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RESUMO

Kinjo ER. Conexinas na epilepsia experimental induzida por pilocarpina:
abordagem molecular e eletrofisiolégica. [Tese (Doutorado em Fisiologia
Humana)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo; 2011.

Os canais de jungcbes comunicantes (CJC) sao contatos intercelulares que
podem estar envolvidos com a geracéo e a generalizacdo de crises epilépticas,
e alteracOes na expressdo de conexinas (Cx) tém sido descritas tanto em
modelos animais de epilepsia como em pacientes. Este estudo teve como
objetivo avaliar a expressao hipocampal de proteinas (por meio de ensaios de
immunoblotting) e de RNAs mensageiros (PCR em tempo real) das Cx43 e
Cx36 (proteinas que compdem os CJC de astrocitos e neurdnios,
respectivamente) nos periodos agudo, latente e crénico do modelo de epilepsia
do lobo temporal (ELT) induzido por pilocarpina. Além disso, os efeitos de um
bloqueador de canais de junc6es comunicantes, a carbenoxolona (CBX), foram
avaliados por meio de andlise eletrofisiolégica durante o periodo de status
epilepticus. Os resultados referentes a Cx43 demonstram reducdo dos niveis
proteicos no periodo latente (p<0,05) e aumento no periodo crénico do modelo
(p<0,01), enquanto os niveis de RNAm de Cx43 nao sofreram alteragcdo em
nenhum dos periodos avaliados. Em relagdo a Cx36, tanto 0s niveis proteicos
quanto os de RNAmM ndo sofreram alteracbes em nenhum dos periodos
avaliados. Os dados obtidos a partir do bloqueio de CJC mostraram reducao do
tempo para diminuicdo da poténcia na banda de frequéncia entre 15 e 30 Hz,
oscilacdo que tem grande contribuicdo na composicdo do sinal durante
atividade epileptiforme, além de reducdo da amplitude relativa dos potenciais
epileptiformes induzidos por pilocarpina. Foi observado ainda que o grupo
tratado com CBX passou a apresentar periodos flat antecipadamente, em
relacdo aos animais tratados com salina ao invés de CBX. Os dados deste
estudo sugerem um importante papel dos CJC na ELT induzida por pilocarpina,
contribuindo para o conhecimento da regulacdo destes canais na epilepsia
experimental, como subsidio para futuras possiveis intervencdes no processo

de génese da ELT.



Palavras-chave: Epilepsia. Pilocarpina. Hipocampo. Canais de juncdes

comunicantes. Conexinas. Carbenoxolona. Eletrofisiologia.



ABSTRACT

Kinjo ER. Connexins in the experimental epilepsy induced by pilocarpine:
molecular and electrophysiological approach. [Ph. D. thesis (Human
Physiology)]. S@o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo; 2011.

Communication through gap junction (GJ) channels is increasingly recognized
as an important mechanism for synchronizing neuronal networks under
physiological and pathological conditions. A number of studies have also
established that epilepsy is associated with changes in the connexins (Cxs, the
proteins that compose GJ). In the present study, the hippocampal protein and
MRNA levels of Cx43 and Cx36 (proteins that compose GJ channels of
astrocytes and neurons, respectively) were investigated in the acute, latent and
chronic periods of the pilocarpine model of temporal lobe epilepsy (TLE) using
immunoblotting and real-time PCR assays. In addition, the effects of a GJ
blocker (carbenoxolone - CBX) on pilocarpine-induced status epilepticus (SE) in
rats were also evaluated by electrophysiological recordings. Our results on
Cx43 showed reduction of the protein levels in the latent period (p<0.05) and
increase in the chronic period of the pilocarpine model (p<0.01), whereas no
changes were observed in the mRNA levels of Cx43 at all studied periods. In
relation to Cx36, both protein and mMRNA levels showed no changes in any of
the evaluated periods. The electrophysiological recordings indicated that rats
presenting SE and treated with CBX displayed a marked reduction of power in
the 15-30Hz frequency, which contains dynamic power in the EEG during SE.
Decrease in the amplitude of the epileptiform potentials induced by pilocarpine
was also seen, in addition to anticipation of occurrence of flat periods in the
group treated with CBX compared to those treated with saline. Data obtained
from this study suggest an important role for GJ channels in the pilocarpine-
induced TLE, contributing to greater understanding of the regulation of these
channels in the experimental epilepsy. These data may also represent a
subsidy for possible future interventions in the process of genesis of TLE.
Key-words: Epilepsy. Pilocarpine. Hippocampus. Gap junction channels.
Connexins. Carbenoxolone. Electrophysiology.
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1.1 EPILEPSIA

De acordo com a Liga Internacional contra Epilepsia (ILAE — do inglés
International League Against Epilepsy), a epilepsia € um disturbio da funcéo
cerebral caracterizado pela predisposicdo a geracdo de crises epilépticas e
pelas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicossociais e sociais dessa
condicdo, sendo que a definicdo de epilepsia requer a ocorréncia de ao menos
uma crise epiléptica. As crises epilépticas, por sua vez, sdo definidas como
sinais e/ou sintomas transitorios decorrentes da atividade neuronal excessiva
ou sincronizada no encéfalo (Fisher et al., 2005).

Estima-se que a prevaléncia das epilepsias seja entre 4/1000 e 10/1000
habitantes, sendo que aproximadamente 50 milhdes de pessoas ho mundo sao
portadoras de epilepsia (Organizacdo Mundial da Saude, 2011). Um estudo
realizado por Noronha et al. (2007) demonstrou que a prevaléncia das
epilepsias no Brasil € de 5,4/1000 habitantes.

A classificacdo das epilepsias ainda é alvo de muitos estudos e gera
controvérsias. Nesse sentido, a ILAE revisou a terminologia e 0s conceitos para
organizacdo de crises epilépticas e epilepsias (Berg et al., 2010). De acordo
com esse documento, as epilepsias podem ser classificadas em genética,
estrutural/metabdlica e de causa desconhecida, sendo que esses termos
substituiram as terminologias idiopatica, sintomatica e criptogénica,
respectivamente. Os termos generalizada e focal ndo sdo mais usados para
classificar as epilepsias, mas caracteristicas como evolucdo natural da doenca,

idade de inicio, e outras como resposta aos farmacos, padrdo dos registros
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ictais e pOs-ictais e achados estruturais de neuroimagem também auxiliam na
classificacdo da sindrome epiléptica em questéo.

As crises epilépticas, por sua vez, podem ser classificadas de acordo
com a maneira pela qual elas tém inicio, ou seja, crises generalizadas ou
focais. As crises generalizadas tém inicio em alguma regido do encéfalo e
rapidamente envolvem redes distribuidas bilateralmente. Tais redes podem
incluir estruturas corticais e subcorticais, mas ndo necessariamente envolvem
todo o cortex. Ja as crises focais tém inicio dentro de redes limitadas a um
hemisfério. Sua localizacdo pode ser discreta ou mais amplamente distribuida,
originando-se em estruturas subcorticais (Berg et al., 2010). Ainda em relacéo
a classificacdo de crises epilépticas, outras terminologias amplamente
utilizadas e que o novo documento considera imprecisas, e, portanto foram
eliminadas, sdo os termos simples e complexa, que eram termos utilizados
para caracterizar as crises focais de acordo com o prejuizo da consciéncia
(complexas) ou sua preservacao (simples). No entanto, a recomendacéo é de
que as crises focais sejam descritas de acordo com o propdésito especifico a
que se destina (diagnéstico diferencial, triagem para cirurgias, dentre outras),
podendo ser Uteis dados como preservacdo ou ndao da consciéncia, outras

caracteristicas cognitivas, localizacédo e progressao dos eventos ictais.

1.1.1 Epilepsiado lobo temporal

A epilepsia do lobo temporal (ELT) € a forma mais comum das
anteriormente denominadas epilepsias focais, representando cerca de 40% de

todos os casos (Duncan, 2006; Guedes et al., 2006). Por apresentar alta
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refratariedade ao tratamento farmacoldgico e alta prevaléncia, é de grande
importancia clinica e por esses motivos é um dos tipos de epilepsia mais
estudados (Engel et al., 1993; Sloviter, 2005).

A ELT pode ser subdividida em mesial, neocortical ou lateral, de acordo
com a origem e a semiologia das crises, sendo que a epilepsia do lobo
temporal mesial (ELTM) corresponde a aproximadamente 60% dos casos de
ELT (Engel e Shields, 1997).

Na ELTM, o foco epiléptico localiza-se no sistema limbico,
principalmente no hipocampo, coértex entorrinal, amigdala e giro
parahipocampal (Bartolomei et al., 2005; Guedes et al., 2006). Na maioria das
vezes, a ELTM tem seu inicio na infancia tardia ou adolescéncia, e geralmente
h& histéria prévia de convulsdo febril, hipdxia, trauma crénio-encefélico ou
infeccdes do sistema nervoso central (SNC) (French et al., 1993; Guedes et al.,
2006).

Na maioria dos pacientes com ELTM, a semiologia ictal consiste em uma
aura (geralmente sensacfes epigastricas, fenébmenos fisicos e experienciais e
alteracbes afetivas) seguida por olhar fixo ndo responsivo e automatismos
oroalimentares. Apés a crise geralmente ha um periodo de confusao, e afasia
pés-ictal pode ser observada se as crises acometem o lobo temporal
dominante (Pedley, 1996).

A maioria dos pacientes com ELT pode ter alteracdes de memoria e
algum tipo de comprometimento das funcbes verbais ou visuo-espaciais,
dependendo se o lobo temporal epileptogénico é o dominante ou o0 néo
dominante. Alguns autores acreditam que disturbios de humor e certos tragcos

de personalidade, incluindo emotividade, dependéncia e passividade,
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hipossexualidade, religiosidade, sdo mais prevalentes em pacientes com ELT,
mas isto ainda gera controvérisas (Pedley, 1996).

O achado patologico mais encontrado em espécimes removidos de
pacientes com ELTM resistentes ao tratamento farmacoldgico é a esclerose
hipocampal (Babb et al., 1984% Thom et al., 2005; Guedes et al., 2006;
Blimcke, 2009). Este padrdo de lesdo é caracterizado por perda de células
piramidais das regides CA1, CA3 e hilo do giro denteado. As células da regiao
CA2 e as células granulares do giro denteado sdo caracteristicamente menos
afetadas (Babb et al., 1984"; Bliimcke, 2009), porém ocorre uma dispersdo das
células granulares, que poderia levar a alteracbes na conectividade dessas
células, contribuindo para a atividade epiléptica (Houser, 1990).

Além da perda neuronal seletiva, que invariavelmente esta associada a
intensa gliose reativa, observa-se também nesses tecidos reorganizacdo
axonal, caracterizada por brotamentos de axbnios das células granulares
(fibras musgosas) na regido da camada molecular interna do giro denteado
(Tauck e Nadler, 1985; Sutula et al., 1988; Mello et al., 1993). H& estudos que
sugerem que o brotamento das fibras musgosas forma um circuito hipocampal
monossinaptico excitatorio, o qual seria responsavel pela geracao e recorréncia
das crises epilépticas (Tauck e Nadler, 1985; Buckmaster e Dudek, 1999;
Lynch e Sutula, 2000). Por outro lado, ha dados que sugerem que o
brotamento das fibras musgosas ndo é uma condicdo essencial para a geracao
das crises espontaneas recorrentes, uma vez que o bloqueio do brotamento
por cicloexamida (inibidor de sintese proteica) ndo afeta o aparecimento de
crises espontaneas e recorrentes nos modelos de status epilepticus (SE)

induzidos por pilocarpina e acido cainico (Longo e Mello, 1997, 1998). Além
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disso, um trabalho realizado por Zhang et al. (2009) sugere que ocorre
brotamento de colaterais axdnicos de interneurbnios GABAérgicos que
expressam somatostatina no hilo, levando a um aumento da conectividade com
as células granulares. Essa reorganizacdo dos interneurdnios GABAérgicos
gue expressam somatostatina poderia ser um mecanismo de inibicdo das
células granulares, compensando a perda dos interneurbnios hilares

vulneraveis.

1.1.2 Modelo experimental de ELT induzido por pilocarpina

Os modelos experimentais de epilepsias tém assumido um importante
papel na compreensdo dos mecanismos envolvidos na origem e manifestacao
das crises epilépticas. Dentre os modelos mais estudados destaca-se o da
pilocarpina, descrito por Turski et al. (1983), que mimetiza as caracteristicas
histoldgicas, bioquimicas, farmacoldgicas, eletrofisiolégicas e comportamentais
encontradas na ELTM em humanos.

A pilocarpina é um alcal6ide extraido da planta Pilocarpus jaborandi que
age como um agonista colinérgico muscarinico. Quando aplicada
sistemicamente em altas doses (300-380 mg/kg), gera um quadro de status
epilepticus (SE - definido como crises comportamentais e/ou elétricas
continuas ou crises repetidas sem completa recuperacdo das funcdes
neuroldgicas entre as crises, com duracdo de pelo menos 30 minutos)
(Treiman, 1995) em roedores que parece depender da ativacdo de receptores
muscarinicos do subtipo M1 (subtipo mais expresso no hipocampo, presente

nas ceélulas piramidais de CAl1l e CAS3, células granulares e em alguns
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interneurdnios), uma vez que camundongos knockout para esse receptor ndo
desenvolvem SE em resposta a pilocarpina (Hamilton et al., 1997; Osten et al.,
2007). Além disso, a inducdo do SE por pilocarpina pode ser bloqueada pela
administracé@o sistémica prévia do antagonista muscarinico atropina (Clifford et
al., 1987). No entanto, uma vez que o quadro de SE esta estabelecido, a
aplicacdo de atropina ndo é capaz de interromper as crises, sugerindo que a
transmissdo colinérgica muscarinica esta envolvida no inicio das crises, mas
ndo na sua manutencdo, indicando a participacdo de outros
neurotransmissores (Clifford et al., 1987). De fato, um estudo realizado por
Smolders et al. (1997) revelou que h& elevacdo nos niveis de glutamato no
hipocampo de ratos acompanhada pelo inicio das crises induzidas por
pilocarpina. A ideia aceita é de que o sistema colinérgico seja responsavel pela
ativacao inicial de neurdnios excitatérios glutamatérgicos, o que daria inicio a
atividade convulsiva. A liberacdo excessiva de glutamato durante o SE
manteria as células despolarizadas, produzindo liberacdo continua de calcio
dos estoques intracelulares, culminando em lesédo de membranas celulares e
de outras organelas, provocando a morte celular por excitotoxicidade (Scorza,
2006). Além disso, foi demonstrado que a pilocarpina, atuando em receptores
muscarinicos, produz desequilibrio entre a transmisséo excitatéria e inibitoria,
gerando o quadro de SE (Priel e Albuquerque, 2002).

A descricdo detalhada do modelo da pilocarpina em ratos permite
caracterizar trés periodos distintos: a) periodo agudo, em que os animais
apresentam crises ininterruptas por periodos de até 12 horas (SE); b) periodo
latente, caracterizado pela normalizacéo comportamental e

eletrencefalografica, com duracéo variavel de 4 a 44 dias; c) periodo cronico,
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gue se inicia com 0 aparecimento da primeira crise espontanea, que se torna
recorrente ao longo da vida do animal (Turski et al., 1983; Leite et al., 1990).

E interessante observar que essa evolugido (SE - periodo latente —
periodo crbénico) também é observada na ELT humana. Muitos pacientes
relatam um “evento inicial” (crises prolongadas, traumatismo craniano ou
infeccdes) nos primeiros anos de vida, seguindo-se um periodo assintomético
até a adolescéncia, quando as crises geralmente tém inicio. Uma vez que as
alteracdes que contribuem para a instalacdo do quadro epiléptico ocorrem em
poucos dias no modelo, somando-se ao fato de que vérias caracteristicas da
ELT humana s&o reproduzidas no modelo, torna-se clara a vantagem da
utilizagdo desse modelo.

Sendo assim, o modelo de epilepsia induzido por pilocarpina tem
contribuido para a compreensado da ELT humana, possibilitando o estudo sobre
mecanismos envolvidos com o processo de epileptogénese apos injecdo Unica

do agonista colinérgico muscarinico.

1.1.3 Formacéao hipocampal

Varias fung@es ja foram atribuidas ao hipocampo. Até os anos de 1930,
a formacéo hipocampal era considerada como parte do sistema olfatorio pelos
neurocientistas. Atualmente, ja se sabe que o hipocampo ndo é o maior
componente do sistema olfatorio. No entanto, a informagé&o olfatéria certamente
contribui para as funcdes realizadas por esta estrutura (Andersen et al., 2007).
Outra hipdtese foi proposta por James Papez (1937), que sugeriu que O

hipocampo fazia parte de uma circuitaria que fornece substrato anatdmico para
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as emocdes, por meio de conexdes com 0s corpos mamilares, 0s nucleos
talamicos anteriores e o giro do cingulo, estabelecendo um circuito neural
fechado que seria responsavel pela elaboracdo da experiéncia emocional e por
suas respostas (Andersen et al., 2007; Canteras e Bittencourt, 2008). No
entanto, posteriormente essa hipétese foi derrubada por trabalhos que
demonstraram associacdo entre alteracdes de comportamento e de emocgoes
com lesdes na amigdala (Andersen et al., 2007). Outro papel proposto para a
formacéo hipocampal foi o controle da atencdo. O ritmo teta, observado no
hipocampo de coelhos por Richard Jung e Alois Kornmiuller em 1938, foi
relacionado com aumento da atenc¢do. Além disso, foi proposto que a atividade
teta poderia estar vinculada a estados especificos de aprendizado, e que tanto
o teta hipocampal quanto o entorrinal sofreram mudancas durante a aquisi¢céo
de respostas condicionadas (Andersen et al., 2007).

Apesar das varias funcdes propostas para a formacdo hipocampal,
atualmente sabe-se que esta regido esta criticamente envolvida nos processos
de aprendizado e memodria, especificamente na memoéria declarativa / explicita,
relacionada a fatos e eventos, sendo que este tipo de memoéria depende do
hipocampo por um tempo limitado, ou seja, esta estrutura € crucial para a
formacdo destas memodrias e sua consolidacdo inicial (Stark, 2007).
Particularmente, o hipocampo desempenha importante papel nha memoria para
espaco e contexto, sendo que lesbes no hipocampo podem desencadear
problemas de orientacdo espacial (Kandel et al.,, 2003). Ja& a memadria nao-
declarativa / implicita, responsavel por habilidades ou procedimentos, nao
depende do hipocampo, e sim de outras estruturas encefalicas como cerebelo

e amigdala (Kandel et al., 2003).
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Além de desempenhar importante papel em algumas formas de memoéria
e aprendizado, como citado acima, outro aspecto que confere importancia ao
hipocampo € o fato desta regido, especificamente a zona subgranular do giro
denteado, ser capaz de produzir novos neurbnios no encéfalo adulto,
juntamente com a zona subgranular dos ventriculos laterais (Ming e Song,
2011).

A formacao hipocampal esta envolvida em véarios processos patologicos,
mas apenas em raras situacfes a lesdo é restrita a esta estrutura. O
hipocampo estd sujeito as mesmas condi¢cbes patolégicas que outras areas
corticais, tais como tumores, ma-formagcdes vasculares, dentre outras. No
entanto, adicionalmente, o hipocampo € notavel por sua particular
vulnerabilidade aos danos causados por isquemia/hipdxia, trauma e
hipoglicemia. H&4 também situacdes em que o envolvimento da formacédo
hipocampal é critica para a manifestacdo da doenca, principalmente nos casos
da doenca de Alzheimer e na ELT. Na ELT, diferentemente do que ocorre na
doenca de Alzheimer, o hipocampo ndo apenas € vulneravel aos danos
causados pelas crises, mas também pode atuar como substrato para a geracao

de crises epilépticas (Walker et al., 2007).

1.1.3.1 Anatomia da formagéao hipocampal

Os dois maiores responsaveis tanto pelas terminologias utilizadas para
descricdo do hipocampo quanto pelo conhecimento sobre sua organizacéo
celular e conectividade intrinseca, sdo Santiago Ramon y Cajal e seu aluno

Raphael Lorente de N6. Algumas das subdivisdes feitas por eles, baseadas na
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técnica de coloragdo de Golgi, sdo utilizadas até os dias de hoje apesar do
avanco das técnicas usadas em neuroanatomia (Amaral e Lavenex, 2007 — p.
42).

A formacgdo hipocampal € composta pelo hipocampo propriamente dito,
sendo subdividido em trés campos, CAl, CA2 e CA3 (CA: Corno de Ammon),
identificados pelo neuroanatomista Lorente de NO, além do giro denteado (GD),
complexo subicular (subiculo, para-subiculo e pré-subiculo) e cortex entorrinal
(Figura 1) (Amaral e Lavenex, 2007). O termo formacéo hipocampal de acordo
com a descricdo acima é amplamente, mas ndo universalmente, aceito. Alguns
autores consideram como sendo formacao hipocampal apenas as regides que
contém trés camadas (ou alocértex, termo aplicado para regides corticais com
menos de seis camadas), ou seja, 0 hipocampo propriamente dito, giro
denteado e o subiculo. As outras regifes (pré-subiculo, para-subiculo e cértex
entorrinal), neste caso, constituem o chamado cortex parahipocampal. Ainda,
os termos hipocampo ou complexo hipocampal as vezes sdo aplicados para
definir a combinacdo do hipocampo propriamente dito e o giro denteado
(Amaral e Lavenex, 2007).

O giro denteado € composto por trés camadas: camada molecular,
relativamente desprovida de células e ocupada basicamente por dendritos das
células granulares, células em cesto e polimérficas; camada de células
granulares (principal tipo celular do giro denteado), que apresenta denso
empacotamento de células granulares e também células em cesto, e camada
polimorfica ou hilo, também chamada de CA4 por alguns autores, que contém
uma variedade de neurdnios ndo muito conhecidos, sendo o tipo mais comum

as células musgosa (Amaral e Lavenex, 2007).
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O hipocampo propriamente dito € dividido nas seguintes camadas:

- alveus: constituido por fibras aferentes e principalmente eferentes da
formacao hipocampal,

- stratum oriens: regido infra-piramidal formado por axoénios de células
piramidais e por alguns tipos celulares, como as células em cesto
(interneurénios inibitorios);

- stratum pyramidale: composto por agrupamento denso de células
piramidais, principal tipo celular do CA;

- stratum lucidum: presente apenas na regido CA3, camada desprovida
de células, localizada acima da camada de células piramidais, composta pelas
fibras musgosas;

- stratum radiatum: regido supra-piramidal, constituido interneurdénios e
por dendritos apicais das células piramidais, que se conectam as vias
colaterais de Schaffer;

- stratum lacunosum-moleculare: camada mais superficial do hipocampo,
regido onde as fibras do cortex entorrinal terminam. Aferentes de outras
regibes, como as do talamo, também chegam a esta camada. Possui uma

variedade de interneurénios.



Figura 1 — Diagrama de uma secg¢do coronal do hipocampo. CAl, CA2, CA3 e CA4
(hilo). 1: alveus; 2: stratum oriens; 3: stratum pyramidale; 3’: stratum
lucidum; 4: stratum radiatum; 5: stratum lacunosum; 6: stratum moleculare;
7: sulco do hipocampo; 7’: cavidade residual; 8: camada molecular do giro
denteado; 9: camada de células granulares; 10: camada polimérfica ou hilo
do giro denteado; 11: fimbria; 12: margo denticulatus; 13: sulco fimbrio-
denteado; 14: sulco hipocampal; 15: subiculo.

FONTE: adaptado de Duvernoy, 2005.

A camada de células piramidais € caracterizada por denso
empacotamento de células em CA1l, diferentemente das regides CA2 e CAS3,
onde o empacotamento celular € menor. A distingdo entre CA3 e CAl se da
pelo fato de que apenas CAS3 recebe projecbes das fibras musgosas, além do
fato de que CAL1 possui células menores em relacdo a CA2 e CA3. CA2, por
sua vez, se diferencia dos dois campos anteriores, pois, além de ainda
apresentar células grandes, como CA3, ndo recebe projecdes das fibras
musgosas (Amaral e Lavenex, 2007).

A maior justificativa para o agrupamento das seis regibes na chamada
formacdo hipocampal reside no fato de que elas sdo conectadas por vias

neuronais largamente unidirecionais de forma singular. O termo “circuitaria tri-
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sinaptica“ (Figura 2) é um grande exemplo dessa peculiaridade da formacéo
hipocampal, uma vez que ela compreende uma via sequencial de sinapses
glutamatérgicas excitatérias, sendo que a inibicdo se faz principalmente por
interneurdnios localizados no hilo e na regidao do CA. Essa circuitaria tem inicio
na via perfurante, que parte do cortex entorrinal em dire¢do ao giro denteado;
dali seguem as fibras musgosas (axénios das células granulares) em direcao a
porcdo proximal dos dendritos das células piramidais de CAS3; por fim, de CA3
saem projecbes em direcdo a regido proximal dos dendritos das células
piramidais de CA1, conhecidas como via colateral de Schaffer. Entretanto, com
a descoberta de proje¢fes robustas de CAl para o subiculo e cortex entorrinal,
e de grandes projecBes do cortex entorrinal para o neocortex, a via tri-sinaptica
€ agora apenas uma dentre as varias circuitarias funcionais da formacéo

hipocampal (Amaral e Lavenex, 2007).
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Schaffer
collaterals

Figura 2 — Circuitaria neural da formacdo hipocampal de roedores. a) ilustracdo da
circuitaria hipocampal. b) diagrama da rede neural hipocampal. A via tri-
sindptica excitatéria (CE-GD-CA3-CA1-CE) est4d destacada por setas
sOlidas. EC: cértex entorrinal; PP: via perfurante; LPP: via perfurante
lateral; MPP: via perfurante medial; TA: via temporoamonica.

FONTE: Deng et al., 2010.

1.2 CANAIS DE JUNCOES COMUNICANTES

Os canais de juncdes comunicantes (JC, gap junctions) s&o
especializagbes na membrana que permitem a comunicacdo intercelular
metabdlica e elétrica de forma direta entre quase todos os tipos celulares do

encéfalo e de outros tecidos (Sohl et al., 2005; Laird, 2006). A funcdo destes
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canais na biologia celular e tecidual é de extrema importancia uma vez que a
comunicacdo provida por eles existe em quase todos os tipos celulares de
mamiferos (Laird, 2006).

Enquanto os canais formados por Cx servem ao propdsito comum de
permitir a troca intercelular de pequenos metabdlitos, segundos mensageiros e
sinais elétricos, a diversidade de funcdes é atribuida ao subconjunto de Cx
expresso em um tipo celular. Por exemplo, a permeabilidade dos canais de JC
as moléculas que diferem em tamanho, forma e carga pode variar dependendo
da composicdo dos subtipos de conexinas expressos, resultando em ampla
variedade de seletividades (Laird, 2006).

Os canais de JC sao formados por um par de hemicanais (conéxons),
situados nas membranas de células justapostas, que por sua vez sao
compostos por seis subunidades proteicas chamadas conexinas (Cx). As Cx
possuem quatro dominios transmembranicos, duas algas extracelulares e trés
componentes citoplasmaticos (uma alca citoplasmética e os segmentos amino
e carboxi terminais) (Figura 3) (Sohl et al., 2005). Até o momento, vinte e uma
Cx foram identificadas, e onze destas foram detectadas no encéfalo de
vertebrados (Sohl e Willecke, 2004; Evans et al., 2006; Giaume et al., 2010).
Os hemicanais possuem afinidade seletiva entre si, formando canais
homotipicos, heterotipicos ou heteroméricos. Os canais homotipicos sé&o
compostos por 12 subunidades de Cx idénticas. Os canais heterotipicos, porém
homomeéricos, sdo formados por conéxons diferentes, porém cada conéxon €&
composto pela mesma Cx. Nos canais heteroméricos as Cx que formam um
conéxon sao diferentes nas duas células adjacentes (Figura 3). Ainda, os

canais também podem ser classificados em homoélogos (canais formados por
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hemicanais de duas células do mesmo tipo) ou heterdlogos (canais formados

por hemicanais de duas células de tipos variados) (Rozental, 2000; Laird,

2006).
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Figura 3 — Organizacdo molecular e esquema topogréfico de canais de JC.

a) hemicanais de membranas plasmaticas de células justapostas formando
canais de jungcBes comunicantes. Trés diferentes tipos de canais séo
descritos: homomérico/homotipico (1), heteromérico (2) e heterotipico (3),
de acordo com a composi¢cdo molecular. Cada hemicanal compreende a
juncédo de seis subunidades proteicas conhecidas como Cx. b) Molécula de
Cx com os quatro dominios transmembranicos, os trés segmentos
citoplasmaéticos e as alcas extracelulares.

FONTE: Sohl et al., 2005.
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As Cx possuem massa molecular entre 25-62 kDa, e o tamanho dessas
proteinas confere o0 nome as mesmas, sendo que cada Cx possui seu padréo
de expressdo. Geralmente, mais de um tipo de Cx é encontrado em um dado
tipo celular (Giaume et al., 2010), aumentando a complexidade destes canais.

Além disso, os canais formados por diferentes Cx possuem regulacao
diferenciada, tanto ao que se refere a biofisica do canal (Barrio et al., 1992),
quanto a expressdo génica e proteica, que pode ser alterada diferentemente
para cada Cx por hormonios, condi¢cdes da matriz extracelular e fases do ciclo
celular (Bennett et al., 1991). Trabalhos recentes demonstram que as Cx
podem atuar também como hemicanais, permitindo a troca de moléculas entre
o0 citoplasma e o meio extracelular, estabelecendo desse modo agdes
autocrinas e paracrinas (Bennet et al., 2003; Ye et al., 2003; Spray et al., 2006;
Giaume et al., 2010). Esses hemicanais podem ser abertos por sinais ou
condicdes, que incluem despolarizacdo da membrana, reducdo dos niveis
extracelulares de Ca?', alteracbes de Ca?' citoplasmatico, estimulacdo
mecanica, mudancas no estado de fosforilacao, hipoxia/isquemia, entre outros
(Decrock et al., 2009). Quando abertos, esses hemicanais permitem a entrada
de fons como Ca?* e Na*, ou entdo a saida de metabdlitos essenciais como
ATP, glutamato, prostaglandinas e outros (Decrock et al., 2009). Além dos
hemicanais compostos por Cx, outra familia de proteinas composta por apenas
trés membros, e conhecidas como panexinas (Px1, Px2 e Px3), podem compor
os canais de JC. Essas proteinas sdo co-expressas com as Cx e atuam
primariamente como hemicanais, estabelecendo, assim como os hemicanais
formados por Cx, comunicacdo entre o citoplasma e o meio extracelular

(Iglesias et al., 2009; D’hondt et al., 2011).
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No sistema nervoso, a comunicacdo elétrica através de canais de JC
ocorre entre neurbnios, astrocitos, oligodendrdcitos e micrdglia (Nagy e Rash,
2000; Parenti e Campisi, 2002), assim como entre diferentes tipos celulares,
como nas juncgdes neurdnio-astrocito (Nedergaard, 1994) e astrocito-
oligodendrdcito (Nagy e Rash, 2000).

Dentre os tipos de Cx, as Cx36 e Cx43 sdo amplamente distribuidas no
encéfalo. A Cx36 encontra-se principalmente em neurdnios, especialmente em
interneurdnios (Condorelli et al., 1998, 2003). Na regido da formacao
hipocampal, a Cx36 é expressa em todas as regifes, incluindo o cortex
entorrinal (Condorelli et al.,, 2000), apresentando-se nos interneurénios
GABAérgicos localizados em véarias camadas de CA1, CA3 e giro denteado.
Em relacdo as células principais, apenas as células piramidais de CA3
expressam a Cx36 (Condorelli et al., 2000). J& a Cx43, Cx mais expressa em
mamiferos, est4 presente em pelo menos 35 tecidos distintos (Laird, 2006).
Sua distribuicdo no SNC também é abundante, inclusive no hipocampo, onde é
predominantemente expressa em astrécitos (Dermietzel e Spray, 1993; Theis
et al.,, 2003), sendo que estas células sdo extensivamente acopladas por

canais formados por essa proteina nas JC.

1.2.1 Canais de JC e epilepsia

Atividade elétrica excessiva e sincronizada de certos grupos neuronais é
uma das causas da ocorréncia de crises, podendo, por sua vez, resultar de
disturbios da homeostase intracelular, ou de um desequilibrio entre a atividade

excitatoria e inibitéria. As descargas elétricas sincronizadas e excessivas em
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fatias de hipocampo durante indugéo de atividade em um meio sem calcio, com
a transmissdo sinaptica quimica blogueada, tém sido atribuidas aos canais de
JC (Konnerth et al., 1986; Schweitzer et al., 1992; Valiante et al., 1995). Além
disso, a atividade anormal que um pequeno grupo de células apresenta pode
se espalhar e envolver grandes grupos neuronais, gerando, desse modo, o
tipico quadro de crise generalizada. Essa generalizacdo pode envolver os
canais de JC, presentes entre as células do sistema nervoso (neurdnios e glia)
e que permitem a propagacao de atividade elétrica (Dermietzel, 1998).

Experimentos realizados por Getting e Willows (1974) geraram as
primeiras evidéncias de que o acoplamento eletrotdnico pode modificar as
propriedades intrinsecas dos neurdnios e levar a geracdo de populacao de
espiculas sincronizadas. Esses autores demonstraram, em neurdnios de
Tritonia, que o inicio e fim das espiculas dependem do acoplamento elétrico
pelo fato de que este permite que a despolarizacdo e a hiperpolarizacdo sejam
transmitidos de célula a célula.

O papel dos canais de JC na geracdo de crises epilépticas tem sido
estudado mais detalhadamente em modelos de epilepsia in vivo, in vitro, em
tecido humano e em simulagbes computacionais (Val-da Silva et al., 2010).
Traub et al. (2001) mostraram que o0 acoplamento elétrico entre neurdnios,
talvez via JC axonais, poderia constituir a base das oscila¢cdes muito rapidas (>
70 Hz), sendo que tal atividade parece surgir na proximidade de regides de
inicio das crises, e poderia ter significado funcional indicador do foco
epiléptico. Esses autores também demonstraram que tais oscilagdes muito

rapidas podem preceder o inicio das crises, além de que essa atividade ocorre
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espontaneamente em fatias hipocampais e que ela depende de JC e ndo de
transmisséo sinaptica quimica.

A constatacdo da existéncia de oscilagbes muito rapidas no inicio de
crises em pacientes com epilepsia levou varios autores a investigar a relagédo
entre canais de JC e crises epilépticas. Nesse sentido, Bragin et al. (2002)
avaliaram a extensao da area de geracdo de oscilacdes na faixa de frequéncia
entre 250-600 Hz, conhecidas como oscilacfes de alta frequéncia (fast ripples),
no hipocampo de ratos com crises espontaneas tratados com acido cainico. Os
autores observaram a existéncia de areas capazes de gerar oscilacdes de alta
frequéncia espontédneas e evocadas na circuitaria cortex entorrinal-hipocampo,
e concluem que, apesar do forte controle inibitério da excitabilidade proveniente
da rede de interneurdnios, as conexdes excitatdrias altamente interconectadas
sdo capazes de superar a inibicdo e gerar disparos epileptiformes, levando,
eventualmente, ao surgimento da atividade epileptiforme.

Alteragdes na expressao de Cx tém sido descritas tanto em modelos
experimentais de epilepsia como em pacientes com epilepsia. Aumento nos
niveis de mRNA das Cx43, Cx32 e Cx36 foi observado no modelo de epilepsia
induzido por 4- aminopiridina (Gajda et al., 2003). Além disso, esses autores
demonstraram que a abertura ou bloqueio dos canais de jungdes comunicantes
pode aumentar ou diminuir, respectivamente, a duracdo das crises. Na
tentativa de elucidar se a astrocitose que ocorre na ELT é acompanhada de
aumento na expressao da Cx43 (astrécitos sdo acoplados predominantemente
pela Cx43), Fonseca et al. (2002) estudaram a expressao dessa Cx em tecidos
obtidos de pacientes com ELT. Esse estudo revelou imunomarcagao

aumentada de Cx43 e GFAP nas regides CA1 e CA4 desses pacientes,
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sugerindo uma via de propagacdo rapida do sinal elétrico pela Cx43,
contribuindo para a generalizagdo das crises. No modelo do &cido cainico, foi
reportada reducé@o dos niveis de mRNA da Cx36 no hipocampo de ratos (Sohl
et al., 2000).

Embora esses dados reforcem a ideia de que os canais de juncoes
comunicantes exercem uma funcdo importante na epilepsia, seu papel exato

nessa patologia ainda é pouco conhecido.



2 OBJETIVOS
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2.1 GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a expresséao de
Cx no hipocampo de ratos submetidos ao modelo de ELT induzido por
pilocarpina, bem como avaliar os efeitos do uso de um bloqueador de canais de

juncdes comunicantes nas crises induzidas por pilocarpina.

2.2 ESPECIFICOS

e Quantificar por immunoblotting a expressdo proteica de Cx43 e
Cx36 no hipocampo de ratos nos trés periodos do modelo da
pilocarpina;

e Quantificar por PCR em tempo real os niveis de RNAmM de Cx43 e
Cx36 nas condi¢cOes acima descritas;

e Avaliar por registros eletrofisiolégicos os efeitos do uso do
bloqueador de canais de JC carbenoxolona no SE induzido por

pilocarpina.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 INDUCAO DO SE

Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos, pesando entre 270 g e
300 g, provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo. Os animais foram mantidos em temperatura
controlada (20-22°) e ciclo claro/escuro de 12 horas. Foram alimentados com
racdo balanceada para ratos e agua ad libitum. Todos os procedimentos
experimentais, que incluem a indugéo do SE e decapitacdo dos animais, foram
realizados de acordo com as normas do Comité de Etica em Experimentacio
Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo
(protocolo n° 19, fl. 67, livro 02).

Os animais foram previamente tratados (30 minutos antes da
administragao da pilocarpina) com metil-escopolamina (Sigma, 1 mg/kg, s.c.),
visando minimizar os efeitos periféricos da pilocarpina. Os animais receberam
pilocarpina via intraperitoneal (Sigma, 360 mg/kg), diluida em salina estéril. Os
animais utilizados nos periodos latente e crénico receberam diazepam (10
mg/kg) para interrupcdo do estado de mal epiléptico na quarta hora ap6s o
inicio do mesmo.

Para os protocolos de immunoblotting e PCR em tempo real os animais
foram eutanasiados nos seguintes tempos apds o inicio do SE: 4 horas
(periodo agudo), 3 dias (periodo latente) e 120 dias (periodo crénico).

A confirmagéo de que os animais ja se encontravam no periodo crénico

do modelo foi realizada por meio de filmagem por um periodo de duas
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semanas. Este monitoramento foi realizado no laboratério da Prof? Angela

Cristina do Valle, da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

3.2 IMMUNOBLOTTING

Para o ensaio de immunoblotting foram utilizados 35 animais,
distribuidos da seguinte maneira: agudo controle, N=5; agudo experimental,
N=5; latente controle, N=5; latente experimental, N=6, cronico controle, N=7 e
cronico experimental, N=7.

Os animais foram decapitados de acordo com os tempos de estudos
propostos e os hipocampos foram rapidamente coletados e homogeneizados
em tampao de extracao (Tris pH 7,4 100 mM, EDTA 10 mM, PMSF 2 mM e
aprotinina 0,01 mg/mL) com auxilio de um sonicador. As amostras foram entao
centrifugadas por 30 minutos a 12.000 rpm em uma microcentrifuga
refrigerada. O sobrenadante foi separado do pellet e reservado. Parte desse
sobrenadante de cada amostra foi diluido a 1:20 em agua destilada e utilizado
para a dosagem de proteina do sobrenadante, determinada usando um kit para
ensaio de proteinas (Bio-Rad; Hercules, CA, USA). As amostras dos
homogenatos (100 ug de proteina) tratados com tampéo Laemmli contendo
DTT 100 mM foram submetidas a eletroforese em géis de acrilamida a 12%
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS) utilizando uma cuba para mini-gel.
ApoOs a separacao eletroforética, as proteinas foram eletro-transferidas para
membranas de nitrocelulose (0,45 um de diametro) utilizando-se um sistema de
transferéncia (Trans-Blot cell system), em tampéo contendo SDS. Apés a

transferéncia, as membranas foram incubadas em solu¢cdo de bloqueio
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contendo 5% de leite desnatado em salina tamponada contendo Tween 20
(TTBS; 0,01 M de Tris-HCI, pH 7,4, 0,15 M de NaCl, 0,05% de Tween 20)
durante pelo menos duas horas sob agitacéo leve e incubadas a 4 °C, sob leve
agitacao, durante 12-16h com um anticorpo policlonal contra Cx43 (1:1000) ou
contra Cx36 (1:1000), ambos feitos em coelho. Em seguida, as membranas
foram lavadas 3 vezes de 10 minutos cada em TTBS e posteriormente
incubadas por pelo menos 2 horas com um anticorpo secundario anti-coelho
conjugado com peroxidase (Amersham) diluido a 1:5000, em solucdo para
incubagédo contendo 1% de leite desnatado em TTBS. Novamente as
membranas foram lavadas em TTBS por 3 vezes de 10 minutos e a ligagcao
especifica do anticorpo com a proteina revelada utilizando o kit
quimioluminescente ECL (Amersham). Finalmente, as bandas foram analisadas
densitometricamente com o programa NIH-Scion Image 4.0.2 (Scion

Corporation).

3.3 PCR EM TEMPO REAL

Nesta etapa foram utilizados 39 animais, sendo 12 para o grupo agudo
(5 controles e 7 experimentais), 14 para o grupo latente (6 controles e 8
experimentais) e 13 para o grupo cronico (5 controles e 8 experimentais).

A extracdo do RNA dos hipocampos foi realizada isoladamente para
cada amostra. Apos a coleta, o material foi macerado em 1 mL do reagente
TRIzol® com o auxilio de um sonicador. Ao macerado foram adicionados 200

UL de cloroférmio e as amostras foram centrifugadas (12000 rpm, 4°C) durante
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15 minutos. A fase aquosa resultante foi transferida para um microtubo e foram
adicionados 500 pL de isopropanol. O material foi incubado durante 10 minutos
a temperatura ambiente. As amostras foram entdo centrifugadas por 10
minutos (12000 rpm, 4 °C) e o sobrenadante descartado. O precipitado
contendo o RNA foi lavado com 1 mL de etanol 75% e centrifugado novamente
por 10 minutos (7500 rpm). O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 25 pL de agua livre de RNAse (Promega, EUA). A
concentracdo de mRNA foi quantificada por espectrofotometro em 260nm. O
DNA residual foi removido pela adicdo de DNAse | conforme protocolo do
fabricante. Para a reacdo de transcricdo reversa (RT) do mRNA para cDNA,
para cada 20 pL de reacédo, 4 ug do RNA total foram misturados com 1 pL de
oligo dT (0,5 pg; Invitrogen) e a mistura foi incubada por 10 minutos a 65 °C.
Posteriormente, foram acrescentados nucleotideos e enzimas para a formacéao
de cDNA, entre eles 1 uL da enzima transcriptase reversa SuperScript Il (200
U; Invitrogen), e as amostras foram incubadas por 60 minutos a 50 °C. A
reacao foi inativada por 15 minutos na temperatura de 70 °C.

A reagdo de PCR em tempo real incluiu o seguinte: 100 nM de primers
especificos para Cx43, Cx36 e GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase),
usado como controle interno (housekeeping gene) (Tabela 1), 5 ng de amostras
de cDNA e 1X SYBR® Green PCR Master Mix (APplied Biosystems). Utilizando
sistema de deteccdo Rotor-Gene Q da Qiagen, os ciclos foram realizados nas
seguintes condi¢fes: apos ativacdo inicial a 50 °C por 2 minutos e a 95 °C por
10 minutos, as condi¢des de ciclo foram 95 °C por 10 segundos e 60 °C por 1

minuto. Curvas de dissociacdo para avaliacdo da especificidade dos primers
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foram obtidas pelo aquecimento das amostras de 60 °C até 95 °C. Os primers
foram obtidos de acordo com a sequéncia descrita por Kihara et al. (2010).

A guantificagdo relativa dos genes de interesse foi realizada utilizando o
método do CT comparativo, como descrito em detalhes por Medhurst et al.
(2000). O valor do CT foi determinado subtraindo os valores do CT de cada
amostra da média dos respectivos valores do CT do housekeeping gene. O
calculo do AACT se deu pela subtragcdo de cada ACT da constante arbitraria
determinada pelo calculo da média dos valores de ACT dos grupos controle. As
mudancgas na expressao génica dos genes de interesse sdo equivalentes a
22CT Os niveis de RNAm de Cx43 e Cx36 foram corrigidos com o controle

interno GAPDH.

Tabela 1 — Descricdo dos primers utilizados para estudar os genes de interesse e 0
housekeeping gene’.

Gene Sequéncia dos Primers Comprimento
(Codigo GenBank) (5°ad) do Amplicon (bp)
Cx43 FW: TTCCTCGTGCCGCAATTAC 72

(AY324140) RV: CGATTTTGCTCTGCGCTGTA

Cx36 FW: CTGCAGCCCGGCTGTAA 64
(NM_019281) RV: AGTAACGTATATGGGAGATGGGAAA
GAPDH’ FW: GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG 197

(BC059110) RV: GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA
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3.4 EFEITOS ELETROFISIOLOGICOS DO BLOQUEIO DE

CANAIS DE JC

3.4.1 Implante de eletrodos

Os eletrodos para registro dos eletrocorticogramas foram
confeccionados com fio de niquel-cromo de 150 ym de didmetro, isolados com
teflon, provenientes da California Fine Wire Company®. Os eletrodos para
registro cortical, bipolares de derivacéo curta, foram preparados colando-se em
paralelo dois segmentos de fios com aproximadamente 3 cm de comprimento e
cuja porcéo terminal foi dobrada em T em cerca de 0,5 mm, da qual se removia
o0 isolante, para tornar essa regido permeavel as correntes elétricas geradas no
tecido nervoso. Os eletrodos foram implantados bilateralmente nas éareas
corticais somestésicas (A3) AP= -1,5mm; L= +3,0mm. A implantacdo dos
eletrodos corticais foi realizada de acordo com as coordenadas do mapa de
projecdes nos 0ssos do cranio, de acordo com Timo-laria et al. (1970) e Valle

et al. (1992) (Figura 4).
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sutura bregm

Figura 4 - Mapa citoarquitetdnico (a direita, segundo Krieg, 1946) e funcional (a
esquerda, segundo Zilles, 1991), projetado sobre perfil e ossos do crénio
e das suturas bregméaticas e lambdoidea, indicando as areas da
superficie dorsal. Escalas a direita e acima em milimetros, em relagéo
aos zeros estereotaxicos antero-posterior (0 AP) e médio-lateral,
respectivamente. Abreviaturas: F1, cértex motor primario; F2 e F3, areas
pré-frontais; P1 e P2, areas parietais 1 e 2; Ma, area de projegéo
somestésica do membro anterior; OcclM, area occipital medial 1; Occ2M,
area occipital medial 2; OcclL2, area occipital lateral 2; CG1, giro do
cingulo 1; RSG, cortex retroesplénico granular; RSA, cértex
retroesplénico agranular; 29d, area 29 D; T1, area auditiva primaria.
Imagem cedida pela Profd. Dra. Angela C. Valle.

Antes da fixacdo do rato no aparelho estereotdxico procedia-se a
anestesia com cloridrato de cetamina (Ketalar®, 30 mg/kg). A injecdo de
Ketalar® foi precedida de administracdo de 0,2 mL de Diazepam, a fim de se
provocar suave sedacéo, facilitadora da anestesia. Assim que esta atingisse
nivel adequado, a cabeca do rato foi imobilizada no aparelho estereotaxico
Kopf®, fixando os condutos auditivos externos e o maxilar superior ao cabecote
do aparelho estereotaxico Kopf®. Em seguida foi realizada uma incisdo
longitudinal na pele que recobre o cranio, desde a sutura bregmatica até a

insercdo dos musculos trapézios. Com uma rugina, a fascia craniana foi
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desinserida e a porcdo exposta foi lavada com agua oxigenada a 10%,
marcando-se entdo os pontos a trepanar. Ao longo de todo o procedimento de
implantagdo dos eletrodos o rato foi cuidadosamente observado, para se
identificar superficializagdo da anestesia, que se manifesta com aumento da
frequéncia e da amplitude respiratérias. Quando a anestesia comecgava a se
superficializar, a dose original de anestésico era suplementada, até que se
recuperasse 0 grau prévio de anestesia. Geralmente a dose de anestésico
adequada para isso é 10% da inicial; alguns ratos, porém, necessitavam de
duas ou trés doses adicionais. A trepanacdo, em cada ponto ja marcado, foi
feita com uma broca de %4’ movida por uma minifuradeira Dremel®. A area de
cada orificio era, portanto, maior que o diametro dos eletrodos, a fim de que
estes passassem livremente por ele. Os eletrodos foram implantados por
mobilizagdo manual (Figura 5).

Apbs total recuperacdo da cirurgia (7 a 10 dias), os animais foram

submetidos aos registros eletrocorticogréficos.

Figura 5 - Foto ilustrativa da cirurgia de implante de eletrodos. Imagem cedida pela
Prof2. Dra. Angela C. Valle.
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3.4.2 Registros eletrocorticograficos

Essa etapa do projeto foi realizada em colaboracdo com o laboratério da
Profd. Angela Cristina do Valle, da Faculdade de Medicina da USP.

Para a obtencdo dos registros eletroscilograficos, os animais foram
colocados em caixa acrilica acondicionada no interior de uma caixa metalica
com isolamento eletromagnético (gaiola de Faraday), a fim de se evitar a
contaminacdao do registro eletrografico com interferéncias externas (Figura 6).

Os registros foram realizados em um eletrencefalografo Nihon-Koden
(mod. Neurofax EEG 4400, Figura 6) com 21 canais, com pulso de calibracdo
de 20 uV, constante de tempo 0,3 s para as derivagdes encefalicas, filtros
passa - baixa em 35 Hz para as derivacBes encefélicas, em 120 Hz para as
derivacdes actigréficas e filtros “notch” para atenuacao das frequéncias de 60
Hz. Os potenciais foram registrados diretamente em papel (15 mm/s) e por
meio de um sistema analdgico-digital (placa conversora CAD 12/32 e programa
de aquisicdo de sinais biologicos - Agdados para Windows, Lynx Tecnologia
Eletronica Ltda). Os sinais foram armazenados no disco rigido de um
computador para posterior analise. Os animais foram monitorados visualmente
e seus comportamentos foram anotados para posterior correlagdo com o0s

registros eletrocorticogréficos.
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Figura 6 - Sistema de registro e aquisicdo dos sinais eletroscilograficos. A gaiola
metalica prové isolamento faradico e esté aterrada ao eletroencefalégrafo,
para evitar interferéncia eletromagnética do meio ambiente. Imagem
cedida pela Profd. Dra. Angela C. Valle.

3.4.3 Inducao do SE e tratamento com carbenoxolona (CBX)

A escolha da dose de CBX utilizada neste estudo foi baseada em dados
existentes na literatura (Gareri et al., 2004, 2005; Gigout et al., 2006%).

Os registros eletrocorticograficos, realizados em 3 grupos de animais,
denominados controle CBX, controle SE e experimental SE + CBX, foram

obtidos de acordo com os protocolos abaixo (Figuras 7, 8 e 9):

Controle CBX (N=5)

a) Registro basal: trinta minutos de registro sem qualquer tipo de
intervencao apods igual periodo de duragdo sem registro para adaptacao

do animal a gaiola;
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b) Registro metil-escopolamina: trinta minutos de registro apds injecdo
subcutanea de metil-escopolamina (1 mg/kg);

c) Registro salina: trinta minutos de registro apos injecao intraperitoneal de
solugéo salina 0,09%;

d) Registro CBX: registro continuo (pelo menos 2 horas) apés injecdo

intraperitoneal de CBX (60 mg/kg).

Metil Salina CBX

! ! !

| Periodo basal | Periodo metil | Periodo salina l Periodo CBX
I | ] | >
0 min 30 min 60 min 90 min pelo menos 2h

pos-CBX

Figura 7 — Delineamento experimental do grupo Controle CBX.

Controle SE (N=5)

a) Registro basal: trinta minutos de registro sem qualquer tipo de
intervencado apdés igual periodo de duragdo sem registro para adaptacao
do animal a gaiola;

b) Registro metil-escopolamina: trinta minutos de registro apds injecéo
subcutanea de metil-escopolamina (1 mg/kg);

c) Registro SE: trinta minutos de registro apos o estabelecimento do SE,
induzido através de injegao intraperitoneal de pilocarpina (360 mg/kg);

d) Registro Salina: registro continuo (pelo menos 2 horas) apos aplicacao

de salina.
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MTiI PIO SaIna
| Periodo basal l Periodo metil | I Periodo SE I Periodo Salina
| | | | | "
Omin 30min 60min 30min SE pelo menos
Inicio do SE 2h pos-salina

Figura 8 — Delineamento experimental do grupo Controle SE.

Experimental SE + CBX (N=7)

a) Registro basal: trinta minutos de registro sem qualquer tipo de
intervencao apos igual periodo de duracdo sem registro para adaptacao
do animal a gaiola;

b) Registro metil-escopolamina: trinta minutos de registro apos injecao
subcutanea de metil-escopolamina (1 mg/kg);

c) Registro SE: trinta minutos de registro apos o estabelecimento do SE,
induzido através de injecao intraperitoneal de pilocarpina (360 mg/kg);

d) Registro CBX: registro continuo (pelo menos 2 horas) apds injecao

intraperitoneal de CBX (60 mg/kg).

M]til Pio CiX
, Periodo basal I Periodo metil I I Periodo SE I Periodo CBX
[ I 1 I ] >
Omin 30min 60min 30min SE pelo menos
Inicio do SE 2h pos-CBX

Figura 9 — Delineamento experimental do grupo Experimental SE + CBX.



51

3.4.4 Analise visual e instrumental dos eletrocorticogramas

Os registros corticais foram submetidos a analise visual para a
caracterizacdo dos padrbes eletroscilograficos de acordo com os critérios ja
estabelecidos no Laboratorio de Neurociéncias “Prof Cesar Timo-laria” (Timo-
laria et al., 1970; Valle et al., 1992). Em seguida, foram submetidos a analise
espectral trechos escolhidos dos eletroscilogramas do periodo basal, periodo
de SE e periodos apds aplicacdo de CBX e salina, correlacionando os

respectivos espectrogramas com os resultados da analise visual dos tracados.

3.4.5 Analise espectral

A analise espectral de frequéncia tem por finalidade determinar as
frequéncias que compdem um sinal complexo, como por exemplo, um
eletroscilograma. O programa de andlise empregado nesta analise € baseado
na transformacdo rapida de Fourier e foi desenvolvido sobre a plataforma
MATLAB.

A determinacdo do espectro de frequéncia requer algumas condicoes
como a estacionaridade dos sinais em funcao do tempo. Os eletroscilogramas
neurais, por exemplo, sdo fracamente estacionarios por curtos periodos de
tempo devido a sua alta complexidade, mas isso ndo impede que sejam
submetidos a andlise espectral, tampouco a invalidam; ao contrario, resultando
os eletroscilogramas da composi¢do algébrica de potenciais de duracdo de
cerca de 1 milissegundo, a analise das oscilagdes em periodos muito curtos
fornece informacdes relevantes e imperceptiveis a olho nu.

O espectro de frequéncia representa a distribuicdo da amplitude dos

potenciais em funcédo da frequéncia (por isso expresso em UV/Hz); o espectro
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de poténcia exprime (em pV?/Hz) a energia contida em uma sequéncia de
sinais iterativos e é calculado pela integral dos quadrados das voltagens dos
sinais em certo intervalo de tempo segundo a frequéncia, permitindo
estabelecer a distribuicdo média da poténcia de um sinal com relacdo a
frequéncia. Quando o sinal varia ritmicamente, sua poténcia se concentra na
frequéncia fundamental e de seus harmonicos (se houver), ocorrendo
oscilagOes irregulares em outras frequéncias, sem concentracbes em faixas
especificas.

Para que a analise espectral refletisse de forma mais acurada os efeitos
dos tratamentos farmacol6gicos (metil-escopolamina, pilocarpina, CBX e
salina) sobre a atividade neuronal, amostras (épocas) de EEGs com janelas de
10 segundos de cada periodo, de cada animal de todos os grupos foram
selecionadas e submetidas as andlises descritas a seguir.

Os potenciais de campo foram filtrados entre 0,1 Hz e 60 Hz. Foi
calculada a média das épocas de cada animal, correspondentes aos trechos
pré-estabelecidos dos potenciais de campo.

Para a obtencdo dos espectrogramas de frequéncia, foi utilizado o
método de Transformada de Fourier com janelamento de Kaiser de 1024
pontos, expressando as magnitudes em cores, relativas ao eixo de frequéncias
em funcdo do tempo. A Densidade Espectral de Poténcia (PSD, do inglés
Power Spectral Density) € definida pela Transformada de Fourier da funcdo de
autocorrelacao (consiste em comparar o sinal oscilante consigo mesmo, porém
submetidos a defasagens crescentes, o que o faz oscilar; se o sinal €&
perfeitamente senoidal, ocorrem coincidéncias e extingdes periddicas, mas o

sinal é sempre periddico) que descreve a distribuicdo da variancia de um
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processo aleatdrio no dominio da frequéncia. Utilizando o Método de Welch
com 50% de sobreposi¢cédo de janelamento, foram calculados, a partir do sinal
médio dos potenciais de campo, periodogramas de cada segmento e realizada
a média das estimativas dos PSDs, resultando no PSD de Welch.

A variacdo da amplitude do potencial de campo foi obtida a partir da
razdo entre a amplitude média dos periodos em relagdo ao potencial médio do
periodo basal em pV para cada rato. Os valores estdo expressos em média +
desvio padréo.

Para avaliacdo da poténcia da faixa de frequéncia entre 15 e 30 Hz nos
grupos controle SE e experimental SE + CBX, foi calculada a poténcia média
do sinal de cada animal ao longo do intervalo entre o inicio do SE e 2 horas
apos a aplicacdo de salina ou CBX, de acordo com o grupo. A partir destes
dados foi calculado o intervalo minimo para inicio da alteragdo da poténcia
nessa faixa de frequéncia nos dois grupos. Os dados estdo apresentados como
média (segundos) + desvio padrao.

Para andlise dos periodos flat observados nos tracados dos animais em
SE, foi utilizado uma janela minima de 250 ms para deteccéo destes periodos a
partir da aplicacéo de salina (grupo controle SE) ou CBX (grupo SE + CBX) até
2 horas apés. Foi calculada a média de tempo + desvio padrédo (em segundos)

gue cada animal levou para apresentar esses intervalos.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios de immunoblotting e PCR em tempo real foram avaliados
pelo teste “t” de Student ndo-pareado, comparando 0s grupos controle e
experimental.

Em relacdo aos dados eletrofisiologicos, a analise da variacdo da
amplitude do potencial de campo do grupo Controle CBX foi realizada
utilizando-se ANOVA de uma via para comparacdo dos periodos basal, metil,
salina e CBX. Para comparac¢ao entre os mesmos periodos dos trés grupos, foi
utilizado o teste ANOVA de duas vias associada ao pos-teste de Bonferroni. Os
dados referentes a poténcia da faixa de frequéncia entre 15 e 30 Hz e os
resultados da analise dos periodos flat (comparando grupos controle SE e
experimental SE + CBX), foram avaliados pelo teste “t” de Student néo-
pareado.

Foram considerados estatisticamente significantes valores de p<0,05.



4 RESULTADOS
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4.1 SE - RESULTADO COMPORTAMENTAL

Do total de animais submetidos a injecdo de pilocarpina (N=97) e
utilizados para os ensaios de immunoblotting e PCR em tempo real, 100%
desenvolveram o estado de mal epiléptico. Destes, 41 sobreviveram até os
tempos estipulados (43%), e 56 morreram antes (57%). Ap6s a administracao
da pilocarpina, 0s animais apresentaram as seguintes alteracdes
comportamentais: acinesia inicial, wet dog shakes, movimentos ataxicos e
automatismos mastigatérios com salivacdo. Este tipo de comportamento
progrediu para tremores generalizados, clonias localizadas nas extremidades,
breves crises convulsivas motoras, evoluindo para crises clénicas
generalizadas e ininterruptas culminando no SE (o tempo de laténcia para o

inicio do SE variou entre 15 e 40 minutos).

4.2 IMMUNOBLOTTING

A eletroforese da Cx43 em gel de poliacrilamida evidenciou a presenca
dessa proteina no hipocampo dos animais utilizados nesse estudo. A Cx43
pode em geral ser observada na eletroforese nas formas fosforilada e néo
fosforilada, que s&o detectadas por bandas de 43 kDa e 41 kDa,
respectivamente. No entanto, em nosso estudo, essas isoformas nao foram
facilmente detectadas, e por esse motivo, 0s resultados serdo descritos

considerando-se a proteina total.
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Os dados obtidos n&o indicam modulagéo significativa (teste “t”) de Cx43
no hipocampo dos animais durante o periodo agudo do modelo (Figura 10). Ja
no periodo latente a expressao dessa proteina diminuiu de modo significativo
(p<0,05) no grupo experimental (Figura 11), e em relagdo ao grupo cronico, a
Cx43 apresentou-se aumentada nos animais submetidos ao SE (p<0,01)
(Figura 12).

Assim como a Cx43, a eletroforese da Cx36 em gel de poliacrilamida
também evidenciou a presenca dessa proteina no hipocampo de ratos. N&o
foram observadas alteracbes da expressédo de Cx36 no hipocampo dos grupos
experimentais em relagdo aos controles em nenhum dos periodos avaliados
(Figuras 13, 14 e 15).

Os resultados estdo resumidos na Tabela 2.
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Figura 10 - Immunoblotting mostrando a expressao protéica da Cx43 no hipocampo
de ratos durante o periodo agudo do modelo da pilocarpina. Os dados
estdo representados por bandas (B) e em média da razdo entre a
densidade Optica de bandas imunorreativas para Cx43 e da beta-actina
(A). O grafico representa a densidade éptica no grupo experimental em
relagdo ao controle, tomado como 100%. Valores apresentados como
porcentagem da média da densidade 6ptica + EPM.
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Figura 11 - Immunoblotting mostrando a expressao protéica da Cx43 no hipocampo
de ratos durante o periodo latente do modelo da pilocarpina. Os dados
estdo representados por bandas (B) e em média da razdo entre a
densidade o6ptica de bandas imunorreativas para Cx43 e da beta-actina
(A). O grafico representa a densidade éptica no grupo experimental em
relagdo ao controle, tomado como 100%. Valores apresentados como
porcentagem da média da densidade éptica + EPM. *p<0,05 (teste “t”)
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Figura 12 - Immunoblotting mostrando a expressao protéica da Cx43 no hipocampo de
ratos durante o periodo crénico do modelo da pilocarpina. Os dados estao
representados por bandas (B) e em média da razdo entre a densidade
Optica de bandas imunorreativas para Cx43 e da beta-actina (A). O grafico
representa a densidade Optica no grupo experimental em relacdo ao
controle, tomado como 100%. Valores apresentados como porcentagem da
média da densidade éptica + EPM. **p<0,01 (teste “t”)
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Figura 13 - Immunoblotting mostrando a expressao protéica da Cx36 no hipocampo
de ratos durante o periodo agudo do modelo da pilocarpina. Os dados
estdo representados por bandas (B) e em média da razdo entre a
densidade Optica de bandas imunorreativas para Cx36 e da beta-actina
(A). O grafico representa a densidade éptica no grupo experimental em
relagdo ao controle, tomado como 100%. Valores apresentados como
porcentagem da média da densidade 6ptica + EPM.
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Figura 14 - Immunoblotting mostrando a expressao protéica da Cx36 no hipocampo
de ratos durante o periodo latente do modelo da pilocarpina. Os dados
estdo representados por bandas (B) e em média da razéo entre a
densidade o6ptica de bandas imunorreativas para Cx36 e da beta-actina
(A). O grafico representa a densidade Optica no grupo experimental em
relagdo ao controle, tomado como 100%. Valores apresentados como
porcentagem da média da densidade Optica + EPM.
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Figura 15 - Immunoblotting mostrando a expressao protéica da Cx36 no hipocampo
de ratos durante o periodo crénico do modelo da pilocarpina. Os dados
estdo representados por bandas (B) e em média da razdo entre a
densidade o6ptica de bandas imunorreativas para Cx36 e da beta-actina
(A). O grafico representa a densidade éptica no grupo experimental em
relagdo ao controle, tomado como 100%. Valores apresentados como
porcentagem da média da densidade Optica + EPM.
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4.3 PCR EM TEMPO REAL

A eficiéencia dos primers utlizados foi entre 90% e 110%, valores
considerados adequados de acordo com curvas-padréo realizadas a partir de
uma série de diluicdes de cDNA e seus respectivos slopes (eficiéncia=10¢
Uslore) _ 1), As curvas de dissociacdo (controle de amplificacdes inespecificas)
de todas as reacdes apresentaram pico unico, indicando apenas um produto de
PCR resultante em cada reacédo, mostrando amplificacéo especifica.

Os dados obtidos referentes tanto a Cx43 quanto a Cx36 néo
demonstraram nenhuma diferenca nos niveis do mRNA no hipocampo dos

animais experimentais quando comparados aos controles (Figuras 16 e 17 e

Tabela 2).
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Figura 16 - Niveis de RNAm de Cx43 no hipocampo de ratos submetidos ao modelo
da pilocarpina avaliada por PCR em tempo real durante os periodos
agudo (A), latente (B) e crénico (C). Valores apresentados em % em
relacdo ao controle + EPM.
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Figura 17 - Niveis de RNAm de Cx36 no hipocampo de ratos submetidos ao modelo
da pilocarpina avaliada por PCR em tempo real durante o periodo agudo
(A), latente (B) e crénico (C). Valores apresentados em % em relagéo ao
controle + EPM.
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Tabela 2 — Resumo dos resultados referentes a expressdo proteica e de
RNAmM de Cx43 e Cx36 de acordo com os periodos avaliados.
Immunoblotting PCR em tempo real
Agudo Latente Crbnico Agudo Latente Crbnico
Cx43 | - 1 I ---------------------
Cx36 | === emeeees emmeeee | emeemee s emmeeen e

4.4  ANALISE ELETROFISIOLOGICA DA  ATIVIDADE
EPILEPTIFORME - EFEITOS DA CBX SOBRE O SE INDUZIDO

POR PILOCARPINA

Nesta etapa do estudo foram utilizados 52 animais. No entanto, 36
animais nao foram utilizados devido a intercorréncias que incluiram morte
devido ao anestésico durante o procedimento cirrgico para implante de
eletrodos, registros contaminados com ruido ou ainda morte devido a
complicagbes do SE.

Sendo assim, 16 animais tiveram eletrodos implantados na area cortical
somestésica (A3) e foram utilizados para os experimentos propostos. Todos 0s
animais utilizados apresentaram registro eletrocorticografico de boa qualidade
e 0S que apresentaram SE permaneceram neste estado por pelo menos 2
horas apds aplicacdo de CBX ou salina, tempo estabelecido para que o0s

animais fossem incluidos no protocolo. A composi¢cdo dos grupos foi feita da
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seguinte forma: 05 animais para o grupo controle CBX, 05 animais para o

controle SE e 06 para o grupo experimental SE + CBX.

4.4.1 Observacao de comportamentos

Os animais dos trés grupos experimentais apresentaram
comportamentos semelhantes durante os periodos de registro basal
Imediatamente apés serem colocados dentro da gaiola de Faraday, os ratos
comecaram a apresentar os comportamentos exploratérios, caracterizados por
intensa movimentacdo. Os comportamentos exploratorios eram frequentes e
duravam em média 30 minutos, periodo que era seguido por crescente
quiescéncia. Os comportamentos se realizaram sob a forma de exploracao
visual, auditiva, olfativa e tactil (com as vibrissas). Ocasionalmente os animais
empinavam para vasculhar sensorialmente as partes superiores da camara.
Outros comportamentos, como cogar-se e limpar-se, eram frequentes. O
periodo de quiescéncia era interrompido para as aplicacbes de metil-
escopolamina, salina, pilocarpina e CBX, exceto quando os animais ja estavam
em SE, pois neste caso 0s animais ja apresentavam comportamentos

compativeis com crises limbicas, descritas mais adiante.

4.4.2 Analise dos eletroscilogramas

Os registros dos periodos basais corresponderam geralmente a épocas
de vigilia (com ou sem atividade motora), nos quais os eletroscilogramas da A3
(area neocortical somestésica) apresentaram prevaléncia de potenciais que

oscilaram nas frequéncias entre 5 e 11 Hz e entre 12 e 35 Hz, conhecidos
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como ritmos teta e beta, respectivamente. Intrusdo de ondas delta (frequéncias

entre 0,5 e 4 Hz) também foi observada neste periodo

Grupo Controle CBX

A aplicacdo da CBX néo produziu alteracbes significativas nos
eletroscilogramas. Semelhante ao periodo basal, houve prevaléncia de
potenciais com frequéncias oscilando entre 5 e 11Hz (teta) e 12 e 35Hz (beta),
bem como ocorréncia de ondas delta de baixa poténcia entre as ondas teta e
beta. Ndo foram observadas alteracées comportamentais motoras significativas
nestes animais (Figuras 18, 21 e 24).

Em relacdo ao comportamento dos animais, nenhuma alteracdo foi
observada ap0s aplicacdo das substancias utilizadas no protocolo.

A amplitude relativa dos periodos metil, salina e CBX ndo apresentou

diferenca significativa quando comparada ao periodo basal (Figura 29).

Grupo Controle SE

Nado houve diferencas significativas entre os periodos basal e metil,
comparados aos mesmos periodos do grupo controle CBX.

Por sua vez, a injecdo de pilocarpina provocou intensas alteracdes
eletrofisiolégicas nas areas corticais (Figura 19), desencadeando SE de longa
duracdo. A evolucdo comportamental do SE foi qualitativamente semelhante,
porém com diferencas de inicio de descargas anémalas (epileptégenas) e de
tempo de aparecimento e “estabilizacdo” do SE nos animais estudados. Nos
primeiros 10 minutos apos a injecao de pilocarpina, observou-se alternancia de

periodos de imobilidade com periodos de agitacdo e movimentagcao intensa.
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Em geral, de 15 a 20 minutos apés a injecdo apareceram clonias de vibrissas e
discretos abalos envolvendo principalmente face e tronco, concomitante com
hiperventilacdo. Cerca de 10 a 25 minutos apds, apareceram abalos repetitivos
em patas anteriores, ainda alternando com periodos de quietude e/ou agitagao.
Geralmente, ocorreram crises tonico-clonicas generalizadas intensas, mas que
regrediram espontaneamente alguns segundos depois, com subsequente inicio
do SE. Os eletrocorticogramas apresentaram potenciais epileptiformes
proeminentes e crescentes, com morfologia e frequéncia caracteristicos de
complexos espicula-onda, poliespiculas e espiculas isoladas (Figuras 25 e 26).
Os potenciais mais precoces variaram mais; os tardios tenderam a se tornar
semelhantes tanto em suas caracteristicas de voltagem e frequéncia como em
incidéncia e prevaléncia.

Cerca de 30 minutos ap6s a administracdo da pilocarpina, 100% dos
animais apresentaram SE, que se manteve em franco curso até a intervencéo
com CBX. Os potenciais se agrupavam, geralmente, em complexos espicula-
onda (ondas lentas cavalgadas por espiculas de pouco mais de 20
milissegundos). Os potenciais epileptiformes oscilaram nas mesmas bandas de
frequéncia do periodo basal (frequéncias entre 5 e 11 Hz e entre 12 e 35 Hz,
além de frequéncias mais lentas). No entanto, a banda de frequéncia mais alta
(entre 15 e 30 Hz) passou a apresentar grande contribuicdo na composi¢ao do
sinal, evidenciada pelos graficos de densidade espectral e espectrograma
(Figuras 22 e 24). A voltagem do sinal variou constantemente (Figura 29), ora
com voltagem extremamente alta, em torno de 500 pV, ora com voltagem mais

baixa, em torno de 100 - 150 pV.



71

Foi possivel observar reducdo da amplitude do sinal, bem como da
poténcia do componente de alta freqiéncia (15 - 30 Hz) apenas apos 90
minutos (aproximadamente) do inicio do SE. (Figuras 29, 28 e 22). Além de
reducdo da amplitude e da frequéncia, periodos flat (Figura 27) também foram
observados nos ECoGs dos animais em SE a partir de aproximadamente 43
minutos apos aplicacdo de salina (Figura 30).

A excecdo de um animal que sobreviveu por 7 dias, recebendo cuidados
adicionais, nenhum outro animal deste grupo sobreviveu por mais de 24 horas

apos inducéo do SE.

Grupo Experimental SE + CBX

Assim como observado no grupo controle SE, ndo houve diferencas
significativas dos periodos basal e metil quando comparados com 0S mesmos
estados do grupo Controle CBX. Além disto, ao compararmos o periodo SE do
grupo experimental em relacdo ao SE do grupo controle SE, também néo foi
observada diferenca significativa, indicando que 0s grupos estavam em
condicbes semelhantes até a aplicacdo das substancias (CBX ou salina, nos
grupos experimental e controle SE, respectivamente) (Figura 29).

A CBX revelou-se uma substancia com potencial para controle do SE,
apresentando expressivos efeitos antiepileptiformes no modelo da pilocarpina.
Injecéo intraperitoneal de CBX (60 mg/kg) provocou alteracdes significativas no
padrdo de oscilagdo dos complexos espicula-onda imediatamente apds sua
administracao (Figura 20). Os potenciais epileptiformes comecaram a
apresentar alteracdes na amplitude e na frequéncia logo nos primeiros cinco

minutos apos injecdo de CBX, efeitos crescentes que perduraram durante o
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periodo de registro. As mudancas no padrdo de oscilacdo dos potenciais
epileptiformes se tornaram evidentes 30 minutos pdés-CBX, sendo que a
voltagem e a frequéncia foram significativamente menores quando comparados
ao periodo de SE pré-tratamento com CBX (Figura 20, 23, 24 e 29). Além da
diminuicdo acentuada na frequéncia e na amplitude, os complexos espicula-
onda periodicamente mudaram sua morfologia alternando-se em complexos
poli-espicula ou grupamentos de ondas lentas hiperssincrénicas, geralmente
senoidais sem o componente espicula. Além disso, a analise do intervalo de
tempo entre o inicio do SE e 0 momento em que comecou a ocorrer reducao de
poténcia na banda de frequéncia entre 15 e 30 Hz, revelou diferenca
significativa (p<0,01) entre os grupos controle SE e experimental SE + CBX,
sendo que o grupo controle passou a apresentar diminuicdo nessa banda de
frequéncia ap6s 5599 segundos do inicio do SE (correspondente a
aproximadamente 63 minutos apds aplicacdo de salina), enquanto o grupo
tratado com CBX apresentou reducao deste parametro apos 3925 segundos do
inicio do SE (ou aproximadamente 35 minutos apds administracdo de CBX)
(Figura 28).

Em relacédo a ocorréncia dos periodos flat, foi possivel observar que os
animais que receberam CBX apés inducdo do SE passaram a apresenta-los
em média 476,7 segundos apdés a administracdo do blogueador, tempo
significativamente menor (p<0,01) em relagdo aos animais em SE que
receberam salina ao invés de CBX (2565 segundos) (Figura 30).

Apesar das evidentes alteracOes eletrofisiolégicas apdés administracéo
de CBX nos animais em SE, néo foi possivel observar qualquer mudanca, do

ponto de vista comportamental, no padrdo de crises que 0s animais
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apresentavam, sendo impossivel distingui-los daqueles que receberam salina
ao invés de CBX. No entanto, um animal foi excecdo em relacdo aos demais
tratados com CBX, pois, aproximadamente 2 horas ap6s a aplicacdo do
blogueador, este ja ndo apresentava convulsdes generalizadas, diferentemente
dos demais, jA que este aparentava ndo mais estar em SE. De fato, ao
observarmos tanto o tracado quanto os gréficos de densidade espectral e
espectrograma deste animal, foi possivel constatar que a atividade elétrica ja
nao era mais consistente com a de SE. Apesar disto, este animal sobreviveu
apenas até o dia seguinte do experimento, assim como a maioria dos animais
do grupo, que no geral ndo sobreviveu mais de 24 horas apos indu¢édo do SE
(bem como os animais do grupo controle SE). Contudo, dois animais do grupo
experimental sobreviveram por meses, e foi possivel constatar que ambos
desenvolveram crises espontdneas e recorrentes, caracterizando o periodo

cronico do modelo.
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Figura 18 — Eletrocorticogramas representativos do grupo Controle CBX. Amostras de intervalos de 10 segundos de potenciais de campo da
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Figura 19 — Eletrocorticogramas representativos do grupo Controle SE. Amostras de intervalos de 10 segundos de potenciais de campo da
area cortical A3 mostrando a atividade elétrica basal, que ndo se altera apds aplicacdo de metil-escopolamina, e a atividade
epileptiforme (SE) induzida por pilocarpina em diferentes tempos apés aplicacdo ip de salina. Notar que a salina ndo provoca
alteracdes significativas na amplitude e frequéncia da atividade epileptiforme durante os primeiros 60 minutos apés sua aplicacao.
ApoOs este periodo, pequenas mudangas passam a ser observadas, indicando o inicio do processo natural de extingdo do SE.
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Figura 20 — Eletrocorticogramas representativos do grupo experimental SE + CBX. Amostras de intervalos de 10 segundos de potenciais de
campo da area cortical A3 mostrando a atividade elétrica basal, que ndo se altera apds aplicacdo de metil-escopolamina, a
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Figura 21 — Densidade espectral dos mesmos trechos dos eletrocorticogramas representativos do grupo Controle CBX. Os graficos destacam
as regides de maior energia — maior concentracdo de frequéncias que compdem o sinal no intervalo de 10 segundos. Nao houve

diferenca significativa entre os diversos periodos do grupo. Notar que, apesar da existéncia de potenciais que oscilam nas
frequéncias do delta, teta e beta, ha grande contribuicdo da frequéncia teta para a composicao do sinal.
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Figura 22 — Densidade espectral dos mesmos trechos dos eletrocorticogramas representativos do grupo Controle SE. Os gréaficos destacam

as regides de maior energia — maior concentracdo de frequéncias que compdem o sinal no intervalo de 10 segundos. Nao ha
diferenca entre os periodos basal e metil, porém a indu¢do de SE gera aumento da poténcia de todas as bandas de frequéncias,
especialmente entre 15 e 30 Hz. Administracdo de salina ap6s 30 minutos de SE nao altera o perfil dos gréaficos, que passa a
sofrer mudancas apenas apés 60 minutos da aplicacao de salina (correspondente a 90 minutos de SE), indicando possivel inicio
do processo natural de extingdo do SE, apesar da manutencao da alta poténcia das oscilagdes.
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Figura 23 — Densidade espectral dos mesmos trechos dos eletrocorticogramas representativos do grupo

experimental SE + CBX. Os graficos

destacam as regides de maior energia — maior concentragdo de frequéncias que compdem o sinal no intervalo de 10 segundos.
N&o h& diferenca entre os periodos basal e metil, porém a inducdo de SE gera aumento da poténcia de todas as faixas de
frequéncias, especialmente entre 15 e 30 Hz. Administracdo de CBX apés 30 minutos de SE provocou alteracdo do perfil de
contribuicdo das frequéncias, com destaque para reducéo da poténcia de potenciais entre 15 e 30 Hz.
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Figura 24 — Espectrogramas relativos aos grupos controle CBX (A), controle SE (B) e
experimental SE+CBX (C). Os espectrogramas mostram as principais
frequéncias, evidenciadas pela intensidade de cores, que compdem o
sinal no intervalo de 2 horas apos aplicagdo de CBX (A e C) e salina (B).
A seta em C exemplifica a reducdo da intensidade de cores, apoés
aplicacdo de CBX, em relacdo ao mesmo intervalo de tempo em B (seta).
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Figura 25 — Trecho de eletrocorticograma de um animal que recebeu pilocarpina mas
ainda ndo apresentava SE, mostrando a presenca de espiculas isoladas
(setas). Calibragéo: 20 uV, 1 segundo.

Figura 26 — Trecho de eletrocorticograma de um animal em SE, destacando
poliespiculas (a) e complexos espicula-onda (b), caracteristicos de
atividade epileptiforme. Calibragéo: 20 pV, 1 segundo.

Figura 27 — Trecho de eletrocorticograma de um animal em SE, destacando os
periodos flat (setas). Calibracdo: 20 uV, 1 segundo.
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Figura 28 - Intervalo de tempo entre o inicio do SE e a reducg&o da poténcia da banda
de frequéncia entre 15 e 30 Hz nos grupos controle SE e experimental SE
+ CBX. Dados apresentados em média + DP. *p<0,01 (teste t de
Student ndo-pareado).
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Figura 29 - Amplitude relativa ao basal de cada grupo, indicando que ndo houve
diferenca significativa entre os periodos do grupo controle CBX, além dos
periodos basal e metil dos grupos controle SE e experimental SE + CBX.
O periodo de SE dos grupos controle SE e experimental SE + CBX
também né&o apresentou diferenca entre eles, indicando que os grupos
apresentavam periodos semelhantes até a aplicacdo de CBX ou salina.
Observa-se em t30 (30 minutos apés administracdo de salina ou CBX nos
grupos CT-SE e SE+CBX, respectivamente), que houve reducao
significativa da amplitude relativa do grupo experimental (azul) em
relacdo ao CT-SE. Dados apresentados como médiazDP. **p<0,01 (teste
t de Student ndo-pareado).
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Figura 30 — Distribuicdo dos periodos flat dos animais do grupo controle SE (A) e do
grupo SE+CBX (B) em funcdo do tempo. Notar que houve antecipacéo
significativa (C) do surgimento destes periodos nos animais do grupo
SE+CBX em relacao aos do grupo controle SE, ap0s aplicacdo de CBX e
salina, respectivamente. Nao houve diferenca significativa tanto na
duracdo quanto no numero destes periodos (A e B). O gréfico representa
média = DP. **p<0,01 (teste t de Student ndo-pareado). Cada série (A e
B) representa um animal de cada grupo.



5 DISCUSSAO




85

Os canais de JC sao contatos intercelulares que facilitam a homeostase
iGnica e a sincronizacéo de potenciais de acao no sistema nervoso (Dermietzel,
1996; Perez-Velazquez e Carlen, 2000), podendo estar envolvidos também
com a geracdo e a generalizacdo de crises epilépticas (Perez-Velazquez e
Carlen, 2000; Carlen et al., 2000; Kohling et al., 2001; Traub et al., 2001%;
Traub, 2003). Sendo assim, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar os
niveis de expressao proteica e de RNAm de Cx (subunidades que compdem 0s
canais de JC) no hipocampo de ratos submetidos ao modelo de ELT induzido

por pilocarpina.

5.1 ANALISE DA EXPRESSAO DE Cx43

Ja esta bem descrito que a Cx43 € expressa, no sistema nervoso
central, principalmente em astrdcitos (Dermietzel e Spray, 1993), e que estes
sdo extensivamente acoplados por canais formados por essa proteina nas JC.
Sendo assim, as JC desempenham um importante papel em vérias funcdes
dos astrdcitos, como troca de substancias de baixo peso molecular, controle da
homeostase extracelular de ions potassio e transferéncia de sinais entre as
células gliais (Giaume et al., 1991; Nagy e Rash, 2000).

A andlise da expressdo da Cx43 por immunoblotting demonstrou a
presenca desta proteina no hipocampo de ratos, conforme ja descrito na
literatura (So6hl et al., 2000; Nagy e Rash, 2000; Sohl et al., 2005).

Os dados obtidos por immunoblotting indicam que ndo houve alteracéo

na expressado de Cx43 no hipocampo de ratos submetidos ao SE e avaliados
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no periodo agudo do modelo da pilocarpina. J4 os animais do grupo latente
sofreram reducdo da expressdo desta proteina, enquanto os animais do grupo
cronico apresentaram aumento da expressdo da mesma, quando comparados
aos seus respectivos controles.

As discussGes sobre o possivel papel desses canais apos lesdo no
sistema nervoso central giram em torno de duas hipéteses: uma que considera
gue esses canais possam desempenhar um papel neuroprotetor, e a outra que
acredita nos efeitos nocivos desempenhados por esses canais nhessas
situacdes.

Nossos resultados apontam para uma regulacdo positiva da expressao
da Cx43 em animais epilépticos (grupo crénico), sugerindo um aumento do
acoplamento entre astrécitos, que por sua vez pode ter um papel importante na
fisiopatologia da epilepsia. De acordo com Kumaria et al. (2008), as ondas de
calcio interastrocitarias podem ser o evento inicial das crises epilépticas, pois
elas poderiam, teoricamente, levar a hiperexcitabilidade neuronal de um grupo
de neurdnios ativados a outro grupo nao ativado inicialmente. Dessa maneira, o
segundo grupo neuronal dispararia potenciais de ag¢do de forma sincronizada
no tempo e no espagco com O primeiro grupo de neurdnios, que é a base
neurofisiolégica da atividade epileptiforme. Além disso, as ondas de calcio
medeiam a excitabilidade astrocitaria, que € um fator decisivo anterior a
liberacdo de glutamato pelos astrdcitos, que por sua vez ird se ligar a
receptores nos neurdnios para produzir potenciais excitatérios pos-sinapticos.

Sabe-se que elevacdes nos niveis de calcio intracelulares propagam-se
entre os astrocitos como ondas de calcio (Charles et al., 1991; Cornell-Bell et

al., 1990; Nedergaard, 1994) e que sao responsaveis por varias fungcbées como
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crescimento, diferenciacdo e liberacdo de mediadores (Vernadakis, 1996;
Scemes e Giaume, 2006). Um dos mecanismos propostos para explicar a
transmissdo das ondas de célcio entre os astrécitos é via JC, descrita
inicialmente por Finkbeiner (1992). Nesse estudo foi mostrado que a
propagacéo das ondas de calcio entre astrocitos foi prejudicada ao se bloquear
os canais de JC, corroborando com a idéia de que esses canais possuem um
papel crucial na transmisséo de sinais de Ca** entre astrocitos.

Além dos canais de JC, o ATP liberado pelos astrécitos em decorréncia
da propagacdo das ondas de célcio também desempenha uma importante
funcdo na propagacdo das mesmas, e esse fendmeno € facilitado pela
presenca das JC permeaveis ao célcio (Hassinger et al., 1996; Guthrie et al.,
1999). Foi demonstrado por Cotrina et al. (1998) que ondas de calcio podem
ser geradas com a aplicacao de ATP, que atua em receptores P2, e o bloqueio
desses receptores atenua essas ondas de calcio. Outra evidéncia da
participacdo do ATP na transmissao das ondas de célcio foi dada por Gallagher
e Salter (2003), que mostraram que tanto o receptor P2Y1 quanto o receptor
P2Y2 sao necessarios para a propagacao das ondas de célcio.

Sendo assim, um possivel aumento do acoplamento entre astrécitos,
evidenciado pelo aumento da expressao da Cx43, poderia contribuir para o
envolvimento de varios grupos neuronais na circuitaria das crises epilépticas,
podendo, até mesmo, levar a um quadro de generalizacdo das mesmas, como
foi sugerido por Fonseca et al. (2002). Aléem disso, a extenséo da lesdo poderia
ser refletida nessas outras regides ativadas secundariamente, o que facilitaria a
progressdo da epilepsia do lobo temporal para crises mais generalizadas.

Ainda, Gajda et al. (2003), utilizando o modelo de epilepsia focal induzida pela
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aplicacédo cortical de 4-aminopiridina (4-AP), reportaram aumento nos niveis de
RNAmM de Cx43 ap0s repetidas crises, e esses autores sugerem que 0S canais
de JC podem contribuir para a atividade ictal, aumentando a duragdo das
crises, a amplitude das descargas epilépticas e promovendo a epileptogénese.

Um aumento do acoplamento entre astrécitos de tecidos retirados de
pacientes com epilepsia também foi evidenciado por Lee et al. (1995). Esses
autores mostraram, com a técnica de recuperacdo de fluorescéncia apos
exposicao excessiva a fonte de luz emissora (Fluorescence Recovery After
Photobleach - FRAP), que astrocitos cultivados retirados do foco epiléptico
apresentam aumento funcional do acoplamento entre essas células, o que esta
de acordo com dados obtidos por Naus et al. (1991) e Fonseca et al. (2002),
que reportaram niveis elevados na expressao da Cx43 em astrécitos de tecidos
epilépticos.

Apesar da existéncia de varias evidéncias na literatura (como citado
anteriormente) de que o aumento entre o0 acoplamento astrocitario pode
promover crises epilépticas, o significado e a relacdo entre o acoplamento via
canais de JC entre astrocitos na epilesia é controverso e complexo. Enquanto o
acoplamento entre astrocitos pode contribuir para a epileptogénese e
manutencdo das crises através da sincronizacdo da atividade neuronal via
ondas de calcio gliais e outros sinais intracelulares propagados entre os
astrocitos, esse mesmo acoplamento astrocitario pode inibir a excitabilidade
neuronal e as crises através do tamponamento de potassio extracelular
(Steinhauser e Seifert, 2002; Samoilova et al., 2008), papel sabidamente
desempenhado pelos astrocitos (Kofuji e Newman, 2004). Além disso, uma vez

que essas condices resultam no actimulo de metabdlitos como Ca®*" e
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glutamato, fatores envolvidos na excitotoxicidade (Perez Velazquez et al.,
2003), o aumento na comunicacao intercelular via canais de JC poderia permitir
a passagem desses fatores para as células vizinhas nédo afetadas pela leséo,
sendo que esse tamponamento de metabdlitos tdxicos pelas células saudaveis
preveniria a morte das células que inicialmente sofreram danos ( et al., 2010).
Outra visdo positiva em relacdo ao aumento do acoplamento astrocitario em
condicdes de lesdo leva em consideracdo o fato de que essas células podem
secretar vérios fatores neurotréficos e citocinas que poderiam estimular a
sobrevivéncia dos neurdnios e protegé-los contra a excitotoxicidade, estresse
oxidativo e metabdlitos (Chew et al., 2010).

Ao contrario dos resultados referentes a expressdo de Cx43 no periodo
croénico, o0s animais avaliados no periodo latente apresentaram reducao
significativa da expressao de Cx43 no hipocampo.

De acordo com Chew et al. (2010), h& varias evidéncias de que o papel
da Cx43 pode variar conforme a progressao da leséo, sugerindo a existéncia
de uma janela critica na qual os canais de JC e hemicanais podem atuar
interferindo na lesdo. Nesse sentido, um estudo realizado por Ding et al. (2007)
mostrou que apds SE induzido por pilocarpina, o periodo em que foi possivel
constatar aumento de Ca®" astrocitario (3 dias) se correlaciona com o periodo
em que ocorreu a morte neuronal tardia no modelo. Sendo assim, esses
autores sugerem, por meio de experimentos que atenuam os niveis de Ca*
astrocitario e por meio do bloqueio de receptores NMDA, que a liberacdo de
glutamato pelos astrécitos devido ao aumento do Ca®" leva & ativacdo de
receptores do tipo NMDA que por sua vez poderia ativar a cascata que culmina

em morte celular. Os animais utilizados aqui para o estudo do periodo latente
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foram sacrificados 3 dias apés inducdo do SE, mesmo periodo em que Ding et
al. descrevem a morte neuronal “tardia”. Sendo assim, a reducéo da expresséo
de Cx43 em nossos animais, sugerindo reducdo nos niveis de acoplamento
entre astrocitos, poderia ser interpretada como uma tentativa de neuroprotecéo,
uma vez que o possivel desacoplamento astrocitario impediria a transmissao
de ondas de Ca®" e consequentemente a morte neuronal por excitotoxicidade
devido a liberacdo de glutamato.

Resultados apontando para a mesma direcdo foram obtidos em um
trabalho que utliizou um modelo de atividade epileptiforme induzido por
bicuculina (antagonista de receptores GABAA) em fatias hipocampais (Yoon et
al., 2010). Os autores fizeram uma série de experimentos para avaliar se 0s
canais de JC entre astricitos contribuem para a extensao da lesdo e para a
severidade da morte celular ap6s atividade epileptiforme. Utilizando um
peptideo mimético (pequenos peptideos sintéticos correspondentes a
sequéncias selecionadas de Cx, utilizadas para estudar fungbes celulares
especificamente relacionadas a essas proteinas — Samoilova et al., 2008) que
bloqueia Cx43, esse trabalho demonstrou que estes canais parecem ser
essenciais para a sobrevivéncia do tecido durante o evento epileptiforme. No
entanto, apds esse periodo, esses canais desempenhariam um papel crucial na
extensdo da lesao neuronal.

Em relacdo ao periodo agudo, ndo foi observada nenhuma alteracéo na
expressao de Cx43 no hipocampo dos animais experimentais em relacdo aos
controles. Os niveis de mMRNA de Cx43 também néo foram modificados apés

SE.
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Sohl et al. (2000) e Beheshti et al. (2010), utilizando os modelos do acido
cainico e o kindling, também n&o encontraram diferencas na expressdo da
Cx43 no hipocampo dos animais submetidos a esses dois modelos de ELT.
Além disso, nenhuma diferenca nos niveis de RNAm foi reportada para Cx43
também, apesar da astrogliose observada, principalmente nos animais
submetidos ao tratamento com &cido cainico. No entanto, de acordo com Sohl
et al., mesmo pequenas alteracdes da expressdo de Cx43 podem significar
desajustes na comunicacdo entre astrécitos, o que poderia levar, por exemplo,
a um desajuste no tamponamento de potassio extracelular, podendo acarretar
em predisposicéo para hiperexcitabiliade neuronal e crises (Janigro et al., 1997;
Bordey e Sontheimer, 1998; Gabriel et al., 1998*°; Xiong e Stringer, 1999;
Hinterkeuser et al., 2000; Xu et al., 2009). Por outro lado, como j& citado, esse
desacoplamento também pode significar uma tentativa de protecao das células,
uma vez que o0 excesso de sinais elétricos ndo se propagaria de forma
generalizada.

Ao contrario do que foi observado nos niveis proteicos de Cx43 nos
periodos crénico e latente, ndo foi detectada modulacao significativa do RNAm
de Cx43 no hipocampo dos animais avaliados durante esses mesmos
periodos. No entanto, alteracdes pos-transcricionais, como regulacdo da
sintese e/ou transporte intracelular para sitios da membrana, bem como
acumulo da proteina devido ao aumento da estabilidade da mesma e/ou
reducdo da degradacdo proteica podem ter ocorrido, explicando essa falta de
correlacdo entre os niveis de RNAm e proteico de Cx43 (Caltabiano et al.,

2010).
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5.2 ANALISE DA EXPRESSAQO DE Cx36

A andlise da expressdo de Cx36 por immunoblotting detectou sua
presenca no hipocampo de ratos, como ja descrito na literatura (Condorelli et
al., 1998, 2003; Sohl et al., 2000). Ha vérios trabalhos reportando que a Cx36 &
expressa em neurdnios, principalmente em interneurénios (Condorelli et al.,
1998, 2003; Deans et al., 2001; Gibson et al., 2005), sendo a principal conexina
expressa em neurbnios adultos, além de ter sido ligada a uma forma de
epilepsia conhecida como epilepsia mioclonica juvenil (Belluardo et al., 2000;
Mas et al., 2004).

N&o foi observada modulacdo significativa de Cx36 em nenhum dos
periodos avaliados no presente estudo, tanto no que se refere aos niveis
proteicos quanto de RNAm.

Varios trabalhos analisaram a expressdao de Cx36 em tecidos de
pacientes com epilepsia e em diferentes modelos animais de epilepsia. Aronica
et al. (2001) mostraram aumento dos niveis de RNAm em tecido de pacientes,
enquanto Collignon et al. (2006) reportaram preservacao da proteina em
regides hipocampais de pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial.
ApOs injecdo intracerebroventricular de acido cainico, progressiva modulagéo
negativa do RNAmM de Cx36 foi detectada nas regides CA3 e hilo de ratos, de
acordo com Condorelli et al. (2003). Sohl et al. (2000), avaliando a expresséo
de Cx36 nos modelos de kindling e acido cainico, observaram reducédo tanto
dos niveis de RNAmM quanto de proteina no hipocampo de ratos 2 a 3 semanas
apos a ultima crise produzida pelo abrasamento. No entanto, ndo houve

alteracOes proteicas e nem de RNAmM nos animais avaliados 4 a 6 semanas
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apos a ultima crise. J4 os animais submetidos a injecdo de acido cainico e
analisados 30 dias ap0s a inducdo das crises, apresentaram reducdo apenas
de RNAm, sem alteracdes dos niveis proteicos, concordando parcialmente com
nossos achados. Talvez essas diferencas no que se refere aos niveis de
RNAmM e de niveis proteicos de Cx36 possam ser atribuidas a variacdes nas
preparacdes usadas, métodos de inducdo de crises, duracdo da atividade ictal,
tempo em que foi realizada a analise e diferentes regides do encéfalo avaliadas
(McCracken e Roberts, 2006).

De acordo com Beheshti et al. (2010), aumento tanto nos niveis
proteicos quanto de RNAmM de Cx36 no hipocampo de ratos submetidos ao
modelo de kindling foi encontrado apenas durante a aquisicdo de crises focais
(ratos que atingiram a escala 2 de Racine, partially kindled). Os autores
sugerem que o aumento de Cx36 nos canais de juncbes comunicantes do
hipocampo entre os neurdnios piramidais de CA3 ou entre interneurdnios
GABAérgicos eleva a capacidade desses canais de sincronizar a atividade
elétrica, facilitando a inducédo de crises focais nos estagios iniciais do modelo
de kindling. Assim sendo, nesse trabalho € evidenciada a importancia da Cx36
como um alvo para modificar 0 processo epileptogénico. No entanto, apds a
aguisicao de crises secundariamente generalizadas (ratos que atingiram a
escala 5 de Racine, fully kindled), os niveis de Cx36 quase retornaram ao
estado basal, concordando com nossos achados referentes ao periodo crénico
do modelo de pilocarpina.

Ao contrario da hipotese acima descrita, varios trabalhos tém
demonstrado que a auséncia de Cx36 pode aumentar a chance de ocorréncia

de crises. Pais et al. (2003), usando fatias de hipocampo de camundongos
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knockout para Cx36, encontraram aumento de descargas interictais quando
comparados aos animais wild type. Também foi demonstrado que o
desacoplamento de interneurdnios inibitérios leva a efeitos excitatorios
secundarios em células piramidais (Yang et al., 2007). Jacobson e
colaboradores (2010), utilizando camundongos knockout para Cx36,
reportaram maior suscetibilidade a ocorréncia de crises tonico-clénicas
generalizadas induzidas por pentilenotetrazol (PTZ), em contraste com a ideia
de que o bloqueio de canais de jungbes comunicantes protege contra crises
epilépticas. Beaumont e Maccaferri (2011), utilizando o modelo de 4-AP in vitro,
relataram que a Cx36 ndo é critica para a geracado de descargas epileptiformes
em circuitarias GABAérgicas, e que os efeitos antiepilépticos da CBX
dependem provavelmente de um bloqueio de receptores GABAA € ndo do
bloqueio de canais de jungdes comunicantes compostos por Cx36. No entanto,
0s autores comentam que efeitos diferentes aos evidenciados por eles podem
ser encontrados em outras situagdes, como no uso de outras espécies, por
exemplo (no trabalho de Beaumont e Maccaferri foram utilizados
camundongos). Além disso, é importante salientar que a utilizacdo de outros
modelos de epilepsia também podem gerar outros resultados.

Existe a possibilidade de que as fungdes dos canais de juncdes
comunicantes estejam alteradas em condigcbes como epilepsia, mesmo quando
ndo ha alteracdes da expressao de Cx (So6hl et al., 2000), como foi observado
em nossa analise de Cx36 em nossos animais. Apesar de nao termos
evidenciado diferencas na expressao proteica e de RNAmM de Cx36 nos animais
submetidos a aplicacéo de pilocarpina, € possivel que haja participacdo dessa

proteina na sincronizacdo das descargas epileptiformes, ja que alteracdes na
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permeabilidade dos canais que as expressam podem ocorrer, independente da
quantidade de proteina expressa. Nesse sentido, de acordo com Gonzalez-
Nieto et al. (2008), canais formados por Cx36 ndo se fecham frente a acidose,
e 0S neurdnios que expressam Cx36 permanecem acoplados mesmo quando
pH; cai, como ocorre durante um episédio de crises tbnico-clénicas
generalizadas ou SE (Sasahira et al., 1997).

Além disso, o simples fato de ndo termos observado mudancas
significativas na expressdo de Cx36 pode representar participacdo dessa
proteina na sincronizacdo e geracdo da atividade epileptiforme, como foi
sugerido por Collignon et al. (2006), que encontraram niveis proteicos
preservados de Cx36 em tecidos retirados de pacientes com ELT.

Apesar da existéncia de dados controversos no que se refere ao papel
das Cx na epilepsia, de modo geral parece haver envolvimento dessas

proteinas e os canais/hemicanais formados por elas na ELT.

53  ANALISE ELETROFISIOLOGICA DA ATIVIDADE
EPILEPTIFORME - EFEITOS DA CBX SOBRE O SE INDUZIDO

POR PILOCARPINA

Com o objetivo de se caracterizarem os efeitos da CBX sobre os eventos
epileptiformes e demonstrar o possivel envolvimento dos canais de JC durante
0 SE, propusemo-nos a avaliar, no modelo experimental de epilepsia do lobo
temporal, a atividade comportamental e eletroscilografica de ratos submetidos

a SE induzido por inje¢éo sistémica de pilocarpina.
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Nossos resultados mostraram que a aplicacdo sistémica de CBX
produziu expressivos efeitos antiepileptogénicos e revelou-se uma substancia
com potencial para controle do SE induzido por pilocarpina. Os potenciais
epileptiformes tiveram alteracdes na amplitude e na frequéncia logo nos
primeiros cinco minutos apos injecdo de CBX, efeitos crescentes que
perduraram por todo o periodo do experimento. Além disto, os complexos
espicula-onda, caracteristicos de atividade epileptiforme, tiveram sua
morfologia alterada apoés a aplicacdo de CBX.

Existem na literatura véarias evidéncias dos efeitos anticonvulsivantes
dos blogueadores dos canais de JC baseadas em modelos de atividade
epileptiforme in vitro, como por exemplo, os modelos de atividade epileptiforme
induzidos por 0-Ca** (Perez-Velazquez et al., 1994) ou 0-Mg®* (Margineau e
Klitgaard, 2001), exposi¢céao a 4-AP (Perreauly e Avoli, 1992; Ross et al., 2000;
Traub et al., 2001?), exposicdo prolongada a antagonistas de GABAg (Uusisaari
et al., 2002) ou tetanizagao da via colateral de Schaffer em fatias hipocampais
de encéfalos ratos (Jahromi et al., 2002). Além disso, bloqueadores de JC
levam a reducdo de disparos sincronizados de interneurdnios inibitérios
hipocampais (Traub et al., 2001°; Yang e Michelson, 2001), que podem ter um
papel importante na inducédo de descargas epileptiformes (Avoli, 1996; Traub et
al., 2001"), como ja discutido anteriormente.

Estudos em modelos in vivo também tém demonstrado a acéo
anticonvulsivante desses compostos, como ja foi relatado por Medina-Ceja et
al. (2008), por exemplo, que observaram que a aplicacdo de CBX no cortex
entorrinal de ratos com crises induzidas por 4-AP néo so6 diminuiu a amplitude e

a frequéncia das descargas epileptiformes como também blogueou
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completamente a atividade ictal tanto no cértex entorrinal quanto na regiao
CAl. Esses autores sugerem que essa acdo da CBX pode ocorrer devido ao
desacoplamento entre interneurénios GABAérgicos, que desempenham um
importante papel na hiperssincronizacdo da atividade epileptiforme nesse
modelo. Szente et al. (2002) e Gajda et al. (2003) também demonstraram
envolvimento do acoplamento elétrico no modelo induzido por 4-AP, através da
observacédo de que o bloqueio desses canais com CBX diminuiu a duracdo das
crises e também a amplitude das descargas epilépticas, enquanto a aplicagdo
de trimetilamina (TMA - abridor desses canais) aumentou a duracdo e
amplitude das mesmas.

Outros modelos de epilepsia in vivo também fizeram uso da CBX e
constataram efeitos anticonvulsivantes, como foi o caso de Gareri et al.
(2004%), utilizando ratos geneticamente propensos a epilepsia (GEPR), e
Bostanci e Bagirici (2007), utilizando o modelo de epilepsia induzido pela
aplicacao de penicilina. Como no caso dos estudos em modelos in vitro citados,
esses ultimos autores verificaram diminuicdo da frequéncia e da amplitude das
descargas epilépticas, além de atenuacao do comportamento epiléptico.

Sendo assim, ha varios trabalhos que corroboram os nossos resultados
referentes ao tratamento com CBX, evidenciando o importante papel dos
canais de JC na indugdo e manutengcdo da atividade epileptiforme. As
diferencas entre esses trabalhos estdo nas concentragdes utilizadas, vias de
administracéo e intensidade dos efeitos anticonvulsivantes, sendo que essas
trés variaveis estdo intimamente correlacionadas. Além disso, ndo havia
evidéncias de estudos que avaliem os efeitos de agentes que atuam em canais

de JC no modelo da pilocarpina.
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Foi possivel observar que a CBX foi capaz de promover redugdo da
poténcia na faixa de frequéncia entre 15 - 30 Hz antecipadamente no grupo SE
+ CBX em relagdo ao grupo tratado com salina ao invés do bloqueador. De
acordo com Lehmkuhle et al. (2009), oscilagdes na banda do “high” beta e do
‘low” gama (20-70Hz) s&o observadas durante crises, e essa banda de
frequéncia possui poténcia dindmica no EEG durante SE eletrogréafico. Os
resultados obtidos ndo nos permitem inferir sobre a dinamica de frequéncias
acima de 35 Hz (“low” gama), uma vez que os sinais foram filtrados em 35 Hz,
porém foi possivel verificar em nossos animais que oscilagées entre 15-30 Hz
tém grande contribuicdo na composicdo do sinal durante o periodo de SE,
concordando com Lehmkuhle et al. (2009). Outros autores também
identificaram essa faixa de frequéncia durante crises, como Steriade e
Contreras (1998), que ap0s inducdo de crises pela aplicagdo de bicuculina,
relataram complexos espicula-onda e poliespicula-onda com disparos nas
faixas de frequéncia entre 2-4 Hz e 10-15 Hz. Além das evidéncias acima
citadas mostrando a ocorréncia de oscilagdes na banda do beta e do gama na
atividade epileptiforme, Pascual-Leone et al. (1992) mostraram que
estimulacdo magnética repetitiva do cortex motor na faixa entre 10-20 Hz
provocou crises em humanos sadios.

Em um trabalho desenvolvido por Yamawaki et al. (2008) foi relatado
que fatias de cortex motor primario de ratos apresentam oscilacbes na banda
do “high” beta (25-30 Hz) apos aplicacdo de acido cainico e carbacol as fatias.
Estes autores também demonstraram bloqueio destas oscilagbes apos
exposicao das fatias ao bloqueador de JC CBX, sugerindo um importante papel

para o acoplamento neuronal via canais de JC na atividade oscilatoria na
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frequéncia do beta. Nossos resultados também apontam relacéo entre as JC e
as oscilagdes na faixa de frequéncia do beta, uma vez que a CBX promoveu
reducdo da poténcia nesta faixa nos animais em SE. De fato, de acordo com
Traub e Whittington (2010), oscila¢cdes na banda de frequéncia do beta, além
de outros tipos de oscilacBes rapidas, como as very fast oscillations, pode ser
precursoras, ou ainda participar das crises epilépticas, e estas oscilacdes
também dependem dos canais de JC.

A CBX é um derivado do &cido glicirretinico que se liga e bloqueia um
amplo espectro de Cx que compdem os canais de JC. O modo de acéo de
agentes que modulam esses canais ainda ndo é bem conhecido, inclusive o da
CBX (Gladwell e Jefferys, 2001). No entanto, acredita-se que os derivados do
acido glicirretinico se ligam diretamente as moléculas de Cx, causando
alteracdo conformacional que leva ao fechamento dos canais de JC (Davidson
e Baumgarter, 1988), sendo que este mecanismo estd de acordo com dados
prévios de Davidson et al. (1986), que mostraram rapida reversado do bloqueio
destes canais ap0s lavagem das células com meio contendo albumina. Além
desta hipotese, a acdo da CBX sobre os canais de JC pode envolver a
capacidade desta substancia em promover desfosforilagdo da Cx43, como foi
mostrado em células epiteliais de figado de rato (Guan et al., 1996). Estes
autores mostraram que o desacoplamento promovido pelo acido glicirretinico
18-beta correlacionou-se com reducdo da forma fosforilada P2 da Cx43 e
aumento da forma néo fosforilada da proteina (ja é conhecido que o estado de
fosforilacdo da Cx43 pode alterar a condutancia do canal, sendo que as formas
fosforiladas normalmente estéo relacionadas com aumento da probabilidade do

canal se encontrar no estado aberto — Godwin et al., 1993; Oelze et al., 1995;
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Cotrina et al., 1998). No entanto, além da Cx43, a CBX também inibe canais de
JC compostos por outras Cx (Lan et al., 2011).

Por ser lipofilico, esse composto penetra facilmente no encéfalo apos
administracao sistémica (Jellinck et al., 1993; Dobbins e Saul, 2000). Apesar de
a CBX ser um agonista mineralocorticéide devido a sua capacidade de inibi¢cdo
da enzima 11-B- hidroxiesteréide (aumentando desse modo os horménios
glicocorticéides), ha estudos comprovando que os efeitos anticonvulsivantes
observados apds aplicacdo desse composto ndo estédo relacionados com sua
interacdo com receptores mineralocorticoides, e sim com a capacidade da CBX
de atuar nos canais de JC (Ross et al., 2000; Gigout et al., 2006%).

Quando aplicada nos animais do grupo controle CBX, a CBX néo alterou
a atividade eletrocorticografica basal (amplitude relativa do sinal nado foi
alterada, assim como contribuicdo das frequéncias), bem como ndo produziu
mudangas no comportamento dos animais, resultados semelhantes aos
encontrados por Medina-Ceja et al. (2008), Gigout et al. (2006%) e Gajda et al.
(2003). De fato, ja foi demonstrado que varios bloqueadores de canais de JC,
inclusive a CBX, ndo alteram as propriedades eletrofisiolégicas de neurénios do
neocortex de humanos (Gigout et al, 2006%), hipocampo de ratos (Kohling et al.,
2001) e de fatias talamo-corticais (Gigout et al., 2006").

Foi possivel observar em nossos resultados que os efeitos da CBX
foram progressivos durante o tempo avaliado, e ao final de 2 horas estes
efeitos ainda foram mantidos, apesar de ndo termos observado regressao
comportamental do SE e os animais terem morrido no intervalo de 48 horas
apos inducao do SE, demonstrando que a CBX néo foi eficaz em promover a

recuperacdo dos animais ao seu estado basal, com excecdo de um animal. No
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entanto, temos que levar em consideracdo que a CBX foi administrada
sistemicamente, diferente dos trabalhos que evidenciaram a interrupgcao das
crises apds o tratamento, em que a CBX foi aplicada diretamente no foco
epiléptico. Além disso, a maioria dos estudos utilizou modelos de epilepsia com
crises focais, diferente do que acontece durante o SE, no qual as crises sao
generalizadas. Como citado acima, apenas um animal que recebeu CBX
apresentou recuperacdo comportamental do estado de mal epiléptico. Este
animal visivelmente ndo exibia mais o quadro de crises generalizadas
caracteristico do SE, além de ter ocorrido extingdo da atividade epileptiforme
do ponto de vista eletrofisiol6gico. Apesar do animal ndo ter sobrevivido, estes
resultados sao positivos, uma vez que o processo de extingdo do SE ocorreu
antecipadamente, com repercussdes comportamentais. Talvez este animal em
particular apresentasse maior sensibilidade a CBX, resultando em efeitos mais
expressivos sobre o SE. O uso de outras concentracdes de CBX poderia gerar
resultados semelhantes de modo mais homogéneo nos animais tratados.

Pelo fato de a CBX nao ter efeitos especificos sobre canais de JC
neuronais ou gliais, nao é possivel estabelecer a contribuicdo destes elementos
celulares especificos para os efeitos observados neste estudo. Maier et al.
(2002) mostraram atenuacao das descargas epileptiformes provocadas por 4-
AP em fatias hipocampais obtidas de camundongos knockout para Cx36. No
entanto, ndo podemos excluir a possibilidade da contribuicdo do bloqueio glial
pela CBX na reducdo dos potenciais epileptiformes observada em nosso
modelo. De fato, ja foi demonstrado que a CBX diminui a eficiéncia do
mecanismo de tamponamento de potassio glial em fatias de neocértex de rato

(Holthoff e Witte, 2000). Apesar de nao terem ocorrido alteracdes da expressao
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proteica de Cx43 e Cx36 em nossos animais avaliados no periodo agudo do
modelo, é possivel que mesmo pequenas alteragbes dos canais que as
expressam contribuam para o estabelecimento das crises epilépticas. Outro
possivel alvo da CBX sdo os hemicanais compostos por panexinas (outra
familia de proteinas que formam hemicanais), que sabidamente também s&o
bloqueadas por esse composto (Bruzzone et al., 2005).

Foi possivel constatar que os animais do grupo SE+CBX passaram a
apresentar os chamados periodos flat em intervalo de tempo menor apos
aplicacdo de CBX quando comparados aos animais que receberam salina ao
invés de CBX. Treiman et al. (1990) descreveram a sequéncia dos padrdes
eletrencefalogréficos durante SE em humanos e em trés modelos
experimentais, incluindo o da pilocarpina. Estes autores descreveram cinco
padroes, sendo que todos foram vistos em humanos e nos modelos
experimentais, sugerindo que esta sequéncia de alteracbes do EEG representa
a historia natural da evolugdo do EEG durante SE generalizado convulsivo,
qguando nao tratado. A sequéncia descrita por Treiman et al. inclui, nas duas
tltimas fases do SE, a ocorréncia dos periodos flat (a sequéncia descrita dos
padrbes do SE compreende: crises eletrogréficas discretas; descargas ictais
continuas com amplitude e frequéncia crescente e decrescente; descargas
ictais continuas; descargas ictais continuas com periodos flat e descargas
epileptiformes periddicas “on a flat background”), que de acordo com os
autores, pode estar relacionada ao aumento de atividade inibitéria em resposta
ao SE prolongado. Dados deste mesmo grupo (Walton et al., 1988) apontam
para aumento progressivo da concentracdo de GABA em varias areas do

encéfalo durante SE experimental, apesar da existéncia de dados controversos
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a respeito das concentragcbes de GABA durante SE (Cataltepe et al., 1996;
Hasegawa et al., 2004).

De acordo com Steriade et al. (1994), a andlise do chamado burst
suppression (padrdo eletrofisioldgico que contém épocas flat) induzido em
gatos por varios anestésicos, mostrou que 95% dos neurdnios corticais
estavam eletricamente silentes durante os periodos flat. Eles observaram que
hiperpolarizacdo dos neurdnios corticais precedia estes periodos. Sabe-se que
interneurdnios GABAérgicos sdo acoplados por JC compostas pela Cx36
(Buzsacki, 2001). J& foi demonstrado que, em fatias de encéfalo de
camundongos knockout para Cx36, a remocdo do gene resulta em inibicdo
cortical inicialmente mais fraca, porém mais duradoura, durante descargas de
alta frequéncia (Postma et al., 2011). De acordo com os autores, isto indica
facilitacao de respostas inibitérias diante de altas frequéncias, sendo que estes
resultados corroboram dados semelhantes encontrados in vivo (Butovas et al.,
2006). Deste modo, € possivel que a antecipacao do surgimento dos periodos
flat visto em nossos animais em SE que receberam CBX, seja decorrente da
facilitacdo GABAérgica que ocorre apdés desacoplamento de interneurdnios
inibitérios, ja que hiperpolarizacao foi observada antes da ocorréncia destes
periodos (Steriade et al., 1994).

Ao observarmos o periodo de estado de mal epiléptico dos animais do
grupo controle SE nota-se que este é um processo que naturalmente tende a
se extinguir, apresentando, com o passar do tempo, reducao principalmente da
voltagem dos potenciais epileptiformes. Os animais podem apresentar
diferencas no que se refere a frequéncia e amplitude dos potenciais, e, além

disto, pode haver diferencas também na evolucéo do estado de mal epiléptico,
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com alguns animais exibindo supressdo do processo epileptiforme de forma
antecipada em relacdo a outros. No entanto, € importante salientar que mesmo
havendo estas caracteristicas individuais, houve nitida diferenca, quando
compararam-se 0S mesmos periodos pos-salina e pos-CBX dos grupos
controle SE e experimental SE + CBX, respectivamente, em relacdo aos
parametros avaliados. Sendo assim, os efeitos observados no grupo SE + CBX
devem ter ocorrido de fato devido a agcdo da CBX, e ndo simplesmente devido
a prépria evolucdo natural do SE.

De acordo com os resultados apontados, pode-se sugerir que 0s canais
de JC desempenham um papel importante na fisiopatologia da epilepsia do
lobo temporal, e que estes canais podem representar um alvo terapéutico para

essa patologia.



6 CONCLUSOES




106

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

. A Cx43 sofre alteragbes no hipocampo de ratos durante os periodos
latente e cronico do modelo de ELT induzido por pilocarpina;

N&o foram observadas alteragbes significativas da expressado de Cx36
no hipocampo de ratos submetidos ao modelo de ELT;

. A CBX nao provocou mudangas no eletrocorticograma de base de ratos
controle;

. O bloqueador de canais de JC CBX produziu efeitos antiepileptiformes
quando aplicado sistemicamente em ratos em estado de mal epiléptico
induzido por pilocarpina;

. Os canais de jungbes comunicantes podem estar envolvidos na
manutencdo da atividade epileptiforme induzida por pilocarpina em

ratos.
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