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RESUMO

A epilepsia ¢ uma doenga cronica caracterizada por ataques epilépticos
recorrentes. A maioria dos pacientes com epilepsia do lobo temporal
(ELT), que ¢ o tipo mais comum de epilepsia, além de apresentarem
crises convulsivas sdo acometidos por transtornos neuropsiquiatricos.
Estes distarbios neurocomportamentais ¢ os episédios de crise sdo
provenientes de alteracdes nos circuitos neurais e maquinaria
neuroquimica/celular utilizada para eventos fisioldgicos. Além disso,
sistemas de sinalizacdo inter e intracelular que sdo fundamentais para a
atividade sinaptica sdo passiveis de regulacdo ¢ podem estar envolvidos
na fisiopatologia da epilepsia. Dessa forma, o presente trabalho tem
como objetivos: 1) caracterizar alteragdes especificas da transmissdo
glutamatérgica e vias de sinalizag@o intracelular no hipocampo dorsal e
ventral e cortex temporal de ratos Wistar adultos submetidos ao modelo
da pilocarpina de epilepsia; 2) investigar a relagdo temporal entre a ELT
e comorbidades psiquidtricas através de testes comportamentais
realizados nas fases de maturagdo e epilepsia cronica de ratos Wistar
adultos submetidos ao modelo da pilocarpina; 3) caracterizar alteragdes
especificas da transmissdo glutamatérgica e vias de sinalizagdo
intracelular em amostras de neocortex, amigdala e hipocampo dos
pacientes com ELT submetidos ao processo cirurgico, ¢ especificamente
na amigdala, investigar os efeitos da administracdo de dexametasona; 4)
através do uso de ferramentas de manipulagdo genética investigar o
papel da enzima carboxipeptidase A6 (CPA6) e moléculas de
sinalizagdo celular no modelo de crises convulsivas induzidas por
pentilenotetrazol (PTZ) e pilocarpina em zebrafish. Os principais
resultados incluem: 1) diminui¢do na fosforilagio de PKA/GluAl-
Ser845, aumento na expressdo de GFAP e diminuigdo na expressdo do
transportador GLT1 no hipocampo dorsal na fase cronica do modelo da
pilocarpina. Em contraste, no hipocampo ventral ocorreu diminui¢do na
fosforilagdo de PKC/GluA1-Ser831. Estes resultados sugerem um
desequilibrio regido especifico da transmissdo glutamatérgica e de vias
de sinalizagdo em resposta a Pilo-SE; 2) déficits na discriminagdo
olfatéria e memoria social de curto prazo nos periodos de maturagdo ¢
epilepsia cronica de ratos submetidos ao modelo da pilocarpina; 3)
diminui¢do na fosforilagdo de CaMKII/GluA1-Ser831 na amigdala de
pacientes com ELT tratados cirurgicamente ap6s uma unica dose de
dexametasona; 4) larvas de zebrafish geneticamente modificadas
(knockdown para CPAG), apresentaram resisténcia a crises convulsivas
induzidas por PTZ e pilocarpina. Altera¢des na sinaliza¢do peptidérgica



e a supressdo de inputs excitatorios apos a perda de funcdo da enzima
CPA6 podem estar envolvidos no mecanismo de resisténcia. Em
conjunto, as alteragdes neuroquimicas identificadas em regides cerebrais
especificas podem ser valiosas para a compreensdo da fisiopatologia da
epilepsia e podem ajudar a estabelecer alvos terap€uticos para o
tratamento desta neuropatologia. Por fim, os modelos animais aplicados
neste estudo reproduziram caracteristicas especificas da doenca,
podendo assim ser utilizados como ferramenta para estudar estratégias
neuroprotetoras, bem como 0s mecanismos neurobiologicos e
psicopatologicos associados a epileptogénese.

Palavras-chave: Epilepsia, pilocarpina, receptor AMPA, transtornos
neuropsiquiatricos, dexametasona, pentilenotetrazol, CPAG6.



ABSTRACT

Epilepsy is a chronic disease characterized by recurrent seizures. The
majority of patients with temporal lobe epilepsy (TLE), which is the
most common type of epilepsy, have to live not only with epileptic
episodes but also with neuropsychiatric disorders. These
neurobehavioral disorders and seizures come from changes in neural
circuitry and neurochemistry/cellular machinery used in physiological
events. In addition, inter- and intracellular signaling systems that are
critical to synaptic activity are subject to regulation and may be involved
in the pathophysiology of epilepsy. Thus, this study aimed to: 1)
characterize specific changes of glutamatergic transmission and
intracellular signaling pathways in the dorsal and ventral hippocampus
and temporal cortex of adult Wistar rats submitted to the pilocarpine
model of epilepsy; 2) investigate the temporal relationship between TLE
and psychiatric comorbidities through behavioral tests performed in the
maturation and chronic epilepsy phases of adult Wistar rats submitted to
the pilocarpine model; 3) characterize specific changes of glutamatergic
transmission and intracellular signaling pathways in the samples of
neocortex, amygdala and hippocampus of TLE patients undergoing
surgical process, and specifically at amygdala, investigate the effects of
dexamethasone administration; 4) using tools of genetic engineering,
investigate the role of enzyme carboxypeptidase A6 (CPA6) and cellular
signaling molecules in the model of seizures induced by
pentylenetetrazole (PTZ) and pilocarpine in zebrafish. The main results
include: 1) decrease of PKA/GluA1-Ser845 phosphorylation, increase of
GFAP expression and decrease in GLT1 transporter expression in the
dorsal hippocampus in the chronic period of the pilocarpine model. In
contrast, in the ventral hippocampus the phosphorylation of
PKC/GluA1-Ser831was decreased. These results suggest an imbalance
region-specific of glutamatergic transmission and signaling pathways in
response to Pilo-SE; 2) deficits in olfactory discrimination and short-
term social memory during maturation and chronic epilepsy periods of
rats submitted to the pilocarpine model; 3) decrease in phosphorylation
of CaMKII/GluA1-Ser831 in the amygdala of TLE patients surgically
treated after a single dose of dexamethasone; 4) zebrafish larvae
genetically modified (knockdown to CPA6) showed resistance to
seizures induced by PTZ and pilocarpine. Changes in peptidergic
signaling and suppression of excitatory inputs following CPAG6 loss of
function may be involved in mechanisms of resistance. Taken together,
the neurochemical changes identified in specific brain regions may be



valuable for understanding the pathophysiology of epilepsy and can help
establish therapeutic targets for the treatment of neuropathology.
Finally, the animal model used in this study reproduces specific
characteristics of the disease, and thus can be used as a tool to study
neuroprotective  strategies as well as psychopathological and
neurobiological mechanisms underlying to epileptogenesis.

Keywords: Epilepsy, pilocarpine, AMPA receptor, neuropsychiatric
disorders, dexamethasone, pentylenetetrazol, CPAG6.
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1 EPILEPSIA
1.1 PERSPECTIVA HISTORICA

O termo epilepsia deriva do verbo grego emapPavewv
(epilamvanein), que significa “ser agarrado”, “ser atacado” ou “ser
tomado por” (ENGEL e PEDLEY, 1997). A histéria da humanidade
evidencia desde tempos remotos uma ligacdo natural entre a religido ¢ a
doenca (LONGRIGG, 2000), a qual ainda hoje se faz presente. Na
Grécia Antiga existia a crenca da origem sobrenatural das doencas, as
quais eram entendidas como punigdes exercidas pelos deuses ou por
espiritos malignos. A epilepsia, mais do que qualquer outra, também
estava associada a atitudes supersticiosas, pois as crises epilépticas eram
consideradas o exemplo visivel das possessdoes demoniacas e, como tal,
era designada de “doenca sagrada” (ENGEL e¢ PEDLEY, 1997;
LONGRIGG, 2000).

A luta entre o preconceito ¢ a aceitagdo, a ignorancia € o
conhecimento, o mito e a ciéncia, t€m sido longa e dificil. No que diz
respeito a epilepsia, o marco histoérico mais importante remonta a 400
a.C., periodo em que Hipdcrates a considerou como uma doenga do
cérebro de causa natural, susceptivel de ser tratada com dietas e
medicamentos ¢ ndo mediante rituais ou praticas de carater religioso
(ENGEL e PEDLEY, 1997; LONGRIGG, 2000). No entanto, a era
moderna da epilepsia apenas despontou em meados do século XIX com
os trabalhos de John Hughlings Jackson, que contribuiram
definitivamente para a aproximagdo ao entendimento atual da
epileptologia. Jackson propos a existéncia de diferentes categorias de
crises epilépticas, cada uma com a sua propria fisiopatologia e
semiologia, causadas por descargas ocasionais, excessivas, de inicio
subito e de origem na substancia cinzenta (ENGEL ¢ PEDLEY, 1997;
MCNAMARA, 2006).

No inicio do século XX, mais precisamente em 1912, Hauptmann
enquanto estudava o efeito ansiolitico de diversas substincias constatou
acidentalmente uma redugdo na frequéncia das crises em pacientes
epilépticos medicados com fenobarbital (PNB). A experiéncia clinica
subsequente comprovou a eficacia antiepiléptica do PNB ¢ a auséncia de
toxicidade evidente, suprimindo a aplicagdo clinica do brometo de
potassio, farmaco que vinha sendo utilizado até aquele momento, mas
que apresentava alta toxicidade (KRALL et al., 1978; PEARCE, 2002).
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Ao contrario do brometo de potassio e do PNB, a acdo
anticonvulsivante da fenitoina (PHT) foi demonstrada primeiramente em
animais de laboratdrio (1937), enquanto sua eficacia antiepiléptica foi
estabelecida a nivel clinico apenas no ano seguinte (1938). O sucesso
destes procedimentos, além de ter proporcionado um novo farmaco para
0os pacientes epilépticos, constituiu um momento de destaque na
investigagdo neurofarmacologica ao evidenciar que a experimentagdo
animal poderia conduzir a descoberta de compostos com eficacia clinica
€ que a exposicdo ao homem se limitasse apenas as substdncias mais
efetivas nos modelos experimentais. Depois disso, assistiu-se a
incessante otimiza¢do da metodologia subjacente a indugdo de crises ¢ a
sintese quimica de novos firmacos associados a farmacologia
anticonvulsivante (KRALL ez al., 1978).

Para o progresso marcante da epileptologia no século XX,
contribuiram  definitivamente nos anos 30 a descoberta da
eletroencefalografia e da PHT. O registro eletroencefalografico tornou-
se decisivo na investigagdo dos aspectos basicos do fendmeno epiléptico
nos laboratérios de neurofisiologia experimental € no apoio as praticas
clinica e cirargica (VASCONCELOS-DUENAS, 2001). A PHT, por sua
vez, como primeiro farmaco de agdo anticonvulsivante especifica,
constituiu uma ferramenta unica na investigagdo dos fendmenos
neurofisiologicos, particularmente no estudo dos mecanismos de
iniciacdo e de prevencdo das crises convulsivas (KRALL et al., 1978).

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de técnicas de
monitoriza¢do intracraniana para avaliar os pacientes com crises
refratarias e a otimizagdo dos procedimentos cirirgicos permitiram a
obtengdo do tecido epiléptico humano, o qual constituiu uma importante
ferramenta para investigacdo de mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e
moleculares nos pacientes epilépticos (ENGEL e PEDLEY, 1997).
Contudo, ainda que os avangos no entendimento da patogénese das
crises epilépticas tenham sido relevantes, as bases moleculares e
celulares envolvidas na fisiopatologia da epilepsia sdo pouco
compreendidas. Assim, perante a auséncia de uma etiologia especifica, a
terapia farmacoldgica vem sendo dirigida ao controle dos sintomas, ou
seja, a supressdo das crises epilépticas através da administragdo cronica
de farmacos (LOSCHER e SCHMIDT, 2002).

1.2 CONSIDERACOES SOBRE EPILEPSIA

Os transtornos convulsivos sdo uma das condi¢des neuroldgicas
mais comuns em todo o mundo. Estima-se que aproximadamente 0,5 -
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1% da populacdo mundial seja acometida pela doenga (GOLDENBERG,
2010), atingindo cerca de 50 milhdes de pessoas em todo o mundo
(SANDER, 2003), sendo que, 80% destes encontram-se em paises com
baixo indice de desenvolvimento humano (NEWTON e GARCIA,
2012). Existem poucos estudos epidemioldgicos disponiveis sobre
epilepsia no Brasil, porém levando em conta a populagdo brasileira de
aproximadamente 206 milhdes de habitantes (IBGE, 2016) ¢ a
prevaléncia de 1,2% da doengca no pais (GALLUCCI NETO e
MARCHETTI, 2005), poderiamos estimar a existéncia de pelo menos
2,5 milhdes de pacientes epilépticos no Brasil. Estes dados colocam a
epilepsia como um problema de saude relevante, justificando claramente
a necessidade de investimentos na capacitacdo de recursos tanto na area
de assisténcia como também de pesquisa basica deste processo.

Durante anos, mesmo entre os especialistas, a distingdo entre
epilepsia e crises epilépticas permaneceu pouco clara (SEINO, 2006).
Com o intuito de facilitar a comunicagdo entre os profissionais de
diversas areas, a Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE) propos as
seguintes defini¢des: crise epiléptica é uma ocorréncia transitoria de
sinais e/ou sintomas devidos a atividade neuronal anormal sincrona ou
excessiva no cérebro; epilepsia é uma perturbacdo cerebral caracterizada
pela predisposi¢do continuada para gerar crises epilépticas e pelas
respectivas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicologicas e
sociais. A defini¢do de epilepsia requer a ocorréncia de pelo menos uma
crise epiléptica (FISHER et al., 2005).

As crises epilépticas podem ser consequéncia de fatores genéticos
multiplos, anormalidades estruturais, funcionais e metabolicas do tecido
cerebral. Além disso, traumatismo craniano, interrup¢do do fluxo
sanguineo cerebral, doengas infecciosas, tumores, uso abusivo de
drogas, agentes toxicos também podem funcionar como gatilho para o
desenvolvimento de crises (BRODIE ¢ FRENCH, 2000). As crises
epilépticas representam episddios limitados e bem definidos no tempo,
cujo inicio e término podem ser determinados com base em critérios
comportamentais ou eletroencefalograficos. Enquanto a iniciacdo ¢
facilmente identificavel, o terminus é muitas vezes menos evidente, pois
os sintomas do estado pos-ictal podem mascarar o final da crise
epiléptica (FISHER et al., 2005).

As manifestacdes clinicas das crises epilépticas sdo extremamente
variaveis e, teoricamente, tdo diversas quanto a propria fungdo cerebral,
ou seja, dependem das areas corticais envolvidas (MOSEWICH e SO,
1996). O cortex cerebral é, efetivamente, o principal responsavel pela
iniciacdo das crises epilépticas, mas em determinadas circunstancias as
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crises também podem ter origem no sistema talamico-cortical € no
tronco cerebral. Em consequéncia, as crises podem afetar a funcdo
motora, sensorial e autonOmica, a consciéncia, o estado emocional, a
memoria, a cogni¢do ou o comportamento. A este respeito ¢ de referir
que nem todas as crises interferem com todas estas fungdes, porém pelo
menos uma delas sera afetada. Assim, torna-se evidente o porqué da
diversidade na apresentagdo clinica do processo epiléptico, onde além da
localizagdo cerebral do foco epileptogénico outros fatores também
estardo implicados, entre eles, a forma de propagagdo, a maturidade do
proprio cérebro, os processos patologicos concomitantes, o ciclo sono-
vigilia ¢ a medica¢do (FISHER et al., 2005).

Dada a complexidade global que caracteriza a epilepsia, uma
terminologia internacional comum como pré-condigdo para a
comparacdo dos resultados sucessivamente obtidos na investigagdo ¢ no
tratamento da doenga e, consequentemente, para o progresso cientifico
da epileptologia é de grande importancia (BERG ¢ BLACKSTONE,
2006). Neste contexto, a ILAE tem contribuido ao estabelecer a
terminologia para as crises epilépticas e as classificagdes padronizadas
para as epilepsias e sindromes epilépticas (ENGEL ¢
INTERNATIONAL LEAGUE AGAINST, 2001). No entanto, tendo em
vista a complexidade da classificacdo das sindromes epilépticas, ¢ os
objetivos deste trabalho, vamos nos restringir de forma sumaria apenas a
classificacdo das crises epilépticas e detalhes sobre a epilepsia do lobo
temporal (ELT), doenca abordada neste estudo.

1.2.1 Classificacao das crises epilépticas

As crises epilépticas s3o classificadas de acordo com sua
manifestacdo clinica e eletroencefalografica. A classificacdo a seguir foi
proposta pela ILAE:

- Crises parciais ou focais: S3o crises nas quais a manifestacio
clinica e eletroencefalografica inicial indica ativagdo de uma regido
delimitada em um hemisfério cerebral. Dependendo da area
comprometida surgirdo sintomas positivos ou negativos relacionados a
fisiologia da regido comprometida. Quando a crise focal envolve
estruturas do lobo temporal (hipocampo, cértex entorrinal, cortex
perirrinal e temporal) ou frontal associadas aos processos de memoria,
pode ocorrer perda de consciéncia. Assim, as crises parciais sdo
divididas em:

» Simples: Nas quais ndo ocorre perda de consciéncia.
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» Complexas: Nas quais ocorre perda de consciéncia.

As crises parciais simples eventualmente podem evoluir para
crises parciais complexas. Caso uma crise de inicio focal se propague
para ambos os hemisférios tornando-se generalizada, ¢ denominada
como crise parcial (simples ou complexa) secundariamente
generalizada.

- Crises generalizadas: Sao crises que iniciam simultaneamente
em ambos os  hemisférios  cerebrais e  manifestam-se
eletroencefalograficamente em toda a superficie cortical. Quando a crise
¢ generalizada, atingindo todo o cérebro, incluindo a formagao reticular,
em geral ocorre perda de consciéncia. As crises generalizadas podem
ser do tipo:

» Convulsivas (tonicas, clonicas, tonico-clonicas);

* Nio convulsivas (do tipo auséncia ¢ mioclonicas).

- Crises nao classificadas: Sdo crises que ndo preenchem
critérios para a classificacdo descrita anteriormente.

1.2.2 Epilepsia do lobo temporal (ELT)

A epilepsia é uma condi¢do neurologica comum e frequentemente
associada a dificuldades psicossociais, gerando impacto na qualidade de
vida ndo s6 do paciente como também de sua familia (FERNANDES et
al., 2007). A ELT ¢ a forma de epilepsia mais prevalente no adulto,
correspondendo a aproximadamente 60% das epilepsias focais e, pelo
menos, a 40% de todos os casos de epilepsia (ENGEL, 2001).

A ELT pode ser subdividida em mesial (ou medial) e neocortical
(ou lateral) segundo a origem ¢ a semiologia das crises. A ELT mesial
(ELTM) apresenta alto indice de associagdo com transtornos
psiquiatricos, uma vez que envolve circuitos do sistema limbico, o
principal integrador de processos emocionais. Esta sindrome
corresponde a cerca de 60% de todos os casos de ELT e esta associada a
uma maior refratariedade ao tratamento medicamentoso, principalmente
se ha esclerose hipocampal. Cerca de 50 a 70% dos pacientes com
ELTM refrataria ao tratamento clinico apresentam esclerose hipocampal
(GAITATZIS, TRIMBLE ¢ SANDER, 2004; FISHER et al., 2005;
SWINKELS et al., 2005). A esclerose hipocampal ¢ caracterizada por
extensa perda neuronal nas sub-regides CA1l, CA3 e hilo da formagio
hipocampal, gliose e dispersdo de células granulares no giro denteado
(BABB et al., 1991; BABB, 1999). Este conjunto de altera¢des ocorre
durante a epileptogénese, a partir de um dano ao sistema nervoso central
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(SNC) ou insulto precipitante inicial. O termo epileptogénese refere-se
ao processo dinamico que progressivamente altera a excitabilidade
neuronal, estabelece conexdes criticas ¢ induz alteragbes estruturais
(PITKANEN et al., 2002; SUTULA, 2004; PITKANEN, 2010).

Apesar da relagdo entre esclerose hipocampal ¢ ELTM estar bem
estabelecida na literatura, a etiologia e os mecanismos precisos pelos
quais a esclerose hipocampal influencia as crises epilépticas ainda ndo
foram completamente desvendados.

1.2.3 Aspectos fisiopatolégicos das crises convulsivas e epilepsias

Ao considerar a semiologia clinica intrinseca aos varios tipos de
crises ¢ sindromes epilépticas, facilmente percebe-se que elas ndo
partilham da mesma patogénese. Os diferentes tipos de epilepsias
refletem diferentes distirbios fisiopatologicos e, consequentemente, o
conhecimento obtido a partir de uma determinada condig¢do epiléptica
ndo pode ser diretamente generalizado a outras (ENGEL, WILSON e
BRAGIN, 2003). Contudo, apesar das diferencas existentes, as
sindromes epilépticas partilham aparentemente caracteristicas comuns
relacionadas com a ictogénese, tais como a excitabilidade neuronal
aumentada e hipersincronicidade (ENGELBORGHS, D'HOOGE e DE
DEYN, 2000; DELORENZO, SUN e DESHPANDE, 2005).

A regulagdo da excitabilidade no SNC ¢ mediada por canais
i0nicos que, uma vez ativados, formam poros seletivos para os ions
sodio (Na"), potassio (K'), calcio (Ca2+) e cloreto (CI'). Estes ionoforos
incluem canais dependentes de voltagem e canais dependentes de
ligacdo como o acido y-aminobutirico (GABA) ¢ o glutamato. De fato, o
GABA e o glutamato constituem, respectivamente, o principal
neurotransmissor inibitorio e excitatério no cérebro dos mamiferos. O
GABA exerce as suas acles inibitorias especialmente através dos
receptores GABA, ¢ GABAg. Em oposigdo, os efeitos excitatorios do
glutamato sdo mediados pelos receptores ionotropicos do acido a-
amino-3-hidroxido-5-metil-4-isoxazol-propionico ~ (AMPA),  acido
cainico (KA) e N-metil-D-aspartato (NMDA), e por receptores
metabotropicos acoplados a sistemas de segundos mensageiros
(SANDERSON ¢ DELL'ACQUA, 2011). Obviamente, eventuais
alteragOes estruturais e/ou funcionais nos canais i0nicos ou o
desequilibrio entre a neurotransmissdo gabaérgica e glutamatérgica
podem culminar com a hiperexcitabilidade neuronal caracteristica da
epilepsia.
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Existem evidéncias indicando que a hiperexcitabilidade neuronal
e a geracdo das crises epilépticas podem estar relacionadas com
alteragdes funcionais e estruturais no microambiente neural. As
primeiras compreendem alteracdes nas concentragdes idnicas, na
atividade metabolica e nos niveis de neurotransmissores, enquanto as
alteragOes estruturais estdo associadas a alteragdes nos neurdnios € nas
células gliais circundantes ao foco epiléptico (ENGELBORGHS,
D'HOOGE e DE DEYN, 2000). Em condi¢des fisiologicas, as células da
glia sdo responsaveis e capazes de recaptar o excesso de
neurotransmissores do espago sinaptico (por exemplo, glutamato) e de
promover a homeostase do K', um cation pro-ictogénico bem
conhecido. Todavia, as lesdes cerebrais, seguidas do processo
inflamatério ¢ de reparacdo tecidual provocam alteragdes nas
membranas das células gliais, consequentemente promovendo a
incapacidade de manter a homeostase do K" e os niveis fisiologicos dos
neurotransmissores, conduzindo a excitabilidade neuronal aumentada
(D'AMBROSIO, 2004).

Outra condigdo que pode promover a excitabilidade ¢ a
ocorréncia de alteragdes fisiologicas e anatdmicas nas redes neurais.
Para isso, entre outros fatores, podemos citar a perda seletiva de
neurdnios inibitorios e/ou o desenvolvimento de mossy fibers. Pacientes
com epilepsia do lobo temporal mesial associada a esclerose do
hipocampo (ELTM-EH) tem demonstrado proliferagdo deste tipo de
fibras, as quais talvez estejam implicadas na formagdo de sinapses
excitatorias ¢ no aumento da frequéncia das crises epilépticas
(ENGELBORGHS, D'HOOGE e DE DEYN, 2000).

Nos ultimos tempos, a alteragdo funcional de canais idnicos vem
sendo associada a fendmenos epileptogénicos, principalmente aqueles
envolvidos no controle das correntes de Ca>" (ARMIJO et al., 2005). O
status epilepticus, os acidentes vasculares cerebrais ¢ os traumatismos
cerebrais constituem trés exemplos de lesdes comuns do cérebro que
partilham o mesmo mecanismo molecular na formagdo dos danos
neuronais. Tal mecanismo envolve o aumento das concentragdes
extracelulares de glutamato que, por sua vez, induzem um aumento dos
niveis intracelulares de Ca>" nos neurénios, desencadeando a ativagdo de
cascatas de sinaliza¢do intracelular que podem culminar com o dano
e/ou morte neuronal. Os neurdnios resistentes a exposi¢do prolongada a
elevados niveis de Ca™" sofrem, provavelmente, alteragdes que podem
desencadear o processo epileptogénico. Deste modo, modificacdes
prolongadas na dinamica do Ca*" neuronal podem ser criticas ¢ podem
promover alteragdes permanentes de neuroplasticidade que conduzem a
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epilepsia. Adicionalmente, é importante salientar que o Ca™, enquanto
segundo mensageiro, pode estar envolvido em outros processos celulares
que contribuam para a epileptogénese (DELORENZO, SUN e
DESHPANDE, 2005).

Apesar de varias evidéncias e estudos abordando o tema, os
mecanismos neuroquimicos envolvendo a fisiopatologia da epilepsia
ainda ndo sdo totalmente compreendidos, permanecendo mais
“sombras” que “luzes”, onde muitas questdes estdo sem resposta.
Todavia, é esperado que o conhecimento crescente e o entendimento dos
mecanismos  subjacentes a  epileptogénese possam  constituir
oportunidades para o desenvolvimento de novas terapias.

1.3 JUSTIFICATIVA

A epilepsia ¢ uma doenca bastante prevalente cuja repercussio
financeira e social ¢ muito significativa para a populagdo brasileira e
mundial. O estudo de aspectos neuroquimicos e comportamentais
relacionados a epilepsia em modelos animais ¢ em pacientes epilépticos,
abordados nesta tese, permitira o desenvolvimento do tema por envolver
a determinacdo de mecanismos moleculares adjacentes a fisiopatologia
da epilepsia. As informagdes apresentadas até o momento mostram que
a epilepsia ¢ uma doenca bastante complexa, envolvendo diversos
fatores que ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Portanto, o
entendimento das bases neuroquimicas envolvidas no processo de
epileptogénese ¢ de fundamental importancia no desenvolvimento de
novas estratégias de tratamento dos pacientes com quadro de epilepsia.

1.4. OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo geral

Caracterizar alteracdes especificas da transmissdo glutamatérgica
e vias de sinalizago intracelular no hipocampo dorsal e ventral e cortex
temporal de ratos Wistar adultos submetidos ao modelo da pilocarpina
de epilepsia. Investigar a relagdo temporal entre a ELT e comorbidades
psiquiatricas através de testes comportamentais realizados nas fases de
maturagdo e epilepsia cronica de ratos Wistar adultos submetidos ao
modelo da pilocarpina. Caracterizar alteragcdes especificas da
transmissdo glutamatérgica e vias de sinalizagdo intracelular em
amostras de neocortex, amigdala e hipocampo dos pacientes com ELT
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submetidos ao processo cirurgico, ¢ especificamente na amigdala,
investigar os efeitos da administragdo de dexametasona. Por fim, através
do uso de ferramentas de manipulagdo genética investigar o papel da
enzima carboxipeptidase A6 (CPA6) e moléculas de sinalizagdo celular
no modelo de crises convulsivas induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) e
pilocarpina em zebrafish.

As metodologias, os resultados e discussdes derivados dos
estudos realizados serdo apresentados na forma de 4 capitulos.
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2 CAPITULO I: INVESTIGACAO DE ASPECTOS
NEUROQUIMICOS NA EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL
(MODELO ANIMAL)

2.1 MODELOS ANIMAIS

No intuito de aprofundar o conhecimento sobre a epilepsia,
durante o tltimo século, diversos modelos animais foram desenvolvidos
na tentativa de mimetizar este transtorno. Apesar do frequente
aparecimento de diferentes modelos experimentais, geralmente cada
modelo estd restrito a algumas das caracteristicas desta ou daquela
forma de epilepsia, sendo improvavel estudar esta doenga em um tinico
modelo animal (LOSCHER, 2011). Neste sentido, a caracterizacdo de
multiplos modelos experimentais de epilepsia ou de crises convulsivas
permite uma compreensao mais ampla dos fenomenos relacionados com
esta patologia (COPPOLA ¢ MOSHE, 2012).

Inicialmente, os modelos foram classificados em genéticos € ndo
genéticos. O primeiro consiste na geracdo de crises espontineas
geralmente relacionadas a alteragdes na formagdo e/ou no
desenvolvimento do sistema nervoso (LOSCHER, 1984). Tal
abordagem permite estudar esta patologia de forma cronica, tendo em
vista que ao decorrer do desenvolvimento do animal ocorreram crises
convulsivas recorrentes. Por outro lado, esta mesma abordagem torna
dificil o estudo da crise convulsiva em si, ja que ¢ complicado estipular
um controle do inicio da manifestagdo. O segundo consiste na submissdo
do animal a estimulos quimicos ou elétricos, os quais culminam em
crises convulsivas (STEWART et al., 2012). Este tipo de abordagem
permite precisar o momento exato do inicio da manifestacdo, tendo em
vista que sera resultado da aplicacdo pontual de um farmaco ou estimulo
elétrico. Dependendo do farmaco testado, pode ainda haver a subdivisado
em modelos agudos ou cronicos. Dentre os modelos cronicos destacam-
se 0 modelo da pilocarpina (TANG, LOKE e LING, 2011; LOPES et
al., 2012; LOPES et al., 2013) e o modelo do acido cainico (BLOSS e
HUNTER, 2010). Para os modelos agudos, encontra-se em destaque o
modelo do pentilenotetrazol (PTZ), o qual induz crises convulsivas
rapidas com baixa mortalidade (RUBIO et al., 2010).

Essa diversidade de modelos animais permite a pesquisadores
estudarem desde alteracdes genéticas que levam a crises, como por
exemplo, muta¢des em canais de K™ (ROBBINS e TEMPEL, 2012), até
crises convulsivas pontuais em decorréncia de hipdxia-isquemia
(BURNS et al., 2012), gliomas (BUCKINGHAM ¢ ROBEL, 2013),
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episddios de febre (BYLER et al., 2014) que levam ao quadro de
epilepsia posteriormente.

2.1.1 Modelo da Pilocarpina

A capacidade de reproduzir as doengas humanas em modelos
animais apresenta uma grande vantagem para a medicina moderna
experimental. O modelo da pilocarpina é altamente isomorfico com a
ELT em humanos, ¢ tem sido amplamente utilizado em laboratérios de
pesquisa por todo o mundo (HAMILTON et al, 1997, PRIEL e
ALBUQUERQUE, 2002). A pilocarpina parece induzir o estado
epiléptico de uma forma dependente da ativacdo dos receptores
muscarinicos M1, pois camundongos knockout para o receptor M1 ndo
desenvolvem crises em resposta a pilocarpina (TURSKI et al., 1984).
Experimentos em neurdnios hipocampais mantidos em cultura t€m
demonstrado que a pilocarpina, por intermédio dos receptores
muscarinicos, provoca um desequilibrio entre excitagdo e a transmissao
inibitéria resultando na geragdo do estado epilético (TURSKI et al.,
1983).

Estudos experimentais in vitro também demonstraram que o
efeito epileptogénico desse e de outros agentes colinérgicos possam ser
resultado de descargas originadas em neuronios do hipocampo devido ao
bloqueio das correntes de K transmembranar. Esse mecanismo poderia
explicar a macica ativagdo dos neurdnios do hipocampo durante o status
epilepticus induzido pela pilocarpina, status esse que conduz a morte
celular e reorganizacdo sinaptica do circuito hipocampal, provocando
mudancas epileptogénicas permanentes. A lesdo neuronal ndo parece
ser, portanto, decorrente de efeito toxico da pilocarpina, mas sim do
efeito excitotdxico envolvendo receptores de glutamato e influxo de ions
calcio (FERNANDES, 2013).

Além do envolvimento em processos de morte celular, a
administragdo de pilocarpina (evento precipitante inicial) parece
provocar aumento da neurogénese hipocampal e recrutamento anormal
de neurdnios recém-gerados no hipocampo. No entanto, as crises
epilépticas (oriundas da administracdo de pilocarpina) interferem nos
processos de migragdo, proliferagdo e desenvolvimento neuronal de
células recém-geradas no hipocampo, possivelmente formando um
circuito de amplificacdo de crises. Estudos revelam que a fase cronica da
epilepsia estd associada com uma diminui¢do substancial da
neurogénese, demonstrada também em hipocampo de pacientes com
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ELTM-EH. Analises sugerem que a diminuigdo da neurogénese ¢ a
diminuicdo dramatica na diferenciacdo neuronal de células recém-
geradas nesta fase sdo consequéncias do efeito prejudicial de crises
espontaneas recorrentes, estando relacionadas com ativagdo de cascatas
inflamatorias (PARENT et al., 2006).

As crises epilépticas em geral iniciam no hipocampo com
propagagdo para o cortex cerebral ¢ manifestam-se clinicamente por
movimentos mastigatorios, piscamentos seguidos, movimentos clonicos
da cabega e crise motora limbica. Histopatologicamente observa-se uma
perda neuronal no hipocampo, amigdala, tdlamo, cortex piriforme,
cortex entorrinal, neocortex e substancia negra. Apds o quarto dia
identificam-se brotamentos supra granulares de fibras musgosas, que
atingem a maxima intensidade em torno do 100° dia. A perda celular no
hipocampo é mais significativa nas regides CA1l, CA3 e giro denteado
(MELLO et al., 1993). Os achados sdo bastante consistentes com a
histopatologia da esclerose do hipocampo em pacientes com ELTM-EH
(MATHERN et al., 1995).

No modelo da pilocarpina, as crises convulsivas tornam-se
rapidamente generalizadas ¢ evoluem para o status epilepticus (Pilo-SE)
que pode perdurar por algumas horas (24 horas; periodo agudo). Na
descricdo tradicional do processo epileptogénico ¢ do modelo da
pilocarpina, o SE ¢ seguido por um periodo latente “seizure free” (4 - 44
dia apods Pilo-SE) e pelo periodo cronico (apds 45 dias), caracterizado
pela presenga de crises espontineas e recorrentes que podem perdurar
por toda a vida, semelhante aos seres humanos com quadro de epilepsia
(CAVALHEIRO et al., 1991; MELLO et al., 1993). No entanto, este
conceito tem sido revisto recentemente por Loscher e colaboradores
(LOSCHER, HIRSCH e SCHMIDT, 2015), sugerindo que o processo
epileptogénico e muitas vezes a epilepsia subclinica possam iniciar
imediatamente apos o insulto cerebral, sem nenhum periodo de laténcia
consideravel. Este novo conceito sera abordado e discutido
detalhadamente mais a frente no capitulo II deste trabalho.

2.2 TRANSMISSAO GLUTAMATERGICA

O aminoacido glutamato ¢ o principal neurotransmissor
excitatorio no SNC de mamiferos (ATTWELL, 2000; TZSCHENTKE,
2002). Muitos estudos realizados ao longo dos ultimos anos tém
comprovado o papel da transmissdo glutamatérgica no desenvolvimento
neural, na plasticidade sinaptica fisioldgica (fundamental nos processos
de aprendizado ¢ memoria), bem como na neuroplasticidade patologica
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(envolvendo reorganizagdo sinaptica e morte celular) observados em
processos como: epilepsia, isquemia, hipoglicemia, doengas
neurodegenerativas, dependéncia e tolerancia a drogas, dor neuropatica,
ansiedade e depressdo (MELDRUM, 2000; OTTERSEN ¢ MATHISEN,
2000).

As agdes do glutamato sdo mediadas por duas classes de
receptores: a) ionotropicos, que formam os canais i6nicos; b)
metabotropicos, acoplados as proteinas G. Os receptores metabotropicos
sdo subdivididos em 3 grupos ¢ podem agir através da ativacdo da
fosfolipase C ou por modulagdo da enzima adenilato ciclase
(OBRENOVITCH e URENJAK, 1997). Os receptores ionotropicos
possuem propriedades farmacologicas e fisiologicas que os subdividem
em trés populacdes distintas farmacoldgica e funcionalmente: os
ativados por NMDA, os que respondem ao KA, e os sensiveis ao AMPA
(MICHAELIS, 1998). A figura 1 mostra as familias moleculares dos
receptores glutamatérgicos.

Subclasses de Receptores Glutamatérgicos

Flonotroplcm j r[\letabotroplcos j

Classes Funcionais NMDA AMPA Cainato Classe | Classe 1 Classe 111
[ GluN1 GluAl GluK1 mGlul mGlu2 mGlu4
GIuA2 8}UK§ mGlu5 mGlu3 mGlu6
GIuA3 uK mGlu7
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GIuN2C Gl
GIuN2D
IP3 lCAMP lCAMP
GIuN3A Caz2+
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Canais ionicos Sistema de Segundos Mensageiros
Figura 1. Familias moleculares dos receptores glutamatérgicos. As duas
divisdes principais dos receptores glutamatérgicos compreendem trés subgrupos
funcionalmente definidos (classes) do receptor. Estes sdo compostos de varias
subunidades individuais, sendo cada uma delas codificada por um gene
diferente. Adaptado de Siegel e colaboradores (2006).

Aos receptores AMPA e cainato ¢ atribuida a neurotransmissao
excitatoria rapida e os canais formados por estes receptores sdo
I3 . . . , R b +: , . +:
permeaveis primariamente aos ions so6dio (Na') e potassio (K'). Os

. A s I 2+
receptores NMDA consistem de um canal i6nico (permeavel ao Ca™') e
diversos sitios de modulagdo pelos quais neurotransmissores ¢ drogas
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podem interagir e alterar a atividade do receptor (MCBAIN e MAYER,
1994). Os receptores NMDA existem, primariamente, como complexos
tetraméricos formados por duas subunidades GIuN1 e duas subunidades
regulatorias GluN2 ou GIuN3. Existem pelo menos oito variantes de
splicing da subunidade GluN1, quatro genes para a subunidade GluN2
(GluN2A, 2B, 2C e 2D) e dois genes para as subunidades GIuN3
(GluN3A e 3B). A combinagdo entre as subunidades determina as
propriedades funcionais e vias de sinalizagdo moduladas pelos
receptores NMDA (SANDERSON e DELL'ACQUA, 2011). No cérebro
a composicdo GIuN1/GluN2A ou GIluN1/GluN2B sdo as mais
abundantes. O sitio de unido para o glutamato encontra-se na subunidade
GIuN2, enquanto o sitio para os co-agonistas glicina e D-serina
encontram-se na subunidade GluN1 (SANACORA et al., 2008).

No potencial de repouso, o canal do receptor NMDA ¢ bloqueado
pelo ion magnésio. Durante a transmissdo sindptica, a ativagdo dos
receptores NMDA requer a unido de glutamato e seus co-agonistas em
combina¢do com a despolarizacio do potencial de membrana para
permitir a liberagdo do ion de magnésio para a abertura do canal
(CULL-CANDY, BRICKLEY e FARRANT, 2001; WAXMAN e
LYNCH, 2005). Portanto, os receptores NMDA respondem mais
lentamente ao glutamato, contribuindo com o componente lento das
correntes poOs-sindpticas excitatorias e sendo altamente permedveis aos
fons Ca®". Devido a essas propriedades, os receptores NMDA sdo
implicados como responsaveis pelos processos que envolvem
plasticidade, como aprendizado ¢ memoria. Além disso, em situacdes
patolégicas em que o glutamato se acumula no espago extracelular os
receptores NMDA sdo implicados na neurotoxicidade glutamatérgica,
conhecida como excitotoxicidade (MELDRUM, 2000). Alteragdes
neuroquimicas, tais como o desequilibrio entre a neurotransmissdo
inibitéria (y-aminobutirico, GABA) ¢ excitatoria (mediada pelo
glutamato) foram identificados no tecido cerebral obtido a partir de
modelos animais e humanos tratados cirurgicamente para ELTM-EH
(LOSCHER, HIRSCH e SCHMIDT, 2015). No entanto, os eventos
celulares ¢ moleculares in vivo que ocorrem durante o processo
epileptogénico ainda sdo pouco compreendidos.

2.2.1 Potenciacio e Depotenciacio de longa duragao, LTP e LTD

Estimulos quimicos ou elétricos em fatias hipocampais podem ser
usados como ferramentas para inducdo de potenciagdo ¢ depotenciagdo
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de longa duragdo in vitro, LTP e LTD, respectivamente. Estimulos pré-
sinapticos de alta frequéncia (EAF) induzem a LTP por um mecanismo
dependente dos receptores NMDA, culminando com o aumento dos
receptores AMPA no espago sinaptico. A estimulagdo de baixa
frequéncia (EBF), também dependente dos receptores NMDA, induz a
LTD, que provoca uma diminui¢do na atividade e nimero de receptores
AMPA nas sinapses (SANDERSON e DELL'ACQUA, 2011).

A LTP é uma modificagdo na potencia sinaptica decorrente da
estimulacdo tetdnica neuronal e envolve a modulacdo de intimeras
proteinas sinalizadoras, entre elas a ativa¢do de proteinas cinases como:
proteina cinase A (PKA), proteina cinase C (PKC), proteina cinase
calcio calmodulina-dependente I (CaMKII), proteinas cinases ativadas
por mitogenos (MAPKs) e fosforilagdo/ativagdo de alvos como
receptores AMPA ¢ NMDA (BARCO, BAILEY e KANDEL, 2006).
Este fendmeno ocorre in vivo, como também pode ser induzido in vitro,
envolvendo o estimulo excitatdrio através de receptores glutamatérgicos
(AMPA ¢ NMDA), aumento nas concentragdes intracelulares de Ca®’,
estimulacdo de cinases, formagdo de mensageiros retrogrados,
fosforilagdo de substratos citoplasmaticos, de membrana ¢ nucleares,
expressdo génica precoce e tardia culminando com as modificacdes
estruturais e funcionais de longa duracdo (IZQUIERDO e MEDINA,
1997). Outro aspecto importante a ser considerado ¢ o fenomeno de
LTD, que corresponde a uma diminui¢do no potencial excitatorio pos-
sinaptico em decorréncia da aplicacdo de estimulos de baixa frequéncia
(in vitro) e que envolve uma série de elementos de sinalizagdo, entre eles
a ativagdo de proteinas fosfatases (WINDER ¢ SWEATT, 2001). A
figura 2 nos mostra a regulacdo coordenada dos receptores AMPA ¢
NMDA nos fenémenos de LTD e LTP induzido por estimulos elétricos,
mecanismos regulatorios que também ocorrem in vivo.
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Figura 2. Mecanismos de plasticidade pds-sinaptica. A regulagdo do receptor
N-metil-D-aspartato (NMDAR) induzida pela potenciagdo de longa duragdo
(LTP) e a depotenciagdo de longa duracdo (LTD) em espinhas dendriticas. LTD
induz o encolhimento da coluna sinaptica, defosforilagdo do receptor AMPA ¢
remogdo dos mesmos das espinhas dendriticas através de proteinas com
atividade fosfatase. LTP induz o crescimento da coluna, fosforilagdo do receptor
AMPA e recrutamento dos AMPAR nas espinhas através de proteinas com
atividade cinase. Adaptado de Sanderson e colaboradores (2011).

2.2.2 Regulaciio do receptor AMPA

O receptor AMPA ¢ um tetramero, formado por subunidades
GluAl-4 (em varias combinagdes) permeando principalmente Na' e
sendo responsavel pela despolarizagdo neuronal ao estimulo do
neurotransmissor excitatorio glutamato (SANTOS et al, 2009). No
processo de LTP ocorre a despolarizagdo do neurdnio pds-sinaptico,
liberagdo do magnésio do receptor NMDA que ativado pelo glutamato
permite um intenso influxo de Ca®" (COOKE e BLISS, 2006). O ion
calcio combinado a calmodulina (CaM) pode ativar a proteina cinase
CaMKII. Além disso, CaM pode ativar algumas isoformas de adenilato
ciclase o que induz aumento do cAMP com ativacdo de PKA. Essas
cinases por sua vez podem fosforilar o receptor AMPA, evento
importante na fase inicial da LTP (CARVALHO, DUARTE e
CARVALHO, 2000; MEADOR, 2006).

A subunidade GluA1 do receptor AMPA pode ser fosforilada em
3 residuos de serina e 1 residuo de treonina localizados na por¢do
intracelular C-terminal: serina 818 (Ser818) fosforilada por PKC; serina
831 (Ser831) fosforilada por PKC e/ou CaMKII; serina 845 (Ser845)



43

fosforilada por PKA (DIN et al, 2010); treonina 840 (Thr840)
fosforilada por PKC e/ou p70S6K (GRAY et al., 2014). A fosforilagdo
dos residuos serina na subunidade GluAl do receptor glutamatérgico
AMPA ¢ fundamental para inser¢do ¢ manutengdo do receptor AMPA
na membrana sinaptica bem como para aumento da sua condutincia. No
hipocampo a fosforilagdo destes sitios parece ser importante para
inducdo/manutencdo da LTP. J& a defosforilagdo individual ou
combinada desses residuos de fosfo-serina, pela proteina fosfatase 1
(PP1) e calcineurina, parece ser importante para a depotenciagido
sinaptica (LTD). A regulacdo do sitio treonina (Thr840) ¢ mais
complexa, a fosforilacdo deste residuo exerce efeito negativo na
fosforilagdo do sitio Ser845, sugere-se que isso ocorra devido a
proximidade dos sitios na por¢do C-terminal. A fosforilagdo do sitio
Thr840 (inser¢do do grupo fosfato, carregado negativamente) parece
prejudicar a atividade da enzima PKA sob o sitio Ser845, conferindo ao
sitio Thr840 propriedades relacionadas a mecanismos de indugdo de
LTD (GRAY et al., 2014). Logo, modifica¢des no estado de fosforilagdo
da subunidade GluA1l de AMPA alteram dramaticamente a funcdo do
receptor contribuindo para a expressdo da LTP ou LTD. Desta forma,
pode-se postular que os padrdes de fosforilagdo dos sitios regulatorios
do receptor AMPA poderiam fornecer um mecanismo de codificacdo de
informagdes sobre a recente historia da atividade pré e/ou pos-sinaptica
e assim representar um index da ocorréncia de LTP ou LTD
(WHITLOCK et al.,, 2006). A figura 3 detalha a regulagdo da
fosforilagdo e trafego da subunidade GluAl do receptor AMPA nas
sinapses durante a LTP ¢ LTD.
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Figura 3. Regulacdo da fosforilagdo e trafego da subunidade GluA1 do receptor
AMPA nas sinapses durante a LTP e LTD. Durante a LTP, os receptores AMPA
podem ser diretamente secretados para a membrana extrasinaptica e sinapse das
espinhas dendriticas, processo que envolve essencialmente proteinas com
atividade cinase. J4 durante a LTD, a endocitose dos receptores AMPA envolve
a ativagdo de enzimas fosfatase. Adaptado de Sanderson e colaboradores (2011).

Estas evidéncias colocam a fosforilagdo dos sitios Ser831 e
Ser845 da subunidade GluAl de AMPA como evento chave para a
inser¢do do receptor na membrana plasmatica e seu deslocamento até a
regido sindptica (OH et al., 2006). O aumento persistente da potenciagido
sinaptica também pode ocorrer de forma patoldgica na epileptogénese
ou como resultante do estado epiléptico, condi¢do na qual o cérebro
permanece em estado constante de crise convulsiva (CHEN e
WASTERLAIN, 2006). O desequilibrio entre os mecanismos de
controle inibitérios e excitatorios responsaveis pela manutencdo
sustentada da crise envolve uma diversidade de elementos sinapticos e
de sinalizagdo celular que devem ser investigados.

2.2.3 Transportadores Gliais de Glutamato

O neurotransmissor glutamato liberado na fenda sinaptica ¢é
recaptado por transportadores especificos. Atualmente, cinco subtipos de
transportadores de glutamato foram caracterizados. Dentre os
transportadores destacam-se os expressos predominantemente em
astrocitos e incluem: 1) transportador glutamato-aspartato (glutamate-
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aspartate transporter; GLAST em roedores) e seu equivalente em
humanos transportador de aminodcido excitatorios (excitatory amino
acid transporter; EAAT1); 2) transportador de glutamato 1 (glutamate
transporter 1; GLT1 em roedores), EAAT2 em humanos. GLAST ¢ o
principal transportador presente durante o desenvolvimento do SNC
(FURUTA, ROTHSTEIN e¢ MARTIN, 1997), enquanto o GLT1 ¢
responsavel por 90% de todo o transporte nos tecidos adultos
(TANAKA et al, 1997). Estes dois transportadores sdo
quantitativamente os principais transportadores de glutamato, sendo
responsaveis pela maior parte da sua remogdo da fenda sinaptica
(POPOLI et al., 2012).

Eles desempenham um papel critico na manutengdo de baixas
concentra¢des extracelulares de glutamato, protegendo os neurdnios de
uma lesdo excitotoxica (ver figura 4) (LEE ¢ POW, 2010). Tem sido
demonstrado que a perturbagdo da atividade dos transportadores de
glutamato parece estar envolvido em disturbios neurologicos, tais como
epileptogénese (RAKHADE e LOEB, 2008). A reducdo na recaptagio
de glutamato pelos EAATs poderia explicar a hiperexcitabilidade
neuronal em focos epilépticos (ROTHSTEIN et al., 1996; TANAKA et
al., 1997; SEPKUTY et al., 2002). Estudos vém demonstrando que o
bloqueio da recaptacdo de glutamato provoca um aumento da
excitabilidade da rede local, resultando em atividade epileptiforme
espontanea (CAMPBELL e HABLITZ, 2004).
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Figura 4. Neurotransmissio excitatéria glutamatérgica. O influxo de ions Na”
induz a despolarizagdo da membrana e os ions Ca”" participam da exocitose das
vesiculas de glutamato, que se liga a receptores e promove a abertura de canais
ionicos. O glutamato ¢ recaptado através de seus transportadores e convertido
em glutamina pela agdo da enzima glutamina sintetase. A glutamina ¢é
transportada da célula glial para o neur6nio onde é convertida novamente em
glutamato pela agdo da enzima glutaminase.

2.3 EPILEPTOGENESE E TRANSDUCAO DE SINAL

Estudos demonstraram que neurdénios do hipocampo de animais
com epilepsia do lobo temporal induzida por pilocarpina apresentam
peculiaridades em sua fisiologia intrinseca (possivelmente dependente
de receptores e canais i0nicos) e/ou no circuito neural ao qual pertencem
que os tornam propensos ao surgimento de atividade epileptiforme
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(SANABRIA, SU ¢ YAARI, 2001; SCORZA et al., 2009). E provavel
que essas modificagdes sejam dependentes da modificagdo de
mecanismos de transdugdo de sinal e potenciagdo sinaptica (BRACEY et
al., 2009).

Ja é conhecido o importante papel fisiologico de diferentes
sistemas de neurotransmissores, especialmente o glutamatérgico
envolvendo os receptores AMPA ¢ NMDA e o sistema gabaérgico nos
processos de neuroplasticidade especialmente no hipocampo e cortex,
(WALZ et al, 1999; SPERK, DREXEL e PIRKER, 2009;
MCKINNEY, 2010). Além disso, a importdncia de uma série de
proteinas cinases (ex. PKA, PKC, CaMKII e MAPKs), proteinas
fosfatases (ex. PP1, calcineurina/PP2B) e do fator neurotrofico derivado
do cérebro (BNDF) tem sido bem documentadas (WINDER e
SWEATT, 2001; BARCO, BAILEY ¢ KANDEL, 2006; FLAVELL ¢
GREENBERG, 2008). Em conjunto essas proteinas participam de
complexas vias de sinalizagdo modulando a excitabilidade neuronal e
expressdo génica, desta forma sendo a base neuroquimica de
modificagdes funcionais e estruturais de longa duragdo envolvidas em
fendmenos de neuroplasticidade como a LTP e LTD e o proprio
aprendizado € memoria.

Embora a sequéncia e combinagdes de eventos celulares
provavelmente ndo sejam totalmente sobreponiveis, ¢ bastante plausivel
que o processo epileptogénico envolva alteragdes de parte da maquinaria
neuroquimica/celular utilizada para eventos fisiologicos, ou mesmo a
potenciagdo sinaptica (LEITE et al., 2005).

2.3.1 Via das MAPKSs

As proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPKs) compdem
um grupo de serina-treonina cinases cuja fungdo e regulagdo t€m sido
conservadas ao longo da evolugdo desde organismos unicelulares como
leveduras a organismos complexos como homem (NEBREDA e
PORRAS, 2000; JOHNSON e LAPADAT, 2002). As MAPKs
conduzem, amplificam e integram sinais originados de uma diversidade
de estimulos extracelulares na superficie da célula. Entre estes sinais
estdo fatores de crescimento, toxinas, citocinas ou estresse ambiental
(TIBBLES ¢ WOODGETT, 1999). O resultado disto inclui a execugdo
de  respostas  celulares como  proliferagdo,  diferenciagdo,
desenvolvimento, inflamagéo e apoptose (DONG ¢ BODE, 2003).
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Nos mamiferos, as MAPKs sdo agrupadas em pelo menos quatro
familias com base na similaridade das sequéncias de aminoacidos,
mecanismos de regulagdo por proteinas colocadas acima na via de
sinalizagdo ¢ mecanismos de ativagdo (ROBINSON e¢ COBB, 1997).
Estas familias compreendem as proteinas cinases 1 ¢ 2 reguladas por
sinal extracelular (ERK 1/2), uma das familias de MAPKs mais
estudadas no SNC; e as proteinas cinases ativadas por estresse (SAPKs)
que incluem as c-Jun amino terminal cinases (JNKs), composta pelas
isoformas JNK 1/2/3; p38MAPK composta pelas isoformas p38a, p38p,
p38y, p38d. Todas as MAPKs sdo ativadas por dupla fosforilagdo em
residuos de treonina e tirosina (CARGNELLO e ROUX, 2011).

A cascata de sinalizagdo das MAPKSs (figura 5) é composta por 3
cinases a qual se inicia pela chamada cinase da cinase da MAP cinase
(MAPKKK). Esta, por sua vez, ativa uma segunda cinase, a MAPKK
(cinase da MAP cinase) através de residuos de serina e treonina. A
ativacdo desta € responsavel pela subsequente fosforilagio de MAPKs
em residuos de treonina e tirosina (ROBINSON e¢ COBB, 1997,
CARGNELLO e ROUX, 2011).

Os receptores glutamatérgicos também sdo conhecidos por
estarem acoplados a ativagdo de MAPKs no hipocampo e no cortex
cerebral (SWEATT, 2001). Estudos vém demonstrando alteragdes na
ativacdo de ERK ¢ p38MAPK imediatamente apds a inser¢do das crises
epilépticas em diferentes modelos animais, (BARABAN et al., 1993;
BERKELEY, DECKER ¢ LEVEY, 2002). Jiang e colaboradores (2005)
observaram que as crises agudas podem levar a uma rapida ativacdo da
ERK ¢ p38MAPK na area CA3 do hipocampo, a regido do cérebro mais
suscetivel aos efeitos letais do status epilepticus (JIANG et al., 2005).
Nosso grupo também demonstrou em trabalhos prévios que ratos
submetidos ao modelo da pilocarpina apresentam alteragdes tempo
dependentes em vias de sinalizagdo celular no hipocampo total e cortex
cerebral (LOPES er al, 2012; LOPES et al.,, 2013). No entanto, a
literatura carece de estudos sistematicos que descrevam a modulacdo e
relacdo entre essas vias de sinalizagdo em areas especificas do
hipocampo ¢ cortex cerebral.
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Figura 5. Cascata de sinalizagdo das proteinas cinases ativadas por mitdgenos.
MAPKs medeiam a sinalizag@o intracelular iniciada por fatores extracelulares
ou intracelulares. Todas as vias operam em forma de cascata. Adaptado de
www.cellsignaling.com

2.4 OBJETIVOS
2.4.1 Objetivos especificos

- Determinar o nivel de fosforilagdo dos sitios Ser831 e Ser845 e o
conteudo total da subunidade GluA1 do receptor AMPA no hipocampo
(dorsal e ventral) e cortex temporal na fase cronica de animais
submetidos ao modelo da pilocarpina.

- Determinar o nivel de fosforilagdo dos substratos de PKA e PKC no
hipocampo (dorsal e ventral) e cortex temporal na fase cronica de
animais submetidos ao modelo da pilocarpina.
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- Determinar o nivel de fosforilagdo e o contetido total da enzima
CaMKII no hipocampo (dorsal e ventral) e cortex temporal na fase
cronica de animais submetidos ao modelo da pilocarpina.

- Determinar o conteudo total dos transportadores GLAST ¢ GLT1, da
proteina fosfatase 1 (PP1) e GFAP no hipocampo (dorsal e ventral) e
cortex temporal na fase cronica de animais submetidos ao modelo da
pilocarpina.

- Determinar o nivel de fosforilagdo e o conteudo total das MAPKs
(ERK1/2, JNK p54/46 ¢ p38MAPK) no hipocampo (dorsal e ventral) e
cortex temporal na fase cronica de animais submetidos ao modelo da
pilocarpina.

2.5 MATERIAIS E METODOS

2.5.1 Modelo animal

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (pesando entre 280-
350g), provenientes do Biotério Central da UFSC. Os ratos foram
mantidos em grupos de quatro animais por caixa, em uma sala com ar
condicionado (22 = 2°C) ciclo 12h claro/escuro, com agua € comida
disponiveis ad libitum. Eles foram tratados, manipulados e eutanasiados
de acordo com o “Guide for the care and use of laboratory animals”
(NIH publication, 8th edition, 2011) aprovado pelo Comité de Etica do
Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina
(CEUA/UFSC; www.ceua.ufsc.br) PP00772. Todos os esfor¢os foram
feitos para minimizar o sofrimento e nimero de animais utilizados. A
indug¢do do modelo experimental foi realizada em colaboragdo com o
Nucleo de Pesquisas em Neurologia Experimental e Clinica (NUPNEC)
da UFSC, coordenado pelo Prof. Dr. Roger Walz. Os procedimentos
foram realizados de acordo com a metodologia previamente publicada
(CAVALHEIRO et al., 1991; MELLO et al, 1993; BONAN et al,
2000; LOPES et al., 2012; LOPES et al., 2013). Os animais receberam
uma dose intraperitoneal de pilocarpina (300 mg/kg, i.p.). Para
minimizar os efeitos colinérgicos periféricos e a mortalidade, os animais
foram tratados com metil nitrato de escopolamina (1 mg/kg, i.p.) 30
minutos antes da administracdo da pilocarpina e diazepam (5 mg/kg,
i.p.) 2 horas apés o inicio das crises. Apos a administracdo de
pilocarpina os animais apresentaram hipoatividade, estado que na
maioria dos casos evoluiu para convulsdes generalizadas dentro de 40-
80 minutos apoés a inje¢do. Os animais também foram alimentados e
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hidratados durante o periodo de recuperagdo com intuito de melhorar o
estado clinico geral e reduzir a mortalidade. Nos 16 animais injetados
com pilocarpina, a taxa de mortalidade foi de 18,75% (3 animais) e
6,25% (1 animal) ndo evoluiu para SE. Os animais sobreviventes que
apresentaram crises generalizadas formaram o grupo crénico, 0s quais
foram eutanasiados 60 dias apos a indugdo do SE (n = 12). E importante
mencionar que todos estes animais desenvolveram crises espontineas,
caracterizando o periodo cronico. Os animais controle (n = 12) foram
eutanasiados 60 dias apds a inje¢des de escopolamina, salina e
diazepam. A figura 6 ilustra o desenho experimental utilizado no
presente capitulo.

300 mg/kg 1.p.

machos adultos

Periodo cronico
(60 dias)

y T ) TEMPO

Analises
Neuroquimicas

Hipocampo | Hipocampo Cortex
Dorsal  / Ventral / Temporal /

Figura 6. Desenho experimental.

2.5.2 Analises Neuroquimicas

2.5.2.1 Preparagdo das amostras

Para avaliar o nivel de fosforilacdo dos sitios GluA1-Ser831 ¢
GluA-1Ser845, das enzimas PKA, PKC, CaMKII ¢ MAPKs, e¢ o
imunocontetdo dos transportadores de glutamato, PP1 ¢ GFAP, western
blotting foi realizado como descrito por (LEAL er al, 2002;
CORDOVA et al., 2004, POSSER et al., 2007; LOPES ef al., 2012;
LOPES et al., 2013). O hipocampo (dorsal e ventral) e o cortex temporal
dos animais submetidos a0 modelo experimental foram dissecados (4°C)
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em “cutting solution” (sacarose 110 mM, NaCl 60 mM, KCIl 3 mM,
KH,PO4 1,25 mM, CaCl, 0,5 mM, Mg,SO, 7 mM, glicose 5 mM,
HEPES 25 mM pH 7,4) e colocados em nitrogénio liquido e
armazenados a -86°C até o uso. As amostras foram preparadas como
descrito por (OLIVEIRA et al., 2008). Resumidamente, as amostras
foram homogeneizadas mecanicamente em 400ul do tampdo de
homogeneizacdo (Tris 50 mM pH 7,0, EDTA 1 mm, NaF 100 mm,
PMSF 0,1 mM, NazVO; 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10% e
Cocktail inibidor de proteases). Os lisados foram centrifugados (10.000
x g por 10 min, a 4°C) para eliminar os restos celulares, € o0s
sobrenadantes diluidos 1/1 (v/v) em solugdo (Tris 100 mM pH 6,8,
EDTA 4mM, SDS 8%) e aquecidos a 100°C por 5 min. A dosagem de
proteinas foi determinada conforme metodologia descrita por Peterson
(PETERSON, 1977). A seguir foram adicionados nas amostras o tampao
de dilui¢do (40% glicerol, 100 mM Tris, azul de bromofenol, pH 6,8)
25:100 (v/v) e p-mercaptoetanol (concentragdo final 8%).

2.5.3 Eletroforese e Eletrotransferéncia

As proteinas (60 ug por poco) foram isoladas através de SDS-
PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato
de so6dio/SDS) utilizando gel de separagdo de acrilamida com
concentra¢do de 10% e gel de entrada 4%. A eletroforese foi realizada
com corrente fixa de 40 mA e voltagem maxima de 150 mV durante
aproximadamente 2 horas. Apos a corrida, os géis foram submetidos ao
processo de eletrotransferéncia e transferidos para membranas de
nitrocelulose usando um sistema semi-dry (1,2 mA/cm’; 1,5 h) como
descrito por Bjerrum e Heegaard (1988). Para verificar a eficiéncia
processo de transferéncia, os géis foram corados com Coomassie blue e
as membranas com Ponceau S. A figura 7 mostra resumidamente todo
este processo aqui descrito.

2.5.4 Imunodeteccio

As membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado em
TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM pH 7,5) por 1 hora e apds sucessivas
lavagens com TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH
7,5) incubadas overnight (4°C) com anticorpos especificos diluidos em
TBS-T contendo BSA 2% nas diluigdes: 1:1000 (anti-fosfo-GluAl-
Ser831, anti-fosfo-GluA1-Ser845, anti-total-GluA1, anti-fosfo-CaMKII
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isoformas P e a, anti-total-CaMKII isoformas B ¢ a, anti-GLAST, anti-
GLT1, anti-PPlca e anti-GFAP) 1:2000 (anti-fosfo-PKA ¢ anti-fosfo-
PKC substratos, e anti-fosfo-ERK1/2), 1:5000 (anti-fosfo e total-JNK
p54/46) 1:10000 (anti-fosfo e total-p38MAPK) e 1:40000 (anti-total-
ERK1/2). Para a detec¢do dos complexos imunes, as membranas foram
incubadas por 1 hora com anticorpo secundario anti-rabbit ou mouse
(ligado a peroxidase) e reveladas em filme autoradiograico apds a
emissdo de quimioluminescéncia induzida por reagentes adicionados a
membrana de nitrocelulose, de acordo com as recomendagdes do
fabricante. As membranas foram incubadas com o anticorpo anti-f-
actina (1:2000) para verificar se a mesma quantidade de proteinas teriam
sido aplicadas no gel. O nivel de fosforilagao foi determinado pela razdo
entre a D.O da banda fosforilada e a D.O da banda total. O
imunoconteido foi determinado pela razdo entre a D.O da banda da
proteina alvo ¢ a D.O da banda da B-actina (CALLONI et al., 2005;
POSSER et al, 2007). As bandas foram quantificadas utilizando o
software Scion Image ®.

Os anticorpos anti-fosfo-GluA1-Ser831, anti-fosfo-GluAl-
Ser845 e anti-GluA1, detectam uma Unica banda de aproximadamente
100 kDa. Anti-fosfo-PKA substratos (medida indireta da ativagdo de
PKA) detecta peptideos e proteinas que contém um residuo fosfo-
serina/treonina com arginina nas posi¢des -3 e -2. Anti-fosfo-PKC
substratos (medida indireta da ativagdo de PKC) detecta niveis
enddgenos de proteinas fosforiladas em residuos de serina cercados por
arginina ou lisina nas posi¢des -2 ¢ +2 ¢ um residuo hidrofoébico na
posicdo +1. Anti-CaMKII isoformas 3 e o detecta duas bandas, uma
com cerca de 60 kDa e¢ a segunda de aproximadamente 50 kDa,
correspondentes, respectivamente, as duas isoformas de CaMKII,
CaMKII B e CaMKII a. Anti-GLAST e anti-GLT1 detectam uma unica
banda de aproximadamente 58 kDa e 65 kDa, respectivamente. Anti-
PPlca (subunidade catalitica) detecta uma Ttnica banda de
aproximadamente 36 kDa, e anti-GFAP detecta uma tnica banda de
aproximadamente 50 kDa. Anti-ERK1/2 detecta duas bandas, uma de
aproximadamente 44kDa e a segunda com cerca de 42kDa,
respectivamente para as isoformas ERK1 ¢ ERK2. Anti-p38™*** detecta
uma unica banda de aproximadamente 38kDa, enquanto anti-JNK1/2/3
detecta duas bandas, uma de aproximadamente 54kDa (JNK2/3) ¢ a
segunda com aproximadamente 46kDa (JNK1). Anti-B-actina detecta
uma Unica banda de aproximadamente 45kDa.
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Com intuito de minimizar vieses intra-dia (queda na titulagdo e
imunorreatividade dos anticorpos, tempo de exposigdo, uso repetitivo do
liquido revelador) que possam ocorrer nas etapas do western blotting,
criamos uma amostra chamada de balizador. O balizador ¢ constituido
de um pool de trés amostras de hipocampo de ratos, homogeneizados da
mesma forma que as amostras experimentais, entretanto esta mesma
amostra foi aplicada em todas as eletroforeses realizadas. A D.O obtida
para cada alvo na amostra balizador foi sempre considerada 100%, a
partir dai, a D.O dos alvos em andlise nas amostras experimentais
presentes na eletroforese eram determinadas e relativizadas em
porcentagem do balizador. Por exemplo, se a D.O para um determinado
alvo na amostra balizador fosse 200 ¢ a D.O do alvo na amostra
experimental fosse 240, teriamos respectivamente os valores de 100 e
120% para o balizador e amostra experimental. Esta estratégia, além de
diminuir o erro experimental entre as analises, permite fazer
comparagdes ¢ correlagdes entre os alvos analisados nas estruturas
cerebrais.
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Figura 7. Eletroforese, Eletrotransferéncia e Imunodeteccdo.
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Tabela 1. Lista de anticorpos utilizados para western blot.

Anticorpo Peso molecular Fabricante (n° catalogo) Dilui¢ao
(proteina alvo)

Anti-fosfo-GluA1-Ser831 100 kDa Sigma (A4352) 1:1000
Anti-fosfo-GluA1-Ser845 100 kDa Sigma (A4477) 1:1000
Anti-total-GluA 1 100 kDa Santa Cruz Biotech. (sc-13152) 1:1000
Anti-fosfo-PKA substratos - Cell Signaling (#9624) 1:2000
Anti-fosfo-PKC substratos - Cell Signaling (#2261) 1:2000
Anti-fosfo-CaMKII B e o 60 e 50 kDa Cell Signaling (#3361) 1:1000
Anti-total-CaMKII f e a 60 ¢ 50 kDa Cell Signaling (#3362) 1:1000
Anti-fosfo-ERK1/2 44/42 kDa Sigma (M8159) 1:2000
Anti-total-ERK 1/2 44/42 kDa Sigma (M5670) 1:40000
Anti-fosfo-JNK p54/46 54/46 kDa Sigma (J4750) 1:5000
Anti-total-JNK p54/46 54/46 kDa Sigma (J4500) 1:5000
Anti-fosfo-p38MAPK 38 kDa Millipore (05-1059) 1:10000
Anti-total-p38MAPK 38 kDa Sigma (M0800) 1:10000
Anti-GLAST 58 kDa Cell Signaling (#3838) 1:1000
Anti-GLT1 65 kDa Cell Signaling (#5684) 1:1000
Anti-PP1 36 kDa Santa Cruz Biotech. (sc-7482) 1:1000
Anti-GFAP 50 kDa Cell Signaling (#3670) 1:1000
Anti-B-actina 45kDa Santa Cruz Biotech. (sc-47778) 1:2000
Goat anti-rabbit IgG HRP - Millipore (AP132P) 1:5000
Goat anti-mouse IgG HRP - Millipore (AP308P) 1:2500

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram verificados quanto a normalidade da distribui¢do
de frequéncia com o teste de Kolmogorov-Smirnov e expressos como
média + E.P.M. ¢ a analise estatistica foi realizada pelo teste t de
Student para amostras independentes (controle vs. pilocarpina). O nivel
aceitavel de significancia para os testes foi de p < 0,05. Os testes
paramétricos foram realizados usando o pacote de software Statistica 7.0
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

2.7 RESULTADOS

Os resultados apresentados a seguir representam o manuscrito
publicado em 2015 no periddico Neurochemistry International,
intitulado de “Region-specific alterations of AMPA receptor
phosphorylation and signaling pathways in the pilocarpine model of

epilepsy”.
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2.7.1 Sinalizacao celular no hipocampo dorsal de ratos submetidos
ao modelo da pilocarpina

Dentre os principais achados nos animais tratados com
pilocarpina e analisados no periodo cronico, a avaliagdo da subunidade
GluA1 no hipocampo dorsal revelou uma diminuig¢do significativa na
fosforilagdo do sitio GluAl-Ser845 (14,59 £ 5,62% p < 0,05), em
comparacdo com o grupo controle (Fig. 8D). Paralelo a esta diminuigdo
de fosforilagdo do sitio GluA1-Ser845, a fosforilagdo de ERK1 (10,97 +
2,77% p < 0,05) e substratos de PKA (10,08 + 3,41% p < 0,05) também
foram reduzidas quando comparados aos seus respectivos grupos
controle (Fig. 9B e 8H, respectivamente).

Considerando a plausibilidade biologica de interagdo e os
mecanismos regulatorios que envolvem estas moléculas (PKA, ERK1 ¢
GluA1-Ser845) uma regressao linear simples foi realizada entre os alvos
com intuito de verificar a correlacdo entre eles. A regressdo linear
simples (P-PKA X P-GluA1-Ser845) indicou que a diminui¢do de
fosforilagcdo dos substratos de PKA e GluA1-Ser845 no grupo tratado
parecem estar estreitamente correlacionadas, sugerindo que a
fosforilagdo do sitio GluA1-Ser845 ocorra de forma dependente de PKA
(r = 0,590, p = 0,044). No entanto, a diminui¢do da fosforilacdo de
ERKI1 nio parece estar diretamente envolvida com a taxa de fosforilagado
do sitio GluA1-Ser845 (P-ERK1 X P-GluA1Ser845; p = 0,461).

O imunoconteudo do transportador glial de glutamato (GLT1) foi
significativamente reduzido no hipocampo dorsal (11,27 + 4,15% p <
0,05) em comparacgdo com o grupo controle (Fig. 10D). Em contraste, o
tratamento com pilocarpina aumentou o imunocontetdo de GFAP
(13,79 = 1,69% p < 0,05; Fig. 10F).
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Figura 8. Western blot da subunidade GluA1 do receptor AMPA e das enzimas
PKC, PKA e CaMKII no hipocampo dorsal de ratos submetidos ao modelo da
pilocarpina. Os painéis (A, C) mostram os blots representativos da
imunorreatividade de fosfo-GluA1-Ser-831 (A), fosfo-GluA1-Ser845 (C), total
GluAl e P-actina (utilizado como controle de carga). Os painéis (B-D)
apresentam a quantificacdo de fosfo-GluA1-Ser831 (B) e fosfo-GluA1-Ser845
(D). O painel (E) mostra blots representativos da imunorreatividade dos
substratos fosforilados de PKC e imunocontetido de P-actina. O painel (F)
mostra a quantificacdo dos substratos fosforilados de PKC. O painel (G) mostra
blots representativos da imunorreatividade dos substratos fosforilados de PKA e
o imunocontetido de pB-actina. O painel (H) mostra a quantificagdo dos
substratos fosforilados de PKA. O painel (I) mostra blots representativos da
imunorreatividade de fosfo-CaMKII B e a, total-CaMKII B e a, e B-actina. Os
painéis (J, K) mostram a quantificagdo de fosfo-CaMKII B (J) e fosfo-CaMKII a
(K). Os niveis de fosforilagdo foram determinados por densitometria, fazendo a
razdo entre a D.O. da banda fosforilada sobre a D.O. da banda total (GluAl e
CaMKII) ou através da D.O. dos substratos fosforilados (PKA ¢ PKC) sobre a
D.O. da banda da f-actina. Os dados s@o expressos como porcentagem do
controle. Os valores sao apresentados como média = E.P.M. derivado de um n =
12. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student.
Abreviaturas: (Ct) grupo controle; (Pilo) grupo pilocarpina. * p < 0,05.
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Figura 9. Western blot das enzimas ERK, INK e p38™**™® no hipocampo dorsal
de ratos submetidos ao modelo da pilocarpina. O painel (A) mostra blots
representativos da imunorreatividade de fosfo-ERK1, fosfo-ERK?2, total-ERK1,
total-ERK2 e B-actina (utilizado como controle de carga). Os painéis (B, C)
mostram a quantificacdo de fosfo-ERK1 (B) e fosfo-ERK-2 (C). O painel (D)
mostra blots representativos da imunorreatividade de fosfo-JNKp54, fosfo-
INKp46, total INKp54, total-INKp46 e B-actina. Os painéis (E, F) mostram a
quantificagdo de fosfo-JINKp54 (E) e fosfo-JINKp46 (F). O painel (G) mostra
blots representativos da imunorreatividade de fosfo-p38™*"™ total-p38™**™* e p-
actina. O painel (H) mostra a quantificagio de fosfo-p38™*™. Os niveis de
fosforilagdo foram determinados por densitometria, fazendo a razio entre a D.O.
da banda fosforilada sobre a D.O. da banda total. Os dados s@o expressos como
porcentagem do controle. Os valores sdo apresentados como média = E.P.M.
derivado de um n = 12. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de
Student. Abreviaturas: (Ct) grupo controle; (Pilo) grupo pilocarpina. * p < 0,05.
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Figura 10. Western blot das proteinas GLAST, GLT1, GFAP e PPl no
hipocampo dorsal de ratos submetidos ao modelo da pilocarpina. Os painéis (A,
C) mostram os blots representativos da imunorreatividade de GLAST (A),
GLTI1 (C) e P-actina (utilizado como controle de carga). Os painéis (B-D)
apresentam a quantificagdo de GLAST (B) e GLTI1 (D). O painel (E) mostra
blots representativos da imunorreatividade de GFAP e B-actina. O painel (F)
mostra a quantificacdo da GFAP. O painel (G) mostra blots representativos da
imunorreatividade de PP1 e B-actina. O painel (H) mostra a quantificagdo de
PP1. O imunoconteudo foi determinado por densitometria, fazendo a razdo entre
a D.O. da proteina alvo sobre a D.O. da banda da f-actina. Os dados sdo
expressos como porcentagem do controle. Os valores sdo apresentados como
média £ E.P.M. derivado de um n = 12. A analise estatistica foi realizada
utilizando o teste t de Student. Abreviaturas: (Ct) grupo controle; (Pilo) grupo
pilocarpina. * p <0,05.
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2.7.2 Sinalizacdo celular no hipocampo ventral de ratos submetidos
ao modelo da pilocarpina

A fosforilagdo da subunidade GluA1l foi modulada de forma
diferente quando comparado hipocampo ventral e dorsal. No hipocampo
ventral, a fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 foi diminuida (10,16 +
3,60% p < 0,05) ap6s administragdo de pilocarpina (Fig. 11B). Em
paralelo, a fosforilagio de JNKp54 (10,24 + 3,16% p < 0,05) e
substratos de PKC (21,15 £+ 5,38% p < 0,001) também foram reduzidas
quando comparados aos seus respectivos grupos controle (Fig. 12E e
11F, respectivamente).

Considerando a plausibilidade biologica de interacdo e os
mecanismos regulatorios que envolvem estas moléculas (PKC, INKp54
e GluA1-Ser831) uma regressdo linear simples foi realizada entre os
alvos com intuito de verificar a correlacdo entre eles. O declinio de
fosforilagcdo dos substratos de PKC e GluA1-Ser831 no grupo tratado
com pilocarpina parecem estar correlacionados, indicando que a
fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 possa ser dependente de PKC
(regressdo linear simples, P-PKC X P-GluA1Ser831; r = 0,556, p =
0,048). No entanto, regressao linear simples indicou que a diminuigdo da
fosforilagdo JNKp54 ndo esta diretamente correlacionada a taxa de
fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 (P-JNKp54 x P-GluASer831; p =
0,634).

O imunoconteudo dos transportadores gliais de glutamato, GFAP
e PP1 ndo foram alterados no hipocampo ventral (Fig. 13).
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Figura 11. Western blot da subunidade GluAl do receptor AMPA e das
enzimas PKC, PKA e CaMKII no hipocampo ventral de ratos submetidos ao
modelo da pilocarpina. Os painéis (A, C) mostram os blots representativos da
imunorreatividade de fosfo-GluA1-Ser-831 (A), fosfo-GluA1-Ser845 (C), total
GluAl e P-actina (utilizado como controle de carga). Os painéis (B-D)
apresentam a quantificacdo de fosfo-GluA1-Ser831 (B) e fosfo-GluA1-Ser845
(D). O painel (E) mostra blots representativos da imunorreatividade dos
substratos fosforilados de PKC e imunocontetdo de B-actina. O painel (F)
mostra a quantificacdo dos substratos fosforilados de PKC. O painel (G) mostra
blots representativos da imunorreatividade dos substratos fosforilados de PKA e
o imunocontetido de pB-actina. O painel (H) mostra a quantificagdo dos
substratos fosforilados de PKA. O painel (I) mostra blots representativos da
imunorreatividade de fosfo-CaMKII B e a, total-CaMKII B e a, e B-actina. Os
painéis (J, K) mostram a quantificagdo de fosfo-CaMKII B (J) e fosfo-CaMKII a
(K). Os niveis de fosforilagdo foram determinados por densitometria, fazendo a
razdo entre a D.O. da banda fosforilada sobre a D.O. da banda total (GluAl e
CaMKII) ou através da D.O. dos substratos fosforilados (PKA ¢ PKC) sobre a
D.O. da banda da f-actina. Os dados s@o expressos como porcentagem do
controle. Os valores s@o apresentados como média + E.P.M. derivado de um n =
12. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student.
Abreviaturas: (Ct) grupo controle; (Pilo) grupo pilocarpina. * p < 0,05; ** p <
0,01.
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Figura 12. Western blot das enzimas ERK, INK e p38™*"™ no hipocampo
ventral de ratos submetidos ao modelo da pilocarpina. O painel (A) mostra blots
representativos da imunorreatividade de fosfo-ERK1, fosfo-ERK?2, total-ERK1,
total-ERK2 e fB-actina (utilizado como controle de carga). Os painéis (B, C)
mostram a quantificagdo de fosfo-ERK1 (B) e fosfo-ERK-2 (C). O painel (D)
mostra blots representativos da imunorreatividade de fosfo-JNKp54, fosfo-
INKp46, total INKp54, total-INKp46 e B-actina. Os painéis (E, F) mostram a
quantificagdo de fosfo-JINKp54 (E) e fosfo-INKp46 (F). O painel (G) mostra
blots representativos da imunorreatividade de fosfo-p38™*"™ total-p38™**™* e p-
actina. O painel (H) mostra a quantificagio de fosfo-p38™*™. Os niveis de
fosforilagdo foram determinados por densitometria, fazendo a razdo entre a D.O.
da banda fosforilada sobre a D.O. da banda total. Os dados s@o expressos como
porcentagem do controle. Os valores sdo apresentados como média = E.P.M.
derivado de um n = 12. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de
Student. Abreviaturas: (Ct) grupo controle; (Pilo) grupo pilocarpina. * p < 0,05.
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Figura 13. Western blot das proteinas GLAST, GLT1, GFAP e PPl no
hipocampo ventral de ratos submetidos ao modelo da pilocarpina. Os painéis
(A, C) mostram os blots representativos da imunorreatividade de GLAST (A),
GLTI1 (C) e P-actina (utilizado como controle de carga). Os painéis (B-D)
apresentam a quantificagdo de GLAST (B) e GLTI1 (D). O painel (E) mostra
blots representativos da imunorreatividade de GFAP e B-actina. O painel (F)
mostra a quantificacdo da GFAP. O painel (G) mostra blots representativos da
imunorreatividade de PP1 e B-actina. O painel (H) mostra a quantificacdo de
PP1. O imunoconteudo foi determinado por densitometria, fazendo a razio entre
a D.O. da proteina alvo sobre a D.O. da banda da B-actina. Os dados sdo
expressos como porcentagem do controle. Os valores sdo apresentados como
média £ E.P.M. derivado de um n = 12. A analise estatistica foi realizada
utilizando o teste t de Student. Abreviaturas: (Ct) grupo controle; (Pilo) grupo
pilocarpina.
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2.7.3 Sinalizacio celular no cortex temporal de ratos submetidos ao
modelo da pilocarpina

Em contraste com o hipocampo, apenas a fosforilacdo de ERK 1
foi diminuida no cortex temporal apds a administracdo de pilocarpina
(10,21 = 3,18% p <0,05) (Fig. 15B). As outras vias de sinalizacdo
celular avaliadas ndo foram alteradas no cortex temporal, indicando que
as alteragdes neuroquimicas provenientes da administragdo de
pilocarpina possam estar ocorrendo em outras areas cerebrais ou ainda
sub-regides corticais (Figs. 14 ¢ 16).



65

Cé T 1 E Ct mo I ¢ __pio
ortex cempora B B «— P-CavKu B
A ¢t Pilo Substratos fosforilados S <— P-CaMKIT o
- GluATS! do PKC A B «— TcavKi B
B B —GluAl F . . «— T-CaMKIl o
b R <«— B actina g p— Bactina S <«— Bactina
® 120 @ 420
@ —_ ° X
2' - E _ 100: I % E; 100
° 159 o
38 8 80 Cf w
ot 3% ot
Q > 5 T g
g o oo 60: o O 60
o 8o ® o
83 ° 3 40 ‘_% T 4
;"ﬁ 2T TR
= g 2 27 2
S T @
- o [=]
g T ? o T w 0 T
w Controle  Pilocarpina 2 Controle  Pilocarpina Controle  Pilocarpina
G & tio

Substratos fosforilados
C —C&_rilo de PKA
i et € 1
N «—Glual

“ 4— P acti

g Bacina g —— e Bactina

© % 120 s

P

Q ° =

@ T 2 100 —_ £ _

<3 ES R

EX 58 80 S

ot aE °c

o8 23 60 S

T o 2g 8o

ST T3 g

RS 8 =Y

= £ $

2 S o

3 r K o T v o T
w Controle Pilocarpina [ Controle Pilocarpina Controle Pilocarpina

Figura 14. Western blot da subunidade GluAl do receptor AMPA e das
enzimas PKC, PKA e CaMKII no cortex temporal de ratos submetidos ao
modelo da pilocarpina. Os painéis (A, C) mostram os blots representativos da
imunorreatividade de fosfo-GluA1-Ser-831 (A), fosfo-GluA1-Ser845 (C), total
GluAl e P-actina (utilizado como controle de carga). Os painéis (B-D)
apresentam a quantificacdo de fosfo-GluA1-Ser831 (B) e fosfo-GluA1-Ser845
(D). O painel (E) mostra blots representativos da imunorreatividade dos
substratos fosforilados de PKC e imunocontetdo de B-actina. O painel (F)
mostra a quantificacdo dos substratos fosforilados de PKC. O painel (G) mostra
blots representativos da imunorreatividade dos substratos fosforilados de PKA e
o imunocontetdo de pB-actina. O painel (H) mostra a quantificagdo dos
substratos fosforilados de PKA. O painel (I) mostra blots representativos da
imunorreatividade de fosfo-CaMKII B e a, total-CaMKII B e a, e B-actina. Os
painéis (J, K) mostram a quantificagdo de fosfo-CaMKII B (J) e fosfo-CaMKII a
(K). Os niveis de fosforilagdo foram determinados por densitometria, fazendo a
razdo entre a D.O. da banda fosforilada sobre a D.O. da banda total (GluAl e
CaMKII) ou através da D.O. dos substratos fosforilados (PKA ¢ PKC) sobre a
D.O. da banda da f-actina. Os dados s@o expressos como porcentagem do
controle. Os valores s@o apresentados como média + E.P.M. derivado de um n =
12. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student.
Abreviaturas: (Ct) grupo controle; (Pilo) grupo pilocarpina.



66

Cortex Temporal D &l
A —Grio DI G ot
— «—P-INKpd6 —
P-ERK] ’
g 555 ' «—T-INKps4 ——>m P"’f“: :::
<— T-FRK1 <«—T-INKpd6 .« 135
<+ HERK2 S <« Bactina A <« Bactina
B - ocing E H
120 1204
- 3 g —_
£ = 100 « 2 _ 1004 p— s
23 — X3 G
o8 S 2 8o ag
o E ] oc
oo S5 -]
§ O o G 607 S ©
g2 T %3
b4 &3 40 g3
S 2 TR 5
w o< o=
g % 204 @
w 2 o S
T = T T
Controle  Pilocarpina F Controle  Pilocarpina Controle  Pilocarpina
© 120
g £
b4 4
-3 X% 100
S8 2% &
° J
TE o E
§8 o8 e
53 S0
£ 8T 404
LR 58
S ‘D 201
w o
P ® 0- T
Controle Pilocarpina Controle Pilocarpina

Figura 15. Western blot das enzimas ERK, JNK e p38"*"™® no cortex temporal
de ratos submetidos ao modelo da pilocarpina. O painel (A) mostra blots
representativos da imunorreatividade de fosfo-ERK1, fosfo-ERK?2, total-ERK1,
total-ERK2 e B-actina (utilizado como controle de carga). Os painéis (B, C)
mostram a quantificacdo de fosfo-ERK1 (B) e fosfo-ERK-2 (C). O painel (D)
mostra blots representativos da imunorreatividade de fosfo-JNKp54, fosfo-
INKp46, total INKp54, total-INKp46 e B-actina. Os painéis (E, F) mostram a
quantificagdo de fosfo-JINKp54 (E) e fosfo-JINKp46 (F). O painel (G) mostra
blots representativos da imunorreatividade de fosfo-p38™*"™ total-p38™**™* e p-
actina. O painel (H) mostra a quantificagio de fosfo-p38™*™. Os niveis de
fosforilagdo foram determinados por densitometria, fazendo a razdo entre a D.O.
da banda fosforilada sobre a D.O. da banda total. Os dados s@o expressos como
porcentagem do controle. Os valores sdo apresentados como média + E.P.M..
derivado de um n = 12. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de
Student. Abreviaturas: (Ct) grupo controle; (Pilo) grupo pilocarpina. * p < 0,05.
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Figura 16. Western blot das proteinas GLAST, GLT1, GFAP e PP1 no cortex
temporal de ratos submetidos ao modelo da pilocarpina. Os painéis (A, C)
mostram os blots representativos da imunorreatividade de GLAST (A), GLT1
(C) e B-actina (utilizado como controle de carga). Os painéis (B-D) apresentam
a quantificagdo de GLAST (B) e GLT1 (D). O painel (E) mostra blots
representativos da imunorreatividade de GFAP e B-actina. O painel (F) mostra a
quantificagdo da GFAP. O painel (G) mostra blots representativos da
imunorreatividade de PP1 e B-actina. O painel (H) mostra a quantificagcdo de
PP1. O imunoconteudo foi determinado por densitometria, fazendo a razéo entre
a D.O. da proteina alvo sobre a D.O. da banda da B-actina. Os dados sdo
expressos como porcentagem do controle. Os valores sdo apresentados como
média £ E.P.M. derivado de um n = 12. A analise estatistica foi realizada
utilizando o teste t de Student. Abreviaturas: (Ct) grupo controle; (Pilo) grupo
pilocarpina.
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2.8 DISCUSSAO

O presente capitulo apresenta pela primeira vez o perfil de
fosforilagdo dos sitios GluAl1-Ser831 e GuAl-Ser845, das enzimas
PKA, PKC, CaMKII B e o, ERK 1/2, INK p54/46 ¢ p38™*™, bem como
o imunocontetido das proteinas GLAST, GLT1, PP1 ¢ GFAP, todos
analisados no hipocampo (dorsal e ventral) e cortex temporal de ratos
submetidos ao modelo da pilocarpina e avaliados no periodo crénico.

No hipocampo dorsal, o sitio GluA1-Ser845 apresentou uma
queda na fosforilagdo apos administragdo de pilocarpina (Fig. 8D). Este
resultado corrobora com dados prévios do grupo onde ja haviamos
demonstrado uma redugdo da fosforilagdo do sitio GluAl-Ser845,
entretanto a analise havia sido realizada no hipocampo total (LOPES et
al., 2013). Paralelo a esta diminui¢do de fosforilagdo do sitio GluAl-
Ser845, a fosforilagdo de ERK1 (Fig. 9B) e os substratos de PKA (Fig.
9H) também diminuiram. Conforme ja indicado na sec¢do de resultados,
uma regressao linear simples (P-PKA X P-GluASer845) feita no grupo
tratado revelou uma estreita correlagdo entre os alvos, sugerindo que a
fosforilagdo do sitio GluA1-Ser845 possa ocorrer de forma dependente
de PKA. Estes resultados estdo de acordo com trabalhos prévios ja
publicados (ESTEBAN et al., 2003; DERKACH et al., 2007, BRACEY
et al, 2009; SANDERSON e DELL'ACQUA, 2011), os quais
demonstram que a fosforilagdo do sitio GluA1-Ser845 ¢é classicamente
acoplada a ativagdo de PKA. Ja a diminui¢do da fosforilagdo da enzima
ERKI1 nio parece estar diretamente envolvida com a taxa de fosforilagado
do sitio GluA1-Ser845 (P-ERK1 X P-GluA1Ser845). Entretanto néo
pode ser descartada a interag@o entre estes alvos uma vez que ERK pode
exercer efeitos regulatorios de forma indireta, ja que a atividade desta
enzima ¢ essencial para a ocorréncia do fendémeno de LTP (ARAKI et
al., 2015).

Levando em consideragdo a queda de fosforilagdo do sitio
GluA1Ser845 no hipocampo dorsal, nés avaliamos o imunoconteudo da
subunidade catalitica da proteina fosfatase 1 (PPlca), enzima
responsavel por defosforilar o sitio GluA1-Ser845. No entanto, néo
encontramos alteragdes da sua expressdo no hipocampo dorsal (Fig.
10H). Este achado ndo descarta possiveis alteragdes na atividade de PP1,
uma vez que medimos apenas o imunocontetido da subunidade catalitica
da enzima. Além disso, outras proteinas fosfatases tais como a proteina
fosfatase 2A (PP2A) e 2B (calcineurina; CaN) também pode defosforilar
GluAl (BANKE et al., 2000; LEE et al, 2000, SANDERSON e
DELL'ACQUA, 2011).
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No hipocampo dorsal, os niveis de GFAP e do transportador glial
de glutamato GLT1 foram alterados em dire¢cdes opostas apods
administragdo de pilocarpina. Estas alteragdes parecem ser especificas
para a regido dorsal do hipocampo, uma vez que ndo ocorrem no
hipocampo ventral. A indugdo da expressio de GFAP (Fig. 10F) no
periodo cronico pode refletir o primeiro passo de um processo em que
convulsdes induzem a hipertrofia astrocitaria e pode também estar
relacionada com dano cerebral. Alteracdes em astrocitos podem
modificar a homeostase do microambiente extracelular e contribuir para
o desenvolvimento de um estado epiléptico (STEWARD et al., 1992;
CHEN et al., 2013; MARQUES et al., 2013). O declinio da expressdo
de GLT1 (Fig. 10D) observado no hipocampo dorsal corrobora com
dados prévios, onde demonstramos diminui¢do na expressao de GLT1
no hipocampo total (LOPES et al., 2013), suportando a ideia de que o
glutamato possa estar aumentado na fenda sinaptica no hipocampo apds
pilo-SE (COSTA et al., 2004). Consistente com este achado, outro
estudo realizado com pacientes com epilepsia neocortical demonstrou
uma reducdo na expressdo da proteina GLT1 em focos epilépticos
(RAKHADE e LOEB, 2008). Além disso, ratos que ndo expressam
GLT1 apresentam crises espontineas letais e aumento na
susceptibilidade a les@o cortical aguda (TANAKA et al., 1997). Junto
com esses estudos, nossos resultados sugerem que a deficiéncia na
captacdo de glutamato no hipocampo dorsal pode participar das
alteracdes de excitabilidade observadas no cérebro durante o periodo
cronico do modelo da pilocarpina.

No hipocampo ventral a subunidade GluA1l do receptor AMPA
foi modulada de forma diferente, uma vez que observamos uma
diminui¢do na fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 apos administragdo
de pilocarpina (Fig. 11B). Em paralelo, encontramos um declinio na
fosforilagdo/ativagdo de JNK p54 (Fig. 12E) e dos substratos de PKC
(Fig. 11F). Através de uma regressdo linear simples (P-PKC X P-
GluASer831) identificamos uma correlagdo entre o index de atividade
de PKC e a taxa de fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 no grupo tratado,
sugerindo que no hipocampo ventral a fosforilagdo deste sitio possa ser
dependente de PKC. No entanto, a diminui¢do de fosforilagdo do sitio
GluA1-Ser831 ndo foi acompanhada por uma diminuigdo na
ativagdo/fosforilagdo de CaMKII B (Fig. 11J) ou a (Fig. 11K). Estes
achados estdo parcialmente de acordo com trabalhos prévios
(ESTEBAN et al., 2003; DERKACH et al., 2007, BRACEY et al,
2009; SANDERSON ¢ DELL'ACQUA, 2011), os quais demonstram
que a fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 ¢ classicamente associada a
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ativacdo de PKC e CaMKII. A diminui¢do da fosforilacdo de INKp54
corrobora com dados anteriores que mostram uma diminui¢do na
fosforilagdo de INKp54 no hipocampo total (LOPES et al., 2012). Além
disso, a queda de fosforilagdo da enzima JNKp54 ndo esta diretamente
envolvida com a fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 (P-JNKp54 X P-
GluA1-Ser831). O sitio GluA1-Ser831 pode ser defosforilado por PP1,
no entanto a expressdo de PP1ca ndo foi alterada no hipocampo ventral
(Fig. 13H).

Em contraste, em comparagdo com o hipocampo, o cortex
temporal parece ser a regido cerebral onde as vias de sinalizagdo séo
menos afetadas no modelo da pilocarpina, uma vez que apenas a
fosforilagdo de ERKI1 foi diminuida (Fig. 15B). A fosforilagdo de
p38™4PK (Fig. 15H), INK (Fig. 15E ¢ F), subunidade GluA1 e as cinases
PKA, PKC e CaMKII (Fig. 14) ndo foram moduladas no cortex
temporal. Além disso, a expressdo dos transportadores gliais de
glutamato, GFAP ¢ PPlca ndo foram alteradas na regido e periodo
analisado (Fig. 16).

Os receptores AMPA medeiam e participam da neurotransmissao
excitatoria rapida no SNC, sendo criticamente importantes para 0s
processos de aprendizado, memoria e cognicdo (HENLEY e
WILKINSON, 2013). Em geral, os nossos resultados indicam que o
perfil de fosforilagdo da subunidade GluAl do receptor AMPA em
resposta ao tratamento com pilocarpina foi diferente no hipocampo
dorsal e ventral. Os achados sugerem que no hipocampo dorsal existe
um “dowregulation” da atividade de PKA, o que conduz a uma
diminuicdo de fosforilagio do sitio GluA1-Ser845. No hipocampo
ventral uma regulagdo negativa sobre a atividade de PKC pode levar a
uma diminui¢do de fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831. Trabalhos
prévios indicam que alteragdes nos mecanismos regulatorios de sistemas
de neurotransmissdo podem estar envolvidos com disturbios
comportamentais ja observados em modelos animais de epilepsia
(GROTICKE, HOFFMANN ¢ LOSCHER, 2007; 2008; MULLER et al.,
2009a; MULLER er al, 2009b). Além disso, as descobertas
neuroquimicas do presente estudo reforcam a ideia de que o hipocampo
ndo ¢ uma estrutura homogénea em relagdo a modulacdo da subunidade
GluAl do receptor AMPA. Portanto, os achados corroboram com
observacgdes anteriores, indicando que o hipocampo dorsal e o
hipocampo ventral apresentam diferentes entradas e saidas nas suas
conexdes (SWANSON, 2000), desempenhando diferentes papéis na
memoria espacial, e na resposta ao estresse € comportamento emocional
(HENKE, 1990; FANSELOW e DONG, 2009). A figura 17 e as tabelas
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2 e 3 ilustram resumidamente os alvos moleculares alterados no
hipocampo (dorsal e ventral) e cortex temporal dos ratos submetidos ao
modelo de pilocarpina. As figuras esquematicas 18, 19 e 20 trazem uma
hipotese mecanistica das alteragdes neuroquimicas encontradas nos ratos
submetidos ao modelo da pilocarpina nas diferentes regides cerebrais.

A B C

Cortex Temporal
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Hipocampo Dorsal

Jvén

P-GluAl

Ser 845 4’
+ & ¢@
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Figura 17. Representagdo esquematica das principais alteragdes neuroquimicas
identificadas no hipocampo (dorsal e ventral) e cortex temporal de ratos
submetidos ao modelo da pilocarpina. (A) Hipocampo dorsal, os principais
resultados incluem uma redug¢do na fosforilagdo de GluAl-Ser845, PKA e
ERK1. Também encontramos um aumento na expressdo de GFAP e uma
diminui¢do de GLT1. (B) No hipocampo ventral evidenciamos uma diminui¢ao
na fosforilagdo GluA-Ser831, PKC e JNKp54. (C) No cortex temporal, apenas
queda de fosforilagdo da enzima ERK1.
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Tabela 2. Fosforilagdo da subunidade GluAl e vias de sinalizagdo celular
analisadas no hipocampo (dorsal e ventral) e cortex temporal de ratos

submetidos ao modelo da pilocarpina.

GluAl GluAl CaMK CaMK p38 INK INK
Ser’3! Ser’* PKA PKC 118 1l a ERK1  ERK2 MAPK p54 p46
o v v - v .-
WY s e v e e e

Ctx - - - - - - ¢

As setas indicam as alteragdes significativas encontradas nos grupos
experimentais (10 - 20% seta simples; 20 - 40% seta dupla; - sem alteragdes).

Tabela 3. Imunocontetido dos alvos analisados no hipocampo (dorsal e ventral)
e cortex temporal de ratos submetidos ao modelo da pilocarpina.

GLAST GLT1 PP1

GFAP

HD - ¢, -

HV - - -

Ctx - - -

¢

As setas indicam as alteragdes significativas encontradas nos grupos
experimentais (10 - 20% seta simples; - sem alteragdes).
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Figura 18. Hipotese dos mecanismos regulatdrios envolvendo as alteragdes
neuroquimicas observadas no hipocampo dorsal de ratos submetidos ao modelo
da pilocarpina. Observa-se que P-ERK1 ¢ uma proteina ubiqua e apesar de ter
sido representada apenas no neurdnio pods-sindptico, pode estar presente em
qualquer outro tipo celular do SNC.
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Figura 19. Hipotese dos mecanismos regulatorios envolvendo as alteragdes
neuroquimicas observadas no hipocampo ventral de ratos submetidos ao modelo
da pilocarpina. Observa-se que P-JNKp54 ¢ uma proteina ubiqua e apesar de ter
sido representada apenas no neurdnio pods-sindptico, pode estar presente em
qualquer outro tipo celular do SNC.
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Figura 20. Hipotese dos mecanismos regulatdrios envolvendo as alteragdes
neuroquimicas observadas no cortex temporal de ratos submetidos ao modelo da
pilocarpina. Observa-se que P-ERK1 ¢ uma proteina ubiqua e apesar de ter sido

representada apenas no neurénio pos-sinaptico, pode estar presente em qualquer
outro tipo celular do SNC.
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2.9 CONCLUSAO

Em conclusdo, nosso trabalho sugere um desequilibrio na
fosforilagdo do receptor AMPA e vias de sinalizagdo celular em regides
especificas do hipocampo frente ao modelo da pilocarpina. Além disso,
os resultados sugerem que o hipocampo dorsal é provavelmente mais
suscetivel a um prejuizo na captacdo de glutamato e aparecimento de
gliose, uma vez que apenas nesta area encontramos uma diminuigéo
significativa de GLT1 e incremento na expressio de GFAP. A
identificagdo de alteragdes neuroquimicas em regides cerebrais
especificas pode ser valiosa para a compreensdo da fisiopatologia da
epilepsia e podem ajudar a estabelecer alvos terap€uticos para o
tratamento desta neuropatologia. Além disso, este trabalho abre caminho
para futuras analises, encorajando a utilizagdo de outras abordagens
metodologicas para determinar a localizagdo subcelular das proteinas
envolvidas nas altera¢des neuroquimicas.
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3 CAPITULO 1II: INVESTIGACAO DE ASPECTOS
COMPORTAMENTAIS NA EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL
(MODELO ANIMAL)

3.1 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL E TRANSTORNOS
NEUROPSIQUIATRICOS

Ha mais de 3.000 anos, escritos babilonicos ja relatavam a
ocorréncia de sintomas psicoOticos, instabilidade emocional e
impulsividade, além de alteragdes no comportamento em pacientes com
epilepsia (REYNOLDS e KINNIER WILSON, 2008). Em torno de 400
a.C., Hipocrates observou que o estado mental dos pacientes epilépticos
deteriorava entre as crises (FEDDERSEN et al., 2005). De fato,
pesquisas tém demonstrado uma elevada prevaléncia de epilepsia entre
individuos com transtornos mentais, sugerindo uma associagdo entre os
dois problemas (GALLUCCI NETO e MARCHETTI, 2005; KUMMER
et al., 2005). Estima-se que exista no Brasil algo entre 530 mil e 890 mil
pessoas com epilepsia e algum transtorno mental associado
(MARCHETTI, 2004).

Estudos apontam que a prevaléncia de transtornos psiquiatricos
na ELT varie entre 60 - 80%, sendo superior aquela encontrada na
epilepsia generalizada idiopatica (20 - 30%) e nos transtornos somaticos
cronicos (10 - 20%). Os transtornos do humor sdo os mais comuns,
particularmente depressdo, seguida por ansiedade, psicose e transtornos
de personalidade, além disso, boa parte dos pacientes portadores de ELT
apresenta algum tipo de comprometimento cognitivo. Paradoxalmente,
os transtornos  psiquiatricos, apesar de prevalentes, sdo
subdiagnosticados e subtratados na maioria dos portadores de epilepsia
(GAITATZIS, TRIMBLE e SANDER, 2004). Um levantamento
epidemiolégico realizado no Brasil em 2007 por Li e colaboradores,
demonstrou também que ha uma lacuna no tratamento da epilepsia, ja
que uma parcela significativa dos pacientes estava sendo tratada
inadequadamente e que a grande maioria dos médicos ndo se
considerava preparado para o manejo da enfermidade (LI et al., 2007).
Assim, os pacientes com epilepsia e transtornos mentais parecem sofrer
um duplo estigma, provavelmente relacionado a falta de capacitagdo e
conhecimento, tanto dos profissionais de saude como dos proprios
pacientes e familiares, sendo necessarias mudangas urgentes neste
panorama (MARCHETTI, 2004; FERNANDES et al., 2007).

Estudos vém demonstrando que portadores de ELT apresentariam
uma maior propensdo a transtornos psiquiatricos comparativamente aos
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portadores de outros tipos de epilepsia extratemporais devido ao papel
do sistema limbico na regulacdo das emog¢les e comportamento
(SHUKLA et al., 1979; GAITATZIS, TRIMBLE ¢ SANDER, 2004;
KALININ e POLYANSKIY, 2005). Outros estudos, no entanto, nio
encontraram essa associacdo (ADAMS et al., 2008). Ressalta-se que ¢
tarefa complexa estabelecer a real frequéncia de transtornos
psiquiatricos na ELT ja que as alteragdes psiquiatricas sofrem influéncia
direta de diversos fatores como a gravidade das crises, o dano cerebral
global, efeitos colaterais das drogas antiepilépticas (DAE) e suporte
psicossocial (GALLUCCI NETO e MARCHETTI, 2005).

E importante salientar também que ndo existe uma relagdo causa-
efeito unidirecional entre epilepsia e transtornos psiquiatricos, ou seja,
ndo so6 a condigdo epiléptica pode preceder a instalagdo dos sintomas
psiquiatricos em um determinado paciente, mas também o diagnostico
de transtornos afetivos € comportamentais podem ocorrer previamente a
uma primeira crise epiléptica de um paciente. Esta bidirecionalidade
sugere que alteracdes estruturais ¢ funcionais de uma doenga aumentam
o risco para o desenvolvimento da outra (HESDORFFER ez al., 2006).

Sdo crescentes as evidéncias que, na epilepsia e nos transtornos
psiquiatricos, alteracdes dos mecanismos de interagdo entre neurdnios
serotoninérgicos e noradrenérgicos com sistemas glutamatérgicos estdo
associadas a circuitos neuronais anormais e hiperexcitabilidade. Esta
hiperexcitabilidade poderia evocar tanto atividade de crise convulsiva
como alteragdes emocionais (KANNER, 2008).

3.1.1 Ansiedade, Depressao e Comprometimento Cognitivo

Os transtornos do humor sdo as comorbidades psiquiatricas mais
frequentes na epilepsia, com prevaléncia em torno de 20-50%,
principalmente nas crises de dificil controle. A heterogeneidade dos
transtornos do humor é demonstrada pelas diversas expressdes clinicas e
abordagens terapéuticas. Muitas vezes, os sintomas apresentados podem
mimetizar transtornos do humor, enquanto outras vezes, o quadro clinico
pode ndo preencher os critérios diagnosticos para nenhum transtorno
primario do humor (KANNER, 2007).

Uma associagdo bidirecional entre as crises epilépticas e
depressdo € sustentada por mecanismos patogénicos comuns a ambas as
condig¢des que facilitariam o aparecimento de uma na presenca da outra
(ALPER et al., 2007, KANNER, 2008). Estudos empregando técnicas
de neuroimagem funcional identificaram menor densidade de receptores
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serotoninérgicos SHT1A tanto na ELT, como na depressdo maior. Além
disso, atrofia em determinadas regides cerebrais, como os lobos frontais
e temporais, foi demonstrada em pacientes com epilepsia ¢ naqueles
com depressdo uni e bipolares. Cabe destacar que redu¢des volumétricas
no hipocampo sdo encontradas nas duas condigdes, especialmente na
ELT (KANNER, 2007).

Como os lobos temporais estdo envolvidos na formacdo da
memoria, ndo ¢ nenhuma surpresa o achado de comprometimentos
mnémicos na ELT. Aproximadamente 70% dos pacientes com ELT
apresentam problemas na memoria declarativa, que representa a
disfungdo cognitiva mais comum nesse grupo. Quadros graves, como
amnésia global, podem ocorrer em pacientes com ELT apos status
epilepticus. Ademais, comprometimentos em fungdes executivas e
baixos niveis de inteligéncia (QI < 85) sdo observados em cerca de 30%
dos casos de ELT (HELMSTAEDTER e KOCKELMANN, 2006).

As alteragdes cognitivas na epilepsia possuem etiologia
multifatorial, contribuindo a propria epilepsia, o tratamento (cirurgia ou
DAE), as reagdes a epilepsia (estigma, marginalizagdo e dinidmica
familiar) e os danos ou disfungdes cerebrais. Cabe ressaltar que DAEs
como o fenobarbital e benzodiazepinicos podem ter efeitos prejudiciais
sobre a cogni¢do (CORNAGGIA et al., 2006), o que acontece também
com o uso de farmacos mais modernos como o topiramato (ZACCARA,
GANGEMI e CINCOTTA, 2008). Apesar da alta prevaléncia dos
transtornos neuropsiquiatricos em pacientes com epilepsia, o0s
mecanismos neurais subjacentes as alteracGes comportamentais ndo sdo
completamente compreendidos e devem ser investigados.

32 MODELO DA PILOCARPINA E  ALTERACOES
NEUROCOMPORTAMENTAIS

Os modelos animais de epilepsia sdo amplamente utilizados como
ferramenta de estudo, ¢ podem nos ajudar a enriquecer a compreensao
dos  mecanismos envolvendo a  epilepsia e  alteragdes
neurocomportamentais (MAJAK e PITKANEN, 2004; POST, 2004;
HEINRICHS e SEYFRIED, 2006). A administragdo sistémica de
pilocarpina em roedores reproduz as principais caracteristicas da ELT
em humanos (CAVALHEIRO et al., 1991). A pilocarpina induz crises
limbicas que se tornam secundariamente generalizadas, evoluindo para
SE, que pode perdurar por algumas horas (24 horas) (periodo agudo). Na
descricdo tradicional do processo epileptogénico ¢ do modelo da
pilocarpina, o SE ¢ seguido por um periodo latente “seizure free” (4 - 44
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dia apds Pilo-SE) e pelo periodo cronico (apds 45 dias), caracterizado
pela presenga de crises espontineas e recorrentes que podem perdurar
por toda a vida, semelhante aos seres humanos com quadro de epilepsia
(CAVALHEIRO et al, 1991; MELLO et al., 1993). Esta hipotese
amplamente aceita sustenta que existe um estado pré-epiléptico livre de
crises (denominado de periodo latente), entre uma lesdo cerebral e o
aparecimento da epilepsia sintomatica, durante o qual uma cascata de
alteragOes estruturais, moleculares e funcionais medeia gradualmente o
processo de epileptogénese. No entanto, este conceito tem sido revisto
recentemente por Loscher e colaboradores (LOSCHER, HIRSCH e
SCHMIDT, 2015), sugerindo que o processo epileptogénico e muitas
vezes a epilepsia subclinica possam iniciar imediatamente apos o insulto
cerebral, sem nenhum periodo de laténcia consideravel. De fato, estudos
aplicando EEG indicam que o periodo de laténcia apds insultos
cerebrais, se existir, ¢ menor do que se acreditava inicialmente. Além
disso, trabalhos demonstram que as primeiras convulsdes sdo
tipicamente observadas em uma determinada porcentagem de animais
durante os primeiros 5 dias apdés o SE (LOSCHER, HIRSCH e
SCHMIDT, 2015). Sloviter e colaboradores (SLOVITER et al., 2012;
SLOVITER ¢ BUMANGLAG, 2013) sugerem que a epilepsia cronica
envolva um processo de dois estagios. Na primeira etapa
(epileptogénese), uma lesdo ou insulto provoca alteragdes que resultam
em descargas epileptiformes espontineas, as quais s@o subclinicas na
maioria dos casos. Na segunda fase ("maturacdo epiléptica"), descargas
subclinicas aumentam gradualmente em duragédo, invadindo e recrutando
outras populacdes neuronais que contribuirdo para a epilepsia clinica.
Portanto, o periodo de laténcia ndo seria uma fase pré-epiléptica da
epileptogénese, mas um periodo variavel de "maturacdo epiléptica”, o
qual estabelece uma desordem focal com crises convulsivas subclinicas.
Este processo evolui gradualmente, apresentando crises convulsivas
clinicamente evidentes, alcangando a fase de epilepsia cronica.

O modelo da pilocarpina vem sendo utilizado em todo o mundo
para estudar os mecanismos que envolvam a ELT e as alteragdes
neurocomportamentais. Prejuizos cognitivos, déficits de memoria
espacial, alteragdo na atividade locomotora, ¢ comportamento tipo-
ansioso sdo algumas das alteragdes neurocomportamentais relatadas por
pacientes com ELT, que foram observadas em ratos submetidos ao
modelo da pilocarpina (HOLMES et al., 2002; ZHAO et al., 2004;
DETOUR et al., 2005; BRANDT et al., 2010; FAURE et al., 2013;
FAURE et al., 2014; KALEMENEYV et al., 2015). Além disso, estudos
que empregaram camundongos tratados com pilocarpina também
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demonstraram déficits na aprendizagem e memoria, aumento do
comportamento  tipo-ansioso e curiosamente, diminui¢do do
comportamento  tipo-depressivo (GROTICKE, HOFFMANN ¢
LOSCHER, 2007; 2008; MULLER et al., 2009b).

Além dos transtornos do humor e o comprometimento cognitivo,
Hummel e colaboradores (HUMMEL et al., 2013) demonstraram que a
funcdo olfatéria de pacientes com ELT era significativamente
prejudicada, apresentando prejuizos na identificagdo de odores
caracteristicos. Além disso, o volume do bulbo olfatério destes pacientes
era menor em comparagdo com controles (HUMMEL et al., 2013).
Contudo, a presenga de prejuizo olfatorio (descrito nos pacientes com
ELT), a relagdo temporal dos transtornos neurocomportamentais e os
mecanismos envolvendo estas alteragdes ainda sdo pouco investigados
em modelos animais (modelo da pilocarpina).

Considerando a existéncia de um periodo de maturagdo
epiléptica, decidimos investigar se as alteragdes neurocomportamentais
observadas tanto em pacientes com epilepsia como em modelos animais
de ELT, poderiam ocorrer em um estagio anterior a epilepsia cronica.
Além disso, investigar se ratos tratados com pilocarpina apresentariam
danos olfatorios, bem como prejuizos na memoria social de curto prazo.
Estudos abordando o perfil comportamental e sua relagdo temporal no
modelo da pilocarpina, particularmente na fase de maturacao epiléptica,
podem ser importantes para caracterizar elementos potenciais chave para
o processo epileptogénico. Desta forma, nosso estudo teve como
objetivo principal identificar alteragdes neurocomportamentais em ratos
durante a fase de maturagdo e epilepsia cronica no modelo de ELT.

3.3 OBJETIVOS
3.3.1 Objetivos especificos

- Investigar a relagdo temporal entre ELT ¢ comorbidades psiquiatricas
através de testes comportamentais (campo aberto, discriminagdo
olfatoria, reconhecimento social, labirinto em cruz elevado e nado
forgcado) realizados na fase de maturacdo e epilepsia cronica no modelo
animal de ELT.
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3.4 MATERIAIS E METODOS
3.4.1 Modelo animal

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (pesando entre 280
- 350g) e ratos Wistar machos jovens (25 - 30 dias de vida),
provenientes do Biotério Central da UFSC. Os ratos adultos foram
mantidos em grupos de quatro animais por caixa, enquanto os jovens
divididos em caixas com dez animais, € mais tarde utilizados como
estimulo para os ratos adultos no teste de reconhecimento social. Foram
acondicionados em sala com ar condicionado (22 = 2°C) ciclo 12h
claro/escuro, com agua e¢ comida disponiveis ad libitum. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com o “Guide for the care
and use of laboratory animals” (NIH publication, 8th edition, 2011)
aprovado pelo Comité de Etica do Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC; www.ceua.ufsc.br) PP00772.
As analises experimentais foram sempre realizadas entre as 09:00 e
14:00h de cada dia (CASTRO et al, 2012). A indugdo do modelo
experimental foi realizada em colaboragdo com o Nucleo de Pesquisas
em Neurologia Experimental e Clinica (NUPNEC) da UFSC,
coordenado pelo Prof. Dr. Roger Walz. Os procedimentos foram
realizados de acordo com a metodologia previamente publicada
(CAVALHEIRO et al., 1991; MELLO et al, 1993; BONAN et al,
2000; LOPES et al., 2012; LOPES et al., 2013). Os animais receberam
uma dose intraperitoneal de pilocarpina (300 mg/kg, i.p.). Para
minimizar os efeitos colinérgicos periféricos e a mortalidade, os animais
foram tratados com metil nitrato de escopolamina (1 mg/kg, i.p.) 30
minutos antes da administracdo da pilocarpina ¢ diazepam (5 mg/kg,
i.p.) 2 horas apés o inicio das crises. Apos a administragdo de
pilocarpina os animais apresentaram hipoatividade, estado que na
maioria dos casos evoluiu para convulsdes generalizadas dentro de 40-
80 minutos apoés a injecdo. Os animais também foram alimentados e
hidratados durante o periodo de recuperagdo com intuito de melhorar o
estado clinico geral e reduzir a mortalidade. No presente modelo,
96,67% dos animais (29/30) desenvolveram SE. A taxa de mortalidade
foi de 16,67% (5 animais). Desta forma, apenas os animais que
desenvolveram SE e sobreviveram (80,00%, 24 animais), foram
utilizados na analise comportamental. Os animais foram divididos em 2
grupos: (1) maturagdo epiléptica (n = 12), e (2) epilepsia cronica (n =
12). Os animais foram monitorados entre os dias 3 e 5 apoés
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administragdo de pilocarpina, durante 6 h por dia (08:00 - 14:00h), ¢
crises convulsivas clinicamente visiveis ndo foram documentadas. No
entanto, ndo podemos excluir a possibilidade de que crises focais ou
eletrograficas possam ter ocorrido durante estas 6 h, nas 18 h/dia
restantes (periodo ndo monitorado) ou ainda nos dias subsequentes, uma
vez que ndo foi utilizado nenhum monitoramento continuo via
eletroencefalograma. Os animais controle foram divididos em 2 grupos
apos a injegdes de escopolamina, salina e diazepam: (1) maturacdo
epiléptica (n = 12), e (2) epilepsia cronica (n = 12). A figura 21 ilustra o
desenho experimental utilizado no presente capitulo.
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Figura 21. Desenho experimental.
3.4.2 Avaliacdo comportamental

Os testes comportamentais foram realizadas apos a administracdo
intraperitoneal de pilocarpina ou veiculo em dois grupos experimentais
independentes: um durante o periodo de 6 - 10 dias (fase de maturagdo
epiléptica) e o outro durante o periodo de 54 - 58 dias (epilepsia cronica)
apos o tratamento (ver Fig. 21). A sequéncia dos testes foi organizada no
sentido do menos para o mais aversivo, com um intervalo entre os testes
de pelo menos 1 dia. Os testes incluiram: campo aberto, discriminagdo
olfatoria, reconhecimento social, labirinto em cruz elevado e nado
forgcado. Os testes foram analisados pelo mesmo avaliador, em uma sala
de observagdo, na qual os ratos foram habituados por pelo menos 1 h
antes do inicio de cada teste. A analise comportamental foi monitorada
por uma camara de video posicionada acima dos aparelhos, e as imagens
foram analisadas em uma sala adjacente, por um pesquisador experiente,
que ndo sabia a qual grupo experimental pertenciam os animais
avaliados. Os parametros do teste do campo aberto foram analisados
utilizando o software ANY-maze® (Stoelting Co., Wood Dale, IL,
EUA).
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3.4.2.1 Campo Aberto

A fim de avaliar os efeitos do tratamento sobre a atividade
locomotora, os animais foram colocados durante 15 minutos em uma
arena de campo aberto aos 6 dias (fase de maturagdo epiléptica) ¢ 54
dias (epilepsia cronica) apds administragdo de pilocarpina. O aparelho,
feito de madeira coberta com formica impermeavel, tem piso branco
(100 cm x 100 cm) e paredes brancas, com 40 cm de altura. Cada rato
foi colocado no centro do aparato e a distancia total percorrida (m), a
velocidade média (m/s), o tempo gasto em areas centrais e periféricas, ¢
nimero de rearings ¢ groomings foram registrados por 15 min utilizando
o sistema de monitoramento de video ANY-maze® (CASTRO et al.,
2012). Ap6s o final de cada avaliagdo e antes de iniciar o teste com o
animal subsequente, a arena foi cuidadosamente limpa com solugdo de
etanol 10% e seca com papel toalha.

3.4.2.2 Discriminagdo Olfatoria

A capacidade de discriminag@o olfatoria dos ratos foi avaliada aos
7 dias (fase de maturagdo epiléptica) e 55 dias (epilepsia cronica) apos a
administragdo de pilocarpina, com uma tarefa de discriminagdo olfatoria
previamente utilizada por Prediger e colaboradores (PREDIGER,
BATISTA e TAKAHASHI, 2005). Esta tarefa consistia na colocagdo de
cada rato durante 5 minutos em uma caixa, que era dividida em dois
compartimentos idénticos (30 cm x 30 cm x 20 cm), separados por uma
porta aberta, onde o animal poderia escolher entre um compartimento
com serragem fresca (compartimento ndo familiar) ¢ outro com a
serragem que o animal estava previamente acondicionado por pelo
menos 48 h antes do teste (compartimento familiar). Os animais foram
inicialmente colocados no centro do compartimento ndo familiar ¢ o
tempo gasto (s) pelos animais em ambos os compartimentos (familiar vs.
ndo familiar) foram registrados. Normalmente, os ratos Wistar machos
adultos s@o capazes de discriminar entre os compartimentos familiar e
ndo familiar, gastando muito mais tempo no compartimento familiar,
uma vez que preferem significativamente ambientes com o seu proprio
odor (CARR et al.,, 1976; PREDIGER, BATISTA ¢ TAKAHASHI,
2005; PREDIGER et al., 2006). Utilizou-se o numero de cruzamentos
entre os compartimentos como uma medida de atividade locomotora.
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3.4.2.3 Reconhecimento Social

A memoria social de curto prazo foi avaliada aos 8 dias (fase de
maturagdo epiléptica) e 56 dias (epilepsia cronica) apds administragdo
de pilocarpina, conforme metodologia de reconhecimento social descrita
por Dantzer e colaboradores (DANTZER et al., 1987) e previamente
avaliada por Prediger e colaboradores (PREDIGER et al, 2004;
PREDIGER, BATISTA e TAKAHASHI, 2005; PREDIGER, DA
CUNHA e¢ TAKAHASHI, 2005). Os ratos jovens foram isolados em
caixas individuais 20 minutos antes do inicio do experimento. A tarefa
de reconhecimento social consistiu em duas apresentagdes sucessivas (5
min cada), separadas por um curto periodo de tempo (30 min), onde o
rato jovem foi colocado na caixa do rato adulto e o tempo gasto pelo
adulto na investigacdo do jovem (“nosing, sniffing, grooming, or
pawing”) foi registrado. No final da primeira apresentacdo, o animal
jovem foi retirado e mantido em uma caixa individual e ap6s 30 min
reexposto ao mesmo rato adulto. Nesta tarefa, como o intervalo entre a
primeira e segunda exposicdo ¢ inferior a 40 minutos, os ratos machos
adultos devem exibir reconhecimento do animal jovem, como indicado
por uma redugdo significativa no tempo de investigacdo social durante a
segunda exposicdo (DANTZER et al., 1987; PREDIGER et al., 2004;
PREDIGER, BATISTA e TAKAHASHI, 2005; PREDIGER, DA
CUNHA e TAKAHASHI, 2005). O tempo gasto na investigagdo social
por parte dos ratos adultos foi medido e, em seguida, para cada animal
expresso como a razdo entre a segunda e primeira exposicdo [taxa de
duragdo da investigagdo, do inglés “ratio of investigation duration
(RID)”]. Uma redugdo nesta taxa (RID) reflete uma diminui¢do do
comportamento investigativo durante o segundo encontro, demonstrando
a capacidade de reconhecimento do rato adulto. Esta transformacdo foi
escolhida a fim de minimizar variagdes intra-dia e com o objetivo de
equalizar os desvios entre os diferentes grupos (DANTZER et al., 1987,
PREDIGER et al., 2004; CASTRO et al., 2012).

3.4.2.4 Labirinto em Cruz Elevado

Os animais foram submetidos ao labirinto em cruz elevado aos 9
dias (fase de maturacdo epiléptica) e 57 dias (epilepsia cronica) apds
administragdo de pilocarpina, teste comportamental reconhecido para a
avaliacdo do efeito tipo ansiolitico e ansiogénico de procedimentos e
drogas em roedores (LISTER, 1987). O aparato feito de madeira
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consistia em dois bragos abertos opostos (50 cm x 10 cm) rodeado por
uma borda de 1 cm de altura, e dois bragos fechados (50 cm x 10 cm x
40 cm). O aparato estava posicionado 50 cm acima do chdo. A area de
jun¢do dos quatro bragos (plataforma central) media 10 cm x 10 cm
(CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005). Os experimentos foram
realizados em uma sala silenciosa e com baixa intensidade de luz (12
Ix). O animais foram colocados individualmente na zona central do
labirinto de frente para um braco fechado e¢ observados durante 5 min.
Ap6s o final de cada avaliacdo e antes de iniciar o teste com o animal
subsequente, o aparato foi cuidadosamente limpo com solugdo de etanol
10% e seco com papel toalha. O niimero de entradas (definido pela
colocagdo das quatro patas em um brago) e o tempo gasto nos bragos
abertos e fechados foram monitorados. A porcentagem de entradas nos
bragos abertos, foi calculada pelo nimero de entradas nos bragos abertos
dividido pelo numero total de entradas nos bragcos (DOS SANTOS et al.,
2013). A porcentagem do tempo gasto nos bragos abertos foi calculada
pelo tempo gasto nos bragos abertos dividido pelo tempo total gasto no
bracos. Qualquer diminui¢do destes pardmetros representam um
comportamento tipo-ansioso, € o nimero total de entradas nos bragos
fechados foi utilizado como medida de atividade locomotora
(SCHWARZBOLD et al., 2010).

3.4.2.5 Nado For¢ado

O efeito tipo-depressivo foi avaliado aos 10 dias (fase de
maturagdo epiléptica) e 58 dias (epilepsia cronica) apds administragdo
de pilocarpina, com o teste do nado for¢ado descrito por Porsolt e
colaboradores (PORSOLT, LE PICHON e JALFRE, 1977). Os ratos
foram colocados em cilindros individuais (40 cm de altura ¢ 17 cm de
diametro) contendo agua (a profundidade da agua era de 30 c¢cm, 25 +
1°C). Duas sessdes de natagdo foram realizadas (um pré-teste inicial de
15 min, seguido pelo teste, realizado 24 horas depois pelo periodo de 5
min). Dois parametros comportamentais foram monitorados de forma
cumulativa na sessdo teste (i) tempo de imobilidade (isto é, o tempo
gasto para flutuar na 4agua, sem dificuldades, fazendo apenas os
movimentos necessarios para manter a cabe¢a acima da agua), e (ii)
tempo de escalada (ou seja, o tempo gasto fazendo movimentos ativos
com as suas patas dianteiras dentro e para fora da agua, dirigido
especificamente para a parede do cilindro). O aumento do tempo de
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imobilidade ¢é considerado um indicador de comportamento tipo-
depressivo.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram verificados quanto a normalidade da distribui¢do
de frequéncia com o teste de Kolmogorov-Smirnov e expressos como
média + E.P.M. ¢ a analise estatistica foi realizada pelo teste t de
Student para amostras independentes (controle vs. pilocarpina). O nivel
aceitavel de significancia para os testes foi de p < 0,05. Os testes
paramétricos foram realizados usando o pacote de software Statistica
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

3.6 RESULTADOS

Os resultados apresentados a seguir representam o manuscrito
publicado em 2016 no periddico Epilepsy & Behavior, intitulado de
“Time course evaluation of behavioral impairments in the
pilocarpine model of epilepsy”.

3.6.1 Campo Aberto

Os resultados da atividade locomotora avaliada na arena de
campo aberto 6 dias (fase de maturagdo epiléptica) e 54 dias (epilepsia
cronica) apos administragdo de pilocarpina estdo resumidos na Fig. 22.
A analise estatistica revelou que a atividade locomotora dos animais em
ambos 0s grupos experimentais (maturagdo ¢ epilepsia cronica) ndo foi
alterada, considerando a avaliagdo de pardmetros como a distancia total
percorrida (m) (Fig. 22A ¢ E), a velocidade média (m/s) (Fig. 22B ¢ F),
o tempo gasto na zona central e periférica (dados ndo apresentados), o
nimero de rearings (levantamentos) (Fig. 22C e G), ¢ o nimero de
groomings (auto-limpeza) (Fig. 22D e H). Estes resultados indicam
claramente que o tratamento com pilocarpina ndo altera a atividade e
desempenho locomotor dos animais no periodo avaliado (15 min), seja
na fase de maturacdo ou epilepsia cronica.
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Figura 22. Atividade locomotora avaliada na arena de campo aberto 6 dias (fase
de maturagdo epiléptica) e 54 dias (epilepsia cronica) ap6s administragdo de
pilocarpina. Os dados sdo expressos como a média + EP.M. (A e E) da
distancia total percorrida (m), (B e F) velocidade média (m/s), rearings (C e G) e
groomings (D e H) durante 15 min, (n = 12 animais em cada grupo), controle vs
pilocarpina, teste t de Student para amostras independentes.
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3.6.2 Discriminacio Olfatéria

Os resultados da capacidade de discriminagdo olfatéria, avaliada
aos 7 dias (fase de maturacdo epiléptica) e 55 dias (epilepsia cronica)
ap6s administragdo de pilocarpina sdo ilustrados na Fig. 23. A analise
estatistica indicou um efeito significativo em relagdo ao tempo gasto
pelos animais controle no compartimento familiar nas fases de
maturagdo (Fig. 23A, p < 0,001) e epilepsia cronica (Fig. 23C, p <
0,001). Os resultados mostraram que os ratos com inje¢do
intraperitoneal de solugdo veiculo foram habeis em discriminar o
compartimento familiar e o compartimento ndo familiar, gastando muito
mais tempo no compartimento familiar. No entanto, os ratos tratados
com pilocarpina apresentaram prejuizo na capacidade de discriminagdo
olfatéria, uma vez que gastaram o mesmo tempo nos compartimentos
familiar ¢ nd3o familiar, situagdo identificada aos 7 dias (fase de
maturagdo epiléptica) e aos 55 dias (epilepsia cronica) apos o tratamento
com pilocarpina. Estes efeitos no teste de discriminag@o olfatoria néo
parecem estar relacionados com alteragdes motoras (ndo foram
observadas alteragdes significativas no nimero de cruzamentos entre os
compartimentos, tanto na fase de maturacdo como epilepsia crdnica)
(Fig. 23B e D, respectivamente).
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Figura 23. Capacidade de discriminagdo olfatoria, avaliada aos 7 dias (fase de
maturagdo epiléptica) e 55 dias (epilepsia cronica) apds administracdo de
pilocarpina. Os animais foram colocados em uma caixa, que era dividida em
dois compartimentos idénticos, separados por uma porta aberta, onde o animal
poderia escolher entre um compartimento com serragem fresca (compartimento
ndo familiar, cinza) e outro com a serragem que o animal estava previamente
acondicionado por pelo menos 48 h antes do teste (compartimento familiar,
preto). Os dados sdo expressos como a média = E.P.M. (A e C) da porcentagem
do tempo gasto em cada compartimento ¢ (B ¢ D) o niimero de cruzamentos
entre os compartimentos durante os 5 min, (n = 12 animais em cada grupo). ***
p < 0,001 comparando a porcentagem de tempo gasto no compartimento
familiar, teste t de Student para amostras dependentes.



92

3.6.3 Reconhecimento Social

Os resultados do efeito da administracdo de pilocarpina na
memoria social de curto prazo, avaliados aos 8 dias (fase de maturagdo
epiléptica) e 56 dias (epilepsia cronica) apds o tratamento estdo
ilustrados na Fig. 24. A andlise estatistica revelou um efeito significativo
do tratamento com pilocarpina na taxa RID, tanto na fase de maturagéo
epiléptica (Fig. 24A) (p < 0,05) como nos animais com epilepsia cronica
(Fig. 24B) (p < 0,05). O tratamento com pilocarpina induziu um
aumento significativo na taxa de duragdo da investigacdo (RID), quando
o mesmo animal jovem foi reexposto 30 min apds o primeiro encontro.
Estes resultados indicam um comprometimento da capacidade de
reconhecimento social de curto prazo em ratos adultos.
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Figura 24. Efeito da administragdo de pilocarpina na memoria de
reconhecimento social avaliado aos 8 dias (fase de maturacgdo epiléptica) e 56
dias (epilepsia cronica) apds o tratamento. Os dados sdo expressos como a
média = E.P.M. (A-B) da RID (isto é, a razéo entre a segunda e a primeira
exposi¢do) quando o mesmo animal jovem foi exposto durante 5 min, com um
intervalo de 30 min (n = 12 animais em cada grupo). * p < 0,05, controle vs
pilocarpina, teste t de Student para amostras independentes.
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3.6.4 Labirinto em Cruz Elevado

Os resultados do efeito da administragdo de pilocarpina no
comportamento tipo-ansioso de ratos foram avaliados aos 9 dias (fase de
maturagdo epiléptica) e 57 dias (epilepsia cronica) apos o tratamento e
estdo representados na Fig. 25. A analise estatistica demonstrou uma
diminui¢do significativa na porcentagem de entradas nos bragos abertos,
(Fig. 25A) (p £0,001) e no tempo gasto nos bragos abertos (Fig. 25B) (p
< 0,001) nos animais tratados com pilocarpina na fase de maturagio
epiléptica, o que ¢ compativel com um aumento do comportamento tipo-
ansioso. Em contraste, no grupo de animais com epilepsia cronica, ndo
foram identificadas alteragdes significativas frente ao tratamento com
pilocarpina (Fig. 25D e E). Estes efeitos encontrados no labirinto em
cruz elevado ndo parecem estar relacionados com alteragdes motoras,
uma vez que ndo foram evidenciadas diferengas significativas no
nimero de entradas nos bragos fechados nas fases de maturagdo e
epilepsia cronica (Fig. 25C e F, respectivamente).
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Figura 25. Efeito da administracdo de pilocarpina no comportamento tipo-
ansioso de ratos avaliados aos 9 dias (fase de maturacdo epiléptica) e 57 dias
(epilepsia cronica) apds o tratamento. Os dados sdo expressos como a média +
E.P.M. (A e D) da porcentagem de entradas nos bragos abertos, (B ¢ E) tempo
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gasto nos bragos abertos, e (C e F) o numero de entradas nos bragos fechados. A
porcentagem de entrada nos bragos abertos foi calculada pelo niimero de
entradas nos bragos abertos dividido pelo niimero total de entradas nos bragos.
A porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos foi calculada pelo tempo
gasto nos bragos abertos dividido pelo tempo total gasto nos bragos. O niimero
total de entradas nos bragos fechados foi usado para medir a atividade
locomotora (n = 12 animais em cada grupo). *** p < 0,001, controle vs
pilocarpina, teste t de Student para amostras independentes.

3.6.5 Nado Forcado

Os resultados para os efeitos sobre o comportamento do tipo-
depressivo no teste do nado forgado em ratos foi avaliado aos 10 dias
(fase de maturacdo epiléptica) e 58 dias (epilepsia cronica) apos
administragdo de pilocarpina e estdo resumidos na Fig. 26. A analise
estatistica indicou uma diminui¢do significativa no tempo de
imobilidade (Fig. 26A) (p < 0,001) e um aumento no tempo de escalada
(Fig. 26B) (p < 0,05) nos animais tratados com pilocarpina na fase de
maturagdo epiléptica. Da mesma forma, o grupo de animais com
epilepsia cronica também apresentaram uma significativa diminui¢do no
tempo de imobilidade (Fig. 26C) (p < 0,001) ¢ aumento no tempo de
escalada (Fig. 26D) (p < 0,01). Estes resultados sdo consistentes com um
perfil do tipo-antidepressivo dos animais em resposta a pilocarpina.
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Figura 26. Efeitos sobre o comportamento do tipo-depressivo no teste do nado
forcado em ratos avaliados aos 10 dias (fase de maturagdo epiléptica) e 58 dias
(epilepsia cronica) apds administragdo de pilocarpina. Os dados sdo expressos
como a média = E.P.M. (A e C) do tempo de imobilidade (B ¢ D) e tempo de
escalada (n = 12 animais em cada grupo). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
controle vs pilocarpina, teste t de Student para amostras independentes.
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3.7 DISCUSSAO

Nossos resultados trazem um perfil comportamental através dos
testes de campo aberto, discriminagdo olfatoria, reconhecimento social,
labirinto em cruz elevado e nado forcado nas fases de maturacdo e
epilepsia cronica no modelo da pilocarpina de ELT. A epileptogénese ¢
um processo gradual pelo qual um cérebro normal desenvolve epilepsia,
apos a ocorréncia de uma les@o ou insulto cerebral. Nesse processo sdo
identificadas as fases de maturagdo e epilepsia cronica, na qual crises
recorrentes ¢ espontineas sdo evidenciadas. Durante a epileptogénese,
multiplas alteragdes cerebrais ocorrem, incluindo a hiperexcitabilidade
de neurdnios e/ou circuitos neurais, alteragdes na expressdo e funcgio de
receptores ¢ canais i0nicos, perda de neurdnios, neurogénese,
brotamento axonal e dendritico, gliose, processos inflamatorios entre
outras modificagdes (CAVALHEIRO et al., 1991; CAVALHEIRO et
al., 1994; DUDEK et al., 2002; HERMAN, 2002; PITKANEN et al.,
2002; SCHARFMAN, 2007; SLOVITER, 2008; LOSCHER e
BRANDT, 2010; DI MAIO et al., 2011; PITKANEN e LUKASIUK,
2011; LOPES et al., 2013; LOSCHER, HIRSCH ¢ SCHMIDT, 2015).
Algumas destas alteragdes estdo relacionadas com processos de
reparagdo pos-injuria e ndo sdo seriam consideradas modificagdes
passiveis de intervengdo com objetivo de impedir a evolugdo do
processo epileptogénico. Além disso, é provavel que cascatas de
alteracdes estruturais, moleculares e funcionais nos circuitos neurais
durante as fases de maturacdo e epilepsia cronica possam ser suficientes
e capazes de induzir transtornos neurocomportamentais na ELT
(FRITSCHY, 2008; SEO et al., 2013).

O teste do campo aberto é bem aceito como metodologia para
avaliar o comportamento do tipo exploratorio e ansioso de roedores
(PRUT e BELZUNG, 2003). O método consiste em submeter um animal
a um ambiente desconhecido a partir do qual a fuga é impedida por
paredes circundantes. Nestas condi¢des, os roedores preferem
espontaneamente a seguranca da periferia mais escura do aparelho do
que as partes brilhantes centrais do campo aberto. Os resultados sobre a
atividade locomotora, avaliada na arena de campo aberto nas fases de
maturagdo e epilepsia cronica (Fig. 22) ndo revelaram efeitos
significativos do tratamento, considerando os pardmetros de distincia
total percorrida (m), velocidade média (m/s), nimero de rearings e
groomings durante os 15 min analisados. Estes resultados concordam
com estudos anteriores que também ndo encontraram alteragdes na
atividade locomotora de ratos (BRANDT et al., 2010) e camundongos
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(GROTICKE, HOFFMANN e LOSCHER, 2007) submetidos ao modelo
da pilocarpina de ELT. No entanto, ndo podemos descartar mudangas na
atividade locomotora, uma vez que os animais foram monitorados por
apenas 15 minutos, um periodo ndo representativo ¢ insuficiente para
detectar mudancgas sutis na atividade motora em alguns casos. Além
disso, em contraste com os nossos resultados, estudos anteriores
realizados em ratos demonstraram que a pilocarpina altera a amplitude ¢
aumenta a atividade exploratoria horizontal no campo aberto
(STEWART e LEUNG, 2003; DOS SANTOS et al., 2005).

No presente capitulo, foi demonstrado que a administracdo de
pilocarpina foi capaz de promover uma perturbagdo da capacidade de
discriminagdo olfatéria tanto em ratos que se encontravam na fase de
maturagdo epiléptica como animais com epilepsia cronica. Os animais
tratados com pilocarpina passaram o0 mesmo tempo em ambos 0s
compartimentos (Fig. 23). Esta incapacidade de discriminar os
compartimentos familiar ¢ ndo familiar parece refletir um déficit na
discriminagdo olfatoria, descartando uma deficiéncia locomotora
simples, uma vez que nenhuma alteracdo no niimero de cruzamentos
entre os compartimentos foi identificada apds o tratamento com
pilocarpina. Os mecanismos que envolvem o déficit olfatorio observados
no nosso estudo ndo foram investigados, no entanto, alteragdes
neuropatologicas dentro do cortex olfatéorio apdés a injegdo
intraperitoneal de pilocarpina em ratos ja foram relatadas (TURSKI et
al., 1983). Além disso, o tratamento com pilocarpina (1-2 semanas apds
convulsdes prolongadas em ratos) pode alterar a migracdo de
neuroblastos para o bulbo olfatorio e migracdo de precursores neuronais
nas regides anteriores do cérebro (PARENT, VALENTIN e
LOWENSTEIN, 2002). Portanto, sugere-se que o déficit na
discriminagdo olfatoria possa estar correlacionado com estas alteragdes
induzidas pela pilocarpina. Através deste trabalho demonstramos
também pela primeira vez, que os danos olfatorios encontrados em
pacientes com ELT (HUMMEL et al, 2013) sdo reproduzidos no
modelo animal da pilocarpina. Hummel e colaboradores ja haviam
demonstrado que a funcdo olfatoria de pacientes com ELT era
significativamente prejudicada em comparagdo com pacientes controle,
apresentando prejuizos na identificagdo de odores caracteristicos. Além
disso, o volume do bulbo olfatério destes pacientes era menor em
comparacdo com controles (HUMMEL et al., 2013).

Noés também investigamos o impacto da administragdo de
pilocarpina na memoria de reconhecimento social de ratos adultos nas
fases de maturagdo ¢ epilepsia cronica (Fig. 24). O teste ¢ um modelo



99

particular de memoria olfatéria (SAWYER, HENGEHOLD e PEREZ,
1984) e pode envolver uma forma de memoria nio procedural de curto
prazo com base na capacidade de discriminacdo olfatéria de ratos. Os
resultados mostraram que em ambas fases, os ratos, administrados com
pilocarpina passaram significativamente mais tempo investigando o rato
jovem durante a segunda apresentagdo do que no primeiro encontro,
indicando um déficit na memoria social de curto prazo. Seguindo a linha
dos nossos achados, foi demonstrado em estudos anteriores que ratos
tratados com pilocarpina exibiam também déficits no aprendizado e
memoria visual-espacial (HOLMES et al., 2002; ZHAO et al., 2004;
KALEMENEYV et al., 2015).

No teste do labirinto em cruz clevado, a administragdo de
pilocarpina promoveu na fase de maturagdo epiléptica um aumento do
comportamento tipo-ansioso, fato evidenciado pela diminuicdo de
exploragdo dos bracos abertos (Fig. 25). Curiosamente, os animais
tratados com pilocarpina, que se encontravam na fase crdnica, néo
apresentaram diferencas significativas quando comparados ao seu
respectivo grupo controle. Em contraste com nossos resultados, um
estudo anterior realizado em camundongos demonstrou um incremento
do comportamento tipo-ansioso na fase cronica utilizando o teste “hole-
board” (GROTICKE, HOFFMANN e LOSCHER, 2007). Além disso,
foi demonstrado que o tratamento com pilocarpina diminuiu o
comportamento tipo-ansioso em ratos observados 5 meses apos a
administragdo de pilocarpina (DETOUR et al., 2005).

No teste do nado for¢ado, os ratos de ambos os grupos tratados
com pilocarpina (maturagdo ¢ epilepsia cronica) exibiram aumento na
atividade de natacdo (Fig. 26). O teste do nado forgado é amplamente
utilizado como um procedimento pré-clinico para identificagdo de
compostos com atividade antidepressiva (CRYAN, MOMBEREAU ¢
VASSOUT, 2005), uma vez que todos os antidepressivos diminuem o
tempo de imobilidade no teste, sem altera¢do na atividade locomotora.
Nossos resultados corroboram com estudos anteriores que também
observaram um decréscimo no tempo de imobilidade dos ratos
submetidos ao modelo da pilocarpina de ELT na fase cronica
(GROTICKE, HOFFMANN e LOSCHER, 2007; MULLER et al,
2009b), dados estes compativeis com uma ac¢do do tipo-antidepressiva
da pilocarpina. A explicagdo para este achado ¢ complexa, ja que
pacientes portadores de ELT apresentam altos indices de transtornos do
humor, como a depressdo. Uma possibilidade ¢ que a diminui¢do do
tempo de imobilidade observada no teste poderia estar associada com
um aumento do medo nestes animais, como observado em outros
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trabalhos (MULLER et al, 2009b). No entanto, estudos adicionais
devem ser realizados a fim de esclarecer o mecanismo desta alteracgio.
As principais alteragdes neurocomportamentais evidenciadas neste
trabalho estdo resumidas na tabela 4.

Tabela 4. Alteragdes neurocomportamentais em ratos submetidos ao modelo da
pilocarpina.

Teste comportamental Maturagdo epiléptica Epilepsia cronica
Campo aberto Sem alteragdes Sem alteragdes
Discriminagio olfatoria Dano olfatorio Dano olfatorio
Reconhecimento social Prejuizo da memoria social Prejuizo da memoria social
de curto prazo de curto prazo
Labirinto em cruz elevado  Comportamento tipo-ansioso Sem alteragdes
Nado forgado Comportamento tipo- Comportamento tipo-
antidepressivo antidepressivo

3.8 CONCLUSAO

Em conclusdo, nos demonstramos pela primeira vez que
alteragdes  neurocomportamentais  especificas  induzidas  pela
administragdo i.p. de pilocarpina podem ocorrer em um estagio inicial
(fase de maturagdo epiléptica), antes da epilepsia cronica, possivelmente
relacionada ¢ associada com as alteragOes estruturais, moleculares e
funcionais de circuitos neurais. Além disso, considerando que na fase de
maturagdo epiléptica o cérebro esteja passando por um processo de
reorganizagdo ¢ remodelagem, este periodo poderia nos oferecer uma
janela para intervengdo e tratamento, modificando ou interrompendo o
processo epileptogénico induzido pelo insulto cerebral inicial. Por fim, o
modelo da pilocarpina parece reproduzir varios dos transtornos
psiquiatricos que estdo associados com a ELT em seres humanos,
podendo assim ser utilizado como ferramenta para estudar estratégias
neuroprotetoras, bem como 0s mecanismos neurobiologicos e
psicopatologicos associados a epileptogénese.
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4 CAPITULO 1III: INVESTIGACAO DE ASPECTOS
NEUROQUIMICOS NA EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL
(ANALISE EM PACIENTES REFRATARIOS)

4.1 PROCESSO CURURGICO COMO OPCAO DE TRATAMENTO
PARA PACIENTES EPILEPTICOS REFRATARIOS

Apesar da busca incessante por uma terapia farmacologica eficaz
para a epilepsia, 20-30% dos pacientes sdo refratarios. Este grupo
apresenta um controle inadequado das crises, mesmo mediante o
tratamento apropriado com os farmacos antiepilépticos disponiveis, ou
ainda pode ocorrer um controle adequado das crises epilépticas pelo
tratamento, porém com efeitos colaterais intoleraveis (COSTA, 2002;
BELEZA, 2009). Considerando as alternativas terapéuticas existentes, o
tratamento cirurgico ¢ de longe a melhor opgdo para os casos de
epilepsia farmaco resistente (VAN OLJEN et al., 2006).

Estima-se que 70-80% das séries cirtirgicas dos casos intrataveis
farmacologicamente sejam de ELTM-EH (ENGEL, 2001). Esta
sindrome ¢é frequentemente associada a historia de um insulto
precipitante inicial (IPI) na infancia, podendo este ser uma crise
epiléptica prolongada associada ou ndo a febre, ou outro insulto
neurolégico (ex. traumatismo cranio-encefalico, meningite). Apos um
periodo variavel, em geral anos, surgem crises recorrentes as quais
podem tornar-se intrataveis farmacologicamente. Histopatologicamente
observa-se uma perda de neurdnios hipocampais associada a
reorganizagdo sinaptica caracteristica e brotamento de fibras musgosas
no giro denteado (MATHERN et al, 1998). Entretanto, é bem
reconhecido que outras estruturas cerebrais, além do hipocampo,
sofrerdo plasticidade neuronal e glial como a amigdala, neocortex e
outras areas (SPERK, DREXEL e PIRKER, 2009).

Em alguns pacientes acometidos com a doenga, a cirurgia pode
ser extremamente efetiva, reduzindo substancialmente a frequéncia ou
ainda proporcionando um controle completo das crises epilépticas. Um
estudo realizado por Wiebe e colaboradores (2001), demonstrou
claramente a eficacia do processo cirurgico comparado a intervencdo
farmacolégica em pacientes portadores de ELT. Este estudo revelou que
58% dos pacientes sujeitos a ressec¢do cirargica do foco epiléptico
permaneceram livres de crises, enquanto tal resultado apenas foi
observado em 8% dos pacientes sob tratamento clinico apropriado.
Paralelamente, os pacientes submetidos ao tratamento cirrgico
apresentaram uma menor frequéncia de crises epilépticas e melhor
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qualidade de vida (WIEBE et al., 2001). Nos adultos, a relacdo entre a
supressdo completa ou a redugdo da frequéncia das crises e o aumento
da qualidade de vida tem sido claramente estabelecida, porém esta
condigdo tem-se mostrado menos evidente em criangas (VAN OLJEN et
al., 2006).

O tratamento cirargico da epilepsia ¢ hoje largamente aceito e
reconhecido, mas pelos riscos que esta opgdo terapéutica envolve so
deve ser considerada para os pacientes cuja auséncia de resposta ao
tratamento farmacologico tenha sido cuidadosamente demonstrada
(SHETH, 2000; COSTA, 2002). Para isso, um periodo de tempo
suficiente com terapia farmacologica convencional tera que ser
dispendido de modo a ensaiar de forma metddica a eficacia de multiplos
antiepilépticos, em monoterapia ou em associagdo, documentando a
presenga de concentragdes séricas adequadas e de sinais clinicos de
toxicidade (SHETH, 2000; SHETH et al., 2000). A identificacdo de
crises epilépticas farmaco resistentes € o passo inicial mais importante
na avaliacdo pré-cirurgica (SHETH, 2000), contudo outros requisitos
terdo que ser considerados na triagem dos pacientes epilépticos
candidatos a cirurgia, como as perspectivas de um resultado satisfatorio
quanto ao controle das crises, melhoria na qualidade de vida e
possibilidade de um tratamento cirGrgico sem danos funcionais
significativos (COSTA, 2002).

A avaliagdo pré-cirargica é complexa e multidisciplinar ¢ inclui a
avaliacdo clinica, a monitorizagdo por video-EEG, testes
neuropsicologicos e a avaliagdo por neuroimagem estrutural e funcional
(COSTA, 2002). O objetivo primario da investigacdo pré-cirurgica ¢ a
identificagdo da area epileptogénica e a avaliagdo da existéncia de
eventuais processos patoldgicos subjacentes ao tecido cerebral epiléptico
(SHETH, 2000; CASCINO, 2004). Além disso, ap6s a identificagdo de
uma lesdo especifica é necessario confirmar a existéncia da relagdo atual
entre a lesdo ¢ as crises epilépticas. Também ¢ essencial assegurar que
as crises ndo sdo susceptiveis de remissdo espontinea ¢ que o local de
ocorréncia das descargas epilépticas ndo varia ao longo do tempo. Além
disso, € necessario demonstrar claramente que a regido onde a ressec¢do
cirtrgica sera feita ndo interferird com areas motoras ¢ sensoriais nem
com zonas associadas com fungdes fundamentais, como a linguagem,
memoria ou outras fungdes neuropsicologicas essenciais, cuja remogao
poderia acarretar danos mais sérios para o paciente (COSTA, 2002).

Entre os varios procedimentos cirrgicos disponiveis para o
tratamento das epilepsias, a metodologia mais usada e de potencial
curativo ¢ a excisdo do foco epileptogénico. Contudo, em determinados
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transtornos epilépticos em que a zona epileptogénica ndo ¢ facilmente
identificavel ou em que possam existir multiplos focos, o tratamento
cirirgico tera um carater fundamentalmente paliativo e consistira no
isolamento da area responsavel pela iniciacdo das crises ou na
interrupgdo da propagagdo da atividade da crise epiléptica (COSTA,
2002; KEMENY, 2002; SHAEFI ¢ HARKNESS, 2003; VAN OIJEN et
al., 2006).

Alguns autores sugerem que o principal objetivo do tratamento
cirirgico das epilepsias ¢ permitir que o paciente se mantenha num
estado de completa auséncia de crises epilépticas, sem o uso de qualquer
medicagdo antiepiléptica (KIM et al., 2005). Contudo, de acordo com os
dados publicados por Schmidt e colaboradores (2004), este objetivo
parece ser alcancado apenas em dois tercos dos pacientes. De fato, um
em cada trés pacientes que permaneceram livres de crises apos cirurgia,
apresentaram crises recorrentes associadas ao uso dos farmacos
antiepilépticos  instituidos (SCHMIDT, @BAUMGARTNER ¢
LOSCHER, 2004). Tais achados podem sugerir que para cada caso em
particular existam alteragdes neuroquimicas, histopatoldgicas e de
circuitos neurofisiologicos proximos e distantes da zona epileptogénica
que contribuam para as diferentes caracteristicas  clinico-
neurofisiologicas de epileptogénese, propagagdo das crises ¢
possivelmente, resposta ao tratamento, seja este cirurgico ou
farmacoldgico.

O tratamento cirrgico das epilepsias parece ser particularmente
mais complexo nas criangas do que nos adultos. Na verdade, nos
pacientes pediatricos a intervencdo cirirgica é executada num cérebro
em desenvolvimento e por isso com constantes alteragdes nas
caracteristicas neurobioldgicas. As intervencdes em idades precoces
apresentam um maior potencial de repercussdo no desenvolvimento da
crianga e, nessas idades, existe também uma grande plasticidade neural,
constituindo o periodo mais intenso de adaptagdo ou reorganizagdo pos-
cirrgica (COSTA, 2002). Naturalmente, ao considerar a terapia
cirtirgica em criancas ¢ adultos, os objetivos e expectativas ndo sdo
exatamente os mesmos. Nas criang¢as pretende-se controlar as crises
epilépticas sem provocar sequelas neurologicas, preservar o
desenvolvimento psicomotor, melhorar o comportamento, promover o
desenvolvimento cognitivo ¢ a aprendizagem escolar. Por outro lado,
nos adultos, além do controle das crises epilépticas outros aspectos sdo
importantes como a independéncia e integragdo no mercado de trabalho
(COSTA, 2002). Assim, independentemente da idade, procura-se ndo
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apenas o controle das crises epilépticas, mas também a integracdo social
¢ a melhoria da qualidade de vida destes pacientes.

4.2 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL E TRANSDUCAO DE SINAL

O estudo dos aspectos neuroquimicos, sistemas de sinalizagdo
inter ¢ intracelular relacionados a epilepsia visam determinar os
mecanismos moleculares envolvidos na neuroplasticidade e podem
participar da fisiopatologia da doenga. A investigagdo destes aspectos no
tecido cerebral de pacientes com ELT ¢ fundamental importancia para o
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento dos pacientes com
epilepsias refratarias. Entre os diversos alvos de importincia podemos
destacar: a) sistema glutamatérgico, via receptores NMDA, AMPA ¢
transportadores glias de glutamato; b) proteinas cinases (ex. PKA, PKC,
CaMKII, MAPKSs); ¢) proteinas fosfatases (proteinas fosfatase 1-PP1 e
calcineurina-PP2B). Neste sentido, o presente capitulo tem como
objetivo principal avaliar vias de sinalizagdo intracelular no neocortex,
amigdala e hipocampo de pacientes com ELT submetidos a lobectomia
temporal anterior-mesial. Além disso, investigar os efeitos da
administragdo de dexametasona sobre estas vias de sinalizag¢do
intracelular na amigdala. Cabe ressaltar que as variaveis clinicas e
transoperatorias dos pacientes foram controladas em todos os pacientes
submetidos ao processo cirirgico. O embasamento tedérico neuroquimico
que justifica o estudo destes alvos moleculares no tecido cerebral de
pacientes com ELT ja foi descrito no capitulo I deste trabalho.

4.3 OBJETIVOS
4.3.1 Objetivos especificos

- Determinar o nivel de fosforilagdo dos sitios Ser831 e Ser845 e o
contetdo total da subunidade GIluA1l do receptor AMPA no neocortex,
amigdala e hipocampo dos pacientes com ELT submetidos ao processo
cirirgico, e especificamente na amigdala investigar os efeitos da
administragdo de dexametasona.

- Determinar o nivel de fosforilagdo dos substratos de PKA e PKC no
neocortex, amigdala e hipocampo dos pacientes com ELT submetidos ao
processo cirurgico, e especificamente na amigdala investigar os efeitos
da administragdo de dexametasona.
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- Determinar o nivel de fosforilagdo e o contetido total da enzima
CaMKII no neocortex, amigdala e hipocampo dos pacientes com ELT
submetidos ao processo cirurgico, ¢ especificamente na amigdala
investigar os efeitos da administragdo de dexametasona.

- Determinar o nivel de fosforilagdo e o conteudo total das MAPKs
(ERK1/2, JNK p54/46 ¢ p38MAPK) no neocortex, amigdala ¢ hipocampo
dos pacientes com ELT submetidos ao processo cirargico, ¢
especificamente na amigdala investigar os efeitos da administracdo de
dexametasona.

- Determinar o contetido total dos transportadores EAAT1 ¢ EAAT2, da
proteina fosfatase 1 (PP1) e GFAP no neocortex, amigdala e hipocampo
dos pacientes com ELT submetidos ao processo cirargico, ¢
especificamente na amigdala investigar os efeitos da administracdo de
dexametasona.

4.4 MATERIAIS E METODOS
4.4.1 Pacientes

Foram incluidos neste estudo 31 pacientes adultos com ELTM-
EH farmaco resistentes, tratados cirurgicamente entre fevereiro de 2009
e dezembro de 2011 no Centro de Epilepsia de Santa Catarina
(CEPESC). Todos os pacientes apresentavam crises convulsivas com
perda de consciéncia pelo menos uma vez por més, mesmo fazendo o
tratamento adequado com pelo menos 2 medicamentos antiepilépticos.

Todos os pacientes tinham historico médico completo, semiologia
das crises, exames neurologicos, avaliacdo neuropsicologica e
psiquidtrica, analise dos picos interictal e ictal através de video-EEG, ¢
os resultados de imagem de ressonancia magnética consistentes com
ELTM-EH (SHETH, 2000). Os critérios de exclusdo foram (1)
diagnostico de uma outra sindrome epiléptica diferente da ELTM-EH
unilateral; (2) anormalidades neuroldgicas focais no exame fisico; (3)
atraso mental expresso como disfun¢do cognitiva considerada pela
avaliacdo neuropsicolégica e avaliacdo psiquiatrica; e (4) picos
interictais extra-temporais ou generalizados identificados no EEG
(ARAUJO et al., 2006; GUARNIERI et al., 2009; NUNES et al., 2011,
PAULI et al., 2012).

As variaveis clinicas controladas foram sexo, raga, lado da
esclerose hipocampal, idade, duragdo da doenga (em anos), idade de
inicio da epilepsia (convulsdes recorrentes), comorbidades psiquiatricas
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e qualidade de vida. Os pacientes foram considerados sob monoterapia
se estivessem utilizando apenas uma DAE. As DAEs foram
carbamazepina (CBZ), fenobarbital (PNB), difenilhidantoina (DPH),
acido valproico (VA), lamotrigina (LMT) ou topiramato (TPM). Os
pacientes que usavam duas ou mais DAEs (associada ou ndo com
benzodiazepinicos (BDZs) foram classificados como tratamento
politerapico. Os BDZs utilizados foram clobazam ou clonazepam.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em
conformidade com o Cédigo de Etica da Associagio Médica Mundial
(Declaragdo de Helsinki) para experimentos envolvendo seres humanos.
O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH-UFSC)
também aprovou o estudo e o consentimento dos pacientes foi coletado
antes da submissdo ao protocolo experimental.

4.4.2 Protocolo de anestesia

O protocolo anestésico utilizado, com exce¢do do tratamento com
dexametasona, foi 0 mesmo para todos os pacientes. A anestesia foi
iniciada com propofol (2 mg/kg, bolus i.v.), fentanil (2 ug/kg, bolus i.v.)
e rocuronio (0,9 mg/kg, bolus i.v.) seguido pela infusdo de remifentanil
(0,1 a 0,2 ug/kg, i.v. por 7 min) ¢ inala¢do de isoflurano (0,5 a 0,6 de
concentragdo minima alveolar). A hidratacdo foi realizada de forma
continua com infusdo i.v. de solugdo salina isotOnica, a uma taxa de 1,2
ml/kg/hora, mais metade do volume de diurese. A profilaxia antibiotica
com cefalotina (30 mg/kg) foi feita 30 minutos antes da anestesia e
repetida 4 horas mais tarde, depois das amostras de tecido cerebral
serem coletadas. A analgesia foi suplementada com morfina 0,1 mg/kg
30 minutos antes do final da cirurgia, apos as amostras de tecido
cerebral serem obtidas. Todas as drogas antiepilépticas foram mantidas
até o dia da cirurgia (dose via oral as 6 h da manha) e reintroduzidas o
mais rapido possivel apos a recuperagdo do paciente da anestesia. Os
pacientes que ainda ndo estavam sendo tratados com fenitoina
receberam 20 mg/kg de fenitoina i.v. 8 a 10 horas antes da indugdo da
anestesia ¢ uma dose adicional de 5 mg/kg i.v. e depois disso foram
colhidas as amostras de tecido cerebral. Os pacientes que ja eram
tratados com fenitoina receberam a respectiva dose oral as 6 h da manha
e a dose suplementar transoperatoria apds as amostras cerebrais serem
coletadas.
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4.4.3 Tratamento com dexametasona

Por opgdo da equipe de anestesiologia apos os 11 primeiros
pacientes submetidos ao processo cirurgico incluidos neste estudo, o
protocolo de anestesia foi modificado, incluindo a administragdo de 10
mg de dexametasona bolus i.v. imediatamente apods a intubagdo, como
uma terapia antiinflamatoria adjuvante aos 20 pacientes subsequentes
tratados cirurgicamente. A dose administrada em mg/kg para cada
paciente foi calculada dividindo-se 10 mg pelo respectivo peso. Desta
forma, temos os dois grupos experimentais deste trabalho: pacientes que
ndo receberam dexametasona (n = 11) e os pacientes que receberam o
corticoide (n = 20).

4.4.4 Cirurgia, variaveis transoperatérias e amostras de tecido
cerebral

O tecido cerebral foi obtido através da técnica padrio de
lobectomia temporal anterior-mesial. O procedimento consiste
essencialmente na ressec¢do limitada da porgdo anterior e neocortical do
lobo temporal e a ressec¢do mais extensa das estruturas temporais
mesiais (amigdala, hipocampo e giro parahipocampal) (WIEBE et al.,
2001). No presente trabalho, o neurocirurgido fez a ressec¢do do lobo
temporal que se estende até 4 cm posteriormente ao polo temporal,
incluindo o giro temporal médio e inferior. Antes da ressec¢do
neocortical temporal ser feita, 0,5 a 1 cm” de amostra neocortical (CTX)
localizada 3 c¢cm posterior ao polo temporal foi delicadamente dissecada
da substancia branca utilizando um bisturi sem termocoagulacdo prévia.
A resseccdo mesial incluiu a amigdala (AMG, 2/3) e a cabecga e corpo do
hipocampo (HIP). Depois de avaliar a regido mesial temporal no
ventriculo lateral, a AMG foi obtida utilizando pingas sem
termocoagulagdo. Depois da ressec¢do da AMG, o HIP foi removido,
rapidamente dissecado em vidro refrigerado com gelo e depois
congelado em nitrogénio liquido. O tempo total de manipulacdo do HIP
desde o inicio da termocoagulagdo vascular até a sua ressec¢do completa
foi controlado em cada caso. Todas as amostras de tecido cerebral foram
congeladas em nitrogénio liquido imediatamente ap6s a coleta e, em
seguida, transferidas para um freezer -86 ©°C, onde ficaram
acondicionadas até a realizacdo das analises neuroquimicas. Os
pardmetros hemodindmicos e respiratérios mantiveram-se estaveis
durante todos os procedimentos e ndo foram relatadas complicagdes
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transoperatorias.  Gasometria  arterial, eletrolitos, hematdcrito,
hemoglobina, pardmetros hemodindmicos (frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratoria ¢ pressdo arterial média) e os parametros acido-
base foram determinados quando as estruturas do lobo temporal mesial
(AMG e HIP) foram removidas. As varidveis hemodindmicas e
laboratoriais foram controladas, uma vez que poderiam trazer um viés de
confusdo para os resultados neuroquimicos (RONSONI et al., 2015). O
curso do tempo, desde a administragdo de dexametasona até a ressec¢do
de que cada amostra, também foi controlado. A abordagem cirtrgica foi
a mesma para todos os pacientes. Todos os procedimentos cirurgicos e
obtengdo de amostras de tecido cerebral foram feitas pelo mesmo
neurocirurgido e¢ equipe médica. O esquema de amostragem e obtencdo
do tecido cerebral ¢ apresentado na figura 27.

DEXAMETASONA
l Inicio da anestesia Tempo até retirada Tempo até retirada da
. +7 mi + i
Retirada do Ctx do Ctx (188 + 7 min) AMG e HIP (260 + 10 min)
Retirada da AMG } > | FC,FR, PAM
Termocoagulagio dos Na, K, Ca™, Mg"™
vasos do hipocampo Lactato, glicose, HT, Hb
Tempo de manipulagao Gasometrial arterial e
Ressecgdo do HIP em bloco do HIP (11,2 + 0,9 min) parimetros acido-base
4 Dissecgdo e retirada da
cabeca do hipocampo
Armazenamento freezer - 86°C Tempo de armazenamento até
. ) aanalise (7,2 até 39 meses,
Andlise do tecido cerebral média de 24 + 1,5 meses)

Figura 27. Procedimentos realizados para obtencdo do tecido cerebral.
Abreviaturas: FC, frequéncia cardiaca; FR, frequéncia respiratoria; PAM,
pressdo arterial média; HT, hematocrito; Hb, hemoglobina.

4.4.5 Analises Neuroquimicas

4.4.5.1 Preparacdo das amostras

Para avaliar o nivel de fosforilacdo dos sitios GluA1-Ser831 ¢
GluA1-Ser845, das enzimas PKA, PKC, CaMKII ¢ MAPKs, ¢ o
imunocontetdo dos transportadores de glutamato, PP1 ¢ GFAP, western
blotting foi realizado como descrito por (LEAL er al, 2002;
CORDOVA et al., 2004; POSSER et al., 2007, LOPES et al., 2012,
LOPES et al.,, 2013). As amostras de tecido cerebral (neocortex,
amigdala e hipocampo) dos pacientes com ELT tratados cirurgicamente
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foram preparadas como descrito por (OLIVEIRA et al., 2008).
Resumidamente, as amostras foram pesadas e homogeneizadas
mecanicamente na propor¢do de 1/4 (p/v) em tampdo de
homogeneizacdo (Tris 50 mM pH 7,0, EDTA 1 mm, NaF 100 mm,
PMSF 0,1 mM, NazVO; 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10% e
Cocktail inibidor de proteases). Os lisados foram primeiramente
centrifugados a 3.000 x g por 2 min, a 4°C e depois a 10.000 x g por 10
min, a 4°C para eliminar os restos celulares. Os sobrenadantes foram
diluidos 1/1 (v/v) em solugdo (Tris 100 mM pH 6,8, EDTA 4mM, SDS
8%) e aquecidos a 100°C por 5 min. A dosagem de proteinas foi
determinada conforme metodologia descrita por Peterson (PETERSON,
1977). A seguir foram adicionados nas amostras o tampao de diluigdo
(40% glicerol, 100 mM Tris, azul de bromofenol, pH 6,8) 25:100 (v/v) e
B-mercaptoetanol (concentragdo final 8%).

4.4.6 Eletroforese e eletrotransferéncia

As proteinas (70 ug por poco) foram isoladas através de SDS-
PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato
de so6dio/SDS) utilizando gel de separagdo de acrilamida com
concentracdo de 10% e gel de entrada 4%. A eletroforese foi realizada
com corrente fixa de 40 mA e voltagem maxima de 150 mV durante
aproximadamente 2 horas. Apos a corrida, os géis foram submetidos ao
processo de eletrotransferéncia e transferidos para membranas de
nitrocelulose usando um sistema semi-dry (1,2 mA/em?; 1,5 h) como
descrito por Bjerrum e Heegaard (1988). Para verificar a eficiéncia
processo de transferéncia, os géis foram corados com Coomassie blue e
as membranas com Ponceau S.

4.4.7 Imunodeteccio

As membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado em
TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM pH 7,5) por 1 hora e apds sucessivas
lavagens com TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH
7,5) incubadas overnight (4°C) com anticorpos especificos diluidos em
TBS-T contendo BSA 2% nas diluigdes: 1:1000 (anti-fosfo-GluAl-
Ser831, anti-fosfo-GluA1-Ser845, anti-total-GluA1, anti-fosfo-CaMKII,
anti-total-CaMKII, anti-EAATI1, anti-EAAT?2, anti-PP1ca e anti-GFAP)
1:2000 (anti-fosfo-PKA ¢ anti-fosfo-PKC substratos, e anti-fosfo-
ERK1/2), 1:5000 (anti-fosfo e total-JINK p54/46) 1:10000 (anti-fosfo e
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total—p38MAPK) e 1:40000 (anti-total-ERK1/2). Para a detec¢do dos

complexos imunes, as membranas foram incubadas por 1 hora com
anticorpo secundario anti-rabbit ou mouse (ligado a peroxidase) e
reveladas em filme autoradiograico apdés a emissdo de
quimioluminescéncia induzida por reagentes adicionados a membrana
de nitrocelulose, de acordo com as recomendagdes do fabricante. As
membranas foram incubadas com o anticorpo anti-B-actina (1:2000)
para verificar se a mesma quantidade de proteinas teriam sido aplicadas
no gel. O nivel de fosforila¢do foi determinado pela razdo entre a D.O da
banda fosforilada e a D.O da banda total. O imunoconteudo foi
determinado pela razdo entre a D.O da banda da proteina alvo e a D.O
da banda da B-actina (CALLONI et al., 2005; POSSER et al., 2007). As
bandas foram quantificadas utilizando o software Scion Image ®.

Devido a inexisténcia de grupo controle para as respectivas areas
cerebrais analisadas, a impossibilidade de usar tecido post-mortem
(como grupo controle) em um estudo de vias de sinalizacdo celular
reguladas por fosforilagdo (ver figura 28) e visando minimizar os vieses
interdias que possam ocorrer nas etapas do western blotting, foi criado
uma amostra chamada de balizador (BLZ.). O balizador ¢ constituido de
um pool de trés amostras de hipocampo de pacientes, homogeneizados
da mesma forma que as amostras experimentais, entretanto esta mesma
amostra foi aplicada em todas as eletroforeses realizadas. A D.O obtida
para cada alvo na amostra balizador foi sempre considerada 100%, a
partir dai, a D.O dos alvos em andlise nas amostras experimentais
presentes na eletroforese eram determinadas e relativizadas em
porcentagem do balizador. Por exemplo, se a D.O para um determinado
alvo na amostra balizador fosse 200 ¢ a D.O do alvo na amostra
experimental fosse 240, teriamos respectivamente os valores de 100 e
120% para o balizador e amostra experimental. Esta estratégia além de
diminuir o erro experimental entre as analises, permite-nos fazer
comparagdes ¢ correlagdes entre os alvos analisados nas estruturas
cerebrais.
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Figura 28. Fosforilagdo e expressdo de ERK 1/2 no coértex cerebral de ratos
jovens. As amostras referidas como controle (Ct) foram preparadas conforme
protocolo padrdo, sendo colocadas diretamente em nitrogénio liquido apods o
isolamento. As amostras referidas como (2h) foram isoladas do mesmo modo,
porém mantidas durante 2 horas a temperatura de refrigeracdo (2-8°C) e em
seguida colocadas em nitrogénio liquido. Apoés esta etapa, todas as amostras
foram homogeneizadas e preparadas para a analise por Western blot seguindo o
protocolo experimental padrdo descrito anteriormente. O blot representativo
mostra que as amostras de cortex cerebral mantidas durante 2 horas a
temperatura de refrigeragdo tiveram uma diminui¢@o drastica na fosforilagdo de
ERK 1/2. Estes dados indicam que as amostras depois de isoladas devem ser
imediatamente colocadas em nitrogénio liquido, uma vez que parece ocorrer
uma diminui¢do de fosforilagdo tempo-dependente. Esta andlise inviabiliza o
uso de tecido post-mortem para este tipo estudo, ja que precisariamos, no
minimo, de algumas horas para ter acesso e isolar as amostras cerebrais destes
pacientes.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

O nivel de fosforila¢do dos sitios GluA1-Ser831 ¢ GluA1-Ser845
no neocortex, amigdala e hipocampo dos pacientes com ELT que
receberam ou ndo tratamento com dexametasona foram analisados pelo
teste t de Student para amostras independentes. Os dados foram
expressos como média £ E.P.M. As variaveis neuroquimicas, clinicas,
laboratoriais e neurocirirgicas frente ao tratamento com dexametasona
foram analisadas pelo teste t de Student ou teste exato de Fisher.
Regressdes lineares (uni e/ou multivariadas) foram utilizadas para
investigar a associagdo independente entre o tratamento com
dexametasona e os niveis de fosforilagdo dos sitios GluA1 na amigdala.
O nivel aceitavel de significancia para os testes foi de p < 0,05. Os testes
foram realizados usando o pacote de software Statistica 7.0 ¢ o
programa SPSS 17.
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4.6 RESULTADOS

4.6.1 Western blot representativo dos alves neuroquimicos
analisados no neocortex, amigdala e hipocampo de pacientes com
ELTM-EH

As figuras dos blottings apresentadas a seguir foram obtidas apds
analise neuroquimica realizada no neocortex, amigdala e hipocampo de
pacientes com ELT tratados cirurgicamente (n = 31). As imagens
apresentadas foram escolhidas de forma aleatéria, sendo representativas
e ilustrativas, pois nd@o correspondem diretamente aos grupos
experimentais estudados neste capitulo (sem dexametasona, n = 11; com
dexametasona n = 20). Esta aba de resultados tem como objetivo,
mostrar através das imagens, a imunorreatividade dos anticorpos e a
qualidade e reproducdo da técnica nas amostras cerebrais de seres
humanos (ver figuras 29 e 30).

A _BLZ.__CTX_AMG B_BLZ_CTX_AMG _HIP
B T R AT e <— P-CaMKII
[ 1 PERCANCCEEE T L Rhenvio

<4—GluAl

(C _BLZ__CTX_AMG__HIP D_BLz.__c1x_AmMG__HIP
- —L CIX e

- -

Figura 29. Western blot representativo da subunidade GluAl do receptor
AMPA (A) e das enzimas CaMKII (B), PKA (C), PKC ¢ (D) no neocortex
(CTX), amigdala (AMG) e hipocampo (HIP) de pacientes com ELT tratados
cirurgicamente. Abreviaturas: BLZ.; balizador.

- -

Substratos fosforilados de PKA
Y
Substratos fosforilados de PKC
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Figura 30. Western blot representativo das enzimas ERK, INK e p38V™ (A-C)
dos transportadores gliais de glutamato (D-E) e das proteinas GFAP (F), PP1
(G) e B actina (H) no neocortex (CTX), amigdala (AMG) e hipocampo (HIP) de
pacientes com ELT tratados cirurgicamente. Abreviaturas: BLZ.; balizador.

Conforme colocado anteriormente, o trabalho apresentado neste
capitulo abordou 31 pacientes, 11 destes ndo receberam dexametasona e
20 receberam o corticoide como terapia antiinflamatoria adjuvante.
Foram analisadas trés regides cerebrais, porém os efeitos da
administragdo de dexametasona sobre vias de sinalizagdo intracelular foi
investigada apenas na amigdala. Os resultados obtidos da avaliagdo do
neocortex e hipocampo e a relagdo com as variaveis demograficas,
clinicas, eletrofisioldgicas, neuroimagem estrutural, funcional, aspectos
neuropsicologicos, psiquidtricos e resposta ao tratamento cirurgico estdo
sendo analisados e serdo apresentados em trabalhos posteriores.



114

Os resultados apresentados a seguir representam um manuscrito
em fase de preparacdo para submissdo a periddico da area, intitulado de
“High doses of dexamethasone decreases AMPA receptors
phosphorylation levels in amygdala: a case control study with
mesial temporal lobe epilepsy patients.”

4.6.2 Efeitos da administracio de dexametasona sobre vias de
sinalizacdo intracelular: um estudo realizado em pacientes com
ELTM-EH

Os efeitos da administra¢do de dexametasona sobre a fosforilagdo
dos sitios GluA1-Ser831 ¢ GluA1-Ser845 nas estruturas cerebrais dos
pacientes com ELTM-EH tratados cirurgicamente, sdo apresentados na
tabela 5. Devido as multiplas comparagdes (2 sitios de fosforilagdo de
GluAl em 3 estruturas cerebrais), situacdo que poderia aumentar a
chance do erro tipo I, o nivel "p" de significancia para esta analise foi
reduzido de < 0,05 a < 0,0085. Considerando os dois grupos
experimentais (n = 11 ¢ n = 20), o poder desta analise (1 - ) para
encontrarmos uma diferenca de 15% entre as médias de fosfo GluAl
entre os grupos que receberam ou ndo dexametasona foi de 90%.

Apbs a quantificagdo dos blottings realizados na amigdala (2
grupos experimentais: sem dexametasona, n = 11; com dexametasona n
= 20), a analise estatistica indicou uma diminui¢do da fosforilagdo do
sitio GluA1-Ser831 (20,9 = 2,8 % p = 0,0003) nos pacientes que
receberam dexametasona. A fosforilagdo do sitio GluA1-Ser845 ndo foi
modulada na amigdala. No neocértex a analise estatistica indicou uma
tendéncia de diminuic¢do da fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 (12,6 +
3,2 % p = 0,06) e aumento na fosforilagdo do sitio GluA1-Ser845 (14,2
+ 3,6 % p = 0,02) nos pacientes que receberam dexametasona. Por fim, a
analise dos sitios de fosforilagdo no hipocampo revelaram uma
tendéncia de diminuic¢do da fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 (12,7 +
4,0 % p = 0,10), sem alteragdes na fosforilagdo do sitio GluA1-Ser845
(ver tabela 5).
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Tabela 5. Niveis de fosforilagdo dos sitios GluA1-Ser831 e GluA1-Ser845 no
neocortex, amigdala e hipocampo de pacientes com ELT tratados
cirurgicamente, que receberam ou ndo dexametasona.

Dexametasona
Varidveis Todos os Nio (n =11) Sim (n = 20) Valor de p
casos média (E.P.M.) média (E.P.M.)
NEOCORTEX
P-GluA1-Ser831 118,6 (3,2) 126,9 (6,3) 114,3 (3,2) 0,06
P-GluA1-Ser845 112,4 (3,0) 103,1 (4,1) 117,3 (3,6) 0,02
AMIGDALA

P-GluA1-Ser831 109,3 (3,0) 122,8 (4,6) 101,9 (2,8) 0,0003***
P-GluA1-Ser845 108,1 (3,3) 108,2 (6,0) 108,0 (4,1) 0,98
HIPOCAMPO
P-GluA1-Ser831 97,0 (3,7) 105,2 (7,2) 92,5 (4,0) 0,10
P-GluA1-Ser845 104,2 (3,6) 100,5 (7,8) 106,3 (3,7) 0,46

Os valores sdo apresentados como média + E.P.M. derivado deumn=11en =
20. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student. *** p <
0,001.

Considerando que o tratamento com dexametasona provocou uma
diminui¢do significativa na fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 na
amigdala (20,9 £ 2,8 % p = 0,0003) buscamos investigar a existéncia de
uma relagdo dose-efeito entre estas variaveis. A figura 31 mostra um
efeito dose-dependente do tratamento com dexametasona sobre os niveis
de fosforilagcdo do sitio GluA1-Ser831 na amigdala dos pacientes com
ELT tratados cirurgicamente (r = 0,69; = 0,48; b = -145,6; p =
0,0002). Todas as regressdes lineares foram realizadas baseando-se no
trabalho de Ben e colaboradores (2013) (BEN et al., 2013).
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Figura 31. Regressdo linear simples indicando a existéncia de uma relagdo
dose-efeito, (dexametasona vs fosforilagdo de GluA1-Ser831) na amigdala de
pacientes com ELT tratados cirurgicamente. r = 0,69; ?=048;b= - 145,6;p =
0,0002.

Uma vez que a distribui¢do dos dados do grafico anterior ndo ¢
normal (devido a presenga dos 10 pacientes que ndo receberam
dexametasona) uma nova regressdo linear foi realizada apenas com os
pacientes que receberam o farmaco (n = 21). O grupo de pacientes que
recebeu dexametasona (10 mg, i.v.) teve uma variagdo de peso corporal
entre 48 e 90 kg, com média de 65,1 £+ 2,8 kg; as doses de dexametasona
variaram entre 0,11 e 0,21 mg/kg, com dose média de 0,15 = 0,006
mg/kg. Esta nova andlise confirma o efeito dose-dependente da
dexametasona sobre a fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 na amigdala (r
= 0,66; = 0,43; b =-284,6; p = 0,002, figura 32). Os dados obtidos da
regressdo linear, indicam que o tratamento com dexametasona pode
explicar 43% da variagdo de fosforilagdo do sitio GluAl-Ser831 na
amigdala, onde a cada 0,01 mg/kg de dexametasona administrada a
fosforilagdo de GluA1-Ser831 diminui 2,84% (ver figura 32).
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Figura 32. Regressdo linear simples indicando a existéncia de uma relagdo
dose-efeito, (dexametasona vs fosforilagdo de GluA1-Ser831) na amigdala de
pacientes com ELT tratados cirurgicamente que receberam o corticoide como
terapia antiinflamatéria adjuvante. r = 0,66; = 0,43; b= -145,6; p=0,002.

Depois de confirmado o efeito dose-dependente da dexametasona
sobre o sitio GluA1-Ser831 na amigdala decidimos investigar se este
resultado ndo poderia ser oriundo da associagdo com outras varaveis até
entdo ndo controladas, uma vez que o estudo foi realizado em pacientes.
Dessa forma, varidveis clinicas, demograficas, neurorradioldgicas,
neurofisiolégicas e cirirgicas, foram controladas nos grupos tradados ou
ndo com dexametasona. A tabela 6 ilustra resumidamente a correlagdo
entre estas variaveis.



118

Tabela 6. Varidaveis clinicas, demograficas, neurorradiologicas,
neurofisiologicas e cirirgicas de pacientes com ELT tratados cirurgicamente
que receberam ou ndo tratamento com dexametasona.

Dexametasona
— o |
p=31(%) Nio@=1) Sim@=20) Valordep
Sexo
Feminino 18 (58.1) 4(36.4) 14 (70.0)
Masculing 13 (41.9) 7(63.6) 6 (30,0 0.13
Raca
Caucasiano 27 (87.1) 9(81.8) 18 (90.0)
Outras 04 (12.9) 2(17.2) 2 (10,00 0,60
Estado civil
Solteiro 17(54.8) 8727 9 (45,00
Casado 10(32.3) 2(18) 8 (40,00
Divorciado ou viivo 4(12,9) 19.1) 3(15.00 033
Atividade de trabalho atual
Trabalhando 11(33.5) 4(36.4) 735,00
Seguro sainde 4(12,9) 7(63.6) 9 (45,00
Afastado 16 (51.6) 0 420,00 0.26
Historico de IPT*
Nio 7(22.6) 3Q273) 4(20.0)
Sim 4774 872,71 16 (30.0) 0,68
Historico familiar de epilepsia
Nio 12(38.6) 4(36,3) 8 (40,00
Segundo grau ou distante 10(32.3) 2(18.2) 8 (40,00
Primeiro grau 6(19.4) 3(273) 315,00
Desconhecido 3001 2(18) 15,00 041
Lado da lesio
Direito 16 (51.6) 4(36.4) 12 (60.0)
Esquerdo 15 (48.4) 7(63.6) 8(40.0) 027

Tratamento com DAEs "

Monoterapia 9(29,0) 6(54.5) 3(15.0)



Duas DAEs ou mais
Benzodiazepinicos
Sim
Nio
DAEs"

Sim

Dominincia manual

Destro

Canhoto
Comorbidades psiquiitricas

Sem diagndstico

Depressao

Ansiedade*

Outras condigdes psiquiatricas *

271,00

15(48.4)
16 (51.,6)

6(19.4)
25 (80.6)

19 (61,3)
12(38,7)

28 (90.3)
037

29(93.3)
2(6.5)

27(87.1)
4(129)

29(93.3)
2(6.5)

27(87.1)
4(12.9)

14 (45,2)
8(25.8)
30D
6(19.3)

50453

7(63.6)
4(364)

4(36.4)
7(63.6)

9(8L8)
2(18.)

11 (100.0)
0

9(81.8)
2(18.)

9(8L8)
2(18.)

11 (100.0)
0

9(81.8)
2(18)

4(36.3)
2(18.)
2(18.)
3(21.3)

17 (83,0

945,00
11 (35,00

210,00
18 (90,0)

10 (50,00
10 (50,00

17 (83.0)
03 (15.0)

18 (90,00
2(10,0)

18 (90,00
2(10,00

18 (90,00
210,00

18 (90.0)
2(10,0p

10 (50,00
6 (30,00
1(3.0)
315,00

119

0,04+

0.46

0,16

0,13

0,54

0.60

0.60

0.53

0.60

0.48
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Meédia (S.E.M)
Idade (anos) 364(22) 346(3.8 31327 0.57
Anos de escolaridade 6.6 (0.5) 6.0 (1.0) 6.9 (0.6) 043
Duracio da doenca (anos) 243020 238(3.1 23526 0.60
Frequéncia mensal das crises 94(1.6) 5.0(0.8) 116 (2.3) 0,05
QOLIE-31° 352047 382(3.8 33537 043
Parimetros hemodindmicos
PAM 67.5(L7) 64.0 3.0 68.8 (2.1) 0.30
Frequéncia cardiaca 73,7(22) 70,0 (4.1) 73027 0.30
Frequéncia respiratoria 11,6 (0.3) 11.7(0.5) 115 (0.8 0.88
Anilise sanguinea
pH 741 (0.07) 7.41(0,01) 742 (0,01) 0,66
PCO, 28.9(0.8) 29.6(1.5) 281009 035
HCO, 20,0 (0.3) 20,7 (0.6) 19,6 (0.3) 0.20
PO, 2290 (11.0) 2146 (25.1) 237.8(10.3) 032
Saturacio de O: 99.7(0.04) 99.6 (0,08) 99.7 (0,05 0,90
Hematocrito 35.000.7) 339014 356 (0.8) 027
Hemoglobina 125(09) 14929 11.7(0.3) 0.26
Glicose 1163 (4.9) 103.4(6.4) 121 (6.0) 0.10
Sodio 1382(3.9) 136.9(1.2) 139(1,7) 0,20
Potassio 41(0.1) 42(0.2) 41(0.1) 0.63
Calcio ibnico 42(0.1) 41(0.1) 42(0.2) 0,95
Magnésio 0.4 (0.08) 0.4 (0,02) 0.5(0.01) 0,15
Acido latico 210 1,7(0.3) 23(0.3) 022
Armazenamento das amostras (meses)’ 24,0 (1,5) 282029 215D 0,05
Tempo desde a dltima crize (horas) * 225(32) 200 (63) 239 (122) 0.82
Tempo para retirada do CTX (min.) " 1883 (7.1) 184.8(10.3) 190.0 (9,7 0.71
Tempo retirada da ANMG/HIP (min) 260.1 (10.0) 2346 (16,9) 262.8(12.8) 0.78
Tempo de manipulagio do HIP (min.) 11.2(0.9) 11.7(1.3) 11.1(1.) 0.70

Analise estatistica foi feita utilizando o teste exato de Fisher e o test t de
Student; * p < 0,05.
* IPL: insulto precipitante inicial;
DAEs: CBZ: carbamazepina, PNB: fenobarbital, DPH:
difenilhidantoina, VA: acido valproico, LMT: lamotrigina, TPM: topiramato;
¢ Transtornos de ansiedade: ansiedade generalizada (2 no grupo ndo-
dexa), fobia social (1 no grupo dexa);



121

¢ Outros distarbios psiquiatricos incluiram: transtorno disforico, psicose
pos-ictal, ansiedade pos-ictal,

¢ QOLIE-31: Sigla em inglés “Quality of Life in Epilepsy Inventory-317,
significa Inventario de qualidade de vida em epilepsia.

" Tempo de armazenamento entre a obtengdo das amostras ¢ a analise
neuroquimica;

£ Tempo desde a Gltima crise e a obtengdo do tecido cerebral,

f‘ Tempo entre a indugdo da anestesia e a retirada do CTX;

f Tempo entre a indugao da anestesia e a retirada da AMG/HIP;

) Tempo entre o inicio da termocoagulagdo dos vasos do hipocampo € a
completa ressecgdo do tecido.

As analises apresentadas na tabela 6 indicaram uma possivel
diferenca entre os pacientes que receberam ou ndo tratamento com
dexametasona para as seguintes variaveis: sexo (p = 0,13), regime do
uso das DAEs (p = 0,04), uso de PNB (p = 0,13), frequéncia mensal das
crises (p = 0,05), niveis séricos de glicose (transoperatorio) (p = 0,10) e
tempo de armazenamento das amostras (p = 0,05). Considerando estes
dados criamos um modelo para investigar a correlacdo entre estas
variaveis e os niveis de fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831. A tabela 7
ilustra os resultados desta analise, onde somente as variaveis sexo, oS
niveis séricos de glicose e o tratamento com dexametasona apresentaram
uma a associagdo com os niveis de fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831
na amigdala.
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Tabela 7. Modelo para avaliar a associacdo de variaveis com os niveis de
fosforilagdo do sitio GluAl-Ser831 na amigdala de pacientes tratados
cirurgicamente.

Varidveis P-GluA1-Ser831 na AMG Valor de p
média (E.P.M.)
Sexo
Feminino 103 (3,6)
Masculino 117,4 (4,5) 0,02* 2
Tratamento com DAEs
Monoterapia 114 (5,0)
Duas DAEs ou mais 109 (3,9) 0,512
DAEs - PNB
Nio 111,7 (3,8)
Sim 105,4 (4,9) 0,328
Coeficientes da regresséo linear
b ) r2
Frequéncia mensal das crises -0,26 0,15 0,02 0,44 ®
Niveis séricos de glicose -0,19 0,32 0,10 0,12"
Tempo de armazenamento amostras 0,36 0,19 0,04 0,30
Dose de dexametasona (mg/kg) -145,6 0,69 0,48 0,00002%** b

Associagdo avaliada utilizando teste t de Student” ou regressdo linear”. * p <
0,05, *** p <0,001.

Como modelo final criamos uma regressdo linear multipla com as
variaveis, sexo, niveis séricos de glicose ¢ tratamento com
dexametasona. Apos a analise multivariada apenas o tratamento com
dexametasona permaneceu associado de forma independente com os
niveis de fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 na amigdala (r = 0,73; =
0,47; b = - 131,1; p = 0,001, tabela 8). Estes resultados refor¢am a
analise ¢ ideia anterior que ja indicava uma alta correlacdo entre as
variaveis: dose de dexametasona vs fosforilagdo de GluA1-Ser831. Por
fim, podemos sugerir que este achado (efeito dose-dependente da
dexametasona sobre a fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 na amigdala)
ndo parece estar relacionado a vieses de confusdo, uma vez que as
variaveis clinicas, demograficas, neurorradiologicas, neurofisioldgicas e
cirtrgicas, foram controladas nos grupos tradados ou ndo com
dexametasona.
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Tabela 8. Modelo para avaliar a associagdo independente de variaveis com os
niveis de fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 na amigdala de pacientes tratados
cirurgicamente.

Variaveis b Valor de p
Constante da regressio linear 134,8 <0,0001
Sexo -0,90 0,85
Niveis séricos de glicose -0,10 0,33
Dose de dexametasona (mg/kg) -131,1 <0,0001%**

Associagdo avaliada utilizando regressdo linear. r = 0,73; = 0,47, b=-131,1;
p=0,001; *** p <0,001.

Considerando a plausibilidade biologica de interacdo e os
mecanismos regulatorios que envolvem a modulagdo por fosforilagdo do
sitio  GluA1-Ser831 decidimos investigar se o tratamento com
dexametasona além de diminuir a fosforilagdo do sitio ndo poderia estar
modulando enzimas regulatorias chave (cinases, fosfatases entre outros
alvos), que direta ou indiretamente podem contribuir para o balango
final dos niveis de GluA1-Ser831 fosforilado. A tabela 9 indica os alvos
moleculares modulados pelo tratamento com dexametasona nos
pacientes com ELT tratados cirurgicamente.
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Tabela 9. Niveis de fosforilagio (PKA, PKC, CaMKII, ERK, JNK, p38"*™) ¢
expressdo (GluAl, EAATs, GFAP, PP1) de alvos moleculares analisados na
amigdala de pacientes com ELT tratados cirurgicamente, que receberam ou nao
dexametasona.

Dexametasona
Alvos analisados Niao (n=11) Sim (n = 20)
) média (EP.M.)  média (EP.M) Y 2lordep

AMIGDALA

GluAl 96,8 (3,8) 97,8 (2,8) 0,83
P-PKA 120,9 (5,8) 125,1 (6,5) 0,67
P-PKC 122,6 (5,5) 119,9 (5,5) 0,51
P-CaMKII 127,6 (9,9) 105,2 (3,7) 0,02*
P-ERK1 98,6 (5,1) 91,6 (3,9) 0,29
P-ERK2 96,6 (2,4) 98,8 (3,4) 0,87
P-JNKp46 99,8 (3,6) 100,4 (4,2) 0,93
P-JNKp54 100,68 (4,4) 99,5 (95,5) 0,89
P-p38MAPK 102,8 (2,8) 105,3 (2,3) 0,52
EAAT1 98,1 (6,4) 94,1 (5,4) 0,65
EAAT2 90,2 (4,3) 95,5 (3.,5) 0,36
GFAP 110,7 (4,0) 106,8 (1,9) 0,35
PPlca 94,6 (2,8) 94,8 (2,0) 0,82

Os valores sdo apresentados como média + E.P.M. derivado deumn=11en =
20. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student. * p <0,05.

Dentre os alvos analisados que poderiam modular diretamente a
fosforilacdo do sitio GluA1-Ser831, seja de forma positiva (PKC e
CaMKII) ou negativa (PP1), apenas a ativacdo da enzima CaMKII foi
alterada frente ao tratamento com dexametasona. Classicamente
acoplada a fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831, a fosforilagdo/ativacdo
de CaMKII foi diminuida (22,4 + 3,7 %, p = 0,02). A queda na ativacdo
da enzima CaMKII poderia estar relacionada com a diminui¢do de
fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831. Foram avaliados também alvos que
poderiam exercer efeitos regulatorios indiretos sobre a fosforilagdo do
sitio GluA-Ser831 (ARAKI et al, 2015), no entanto nenhuma das
MAPKs ou transportadores gliais de glutamato (EAATs) foram
modulados a nivel de fosforilagdo e/ou expressdo frente ao tratamento
com dexametasona.
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4.7 DISCUSSAO

No presente capitulo foi avaliado o perfil de fosforilagdo dos
sitios GluA1-Ser831 e GuA1-Ser845, das enzimas PKA, PKC, CaMKII,
ERK 1/2, JNK p54/46 ¢ p38"*** bem como o imunocontetdo das
proteinas EAATI1, EAAT2, PP1 e GFAP, todos analisados no neocortex,
amigdala e hipocampo de pacientes com ELTM-EH tratados
cirurgicamente. Considerando a administragio de dexametasona,
investigamos o efeito deste fairmaco sobre estas vias de sinalizagdo
intracelular na amigdala dos pacientes farmaco resistentes.

Apesar da busca incessante por uma terapia farmacologica eficaz
para a epilepsia, 20-30% dos pacientes sdo refratarios (COSTA, 2002;
BELEZA, 2009). Se for considerado as alternativas terapéuticas
existentes, o tratamento cirurgico é de longe a melhor opg¢do para os
casos de epilepsia farmaco resistente (VAN OIJEN er al., 2006). A
lobectomia temporal anterior-mesial é o tipo de cirurgia de epilepsia
mais realizado em todo o mundo. O procedimento consiste
essencialmente na ressec¢do limitada da porgdo anterior e neocortical do
lobo temporal e a ressec¢do mais extensa das estruturas temporais
mesiais (amigdala, hipocampo e giro parahipocampal) (WIEBE et al.,
2001).

A amigdala ¢ uma pequena, mas importante regido cerebral que
faz parte do sistema limbico e estd envolvida na produgdo de uma
resposta ao medo e outras emog¢des negativas. Esta regido é fundamental
para a autopreservacdo da espécie por ser o centro identificador do
perigo, gerando medo e ansiedade e colocando o animal em situagdo de
alerta, aprontando-se para se evadir ou lutar. Ela se interconecta com o
hipocampo, os nucleos septais, a area pré-frontal e o nucleo dorso-
medial do talamo. Essas conexdes garantem seu importante desempenho
na mediacdo e controle das atividades emocionais de ordem maior,
como amizade, amor e afeicdo, nas exteriorizacdes do humor e,
principalmente, nos estados de medo e ira ¢ na agressividade. A
amigdala é quem processa a informacdo sensorial em termos de
memoria emocional (SALZMAN e FUSI, 2010; FERNANDO,
MURRAY e MILTON, 2013; DE ALMEIDA, CABRAL ¢ NARVAES,
2015).

A sensacdo de medo iniciada por uma ameaca ambiental, por
exemplo, desencadeia uma série de mecanismos de resposta ao estresse,
um estado de alarme que promove uma série de alteragcdes autonémicas
e enddcrinas fundamentais para autopreservacdo. A resposta ao estresse
inclui a liberagdo de glicocorticoides sintetizados no cortex da adrenal e
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catecolaminas a partir da medula da adrenal e nervos simpaticos. Esses
hormdnios do estresse, por sua vez, fornecem “feedback” para o cérebro
e agem sobre estruturas neurais que controlam a emocdo e cognicdo,
alterando propriedades morfologicas e eletrofisioldégicas de neurdnios
em areas do cérebro que sdo cruciais para os processos de medo
condicionado, incluindo a amigdala, hipocampo e o cortex pré-frontal
(RODRIGUES, LEDOUX e SAPOLSKY, 2009).

Os glicocorticoides sdo uma classe de hormdnios esteroides
caracterizada pela habilidade de se ligar com o receptor de cortisol ¢
desencadear efeitos similares (STAHN er al., 2007). O cortisol € o
principal glicocorticoide enddgeno, a concentragcdo presente no sangue
sofre variacdo nas varias fases do dia (ritmo circadiano), com niveis
mais altos pela manha e niveis mais baixos a noite, apos varias horas do
inicio do sono. Estima-se que a produgdo diaria de cortisol seja em torno
de 12-15 mg/dia (ESTEBAN e YERGEY, 1990). Considerado um
hormonio essencial para a vida, o cortisol regula fungdes
cardiovasculares, metabdlicas, imunoldgicas ¢ homeostaticas (STAHN
et al., 2007). E importante salientar que mesmo em concentragdes
elevadas durante a resposta inflamatoria ou em situagdes de estresse, 0s
niveis dos hormodnios enddgenos ndo alcangam os valores plasmaticos
encontrados na terapia farmacoldgica, o que pode levar a mecanismos
moleculares de agdo distintos entre os hormonios secretados e os
sintéticos.

A maioria dos efeitos antiinflamatérios dos glicocorticoides ¢
desencadeada pela acdo gendmica. Eles atravessam facilmente a
membrana plasmatica devido a sua estrutura lipofilica, ligando-se a
receptores citoplasmaticos. Este complexo ¢ translocado para o nucleo,
onde se liga a sequéncias especificas do DNA denominadas GREs
(glucocorticoid-responsive elements). A ligagdo do horménio resulta na
inducdo de sintese de proteinas antiinflamatorias (IL-10, anexina A-1 e
1IkB) (ALMAWI ¢ MELEMEDIJIAN, 2002; SCHACKE, DOCKE ¢
ASADULLAH, 2002; STAHN et al., 2007). Entretanto, alguns dos
efeitos dos glicocorticoides sdo observados apds um curto periodo de
tempo ¢ ndo poderiam ser explicados pelos mecanismos genomicos.
Tem sido proposto trés mecanismos de acdo niao gendmicos: 1)
interagdes ndo especificas dos glicocorticoides com membranas
celulares; 2) efeitos ndo gendomicos mediados pelo receptor
citoplasmatico e 3) interagdes especificas com receptores de membrana
(LOWENBERG et al., 2008; BOLDIZSAR et al., 2010).

Os mecanismos moleculares da acdo dos glicocorticoides ainda
ndo estdo completamente esclarecidos, porém sabe-se que a
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concentra¢do do hormdnio na célula alvo € um fator determinante para o
seu sitio de agdo. Dentro da classe dos glicocorticoides a dexametasona
¢ um dos antiinflamatorios mais utilizados na clinica. Os corticoides
sintéticos sdo mais potentes que o cortisol endogeno, exceto a
hidrocortisona que apresenta poténcia semelhante. Estima-se que a
dexametasona seja 25 vezes mais potente que o cortisol (MEIKLE e
TYLER, 1977). Considerando que um grupo de pacientes com ELTM-
EH recebeu 10 mg de dexametasona como terapia antiinflamatoria
adjuvante, ¢ que a sua poténcia ¢ 25 vezes maior (comparada a poténcia
do cortisol), no momento da cirurgia estes pacientes apresentavam
concentragdes séricas de corticoide 20 vezes superior a produgdo diaria.
Estes altos niveis de dexametasona, associado a niveis de cortisol
matinal e o estresse causado pelo medo do processo cirurgico, podem
exercer efeitos regulatorios sobre areas cerebrais relacionadas a emocgdes
negativas, como no caso a amigdala.

A administragdo de dexametasona provocou uma diminui¢do
significativa na fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 na amigdala dos
pacientes tratados cirurgicamente. Este efeito foi dose-dependente,
sendo que a cada 0,01 mg/kg de dexametasona administrada a
fosforilagdo de GluA1-Ser831 diminuiu 2,84%. Em contraste, a
fosforilagdo do sitio GluA1-Ser845 nao foi alterada pela dexametasona.
Este efeito sobre a fosforilagdio do sitio GluAl-Ser831 ndo esta
relacionado a variaveis clinicas, demograficas, neurorradiologicas,
neurofisioldgicas e cirargicas, uma vez que todas estas condi¢des foram
controladas nos pacientes tradados ou ndo com dexametasona.

Os niveis de fosforilagdo dos sitios GluA1-Ser831 e GluAl-
Ser845 do receptor AMPA s3o modulados pela atividade de enzimas
cinases ¢ fosfatases Esse processo de fosforilacdo sitio especifico parece
ser importante para induc¢do/manutencdo da potenciacdo de longa
duragdo (LTP) e o proprio aprendizado e memoria. Por outro lado, a
defosforilagdo individual ou combinada desses residuos, por PP1 e
PP2B parece ser importante para endocitose do receptor e
estabelecimento de depotenciagdo sinptica (LTD) (KANNO et al.; DIN
et al., 2010; SANDERSON e DELL'ACQUA, 2011). Dentre as
moléculas que poderiam modular diretamente a fosforilagdo do sitio
GluA1-Ser831, seja de forma positiva (PKC e CaMKII) ou negativa
(PP1), apenas a ativagdo da enzima CaMKII foi alterada frente ao
tratamento com dexametasona. Paralelo a queda de fosforilagdo do sitio
GluA1-Ser831, o tratamento com dexametasona diminuiu a
fosforilagdo/ativagdo de CaMKII. Esta queda na ativacdo da enzima
CaMKII poderia explicar a diminui¢do de fosforilagdo do sitio GluA1l-
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Ser831. Foram avaliados também alvos que poderiam exercer efeitos
regulatorios indiretos sobre a fosforilagdo do sitio GluA-Ser831
(ARAKI et al, 2015), no entanto nenhuma das MAPKs ou
transportadores gliais de glutamato (EAATSs) foram modulados a nivel
de fosforilagdo e/ou expressao frente ao tratamento com dexametasona.

Os mecanismos regulatorios ¢ as implicagdes das alteragdes
neuroquimicas provocadas pela dexametasona sdo complexas e devem
ser investigadas. Sabe-se que o estresse agudo provocado por altos
niveis de dexametasona aumenta a inser¢do de receptores AMPA no
espaco sinaptico no hipocampo (WHITEHEAD et al., 2013). Além
disso, o tratamento com dexametasona provoca alteragdes na
composicdo e fun¢do do receptor NMDA no hipocampo. Estas
modificagdes parecem estar relacionadas a déficits na plasticidade
sinaptica hipocampal e aprendizagem espacial (KAMPHUIS et al.,
2003). Contudo, os efeitos da dexametasona sobre GluA1l na amigdala
nunca foram investigados.

Nossos resultados indicaram que a queda de fosforilagdo do sitio
GluA1-Ser831 ¢ CaMKII na amigdala ndo foi acompanhada por
alteragdes no imunoconteido da subunidade catalitica da proteina
fosfatase 1 (PPlca). No entanto, ndo podemos descartar possiveis
alteragdes na atividade de PP1, além disso, outras proteinas fosfatases
tais como a proteina fosfatase 2A (PP2A) e 2B (calcineurina (CAN))
também podem defosforilar GluA1l e CaMKII e ndo foram analisadas
neste trabalho (BANKE et al., 2000; LEE et al., 2000; SANDERSON ¢
DELL'ACQUA, 2011). Esta hipotese (ativacdo de fosfatases) pode ser
sustentada por um estudo realizado em cultura celular (cardiomidcitos),
onde o tratamento com dexametasona foi capaz de aumentar o
imunoconteido de calcineurina (SANGEETHA, LAKSHMI e
NIRANJALI DEVARAJ, 2015). Além disso, existem evidéncias que os
niveis de calcio intracelular podem ser modulados frente ao tratamento
com corticoides (TAKAHASHI et al., 2002), tal alteragdo poderia
influenciar tanto na atividade de calcineurina como CaMKII, refletindo
possivelmente alguns dos mecanismos moleculares da dexametasona.
Como balango final, os mecanismos de potenciagdo sindptica poderiam
estar sendo alterados na amigdala dos pacientes que receberam
dexametasona, hipdtese respaldada pela queda de fosforilagdo de
CaMKII e GluA1-Ser831.
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4.8 CONCLUSAO

Em concluséo, o trabalho demonstrou pela primeira vez os efeitos
da dexametasona sobre a fosforilagdo da subunidade GluA1 do receptor
AMPA na amigdala de pacientes com ELTM-EH tratados
cirurgicamente. Uma simples dose de dexametasona causou uma
diminuicdo na fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 ¢ da enzima CaMKII.
Esta diminuicdo de fosforilagdo do sitio GluA1-Ser831 parece ser
proveniente da queda de ativagdo de CaMKII, uma vez que ambas sdo
downreguladas pela dexametasona na amigdala. Como mecanismo
secundario pode-se sugerir a participacdo e ativacdo de enzimas
fosfatases nesta circuitaria molecular, indicando possivelmente alguns
dos efeitos rapidos deste corticoide. Por fim, nossos achados contribuem
para o entendimento dos mecanismos neuroquimicos envolvidos na
resposta ao estresse induzido pela dexametasona na amigdala de
pacientes com ELTM-EH tratados cirurgicamente.

Como capitulo final desta tese, apresento os resultados obtidos
durante estagio de Doutorado Sanduiche no Exterior, realizado entre
agosto de 2014 e fevereiro de 2015. O trabalho foi realizado no
Departamento de Farmacologia Molecular do Albert Einstein College of
Medicine em New York, supervisionado pelo professor Dr. Lloyd D.
Fricker.
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5 CAPITULO IV: CARBOXIPEPTIDASE A6 E MOLECULAS DE
SINALIZACAO CELULAR NO MODELO DE CRISES
CONVULSIVAS INDUZIDAS POR PTZ E PILOCARPINA EM
ZEBRAFISH

5.1 ZEBRAFISH

O zebrafish (Danio rerio), conhecido popularmente por peixe-
zebra ou “paulistinha”, é um teledsteo de 2-4 cm pertencente a familia
Cyprinidae, o qual foi utilizado pela primeira vez para pesquisas
cientificas por George Streisinger no Instituto de Tecnologia da
Califérnia (EUA) (GRUNWALD e EISEN, 2002). Devido ao seu ovo
ser translucido e possuir um rapido desenvolvimento (2 meses), adquiriu
grande aplicabilidade para estudos relacionados a biologia do
desenvolvimento ¢ embriogénese (LELE ¢ KRONE, 1996; STERN e
ZON, 2003). Além disso, o pequeno espago requerido para a
manutencdo, o baixo custo ¢ a praticidade para triagens em larga escala
sdo outras caracteristicas que tornaram esta espécie extremamente
atrativa quando comparado a outros modelos animais (LIESCHKE e
CURRIE, 2007).

Na ultima década houve um progresso consideravel no estudo da
genética ¢ da gendmica do zebrafish. Em 2001, o Instituto Sanger
comegou o sequenciamento do genoma dessa espécie ¢ a identificacdo
de regides codificadoras (VOGEL, 2000; STERN e ZON, 2003). O
zebrafish possui diversos genes evolutivamente conservados e apresenta
um alto grau de homologia em torno de 70% com genes de mamiferos
(BARBAZUK et al., 2000; LIESCHKE e CURRIE, 2007).

Desde os anos 60 e principalmente nas ultimas décadas, o
zebrafish tem franca expansdo nas areas da bioquimica (TAYLOR et al.,
2004; RICO et al, 2011), neurociéncias (EDWARDS e MICHEL,
2002), farmacologia (GOLDSMITH, 2004) e da biologia do
comportamento (EGAN et al., 2009; BLASER ¢ ROSEMBERG, 2012;
ROSEMBERG et al., 2012). Por apresentar pequeno tamanho e facil
absor¢do de compostos diluidos em agua, a quantidade em gramas das
moléculas teste passa a ser uma fragdo reduzida daquela necessaria para
roedores (GOLDSMITH, 2004). Isto facilita e reduz custos dos
processos de triagem em larga escala de possiveis compostos com agdo
terapéutica (STERN e ZON, 2003; RICO et al., 2011).

A necessidade do desenvolvimento de novas DAEs que venham a
diminuir a porcentagem de pacientes epilépticos refratarios demanda um
desafio na triagem de novos compostos anticonvulsivos. Isto reforca a
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necessidade do desenvolvimento de novos modelos animais de crises
convulsivas e epilepsia (LOSCHER, 2011). Como os modelos de
roedores apresentam um alto custo de manutencdo e dificil manipulagdo
genética, outros organismos emergem como alternativas uteis para a
triagem inicial de farmacos ou mutacdes genéticas relacionadas a
epilepsia (BERGHMANS et al., 2007). Apesar de nos ultimos anos os
invertebrados (Caenorhabditis elegans e a Drosophila melanogaster)
fornecerem achados sobre epilepsia, a auséncia de um sistema nervoso
complexo limita sua aplicabilidade (BARABAN, 2007). Desta forma, o
zebrafish apresenta um grande potencial como modelo animal para o
estudo da epilepsia. Além de ser um vertebrado, apresenta homologia
fisiologica e similaridade dos constituintes da barreira hematoencefalica
ao comparar-se com humanos (BARBAZUK et al., 2000; JEONG et al.,
2008; RICO et al., 2010; ELICEIRI, GONZALEZ ¢ BAIRD, 2011).

5.1.1 Zebrafish: ferramenta para o estudo de crises convulsivas

O ano de 2005 marca o inicio da aplica¢do deste modelo animal
nos estudos envolvendo crises epilépticas. Baraban e colaboradores
(2005) publicaram um trabalho pioneiro no qual submeteram larvas de
zebrafish a diferentes concentragdes de pentilenotetrazol. O resultado foi
visto como uma manifestagdo convulsiva tonico-clonica. Além disso, os
autores observaram também uma atividade eletroencefalografica
epileptiforme no SNC das larvas, bem como o aumento na expressdo de
sinalizadores de atividade neuronal (c-Fos) (BARABAN et al., 2005).
Apos este estudo, Berghmans e colaboradores (2007) demonstraram pela
primeira vez, a aplicabilidade deste modelo na triagem de compostos
anticonvulsivos. Utilizando os critérios para observagdo das crises
convulsivas descritos por Baraban (2005), ¢ placas de 96 pocgos,
colocaram uma larva de =zebrafish por pogo, adicionando
pentilenotetrazol (PTZ), ou PTZ + o composto a ser testado, realizando
assim uma vasta triagem de compostos classicamente aplicados em
humanos. Tdo importante quanto a aplicabilidade do modelo foram os
achados frente as respostas a DAEs classicas (BERGHMANS et al.,
2007). O modelo de roedor induzido por PTZ responde limitadamente a
DAESs que atuam via sistema GABAérgico (LOSCHER, 1984). Contudo
neste estudo, além desta mesma resposta vista no modelo de roedor,
farmacos que atuam por outras vias, como por exemplo, a
glutamatérgica, também apresentaram resposta  anticonvulsiva
(BERGHMANS et al., 2007). Este achado indica que podemos realizar
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uma ampla triagem farmacoldgica com um tUnico modelo de crises
convulsivas, diferentemente do observado em roedores.

5.1.1.1 Pentilenotetrazol (PTZ)

O pentilenotetrazol ¢ um agente convulsivo capaz de gerar tanto
crises agudas, quanto cronicas (método do abrasamento) (TAKECHI et
al., 2012). E um dos compostos mais utilizado nos altimos 60 anos com
o propésito de desenvolvimento de DAEs (LOSCHER, 2011). Apds
uma administragdo subcutanea (s.c.) ou intraperitoneal (i.p.) de PTZ em
roedores, os animais apresentam crises convulsivas do tipo tonico-
clonica com duragdo de aproximadamente 5 min (BRITO et al., 2006).
Recentemente este composto também vem sendo utilizado para
mimetizar crises convulsivas em zebrafish (BARABAN et al., 2005). A
a¢do convulsiva do PTZ deve-se principalmente ao seu antagonismo nio
competitivo sobre os receptores GABA-A, diminuindo assim a agdo
inibitoria do GABA no SNC (RAMANJANEYULU e TICKU, 1984).

O GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitorio do SNC
(ROWLEY et al., 2012). Ao ser liberado pelo neurdnio pré-sinaptico,
este neurotransmissor atua em receptores ionotropicos (GABA-A e
GABA-C) (LAURIE, WISDEN e SEEBURG, 1992; PERFILOVA ¢
TIURENKOYV, 2011) ou metabotropicos (GABA-B) (BOWERY, 1997),
localizados tanto na pré-sinapse, quanto na pds-sinapse. Ao ligar-se no
receptor GABA-A na poés-sinapse, o GABA promove a abertura do
canal i6nico, permitindo o influxo de ions CI e o efluxo de fons K™ do
neurdnio alvo, resultando na hiperpolarizacdo do mesmo (SIEGHART e
SPERK, 2002). A medida que o PTZ chega ao SNC, ele se liga aos
receptores GABA-A impedindo a acdo do neurotransmissor,
consequentemente bloqueando o influxo de ions CI e o efluxo de ions
K" da célula neuronal (RAMANJANEYULU e TICKU, 1984). Devido a
sua acdo antagonista sobre os receptores GABA-A, o PTZ provoca um
desequilibrio no balango excita¢do/inibicdo no SNC, resultando na
hiperexcitabilidade neuronal ¢ gerando uma crise epiléptica generalizada
(FERANDO ¢ MODY, 2012).

5.1.1.2 Pilocarpina

Como ja descrito no capitulos I e 11, o modelo da pilocarpina em
roedores é altamente isomoérfico com a ELT em humanos, e tem sido
amplamente utilizado em laboratdrios de pesquisa por todo o mundo
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(HAMILTON et al.,, 1997, PRIEL ¢ ALBUQUERQUE, 2002). A
pilocarpina parece induzir o estado epiléptico por intermédio dos
receptores muscarinicos, provocando um desequilibrio entre excitacdo ¢
a transmissdo inibitoria (TURSKI er al., 1983). Recentemente alguns
trabalhos vém demonstrando a aplicabilidade e uso da pilocarpina como
agente indutor de crises epilépticas em zebrafish, produzindo descargas
elétricas aberrantes e generalizadas. (EDDINS er al, 2010;
VERMOESEN et al., 2011). Diferentemente do PTZ que provoca crises
convulsivas tonico-clonicas, a pilocarpina aumenta claramente a
atividade locomotora destes animais, alteragdo esta que pode ser
utilizada como um index de estimulagdo. Além disso, este aumento da
atividade locomotora é revertido pela administragdo de antidepressivos
combinado com pilocarpina (VERMOESEN et al., 2011).

5.2 PREDISPOSICAO GENETICA E EPILEPSIA

Durante a ultima década, a predisposicdo genética para varios
tipos de epilepsia tem sido associada a mutagcdes em uma variedade de
genes e, ndo surpreendentemente, a maioria destes genes codificam
componentes de canais i6nicos (GUTIERREZ-DELICADO ¢
SERRATOSA, 2004; LERCHE et al., 2013). No entanto, uma variedade
de outros genes envolvidos no desenvolvimento cerebral e sinalizagdo
celular sdo também conhecidos por estarem associados com o
aparecimento de crises convulsivas (NOEBELS, 2003; STEINLEIN,
2004; SALZMANN e MALAFOSSE, 2012). Dentre estes genes
podemos citar a recente descoberta de mutacdo no gene GAL, precursor
do neuropeptideo galanina (GUIPPONI et al., 2015). Os mecanismos
pelo qual as muta¢des nestes genes provocam crises convulsivas sdo
complexos e muitas vezes indiretos. Dessa forma, a investigagdo destes
eventos ¢ crucial para entender o envolvimento da predisposi¢do
genética no aparecimento da epilepsia, e, finalmente, o desenvolvimento
de novos diagnoésticos e tratamento.

O zebrafish nos fornece uma alternativa vantajosa para a
manipulacdo genética, reproducdo econdmica ¢ descoberta de drogas
através de estudos in vivo (DELVECCHIO, TIEFENBACH ¢ KRAUSE,
2011; LESSMAN, 2011; RINKWITZ, MOURRAIN e BECKER, 2011).
Idealmente, um modelo animal deve ser baseado numa conhecida causa
genética da doenga, demonstrar com precisdo as principais
caracteristicas da doenca (epilepsia), e responder, ou ndo, a terapias
comumente usadas em pacientes com a doenca (validagdo
farmacoldgica). Se bem sucedido, esse modelo pode nos trazer
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informagdes para a compreensdo da doenga e assim catalisar
exploragdes para novas terapias.

Recentemente a proteina carboxipeptidase A6 (CPA6) vem sendo
associada com o aparecimento de convulsdes febris (CF) e ELT em
humanos (SALZMANN et al., 2012; SAPIO et al., 2012). Embora as
CF e a ELT sejam eventos distintos, 25% dos pacientes com ELT e
esclerose hipocampal mostram CF durante a infincia (BAULAC et al.,
2004). Alguns autores colocam as CF e a ELT como patologias
complexas com predisposicdo genética. Esta hipotese ¢ apoiada pela
recente identificagdo de mutagdes no gene da enzima CPA6 em
pacientes com CF e ELT associado, e pacientes com ELT independente
(SALZMANN et al., 2012).

5.2.1 Catailise em C-terminal: uma modificacio realizada por
carboxipeptidases

A maioria, se ndo todas as proteinas que sofrem modificagdes
pos-traducionais tem suas propriedades funcionais afetadas. Estas
modificagcdes podem estar relacionadas com a ativagdo ou inibicdo da
atividade da proteina. Ha também exemplos em que uma modificacdo
em particular desempenha um papel modulador complexo, ativando
certas propriedades, inibindo outras. Entre os tipos de modifica¢des mais
estudadas podemos citar a fosforilagdo (abordada nos capitulos
anteriores), glicosilagdo, e a protedlise. O ultimo grupo inclui mais de
500 proteases ¢ peptidases que sdo conhecidas (QUESADA et al.,
2009). Enquanto s@o costumeiramente relacionadas a processos de
degradacdo nas células, proteases e peptidases também podem ativar ou
modular a atividade de proteinas ¢ peptideos. As proteases e peptidases
estdo divididas em duas grandes categorias com base na localizagdo da
clivagem sobre a proteina substrato. As endoproteases/endopeptidases
clivam ligagdes peptidicas localizadas em qualquer parte da proteina,
enquanto que exoproteases/exopeptidases requerem um C ou N-terminal
proximo do local de clivagem. As aminopeptidases clivam proteinas e
peptideos a partir do N-terminal, frequentemente um ou dois residuos de
cada vez, dependendo da enzima. Em contraste, carboxipeptidases (CPs)
clivam proteinas e peptideos a partir do C-terminal, usualmente um
residuo de cada vez. A liberagdo de aminoacidos do C-terminal é um
processo generalizado que desempenha um papel na degradagio,
processamento, ¢ modulagdo de proteinas e peptideos (QUESADA et
al., 2009).
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5.2.2.1 Carboxipeptidase A6 (CPA6)

A enzima CPA6 foi descoberta em 2002, pelo grupo de pesquisa
coordenado pelo professor Dr. Lloyd D. Fricker (WEI et al., 2002). Esta
enzima faz parte da subfamilia A/B das metalocarboxipeptidases M14,
clivando preferencialmente aminoacidos hidrofobicos (alifaticos e
aromaticos) no C-terminal de proteinas e peptideos (LYONS,
CALLAWAY e FRICKER, 2008; SAPIO et al., 2012). Esta enzima ¢
transcrita com um pro-dominio, que € clivado dentro da célula por uma
enzima tipo furina, e apods ser secretada se torna ativa. A ligagdo de
CPA6 a matriz extracelular é importante para a proteina atingir sua
conformagdo ativa e pode ser bloqueada por pré-incubacdo com
heparina, sugerindo que CPAG se ligue a regides com elevada densidade
de carga negativa, possivelmente através de regides cationicas da
proteina que estdo voltadas para o exterior (Fig. 33) (LYONS e
FRICKER, 2010). A ligacdo a matriz extracelular ¢ uma caracteristica
importante que a diferencia de outras CPA semelhantes, bem como a
maioria de outras peptidases da familia das metalocarboxipeptidase M 14
(LYONS, CALLAWAY e FRICKER, 2008).

kDa
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100 da célula (inativa)

75+ /
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CPAG6 37 kDa

(ativa) -
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Figura 33. Ilustracdo representativa da enzima carboxipeptidase A6 (CPA6). A
enzima ¢ transcrita com um pro-dominio que ¢ clivado dentro da célula por uma
enzima tipo furina, e ap6s ser secretada atinge sua conformagao ativa (LYONS
e FRICKER, 2010).

A sua distribui¢do tecidual foi estudada pela primeira vez em
ratos. O mRNA de CPA6 foi detectado no bulbo olfatorio, cortex
cingulado, septo lateral, complexo olivar inferior e varias outras regides
do cérebro. Em camundongos adultos, CPA6 ¢ altamente expressa no
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bulbo olfatério, presente nas camadas de células granulares e mitral.
Fora do SNC, CPA6 ¢ expressa em varios tecidos do rato em
desenvolvimento, tais como a medula dssea, pele e musculatura em
torno do estomago (FONTENELE-NETO et al., 2005; HAWRYLYCZ
et al., 2012; CONSORTIUM, 2013). Nos seres humanos, o mRNA de
CPAG6 foi detectado no hipocampo ¢ nos nucleos da rafe (SALZMANN
et al., 2012). No entanto novos estudos devem ser realizados para
confirmar exatamente quais células expressam CPAG6.

O zebrafish também possui um gene codificador para CPAG6.
Durante o desenvolvimento das larvas, o mRNA da CPA6 ¢ expresso
em niveis aproximadamente iguais do 1° ao 5° dia (LYONS et al.,
2010). Este gene é expresso em somitos recém-formados nas larvas em
desenvolvimento, bem como em células ectodérmicas da cauda, ¢ na
regido posterior do olho (LYONS et al., 2010). Abordagens in vitro t€ém
demonstrado que CPA6 pode clivar um grande ntimero de substratos
(peptideos) que sdo normalmente encontrados no SNC, dentre eles
podemos citar as encefalinas, neurotensina e¢ angiotensina (LYONS e
FRICKER, 2010).

Duas muta¢des no gene que codifica a enzima CPA6 foram
originalmente identificadas em pacientes com disturbios convulsivos
(SALZMANN et al., 2012). Posteriormente, mutacdes adicionais da
CPAG6 foram relatadas em pacientes com ELT (SAPIO et al., 2012) e
epilepsia mioclonica juvenil (SAPIO et al, 2015). No total, 6 raras
mutagdes no gene da CPA6 ja foram identificadas em pacientes com
diferentes tipos de disturbios convulsivos. Todas estas mutagdes
reduzem a atividade da enzima na matriz extracelular, o que poderia
provocar um desbalango nos niveis de alguns neuropeptideos,
possivelmente aumentando os niveis de peptideos excitatorios e/ou
diminuindo os peptideos inibitérios (SAPIO e FRICKER, 2014). Além
disso, ¢ possivel que a atividade reduzida de CPA6 na matriz
extracelular conduza alteracdes compensatérias na expressdo de
proteinas envolvidas na excitabilidade neuronal.

Uma vez que este gene é de significado clinico na fisiopatologia
da epilepsia, o presente trabalho visa, através de ferramentas de
manipulacdo genética (knockdown e superexpressdo), realizar a
caracterizagdo comportamental e investigar o envolvimento da enzima
CPA6 no modelo de crises convulsivas induzidas por PTZ e pilocarpina
em zebrafish. Além disso, a analise de genes que codificam moléculas
de sinalizacdo intracelular, neuropeptideos e subunidades de receptores
neurais (CPA6, CPE, CREB, BDNF, c-fos, NPY, ACTH, CHGA,
ProSAAS, substancia P, neurotensina, endotelina 1, GluAl, GluA2,
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GluN1, GluN2B, EAAT?2, B actina) poderdo contribuir para ampliar o
entendimento das bases neuroquimicas do processo epileptogénico.

5.3. OBJETIVOS
5.3.1 Objetivos especificos

- Realizar avaliacdo comportamental no modelo de crises convulsivas
induzidas por PTZ nas larvas de zebrafish controle (“wild-type”),
“knockdown” para CPA6, com super expressio de CPA6
(“overexpression”), e co-injetadas com morfolino-oligonucleotideo +
mRNA para CPAG6 (rescue).

- Realizar avaliagdo comportamental no modelo de crises convulsivas
induzidas por pilocarpina nas larvas de zebrafish controle (“wild-type”),
“knockdown” para CPA6, com super expressio de CPA6
(“overexpression”), e co-injetadas com morfolino-oligonucleotideo +
mRNA para CPAG6 (rescue).

- Determinar os niveis de mRNA de genes que codificam moléculas de
sinalizagdo intracelular, neuropeptideos ¢ subunidades de receptores
neurais (CPA6, CPE, CREB, BDNF, c-fos, NPY, ACTH, CHGA,
ProSAAS, substancia P, neurotensina, endotelina 1, GluAl, GluA2,
GIuN1, GluN2B, EAAT?2, B actina) nas larvas wild-type e knockdown
por meio de analise de alto rendimento utilizando PCR em tempo real.

- Determinar os niveis de mRNA de genes que codificam moléculas de
sinalizagdo intracelular, neuropeptideos ¢ subunidades de receptores
neurais (CPA6, CPE, CREB, BDNF, c-fos, NPY, ACTH, CHGA,
ProSAAS, substancia P, neurotensina, endotelina 1, GluAl, GluA2,
GIuN1, GluN2B, EAAT2, B actina) nas larvas wild-type expostas ao
PTZ e pilocarpina por meio de analise de alto rendimento utilizando
PCR em tempo real.

- Correlacionar os achados bioquimicos com alteragdes
comportamentais das larvas de zebrafish wild-type e knockdown
expostas ao PTZ e pilocarpina.

5.4 MATERIAIS E METODOS
5.4.1 Avaliagcdo comportamental dos animais expostos ao PTZ

Os embrides de zebrafish foram coletados a partir de pares
acasalados e mantidos sob condi¢des padrdes, 28°C na unidade de
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nicleo no Albert Einstein College of Medicine, tal como descrito por
(KIMMEL et al., 1995; LAWRENCE, 2011). Todos os experimentos
foram realizados em conformidade com as diretrizes e padroes
estabelecidos e aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais no
Albert Einstein College of Medicine. As larvas de zebrafish com 3 dias
pos-fertilizagdo (3 dpf) e 7 dpf foram colocadas individualmente em
placas com 12 pogos, com aproximadamente 1 ml de “Egg water” (agua
para ovos) e mantidos a 32°C. O comportamento de natagdo foi
monitorado através de uma camera de alta resolugdo (JVC modelo GZ-
MS230AU). Na primeira sessdo, “baseline” (atividade de base, na
presenca de egg water) os animais foram monitorados e avaliados
durante 10 minutos. Para indugdo das crises epilépticas experimentais,
as larvas foram expostas individualmente as concentragdes de 2,5 e 15
mM de PTZ prontamente dissolvido em agua para ovos ¢ mantidos a
32°C. O grupo controle foi exposto apenas a agua do sistema. As crises
convulsivas foram monitoradas e¢ avaliadas durante 18 minutos na
presenga de PTZ por um investigador de forma cega de acordo com
critérios estabelecidos (BARABAN et al.,, 2005, BARABAN et al.,
2007).

5.4.2 Avaliagdo comportamental dos animais expostos a pilocarpina

Os embrides de zebrafish foram coletados a partir de pares
acasalados e mantidos sob condi¢des padrdes, 28°C na unidade de
ntcleo no Albert Einstein College of Medicine. As larvas de zebrafish
com 3 dpf foram colocadas individualmente em placas com 12 pogos,
com aproximadamente 1 ml de “Egg water” (agua para ovos) ¢ mantidos
a 32°C. A atividade locomotora dos animais, medida pelo nimero de
cruzamentos foi monitorada através de uma camera de alta resolugédo
(JVC modelo GZ-MS230AU). Na primeira sessdo, “baseline” (atividade
de base, na presenga de egg water) os animais foram monitorados
durante 10 minutos, deste tempo total, 1,5 min (8,5° ao 10° min) foi
analisado. Para indugdo das crises epilépticas experimentais, as larvas
foram expostas individualmente as concentragdes de 15, 30 e 60 mM de
pilocarpina prontamente dissolvida em agua para ovos e mantidos a
32°C. O grupo controle foi exposto apenas a agua do sistema. O
comportamento dos animais foi gravado durante 18 minutos na presenga
de pilocarpina, armazenado ¢ posteriormente analisado por um
investigador de forma cega de acordo com critérios estabelecidos
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(VERMOESEN et al.,, 2011). A atividade locomotora nesta etapa
também foi analisada durante 1,5 min (5° ao 6,5° min).

5.4.3 Ensaios de mobilidade e resposta a estimulos

Para o ensaio de mobilidade e capacidade de resposta a estimulos,
foram utilizados dois testes. No primeiro teste as larvas com 3 dpf foram
colocadas em pogos individuais de uma placa de 12 pogos com agua
para ovos. Um estimulo foi entregue por pipetagem de 200 pl de meio
em dire¢do as larvas com forga suave. O estimulo foi calibrado de modo
que provocaria uma resposta de ~ 40% sob condi¢des basais.
Subsequentemente um volume de meio contendo 5 mM de PTZ foi
adicionado para uma concentragdo final de 2,5 mM de PTZ, o ensaio foi
repetido em intervalos de 5 minutos. 10 estimulos foram entregues a um
peixe em cada ponto de tempo. O segundo teste foi realizado utilizando
uma sonda (estimulo tactil), onde a porcentagem de respostas ao toque
foi medida. O estimulo foi calibrado de modo que provocaria uma
resposta de ~ 80% sob condigdes basais. 3 estimulos foram entregues a
cada peixe.

5.4.4 Manipulac¢io genética (knockdown, overexpression e rescue)

Para obtencdo das larvas de zebrafish knockdown, os embrides
foram mantidos a 28°C em 4agua para ovos ¢ injetados com morfolino-
oligonucleotideos entre o estagio celular um e dois (no maximo 40
minutos pos-fertilizagdo) (WESTERFIELD, 2007). Foram utilizados
morfolinos dirigidos ao exon 2 (MO2) e¢ exon 4 (MO4) da proteina
CPA6. Em cada experimento, 3 ng de cada morfolino foi utilizado,
promovendo a exclusdo dos exons e inibindo a tradugdo destas
sequéncias especificas de mRNA e expressdo da proteina alvo (LYONS,
SAPIO e FRICKER, 2013). O mesmo procedimento foi utilizado para
super expressar o mRNA da proteina alvo, no entanto, ao invés de
injetar o morfolino foram injetados embrides com mRNA (500 ¢ 1000
pg) da proteina CPA6. O mRNA de CPA6 foi gerado a partir de um
plasmideo de CPA6 para zebrafish utilizando kit mMessage
mMMACHINE (Ambion) de acordo com as instru¢des do fabricante.
CPA6-MO2 na dose de 3 ng ja havia sido utilizado anteriormente para
estudar o efeito do knockdown CPA6 em zebrafish (LYONS et al,
2010), onde alteragcdes morfologicas ndo foram detectadas nos animais.
Além disso, um grupo de animais foi co-injetado com morfolino (MO2)
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+ mRNA da proteina CPA6 (grupo descrito como rescue). Neste grupo
de animais o morfolino foi previamente misturado com o mRNA e
injetados juntos.

Os morfolino-oligonucleotideos foram obtidos a partir da
empresa Genetools, LLC, e dissolvidos em agua ultra pura de acordo
com as instrugdes do fabricante. As sequéncias dos morfolinos estdo
descritas na Tabela 10.

Tabela 10. Sequéncia dos morfolino-oligonucleotideos.

Morfolino-oligonucleotideos Sequéncia

Ctrl-MO CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA
CPA6-MO2 AGAAAATAAGGGACTCACTGTCAAG

CPA6-MO4 CTTGTCAGCCATGTGCTCACCTCTT

ctd-mo| Exon1 | [Exon2 | |Exon3a| |Exona] [Exons| [ Exoné |
R

CPA6-MO2 | Exon1 | | Exon3| |[Exona]| |Exon5]| | Exons |
= A4 N N b}

cPa6-Moa| Exon1 | | Exon2 | | Exon3 | | Exons | ] Exons |
— N R Y

Figura 34. Morfolinos (MOs) projetados para bloquear o splicing do exon 2
(CPA6-MO2) ou exon 4 (CPA6-MO4). Eventos de splicing estdo indicados por
linhas continuas desenhadas entre os exons. A ligacdo dos MOs a regides
especificas provoca a exclusdo dos exons (linha tracejada) e frameshifts na
transcrigao.

5.4.5 Determinacio dos niveis de mRNA por qRT-PCR

5.4.5.1 Extra¢do de RNA

Os embrides de zebrafish foram eutanasiados e armazenados em
RNAlater (Qiagen). Repeticdes biologicas (n) de amostras de mRNA
representam pools de mRNA a partir de 6 larvas. Para investigar o papel
dos genes que codificam moléculas de sinalizagcdo intracelular,
neuropeptideos e subunidades de receptores neurais (CPA6, CPE,
CREB, BDNF, c-fos, NPY, ACTH, CHGA, ProSAAS, substancia P,
neurotensina, endotelina 1, GluA1, GluA2, GluN1, GIuN2B, EAAT2, B
actina), em resposta ao knockdown de CPA6, PTZ e pilocarpina, o RNA
foi extraido das larvas de zebrafish utilizando primeiramente o reagente
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Trizol (600 pl). As larvas foram maceradas em Trizol, centrifugadas e
posteriormente, o sobrenadante retirado e colocado junto a 600 ul de
alcool etilico 70% em um tubo de propileno livre de RNAse. Apods
homogeneizagdo por inversdo, o volume final de cada tubo foi
adicionado individualmente em colunas de extracdo de RNA, seguidos
por centrifugago. Para evitar a possibilidade de contaminagdo do RNA
total extraido por DNA gendmico, foi realizado tratamento de todas as
amostras com DNase I. Apds extracdo, o RNA total foi quantificado
utilizando o aparelho Nanodrop, estabelecendo assim as concentragdes
de RNA de cada amostra, permitindo que no processo de sintese do
c¢DNA as mesmas concentracdes de cDNA fossem alcangadas para cada
amostra.

5.4.5.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada através de uma reacdo de
transcricdo reversa utilizando a SuperScript III Reverse Transcriptase
(Invitrogen) e iniciadores Oligo-dT 12-18 (Invitrogen). A mistura de
RNA total, ANTP’s ¢ os inciadores (Oligo-dT) foi previamente aquecida
a 65°C por 5 minutos e, em seguida, resfriadas em gelo por 1 minuto. A
reacdo foi realizada por 50 min a 50°C.

5.4.5.3 qRT-PCR

As analises quantitativas da expressdo dos genes, previamente
selecionados, foram realizadas através de PCR em Tempo Real (qQRT-
PCR). Os primers utilizados (Tabela 11) para as analises de qRT-PCR
foram desenhados de acordo com a sequéncia do gene em estudo
(GenBank para zebrafish), obedecendo as regras e parametros
requeridos. As reagdes foram realizadas com 5-10 ng do ¢cDNA de cada
amostra. Além do cDNA, a reacdo foi composta de iniciadores
especificos e 2X Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems),
com volume final de 8 pl. Para as analises da expressdo dos genes
selecionados de cada amostra, foram monitorados os niveis de expressao
de B actina, gene ndo afetado pela condi¢do analisada (controle
endogeno). O monitoramento em tempo real da PCR foi realizado em
um termociclador (AB7900 Real Time PCR, Applied Biosystems)
através da deteccdo dos niveis de fluorescéncia do SYBR Green. Todas
as reagdes, tanto dos genes alvo quanto do controle endéogeno foram
realizadas em triplicatas. As andlises dos dados de fluorescéncia obtidos
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foram realizadas em software apropriado. Os Cycle tresholds (Cts)
utilizados para as analises foram a média aritmética entre as triplicatas
dos genes alvo e controle endogeno. A obtengdo da expressdo relativa
foi realizada pelo método descrito por Livak e Schmittgen (2001)
(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 11. Sequéncias dos primers utilizados para o ensaio de qRT-PCR.

Nome do gene Simbolo gene Sequéncia

beta actin B-act F, 5" AGCAGGAGTACGATGAGTCTG 3’

R, 5 GGTAAACGCTTCTGGAATGAC 3’
brain-derived neurotrophic factor bdnf F, 5" GTTGCGCGGAGGTCTTATC 3'

R, 5' CTTCTAACCTGTTGGAACTTTACTG 3’
cAMP responsive element binding crebla F, 5 GTCTGTGTCGGGCTATCTAG 3’
protein la R, 5' GCCGCCATGGAAACTTGTG 3’
carboxypeptidase A6 (Exon 2) cpab F, 5 GCTACGTCGGTGATCAAGTG 3"

R, 5" GCCAAAGGTCCACTGTCAAG 3’
carboxypeptidase A6 (Exon 4) cpab F,5' CGCAGATCTGAACTTCAGTATG 3’

R, 5' TGACCAATAGAAAACAGATCAACC 3’
carboxypeptidase E cpe F, 5 GGATACACGAGCCTGGTGAG 3’

R, 5' AGATACTGAGCCAGATAGATGAG 3'
chromogranin A chga F, 5 GCTCCTGGTGAATGTTGTCATC 3’

R, 5' TCCACAATACACTTCATCACCTTC 3’
endothelin 1 ednl F, 5" TCTGGATAAAGAGTGCGTCTAC 3’

R, 5" ATATGACACCGTTCGCTCTG 3’
glutamate receptor, ionotropic, griala F, 5" AAGTTCCCAAGCGAAGACTGAA 3’
AMPA 1la R, 5' GTTCTGGAAAGCTGTGGACATG 3’
glutamate receptor, ionotropic, gria2a F, 5 GGAGACTGCCTGGCCAATC 3’
AMPA 2a R, 5' TCCACACGCACCTGTTTAAGAG 3’
glutamate receptor, ionotropic, N- grinla F,5' CGAGCCCAAGATTGTGAACA 3’
methyl D- aspartate 1a R, 5' CCTGGGTGACGGCATCTTTA 3’
glutamate receptor, ionotropic, N- grin2b F, 5 AGTCGGGTAAATTGGATGCATT 3’
methyl D- aspartate 2B R, 5' CCAGCTTACAGCCCTCATCAC 3’
neuropeptide Y npy F,5' CTCGCCAAGTATTATTCAGCAC 3’

R, 5' CTTGACCTTTTCCCATACCTCTG 3’
neurotensin nts F, 5" GACCAGGGAAAAAGAGCAATAG 3’

R, 5' CTGCTCGCCTTTACCTTTG 3’
proopiomelanocortin a pomca F, 5 TTTCTGTGCAAAAGAGATGGTG 3’

R, 5' ATAATTGTATGCATTCCAAGATGTTC 3’
proprotein convertase subtilisin/kexin pesklinl F, 5 CGCTACAAGCAGGAGAGAC 3’
type 1 inhibitor R, 5' ATCTTCTCCACAAGGTATCTGAG 3’
solute carrier family 1 (glial high slcla2b F, 5 ATTGTGATGGTGATCGCCTTC 3’
affinity glutamate transporter), 2b R, 5" CAGACCAGCCAGACCTGTG 3’
tachykinin 1 tacl F, 5" GCAACAATCAGATACAGGATGAG 3’

R, 5' GTGCATTTGCAGAGGACCG 3’
v-fos FBJ murine osteosarcoma viral c-fos F, 5" CCGCACACAAACCCATCTG 3’
oncogene homolog R, 5" GGTCGTGATTGATGTGTTTGGT 3’

5.5 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o teste t de
Student para amostras independentes, ANOVA de uma ou duas vias, ou
ANOVA de medidas repetidas, seguidos pelo post-hoc Tukey HSD,
quando apropriado. Os dados foram expressos como média = E.P.M. ¢ o
nivel de significancia aceito para os testes foi de p < 0,05. Testes
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paramétricos foram realizados utilizando o pacote de software Statistica
7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

5.6 RESULTADOS

Os resultados apresentados a seguir representam o manuscrito
submetido no final de 2015 ao periddico PLOS ONE, intitulado de
“Knockdown of carboxypeptidase A6 in zebrafish larvae reduces
response to seizure-inducing drugs and causes changes in the level
of mRNAs encoding signaling molecules”.

5.6.1 Knockdown para CPA6 previne o comportamento natatério
convulsivo induzido por PTZ

O PTZ é um agente convulsivo capaz de gerar tanto crises
agudas, quanto cronicas (TAKECHI et al., 2012). A utilizag@o de larvas
de zebrafish como modelo para examinar o comportamento em resposta
a drogas indutoras de crises convulsivas ja foi previamente estabelecida
(BARABAN et al, 2005; BARABAN et al.,, 2007). Em resposta a
adicdo de PTZ, as larvas com 3 dpf apresentaram comportamento
natatorio convulsivo de forma dose e tempo-dependentes (Fig. 35A).
Nos primeiros minutos apo6s a adicdo de doses baixas de PTZ, a
atividade locomotora ¢ elevada. Em doses mais elevadas e/ou
exposi¢des mais longas, os animais apresentaram comportamento
estereotipado  rdpido, movimentos de natagdo circulares e
descoordenados (BARABAN et al., 2005). Os embrides wild-type com
3 dpf foram tratados com PTZ por 18 minutos € o comportamento
natatorio convulsivo foi registrado para cada intervalo de minuto,
utilizando os critérios descritos anteriormente (CAMPBELL et al,
2014). Os animais wild-type expostos as concentragdes de 2,5 ou 15
mM de PTZ apresentaram significativamente mais episodios de crises
convulsivas, sendo que 2,5 mM produziu aproximadamente 3 episodios
de crise ¢ a concentragdo de 15 mM de PTZ alcangou uma média de 12
episodios de crise ao final do periodo de observagdo [F (2,34) = 22,63, p
<0,001] (Fig. 35A).

Em um estudo prévio, CPA6-MO?2 ja havia sido utilizado na dose
de 3 ng (LYONS et al., 2010). Utilizamos a mesma dose neste trabalho
por ela ndo causar qualquer alteracdo morfologica bruta ou aumento da
mortalidade (dados ndo mostrados). Para validagdo do knockdown para
CPAG6, os niveis do mRNA para o exons 2 e 4 foram analisados, uma
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vez que os morfolinos causam exclusdes especificas dos exons 2 ¢ 4, e
um desvio de enquadramento no inicio da transcricdo (Fig. 34). As
figuras 35B e 35C demonstram claramente a efetividade dos morfolinos,
sendo que tanto CPA6-MO2 ([F (2,9) = 63,20, p < 0,001]) (Fig. 35B),
quanto CPA6-MO4 (teste t, p < 0,001) (Fig. 35C) foram capazes de
diminuir ~ 90% os niveis do mRNA da proteina CPA6 quando
comparado ao grupo Ctrl-MO. O grupo Ctrl-MO se trata de larvas
injetadas com uma sequéncia que ndo causa alteragdes nos niveis do
mRNA ¢ da proteina CPA6. Além disso, a figura 35B demonstra que as
larvas co-injetadas (CPA6-MO2 + mRNA), grupo recuperado (chamado
de “rescue”), apresentou um aumento proximo a 25 vezes nos niveis do
mRNA da proteina CPAG6 ([F (2,9) = 63,20, p < 0,001]). O grupo rescue
tem como objetivo, o reestabelecimento do fendtipo selvagem dos
embrides e fornece provas da especificidade do morfolino, uma vez que
a traducdo do mRNA recuperado (injetado) substitui a produgdo da
proteina que foi inibida pelo morfolino. Caso o morfolino apresente
efeitos inespecificos (agdo sobre outros alvos), a injecdo de mRNA ndo
reestabelecera o fenotipo e efeito comportamental.

Ap6s a validagdo dos morfolinos e grupo rescue, 0 proximo passo
foi avaliar os efeitos comportamentais do knockdown para CPA6 frente
a exposicdo das larvas de zebrafish ao PTZ. As figuras 35D e 35E
demonstram que as larvas knockdown para CPA6 apresentam um menor
numero de crises convulsivas quando comparadas ao grupo Ctrl-MO
(todos os grupos foram expostos ao PTZ). Tanto MO2 ([F (2,24) = 4,26,
p <0,001]) como MO4 ([F (1,26) = 12,25, p < 0,001]) foram capazes de
reduzir o nimero de episddios de crise durante o periodo analisado. O
grupo de larvas co-injetadas (rescue) apresentaram-se de forma igual ao
grupo Ctrl-MO (Fig. 35D), indicando o reestabelecimento do fendtipo
selvagem para este grupo, sugerindo alta especificidade do morfolino
utilizado. A diferen¢a significativa no comportamento natatdrio
convulsivo entre embrides injetados com Ctrl-MO e CPA6-MO4 ndo foi
observada utilizando a dose de 15 mM de PTZ ([F (2, 34) = 0,84, p =
0,72]) (Fig. 36). Este resultado pode ser explicado por uma saturagdo do
efeito com a dose mais elevada de PTZ. Dessa forma, para as analises
subsequentes utilizamos a concentragdo de 2,5 mM de PTZ.

Outro parametro analisado nestes grupos foi o tempo de laténcia
para a primeira crise convulsiva (CAMPBELL et al., 2014). Na figura
35F o grupo controle ndo recebeu PTZ e, portanto, ndo apresentou
comportamento natatério convulsivo (Fig. 35F). A laténcia para estes
animais foi determinada em 1080 segundos (tempo de duragdo do teste).
O tempo de laténcia para a primeira crise convulsiva foi reduzida em
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embrides expostos ao PTZ 2,5 ¢ 15 mM ([F (2,38) = 87,99, p < 0,001])
(Fig. 35F). Em paralelo com os resultados apresentados nas figuras 35D
e 35E podemos observar nas figuras 35G e 35H que os grupos MO2 ([F
(2,67) = 4,82, p < 0,05]) e MO4 (teste t; p < 0,01), apresentaram um
tempo médio superior para a primeira crise convulsiva quando
comparados ao grupo Ctrl-MO apos exposi¢do ao PTZ 2,5 mM. A co-
injecdo de CPA6-MO2 + mRNA restaurou a resposta ao niveis do Ctrl-
MO (Fig. 35G).
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Figura 35. Anélise comportamental de larvas de zebrafish knockdown para
CPAG6, expostas a concentragdo de 2,5 mM de PTZ. (A) Acumulado de crises
convulsivas em larvas wild-type durante um periodo de 10 minutos de baseline
+ 18 minutos de exposicdo ao PTZ. A andlise estatistica foi feita utilizando
ANOVA de medidas repetidas, seguido de Tukey HSD. *, p <0,05; **, p <0,01;
*¥*%* p <0,001 em comparagdo com o grupo controle nos respectivos time-
points; #, p <0,05 comparado com o grupo 2,5 mM de PTZ nos respectivos
time-points. (B, C) Niveis do mRNA para CPA6 nas larvas injetadas com
morfolinos dirigidos ao exon 2 e exon 4, ¢ larvas co-injetadas com MO2 +
mRNA CPAG6 (rescue). Na figura B utilizamos ANOVA de uma via, seguido de
Tukey HSD. *** p <0,001 em comparagdo com o grupo Ctrl-MO; #, p <0,001
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comparado com o grupo CPA6-MO2. Na figura C, teste t de Student. ***, p
<0,001 em comparagdo com o grupo Ctrl-MO. (D, E) Acumulado de crises
convulsivas em larvas wild-type e larvas geneticamente modificadas com a
injegdo de MO2, MO4 ¢ MO2 + mRNA (grupo rescue). ANOVA de medidas
repetidas, seguida de Tukey HSD. *, p <0,05; **, p <0,01 comparado com o
grupo Ctrl-MO nos respectivos time-points. (F, G e H). Tempo de laténcia para
a primeira crise convulsiva apos a exposi¢do ao PTZ em larvas wild-type e
larvas geneticamente modificadas. ANOVA de uma via, seguido de Tukey HSD
foi utilizado na figura F. *** p <0,001 em comparagdo com o grupo controle; #,
p <0,05 comparado com o grupo 2,5 mM de PTZ. Na figura G foi utilizado
ANOVA de uma via, seguido de Tukey HSD. *, p <0,05 comparado com os
grupos Ctrl-MO e CPA6-MO2 + mRNA. No painel H foi utilizado o teste t de
Student. **, p <0,01 comparado com o grupo Ctrl-MO. As barras de erro
mostram E.P.M.
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Figura 36. Anélise comportamental de larvas de zebrafish knockdown para
CPAG6, expostas a concentragdo de 15 mM de PTZ. (A) Acumulado de crises
convulsivas em larvas wild-type e larvas geneticamente modificadas com a
inje¢do de MO4 durante um periodo de 10 minutos de baseline + 18 minutos de
exposi¢do ao PTZ. A andlise estatistica foi feita utilizando ANOVA de medidas
repetidas. (B) Tempo de laténcia para a primeira crise convulsiva apods a
exposicdo ao PTZ. A anélise estatistica foi feita utilizando ANOVA de uma via.
As barras de erro mostram E.P.M.

No intuito de averiguar a funcionalidade do knockdown para
CPAG6 e um possivel retorno do mRNA de CPA6 a niveis basais nas
larvas de zebrafish com 7 dpf, um conjunto de embrides foi injetado
com MO2 ¢ MO4 ¢ avaliado 7 dpf. Curiosamente, as figuras 37E ¢ 37F
mostram que as larvas injetadas com MO2 e MO4, 7 dpf continuaram
apresentando uma queda de aproximadamente 80 ¢ 90% dos niveis de
mRNA da proteina CPA6, respetivamente (teste t; p < 0,001). Estes
dados sugerem que a dose de 3 ng de morfolino ¢ capaz de manter a
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queda de expressio do mRNA da proteina CPA6 por até 7 dpf,
diferentemente do que se aplica, quando em geral nesta técnica no 5° dpf
temos um retorno do mRNA e da proteina alvo aos niveis do controle
(BILL et al., 2009). A figura 37D demonstra que as alteragdes
comportamentais encontradas 3 dpf (Fig. 37A) sdo mantidas neste
periodo de desenvolvimento da larva ([F (2,34) = 16,01, p < 0,001).
Estes dados indicam que as larvas com 7 dpf também poderiam ser
utilizadas neste modelo de crises convulsivas, no entanto visando a
otimizagdo dos experimentos e obten¢do de resultados, todas as andlises
foram realizadas utilizando larvas com 3 dpf.
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Figura 37. Anélise comportamental de larvas de zebrafish knockdown para
CPAG6, 3 e 7 dpf expostas ao PTZ. (A) Acumulado de crises convulsivas em
larvas (3 dpf) wild-type e larvas geneticamente modificadas com a injecdo de
MO2 ¢ MO4. A analise estatistica foi feita utilizando ANOVA de medidas
repetidas, seguido de Tukey HSD. *, p <0,05; **, p <0,01 comparado com o
grupo Ctrl-MO nos respectivos time-points; #, p <0,05 comparado com o grupo
CPA6-MO2 no respectivo time-point. (B, C) Niveis do mRNA para CPA6 nas
larvas com 3 dpf injetadas com morfolinos dirigidos ao exon 2 ¢ exon 4. Teste t
de Student. *** p <0,001 em comparagdo com o grupo Ctrl-MO. (D)
Acumulado de crises convulsivas em larvas (7 dpf) wild-type e larvas
geneticamente modificadas com a injecdo de MO2 e MO4. A andlise estatistica
foi feita utilizando ANOVA de medidas repetidas, seguido de Tukey HSD. *, p
<0,05; **, p <0,01; *** p <0,001 em comparagdo com o grupo Ctrl-MO nos
respectivos time-points; #, p <0,05 comparado com o grupo CPA6-MO2 nos
respectivos time-points. (E, F) Niveis do mRNA para CPA6 nas larvas com 7
dpf injetadas com morfolinos dirigidos ao exon 2 e exon 4. Teste t de Student.
** p <0,01, *** p <0,001 em comparagdo com o grupo Ctrl-MO. As barras de
erro mostram E.P.M.
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5.6.2 Knockdown para CPAG6 previne o aumento da atividade
locomotora induzido pela pilocarpina

Alguns trabalhos vém demonstrando a aplicabilidade e uso da
pilocarpina como agente indutor de crises epilépticas em zebrafish
(EDDINS et al., 2010; VERMOESEN et al., 2011). Diferentemente do
PTZ, que provoca crises convulsivas tdnico-clonicas, a pilocarpina
aumenta claramente a atividade locomotora dos animais, o que poderia
ser utilizado como um index de estimulagdo das larvas de zebrafish. A
atividade locomotora foi medida pela contagem de transi¢des no
quadrante (Fig. 38). A distancia total percorrida também foi examinada,
porém optamos pela primeira medida (numero de cruzamentos) pela
facilidade de execugdo da analise (Fig. 39). Neste sentido, utilizando as
concentra¢des de 15, 30 ¢ 60 mM de pilocarpina identificamos que as
larvas de zebrafish wild-type apresentaram aumento do nimero de
cruzamentos de forma concentragdo-dependente (Fig. 38A). As larvas
injetadas com MO?2 apresentaram uma drastica diferenga no aumento da
atividade locomotora nas trés doses de pilocarpina testadas ([F (2,100) =
9,70, p < 0,001]) (Fig. 38A). Da mesma forma que MO2, MO4 também
foi capaz de prevenir o aumento da atividade locomotora frente a
exposi¢cdo de 15 mM de pilocarpina (teste t, p <0,001) (Fig. 38E). O
grupo de larvas co-injetadas (rescue) apresentaram uma reversao parcial
do aumento da atividade locomotora (Fig. 38C) frente a exposigdo de 15
mM de pilocarpina ([F (2,69) = 8,72, p < 0,001]).

As figuras 38B, 38D e 38F demonstram que tanto CPA6-MO2
(38B-D) quanto CPA6-MO4 (38F) foram capazes de diminuir em
aproximadamente 90% os niveis do mRNA da proteina CPA6 quando
comparadas ao grupo Ctrl-MO (teste t, p < 0,001). Além disso, a figura
38D demonstra que as larvas co-injetadas (CPA6-MO2 + mRNA),
apresentaram um aumento nos niveis do mRNA da proteina CPA6 ([F
(2,9)=39,37, p < 0,001]).
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Figura 38. Anélise comportamental de larvas de zebrafish knockdown para
CPAG expostas a pilocarpina. (A) Numero de cruzamentos das larvas wild-type
e injetadas com MO?2 durante 90 segundos no baseline e durante 90 segundos no
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periodo de exposi¢do a pilocarpina. A analise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey HSD. **, p <0,01; *** p
<0,001 em comparagdo com o respectivo grupo Ctrl-MO. (B) Niveis do mRNA
para CPAG6 nas larvas injetadas com morfolinos dirigidos ao exon 2. Teste t de
Student. *** p <0,001 em comparagdo com o grupo Ctrl-MO. (C) Numero de
cruzamentos das larvas wild-type e injetadas com MO2 e larvas co-injetadas
com MO2 + mRNA CPAG6 (rescue). ANOVA de uma via, seguido de Tukey
HSD. *, p <0,05; ***, p <0,001 em comparagdo com o grupo Ctrl-MO; #, p
<0,05 comparado com o grupo CPA6-MO2. (D) Niveis do mRNA para CPA6
nas larvas injetadas com morfolinos dirigidos ao exon 2 e das larvas co-
injetadas com MO2 + mRNA CPAG6 (rescue). ANOVA de uma via, seguido de
Tukey HSD. *** p <0,001 em comparagdo com o grupo Ctrl-MO; #, p <0,001
comparado com o grupo CPA6-MO2. (E) Numero de cruzamentos das larvas
wild-type e injetadas com MO4. (F) Niveis do mRNA para CPA6 nas larvas
injetadas com morfolinos dirigidos ao exon 4. Teste t de Student. *** p <0,001
em comparagdo com o grupo Ctrl-MO. As barras de erro mostram E.P.M.
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Figura 39. Atividade locomotora de animais expostos a pilocarpina, uma
comparagdo de resultados utilizando o niimero de cruzamentos (manual) e a
distancia total percorrida (software). Um grupo de animais foi injetado com
Ctrl-MO e outro com CPA6-MO2, ambos foram testados com 3 dpf. (A) Os
videos foram analisados manualmente, contando o nimero de cruzamentos entre
os quadrantes (atividade locomotora) (B) Os mesmos videos foram analisados
por um software apropriado que mediu a distancia total percorrida (mm)
(atividade locomotora). A analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student.
* p <0,05; ** p <0,01 comparado com respectivo grupo Ctrl-MO. As barras de
erro mostram E.P.M.
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5.6.3 Superexpressio de CPA6 nao altera os parametros
comportamentais induzidos por PTZ ou pilocarpina

As larvas de zebrafish foram injetadas com 500 e 1000 pg de
mRNA para a proteina CPA6 e os pardmetros comportamentais
analisados frente a exposicdo ao PTZ e pilocarpina. Como podemos
observar nas figuras 40A e 40B, os animais injetados com mRNA
apresentaram o mesmo perfil comportamental quando comparado aos
seus respectivos controles, indicando que a superexpressdo do mRNA
ndo altera o nimero de crises convulsivas (PTZ), bem como ndo altera a
atividade locomotora das larvas expostas a pilocarpina. Para validar o
estudo de overexpression do mRNA para CPA6, a figura 40C demonstra
que a inje¢do de 500 pg de mRNA foi capaz de aumentar
aproximadamente 20 vezes os niveis d¢ mRNA para CPA6. Da mesma
forma a injecdo de 1000 pg provocou um aumento proximo a 40 vezes
([F (2,14) = 27,30, p < 0,001]).
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Figura 40. Anélise comportamental de larvas de zebrafish que superexpressam
CPAG6, frente a exposicdo ao PTZ e pilocarpina. (A) Acumulado de crises
convulsivas em larvas wild-type e larvas geneticamente modificadas com

inje¢d0 de mRNA para CPAG6 nas concentragdes de 500 e 1000 pg durante um
periodo de 10 minutos de baseline + 18 minutos de exposi¢do ao PTZ. A anélise
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estatistica foi realizada utilizando ANOVA de medidas repetidas. (B) Numero
de cruzamentos das larvas wild-type e injetadas com 500 pg de mRNA para
CPA6 durante 90 segundos no baseline e durante 90 segundos no periodo de
exposi¢do a pilocarpina. A andlise estatistica foi realizada pelo teste t de
Student. (C) Niveis do mRNA para CPA6 das larvas injetadas com mRNA nas
concentragdes de 500 e 1000 pg. A analise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA de uma via, seguido pelo teste Tukey HSD. *** p <0,001 em
comparagdo com o grupo 0 pg; #, p <0,05 comparado com o grupo 500 pg. As
barras de erro mostram E.P.M.

5.6.4 Knockdown para CPA6 nio altera a capacidade de resposta a
estimulos das larvas de zebrafish

O comportamento do tipo convulsivo das larvas expostas a drogas
indutoras foi definido de acordo com os padrdes ja descritos. No
entanto, as larvas que apresentam alteracdes morfoldgicas (defeitos na
cauda ou de outra forma) podem ndo se comportar normalmente.
Embora as larvas knockdown para CPA6 ndo apresentaram nenhuma
anomalia fisica obvia, foi testado se elas podiam responder a estimulos
em condi¢des basais e na presenca das mesmas concentragdes de PTZ
utilizadas no ensaio comportamental.

As larvas knockdown para CPA6 ndo apresentaram alteragdes na
resposta a estimulagdo com agua em condi¢des basais ([F (2,44) = 0,24,
p = 0,79]) (Fig. 41A). Na presenca de PTZ, também nio foram
encontradas mudangas significativas na resposta a estimulacdo nas
larvas injetadas com CPA6-MO?2 ([F (1,4) = 0,91, p = 0,46]) e CPA6-
MO4 ([F (1,4) = 0,43, p = 0,78]) (Figs. 41C e 41D). A capacidade de
resposta ao toque também foi testada (Fig. 41B), contudo, ndo foram
observadas diferengas na resposta a estimulagdo tactil em condigdes
basais [F (2,81) = 0,37, p = 0,69]). Os resultados da figura 41 nio
demonstram altera¢des na capacidade de resposta aos estimulos,
indicando que as larvas geneticamente modificadas (MO2 ¢ MO4) ndo
apresentam déficits motores.
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Figura 41. Analise da capacidade de resposta a estimulos das larvas de
zebrafish. (A) % de resposta ao estimulo com agua das larvas wild-type e larvas
geneticamente modificadas com a inje¢cdo de MO2 e MO4 em condigdes basais.
(B) % de resposta ao toque de larvas wild-type e larvas geneticamente
modificadas com a inje¢do de MO2 e MO4 em condigdes basais. A andlise
estatistica das figuras A e B foi realizada utilizando ANOVA de uma via. (C) %
de resposta ao estimulo com agua das larvas wild-type e larvas geneticamente
modificadas com a inje¢do de MO2 na presen¢a de PTZ 2,5 mM durante 20
minutos. (D) % de resposta ao estimulo com agua das larvas wild-type e larvas
geneticamente modificadas com a inje¢do de MO4 na presenca de PTZ 2,5 mM
durante 20 minutos. A andlise estatistica das figuras C e D foi realizada
utilizando ANOVA de medidas repetidas. As barras de erro mostram E.P.M.

5.6.5 Knockdown para CPAG6 altera a expressao de neuropeptideos,
moléculas de sinalizacdo celular e subunidades de receptores
neurais

Considerando que a enzima extracelular CPA6 estd envolvida no
processamento de muitos peptideos e proteinas (LYONS et al., 2010),
decidimos investigar se as alteragdes comportamentais observadas nas
larvas geneticamente modificadas, ndo poderiam estar relacionadas com
alteracdes nos niveis de neuropeptideos. Trabalhos recentes tém
demonstrado o envolvimento de neuropeptideos no processo epiléptico
(KOVAC ¢ WALKER, 2013; CLYNEN et al, 2014). Os
neuropeptideos podem contribuir para tal desequilibrio através da
modulacdo de efeitos excitatorios e inibitorios. Boa parte destes
neuropeptideos precisam ser clivados para atingirem a sua forma ativa.
Neste sentido resolvemos examinar a expressdo destas moléculas
(potenciais alvos de CPA6) e outros genes conhecidos por regular a
excitabilidade neuronal nas larvas de zebrafish knockdown para CPA6.
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A figura 42 demonstra que em condig¢des basais (sem exposi¢ao
ao PTZ ou pilocarpina) as larvas geneticamente modificadas
(knockdown para CPA6) apresentam alteracdes na expressdo de uma
gama de neuropeptideos, moléculas de sinalizagdo celular e até
subunidades de receptores glutamatérgicos. O knockdown para CPA6
foi capaz de diminuir a expressdo do mRNA de c-fos ¢ BDNF, ambas
moléculas utilizadas como marcadores de excitabilidade neural em
modelos de crises convulsivas. Carboxipeptidase E (CPE), outra
peptidase da familia das metalocarboxipeptidase M14, também se
encontra diminuida. Além disso, outros neuropeptideos como
neuropeptideo Y, cromogranina A, pcsklnl (gene codificador para
ProSAAS), tacl (gene codificador para substincia P), neurotensina e
endotelina 1 também foram diminuidos na condigdo knockdown quando
comparado ao grupo Ctrl-MO. O gene que codifica a subunidade GluN1
do receptor glutamatérgico NMDA e o transportador glial de glutamato
EAAT?2 (codificado pelo gene slcla2b) também estdo downregulados
nas larvas knockdown para CPA6.
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Figura 42. Niveis relativos de mRNA de neuropeptideos, moléculas de
sinalizagdo intracelular e subunidades de receptores neurais em larvas wild-type
e larvas geneticamente modificadas com a inje¢do de CPA6-MO2. A andlise
estatistica foi realizada utilizando teste t de Student. p <0,05; **, p <0,01 e ***,
p <0,001 em comparagdo com o respectivo grupo Ctrl-MO (n=4). As barras de
erro mostram E.P.M.

5.6.6 Exposicio ao PTZ altera a expressio de neuropeptideos e
moléculas de sinaliza¢ao celular

Para testar se os niveis de mRNAs dos alvos examinados na
figura 42 seriam afetados pelo tratamento com PTZ, wild-type zebrafish
foram expostos a concentragdo de 15mM de PTZ durante 1 h e os niveis
de mRNA foram analisados 1, 5 e 23 h apds o periodo de exposi¢do ao
PTZ (ou seja, 2, 6, ¢ 24 h ap6s o inicio da exposi¢do ao PTZ). Uma hora
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apos a exposi¢do ao PTZ, os niveis de mRNA dos genes de CREB,
BDNF, c-fos, neuropeptideo Y, cromogranina A, pcsklnl, tacl,
neurotensina e endotelina 1 foram up-regulados em comparagdo aos seus
respectivos grupos controle (Fig. 43). Cinco horas apds a exposi¢do ao
PTZ, os niveis de mRNA de BDNF, c-fos, POMC a (gene codificador
para ACTH), tacl e neurotensina foram aumentados. O nivel de mRNA
de CPA6 foi diminuido em relagdo ao grupo controle (Fig. 43). Um dia
depois da exposicdo ao PTZ, apenas os niveis do mRNA de BDNF e
pcsklnl permaneceram aumentados de forma significativa (Fig. 43).
Nao foram detectadas altera¢des significativas nos niveis do mRNA dos
genes que codificam os receptores e transportadores glutamatérgicos em
nenhum dos tempos analisados.
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Figura 43. Niveis relativos de mRNA de neuropeptideos, moléculas de

sinalizagdo intracelular e subunidades de receptores neurais em larvas wild-type

expostas a concentracdo de 15 mM de PTZ durante 1 h. As analises foram feitas
1, 5 ¢ 23 h apds o periodo de exposicdo ao PTZ. A analise estatistica foi
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realizada utilizando teste t de Student. p <0,05; **, p <0,01 e *** p <0,001 em
comparag@o com o respectivo grupo Ctrl-MO (n=4). As barras de erro mostram
E.P.M.

5.6.7 Exposicio a pilocarpina altera a expressiao de neuropeptideos e
moléculas de sinaliza¢ao celular

Noés também testamos os efeitos da pilocarpina nas larvas de
zebrafish. Wild-type zebrafish foram expostos a 60 mM de pilocarpina
durante 1 h e os niveis de mRNA dos genes analisados 1, 5 ¢ 23 h apds a
exposi¢do a pilocarpina. Uma hora apds a exposi¢do a pilocarpina, os
niveis de mRNA para c-fos, neurotensina e endotelina 1 foram
aumentados quando comparados aos seus respectivos grupos controle
(Fig. 44). Cinco horas apos a exposi¢do a pilocarpina, apenas os niveis
de mRNA de c-fos permaneceram significativamente aumentados (Fig.
44). Curiosamente, um dia depois da exposi¢do a pilocarpina, os niveis
de mRNA de c-fos permaneceram elevados, no entanto, os niveis de
mRNA dos genes CREB, BDNF, neuropeptideo Y, pcskinl e tacl foram
reduzidos (Fig. 44). Os niveis de mRNA dos genes da CPE, CPAG6 ¢
slcla2b também foram reduzidos (Fig. 44). Os niveis de mRNA dos
genes que codificam os receptores glutamatérgicos ndo foram alterados
em nenhum dos tempos analisados.
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Figura 44. Niveis relativos de mRNA de neuropeptideos, moléculas de
sinalizagdo intracelular e subunidades de receptores neurais em larvas wild-type
expostas a concentragdo de 60 mM de pilocarpina durante 1 h. As analises
foram feitas 1, 5 e 23 h apds o periodo de exposicdo a pilocarpina. A analise
estatistica foi realizada utilizando teste t de Student. p <0,05 e **, p <0,01 em
comparagdo com o respectivo grupo Ctrl-MO (n=4). As barras de erro mostram
E.P.M.

5.6.8 Pré-tratamento com 60 mM de pilocarpina reduz as crises
convulsivas induzidas por PTZ 2,5 mM

Com base na observacdo de que muitos dos genes alterados pelo
knockdown de CPA6 também foram alterados 1 dia apos o tratamento
com pilocarpina 60 mM (diminuicdo de BDNF, CPE, CPA6,
neuropeptideo Y, pcsklinl, tacl e slcla2b), nds buscamos investigar se
0s animais pré-tratados com pilocarpina mostrariam uma sensibilidade
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reduzida ao comportamento de natagdo convulsiva induzido por PTZ,
como observado nas larvas knockdown para CPA6. A resposta
comportamental dos animais expostos ao PTZ 2,5 mM, foi avaliada 23
horas apds o tratamento com pilocarpina 60mM. As larvas de zebrafish
pré-tratadas com pilocarpina (1 h) e, em seguida, expostas ao PTZ 2,5
mM mostraram uma diminui¢do nos episodios de crise convulsiva
durante os 18 minutos avaliados [F (1,12) = 9,13, p <0,001] (Fig. 45A).
Também foi encontrado um aumento no tempo de laténcia para a
primeira crise convulsiva apos exposi¢do ao PTZ (teste t de Student, p <
0,01), (Fig. 45B). Estes efeitos comportamentais foram semelhantes aos
observados nas larvas injetadas com CPA6-MO2 ou CPA6-MO4 ¢
expostas ao PTZ. O pré-tratamento com 60 mM de pilocarpina ndo teve
efeito sobre a atividade locomotora dos animais re-expostos em seguida
a pilocarpina 15 mM (Fig. 45C).
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Figura 45. Anélise comportamental de larvas de zebrafish pré-tratadas com
pilocarpina 60 mM por 1lh, re-expostas ao PTZ e a pilocarpina 23 h depois.
Larvas wild-type foram divididas em dois grupos, o primeiro grupo foi exposto
a 60 mM de pilocarpina durante 1 h (pré-tratamento), enquanto o segundo grupo
ndo foi tratado com a droga. Apds um periodo de 23 h adicionais, os animais
foram re-expostos as concentragdes de 2,5 mM de PTZ e 15 mM de pilocarpina,
e os episodios de crise convulsiva e a atividade locomotora foi avaliada. (A)
Acumulado de crises convulsivas em larvas (4 dpf) wild-type expostas ao PTZ.
A analise estatistica foi feita utilizando ANOVA de medidas repetidas, seguido
de Tukey HSD. * p <0,05; ** p <0,01 comparado com o grupo sem pré-
tratamento nos respectivos time-points. (B) Tempo de laténcia para a primeira
crise convulsiva apds a exposi¢do ao PTZ. A andlise estatistica foi realizada
utilizando teste t de Student. **, p <0,01 em comparagdo com o grupo sem pré-
tratamento. (C) Os animais pré-tratados com 60 mM de pilocarpina durante 1 h,
foram re-respostos a 15 mM de pilocarpina ¢ o nimero de cruzamentos
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(atividade locomotora) foi avaliado durante 90 segundos no baseline e durante
90 segundos no periodo de exposi¢do a droga. A analise estatistica foi realizada
pelo teste t de Student. As barras de erro mostram E.P.M.

5.7 DISCUSSAO

Alteragdes na condutincia de canais i0nicos, 0s quais exercem
controle direto sobre a atividade elétrica, vem sendo ha muito tempo
relacionado com epilepsias genéticas. A sinalizacdo peptidérgica através
de receptores de neuropeptideos pode alterar a excitabilidade neuronal
por diversos mecanismos, incluindo a modulagdo da expressdo e/ou
condutancia de canais i6nicos. Diversas vias de sinalizag¢do
peptidérgicas, bem como populagdes celulares peptidérgicas sdo
alteradas na epilepsia, e estdo relacionadas com a doenga em seres
humanos (BRUNSON, AVISHAI-ELINER e BARAM, 2002;
OKUMURA et al., 2006; LEE et al, 2009). Evidéncias de varios
estudos sugerem que os peptideos sdo moléculas de sinalizagdo celular
poderosas com relagdo a regulagdo das crises convulsivas (PATRYLO et
al., 1999; BRUNSON, AVISHAI-ELINER ¢ BARAM, 2002; TSENOV
et al.,2007; LEE et al., 2009).

CPA6 ¢é uma enzima extracelular que pode processar
neuropeptideos por remog¢do de um ou mais aminodcidos (LYONS,
CALLAWAY ¢ FRICKER, 2008). No caso das encefalinas, por
exemplo, CPA6 remove residuos hidrofébicos no C-terminal, inativando
o peptideo e impedindo a sua ligacdo aos receptores opioides. No
entanto, no caso da angiotensina I, CPA6 remove residuos hidrofobicos
e converte o peptideo em angiotensina I, a forma que é ativa para os
receptores de angiotensina. Assim, CPA6 tanto pode inativar como
ativar diferentes neuropeptideos in vitro (LYONS, CALLAWAY ¢
FRICKER, 2008). Dada a relagdo entre mutacdes na enzima CPA6 ¢
epilepsia (SALZMANN et al., 2012; SAPIO et al., 2012; SAPIO et al.,
2015), estudos visando elucidar os potencias substratos de CPA6
poderiam langar uma nova luz sobre a epileptogénese. O mRNA de
CPA6 ¢ expresso principalmente no bulbo olfatério de ratos e
camundongos (FONTENELE-NETO et al., 2005; HAWRYLYCZ et al.,
2012; CONSORTIUM, 2013), com um padrdo mais amplo de expressdo
ao longo do desenvolvimento (FONTENELE-NETO et al., 2005). Nos
animais adultos, ¢ provavel que CPA6 processe neuropeptideos nos
terminais nervosos de neurdnios olfatérios projetados para o cortex
piriforme ou entorrinal, ambos os quais podem provocar convulsdes na
presenga de estimulagdo anormal (PIREDDA e GALE, 1985;
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BARTOLOMEI et al., 2005). Niveis baixos, mas detectaveis de mRNA
de CPAG6 estdo presentes no hipocampo humano e ntucleos da rafe
(SALZMANN et al., 2012), e é possivel que a atividade de CPA6 nestas
regides contribua para a excitabilidade elétrica.

A fim de compreender melhor o papel da enzima CPA6 na
etiologia da epilepsia e na regulagdo da atividade neuronal, modelos
animais que apresentem deficiéncia da enzima CPA6 podem se tornar
ferramentas de estudo interessantes. Para este fim, geramos um modelo
de crises convulsivas com larvas de zebrafish knockdown para CPA6. O
presente estudo baseou-se em uma crescente literatura que institui a
utilizagdo do zebrafish no estudo de genes que podem modular a
resposta a drogas indutoras de crises convulsivas (BARABAN et al.,
2005; BARABAN et al., 2007, HORTOPAN, DINDAY ¢ BARABAN,
2010). A descoberta de que o knockdown para CPA6 reduz a capacidade
de resposta a dois indutores de crises convulsivas diferentes (Fig. 35 ¢
Fig. 38), sem alteracdo concomitante na motilidade (Fig. 41) demonstra
que o efeito do knockdown para CPA6 ¢ seletivo para a resposta as
drogas indutoras de crises convulsivas, ¢ nido estd relacionado com
alteragcdes na motilidade ou déficits motores. Além disso, a descoberta
de que as larvas geneticamente modificadas sdo menos sensiveis ao
antagonismo de GABA-A (mecanismo de acdo do PTZ) e a ativagéo
muscarinica ndo seletiva da pilocarpina, sugere que a resisténcia das
redes neuronais estdo relacionadas a estimulos de entrada de diferentes
receptores e sinais funcionais.

Noés postulamos que o mecanismo mais provavel pelo qual o
knockdown de CPAG6 altere a excitabilidade neuronal esteja relacionado
com modificagdes no processamento de neuropeptideos. Com base nesta
hipdtese, sdo varios os argumentos que podem explicar o porqué dos
humanos com muta¢des na enzima CPA6 estarem associadas a um grau
elevado de crises convulsivas, enquanto as larvas de zebrafish
knockdown para CPA6 apresentam uma menor susceptibilidade as
crises convulsivas induzidas por PTZ e pilocarpina. Uma possivel
explicagdo, seria que a enzima CPAG6 possa atuar sobre diferentes
peptideos em humanos e zebrafish, isto devido a falta de conservagdo na
sequéncia dos peptideos. Por exemplo, os peptideos natriuréticos nao
conservaram os residuos do C-terminal em zebrafish, apresentando uma
sequéncia diferente em seres humanos (SHIMEKAKE et al., 1992;
POTTER et al., 2009). Da mesma forma, os peptideos produzidos a
partir de proSAAS (pcskinl) sdo pouco conservados quando
comparamos mamiferos e zebrafish (KUDO et al., 2009). Assim, o
conjunto de neuropeptideos processados por CPA6 pode ser diferente
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em zebrafish e mamiferos. E possivel também que a circuitaria neuronal
seja diferente, levando a diferentes padrdes de inerva¢do dos neurdnios
que liberam os peptideos processados pela enzima CPA6. Finalmente,
uma mutagdo pontual (observada em humanos) ndo ¢ 0 mesmo que um
knockdown. A nossa hipdtese de trabalho ¢ de que as mutacdes
pontuais, associadas com as crises convulsivas e o fenotipo de perda de
funcdo da enzima, deveriam ser mimetizadas pelo knockdown de CPAG.
Este pressuposto baseia-se na extensa caracterizacdo da epilepsia
associada a mutacdes genéticas em seres humanos, onde todas as
variantes da doenga apresentam niveis diminuidos da atividade de CPA6
na matriz extracelular in vitro (SALZMANN et al., 2012; SAPIO et al.,
2012; SAPIO et al., 2015). No entanto, é possivel que as varias
mutagdes pontuais, contribuam para um fenotipo de ganho de fungio, o
que ndo poderia ser reproduzido pelo knockdown para CPAG6.

Os niveis de mRNA de precursores de peptideos estdo
correlacionados com os disparos de neurdnios peptidérgicos. Dessa
forma, a diminui¢do do mRNA de uma gama de moléculas precursoras
de peptideos (npy, chga, pcsklnl, tacl, nts e edn-1) e CPE nas larvas de
zebrafish knockdown para CPA6 podem estar envolvidos com uma
redugcdo nos padroes de disparo de alta frequéncia que liberam
neuropeptideos (Fig. 42). A queda de expressdo do mRNA do gene que
codifica a subunidade GluN1 do receptor NMDA, o transportador glial
de glutamato EAAT2, BDNF e c-fos (marcadores de excitabilidade
neural) sugere uma depressdo na atividade da circuitaria ao longo do
SNC, podendo assim explicar a resisténcia das larvas geneticamente
modificadas as drogas indutoras de crises convulsivas (PTZ e
pilocarpina). Como complemento a esta abordagem, nés examinamos a
expressdo destes genes em time-points especificos apds a exposi¢do ao
PTZ (Fig. 43) ou pilocarpina (Fig. 44). Enquanto o mRNA de uma gama
de genes que codificam neuropeptideos aumentam intensamente apos
exposicdo ao PTZ, estes mesmos mRNAs diminuem 24 h apds a
estimulagdo com pilocarpina, indicando uma segunda fase do programa
transcricional, fato que ndo ocorre apds o tratamento com PTZ. A
constatacdo de que CPA6 diminui durante pelo menos um time-point
ap6s a estimulagcdo com PTZ ou pilocarpina, sugere que os niveis de
mRNA da enzima CPAG6 sdo regulados pela atividade neuronal. O fato
do mRNA de CPE geralmente permanecer inalterado, apesar de ser
necessaria em todos os granulos densos peptidérgicos, sugere que neste
modelo nem todos os granulos devem ser amplamente liberados.
Cromogranina A (chga), que ¢é altamente expressa em neurdnios
peptidérgicos, aumenta de forma aguda com a exposicdo ao PTZ, porém
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permanece inalterada apds o tratamento com pilocarpina, refor¢ando
ainda mais a ideia de que um subconjunto de neurdnios peptidérgicos
pode sofrer alteragdes a longo prazo no seu conteudo genético,
provavelmente devido a alta frequéncia de disparos dentro desta
populagdo de células.

As larvas de zebrafish expostas a pilocarpina apresentaram um
ligeiro aumento no mRNA de genes que codificam precursores de
neuropeptideos excitatorios (1 h), como a neurotensina (nts) e
endotelina 1 (edn-1), sendo que a longo prazo (24 h) a maioria dos
peptideos analisados foram diminuidos, sugerindo um programa
transcricional de duas fases, talvez, consistente com o modelo da
pilocarpina em ratos, onde ap6s um insulto os animais passam por um
periodo de intensa reorganizagdo neural até atingirem a epilepsia cronica
(GOTO et al., 2010; LOPES et al, 2012; LOPES et al., 2013). A
expressdo de endotelina-1 foi alterada por PTZ e pilocarpina, e estudos
ja demonstraram que a injecdo deste peptideo, um potente
vasoconstritor, provoca crises convulsivas em ratos (TSENOV et al.,
2007), sendo assim a inducdo deste gene na fase inicial é consistente
com o seu papel na transmissdo excitatdria, além dos seus efeitos
vasculares e oxidativos. A forma ativa do peptideo endotelina-1 também
¢ encontrada aumentada apds crises convulsivas (BIAGINI, SALA e
ZINI, 1995; JO et al., 2011). A sequéncia deste peptideo ¢ altamente
conservada no zebrafish quando comparado a seres humanos
(SCHNEIDER et al., 2007). Além disso, o residuo de triptofano na
por¢do C-terminal da endotelina-1 confere a este peptideo propriedades
que o colocam como um bom substrato para CPA6 (LYONS,
CALLAWAY e FRICKER, 2008; LYONS e FRICKER, 2010).

Os efeitos do PTZ quanto ao nivel de mRNA dos genes
analisados neste trabalho, apontam na maioria dos casos para alteracdes
transitorias, enquanto que a pilocarpina parece induzir alteragdes a nivel
genético duradouras, o que reflete presumivelmente, em diferencas na
estimulacdo de redes neuronais. Em roedores, a administrag¢do sistémica
de pilocarpina induz crises limbicas que se tornam secundariamente
generalizadas. Estes eventos sdo seguidos por um periodo de maturagio
epiléptica (apés o insulto) e intensa reorganizagdo neural antes de
atingirem a epilepsia cronica (CAVALHEIRO et al., 1991; MELLO et
al., 1993; LOPES et al, 2012; LOPES et al, 2013; LOSCHER,
HIRSCH e SCHMIDT, 2015). Com base na observacdo de que a
pilocarpina ¢ capaz de induzir alteragdes a longo prazo em redes de
excitabilidade, as alteragdes neuroquimicas nos niveis de mRNA 24 h
ap6s a estimulacdo com pilocarpina podem explicar parcialmente as
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alteragOes plasticas a longo prazo da atividade cerebral. A constatacdo
de que os embrides pré-tratados com pilocarpina sdo resistentes ao
tratamento com PTZ (Fig. 45) suporta a ideia de um periodo refratario
em que o cérebro ¢ menos susceptivel a excitabilidade do antagonismo
de GABA-A, apds uma sequéncia de alteragdes neurais induzidas pelo
agonista muscarinico. As alteracdes a nivel transcricional identificadas
neste estado, apresentam similaridades ao estado basal dos animais
knockdown para CPA6, ao menos em ambas as condigdes 0s animais
sdo resistentes ao estimulo excitatorio. A figura 46 ilustra principais
alteracbes a nivel de mRNA encontradas nas larvas de zebrafish
injetadas com CPA6-MO2 e pré-tratadas com pilocarpina.

Larvas de zebrafish injetadas com CPA6-MO2 Larvas de zebrafish wild-type
l l 1h 60 mM Pilo + 23h washout
niveis de mRNA niveis de mRNA
bdnf c-fos * crebla
npy chga
pcskinl nts
tacl ednl
cpa6 grinla T * c-fos
cpe
slc1a2b
2,5 mM de PTZ ou 2,5 mM de PTZ ou
15 mM de Pilo 15 mM de Pilo
Resisténcia as crises convulsivas Resisténcia as crises convulsivas
(PTZ) e aumento da atividade induzidas pelo PTZ

locomotora (pilo)

Figura 46. Resumo das principais alteracdes a nivel de mRNA encontradas nas
larvas de zebrafish injetadas com CPA6-MO2 (A) e larvas de zebrafish wild-
type pré-tratadas por 1h com 60 mM + 23 h de washout (B). Como desfecho
final nas duas condi¢des, os animais apresentaram resisténcia as crises
convulsivas induzidas pelo PTZ. Os animais injetados com CPA6-MO2 foram
resistentes ao aumento da atividade locomotora induzido pela pilocarpina.

5.8 CONCLUSAO

O presente trabalho suporta firmemente a presenga de alteragdes
na sinalizagdo peptidérgica e supressdo de inputs excitatorios apos a
perda de funcdo da enzima CPAG6 ou pré-tratamento do zebrafish com
pilocarpina. Estas alteracdes parecem estar relacionadas com a
resisténcia as crises convulsivas induzidas por PTZ e aumento da
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atividade locomotora induzida pela pilocarpina. A partir destes achados,
as analises futuras podem se restringir ao estudo de vias que sdo ativadas
ou desativadas quando a atividade extracelular de CPA6 ¢ reduzida por
mutagdes genéticas. O objetivo final € identificar os neuropeptideos que
causam alteragdes na excitabilidade neural e aumentam a
susceptibilidade as crises convulsivas, o que pode torna-los alvos para o
desenvolvimento de novas terapias.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Através da utilizagdo de abordagens neuroquimicas e
comportamentais, este estudo investigou alteragdes da circuitaria e
maquinaria intracelular no SNC e a relagdo com transtornos
neuropsiquiatricos que acometem os pacientes com epilepsia. As
analises neuroquimicas e comportamentais foram realizadas em roedores
submetidos ao modelo da pilocarpina e pacientes com ELTM-EH,
refratarios farmacologicamente e tratados cirurgicamente. Por fim, a
utilizagdo do zebrafish atrelado a poderosas ferramentas de manipulagio
genética serviu como modelo experimental para reprodugdo de crises
convulsivas e estudo das epilepsias genéticas.

Demonstramos pela primeira vez um desequilibrio na fosforilagdo
do receptor AMPA e vias de sinalizacdo intracelular em regides
especificas do hipocampo frente ao modelo da pilocarpina. Embora a
sequéncia e combinagdes de eventos celulares provavelmente ndo sejam
totalmente sobreponiveis, ¢ bastante plausivel que altera¢des de parte da
maquinaria neuroquimica/celular utilizada para eventos fisiologicos
esteja envolvida com o processo epileptogénico. Além disso, alteragdes
neurocomportamentais que acometem os pacientes com ELTM-EH
foram reproduzidas neste modelo animal, possivelmente relacionada
com as modificagdes a nivel molecular ja identificadas nas fases de
maturagdo e epilepsia cronica (LOPES et al., 2012; LOPES et al., 2013;
LOPES et al., 2015).

O desenvolvimento de técnicas de monitorizagdo intracraniana
para avaliar os pacientes com crises refratirias e a otimizagdo dos
procedimentos cirurgicos permitiram a obtencdo do tecido epiléptico
humano, o qual constituiu uma importante ferramenta para investigacio
dos mecanismos moleculares nos pacientes epilépticos. Nosso trabalho
demonstrou de maneira inédita os efeitos da dexametasona sobre a
fosforilagcdo da subunidade GluA1l do receptor AMPA na amigdala de
pacientes com ELTM-EH tratados cirurgicamente. Como balanco final,
os mecanismos de potenciacdo sinaptica parecem estar sendo alterados
na amigdala dos pacientes que receberam dexametasona, hipdtese
respaldada pela queda de fosforilagdo de CaMKII e GluA1-Ser831. Os
mecanismos regulatorios ¢ as implicagdes destas alteragdes sdo
complexas e devem ser investigadas, contudo, estes achados contribuem
para o entendimento dos mecanismos neuroquimicos envolvidos na
resposta ao estresse induzido pela dexametasona na amigdala.

Por fim, utilizando o zebrafish como ferramenta para indugdo de
crises convulsivas, demonstramos que os embrides geneticamente
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modificados (knockdown para CPA6) apresentam resisténcia as drogas
indutoras (PTZ e pilocarpina). Diferentemente dos achados em
humanos, onde mutagdes no gene que codifica a enzima CPA6 esta
relacionado com distirbios convulsivos. E complicado extrapolarmos
uma comparacdo entre a doenga em humanos ¢ o modelo em zebrafish,
porém os achados demonstram em ambas as situagdes o envolvimento
da proteina CPA6 com o processo epileptogénico. Além disso, nossos
resultados suportam firmemente a presenca de alteragdes na sinalizagdo
peptidérgica e supressdo de inputs excitatorios apos a perda de fungéo da
enzima CPAG6.



172

7 REFERENCIAS

ADAMS, S. J. et al. . Neuropsychiatric morbidity in focal epilepsy. Br
J Psychiatry, v. 192, n. 6, p. 464-9, 2008.

ALMAWI, W. Y.; MELEMEDJIAN, O. K. Negative regulation of
nuclear factor-kappaB activation and function by glucocorticoids. J Mol
Endocrinol, v. 28, n. 2, p. 69-78, 2002.

ALPER, K. et al. . Seizure incidence in psychopharmacological clinical
trials: an analysis of Food and Drug Administration (FDA) summary
basis of approval reports. Biol Psychiatry, v. 62, n. 4, p. 345-54, 2007.

ARAKI, Y. et al . Rapid dispersion of SynGAP from synaptic spines
triggers AMPA receptor insertion and spine enlargement during LTP.
Neuron, v. 85, n. 1, p. 173-89, 2015.

ARAUJO, D. et al. . Volumetric evidence of bilateral damage in
unilateral mesial temporal lobe epilepsy. Epilepsia, v. 47, n. 8, p. 1354-
9, 2006.

ARMIJO, J. A. et al. . Ion channels and epilepsy. Curr Pharm Des, v.
11, n. 15, p. 1975-2003, 2005.

ATTWELL, D. Brain uptake of glutamate: food for thought. J Nutr, v.
130, n. 4S Suppl, p. 1023S-5S, 2000.

BABB, T. L. Synaptic reorganizations in human and rat hippocampal
epilepsy. Adv Neurol, v. 79, p. 763-79, 1999.

BABB, T. L. et al. . Synaptic reorganization by mossy fibers in human
epileptic fascia dentata. Neuroscience, v. 42, n. 2, p. 351-63, 1991.

BANKE, T. G. et al. . Control of GluR1 AMPA receptor function by
cAMP-dependent protein kinase. J Neurosci, v. 20, n. 1, p. 89-102,
2000.

BARABAN, J. M. et al. . Identification of p42 mitogen-activated
protein kinase as a tyrosine kinase substrate activated by maximal
electroconvulsive shock in hippocampus. J Neurochem, v. 60, n. 1, p.
330-6, 1993.



173

BARABAN, S. C. Emerging epilepsy models: insights from mice, flies,
worms and fish. Curr Opin Neurol, v. 20, n. 2, p. 164-8, 2007.

BARABAN, S. C. et al. . A large-scale mutagenesis screen to identify
seizure-resistant zebrafish. Epilepsia, v. 48, n. 6, p. 1151-7, 2007.

BARABAN, S. C. et al. . Pentylenetetrazole induced changes in
zebrafish behavior, neural activity and c-fos expression. Neuroscience,
v. 131, n. 3, p. 759-68, 2005.

BARBAZUK, W. B. et al. . The syntenic relationship of the zebrafish
and human genomes. Genome Res, v. 10, n. 9, p. 1351-8, 2000.

BARCO, A.; BAILEY, C. H.; KANDEL, E. R. Common molecular
mechanisms in explicit and implicit memory. J Neurochem, v. 97, n. 6,
p. 1520-33, 2006.

BARTOLOMEI, F. et al. . Entorhinal cortex involvement in human
mesial temporal lobe epilepsy: an electrophysiologic and volumetric
study. Epilepsia, v. 46, n. 5, p. 677-87, 2005.

BAULAG, S. et al. . Fever, genes, and epilepsy. Lancet Neurol, v. 3, n.
7, p. 421-30, 2004.

BELEZA, P. Refractory epilepsy: a clinically oriented review. Eur
Neurol, v. 62, n. 2, p. 65-71, 2009.

BEN, J. et al. . Brain MAPKs levels are differentially associated with
seizures threshold and severity progression in pentylenetetrazole-kindled
mice. CNS Neurosci Ther, v. 19, n. 9, p. 726-9, 2013.

BERG, A. T.; BLACKSTONE, N. W. Concepts in classification and
their relevance to epilepsy. Epilepsy Res, v. 70 Suppl 1, p. S11-9, 2006.

BERGHMANS, S. et al. . Zebrafish offer the potential for a primary
screen to identify a wide variety of potential anticonvulsants. Epilepsy
Res, v. 75,n. 1, p. 18-28, 2007.

BERKELEY, J. L.; DECKER, M. J.; LEVEY, A. I. The role of
muscarinic acetylcholine receptor-mediated activation of extracellular



174

signal-regulated kinase 1/2 in pilocarpine-induced seizures. J
Neurochem, v. 82, n. 1, p. 192-201, 2002.

BJERRUM 0.J., HEEGAARD N.H.H. CRC handbook of
immunoblotting of proteins. CRC Press 1, 1988.

BIAGINI, G.; SALA, D.; ZINI, 1. Diethyldithiocarbamate, a superoxide
dismutase inhibitor, counteracts the maturation of ischemic-like lesions
caused by endothelin-1 intrastriatal injection. Neurosci Lett, v. 190, n.
3,p.212-6, 1995.

BILL, B. R. et al. . A primer for morpholino use in zebrafish.
Zebrafish, v. 6, n. 1, p. 69-77, 2009.

BLASER, R. E.; ROSEMBERG, D. B. Measures of anxiety in zebrafish
(Danio rerio): dissociation of black/white preference and novel tank test.
PLoS One, v. 7,n. 5, p. €36931, 2012.

BLOSS, E. B.; HUNTER, R. G. Hippocampal kainate receptors. Vitam
Horm, v. 82, p. 167-84, 2010.

BOLDIZSAR, F. et al. . Emerging pathways of non-genomic
glucocorticoid (GC) signalling in T cells. Immunobiology, v. 215, n. 7,
p. 521-6, 2010.

BONAN, C. D. et al. . Changes in synaptosomal ectonucleotidase
activities in two rat models of temporal lobe epilepsy. Epilepsy Res, v.
39, n. 3, p. 229-38, 2000.

BOWERY, N. G. Metabotropic GABA(B) receptors cloned at last.
Trends Pharmacol Sci, v. 18, n. 4, p. 103, 1997.

BRACEY, J. M. et al. . Prolonged seizure activity leads to increased
Protein Kinase A activation in the rat pilocarpine model of status
epilepticus. Brain Res, v. 1283, p. 167-76, 2009.

BRANDT, C. et al. . Disease-modifying effects of phenobarbital and
the NKCC1 inhibitor bumetanide in the pilocarpine model of temporal
lobe epilepsy. J Neurosci, v. 30, n. 25, p. 8602-12, 2010.



175

BRITO, V. B. et al. . Diphenyl diselenide and 2,3-dimercaptopropanol
increase the PTZ-induced chemical seizure and mortality in mice. Brain
Res Bull, v. 68, n. 6, p. 414-8, 2006.

BRODIE, M. J.; FRENCH, J. A. Management of epilepsy in adolescents
and adults. Lancet, v. 356, n. 9226, p. 323-9, 2000.

BRUNSON, K. L.; AVISHAI-ELINER, S.; BARAM, T. Z. ACTH
treatment of infantile spasms: mechanisms of its effects in modulation of
neuronal excitability. Int Rev Neurobiol, v. 49, p. 185-97, 2002.

BUCKINGHAM, S. C.; ROBEL, S. Glutamate and tumor-associated
epilepsy: glial cell dysfunction in the peritumoral environment.
Neurochem Int, v. 63, n. 7, p. 696-701, 2013.

BURNS, J. D. ef al. . Intensive care management of acute ischemic
stroke. Emerg Med Clin North Am, v. 30, n. 3, p. 713-44, 2012.

BYLER, D. L. et al. . Rapid onset of hippocampal atrophy in febrile-
infection related epilepsy syndrome (FIRES). J Child Neurol, v. 29, n.
4,p. 545-9,2014.

CALLONI, G. W. et al. . Congenital hypothyroidism alters the
phosphorylation of ERK1/2 and p38MAPK in the hippocampus of
neonatal rats. Brain Res Dev Brain Res, v. 154, n. 1, p. 141-5, 2005.

CAMPBELL, P. D. et al. . Unique function of Kinesin KifSA in
localization of mitochondria in axons. J Neurosci, v. 34, n. 44, p.
14717-32,2014.

CAMPBELL, S. L.; HABLITZ, J. J. Glutamate transporters regulate
excitability in local networks in rat neocortex. Neuroscience, v. 127, n.
3, p. 625-35, 2004.

CARGNELLO, M.; ROUX, P. P. Activation and function of the
MAPKs and their substrates, the MAPK-activated protein kinases.
Microbiol Mol Biol Rev, v. 75, n. 1, p. 50-83, 2011.

CAROBREZ, A. P.; BERTOGLIO, L. J. Ethological and temporal
analyses of anxiety-like behavior: the elevated plus-maze model 20
years on. Neurosci Biobehav Rev, v. 29, n. 8, p. 1193-205, 2005.



176

CARR, W. J. et al. . Olfactory recognition of conspecifics by domestic
Norway rats. J Comp Physiol Psychol, v. 90, n. 9, p. 821-8, 1976.

CARVALHO, A. L.; DUARTE, C. B.; CARVALHO, A. P. Regulation
of AMPA receptors by phosphorylation. Neurochem Res, v. 25, n. 9-
10, p. 1245-55, 2000.

CASCINO, G. D. Surgical treatment for epilepsy. Epilepsy Res, v. 60,
n. 2-3, p. 179-86, 2004.

CASTRO, A. A. et al. . Lithium and valproate prevent olfactory
discrimination and short-term memory impairments in the intranasal 1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) rat model of
Parkinson's disease. Behav Brain Res, v. 229, n. 1, p. 208-15, 2012.

CAVALHEIRO, E. A. et al. . Spontaneous recurrent seizures in rats:
amino acid and monoamine determination in the hippocampus.
Epilepsia, v. 35, n. 1, p. 1-11, 1994,

CAVALHEIRO, E. A. et al. . Long-term effects of pilocarpine in rats:
structural damage of the brain triggers kindling and spontaneous
recurrent seizures. Epilepsia, v. 32, n. 6, p. 778-82, 1991.

CHEN, J. W.; WASTERLAIN, C. G. Status epilepticus:
pathophysiology and management in adults. Lancet Neurol, v. 5, n. 3,
p. 246-56, 2006.

CHEN, N. et al. . A macaque model of mesial temporal lobe epilepsy
induced by unilateral intrahippocampal injection of kainic Acid. PLoS
One, v. 8, n. 8, p. €72336, 2013.

CLYNEN, E. er al. . Neuropeptides as targets for the development of
anticonvulsant drugs. Mol Neurobiol, v. 50, n. 2, p. 626-46, 2014.

CONSORTIUM, G. The Genotype-Tissue Expression (GTEx) project.
Nat Genet, v. 45, n. 6, p. 580-5, 2013.

COOKE, S. F.; BLISS, T. V. Plasticity in the human central nervous
system. Brain, v. 129, n. Pt 7, p. 1659-73, 2006.



177

COPPOLA, A.; MOSHE, S. L. Animal models. Handb Clin Neurol, v.
107, p. 63-98, 2012.

CORDOVA, F. M. et al. . Lead stimulates ERK1/2 and p38MAPK
phosphorylation in the hippocampus of immature rats. Brain Res, v.
998, n. 1, p. 65-72, 2004.

CORNAGGIA, C. M. et al. . Correlation between cognition and
behavior in epilepsy. Epilepsia, v. 47 Suppl 2, p. 34-9, 2006.

COSTA, J. C. [Surgical treatment of epilepsies in children]. J Pediatr
(Rio J), v. 78 Suppl 1, p. S28-39, 2002.

COSTA, M. S. et al. . Pilocarpine-induced status epilepticus increases
glutamate release in rat hippocampal synaptosomes. Neurosci Lett, v.
356, n. 1, p. 41-4, 2004.

CRYAN, J. F.,; MOMBEREAU, C.; VASSOUT, A. The tail suspension
test as a model for assessing antidepressant activity: review of
pharmacological and genetic studies in mice. Neurosci Biobehav Reyv,
v. 29, n. 4-5, p. 571-625, 2005.

CULL-CANDY, S.; BRICKLEY, S.; FARRANT, M. NMDA receptor
subunits: diversity, development and disease. Curr Opin Neurobiol, v.
11, n. 3, p. 327-35,2001.

D'AMBROSIO, R. The role of glial membrane ion channels in seizures
and epileptogenesis. Pharmacol Ther, v. 103, n. 2, p. 95-108, 2004.

DANTZER, R. et al. . Modulation of social memory in male rats by
neurohypophyseal peptides. Psychopharmacology (Berl), v. 91, n. 3, p.
363-8, 1987.

DE ALMEIDA, R. M.; CABRAL, J. C.; NARVAES, R. Behavioural,
hormonal and neurobiological mechanisms of aggressive behaviour in
human and nonhuman primates. Physiol Behav, v. 143, p. 121-35, 2015.

DELORENZO, R. J.; SUN, D. A.; DESHPANDE, L. S. Cellular
mechanisms underlying acquired epilepsy: the calcium hypothesis of the
induction and maintainance of epilepsy. Pharmacol Ther, v. 105, n. 3,
p. 229-66, 2005.



178

DELVECCHIO, C.; TIEFENBACH, J.; KRAUSE, H. M. The zebrafish:
a powerful platform for in vivo, HTS drug discovery. Assay Drug Dev
Technol, v. 9, n. 4, p. 354-61, 2011.

DERKACH, V. A. et al. . Regulatory mechanisms of AMPA receptors
in synaptic plasticity. Nat Rev Neurosci, v. 8, n. 2, p. 101-13, 2007.

DETOUR, J. et al. . A 5-month period of epilepsy impairs spatial
memory, decreases anxiety, but spares object recognition in the lithium-
pilocarpine model in adult rats. Epilepsia, v. 46, n. 4, p. 499-508, 2005.

DI MAIO, R. et al. . Pilocapine alters NMDA receptor expression and
function in hippocampal neurons: NADPH oxidase and ERKI1/2
mechanisms. Neurobiol Dis, v. 42, n. 3, p. 482-95, 2011.

DIN, N. et al. . The function of GluR1 and GluR2 in cerebellar and
hippocampal LTP and LTD is regulated by interplay of phosphorylation
and O-GlcNAc modification. J Cell Biochem, v. 109, n. 3, p. 585-97,
2010.

DONG, Z.; BODE, A. M. Dialogue between ERKs and JNKs: friendly
or antagonistic? Mol Interv, v. 3, n. 6, p. 306-8, 2003.

DOS SANTOS, J. G, JR. et al. . Behavioral changes resulting from the
administration of cycloheximide in the pilocarpine model of epilepsy.
Brain Res, v. 1066, n. 1-2, p. 37-48, 2005.

DOS SANTOS, V. V. et al. . Neuropeptide Y (NPY) prevents
depressive-like behavior, spatial memory deficits and oxidative stress
following amyloid-beta (Abeta(1-40)) administration in mice. Behav
Brain Res, v. 244, p. 107-15, 2013.

DUDEK, F. E. et al. . The course of cellular alterations associated with
the development of spontaneous seizures after status epilepticus. Prog
Brain Res, v. 135, p. 53-65, 2002.

EDDINS, D. et al. . Zebrafish provide a sensitive model of persisting
neurobehavioral effects of developmental chlorpyrifos exposure:
comparison with nicotine and pilocarpine effects and relationship to
dopamine deficits. Neurotoxicol Teratol, v. 32, n. 1, p. 99-108, 2010.



179

EDWARDS, J. G.; MICHEL, W. C. Odor-stimulated glutamatergic
neurotransmission in the zebrafish olfactory bulb. J Comp Neurol, v.
454, n. 3, p. 294-309, 2002.

EGAN, R. J. et al. . Understanding behavioral and physiological
phenotypes of stress and anxiety in zebrafish. Behav Brain Res, v. 205,
n. 1, p. 38-44, 2009.

ELICEIRI, B. P.; GONZALEZ, A. M.; BAIRD, A. Zebrafish model of
the blood-brain barrier: morphological and permeability studies.
Methods Mol Biol, v. 686, p. 371-8, 2011.

ENGEL J., PEDLEY T.A. Introduction: What is epilepsy? In: ENGEL J,
PEDLEY TA, editors. Epilepsy: A Compreensive Textbook. First ed.
Philadelphia: Lippincott-Raven. Chap 1-7, 1997.

ENGEL, J., JR. Mesial temporal lobe epilepsy: what have we learned?
Neuroscientist, v. 7, n. 4, p. 340-52, 2001.

ENGEL, J., JR.; INTERNATIONAL LEAGUE AGAINST, E. A
proposed diagnostic scheme for people with epileptic seizures and with
epilepsy: report of the ILAE Task Force on Classification and
Terminology. Epilepsia, v. 42, n. 6, p. 796-803, 2001.

ENGEL, J., JR.; WILSON, C.; BRAGIN, A. Advances in understanding
the process of epileptogenesis based on patient material: what can the
patient tell us? Epilepsia, v. 44 Suppl 12, p. 60-71, 2003.

ENGELBORGHS, §S.; D'HOOGE, R.;, DE DEYN, P. P.
Pathophysiology of epilepsy. Acta Neurol Belg, v. 100, n. 4, p. 201-13,
2000.

ESTEBAN, J. A. et al. . PKA phosphorylation of AMPA receptor
subunits controls synaptic trafficking underlying plasticity. Nat
Neurosci, v. 6, n. 2, p. 136-43, 2003.

ESTEBAN, N. V.; YERGEY, A. L. Cortisol production rates measured
by liquid chromatography/mass spectrometry. Steroids, v. 55, n. 4, p.
152-8, 1990.



180

FANSELOW, M. S.; DONG, H. W. Are the dorsal and ventral
hippocampus functionally distinct structures? Neuron, v. 65, n. 1, p. 7-
19, 2009.

FAURE, J. B. et al. . A comprehensive behavioral evaluation in the
lithium-pilocarpine model in rats: effects of carisbamate administration
during status epilepticus. Epilepsia, v. 54, n. 7, p. 1203-13, 2013.

FAURE, J. B. et al. . Attention and executive functions in a rat model
of chronic epilepsy. Epilepsia, v. 55, n. 5, p. 644-53, 2014.

FEDDERSEN, B. et al. . On the psychopathology of unilateral temporal
lobe epilepsy. Epilepsy Behav, v. 6, n. 1, p. 43-9, 2005.

FERANDO, 1, MODY, I. GABAA receptor modulation by
neurosteroids in models of temporal lobe epilepsies. Epilepsia, v. 53
Suppl 9, p. 89-101, 2012.

FERNANDES, P. T. et al. . Epilepsy stigma perception in an urban area
of a limited-resource country. Epilepsy Behav, v. 11, n. 1, p. 25-32,
2007.

FERNANDES, M.J.S. Epilepsia do lobo temporal: mecanismos e
perspectivas. Estudos avancados. vol. 27, p.85-98, 2013.

FERNANDO, A. B.; MURRAY, J. E.; MILTON, A. L. The amygdala:
securing pleasure and avoiding pain. Front Behav Neurosci, v. 7, p.
190, 2013.

FISHER, R. S. et al. . Epileptic seizures and epilepsy: definitions
proposed by the International League Against Epilepsy (ILAE) and the
International Bureau for Epilepsy (IBE). Epilepsia, v. 46, n. 4, p. 470-2,
2005.

FLAVELL, S. W.; GREENBERG, M. E. Signaling mechanisms linking
neuronal activity to gene expression and plasticity of the nervous
system. Annu Rev Neurosci, v. 31, p. 563-90, 2008.

FONTENELE-NETO, J. D. et al. . Identification and distribution of
mouse carboxypeptidase A-6. Brain Res Mol Brain Res, v. 137, n. 1-2,
p. 132-42,2005.



181

FRITSCHY, J. M. Epilepsy, E/1 Balance and GABA(A) Receptor
Plasticity. Front Mol Neurosci, v. 1, p. 5, 2008.

FURUTA, A.; ROTHSTEIN, J. D.; MARTIN, L. J. Glutamate
transporter protein subtypes are expressed differentially during rat CNS
development. J Neurosci, v. 17, n. 21, p. 8363-75, 1997.

GAITATZIS, A.; TRIMBLE, M. R.; SANDER, J. W. The psychiatric
comorbidity of epilepsy. Acta Neurol Scand, v. 110, n. 4, p. 207-20,
2004.

GALLUCCI NETO, J.; MARCHETTI, R. L. [Epidemiologic aspects
and relevance of mental disorders associated with epilepsy]. Rev Bras
Psiquiatr, v. 27, n. 4, p. 323-8, 2005.

GOLDENBERG, M. M. Overview of drugs used for epilepsy and
seizures: etiology, diagnosis, and treatment. P T, v. 35, n. 7, p. 392-415,
2010.

GOLDSMITH, P. Zebrafish as a pharmacological tool: the how, why
and when. Curr Opin Pharmacol, v. 4, n. 5, p. 504-12, 2004.

GOTO, E. M. et al . Akt pathway activation and increased
neuropeptide Y mRNA expression in the rat hippocampus: implications
for seizure blockade. Neuropeptides, v. 44, n. 2, p. 169-76, 2010.

GRAY, E. E. et al. . Inhibitory interactions between phosphorylation
sites in the C terminus of alpha-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid-type glutamate receptor GluA1 subunits. J Biol
Chem, v. 289, n. 21, p. 14600-11, 2014.

GROTICKE, 1., HOFFMANN, K.; LOSCHER, W. Behavioral
alterations in the pilocarpine model of temporal lobe epilepsy in mice.
Exp Neurol, v. 207, n. 2, p. 329-49, 2007.

GROTICKE, 1., HOFFMANN, K.; LOSCHER, W. Behavioral
alterations in a mouse model of temporal lobe epilepsy induced by
intrahippocampal injection of kainate. Exp Neurol, v. 213, n. 1, p. 71-
83, 2008.



182

GRUNWALD, D. J.; EISEN, J. S. Headwaters of the zebrafish --
emergence of a new model vertebrate. Nat Rev Genet, v. 3, n. 9, p. 717-
24,2002.

GUARNIERI, R. et al . Do psychiatric comorbidities predict
postoperative seizure outcome in temporal lobe epilepsy surgery?
Epilepsy Behav, v. 14, n. 3, p. 529-34, 2009.

GUIPPONI, M. et al. . Galanin pathogenic mutations in temporal lobe
epilepsy. Hum Mol Genet, v. 24, n. 11, p. 3082-91, 2015.

GUTIERREZ-DELICADO, E.; SERRATOSA, J. M. Genetics of the
epilepsies. Curr Opin Neurol, v. 17, n. 2, p. 147-53, 2004.

HAMILTON, S. E. et al. . Disruption of the m1 receptor gene ablates
muscarinic receptor-dependent M current regulation and seizure activity
in mice. Proc Natl Acad Sci US A, v. 94, n. 24, p. 13311-6, 1997.

HAWRYLYCZ, M. J. et al. . An anatomically comprehensive atlas of
the adult human brain transcriptome. Nature, v. 489, n. 7416, p. 391-9,
2012.

HEINRICHS, S. C.; SEYFRIED, T. N. Behavioral seizure correlates in
animal models of epilepsy: a road map for assay selection, data
interpretation, and the search for causal mechanisms. Epilepsy Behav,
v. 8, n. 1, p. 5-38, 2006.

HELMSTAEDTER, C.; KOCKELMANN, E. Cognitive outcomes in
patients with chronic temporal lobe epilepsy. Epilepsia, v. 47 Suppl 2,
p. 96-8, 2006.

HENKE, P. G. Hippocampal pathway to the amygdala and stress ulcer
development. Brain Res Bull, v. 25, n. 5, p. 691-5, 1990.

HENLEY, J. M.; WILKINSON, K. A. AMPA receptor trafficking and
the mechanisms underlying synaptic plasticity and cognitive aging.
Dialogues Clin Neurosci, v. 15, n. 1, p. 11-27, 2013.

HERMAN, S. T. Epilepsy after brain insult: targeting epileptogenesis.
Neurology, v. 59, n. 9 Suppl 5, p. S21-6, 2002.



183

HESDORFFER, D. C. et al. . Depression and suicide attempt as risk
factors for incident unprovoked seizures. Ann Neurol, v. 59, n. 1, p. 35-
41, 2006.

HOLMES, G. L. et al. . Seizure-induced memory impairment is
reduced by choline supplementation before or after status epilepticus.
Epilepsy Res, v. 48, n. 1-2, p. 3-13, 2002.

HORTOPAN, G. A.; DINDAY, M. T.; BARABAN, S. C. Zebrafish as a
model for studying genetic aspects of epilepsy. Dis Model Mech, v. 3,
n. 3-4, p. 144-8, 2010.

HUMMEL, T. et al. . Olfactory bulb volume in patients with temporal
lobe epilepsy. J Neurol, v. 260, n. 4, p. 1004-8, 2013.

IZQUIERDO, I.; MEDINA, J. H. Memory formation: the sequence of
biochemical events in the hippocampus and its connection to activity in
other brain structures. Neurobiol Learn Mem, v. 68, n. 3, p. 285-316,
1997.

JEONG, J. Y. et al. . Functional and developmental analysis of the
blood-brain barrier in zebrafish. Brain Res Bull, v. 75, n. 5, p. 619-28,
2008.

JIANG, W. et al. . Involvement of extracellular regulated kinase and
p38 kinase in hippocampal seizure tolerance. J Neurosci Res, v. 81, n.
4,p. 581-8,2005.

JO, S. M. et al. . Up-regulation of endothelial endothelin-1 expression
prior to vasogenic edema formation in the rat piriform cortex following
status epilepticus. Neurosci Lett, v. 501, n. 1, p. 25-30, 2011.

JOHNSON, G. L.; LAPADAT, R. Mitogen-activated protein kinase
pathways mediated by ERK, JNK, and p38 protein kinases. Science, v.
298, n. 5600, p. 1911-2, 2002.

KALEMENEYV, S. V. et al. . Impairment of exploratory behavior and
spatial memory in adolescent rats in lithium-pilocarpine model of
temporal lobe epilepsy. Dokl Biol Sci, v. 463, n. 1, p. 175-7, 2015.



184

KALININ, V. V.; POLYANSKIY, D. A. Gender differences in risk
factors of suicidal behavior in epilepsy. Epilepsy Behav, v. 6, n. 3, p.
424-9, 2005.

KAMPHUIS, P. J. et al . Long-lasting effects of neonatal
dexamethasone treatment on spatial learning and hippocampal synaptic
plasticity: involvement of the NMDA receptor complex. FASEB J, v.
17,n. 8, p. 911-3, 2003.

KANNER, A. M. Epilepsy and mood disorders. Epilepsia, v. 48 Suppl
9, p. 20-2, 2007.

KANNER, A. M. Depression in epilepsy: a complex relation with
unexpected consequences. Curr Opin Neurol, v. 21, n. 2, p. 190-4,
2008.

KANNO, T. et al. . Regulation of AMPA receptor trafficking by O-
glycosylation. Neurochem Res, v. 35, n. 5, p. 782-8,

KEMENY, A. A. Surgery for epilepsy. Seizure, v. 11 Suppl A, p. 461-5,
2002.

KIM, Y. D. et al . Antiepileptic drug withdrawal after successful
surgery for intractable temporal lobe epilepsy. Epilepsia, v. 46, n. 2, p.
251-7, 2005.

KIMMEL, C. B. et al. . Stages of embryonic development of the
zebrafish. Dev Dyn, v. 203, n. 3, p. 253-310, 1995.

KOVAC, S.; WALKER, M. C. Neuropeptides in epilepsy.
Neuropeptides, v. 47, n. 6, p. 467-75,2013.

KRALL, R. L. et al . Antiepileptic drug development: 1. History and a
program for progress. Epilepsia, v. 19, n. 4, p. 393-408, 1978.

KUDO, H. et al . ldentification of proSAAS homologs in lower
vertebrates: conservation of hydrophobic helices and convertase-
inhibiting sequences. Endocrinology, v. 150, n. 3, p. 1393-9, 2009.

KUMMER, A. et al. . [Frequency of epilepsy in psychiatric inpatients].
Rev Bras Psiquiatr, v. 27, n. 2, p. 165-6, 2005.



185

LAURIE, D. J.; WISDEN, W.; SEEBURG, P. H. The distribution of
thirteen GABAA receptor subunit mRNAs in the rat brain. III.
Embryonic and postnatal development. J Neurosci, v. 12, n. 11, p.
4151-72, 1992.

LAWRENCE, C. Advances in zebrafish husbandry and management.
Methods Cell Biol, v. 104, p. 429-51, 2011.

LEAL, R. B. et al . Lead-stimulated p38MAPK-dependent Hsp27
phosphorylation. Toxicol Appl Pharmacol, v. 178, n. 1, p. 44-51, 2002.

LEE, A.; POW, D. V. Astrocytes: Glutamate transport and alternate
splicing of transporters. Int J Biochem Cell Biol, v. 42, n. 12, p. 1901-
6,2010.

LEE, H. K. et al . Regulation of distinct AMPA receptor
phosphorylation sites during bidirectional synaptic plasticity. Nature, v.
405, n. 6789, p. 955-9, 2000.

LEE, H. K. et al. . Glycosylated neurotensin analogues exhibit sub-
picomolar anticonvulsant potency in a pharmacoresistant model of
epilepsy. ChemMedChem, v. 4, n. 3, p. 400-5, 2009.

LEITE, J. P. et al. . Plasticity, synaptic strength, and epilepsy: what can
we learn from ultrastructural data? Epilepsia, v. 46 Suppl 5, p. 134-41,
2005.

LELE, Z.; KRONE, P. H. The zebrafish as a model system in
developmental, toxicological and transgenic research. Biotechnol Adyv,
v.14,n. 1, p. 57-72, 1996.

LERCHE, H. et al. . lon channels in genetic and acquired forms of
epilepsy. J Physiol, v. 591, n. Pt 4, p. 753-64, 2013.

LESSMAN, C. A. The developing zebrafish (Danio rerio): a vertebrate
model for high-throughput screening of chemical libraries. Birth
Defects Res C Embryo Today, v. 93, n. 3, p. 268-80, 2011.

LI, L. M. et al. . Demonstration Project on Epilepsy in Brazil: situation
assessment. Arq Neuropsiquiatr, v. 65 Suppl 1, p. 5-13, 2007.



186

LIESCHKE, G. J.; CURRIE, P. D. Animal models of human discase:
zebrafish swim into view. Nat Rev Genet, v. 8, n. 5, p. 353-67, 2007.

LISTER, R. G. The use of a plus-maze to measure anxiety in the mouse.
Psychopharmacology (Berl), v. 92, n. 2, p. 180-5, 1987.

LIVAK, K. J; SCHMITTGEN, T. D. Analysis of relative gene
expression data using real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta
C(T)) Method. Methods, v. 25, n. 4, p. 402-8, 2001.

LONGRIGG, J. Epilepsy in ancient Greek medicine--the vital step.
Seizure, v. 9, n. 1, p. 12-21, 2000.

LOPES, M. W. et al. . Region-specific alterations of AMPA receptor
phosphorylation and signaling pathways in the pilocarpine model of
epilepsy. Neurochem Int, v. 87, p. 22-33, 2015.

LOPES, M. W. et al. . Time-dependent modulation of AMPA receptor
phosphorylation and mRNA expression of NMDA receptors and glial
glutamate transporters in the rat hippocampus and cerebral cortex in a
pilocarpine model of epilepsy. Exp Brain Res, v. 226, n. 2, p. 153-63,
2013.

LOPES, M. W. et al. . Time-dependent modulation of mitogen
activated protein kinases and AKT in rat hippocampus and cortex in the
pilocarpine model of epilepsy. Neurochem Res, v. 37, n. 9, p. 1868-78,
2012.

LOSCHER, W. Genetic animal models of epilepsy as a unique resource
for the evaluation of anticonvulsant drugs. A review. Methods Find
Exp Clin Pharmacol, v. 6, n. 9, p. 531-47, 1984.

LOSCHER, W. Critical review of current animal models of seizures and
epilepsy used in the discovery and development of new antiepileptic
drugs. Seizure, v. 20, n. 5, p. 359-68, 2011.

LOSCHER, W.; BRANDT, C. Prevention or modification of
epileptogenesis after brain insults: experimental approaches and
translational research. Pharmacol Rev, v. 62, n. 4, p. 668-700, 2010.



187

LOSCHER, W.; HIRSCH, L. J.; SCHMIDT, D. The enigma of the
latent period in the development of symptomatic acquired epilepsy -
Traditional view versus new concepts. Epilepsy Behav, v. 52, n. Pt A,
p. 78-92, 2015.

LOSCHER, W.; SCHMIDT, D. New horizons in the development of
antiepileptic drugs. Epilepsy Res, v. 50, n. 1-2, p. 3-16, 2002.

LOWENBERG, M. et al . Novel insights into mechanisms of
glucocorticoid action and the development of new glucocorticoid
receptor ligands. Steroids, v. 73, n. 9-10, p. 1025-9, 2008.

LYONS, P. J.; CALLAWAY, M. B.; FRICKER, L. D. Characterization
of carboxypeptidase A6, an extracellular matrix peptidase. J Biol Chem,
v.283,n. 11, p. 7054-63, 2008.

LYONS, P. J.; FRICKER, L. D. Substrate specificity of human
carboxypeptidase A6. J Biol Chem, v. 285, n. 49, p. 38234-42, 2010.

LYONS, P. J. et al. . Carboxypeptidase A6 in zebrafish development
and implications for VIth cranial nerve pathfinding. PLoS One, v. 5, n.
9, p. 12967, 2010.

LYONS, P. J.; SAPIO, M. R.; FRICKER, L. D. Zebrafish cytosolic
carboxypeptidases 1 and 5 are essential for embryonic development. J
Biol Chem, v. 288, n. 42, p. 30454-62, 2013.

MAIJAK, K.; PITKANEN, A. Do seizures cause irreversible cognitive
damage? Evidence from animal studies. Epilepsy Behav, v. 5 Suppl 1,
p. S35-44, 2004.

MARCHETTI, R. L. [Epilepsy in the shadow of Brazilian psychiatry].
Rev Bras Psiquiatr, v. 26, n. 1, p. 67-8, 2004.

MARQUES, T. E. et al. . Validation of suitable reference genes for
expression studies in different pilocarpine-induced models of mesial
temporal lobe epilepsy. PLoS One, v. 8, n. 8, p. €71892, 2013.

MATHERN, G. W. et al. . The clinical-pathogenic mechanisms of
hippocampal neuron loss and surgical outcomes in temporal lobe
epilepsy. Brain, v. 118 ( Pt 1), p. 105-18, 1995.



188

MATHERN, G. W. et al. . Hippocampal AMPA and NMDA mRNA
levels correlate with aberrant fascia dentata mossy fiber sprouting in the
pilocarpine model of spontaneous limbic epilepsy. J Neurosci Res, v.
54, n. 6, p. 734-53, 1998.

MCBAIN, C. J.; MAYER, M. L. N-methyl-D-aspartic acid receptor
structure and function. Physiol Rev, v. 74, n. 3, p. 723-60, 1994,

MCKINNEY, R. A. Excitatory amino acid involvement in dendritic
spine formation, maintenance and remodelling. J Physiol, v. 588, n. Pt
1, p. 107-16, 2010.

MCNAMARA, J.O. Pharmacotherapy of the Epilepsies. In:
BRUNTON, L.L.; LAZO, J.S.; PARKER, K.L, ed. lit. — Goodman and
Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics. 11th ed. New
York: McGraw-Hill. Chap. 19, p.501-25, 2006.

MEADOR, K. How to image memory in epilepsy. Epilepsy Curr, v. 6,
n. 6, p. 189-91, 2006.

MEIKLE, A. W.; TYLER, F. H. Potency and duration of action of
glucocorticoids.  Effects of  hydrocortisone, prednisone and
dexamethasone on human pituitary-adrenal function. Am J Med, v. 63,
n. 2, p. 200-7, 1977.

MELDRUM, B. S. Glutamate as a neurotransmitter in the brain: review
of physiology and pathology. J Nutr, v. 130, n. 4S Suppl, p. 1007S-158S,
2000.

MELLO, L. E. et al. . Circuit mechanisms of seizures in the pilocarpine
model of chronic epilepsy: cell loss and mossy fiber sprouting.
Epilepsia, v. 34, n. 6, p. 985-95, 1993.

MICHAELIS, E. K. Molecular biology of glutamate receptors in the
central nervous system and their role in excitotoxicity, oxidative stress
and aging. Prog Neurobiol, v. 54, n. 4, p. 369-415, 1998.



189

MOSEWICH, R. K.; SO, E. L. A clinical approach to the classification
of seizures and epileptic syndromes. Mayo Clin Proc, v. 71, n. 4, p.
405-14, 1996.

MULLER, C. J. et al. . Pilocarpine vs. lithium-pilocarpine for induction
of status epilepticus in mice: development of spontaneous seizures,
behavioral alterations and neuronal damage. Eur J Pharmacol, v. 619,
n. 1-3, p. 15-24, 2009a.

MULLER, C. J. et al. . Behavioral and cognitive alterations,
spontaneous seizures, and neuropathology developing after a
pilocarpine-induced status epilepticus in C57BL/6 mice. Exp Neurol, v.
219, n. 1, p. 284-97, 2009b.

NEBREDA, A. R.; PORRAS, A. p38 MAP kinases: beyond the stress
response. Trends Biochem Sci, v. 25, n. 6, p. 257-60, 2000.

NEWTON, C. R.; GARCIA, H. H. Epilepsy in poor regions of the
world. Lancet, v. 380, n. 9848, p. 1193-201, 2012.

NOEBELS, J. L. The biology of epilepsy genes. Annu Rev Neurosci, v.
26, p. 599-625, 2003.

NUNES, J. C. et al. . Hippocampal sclerosis and ipsilateral headache
among mesial temporal lobe epilepsy patients. Seizure, v. 20, n. 6, p.
480-4, 2011.

OBRENOVITCH, T. P.; URENJAK, J. Altered glutamatergic
transmission in neurological disorders: from high extracellular glutamate
to excessive synaptic efficacy. Prog Neurobiol, v. 51, n. 1, p. 39-87,
1997.

OH, M. C. et al. . Extrasynaptic membrane trafficking regulated by
GluR1 serine 845 phosphorylation primes AMPA receptors for long-
term potentiation. J Biol Chem, v. 281, n. 2, p. 752-8, 2006.

OKUMURA, A. et al. . ACTH therapy for generalized seizures other
than spasms. Seizure, v. 15, n. 7, p. 469-75, 2006.



190

OLIVEIRA, C. S. et al. . The activation of ERK1/2 and p38 mitogen-
activated protein kinases is dynamically regulated in the developing rat
visual system. Int J Dev Neurosci, v. 26, n. 3-4, p. 355-62, 2008.

OTTERSEN, O.P., STORM-MATHISEN, J. Glutamate. In:
BJORKLUND A., HOKFELT T. eds. Handbook of chemical
neuroanatomy. vol 18. Amsterdam: Elsevier, 2000.

PARENT, J. M. et al. . Aberrant seizure-induced neurogenesis in
experimental temporal lobe epilepsy. Ann Neurol, v. 59, n. 1, p. 81-91,
2006.

PARENT, J. M.; VALENTIN, V. V.; LOWENSTEIN, D. H. Prolonged
seizures increase proliferating neuroblasts in the adult rat subventricular
zone-olfactory bulb pathway. J Neurosci, v. 22, n. 8, p. 3174-88, 2002.

PATRYLO, P. R. et al. . NPY inhibits glutamatergic excitation in the
epileptic human dentate gyrus. J Neurophysiol, v. 82, n. 1, p. 478-83,
1999.

PAULL C. et al. . Predictors of quality of life in patients with refractory
mesial temporal lobe epilepsy. Epilepsy Behav, v. 25, n. 2, p. 208-13,
2012.

PEARCE, J. M. Bromide, the first effective antiepileptic agent. J
Neurol Neurosurg Psychiatry, v. 72, n. 3, p. 412, 2002.

PERFILOVA, V. N.; TIURENKOV, I. N. [GABAC receptors: structure
and functions]. Eksp Klin Farmakol, v. 74, n. 1, p. 45-9, 2011.

PETERSON, G. L. A simplification of the protein assay method of
Lowry et al. which is more generally applicable. Anal Biochem, v. 83,
n. 2, p. 346-56, 1977.

PIREDDA, S.; GALE, K. A crucial epileptogenic site in the deep
prepiriform cortex. Nature, v. 317, n. 6038, p. 623-5, 1985.

PITKANEN, A. Therapeutic approaches to epileptogenesis--hope on the
horizon. Epilepsia, v. 51 Suppl 3, p. 2-17, 2010.



191

PITKANEN, A.; LUKASIUK, K. Mechanisms of epileptogenesis and
potential treatment targets. Lancet Neurol, v. 10, n. 2, p. 173-86, 2011.

PITKANEN, A. et al . Progression of neuronal damage after status
epilepticus and during spontaneous seizures in a rat model of temporal
lobe epilepsy. Prog Brain Res, v. 135, p. 67-83, 2002.

POPOLI, M. et al. . The stressed synapse: the impact of stress and
glucocorticoids on glutamate transmission. Nat Rev Neurosci, v. 13, n.
1, p. 22-37, 2012.

PORSOLT, R. D.; LE PICHON, M.; JALFRE, M. Depression: a new
animal model sensitive to antidepressant treatments. Nature, v. 266, n.
5604, p. 730-2, 1977.

POSSER, T. et al. . Exposure of C6 glioma cells to Pb(II) increases the
phosphorylation of p38(MAPK) and JNK1/2 but not of ERK1/2. Arch
Toxicol, v. 81, n. 6, p. 407-14, 2007.

POST, R. M. Neurobiology of seizures and behavioral abnormalities.
Epilepsia, v. 45 Suppl 2, p. 5-14, 2004.

POTTER, L. R. et al. . Natriuretic peptides: their structures, receptors,
physiologic functions and therapeutic applications. Handb Exp
Pharmacol, n. 191, p. 341-66, 2009.

PREDIGER, R. D. et al. . The risk is in the air: Intranasal
administration of MPTP to rats reproducing clinical features of
Parkinson's disease. Exp Neurol, v. 202, n. 2, p. 391-403, 2006.

PREDIGER, R. D. et al. . Facilitation of short-term social memory by
ethanol in rats is mediated by dopaminergic receptors. Behav Brain
Res, v. 153, n. 1, p. 149-57, 2004.

PREDIGER, R. D.; BATISTA, L. C.; TAKAHASHI, R. N. Caffeine
reverses age-related deficits in olfactory discrimination and social
recognition memory in rats. Involvement of adenosine Al and A2A
receptors. Neurobiol Aging, v. 26, n. 6, p. 957-64, 2005.

PREDIGER, R. D.; DA CUNHA, C.; TAKAHASHI, R. N. Antagonistic
interaction between adenosine A2A and dopamine D2 receptors



192

modulates the social recognition memory in reserpine-treated rats.
Behav Pharmacol, v. 16, n. 4, p. 209-18, 2005.

PRIEL, M. R.; ALBUQUERQUE, E. X. Short-term effects of
pilocarpine on rat hippocampal neurons in culture. Epilepsia, v. 43
Suppl 5, p. 40-6, 2002.

PRUT, L.; BELZUNG, C. The open field as a paradigm to measure the
effects of drugs on anxiety-like behaviors: a review. Eur J Pharmacol,
v. 463, n. 1-3, p. 3-33, 2003.

QUESADA, V. et al. . The Degradome database: mammalian proteases
and diseases of proteolysis. Nucleic Acids Res, v. 37, n. Database issue,
p. D239-43, 2009.

RAKHADE, S. N.; LOEB, J. A. Focal reduction of neuronal glutamate
transporters in human neocortical epilepsy. Epilepsia, v. 49, n. 2, p.
226-36, 2008.

RAMANJANEYULU, R.; TICKU, M. K. Interactions of
pentamethylenetetrazole and tetrazole analogues with the picrotoxinin
site of the benzodiazepine-GABA receptor-ionophore complex. Eur J
Pharmacol, v. 98, n. 3-4, p. 337-45, 1984.

REYNOLDS, E. H.; KINNIER WILSON, J. V. Psychoses of epilepsy in
Babylon: the oldest account of the disorder. Epilepsia, v. 49, n. 9, p.
1488-90, 2008.

RICO, E. P. et al. . Expression and functional analysis of Na(+)-
dependent glutamate transporters from zebrafish brain. Brain Res Bull,
v. 81,n.4-5,p. 517-23,2010.

RICO, E. P. et al. . Zebrafish neurotransmitter systems as potential
pharmacological and toxicological targets. Neurotoxicol Teratol, v. 33,
n. 6, p. 608-17,2011.

RINKWITZ, S.; MOURRAIN, P.; BECKER, T. S. Zebrafish: an
integrative system for neurogenomics and neurosciences. Prog
Neurobiol, v. 93, n. 2, p. 231-43, 2011.



193

ROBBINS, C. A.; TEMPEL, B. L. Kvl.1 and Kv1.2: similar channels,
different seizure models. Epilepsia, v. 53 Suppl 1, p. 134-41, 2012.

ROBINSON, M. J.; COBB, M. H. Mitogen-activated protein kinase
pathways. Curr Opin Cell Biol, v. 9, n. 2, p. 180-6, 1997.

RODRIGUES, S. M.; LEDOUX, J. E.; SAPOLSKY, R. M. The
influence of stress hormones on fear circuitry. Annu Rev Neurosci, v.
32, p. 289-313, 2009.

RONSONI, M. F. et al. . Mitochondrial Respiration Chain Enzymatic
Activities in the Human Brain: Methodological Implications for Tissue
Sampling and Storage. Neurochem Res, 2015.

ROSEMBERG, D. B. et al. . Behavioral effects of taurine pretreatment

in zebrafish acutely exposed to ethanol. Neuropharmacology, v. 63, n.
4,p. 613-23,2012.

ROTHSTEIN, J. D. et al. . Knockout of glutamate transporters reveals a
major role for astroglial transport in excitotoxicity and clearance of
glutamate. Neuron, v. 16, n. 3, p. 675-86, 1996.

ROWLEY, N. M. et al. . Glutamate and GABA synthesis, release,
transport and metabolism as targets for seizure control. Neurochem Int,
v. 61, n. 4, p. 546-58, 2012.

RUBIO, C. et al. . In vivo experimental models of epilepsy. Cent Neryv
Syst Agents Med Chem, v. 10, n. 4, p. 298-309, 2010.

SALZMAN, C. D.; FUSI, S. Emotion, cognition, and mental state
representation in amygdala and prefrontal cortex. Annu Rev Neurosci,
v. 33, p. 173-202, 2010.

SALZMANN, A. et al. . Carboxypeptidase A6 gene (CPA6) mutations
in a recessive familial form of febrile seizures and temporal lobe
epilepsy and in sporadic temporal lobe epilepsy. Hum Mutat, v. 33, n.
1, p. 124-35, 2012.

SALZMANN, A.; MALAFOSSE, A. Genetics of temporal lobe
epilepsy: a review. Epilepsy Res Treat, p. 863702, 2012.



194

SANABRIA, E. R.; SU, H.; YAARI, Y. Initiation of network bursts by
Ca2+-dependent intrinsic bursting in the rat pilocarpine model of
temporal lobe epilepsy. J Physiol, v. 532, n. Pt 1, p. 205-16, 2001.

SANACORA, G. et al. . Targeting the glutamatergic system to develop
novel, improved therapeutics for mood disorders. Nat Rev Drug
Discov, v. 7, n. 5, p. 426-37, 2008.

SANDER, J. W. The epidemiology of epilepsy revisited. Curr Opin
Neurol, v. 16, n. 2, p. 165-70, 2003.

SANDERSON, J. L.; DELL'ACQUA, M. L. AKAP signaling
complexes in regulation of excitatory synaptic plasticity.
Neuroscientist, v. 17, n. 3, p. 321-36, 2011.

SANGEETHA, K. N.; LAKSHMI, B. S.; NIRANJALI DEVARAJ, S.
Dexamethasone promotes hypertrophy of H9C2 cardiomyocytes through
calcineurin B pathway, independent of NFAT activation. Mol Cell
Biochem, 2015.

SANTOS, S. D. et al. . Regulation of AMPA receptors and synaptic
plasticity. Neuroscience, v. 158, n. 1, p. 105-25, 2009.

SAPIO, M. R.; FRICKER, L. D. Carboxypeptidases in disease: insights
from peptidomic studies. Proteomics Clin Appl, v. 8, n. 5-6, p. 327-37,
2014.

SAPIO, M. R. et al. . Naturally occurring carboxypeptidase A6
mutations: effect on enzyme function and association with epilepsy. J
Biol Chem, v. 287, n. 51, p. 42900-9, 2012.

SAPIO, M. R. et al. . Novel carboxypeptidase A6 (CPA6) mutations
identified in patients with juvenile myoclonic and generalized epilepsy.
PLoS One, v. 10, n. 4, p. ¢0123180, 2015.

SAWYER, T. F.; HENGEHOLD, A. K.; PEREZ, W. A. Chemosensory
and hormonal mediation of social memory in male rats. Behav
Neurosci, v. 98, n. 5, p. 908-13, 1984.



195

SCHACKE, H.; DOCKE, W. D.; ASADULLAH, K. Mechanisms
involved in the side effects of glucocorticoids. Pharmacol Ther, v. 96,
n. 1, p. 23-43, 2002.

SCHARFMAN, H. E. The neurobiology of epilepsy. Curr Neurol
Neurosci Rep, v. 7, n. 4, p. 348-54, 2007.

SCHMIDT, D.; BAUMGARTNER, C.; LOSCHER, W. Seizure
recurrence after planned discontinuation of antiepileptic drugs in
seizure-free patients after epilepsy surgery: a review of current clinical
experience. Epilepsia, v. 45, n. 2, p. 179-86, 2004.

SCHNEIDER, L. A. et al. . Molecular mechanism of mast cell mediated
innate defense against endothelin and snake venom sarafotoxin. J Exp
Med, v. 204, n. 11, p. 2629-39, 2007.

SCHWARZBOLD, M. L. et al. . Effects of traumatic brain injury of
different severities on emotional, cognitive, and oxidative stress-related
parameters in mice. J Neurotrauma, v. 27, n. 10, p. 1883-93, 2010.

SCORZA, F. A. et al. . The pilocarpine model of epilepsy: what have
we learned? An Acad Bras Cienc, v. 81, n. 3, p. 345-65, 2009.

SEINO, M. Classification criteria of epileptic seizures and syndromes.
Epilepsy Res, v. 70 Suppl 1, p. S27-33, 2006.

SEQO, J. et al. . Early deficits in social behavior and cortical rhythms in
pilocarpine-induced mouse model of temporal lobe epilepsy. Exp
Neurol, v. 241, p. 38-44, 2013.

SEPKUTY, J. P. et al. . A neuronal glutamate transporter contributes to
neurotransmitter GABA synthesis and epilepsy. J Neurosci, v. 22, n. 15,
p. 6372-9, 2002.

SHAEFI, S.; HARKNESS, W. Current status of surgery in the
management of epilepsy. Epilepsia, v. 44 Suppl 1, p. 43-7, 2003.

SHETH, R. D. Intractable pediatric epilepsy: presurgical evaluation.
Semin Pediatr Neurol, v. 7, n. 3, p. 158-65, 2000.



196

SHETH, R. D. et al. . Pediatric epilepsy surgery: neuroimaging,
neuropsychology, and anticonvulsants. Semin Pediatr Neurol, v. 7, n.
3, p. 166-77, 2000.

SHIMEKAKE, Y. et al. . The role of the C-terminal region of rat brain
natriuretic peptide in receptor selectivity. FEBS Lett, v. 309, n. 2, p.
185-9, 1992.

SHUKLA, G. D. et al. . Psychiatric manifestations in temporal lobe
epilepsy: a controlled study. Br J Psychiatry, v. 135, p. 411-7, 1979.

SIEGHART, W.; SPERK, G. Subunit composition, distribution and
function of GABA(A) receptor subtypes. Curr Top Med Chem, v. 2, n.
8, p. 795-816, 2002.

SLOVITER, R. S. Hippocampal epileptogenesis in animal models of
mesial temporal lobe epilepsy with hippocampal sclerosis: the
importance of the "latent period" and other concepts. Epilepsia, v. 49
Suppl 9, p. 85-92, 2008.

SLOVITER, R. S.; BUMANGLAG, A. V. Defining "epileptogenesis"
and identifying "antiepileptogenic targets" in animal models of acquired
temporal lobe epilepsy is not as simple as it might seem.
Neuropharmacology, v. 69, p. 3-15, 2013.

SLOVITER, R. S. et al. . Abnormal dentate gyrus network circuitry in
temporal lobe epilepsy. In: NOEBELS, J. L.;AVOLI, M., et al. (Ed.).
Jasper's Basic Mechanisms of the Epilepsies. 4th. Bethesda (MD),
2012.

SPERK, G.; DREXEL, M.; PIRKER, S. Neuronal plasticity in animal
models and the epileptic human hippocampus. Epilepsia, v. 50 Suppl
12, p. 29-31, 2009.

STAHN, C. et al. . Molecular mechanisms of glucocorticoid action and
selective glucocorticoid receptor agonists. Mol Cell Endocrinol, v. 275,
n. 1-2, p. 71-8, 2007.

STEINLEIN, O. K. Genetic mechanisms that underlie epilepsy. Nat Rev
Neurosci, v. 5, n. 5, p. 400-8, 2004.



197

STERN, H. M.; ZON, L. I. Cancer genetics and drug discovery in the
zebrafish. Nat Rev Cancer, v. 3, n. 7, p. 533-9, 2003.

STEWARD, O. ef al. . Seizures and the regulation of astroglial gene
expression. Epilepsy Res Suppl, v. 7, p. 197-209, 1992.

STEWART, A. M. et al. . Perspectives of zebrafish models of epilepsy:
what, how and where next? Brain Res Bull, v. 87, n. 2-3, p. 135-43,
2012.

STEWART, L. S.; LEUNG, L. S. Temporal lobe seizures alter the
amplitude and timing of rat behavioral rhythms. Epilepsy Behav, v. 4,
n. 2, p. 153-60, 2003.

SUTULA, T. P. Mechanisms of epilepsy progression: current theories
and perspectives from neuroplasticity in adulthood and development.
Epilepsy Res, v. 60, n. 2-3, p. 161-71, 2004.

SWANSON, L. W. Cerebral hemisphere regulation of motivated
behavior. Brain Res, v. 886, n. 1-2, p. 113-164, 2000.

SWEATT, J. D. The neuronal MAP kinase cascade: a biochemical
signal integration system subserving synaptic plasticity and memory. J
Neurochem, v. 76, n. 1, p. 1-10, 2001.

SWINKELS, W. A. et al. . Psychiatric comorbidity in epilepsy.
Epilepsy Behav, v. 7, n. 1, p. 37-50, 2005.

TAKAHASHI, T. et al. . Corticosterone acutely prolonged N-methyl-d-
aspartate receptor-mediated Ca2+ elevation in cultured rat hippocampal
neurons. J Neurochem, v. 83, n. 6, p. 1441-51, 2002.

TAKECHI, K. et al . [Impaired memory following repeated
pentylenetetrazol treatments in kindled mice]. Yakugaku Zasshi, v.
132,n. 2, p. 179-82, 2012.

TANAKA, K. et al. . Epilepsy and exacerbation of brain injury in mice
lacking the glutamate transporter GLT-1. Science, v. 276, n. 5319, p.
1699-702, 1997.



198

TANG, F. R.; LOKE, W. K.; LING, E. A. Comparison of status
epilepticus models induced by pilocarpine and nerve agents - a
systematic review of the underlying aetiology and adopted therapeutic
approaches. Curr Med Chem, v. 18, n. 6, p. 886-99, 2011.

TAYLOR, M. R. etal. . A zebrafish model for pyruvate dehydrogenase
deficiency: rescue of neurological dysfunction and embryonic lethality
using a ketogenic diet. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 101, n. 13, p.
4584-9,2004.

TIBBLES, L. A.; WOODGETT, J. R. The stress-activated protein
kinase pathways. Cell Mol Life Sci, v. 55, n. 10, p. 1230-54, 1999.

TSENOV, G. et al. . Intrahippocampal injection of endothelin-1: a new
model of ischemia-induced seizures in immature rats. Epilepsia, v. 48
Suppl 5, p. 7-13, 2007.

TURSKI, W. A. et al. . Seizures produced by pilocarpine in mice: a
behavioral, electroencephalographic and morphological analysis. Brain
Res, v. 321, n. 2, p. 237-53, 1984.

TURSKI, W. A. et al. . Limbic seizures produced by pilocarpine in rats:
behavioural, electroencephalographic and neuropathological study.
Behav Brain Res, v. 9, n. 3, p. 315-35, 1983.

TZSCHENTKE, T. M. Glutamatergic mechanisms in different disease
states: overview and therapeutical implications -- an introduction.
Amino Acids, v. 23, n. 1-3, p. 147-52, 2002.

VAN OIJEN, M. et al. . Resective epilepsy surgery in childhood: the
Dutch experience 1992-2002. Eur J Paediatr Neurol, v. 10, n. 3, p.
114-23, 2006.

VASCONCELOS-DUENAS, D. [Epilepsy: an incapacitating disease?
Propitiatory topic for a free program for epileptics]. Gac Med Mex, v.
137,n. 1, p. 73-8, 2001.

VERMOESEN, K. et al. . Assessment of the convulsant liability of
antidepressants using zebrafish and mouse seizure models. Epilepsy
Behav, v. 22, n. 3, p. 450-60, 2011.



199

VOGEL, G. Genomics. Sanger will sequence zebrafish genome.
Science, v. 290, n. 5497, p. 1671, 2000.

WALZ, R. et al. . Dose-dependent impairment of inhibitory avoidance
retention in rats by immediate post-training infusion of a mitogen-
activated protein kinase kinase inhibitor into cortical structures. Behav
Brain Res, v. 105, n. 2, p. 219-23, 1999.

WAXMAN, E. A.; LYNCH, D. R. N-methyl-D-aspartate receptor
subtypes: multiple roles in excitotoxicity and neurological disease.
Neuroscientist, v. 11, n. 1, p. 37-49, 2005.

WEI, S. et al. . Identification and characterization of three members of
the human metallocarboxypeptidase gene family. J Biol Chem, v. 277,
n. 17, p. 14954-64, 2002.

WESTERFIELD M. The zebrafish book: a guide for the laboratory use
of zebrafish. Eugene, OR: M. Westerfield, 1993.

WHITEHEAD, G. et al. . Acute stress causes rapid synaptic insertion of
Ca2+ -permeable AMPA receptors to facilitate long-term potentiation in
the hippocampus. Brain, v. 136, n. Pt 12, p. 3753-65, 2013.

WHITLOCK, J. R. et al. . Learning induces long-term potentiation in
the hippocampus. Science, v. 313, n. 5790, p. 1093-7, 2006.

WIEBE, S. et al. . A randomized, controlled trial of surgery for
temporal-lobe epilepsy. N Engl J Med, v. 345, n. 5, p. 311-8, 2001.

WINDER, D. G.; SWEATT, J. D. Roles of serine/threonine
phosphatases in hippocampal synaptic plasticity. Nat Rev Neurosci, v.
2,n. 7, p.461-74,2001.

ZACCARA, G.; GANGEMI, P. F.; CINCOTTA, M. Central nervous
system adverse effects of new antiepileptic drugs. A meta-analysis of
placebo-controlled studies. Seizure, v. 17, n. 5, p. 405-21, 2008.

ZHAO, Q. et al. . Detrimental effects of the ketogenic diet on cognitive
function in rats. Pediatr Res, v. 55, n. 3, p. 498-506, 2004.



200

8 ANEXOS
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“Region-specific alterations of AMPA receptor phosphorylation and
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Epilepsy is a brain function disorder characie rized by unprediasble and recurrent seizures. The majority of pa-
tients with temporal lobe epilepsy (TLE], which isthe mast commaon ty pe of epilepsy, have 1o live not only
with semmsbuuh) mm behavioral a!letmon&mdml:g anxiety, psychosts, depression, and impaired cogni-
tive maodel has bee d &5 ananimal model of TIE. However, there are few
stuelies add beh i al inthe P i the th of the epilep-
togenic process after pil ocarpine administration. Therefore, the present work was designed to analyze the new
rmehmual lmpalnnems of male adult Wistar rats during maturation and chrondc phases in the pil ocarpine
| tests ind uded field tasks, olfactory di social elevat
edphnmmnnfumdsﬂmmlmmm muain behavioral alter aions observed in both maturation and
chronic phases of the pilocarpine model were olfadory and short-&rm social memaory deflcits and decrease in
the immobility time in the forced swimming test. Moreover, increased anxiety-like responses were only ab-
served in the maturation phase These findings indicate that early behavioral impairments can be observed in
the pilocarpine model during the matur gion phase, and these behavioral deficits also ocour during the scquired
eplepsy (chrondc phase) Several of the neurobehavioral impairments that are ssociated with e pilepsy in
humans 1e din the w-ﬂnu.mmmmmnmmmeamnmmnm
x5 well as biok 1 and d with

epllepigenesis
© 2015 Ekevier Inc All rights reserved.

1. Introduction

be associated with epilepsies |4 ). Temporal lobe epilepsy (TLE), the
‘most commeon type of epilepsy, is frequently related to neurobehavioral

Epilepsy is a brain function disorder characterized by unpredictable
and recument seizures. Its pi e in the general jon isap-
proximately 0.5-1% [1], machmg atleast 50 million people workdwide
|2]. Epilepsy can b ipitating events, suchastrau-
matic brain injury (TB]] ischemic stroke, cerebral infections, or anini-
tial facute p (status icus, SE) (3],

Themajonty of patients with epilepsy have to live not only with the

alterations, such as anxiety, psychosis, depression, and impaired cogni-
tive functioning | 4-8|. Memory impairmentsin patientswith TLEare re-
lated to hippocampal alterations, whereas the neurcbiological
‘mechanisms underlying the relationship between TLE and psychiatric
disorders are poorly understood [5.7.9.10]

Animal models of epilepsy may help to enrich our understanding
ofﬂ:e mechanisms subjacent the relationship between epilepsy and

seizures but aleo with many additional medical that may

CABA, i icacd; ip. i i Filo, ine; RID,

THL waumasc bain injury; 1LE, temparal kbe epilepsy.
. ing authar 3t ; e

[11-13]. Systemnic administration of pilocarpine
in modentsreproducesthe principal features of human TLE |1 4]. Pilocar-
pine induces limbic seizures that become secondarily generalized,
aivancmgm SE. which lasts for several ho'urs (acute period). In the

description of the epi process, the SE is followed

Catarina, &
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by a latent “seizure-free™ penod (4-44 days, mean of 15 days) [14]
and by a chronic period (after 45 days) characterized by the presence
of spontaneous recurrent seizures (SRS) [14-19]. A widely accepted



