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RESUMO

Epilepsias sdo desordens causadas por descargas paroxisticas focais ou
generalizadas no cérebro, refletindo em sua funcdo. A placa quadrigémea (PQ) esta
diretamente relacionada com a via auditiva e quando estimulada eletricamente, pode
causar convulsdes em animais normais. Neste estudo, foram utilizados ratos Wistar
audiogénicos (Wistar Audiogenic Rat - WAR) como modelo experimental de
epilepsia para avaliar a expressdao dos genes mdrl, TNF-a, ATP6ap2 e fB-ctina.
Estes animais apresentam indices de severidade (SI) em relagdo a crise causada
pelo estimulo sonoro, que vao de SI<0,23 (resistentes) a S1=0,85 (sensiveis). Para
se avaliar a expressao do mdrl e TNF-a foram analisados os cértices direito e
esquerdo, hipocampo e PQ. Para se avaliar a participacdo destes genes na
gravidade da crise, um segundo grupo de animais recebeu siRNA e suas PQs foram
extraidas para analise. A gravidade das crises foi medida usando-se a escala do Sl.
O RNA total foi extraido pelo Trizol® e submetido a RT-PCRtr. Os resultados
demonstraram que o0 grupo com cinco dias ap0s o terceiro estimulo obteve maior
expressdo do mRNA de TNF-a (4,69+1,0) e de mdrl (3,84+0,7) na PQ de WAR
SI20,85 em relacdo ao mRNA de TNF-a (1,44+0,4) e mdrl (1,25+0,4) de WAR SI<0,23.
No grupo com 25 dias ap0s o terceiro estimulo, a expressdo dos mesmos genes em
WAR SI=0,85 foi menor (0,52+0,1) e (0,61+0,1), respectivamente. Nenhum outro tecido
mostrou diferenca significativa para estes genes. O mRNA de ATP6ap2 no primeiro
grupo foi sub-expresso (0,52+0,04) e no segundo super-expresso em relacdo ao
WAR SI=<0.23 (1,01+0,1). A B-actina ndo apresentou diferenca significativa entre os
subgrupos. O aumento da expressdo de mRNA de TNF-a e de mdr1 e a diminuigéo
de ATP6ap2 na PQ mostram que estes genes estdo envolvidos no mecanismo
funcional do modelo WAR na epilepsia e que o estimulo influencia na expressao
desses mMRNAs. A comparacdo tecidual mostrou que a PQ é a regido alvo da
diferenca genética entre os WARS, pois esta relacionada com a via audiogénica.
Vérias vias e mecanismos celulares envolvendo a regido da PQ, relacionados com a
epilepsia em ratos S120,85, ainda sdo desconhecidos e precisam ser elucidadas.

Palavras chave: WAR, mdrl, TNF-a, ATP6ap2, B-actina, SiRNA.



ABSTRACT

Epilepsy is a disorder caused by focal or generalized paroxysmal discharges in the
brain reflecting in its function. The quadrigeminal plate is directly related to hearing
pathway and when electrically stimulated, may cause similar seizures in normal
animals as visualized in audiogenic rats. This study used the Wistar Audiogenic Rats
(WAR) as an experimental model of epilepsy to analyze mdrl, TNF-a, ATP6ap2 and
B-ctina genes expression. Those animals present severity index (Sl) related to
seizures caused by sound stimuli from SI<0.23 (resistant) to SI=0.85 (sensitive). To
evaluate gene expression of mdrl and TNF-a were analyzed right and left cortices,
hippocampi and quadrigeminal plate. A second group of animals received siRNA and
its quadrigeminal plates were removed for analysis. The seizure severity was
analyzed by Sl score. Total RNA was extracted by Trizol® and submitted to real time
RT-PCR analyze. Data showed that five days after the third stimulus group had
higher expression of TNF-a (4.69+1.0) and mdrl (3.84+0.7) mRNA at the
quadrigeminal plate of WAR with SI=0.85 compared to TNF-a (1.44+0.4) and mdrl
(1.25+0.4) mRNA of WAR SI<0.23. In the 25 days after third stimulus group, the same
genes were down-regulated (0.52+0.1) and (0.61+0.1), respectively, in WAR with
S1=0.85. No other tissue showed difference in the expression of these genes.
ATP6ap2 mRNA was down regulated (0.52+0.04) in the first group and upregulated in
the second group compared to WAR SI<0.23 (1.01+0.1). B-actin mRNA had no
significant difference in any subgroups. The higher TNF-a and mdr1 mRNA and
lower ATP6ap2 mRNA expression in quadrigeminal plate show that these genes are
involved at the functional mechanism of epilepsy in WAR model. Tissue analysis
showed that quadrigeminal plate is the main region for the genetic differences
observed among WARSs, since it is related to the hearing pathway. Many pathways
and cellular mechanisms at quadrigeminal plate linked to epilepsy in rats SI1=0.85 are
unknown and need to be understood.

Keywords: WAR, mdrl, TNF-a, ATP6ap2, B-actin, siRNA.
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1 INTRODUCAO

1.1 Conceito e epidemiologia de epilepsia

Epilepsia € uma desordem comum que afeta 1% - 2% da populacdo, sendo
gue em paises em desenvolvimento tem uma incidéncia maior e 3% da populacdo
geral terd epilepsia em algum momento da vida (LOSCHER, 1997; ANNEGERS,
2001). Epilepsia ndo pode ser caracterizada como uma doenga Unica, mas sim uma
variedade de desordens que refletem na funcdo cerebral e podem ter diversas
causas, como, por exemplo, predisposicdo genética, estresse, patologia ou danos
cerebrais (STAFSTROM; TEMPEL, 2000; FISHER et al., 2005). Hoje em dia é
considerada pela Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE) e pelo Servico
Internacional para Epilepsia (IBE) como uma doenga, apesar de ser referida
tradicionalmente como desordem (FISHER et al., 2014).

Segundo Loéscher (1997) a definicdo de epilepsia é espontanea, com crises
epilépticas recorrentes, pode ser ou ndo convulsiva e pode causar uma descarga
parcial ou generalizada no cérebro. Entretanto, o termo epilepsia espontanea é
questionavel, pois ha crises que séo provocadas por algum fator desde que nao seja
uma condicdo téxico-metabdlico e/ou febril (COMMISSION, 1993). Ja Fisher e
colaboradores (2005), definem a epilepsia como uma desordem cerebral
caracterizada por interrupcdes recorrentes e imprevisiveis da funcdo normal do
cérebro. E uma doenca causada por varios distirbios que refletem disfuncéo
cerebral subjacente que pode resultar de muitas causas diferentes.

A atual definicdo conceitual de crise e de epilepsia foi estabelecida em 2005

pela forca tarefa da ILAE dizendo que:

uma crise epiléptica € uma ocorréncia transiente de sinais e/ou sintomas
devido a atividade neuronal anormal excessiva ou sincrona no cérebro. A
epilepsia é uma desordem no cérebro caracterizada por uma predisposicao
persistente que gera crises epilépticas, por consequéncias neurobiolégicas,
cognitivas, psicolégicas e sociais dessa condicdo. A definicdo de epilepsia
requer a ocorréncia de pelo menos uma crise epiléptica (FISHER et al,
2014, p.476).

Em seguida, foi formulado também um conceito operacional (pratico) clinico de

epilepsia que diz:

epilepsia é uma desordem do cérebro definido por algumas das condicdes a
seqguir: (1) pelo menos duas crises ndo-provocadas (ou reflexas) ocorridas
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em mais de 24 horas independentemente; (2) uma crise reflexa ou néo-
provocada e uma possibilidade de novas crises semelhante ao risco de
recorréncia geral (pelo menos 60%), ap0s duas crises nado-provocadas,
ocorrentes nos préoximos 10 anos; (3) diagnéstico de uma sindrome
epiléptica (FISHER et al, 2014, p. 477).

A palavra crise se origina do grego que significa tomar posse (FISHER et al.,
2005). Segundo Stafstrom e Tempel (2000), crise é uma alteracdo da funcédo

neurolégica causada por disparos paroxisticos dos neurénios em sincronia.

Crise epiléptica tem ocorréncia transiente de sinais e os sintomas séo devidos
a atividades neuronais excessivas anormais ou sincronas. E caracterizada como
transiente porque tem inicio e fim, entretanto o término pode ser menos evidente que
o comeco da crise (FISHER et al., 2005). A crise convulsiva epiléptica esta dentro do
quadro das epilepsias e tem abalos motores parciais ou generalizados como
caracteristica principal (FONSECA, 2000).

De acordo com as ComisscgoOes feitas pela ILAE em 1981 e 1989, as crises

foram classificadas de acordo com suas caracteristicas clinicas:

Parciais: as crises se originam apenas de um hemisfério cerebral com um ou
mais focos bem localizados. Subdivididas em crise parcial simples e crise parcial

complexa com perda de consciéncia.

Generalizadas: comeca simultaneamente nos dois hemisférios do cérebro ou
surge em um dos hemisférios e se propaga para o outro levando a perda de
consciéncia, podendo ser ou n&o convulsiva. Os tipos sdo: crises de auséncia, crises

atdnicas e crises acinéticas.

Acredita-se que a maioria das epilepsias parciais é resultado de uma ou mais
injarias no sistema nervoso central (SNC), contudo em muitos casos a natureza e 0s
insultos nunca séo identificados (BANCAUD et al.,1981; COMMISSION, 1989;
CHANG; FONSECA, 2000; LOWENSTEIN, 2003). Um exemplo é a epilepsia de lobo
temporal (TLE) caracterizada por crises do tipo parcial complexa, sendo mais

comum em adultos e, frequentemente, refrataria ao tratamento (FORSGREN, 1995).

Status epilepticus (SE) € uma circunstancia especial com crises prolongadas
e recorrentes, contudo exames clinicos e EEG, geralmente, permitem diagnosticar o
SE. O inicio e o fim de uma crise epiléptica podem ser determinados pelo
comportamento ou pelo EEG (FISHER et al., 2005).
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Em torno de 10 mil genes sdo necessarios para o desenvolvimento e
manutencdo do funcionamento normal do cérebro. Dado a complexidade das redes
neuronais € bem provavel que mutacdes em alguns desses genes responsaveis por
expressdo ou funcdo leve a mudangas na excitabilidade do SNC, levando a uma
predisposi¢cao a epilepsia. Entretanto nem todo gene envolvido na excitabilidade
levara a epilepsia, mas pode causar outras doencas neurolégicas como ataxia,
hiperatividade, ou paralisia (STAFSTROM; TEMPEL, 2000). Sabe-se que 21 genes
estdo relacionados com epilepsia idiopéatica, a maioria esta ligada aos canais ibnicos
e alguns aos receptores de neurotransmissores (REES, 2010).

1.2 Tratamentos para epilepsia

Muitos medicamentos antiepilépticos ja foram estudados, até mesmo
reformulados e introduzidos ao longo do tempo. H4 em torno de 20 drogas
antiepilépticas (DAE) disponiveis para o tratamento (LOSCHER; LEPPIK, 2002). As
drogas chamadas de primeira geracdo sao: fenitoina, carbamazepina, fenobarbital,
valproato dentre outras; e as de segunda geracdo sdo: lamotrigina, felbamato,
gabapentina dentre outras. Elas atuam no bloqueio de canais de sédio, ou de célcio,
ou aumentam a inibicdo de GABA (LERCHE et al., 2013). Aproximadamente 70-80%
dos pacientes que comecam o tratamento tem as crises reduzidas e ao longo do
tempo ficam livres dessas crises em monoterapia ou politerapia (KALE, 2002;
LOSCHER; LEPPIK, 2002).

1.2.1 Refratariedade

Mesmo usando os medicamentos 25% dos pacientes permanecem com as
crises, assim chamados de pacientes refratarios (LOSCHER; LEPPIK, 2002;
SILLANPAA; SCHMIDT, 2006; BRODIE et al., 2012). Sendo necessaria intervengdo
cirurgica em alguns possiveis casos (GUERREIRO et al., 2000). Apesar do avango
dos estudos dessas drogas e dos beneficios apresentados na maioria dos pacientes,
o entendimento sobre mecanismos celular e molecular, pelos quais a epilepsia se
desenvolve, é ainda incompleto (STAFSTROM; TEMPEL, 2000 CHANG;
LOWENSTEIN, 2003).

A epilepsia pode ser intratavel desde o inicio ou se tornar intratavel durante o

tratamento crénico. A definicdo para epilepsia intratavel pode variar. Ha vérias
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expressdes usadas para se referir & incapacidade de parar a ocorréncia de crises,
por exemplo, epilepsia intratavel, dificuldade para o tratamento, epilepsia resistente
a droga ou farmaco-resistente, epilepsia refrataria e crises persistentes (LOSCHER,
1997).

E importante definir bem os termos refratario e resistente, porque ha aqueles
pacientes que realmente ndo respondem a nenhuma droga e ha aqueles que néo
respondem, pois a dose utilizada ndo alcancou niveis suficientemente altos no
cérebro apesar de estar adequada no plasma (POTSCHKA; LOSCHER, 2001;
LOSCHER; LEPPIK, 2002). Entretanto se o nivel alto chegar no cérebro causaria
toxicidade no organismo (LOSCHER; LEPPIK, 2002). Segundo Potschka e Ldscher

(2001), esta é a explicacdo mais provavel a ndo responsividade as drogas.

Pensando nisto, ha uma ideia de que o modelo de pacientes farmaco-
resistentes € a chave para a identificacdo de novas DAE. Contudo, ndo hé
possibilidade de uma validacdo positiva, porque nenhuma DAE é eficaz em

pacientes com epilepsia farmaco-resistente (LOSCHER; LEPPIK, 2002).

Heinemann e colaboradores (1994) levataram hip6teses para epilepsias
intrataveis sdo elas: (a) anormalidades no desenvolvimento do cérebro durante a
maturacdo; (b) neurodegeneracdo em regibes propensas a crise tal como o
hipocampo em resposta ao SE; (c) reorganizacao do tecido cortical em resposta a

perturbacdes induzidas por crise; (d) ou fenémeno kindling.

Esse fenémeno kindling, também chamado de abrasamento, € a
manifestacdo de que epilepsia induz epilepsia. Isto €, administracfes repetidas de
estimulos subconvulsivantes resultam em uma intensificacdo progressiva de
atividade epiléptica (GODDARD, 1967). Isso ocorre através de um mecanismo com
feedback positivo, com descarga local epileptiforme, confinada inicialmente, a um
pequeno foco ou rede que tende a se difundir por todo espago com uma certa
gravidade e até mesmo levando a uma crise generalizada (LOSCHER, 1997;
FONSECA, 2000).

Assim, é necessario desenvolver um modelo animal para tentar solucionar a

refratariedade.
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1.3 Modelos de epilepsia em animais

Os modelos existentes para estudar as crises epilépticas induzidas e os
efeitos das DAE sdo: teste de eletrochoque com eletrodos na amigdala ou
hipocampo; teste usando pentilenotetrazol, ou cainato, ou pilocarpina, ou
litio/pilocarpina; hipoxia perinatal e crises recorrentes espontaneas apés o SE
induzido por pilocarpina (LEITE; CAVALHEIRO, 1995; MELDRUM; BESTER, 2006).

Modelos animais de epilepsia podem ser utilizados a fim de abordar se a
epilepsia € uma doenca progressiva (LOSCHER; LEPPIK, 2002). O modelo ideal
para a TLE, por exemplo, deve mostrar crises espontaneas, recorrentes e que se
assemelha ao comportamento da esclerose temporal mesial. Técnicas experimentais
para induzir a epilepsia cronica sdo baseadas na inducdo de danos nas estruturas
do cérebro antes do inicio das crises espontaneas (LEITE; CAVALHEIRO, 1995).

Um modelo animal amplamente utilizado e difundido nos laboratérios
apresenta crise audiogénica, a qual se assemelha a crise tonico-clénica
generalizada em humanos causada por TLE. H& determinadas linhagens de ratos
gue sdo utilizadas para tal experimento, entretanto sabe-se que ha diferencas
neuroanatdmicas, neuroquimicas e eletrofiosiolégicas entre essas linhagens.
Contudo a neuroetologia quantitativa € comum, pois caracteriza o0 quanto o animal é
resistente ou sensivel ao estimulo sonoro (GARCIA-CAIRASCO; TERRA;
DORETTO, 1993). O primeiro modelo foi descrito por pesquisadores soviéticos que
desenvolveram uma linhagem Krushinsky-Molodkina a partir de Wistar
(KRUSHINSKY et al. 1970). Outra linhagem desenvolvida foram os GEPR (Genetic
Epilepsy Prone Rats) derivados de Sprague-Dawley. No processo de selecdo génica
surgiram dois fenétipos GEPR-3, com crises moderadas e o GEPR-9, com crises
severas (DAILEY et al. 1989). Na Franca e no Brasil também foram desenvolvidas
linhagens a partir de Wistar (KIESMANN, 1988; GARCIA-CAIRASCO; SABBATINI,
1983).

Wistar Audiogenic Rat (WAR) é uma linhagem que veio do cruzamento
consanguineo de ratos Wistar sensiveis ao estimulo, sendo a sua origem na escola
de Medicina de Ribeirdo Preto, USP - S&do Paulo (GARCIA-CAIRASCO; SABBATINI,
1983; GARCIA-CAIRASCO; DORETTO; LOBO, 1990; GARCIA-CAIRASCO et al.,
1992). A estimulacdo da crise audiogénica é feita em alta frequéncia acustica de
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120dB (GARCIA-CAIRASCO; SABBATINI, 1991; JOBE et al., 1991).Esses animais
tém comportamentos caracteristicos que s&do quantificados através do indice de
gravidade (SI) e que sdo engatilhados no mesencéfalo (GARCIA-CAIRASCO et al.,
1996; ROSSETTI et al., 2006). De acordo com Garcia-Cairasco e Sabbatini (1989)
ha uma série de comportamentos que irdo resultar no score apos o estimulo sonoro.
Os comportamentos dos animais sensiveis séo: corrida de fuga, seguida de pulos e
guedas atbnicos, assim como arqueamento do corpo e finalmente uma crise clonica
generalizada, resultando na depressdo pos-ictal (GARCIA-CAIRASCO; TERRA,;
DORETTO, 1993). Essa depressao € caracterizada por apneia, exoftalmia, perda de
reflexo de endireitamento, taquicardia e refratariedade a uma nova crise além das

mudancas neuroenddcrinas e neuroquimicas (FONSECA, 2000).

O som ativa a circuitaria auditiva comecando pela membrana basilar, na
superficie do 6rgdo de Corti que possui células pilosas que recebem a vibracdo da
membrana. Termina¢cdes do nervo coclear fazem sinapses com as células pilosas
levando os impulsos nervosos até a porcao superior do bulbo. Os neurbnios de
segunda ordem continuam o processo de transmissdo chegando ao lado oposto e
também ipsilateralmente do tronco cerebral para terminar no nucleo olivar superior.
Deste a via auditiva segue para o leminisco lateral e outras fibras se desviam
chegando ao coliculo inferior (ClI). Por fim, a via prossegue para o corpo geniculado
medial onde saem neurdnios fazendo sinapses no cortex auditivo primario e
associativo, localizado no giro superior transverso do lobo temporal (FONSECA,
2000; MACHADO, 2004) (Figura 1).
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Figura 1 — Propagacao do impulso nervoso pela via auditiva primaria.
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O ndcleo central do ClI é o ponto chave para iniciar a crise audiogénica, pois
se sabe que uma leséo bilateral do nucleo central do Cl bloqueia esse tipo de crise
(GARCIA-CAIRASCO; SABBATINI, 1991). Nao somente o Cl, mas varias estruturas
do mesencéfalo sdo criticas no desenvolvimento e expressdo da crise audiogénica
aguda, como por exemplo, o coliculo superior (CS) (GARCIA-CAIRASCO;
SABBATINI, 1989; GARCIA-CAIRASCO; TERRA; DORETTO, 1993).

Doretto e colaboradores (2009) mostraram que o CS tem importancia
significativa na epilepsia, mediante a remocéao bilateral das camadas mais profundas
dessa estrutura mesencefalica, seguida de diminuicdo da crise. Sabe-se também
gue essas camadas do CS sdo importantes para gerar a corrida de fuga em GEPR-9
(MILLAN et al.,, 1988), e em animais normais quando essas estruturas Sao
estimuladas (FAINGOLD; RANDALL, 1999). No WAR, a participacdo do CS na
expressdo da crise esta fortemente relacionada com a via eferente que liga as
estruturas de tronco cerebral e medula, assim, por meio dessa via, 0s neurbnios
motores sdo ativados produzindo o comportamento da crise (DORETTO et al.,
2009). As projecBes entre CI-CS permitem uma transducdo integrada sensorio
motora da crise audiogénica formando a placa quadrigémea (PQ)(GARCIA-
CAIRASCO; TERRA; DORETTO, 1993).

Além das mudancas comportamentais causadas pelas crises em WAR
(GARCIA-CAIRASCO; SABBATINI 1989), h4 também mudancas fisiolégicas e
genéticas causadas em GEPRs (DEPAULIS et al., 1990; BROOKS-KAYAL et al.,
1998), por exemplo alteracdo na expressédo de genes, como TNF-q, interleucinas,
(DEUCHARS et al., 1992; GOUVEIA et al., 2011) e inflamacdo (SHANDRA et al.,
2002; BALOSSO et al., 2005; BALOSSO et al., 2009; VEZZANI et al., 2011).

1.4 Resisténcia a Multiplas Drogas (MDR)

Em 1976, Juliano e Ling descobriram uma proteina transmembrana de efluxo
chamada glicoproteina P (P-gp), a qual € membro da familia ATP Binding Cassete
(ABC) que envolve grandes grupos de proteinas de transportadores de membrana,
canais de ions e receptores (CALLEN et al.,, 1987; LEVEILLE-WEBSTER; ARIAS,
1995; ZHANG et al., 2012). Os genes responsaveis pela codificagdo da proteina P-
gp sdo MDR1, MDR2 (humano) (CALLEN et al., 1987; ZHANG et al., 2012), mdrla,
mdrlb e mdr2 (roedores) (SILVERMAN, 1999; ZHANG et al., 2012). Os MDR1 e
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mdrl estdo relacionados com a resisténcia a multiplas drogas e os MDR2 e mdr2
tém a funcdo de decodificar o transportador fosfatidilcolina (BORST, 1997,
SILVERMAN, 1999). As isoformas MDR1, mdrla e mdrlb decodificam a P-gp 170
(peso molecular de 170 kDa) (RONINSON et al., 1986; SHEN et al., 1986) e, assim
como as outras P-gp, estdo envolvidas na resisténcia a multiplas drogas (UEDA et
al., 1986) porque funcionam naturalmente como bomba de efluxo dependente de
energia (ATP), diminuindo o acumulo de drogas ou toxinas no organismo e
protegendo-o contra esses xenobidticos, prevenindo danos em érgaos criticos, como
o cérebro e coracdo (GOTTESMAN; PASTAN, 1988, 1993; GOTTESMAN; PASTAN;
AMBUDKAR, 1996; SCHINKEL et al., 1994). Uma caracteristica notavel do fenotipo
cldssico do MDR é sua habilidade reduzida para acumular drogas quando
comparado a outras linhagens celulares (NOOTER; HERWEIJER, 1991).

Muitas toxinas sdo hidrofébicas e se difundem pela bicamada lipidica celular.
A presenca de proteinas, que tem um papel de levar drogas ou toxinas para fora da
célula, contra o gradiente de concentracdo, € um importante ganho evolutivo. Essas
proteinas, que fazem o papel de bombas, estdo presentes no genoma desde
organismos simples (GOTTESMAN; PASTAN, 1988; BORST et al., 2000).

De acordo com Deuchars e colaboradores (1992) a P-gp 170 esta envolvida
no transporte de metabolitos exégenos e endégenos de varios tecidos nos seguintes
orgdos: intestino, figado, cérebro, testiculo, coracdo, musculo, adrenal, placenta,
ovario, Utero e rim. As células endoteliais da barreira hematoencefalica possuem
uma concentracdo de P-gp 170 alta, indicando uma protecdo contra entrada de
toxinas no cérebro (CORDON-CARDO et al., 1989). Ja a superexpressao de P-gp na
barreira hematoencefalica em tecido cerebral epileptogénico reduz a penetracdo das
drogas dentro do parénquima e diminui seus efeitos antiepilépticos (SEEGERS;
POTSCHKA; LOSCHER, 2002b). As células endoteliais capilares que formam a
barreira hematoencefalica, o cortex piriforme, o hipocampo, o giro denteado e as
regides limbicas apresentam expressao aumentada da proteina P-gp no cérebro de
rato Wistar (SEEGERS; POTSCHKA; LOSCHER, 2002b). Outros trabalhos
utilizando ratos Sprague-Dawley observaram aumento da expressao da proteina P-
gp nas seguintes regides: cortex cerebral (Liu et al., 2007),e amigdala (van VLIET et
al., 2004). Van Vliet e colaboradores (2004) também avaliaram a expressao génica

de mdrla e mdrlb em duas regides limbicas: giro denteado e cortex
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parahipocampal. Eles observaram aumento da expressdo de mdrlb no giro
denteado e no cortex parahipocampal e de mdrla no giro denteado nos animais

estimulados eletricamente e sacrificados uma semana apos o SE.

Pereira e colaboradores (2008) também fizeram analise da expressao de
mdrl em musculo esquelético e figado de WAR, Wistar estimulado e ndo estimulado

e mostraram que houve diferenca entre 0s trés grupos.

Jette e colaboradores (1995) mostram que a P-gp exerce fun¢des fisiologicas
de excrecdo ou de protecdo dos tecidos contra xenobidticos que sdo absorvidos
naturalmente. O trabalho de Schinkel e colaboradores (1994) corrobora o papel
principal da P-gp 170 de proteger o organismo e o subdivide em duas formas:
primeiro, limitar a quantidade de acumulo de droga em certos tecidos e segundo,
retirar a toxina o mais rapido possivel do tecido a medida que o nivel plasméatico
diminui. Esse transportador limita a concentracdo no cérebro de muitos agentes

farmacoldgicos e suas eficacias terapéuticas (LIN; YAMAZAKI, 2003).

Devido a essa funcéo da P-gp, o MDR tem sido alvo de estudos em canceres
nos ultimos 35 anos e muitos trabalhos tem mostrado que esse gene tem um
impacto muito grande na resposta a quimioterapia, 90% dos pacientes com cancer
metastatico ndo respondem ao tratamento devido a superexpressdo de P-gp 170
(LONGLEY; JOHNSTON, 2005; SZAKACS et al., 2006).

Outra relagdo desse gene com a néo resposta ao tratamento, mas de uma
forma indireta, € na epilepsia. Um relato de caso da literatura mostra uma crianca
com crises intrataveis devido a esclerose tuberosa que recebeu varias drogas
anticonvulsivantes sem obter melhora dos sintomas. Os niveis plasmaticos de
fenitoina eram sempre sub-terapéuticos, apesar das altas doses administradas. A
crianga foi submetida a cirurgia de epilepsia e no tecido removido foi encontrada
superexpressao de P-gp 170 (LAZAROWSKI et al., 1999). Um estudo posterior
mostrou a superexpressdo de MDR1 e também de MPR1 (proteina associada a
resisténcia a multiplas drogas-1) em neurénios displasicos, em células normais em
forma de baldo, em astrécitos, em células da microglia e em alguns vasos

sanguineos do cérebro (LAZAROWSKI et al., 2004).

Tishler e colaboradores (1995) demonstraram que, no cérebro epileptogénico

de pacientes com epilepsia farmaco-resistente, o nivel de mRNA de MDR1 esta
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aumentado dez vezes em relacdo ao controle. Eles também propuseram que a P-gp
pode desempenhar um papel significativo, limitando o acesso das DAE ao
parénquima cerebral, de modo que o aumento da expressdao de MDR1 possa
contribuir na refratariedade das crises destes pacientes. Ja Zhang e colaboradores
(1999) observaram imunoreatividade de P-gp em um pequeno numero de células
gliais sob condicdes normais, porém um aumento na marcacdo de P-gp foi
observado nos corpos celulares e formacdo de astrocitos em hipocampo apdés crise
induzida por cainato. Regesta e Tanganelli (1999) determinaram a P-gp no endotélio
e parénquima de Vvarias regides cerebrais por imunohistoquimica. Foram,
particularmente, regides do lobo temporal, o qual esta frequentemente envolvido na

epilepsia refrataria.

Lazarowski e colaboradores (2004 b), por meio de inducédo de crises repetidas
com &cido mercaptopropiénico, demonstraram aumento da expressao de P-gp 170
em células capilares do cérebro, neurdnios e células da glia do coértex, estriatum e
hipocampo em relacdo ao controle. Houve também diferenca aumentada no grupo
gue teve crise induzida por sete dias em relacdo ao grupo que recebeu por apenas

quatro dias.

Outros autores mostraram o0 oposto, que a P-gp ndo altera durante o
tratamento com as drogas ou quando aumentada nao influencia na refratariedade. O
primeiro trabalho que mostra isso € o de Rizzi e colaboradores (2001) onde uma
administrac@o sistémica de fenitoina em camundongo mdrl knockout, resultou no
aumento de 50% nos niveis da droga no hipocampo comparado ao hipocampo de
camundongo selvagem em tratamento com fenitoina por quatro dias, mas nao
mudou a expressdo de mdrl no hipocampo. Assim como tratamento em
camundongos com carbamazepina ndo alterou a expressdo do mRNA de mdrl. Em
seguida Seegers; Potschka e Ldscher, (2002a) mostraram por imunomarcagéao de
varias regides do cérebro que ndo houve nenhuma diferenga significativa entre os
hemisférios. No mesmo trabalho eles mostram a imunolocalizacdo do anticorpo
C219 da P-gp, que foi observada principalmente nas células endoteliais e células
parenquimais. Dentre as células parenquimais gliais, neurénios e outro tipo celular
nao houve diferenca clara na expressdo de P-gp. Tratamento prolongado com
fenobarbital ou fenitoina n&o induziu um aumento consideravel da expressao de P-

gp no cérebro. Da mesma forma fenitoina ndo aumentou a intensidade de P-gp
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endotelial nem parenquimal em nenhuma aérea do cérebro avaliada (cortex frontal,
cortex parietal, cértex piriforme, giro denteado, hilus, CA1, CA3, amigdala, cerebelo
e substancia negra). Ja o fenobarbital induziu um aumento pequeno, mas
significativo na expressao de P-gp endotelial nas regides do cortex piriforme e
cerebelo.

O fato de ambas as drogas néo alterarem a expressao da P-gp é um indicio
importante, pois caso contrario seria restrito a entrada no cérebro (SEEGERS;
POTSCHKA; LOSCHER, 2002b). Neste trabalho ha dados fortes que indicam que a
superexpressao da P-gp em tecido cerebral epileptogénico de pacientes resistentes
a drogas ndo € uma consequéncia do tratamento crénico com as DAE, como por
exemplo, fenobarbitol e fenitoina. Entretanto como nos experimentos de Rizzi e
colaboradores (2001) e de Seegers e colaboradores (2002b) foram usados animais
nao epilépticos, ndo se pode descartar que animais ou humanos epilépticos exibem
respostas diferentes ao tratamento das DAE.

No trabalho de Ambroziak e colaboradores (2009) foi mostrado, de uma forma
surpreendente, que todas as drogas aumentaram a expressam da P-gp e ndo houve
diferenca significativa entre elas. Sendo assim, levanta-se a primeira pergunta sera

gue as DAE influenciam na resisténcia e/ou na refratariedade?

Kwan e colaboradores (2002) investigaram a expressao regional do gene
mdrl, que codifica a P-gp 170, em tecido encefalico e mesencefalico de GEPRs
apos uma unica crise audiogénica. Os resultados sugerem que pode ocorrer uma
superexpressdo do gene mdrl apos a crise. Nesses animais o padrao da expressao
segue a via anatbmica de crise audiogénica, com inicio no mesencéfalo e

propagacio para o cortex.

Kumar e colaboradores (2014) compararam a expressdo de P-gp entre
pacientes com sindrome de Lennox-Gastaut, pacientes com outras epilepsias e
controles saudaveis. O resultado foi significativamente maior em pacientes com
sindrome Lennox-Gastaut do que nos controles. Neste trabalho também foi
mostrado uma alta expressdo de P-gp em células mononucleadas do sangue em

pacientes com essa sindrome em relacéo aos pacientes com outras epilepsias.

A expressdo aumentada de P-gp na sindrome Lennox-Gastaut é improvavel

ser regulada pela duracdo da exposicdo as DAE porque um experimento in vitro
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mostrou aumento da atividade da P-gp em pacientes com essa sindrome apés o
blogueio de P-gp por verapamil nas células mononucleadas do sangue (KUMAR et
al., 2014).

Diante desses estudos € ainda necessario mais pesquisas para definir melhor
as regifes nas quais ocorrem alteracdes e se este aumento é resultado de crises
incontrolaveis, de mecanismos da epileptogénese, da administracdo cronica das

drogas, por crises induzidas ou até mesmo pela soma de alguns desses fatores.
1.5 Epilepsiae inflamacao

A inflamacéo crénica no cérebro € um processo desenvolvido apds o inicio
de injurias e pode persistir no tecido epileptogénico na presenca de altos niveis de
mediadores inflamatorios (histamina, bradicinina e prostaglandina) envolvidos na
propagacdo da atividade epiléptica (ASHHAB; OMRAN, 2013). A evidéncia de que
as crises desencadeiam reagdes inflamatorias duradouras no cérebro pode colocar
em questdo se o estado proé-inflamatério prolongado no SNC pode aumentar a pré-

disposicéo do tecido cerebral a desenvolver crises (BALOSSO et al., 2005).

Trabalhos recentes tém enfatizado que a crise ou a epilepsia € uma condicéo
inflamatoria prolongada e que a atividade da crise aumenta rapidamente a sintese e
a liberacdo de varias interleucinas envolvidas no inicio da crise em &reas do cérebro
de roedores (DELI, et al., 2005; KIM et al., 2012). As citocinas atuam nas células
endoteliais e na mudanca da permeabilidade da barreira hematoencefalica, a qual

tem efeitos significativos na viabilidade e excitabilidade neuronal (DELI et al., 2005).

As crises epilépticas produzem aumento de citocinas in loco, tais como
interleucinas (IL1-6) e o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) (SHANDRA et al.,
2002). O TNF-a atua em papéis chave, como na inflamacdo aguda e cronica,
respostas antitumorais e infeccdes (PALLADINO et al.,, 2003) e, em niveis altos,
auxilia na susceptibilidade da crise (SHANDRA et al., 2002). Mediante crises e varias
condi¢cBes neuropatologicas essa citocina pleiotropica tem um aumento no SNC, por
exemplo pacientes com inflamacgéo crénica tem maior incidéncia de crises (MINAMI,;
KURAISHI; SATOH, 1991; FEUERSTEIN; WANG; BARONE, 1997; PLATA-
SALAMAN; LLYIN, TURRIN, 2000; VEZZANI; MONETA; RICHICHI, 2002),
entretanto TNF-a ndo € o gatilho das crises (BALOSSO et al., 2005). Porém uma
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longa exposicdo ao TNF-a pode levar ao rompimento da barreira hematoencefalica e
intensificar os disparos em ratos (DELI et al., 1995; MALE, 1995). Shandra e
colaboradores (2002) mostraram também que niveis altos de TNF-a causam
mudangas profundas no EEG de ratos abrasados. Resultados de Balosso e
colaboradores (2005) corroboram isso, pois 0 mTNF-a reduz significativamente a
atividade ictal, mas néo altera o inicio da crise nem a duracédo interictal. Assim, 0s
autores sugerem que TNF-a n&o esta envolvido no mecanismo de desencadear a

crise, porém a transicao entre ictal e interictal é alterada.

O TNF-a é produzido por células endoteliais em resposta aos varios estimulos
extrinseco e intrinseco, sendo este ultimo relacionado a lesdo cerebral aguda, que
aumenta a expressdo de TNF-a (ALMEIDA, 2013). Reac0fes inflamatorias agudas
sao iniciadas por uma variedade de estimulos patolégicos, como infeccdo, dano no
tecido, trauma e estresse celular (HARTMANN; CHEUNG; PIQUETTE-MILLER,
2002; SLAVIERO; CLARKE; RIVORY, 2003). A resposta imunolégica resulta na
secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias (SLAVIERO; CLARKE; RIVORY, 2003).

O TNF-a regula a plasticidade sinaptica (TURRIGIANO, 2010) e se o nivel
dessa citocina esta aumentado no cérebro devido a alguma patofisiologia, regulara o
aumento da plasticidade. O efeito da plasticidade ocorre através do TNF-a agindo na
producgéo de ATP mitocondrial (CLARK; ALLEVA; VISSEL, 2010).

1.6 Receptor de Pro-renina na epilepsia

A pro-renina é uma proteina altamente conservada entre as espécies devido a
sequéncia de nucleotideos ser de 95% de similaridade e o nivel de aminoacido
estar acima de 80% (BUCKLE; BADER, 2006; NGUYEN; MULLER, 2010). Ela é
uma pro-enzima inativa proveniente da renina, amadurece por clivagem proteolitica
de pro-segmento nas células mioepitelidides da artéria aferente glomerular
(NGUYEN et. al., 2002; NGUYEN, 2008). Uma vez amadurecida se liga ao (P)RR

permitindo um aumento das suas atividades intrinsecas (SHAN et al., 2008).

O trabalho feito por Shan e colaboradores (2008), mostrou que o tratamento
das células neuronais com renina reduziu em 46% a taxa de frequéncia do potencial
de acao e durante o tratamento com renina na presenca do pulso hiperpolarizante,

houve uma reducao de 37+4% na mudanca do potencial de repouso da membrana.
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O gene do (P)RR €& denominado ATP6ap2 e esta no locus pll.4 do
cromossomo X de humano, rato e camundongo. Esse gene é importante para a
formacdo embrionaria e a ablacdo dele leva a morte antes de completar a
embriogénese (AMSTERDAM et al., 2004). Dados indicam que a sobrevivéncia
celular e a proliferacdo possam estar relacionadas a funcdo de H*-ATPase vacuolar
(BURCKLE; BADER, 2006).

Estudo feito por Ramser e colaboradores (2005), mostra a importancia do
receptor da pro-renina na funcdo cognitiva e quando ocorre delecao do exon 4 do,
ATP6ap2, provoca um aumento de crises epilépticas. A ablacdo esta também ligada

ao retardo mental associado ao cromossomo X.
1.7 PB-actina como avaliadora da plasticidade tecidual

A B-actina é uma das proteinas ligada ao citoesqueleto, e tem um papel
importante no tréfico intracelular e na morfologia celular, pois estd associada a
motilidade, endocitose, citocinese e na adesédo celular (BRAKEBUSCH et al., 2002;
ENGQVIST-GOLDSTEIN; DRUBIN, 2003; ASCOUGH, 2004). Possui também
importancia em processos celulares como migracgéo e divisao celular, e regulacéo da
expressdo génica. Funcdes estas atribuidas a sua capacidade de formar filamentos
gue se montam ou se desmontam dependendo das necessidades celulares
(BUNNELL et al. 2011).

O mRNA da B-actina e a proteina sdo bastante utilizados como
normalizadores em analises moleculares como PCRtr e western. (VIEIRA;
TEIXEIRA; NOGUEIRA, 2008; CARMO; ANDRADE; LIBERMAN, 2014). Entretanto a
B-actina pode sofre alteragbes demonstrando mudanca na plasticidade tecidual
(CARMO; ANDRADE; LIBERMAN, 2014).

Imagens de fatias do cérebro revelaram inducdo precoce imediata de
transcricdo de [(-actina apds a despolarizacdo. O estudo do mRNA enddgeno em
tecidos vivos do camundongo demonstra a sua regulacdo dindmica no
microambiente celular e tecidual (PARK, et al. 2014; BUXBAUM; WU; SINGER,
2014).
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1.8 Interferéncia por RNA

A interferéncia por RNA € uma técnica que promove o silenciamento génico e
€ especifico através da introducdo de RNA dupla-fita (dsRNA) (FIRE et al., 1998).
Essa caracteristica € funcionalmente semelhante a animais knockout (sem a
atividade de um gene especifico) (KIM et al., 2002; DZITOYEVA et al.,2003; HUANG
et al., 2003; KOSTROUCHOVA et al., 2003). Esse protocolo apresenta praticidade,
baixo custo e eficiéncia ja a estratégia de producdo de animais knockout, tem um
custo muito alto, demorada, complexa, geralmente é silenciado um alelo, e é
necessario cruzamentos para obter knockout dos dois alelos. Este silenciamento
génico poés-transcricional ocorre porque 0os dsRNAs, duplexes de 21 pares de base
(pb) denominados siRNA, sdo reconhecidos como moléculas estranhas ao
transcriptoma celular, sendo entdo processados pela enzima DICER (BERNSTEIN
et. al, 2001). A dupla fita de siRNA é separada e cada fita simples se agrega a
endoribonuclease chamada RISC, a qual cliva apenas RNAs complementares ao
oligonucleotideo que ela carrega (HUTVAGNER et. al, 2002).

O siRNA transformou-se em uma das ferramentas mais utilizadas em biologia
molecular, sua praticidade possibilitou aplica-lo na gendémica funcional como por
exemplo em C. elegans, (FRASER et al., 2000; GONCZY et al., 2000; KAMATH et
al., 2003), em Drosophila (LUM et al., 2003), em galinha (PEKARIK et al., 2003), em
parasitas (PEREIRA et al., 2008) e em mamiferos (MARIN et al., 2008)
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2 JUSTIFICATIVA

Uma linhagem de ratos Wistar selecionados geneticamente, Wistar
Audiogenic Rat (WAR), com susceptibilidade epiléptica audiogénica tem sido
mantida e estudada no laboratorio no Nucleo de Neurociéncias do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG (NNC-ICB/UFMG). Nestes animais, um estimulo
sonoro de alta intensidade (120dB) induz crise convulsiva do tipo tonico clénica

generalizada seguida por espasmos.

A repeticdo dos estimulos sonoros de acordo com protocolos especificos
modifica a expressdo motora e eletroencefalografica das crises para um padréo de
crises limbicas, também denominadas crises de lobo temporal. Considerando que a
caracterizagcdo fenomenolégica das crises, assim como dos aspectos
neurofisiolégicos, neuropatoldgicos e comportamentais do modelo WAR tem sido ja
adequadamente caracterizada na literatura, fica evidente uma melhor caracterizacéo

genética e molecular desse modelo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressao do mRNA de mdrl, TNF-a, ATPap2 e [(3-actina em rato

Wistar audiogénico.

3.2 Objetivos Especificos

A) Avaliar a distribuicdo da expressdo dos mRNAs dos genes mdrl e TNF-a nos
tecidos cértex cerebral, hipocampo e PQ.

B) Avaliar a expressdo de mdrl, TNF-a, ATP6ap2 e B-actina em WAR sensiveis
e resistentes a crise epileptogénica comparados com Wistar controle.

C) Comparar a expressdo de mdrl, TNF-a, ATP6ap2 e B-actina nos WAR e
Wistar controles com os animais tratados com siRNA para mdrl.

D) Avaliar as relacfes entre os intervalos de estimulos, a laténcia das respostas

e a expressao génica na PQ.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho experimental

O desenho experimental foi baseado nos seguintes protocolos: screenings,
silenciamento do mdrl, coleta dos tecidos, extracdo de RNA total e RT-PCRitr. A
PCRItr so foi realizada quando todos os tecidos foram coletados de cada grupo. A

figura 2 exemplifica os protocolos realizados.
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Figura 2 — Desenho experimental dos protocolos realizados nos dois grupos. Grupo
1) animais estimulados uma vez por semana e sacrificados cinco dias apds o
terceiro screening (n=9); Grupo 2A) animais controle estimulados com intervalos de
4 dias e sacrificados 25 dias apods o terceiro screening (n=11); Grupo 2B) animais
tratados com siRNA para mdrl estimulados com intervalos de 4 dias e sacrificados
25 dias apos o terceiro screening (n=11).
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4.2 Animais

Foram utilizados animais machos das colénias WAR (n=25) e Wistar (n=6)
com idades de 89 e 103 dias e peso variando entre 250g a 300g. Os ratos da coldnia
Wistar foram adquiridos junto ao Centro de Bioterismo do ICB — CEBIO e os ratos
das colonias WAR foram criados e mantidos no Biotério Setorial do Departamento
de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. Todos os
animais tiveram livre acesso a agua e racdo e foram submetidos a ciclo de claro-
escuro de 12/12 horas. Varios cuidados foram tomados para evitar desconforto e
estresse aos animais. Todos os esforcos foram feitos para evitar sofrimentos
desnecessarios aos animais, de acordo com as normas estabelecidas pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA). O presente trabalho foi
aprovado pelo CETEA sob o parecer n° 252/2012.

4.2.1 Grupos experimentais

Grupo 1:

Animais WAR foram separados em dois subgrupos de acordo com o Sl (<0,23
ou =0,85) obtido do resultado de trés estimulos sonoro (120dB) feitos uma vez por
semana a partir dos 70 dias de idade do animal. Foram obtidos n=4 para SI<0,23 e

n=5 para SI=0,85. Esse grupo foi sacrificado cinco dias ap0s o terceiro estimulo.

Grupo 2:

Foi separado em dois subgrupos: animais controles e animais tratados com
siRNA. Os animais foram também separados de acordo com o SI<0,23 (n=8);
S1=20,85 (n=8) e Wistar SI=0 (n=6) ApOs os trés estimulos, quatro animais SI<0,23;
quatro animais SI=0,85 e trés animais SI=0 receberam inje¢cdes com o complexo
(RVG + siRNA + PBS com 5% de glicose) para silenciar o mRNA de mdrl. O
restante dos animais recebeu apenas o PBS com 5% de glicose (PASCOAL, 2010).
As trés avaliagbes de verificagdo de susceptibilidade epiléptica audiogénica
(screening) foram feitas aos 70, 74 e 78 dias de idade. Esse grupo foi sacrificado 25

dias apos o terceiro estimulo.



4.2.2 Estimulo sonoro e analise comportamental

Segundo a metodologia previamente descrita por Garcia-Cairasco e Sabbatini

em 1983 e posteriormente aprimorada por Garcia-Cairasco e colaboradores, em

1996, os animais foram submetidos ao estimulo sonoro de 120dB. O som

permanecia por no maximo um minuto ou até que o animal apresentasse uma crise

tbnica. Os screening foram feitos trés vezes em cada animal. Animais classificados

como resistentes ao estimulo apresentaram SI<0,23 e os sensiveis SI1=20,85 em

todos os trés testes do screening. Os valores de Sl observados estédo representados

na Tabela 1. Esta metodologia € utilizada rotineiramente no laboratério NNC-UFMG..

Tabela 1: Comportamentos observados nos animais submetidos a estimulagéo e
respectivos indices de gravidade de acordo com Garcia-Cairasco e Sabbatini (1983)
e Garcia-Cairasco e colaboradores (1996)

INDICE (SI) COMPORTAMENTO

0,0 Auséncia de qualquer comportamento convulsivo

0,11 Um episddio de corrida

0,23 Um episddio de corrida + pulos e quedas atbnicas

0,38 Dois episddios de corrida + pulos e quedas atbnicas

0,61 Todos os comportamentos anteriores + convulsdo tbnica com
arqueamento dorsal da cabeca

0,73 Todos o0s comportamentos anteriores + convulsdes clbnicas
parciais e generalizadas

0,85 Todos os comportamentos anteriores + espasmos clonicos

0,90 Todos os comportamentos anteriores + flexdo ventral da cabeca

0,95 Todos o0s comportamentos anteriores + hiperextensdo dos
membros anteriores

1,0 Todos o0s comportamentos anteriores + hiperextensdo dos

membros posteriores
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4.2.3 Coleta de materiais

Para as analises necessarias, foram coletados tecidos cerebrais dos animais,
relacionados as crises epileptogénicas. Contudo, somente no primeiro grupo foi feita
uma avaliagdo da distribuicdo tecidual da expressdo dos genes. Os tecidos
analisados foram: cortex direito e esquerdo, hipocampo e PQ. No segundo grupo, so
foi avaliado a PQ.

Todos os materiais foram coletados e processados nos laboratérios: Nucleo
de Fisiologia e Genémica Funcional (NUFIGEN) e Nucleo de Neurociéncias (NNC),
do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
UFMG. Os animais foram submetidos a decapitacdo e imediatamente os tecidos
alvos foram removidos em condi¢des estéreis, e em seguida, colocados em RNA
later ou nitrogénio liquido para armazenamento em freezer a -80°C até o
procedimento de extragcdo de RNA total. O primeiro grupo foi sacrificado cinco dias
apos o ultimo screening. Ja o segundo grupo com 25 dias apds o ultimo screening.

Sendo que este grupo recebeu injecdes de siRNA (n=8) e PBS (n=8) 48h antes.
4.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

4.3.1 Extracdo de RNA total e tratamento com DNase

As amostras foram homogeneizadas separadamente em TRizol® e em
seguida centrifugadas, formando um composto trifasico. A primeira fase era
composta de RNA, a segunda de DNA e a terceira por proteina. O RNA foi separado
e processado de acordo com o protocolo do fabricante do TRizol® (TRizol® Reagent,
Life Tecnologie, Carlsbad, California). As outras duas fases foram guardadas no
freezer -80°C para futuras andlises. O RNA total foi ressuspendido em 50uL de 4gua
DEPC e quantificado em 260/280 nm (NanoVue Plus Spectrophotometer GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) utilizando-se uma aliquota de 2uL. Aliquotas de
amostras de RNA total foram, em seguida, tratadas com DNase | (TURBO DNA-free
kit, Ambion Inc., Foster, California, USA) para eliminacdo de tracos de DNA
gendmico, extraidas com fenol, precipitadas com isopropanol e o pellet de RNA
tratado foi lavado com etanol e ressuspendido em 50uL de agua DEPC. Apés este
tratamento as aliquotas foram novamente quantificadas em 260/280 nm para a

realizacdo da transcricao reversa (RT).
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4.3.2 Oligonucleotideos iniciadores para transcri¢cao reversa (RT) e PCR

em Tempo Real (PCRtr)
Os oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para a RT e PCRtr
foram estudados, desenhados e selecionados a partir de analises das sequéncias
descritas no GeneBank, utilizando-se o programa Blast do site NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). Os iniciadores foram sintetizados pela

empresa IDT (Integrated DNA Technologies, Belo Horizonte, Brasil)

http://www.idtdna.com). Os primers foram recebidos liofilizados, ressuspendidos em

agua estéreo filtrada (SF), aliquotados e armazenados a -20°C em solugéo estoque
de 100pmol/uL. Solucdes de primers para uso foram diluidas a 10pmol/uL. O
controle endégeno normalizador utilizado foi o gene S26 (VINCENT, MARTY; FORT,
1993), sendo os primers especificos previamente padronizados no NUFIGEN/ICB-
UFMG.

Os primers desenhados para os genes alvos deste estudo de expressao por
PCRItr, sdo apresentados abaixo na Tabela 2. As sequéncias foram pesquisadas no
Blast, para obtencdo de oligonucleotideos iniciadores senso e anti-senso de
aproximadamente 21-25 nt contendo aproximadamente 50% de AT e 50% de GC,
visando sempre amplicons alvos de no minimo 70 pb e no maximo 100 pb. As
curvas de calibracdo e de dissociacao foram construidas, mostrando linearidade e
100% de eficiéncia para todos os alvos e especificidade dos primers e amplicons

(Anexos — Figuras suplementares 1, 2, 3, 4, 5,).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi
http://www.idtdna.com/
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Tabela 2 — Iniciadores de Oligonucleotideos selecionados para PCRir.

Iniciadores Sequéncia de nucleotideos (nt) Tamanho Fragm_ento
Amplificado
mdrlFor 5-CCATTG TGA TAG CTC ACC GCT 24 nt
TGT -3
. 84 pb
mdrlRev 5- CTT GCT CCA CAA TGA CAC CAC 24 nt
CAT -3'
TNF-aFor 5-TCTTCT GTC TACTGA ACT TCG 24 nt
GGG -3
82pb
TNF-aRev  5'- ATG GAA CTG ATG AGA GGG AGC-3' 21 nt
RNPrenFor 5'-CTT GAG ACG AAA CAA GAG AAC 24 nt
ACC -3
: 105pb
RNPrenRev 5'- GCC AGT CAT AAT CCA CAG TAC 23 nt
CA-3
RNB- 5'- CAT TGA ACA CGG CAT TGT CAC -3 21 nt
actinaFor
RNB- 5'- CCA CAC GCA GCT CAT TGT AGA -3 21 nt 80pb
actinaRev
S26For 5'- CGT GCT TCC CAAGCT CTATGT-3' 21 nt
S26Rev 5-CGATTC CTG ACAACCTTG CTA 71pb
TG -3 23 nt
mdrl 5'- AAG GAG ATAGGC TGG TTT GAC 29 nt
siRNA For CCTGTCTC-3
95pb
mdrl 5'- AAG TCA AAC CAG CCT ATC TCC 29 nt
SiRNA Rev CCT GTCTC -3

4.3.3 Transcricao reversa (RT)

A RT para sintese de sscDNA (DNA complementar de fita simples) foi
realizada aproximadamente 0,7 pg de RNA total em volume final de reacéo de 21puL
por amostra. Resumidamente, 0,7 pg de RNA foram pré-incubados a 70°C por 10
minutos com 10 pmol de cada primer reverso, especifico para os genes alvos em
estudo, juntamente com 10 pmol de primer oligo dTig (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), seguido de armazenamento em gelo na bancada. Em seguida,

11 pL do mix de enzima transcriptase reversa (40U) em tampéo RT (KCI 50 mM,



42

Tris-HCI 20 mM, pH 8,4) contendo 2uL de dNTP mix (10 mM de cada) foram
incubados a 45°C por 1 hora, com a solucdo de RNA e primers. A reacgao foi
finalizada a 4°C e imediatamente utilizada no PCRtr. Todos os reagentes foram
provenientes da Invitrogen™ (SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-
PCR).

4.3.4 PCR em tempo real (PCRtr)

As amostras de sscDNA resultantes da RT foram utlizadas no PCRtr. O
PCRtr foi realizada no equipamento Viia7 real time PCR System, utilizando-se o
protocolo de reacao descrito pelo SYBR Green PCR Master Mix Kit (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). As amostras em triplicata foram aplicadas em
placas de 384 pocos (ABI PRISM® 384-Well Optical Reaction Plate with Barcode,
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), em um volume final de reacgéo de
10uL cada. Aliguotas de 0,8uL de sscDNA das amostra foram pipetadas em cada
canaleta da placa, adicionando-se posteriormente, 9,2uL de sybr Mix (5uL do SYBR
Green PCR Master Mix Kit, 0,06uL de cada primer (senso e anti-senso; 10pmol/pL e
4,08uL agua SF). A placa foi selada com adesivo 6Optico (ABI PRISM® Optical
Adhesive Covers, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As reacdes de
PCR em tempo real ocorreram no seguinte ciclo termal: [estagio 1] um ciclo de
50°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estagio 3] 40 ciclos de 95°C/15 s,
seguidos de curva de dissociagédo a partir de 60°C para analise da especificidade

dos amplicons.
4.4 Bloqueio datraducao dos transcritos (SiRNA)

Para o bloqueio da traducéo dos transcritos do mdrl siRNA foi utilizado o

protocolo escrito por Pascoal (2010) com modificacGes descritas a seguir.

Utilizou-se o Silencer® siRNA Construction Kit (Ambion® by life
technologies™) e a preparacéo para hibridizacdo e purificacdo do siRNA foi feita de

acordo com as especificacdes do kit.

Os animais WAR SI<0,23 (n=4), WAR SI20,85 (n=4) e Wistar SI=0 (n=3)
receberam duas injecdes intravenosas (veia caudal) com oito horas de intervalo de
SsiRNA (25ug/injecédo) conjugadas com o peptideo RVG (Rabies Virus Glycoprotein -
9R, YTIWMPENPRPGTPCDIFTNSRGKRASN GGGGRRRRRRRRR - Biosynthesis,
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Lewisville, Texas; USA). O peptideo teve por finalidade atravessar o siRNA pela
barreira hematoencefalica possibilitando a transfeccéo das células no SNC (Figura
3). O siRNA foi complexado 15 minutos antes com o peptideo em uma razdo molar
de 1:10 (siRNA:RVG) e mantido no gelo. Essa complexacao foi diluida em PBS com
5% de glicose em um volume final de 500uL/injecéo. Apos 48h os animais passaram
por um estimulo audiogénico para verificar se houve alteracdo no Sl antes de coletar

os tecidos para avaliacao da expressao dos genes alvos.

Reconhecimento

: Citoplasma
siRNA dupla 5
Pl pod snc =) ., EEED  demolécula

fita + RVG
Barreira Enzima estranha

hematoencefalica DICER l

siRNA fita ;
. . siRNA fita
Silenciamento @ ipes + &= Simples
Endoribonuclease mRNA
RISC

Figura 3 — Transfeccao da dupla fita de siRNA complexado com RVG que permite a
entrada do siRNA na célula do SNC , ativando a enzima DICER que reconhece o
siRNA como molécula estranha tornando-a em fita simples, permitindo assim que
esta fita se ligue ao mMRNA celular complementar clivado pela endoribonuclease
RISC, resultando no silenciamneto.

45 Anélise estatistica

Para a quantificacdo relativa foi realizada uma andlise comparativa da
expressao dos transcritos dos genes alvos versus o controle endégeno, utilizando-se
o método CT comparativo, onde o controle endégeno foi utilizado para normalizar a
expressdo dos genes alvos (média do CT gene alvo — média do CT controle
endogeno) gerando o ACT. Utilizando-se o ACT foi calculado o AACT (ACT amostra
— ACT do calibrador (amostra de referéncia). Ao final foi aplicada a férmula 2 4¢T
para determinacdo dos niveis relativos de expressdo de cada gene alvo. Os
resultados dos niveis de expresséo foram lancados no programa GraphPad Prism 5,
para a analise estatistica dos niveis de expressdo, utilizou-se os dados com
médiatE.P.M, Teste t de student ndo pareado. As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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5 RESULTADOS

5.1 Expressao de mRNAs dos genes que codificam mdrl, TNF-a e ATP6ap2
em animais WAR com cinco dias ap0s o terceiro estimulo

Os resultados das andlises das expressdes dos genes mdrl, TNF-a e
ATP6ap2 com cinco dias apds o terceiro estimulo na comparagdo tecidual dos
animais WAR SI<0.23 e WAR SI=20.85 sao apresentados na figura 4. Os dados do
RT-PCRtr demonstraram uma expressao significativa (p<0,05) para mRNA de mdrl
e TNF-a aumentado na PQ de WAR SI=0,85, quando comparado com animais da
mesma linhagem com SI<0,23. Ja a expressao de ATP6ap2 em WAR SI=0,85 esta
diminuida em relacdo ao WAR SI20,23 e essa diferenca foi significativa (p<0,01).
Nenhum dos outros tecidos analisados mostrou diferenca significativa para esses

genes e entre os Sl.
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Figura 4 — Quantificacdo da expressdo de mRNA de mdrl, de TNF-a e de ATP6ap2
e comparacgao tecidual do animais WAR SI<0,23 (n=4) e SI=0,85 (n=5) com cinco
dias apods o terceiro estimulo. A expressdo de mRNA de mdrl e de TNF-a nao foi
significativa para CD, CE e HIP. As expressdes de mdrl na PQ de WAR SI<0,23
(1,255+0,414) e SI=0,85 (3.846+0.692), de TNF-a na PQ de WAR SI<0,23
(1,438+0,443) e SI=0,85 (4.698+1.003) e de ATP6ap2 na PQ de WAR SI<0,23
(1,003+0,035) e SI=0,85 (0,393x0,129) foram significativas. Teste t ndo pareado com
*p<0,05 para mdrl e TNF-q; e **p<0,01 para ATP6ap2.

5.2 Verificacdo da sintese do siRNA para mdrl

A sintese do siRNA foi feita de acordo com o kit e os animais do grupo 2
foram transfectados com siRNA (n=8) e PBS (n=8) de acordo com protocolo descrito
por Pascoal (2010). Para verificar a eficiéncia da reagédo da sintese de oligos siRNA
e hibridizacdo dos pares, o resultado da sintese foi verificado com aplicacdo de 2uL
em gel de agarose 2% corado com Syber (Figura 6). Os pares de siRNA foram
guantificados no NanoVue (0.708 pg/pL £+ 0.308 pg/pL), verificando assim sua

pureza.
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Figura 5 - gel de agarose 2% com controle positivo da sintese de siRNA apdés a
digestdo. M=marcador do peso molecular 50pb.

5.3 Avaliacdo da expressdao de mRNAs dos genes que codificam mdrl, TNF-
a, ATP6ap2 e B-actina na PQ nos animais Wistar controle comparado
com Wistar tratado; WAR 0,23 controle e tratado; WAR 0,85 controle e
tratado com 25 dias ap6és o terceiro estimulo

Os resultados das andlises das expressdes dos genes que codificam mdrl
(figura 6), TNF-a (figura 7), ATP6ap2 (figura 8) e B-actina (figura 9) 25 dias apds o
terceiro estimulo na PQ dos animais Wistar e WAR foram comparados com Wistar
controle e ndo houve diferenca significativa entre os animais com Sl diferentes e
nem nas expressdes de mMRNAs desses genes. Os dados do RT-PCRtr
demonstraram que o0s animais tratados com sSiRNA para mdrl tiveram uma
diminuicdo entorno de 15-25% na expressdo do mRNA de mdr quando se compara
o controle com o tratado da mesma linhagem e Sl,,, contudo né&o foi estatisticamente
significativo. Para obter o sileciamento do gene, o valor deve ser acima de 50%. Os
demais gréficos mostraram que o silenciamento ndo interferiu na expressdo dos
demais genes. Os animais tratados receberam infuséo i.v de siRNA para mdrl.

Os valores obtidos do ACT gerou analises bem heterogéneas para os animais
Wistar controle e Wistar tratado, logo ndo é um grupo homogéneo e sendo

necessario aumentar o n desses animais para obter valores mais homogéneos.
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Figura 6 - Quantificacdo da expressao de mRNA de mdrl na PQ com 25 dias ap0s o
terceiro estimulo comparando Wistar controle (n=3) com Wistar tratado (n=3), WAR
0,23 (n=6) e WAR 0,85 (n=7) normalizados pelo mRNA de S26. A expresséo de
MRNA de mdrl nao foi significativa.
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Figura 7 - Quantificacdo da expressdo de mRNA de TNF-a na PQ com 25 dias apo6s
o terceiro estimulo comparando Wistar controle (n=3) com Wistar tratado (n=3),
WAR 0,23 (n=7) e WAR 0,85 (n=6) normalizados pelo mRNA de S26. A expresséo
de mRNA de TNF-a néo foi significativa.
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Figura 8 - Quantificacdo da expressdo de mRNA de ATP6ap2 na PQ com 25 dias
apos o terceiro estimulo comparando Wistar controle (n=3) com Wistar tratado (n=3),
WAR 0,23 (n=7) e WAR 0,85 (n=8) normalizados pelo mRNA de S26. A expressao
de mRNA de ATP6ap2 nao foi significativa.
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Figura 9 - Quantificacdo da expressdao de mRNA de [(-actina na PQ com 25 dias
apos o terceiro estimulo comparando Wistar controle (n=3) com Wistar tratado (n=3),
WAR 0,23 (n=8) e WAR 0,85 (n=8) normalizados pelo mRNA de S26. A expressao
de mRNA de B-actina nao foi significativa.
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5.4 Avaliacdo da expressdao de mRNAs dos genes que codificam mdrl, TNF-
a, ATP6ap2 e B-actina na PQ nos animais WAR 0,23 controle e tratado;
WAR 0,85 controle e tratado com 25 dias ap0s o terceiro estimulo

Os resultados das analises das expressdes dos genes que codificam
mdrl(figura 10), TNF-a (figura 11), ATP6ap2 (figura 12) e B-actina (figura 13) na PQ
dos animais WAR e Wistar com 25 dias apés o terceiro estimulo foram significativos
para o mdrl para WAR 0,23 controle comparado ao WAR 0,85 controle (p<0,05) e
comparado ao WAR 0,85 tratado (p<0,01). Em ambos o mdrl esta diminuido em
relacdo ao WAR SI<0,23 controle. J& a expressdao de mRNA de TNF-a e de
ATP6ap2 esta diminuida apenas no WAR SI=0,85 controle comparado com o0 WAR
S1<0,23 controle.
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Figura 10 - Quantificacdo da expressdo de mRNA de mdrl na PQ com 25 dias ap0s
o terceiro estimulo comparando WAR 0,23 controle (n=3) com WAR 0,23 tratado
(n=3), WAR 0,85 controle (n=3) e WAR 0,85 tratado (n=3) normalizados pelo mRNA
de S26. A expressdao de mRNA de mdrl foi significativa para WAR 0,85 controle
(0,61£0.104). Teste t ndo pareado com *p<0,05.
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Figura 11 - Quantificacdo da expressdo de mRNA de TNF-a na PQ com 25 dias
apos o terceiro estimulo comparando WAR 0,23 controle (n=4) com WAR 0,23
tratado (n=3), WAR 0,85 controle (n=3) e WAR 0,85 tratado (n=3) normalizados pelo
MRNA de S26. A expressdo de mRNA de TNF-a foi significativa para WAR 0,85
controle (0,523+0,118) comparado com o WAR 0,23 controle (1,015+0,110). Teste t
nao pareado com *p<0,05.
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Figura 12 - Quantificacdo da expressdo de mRNA de ATP6ap2 na PQ com 25 dias
apos o terceiro estimulo comparando WAR 0,23 controle (n=4) com WAR 0,23
tratado (n=3), WAR 0,85 controle (n=4) e WAR 0,85 tratado (n=3) normalizados pelo
MRNA de S26. A expressdao de mRNA de ATP6ap2 foi significativa para WAR 0,85
controle (0,525+0,048) comparado com o WAR 0,23 controle (1,018+0,114). Teste t
nao pareado com *p<0,05.
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Figura 13 - Quantificagéo da expressdo de mRNA de (-actina na PQ com 25 dias
apos o terceiro estimulo comparando WAR 0,23 controle (n=4) com WAR 0,23
tratado (n=4), WAR 0,85 controle (n=4) e WAR 0,85 tratado (n=4) normalizados pelo
MRNA de S26. A expressdo de mRNA de (B-actina nao foi significativa.

5.5 Comparacéao dos resultados obtidos para o mMRNA de mdrl na PQ entre
animais com 5 dias e 25 dias ap0s o terceiro screening

O resultado da comparagédo do mRNA de mdrl entre os animais sacrificados
5 dias e 25 dias ap6s o terceiro screening foi mostrado na figura 14. Esse resultado
mostra que o estimulo esta diretamente relacionado com a expressdo do mRNA,
assim como o tempo esperado apds o estimulo permitiu a queda dos valores da
expressdo de mRNA. Também se observa que os animais WAR SI<0,23 apresentam
uma variagdo muito pequena na expressdo, possivelmente, por serem animais
resistentes ao estimulo, possuem um mecanismo de equilibrio dos niveis de

expressdo do mRNA de mdrl mais rapidamente.
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Figura 14 — Comparacdo da quantificacdo do gene mdrl expresso na PQ dos
animais controles com 5 (n=9) e 25 (n=6) dias apos o terceiro estimulo normalizado
pelo S26. A expressdo de mRNA de mdrl foi significativa para WAR 0,23 com 5
apos o terceiro screening (1,25+0,414) comparado com o WAR 0,85 com 5 apds o
terceiro screening (3,846+0,692) e significativa para WAR 0,85 com 5 ap0s o terceiro
screening (3,846+0,692) comparado com WAR 0,85 com 25 ap0s o terceiro
screening (0,61+0,104). Teste t ndo pareado com *p<0,05.
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Figura 15 - Comparacdo da quantificacdo do gene TNF-a expresso na PQ dos
animais controles com 5 (n=9) e 25 (n=6) dias ap0s o terceiro estimulo normalizados
pelo MRNA de S26. A expressdo de mRNA de TNF-a foi significativa para WAR 0,23
com 5 apos o terceiro screening (1,438+0,443) comparado com o WAR 0,85 com 5
apos o terceiro screening (4,698+1,003) e significativa para WAR 0,85 com 5 ap6s o
terceiro screening (4,698+1,003) comparado com WAR 0,85 com 25 ap0s o terceiro
screening (0,523+0,118). Teste t ndo pareado com *p<0,05.
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Figura 16 - Comparacao da quantificacdo do gene ATP6ap2 expresso na PQ em
MRNA dos animais controles com 5 (n=7) e 25 (n=8) dias apos o terceiro estimulo
normalizados pelo mRNA de S26. A expressdo de MRNA de ATP6ap2 foi
significativa para WAR 0,23 com 5 apds o terceiro screening (1,003+0,035)
comparado com o WAR 0,85 com 5 apGls o terceiro screening (0,393+0,129) e
significativa para WAR 0,23 com 25 ap0s o terceiro screening (1,018+0,114)
comparado com WAR 0,85 com 25 ap0s o terceiro screening (0,492+0,124).Test t
nao pareado com * p<0,01.

5.6 Periodo de laténcia entre estimulo audiogénico e resposta
epileptogénica

Foi comparado o tempo que 0s animais levaram para responder ao primeiro,
segundo e terceiro estimulo audiogénico realizados antes do sacrificio dos animais
(n=13). A partir desde gréafico observa-se que houve diferenca significativa no tempo
de resposta ao estimulo que levou a crise epileptogénica. O terceiro screening do
grupo 1 com 5 dias ap6s o terceiro screening mostrou uma resposta muito mais
rapida e significativa em relacéo as outras respostas ocorridas no grupo 1 e no grupo
2 com 25 dias apoOs o terceiro screening (Figura 17). JA o grupo 2 apresentou
periodos de laténcias mais homogéneos em relagdo ao grupo 1. O quarto screening
realizado apenas nos animais do grupo 2 com 25 dias ap0s o terceiro estimulo foi
feito para verificar se 0s animais tiveram uma mudanga comportamental apos a
injecdo de PBS ou de siRNA. Entretanto ndo houve mudancas nos Sl desses

animais (dado ndo mostrado).
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Figura 17 - Periodo de laténcia entre estimulo audiogénico e resposta

epileptogénica. O periodo de laténcia dos animais do grupo 1 diminuiu no terceiro
screening (7,4+0,509) com parado com o primeiro estimjulo (41,8+6,375). Test t ndo
pareado com *p<0,001.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho foi possivel observar que a PQ é o tecido que permite
diferenciar genéticamente 0s animais sensiveis e resistentes ao estimulo
audiogénico. A avaliacao tecidual permitiu determinar o tecido alvo em que ocorre
essa diferenca na expressdo génica de mdrl e TNF-a entre WARs da mesma
colénia. A PQ € a regido alvo dessa diferenca existente entre os dois Sl da coldnia
WAR. Nessa colonia, a PQ deve ser o local mais importante do cérebro envolvido na
genética de sensibilidade audiogénica, portanto, o alvo principal para a andlise

gendmica deste modelo animal.

O presente estudo mostrou que com cinco dias a expressdo de mdrl esta
aumentada significativamente nos WAR SI=0,85 em relagdo aos WAR SI<0,23 na
PQ. Embora o resultado dos cortices ndo fossem estatisticamente significativos
observou-se uma tendéncia nestas estruturas. E interessante notar que nos
experimentos do segundo grupo houve uma diminuigdo significativa da expressao de
mdrl na PQ. Esses animais com 25 dias ap0s o terceiro estimulo apresentaram uma
readaptacdo em sua gendmica funcional, porem nédo € possivel afirmar se essa
adaptacao é devida a um fendmeno tardio pds-estimulo ou a idade. Essa pergunta
ainda precisa ser esclarecida mesmo sabendo que a 3-actina mostrou-se inalterada,
ou seja, a estrutura celular se manteve integra. Outro dado observado foi que os
valores de WAR SI<0,23 se mantem constantes, possivelmente estes animais
conseguem reverter o processo do estimulo, mais rapido que cinco dias. Mais uma
vez, observa-se que ha diferenca na expressao genética entre esses animais com Sl
diferentes. Segundo Kwan e colaboradores (2002) uma Unica estimulacao
audiogénica no GEPR provocou o aumento da expressdao de mRNA de mdrl nos
tecidos cerebrais, como no mesencéfalo, apds 24h e no cortex cerebral ap6s 24h e
sete dias. Eles também revelaram que a crise audiogénica nao teve efeito na
ponte/medula e nem no hipocampo, corroborando os nossos dados. Isso é possivel
entender devido ao trajeto da via da crise audiogénica, onde ndo se inclui o
hipocampo nem ponte/medula. Outros pesquisadores mostraram que as crises
provocadas e nao provocadas podem alterar varios genes, mesmo gque 0S animais
sejam sacrificados com uma hora apoés o estimulo (WILLIAMS; JOPE, 1994). Kwan e

colaboradores (2002) previram que um grande numero de genes acabaria por
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revela-se suscetivel a modulacdo induzida por convulsdo, com padrdes especificos
de modelo de expressdo em termos de relacbes temporais e substratos

neuroanatbmicos.

Ambroziak e colaboradores (2009) mostraram o aumento da expressao de
mdrl quando as células foram expostas "as drogas. Ja Rizzi e colaboradores (2002)
utilizaram C57BL/6 e induziram a crise com acido cainico, resultando no aumento da
expressdo de mdrl que foi estatisticamente significativa para o hipocampo,

mostrando que esse tipo de crise ativa outra circuitaria envolvendo o hipocampo.

Os trabalhos de Seegers et. al. (2002a) e Rizzi et. al. (2001) revelaram que o
uso de drogas ndo altera a expressdo da proteina P-gp. Ja no estudo feito por
Seegers e colaboradores (2002b) foi mostrado que o estimulo aumenta a expressao
da proteina P-gp, corroborando o fato de que o estimulo altera a expressao. Isso
mostra que a refratariedade possivelmente esta relacionada com a quantidade de
estimulo e ndo com a dosagem de drogas, ou seja, quanto mais crises, maior a

expressdo de mdrl, logo menos drogas absorvidas pelas células.

A crise epiléptica também influenciou na expressdo de TNF-a nos animais
sacrificados com cinco dias ap6s o estimulo. Neste grupo o TNF-a estava
aumentado nos animais WAR SI20,85. Outros autores confirmam esse resultado do
aumento deste mMRNA como mostrado por Kim e colaboradores (2012) pela injecéo
de pilocarpina, por Shandra e colaboradores (2002) através de estimulos
audiogénicos e também por Ashhab e Omran (2013 através da indugéo de crise por
litio/pilocarpina na fase aguda (2h), latente (3 semanas) e crbnica (8 semanas). Kim
et. al. (2012) analisou os animais Sprague-Dawley 24h apds a injecdo de
pilocarpina, Shandra et. al. (2002) utilizou Wistar com 12h, um dia, trés dias e uma
semana apos a estimulacdo elétrica de amigdala; e Ashhab & Omran (2013)
utilizaram Sprague-Dawley imaturos (25 dias de idade). JA no segundo grupo
analisado, a expressdo de TNF-a ficou reduzida nos WAR SI=0,85, pois ja haviam
passado 25 dias que os animais haviam sido estimulados. Possivelmente a l0gica se
mantem para esse gene nos animais WAR SI<0,23 como ocorreu para o mdrl. Essa
laténcia de 25 dias possibilitou aos animais se recuperarem do estimulo e terem a

expressdo dos genes nos seus possiveis estados iniciais. A presenca de insultos,
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como o estimulo audiogénico, leva o animal a ter crises, causando aumento do TNF-
a (BALOSSO et al., 2005; ASHHAB; OMRAN, 2013).

O estimulo seguido de crise nos animais WAR SI=0,85 levou a uma
diminuicdo da expressdo de mRNA de ATP6ap2 no primeiro grupo. Por outro lado,
apesar do segundo grupo de animais controles terem a expressdo de mRNA de
ATP6ap2 em WAR SI=0,85 diminuida, ela aumentou em relacdo ao primeiro grupo,
mesmo ndo sendo significativa. Shan e colaboradores (2008) trataram as células
neuronais com renina o que resultou na inibicdo da frequéncia do potencial de acéo
durante cinco minutos, mas sem influenciar no potencial de repouso da membrana.
Ramser e colaboradores (2005) mostraram que a delecdo do gene ATP6ap2 leva
uma perda cognitiva e aumento de crises epilépticas. Diante destes resultados
observa-se que a presenca de renina ligada ao seu receptor ajuda a controlar os
gatilhos para a crise e a auséncia dele permite aumentar as crises. A propria crise
ajuda a diminuir a expresséo do ATP6ap?2.

O estimulo, entretanto, ndo alterou o gene B-actina para 0os animais com 0S
dois Sl diferentes, indicando que se manteve integro. Assim, para esse estudo, ele
também pode ser usado como gene normalizador (CARMO; ANDRADE; LIBERMAN,
2014). Por outro lado, pode ser que para avaliar sua expressao seja necessario um
tempo mais curto, ja que foi possivel detecta-lo a partir de 10 minutos apés a
estimulacdo no experimento feito por Park e colaboradores (2014).

O aumento da expressdo de mRNA de TNF-a e de mdrl na PQ mostrou que
estes genes sdo putativos e suscetiveis para estudos genéticos. No entanto, se as
proteinas TNF-a e P170, como produtos dos genes na regidao da PQ estdo
correlacionados com os processos de epilepsia em animais S120.85, ainda nao se
sabe. Em relacdo ao gene do receptor de pro-renina, vale a pena investigar, o
guanto influencia nas crises e na laténcia dessas crises, pois 0s animais WAR
SI20.85 tiveram sua expressao diminuida comparados com os WAR SI<0,23,. A 8-
actina mostrou-se inalterada em todas as situacdes analisadas o que infere que
esse € um gene que pode ser considerado um normalizador de reagdo nesse
modelo de estudos, assim como mostra que as células ndo sofreram alteracdes

estruturais apos trés screening.
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Em relagdo a infusdo do siRNA em animais com 25 dias apds o terceiro
estimulo ndo mostrou o efeito esperado, pois inibir algo ja subexpresso, no caso dos
WAR SI120,85, ndo surtiu muito efeito. Assim, acredita-se que o silenciamento deve
ser realizado ainda sob o efeito do estimulo. Dessa forma espera-se que seja
possivel visualizar uma resposta maior do siRNA sobre o mdrl. Outras razbes para
o siRNA néo ter funcionado adequadamente foi o alvo escolhido e a quantidade de
alvos. Ou seja, provavelmente este alvo ndo era o ideal para dar o efeito esperado
Ou € necessario mais alvos para obter um resultado semelhante a um animal

knockout.

O tempo ocorrido nos dois grupos apdés o estimulo mostrou ser bastante
relevante nas analises, pois possibilitou um entendimento do comportamento da
laténcia assim como do efeito dos estimulos sobre os animais. O screening do
segundo grupo feito entre 70, 74 e 78 dias de idade dos animais nao teve diferenca
na laténcia corroborando o trabalho de Doretto e colaboradores (2003). Estes
autores mostraram que nado ha diferenca significativa entre os Sl dos trés dias

estimulados e a laténcia.

Os resultados apresentados para os animais Wistar ndo revelaram dados
conclusivos devido ao n pequeno, ter andlises muito variaveis e por ser um grupo

mais heterogéneo em relagéo ao WAR.

Muitas vias ainda precisam ser estudas para entender melhor todo o processo
envolvido nas crises epileptogénicas uma vez que este € um processo complexo.
Mas pode-se afirmar que os resultados mostraram que ha diferenca entre o0 WAR

sensivel e resistente ao estimulo.
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7 CONCLUSAO

O aumento da expressdo de mRNA de TNF-a e de mdr1 e a diminuicdo de
ATP6ap2 na PQ mostram que estes genes estdo envolvidos no mecanismo
funcional do modelo WAR na epilepsia e que o estimulo influencia na expresséo
desses mMRNAs. A comparacdo tecidual mostrou que a PQ é a regido alvo da
diferenca genética entre os WARS, pois esta relacionada com a via audiogénica.
Vérias vias e subprodutos na regido da PQ relacionados com a epilepsia em ratos

S1=20,85 ainda sdo desconhecidas e precisam ser elucidadas.
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Figura suplementar 1 — Curva de amplificacdo em A e de dissociagdo em B dos
amplicons alvos para o normalizador S26.
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Figura suplementar 2 — Curva de amplificacdo em A e de dissociagcdo em B dos

amplicons alvos para o gene mdrl.
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Figura suplementar 4 — Curva de amplificacdo em A e de dissociagdo em B dos amplicons alvos para o gene ATP6ap2.
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