoato de estradiol (1ug/100g de peso corporal/dia) por uma
semana (1s) e acetato de medroxiprogesterona (500ug/dia) nas duas
semanas seguintes (2s e 3s). D) acetato de medroxiprogesterona (500ug)
por trés semanas (1s, 2s e 3s). E) hexaidrobenzoato de estradiol (1ug/100g
de peso corporal/dia) por trés semanas (1s, 2s e 3s). Screening, todos os
animais apresentaram crises tonico-clénicas nos trés dias de screening;
Ovx, ap6s 21 dias da ovariectomia; s, semana; s/trat 1s, apdés uma semana
sem tratamento; *, p<0,05, conforme detectado pelo teste Q de Cochran.
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Figura 32. indice de gravidade das crises nas ratas WAR na terceira
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A gestacdo reduziu a intensidade das crises epilépticas audiogénicas em uma
parcela da populagdo de WAR, como havia sido observado anteriormente (Doretto e
cols., 2003b). Esta reducgéo foi observada aos 20 dias de gestacdo em 50% das
WAR, sendo que 33% dos animais apresentaram auséncia total de crises nesse
periodo. Nenhuma alteragdo na gravidade das crises epilépticas foi observada aos 7

ou 14 dias de gestagdo nas WAR.

As ratas WAR apresentaram varias alteragdes no sistema de Peptideos Natriuréticos
ao longo da gestacdo. Destaca-se, entretanto, conforme mostrado nos resultados,
que os animais WAR com reducdo das crises epilépticas durante a gestacgéo
apresentaram concentracao reduzida de peptideo natriurético atrial plasmatico. Esse
fato levou-nos a suspeitar de seu possivel envolvimento na modulagdo das crises
epilépticas no nosso modelo animal. Tal envolvimento poderia ocorrer por agao
direta do peptideo sobre o sistema nervoso central ou por seus efeitos sobre o

equilibrio hidroeletrolitico.

A fim de confirmar possiveis relacbes entre a reducdo periférica do ANP e a
intensidade das crises, passamos a analise dos seus receptores renais, que sao o
principal meio de atuagéo periférica desse horménio. Observamos um aumento de
expressao dos receptores de ANP nos animais que apresentaram redugao das
crises. Esses dados foram confirmados pelo ensaio de competi¢do pela ligagdo aos
receptores. O aumento foi observado tanto para o receptor biologicamente ativo

(NPR-A), responsavel pelas agdes fisiolégicas do ANP, quanto para o receptor de
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clearance (NPR-C), principal responsavel pela degradacdo do peptideo no
organismo. Esses dois dados agrupados permitiram a conclusdo de que a redugao
de ANP plasmatico pode ser explicada, ao menos em parte, pelo aumento de
expressao do receptor do tipo C em animais WAR. Entretanto, o aumento da
expressao do receptor do tipo A sugere um mecanismo compensatorio, responsavel
por estabilizar e manter o equilibrio hidroeletrolitico no organismo desses animais,

apesar dos niveis plasmaticos reduzidos do horménio.

Apds a analise do ANP sistémico, procedemos a analise desse peptideo no sistema
nervoso central nos animais Wistar e WAR no periodo de 20 dias de gestacdo. O
hipotalamo foi escolhido por ser uma regido de atuagcédo do ANP na regulagao central
do equilibrio hidroeletrolitico que atua em sinergismo com suas agdes periféricas. No
sistema nervoso central ha um circuito neural que controla a ingestao e/ou excre¢ao
de sdodio. Esse circuito envolve a area septal, AV3V, complexo amigdaldide, bulbo
olfatorio e o hipotalamo, sendo este a principal estrutura do circuito. O hipotalamo
sofre modulagao pelas outras regides do circuito citadas (Antunes-Rodrigues e cols.,
2004). Ja o hipocampo foi escolhido por ser uma regido bem delimitada e
comumente envolvida na inicializacdo de crises epilépticas, pois possui limiar
excitatério inferior & observada em outras regides cerebrais. Além disso, varios
trabalhos citam influéncias hormonais sobre o hipocampo, levando a reducdo de
crises ou a protecdo contra danos nessa regido. A administracdo de estradiol, por
exemplo, reduz os danos causados pelas crises epilépticas no hipocampo de ratas
ovariectomizadas (Galanopoulou e cols., 2003) e o tratamento hormonal com

estradiol e progesterona reduz as crises epilépticas em ratas, ao menos em parte,
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por aumento de alopregnanolona no hipocampo, como sera discutido posteriormente

(Frye & Rodes, 2005).

As ratas WAR que nao tiveram reducdo das crises apresentaram concentracio
elevada de ANP no hipotdlamo e no hipocampo, ao passo que, as ratas com
reducdo das crises, apresentaram reducido na expressao dos receptores para esse
peptideo. Em conjunto, esses dados sugerem aumento das ag¢des centrais do ANP
nos animais sem reducdo de crises indicando sua possivel participacdo em

mecanismos pré-convulsivantes.

O esclarecimento dos mecanismos envolvidos nas acdes do ANP tem sido
dificultado pela fala de um bom antagonista para ANP no mercado até o momento. A
Isatina tem sido descrita como um potente inibidor dos receptores do ANP e da
geracédo de cGMP induzida por ANP in vitro. In vivo, a administragdo de Isatina nao
apresentou efeito sobre o volume urinario e sobre a natriurese, mas normalizou o
aumento urinario do cGMP induzido por sobrecarga hidrica (Medvedev e cols.,
2001). Além de seus efeitos sobre os receptores de ANP, a Isatina apresenta outros
efeitos sobre o sistema nervoso central, que podem ser tanto ansiogénicos quanto
sedativos (Medvedev e cols., 1996) e até mesmo, pro-convulsivantes e
anticonvulsivantes, dependendo da dose administrada. Além disso, a Isatina é um
inibidor endégeno da monoamino-oxidase (Bhattacharya & Chakrabarti, 1998).
Esses efeitos sobre o sistema nervoso central limitam seu uso em nosso modelo de

epilepsia.
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O envolvimento do ANP na modulagdo da excitabilidade neural foi descrito
anteriormente. Injecdes intracerebroventriculares de ANP inibem de maneira dose-
dependente o efeito de convulsdes induzidas por etanol (Kovacs, 1993) e de crises
induzidas por NMDA (N-metil-D-aspartato) em animais dependentes de etanol
(Kovacs, 2000) e o anticorpo contra o ANP potencia o efeito de convulsdes
induzidas por etanol (Kovacs, 1993). Esses dados contrariam nossos resultados,
mas podem ser questionados, pois a ingestdo de alcool provoca profundas
alteragdes hormonais e dos fluidos e eletrdlitos, diferentemente do nosso modelo. O
alcool, além de outras agdes, promove a inibicdo da secrecao de hormoénio
antidiurético, levando a um aumento da diurese e da concentragcao dos eletrdlitos, o
que explicaria a agao anticonvulsivante do ANP normalizando a concentragao iénica

alterada pelo etanol.

Além das alteracdes no sistema do peptideo natriurético atrial, as ratas que tiveram
reducdo das crises epilépticas apresentaram concentragbes de progesterona e de
estrogénio maiores do que as que nao apresentaram redugdo das crises. A
participagdo dos esterdides gonadais na reducdo das crises convulsivas foi
confirmada pelo tratamento de ratas WAR, ovariectomizadas, com progesterona
associada ou nao ao estradiol. O estradiol potenciou o efeito da progesterona, em
ambos os regimes testados, resultando em reducéo das crises em 67% das WAR.
No tratamento com progesterona sem estradiol, esta redugdo ocorreu em somente
33% das WAR. De forma semelhante ao ocorrido durante a gestagao, o efeito sé foi
observado na terceira semana de tratamento. Além disso, como pode ser

observado, nossos resultados sugerem um efeito anticonvulsivante mais
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pronunciado quando o estradiol é aplicado anteriormente a aplicacdo da

progesterona, ou seja, em regime sequencial.

Na gestacéo, a relagcéo entre progesterona e estrogénio parece ser mais importante
para a reducdo das crises audiogénicas do que os niveis individuais desses
hormonios. A presenca de uma relacdo P/E alta e estavel esteve associada aos
efeitos anticonvulsivantes da gestagcdo em WAR. A redugéo da gravidade das crises
ocorreu na terceira semana em ambos os experimentos. Esses resultados mostram
que niveis elevados de progesterona auxiliam na redugdo das crises em animais
WAR e que os estrogénios apresentam um importante papel nos efeitos

anticonvulsivantes.

Existem dois mecanismos pelos quais a progesterona pode afetar a susceptibilidade
as crises. A progesterona ou a 5-alfa diidroprogesterona, produto de seu
metabolismo, podem se ligar ao receptor de progesterona, que € um fator de
transcricédo, levando a ativagdo ou ao silenciamento de genes nas células-alvo ou,
os produtos do metabolismo da progesterona, 5-alfa diidroprogesterona e
alopregnanolona, podem atuar sobre o receptor GABAA levando a redugdo da

susceptibilidade as crises (Reddy, 2004).

O estradiol poderia aumentar as ag¢des anticonvulsivantes da progesterona por
estimular a sintese de receptores para progesterona (Nussey & Whitehead, 2001),
apesar de nao termos avaliado este parametro no nosso modelo experimental. No
entanto, em outros modelos de epilepsia, os efeitos inibitérios da progesterona sobre

as crises ndo estdo relacionados as interacbdes classicas com os receptores de
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progesterona (PR), pois a atividade inibitéria da progesterona ndo € bloqueada por
antagonistas do seu receptor (Mohammad e cols., 1998) e n&o é diminuida em

camundongos knockout para PR (Reddy e cols., 2004).

A progesterona poderia reduzir a gravidade das crises, em parte, devido as ag¢des de
seu metabdlito alopregnanolona, que se liga a seu sitio no receptor GABAA,
causando abertura dos canais de cloreto e diminuindo a excitabilidade neuronal
(Herzog & Frye, 2003; Reddy, 2004; Reddy e cols., 2004). Os efeitos
anticonvulsivantes ou pré-convulsivantes provenientes da progesterona, dependem
das concentragdes de alopregnanolona produzidas e da duragdo da exposi¢cao a

esse metabdlito (Frye & Bayon, 1998; Hoffman e cols., 2003; Moran & Smith, 1998).

As redugbes nas crises catameniais se correlacionam melhor ao aumento da
alopregnanolona do que ao aumento da progesterona durante o ciclo menstrual
(Rhodes e cols., 2004). Além disso, a inibicdo da alopregnanolona aumenta a

ocorréncia de crises epilépticas em modelos animais (Herzog & Frye, 2003).

Entretanto, nos trabalhos que mostram agdes dos metabdlitos da progesterona
sobre o receptor GABA,, os efeitos ocorrem rapidamente, o que é inconsistente com
as agbes gendbmicas do hormoénio; enquanto nos animais WAR, os efeitos
anticonvulsivantes s6 ocorreram apos trés semanas em ambos 0s experimentos.
Portanto, as agbes gendbmicas da progesterona, através da ligacdo ao PR, nao

podem ser descartadas nesse modelo.
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Um estudo revela um efeito anticonvulsivante do estrogénio quando administrado
antes da progesterona (regime de priming). O priming de estrogénio amplifica os
efeitos anticonvulsivantes da progesterona, em parte, por aumentar a formagéo de
outras progestinas no modelo de crises induzidas por PTZ. A alopregnanolona
apresenta-se aumentada no hipocampo de animais que receberam aplicacdo de
estrogénio anterior a de progesterona quando comparados a animais que receberam
somente progesterona no modelo de PTZ (Frye & Rhodes, 2005). Estudos tém
tentado esclarecer como os estrogénios podem acentuar a sintese de novo de
progesterona no cérebro (Micevych e cols., 2003). Dessa forma, os estrogénios
poderiam aumentar os efeitos anticonvulsivantes da progesterona em WAR por
modificar a sintese de progestinas (Cheng & Karavolas, 1975; Micevych e cols.,

2003; Vongher & Frye, 1999).

Em resumo, os resultados apresentados neste trabalho demonstram a associacéo
do ANP e o envolvimento dos esterdides gonadais, progesterona e estradiol, na
reducdo das crises convulsivas em WAR. Mostram, também, que o estradiol pode
aumentar os efeitos anticonvulsivantes da progesterona em animais susceptiveis a
epilepsia audiogénica. Para que os efeitos anticonvulsivantes ocorram é necessaria
uma exposigao continua e estavel a progesterona e ao estradiol, pois esses efeitos

s6 foram alcancados apos trés semanas nos dois experimentos realizados.
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7. CONCLUSOES

Este trabalho mostrou alteragdes no sistema de peptideo natriurético atrial em
animais WAR durante a gestagao, sugerindo mecanismos periféricos de adaptagdes
a essas alteragcdes. Esses mecanismos periféricos, provavelmente, buscam a

manutengdo da homeostase dos fluidos e eletrélitos no organismo desses animais.

Mostrou, também, importantes alteracbes nas concentagcdes do ANP e seus
receptores no sistema nervoso central em animais susceptiveis a epilepsia
audiogénica. Animais com reducdo das crises convulsivas apresentaram redugao
desse peptideo no sistema nervoso central. Esse fato, aliado aos estudos em
andamento, sugere a participagcdo central do ANP na modulagdo de crises

convulsivas nesse modelo animal.

Além disso, demonstrou o importante papel dos esterdides gonadais, progesterona e
estradiol, na reducdo das crises convulsivas em WAR. Mostrou também que o
estradiol intensifica a agédo anticonvulsivante da progesterona. Os efeitos
anticonvulsivantes ocorreram apds uma exposicdo continua e estavel a

progesterona e ao estradiol.
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9. ANEXOS



ANEXO 1
Gravidade das crises epilépticas em fémeas resistentes e WAR durante o

screening, apos 21 dias de ovariectomia e, durante e apos o tratamento
hormonal.

Grupo 1 - Controle (6leo)

antes trat 1s trat 2s trat 3s trat 1s s/ trat
Rata |IG1 [ IG2 [ IG3 | Média| teste1 teste2 teste3 tested testeb
R1 0,00|0,00|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R2 0,00|0,00|0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R3 0,00|0,00|0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R4 0,00|0,00|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R5 0,00|0,00|0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11
Média 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
EPM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Rata |IG1 [ IG2 [ IG3 | Média| teste1 teste2 teste3 tested testeb
w1 0,85]0,95|0,85| 0,88 0,95 1,00 1,00 1,00 1,00
W2 0,9510,95|0,85| 0,92 0,95 1,00 1,00 1,00 1,00
W3 0,8510,95]0,90| 0,90 1,00 0,95 1,00 1,00 1,00
W4 0,90/0,85]0,90| 0,88 1,00 0,73 0,90 0,85 0,85
W5 0,8510,85/0,85| 0,85 0,90 0,95 0,95 0,95 0,95
Média 0,89 0,96 0,93 0,97 0,96 0,96
EPM 0,01 0,02 0,05 0,02 0,03 0,03

Grupo 2 - Estradiol + Progesterona

antes trat 1 est+prog 2 est+prog 3 est+prog 1ss/ trat
Rata |IG1 [ IG2 [ IG3 | Média| teste1 teste2 tested teste4 teste5
R6 0,00|0,00|0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R7 0,00|0,00|0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R8 0,00|0,00|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R9 0,00|0,00|0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R10 0,00|0,00|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EPM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Rata |IG1 | IG2 | IG3 | Média| teste1 teste2 teste3 tested testeb
W6 0,9510,95|0,95| 0,95 0,95 1,00 1,00 0,23 1,00
W7 0,9510,95|0,95| 0,95 0,95 1,00 1,00 0,23 1,00
W38 0,8510,85/0,85| 0,85 0,95 0,95 1,00 0,00 0,95
W9 0,8510,90|0,90| 0,88 0,85 0,95 0,95 0,95 1,00
W10 1]0,95]/0,95]/0,95| 0,95 0,90 0,95 0,00 1,00 1,00
w11 10,85]/0,90]|0,85| 0,87 1,00 0,00 0,95 0,00 0,95
Média 0,91 0,93 0,81 0,82 0,40 0,98
EPM 0,02 0,02 0,16 0,16 0,19 0,01

Continuagao da tabela 4.



Grupo 3 - Progesterona com 1 semana estradiol
antes trat 1s est 1sprog 2sprog 1ss/trat

Rata | 1G1 | IG2 | IG3 | Média testel teste2 teste3 teste4 teste5
R11 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R12 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R13 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R14 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R15 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EPM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Rata IG1 | IG2 | IG3 | Média testel teste2 teste3 teste4 teste5
W12 0,95( 0,85| 0,95 0,92 0,95 0,00 0,00 0,00 0,11
W13 0,90| 0,85]| 0,85 0,87 0,95 0,95 1,00 0,00 1,00
w14 0,85[ 0,95] 0,95 0,92 0,90 1,00 0,85 0,00 0,85
W15 0,90 0,85] 0,90 0,88 0,95 0,85 1,00 0,00 1,00
W16 0,95( 0,95] 0,95 0,95 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
w17 0,90( 0,90] 0,90 0,90 0,85 0,23 0,95 1,00 0,85
Média 0,91 0,93 0,67 0,80 0,33 0,80
EPM 0,01 0,02 0,18 0,16 0,21 0,14

Grupo 4 - Progesterona
antestrat  1sprog 2sprog 3sprog  1lss/trat

Rata |[I1G1 [ IG2 | IG3 | Média teste1 teste2 teste3 teste4 testeS
R16 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R17 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R18 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R19 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R20 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R21 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EPM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Rata |1G1 | IG2 | IG3 | Média testel teste2 teste3 teste4 testeb
W18 0,90] 0,95] 0,85 0,90 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00
W19 0,85] 0,90] 0,85 0,87 1,00 0,95 1,00 1,00 1,00
W20 0,85] 0,85] 0,90 0,87 0,95 0,95 1,00 0,95 1,00
W21 0,90] 0,90] 0,90 0,90 0,90 0,95 0,95 1,00 1,00
W22 0,90] 0,85] 0,90 0,88 1,00 0,95 0,95 0,38 0,85
W23 0,90] 0,85] 0,90 0,88 1,00 0,95 0,95 1,00 0,95
Média 0,88 0,98 0,79 0,81 0,72 0,80

EPM 0,01 0,02 0,16 0,16 0,18 0,16




Grupo 5 - Estradiol

Continuagao da tabela 4.

96

antes trat lsest 2sest 3sest 1ss/trat

Rata 1G1 1IG2 | IG3 | Média teste1 teste2 | teste3 | tested tested
R22 0,00| 0,00( 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R23 0,00( 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R24 0,00| 0,00( 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R25 0,00| 0,00( 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
R26 0,00| 0,00( 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EPM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Rata 1G1 1IG2 | IG3 | Média teste1 teste2 | teste3 | tested testeb
w24 0,90 0,95] 1,00 0,95 1,00 0,85 0,90 1,00 0,85
W25 0,85 0,90| 0,95 0,90 0,95 0,95 0,95 0,85 0,95
W26 0,85 0,85]| 1,00 0,90 0,95 0,95 0,85 0,85 0,95
w27 0,95( 0,90]| 0,90 0,92 0,90 0,95 0,95 0,95 0,95
w28 0,90| 0,85] 0,90 0,88 1,00 0,95 0,90 1,00 0,95
Média 0,91 0,96 0,93 0,91 0,93 0,93
EPM 0,01 0,02 0,02 0,02 0,03 0,02

R, rata Wistar ndo-susceptivel a epilepsia audiogénica; W, Wistar Audiogenic Rats (WAR); IG,
indice de gravidade da crise durante o screening; Teste 1, teste audiogénico realizado 21 dias
apos a ovariectomia; Testes 2, 3 e 4, testes audiogénicos realizados nos dias 7, 14 e 21 de
tratamento, respectivamente; Teste 5, realizado 7 dias apds suspensdo do tratamento; s,
semana; trat, tratamento; est; hexaidrobenzoato de estradiol (1ug/100g de peso corporal/dia);
prog, acetato de medroxiprogesterona (500ug/dia). O bloqueio do componente tdnico da crise,
ou 1G=<0,38, foi considerado agao anticonvulsivante. As células em azul representam redugao
das crises; as células em laranja representam auséncia de crises.
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