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N CONCENTRAGAO DO GEL
COMPOSICAO
15 % 12 % 8 % 4%
Acrilamida 4 mL 3,2mL 2,13 mL 600 pL
Tris 8,8 (1,5 M) 2 mL 2 mL 2 mL -
Tris 6,8 (0,5 M) - - - 1,125 mL
SDS 10 % 80 L 80 L 80 L 45 pL
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APS 80 pL - - 30 pL
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Quadro 1: Composicao dos Géis utilizados para Western Blotting

SOLUCOES UTILIZADAS PARA EXECUCAO DO PROTOCOLO DE WESTERN
BLOTTING

TAMPAO DE LISE

CONSTITUICAO CONCENTRACAO FINAL
NacCl 100 mM
SDS 1%
Triton X-100 2%
Tris-HCI (pH 8,0) 10 mM
EDTA (pH 8,0) 1 mM

Ajustar para 100 mL de solugdo com H20 destilada
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CONSTITUICAO QUANTIDADE
Tris-HCI 0,5 M 7 mL
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3-mercaptoetanol 600 L
Azul de bromofenol 1,2 mg
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CONSTITUICAO QUANTIDADE
Tris 30,29
Glicina 5,86 g

Ajustar para 1 L de solu¢cdo com H20 destilada e pH para 8,3
Para utilizar: diluir para 1x e acrescentar metanol para concentracao de 10%

na solucéo final.

PONCEAU
CONSTITUICAO QUANTIDADE
Ponceau 0,59
Acido acético 1 mL

Ajustar para 1 L de solugdo com Hz20 destilada



TBS (10x)

CONSTITUICAO QUANTIDADE
TRIS Base 2429
NacCl 80 g

Ajustar para 1 L de solu¢do com H20 destilada e pH para 7,6

TBS-T 0,5%
CONSTITUICAO QUANTIDADE
TBS 10x 100 mL
Tween 20 5mL

Ajustar para 1 L de solu¢cdo com H20 destilada

TAMPAO DE MILD STRIPPING

CONSTITUICAO QUANTIDADE
Glicina 159
SDS 19
Tween 20 10 ml

Ajustar para 1 L de solu¢cdo com Hz20 e pH para 2,2

SOLUCOES UTILIZADAS PARA EXECUCAO DO PROTOCOLO DE ELISA

TAMPAO DE EXTRACAO DE CITOCINA

CONSTITUICAO CONVENTRACAO
NaCl 0,4 M
Tween 20 0,05 %
BSA 0,5 %
Fluoreto de fenilmetilsufonila 0,1 mM

Cloreto de benzetdnio 0,1 mM



EDTA 10 mM

Aprotinina 20 Ul
PBS
CONSTITUICAO CONCENTRACAO FINAL
KH2PO4 1,5mM
KCI 2,7mM
NazHPO4.H20 8,1 mM
NaCl 137mM

Ajustar para 1,5 L de solugdo com H20 destilada e pH para 7,4

COATING BUFFER

CONSTITUICAO QUANTIDADE
NaHCOs 8449
SDS 589

Ajustar para 1 L de solu¢cdo com H20 destilada e pH para 9,6

TAMPAO DE LAVAGEM

CONSTITUI(;AO QUANTIDADE
PBS 1,0L
Tween 20 0,1%

TAMPAO DE BLOQUEIO
CONSTITUICAO QUANTIDADE
PBS 20 mL
BSA 200 mg



DILUENTE DAS AMOSTRAS

CONSTITUICAO QUANTIDADE
PBS 40 mL
BSA 40 mg

TAMPAO CITRATO

CONSTITUICAO QUANTIDADE
NaH2PO4 13,41 g
Acido Citrico 5,199

Ajustar para 1 L com H20 destilada e pH para 5,0

SOLUCAO SUBSTRATO

CONSTITUICAO QUANTIDADE
Tampao Citrato 10 mL
OPD 4 mg
H202 (30v/v) 3L

SOLUCAO STOP
CONSTITUICAO QUANTIDADE
H2S04 1M
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RESUMO

Convulsdes e epilepsia sado condi¢cdes neuroldgicas frequentes na pratica clinica. Os
mecanismos heuronais que constituem os fendmenos de hiperexcitabilidade e de
epileptogénese nido sdo totalmente elucidados. E bem reconhecido a participacdo de
neurotransmissores no fendmeno das convulsdes, apesar disso, a participacdo das citocinas
inflamatorias e dos fatores neurotroficos tem sido descrita ha cerca de duas décadas.

Neste contexto, este estudo avaliou o efeito da convulsdo audiogénica nos niveis de
Interleucina 1 beta (IL-1B), fator de necrose tumoral (TNF), Interleucina 6 (IL-6) e fator
neurotréfico derivado de cérebro (BDNF) no Sistema Nervoso Central (SNC) dos ratos Wistar
audiogénicos (WAR). Além disso, considerando que a epileptogénese representa um
fendbmeno de plasticidade neuronal que favorece a hiperexcitabilidade, avaliamos duas
proteinas de neuromodulagdo envolvidas em duas vias de sinalizacao relevantes, a proteina
neuronal sensor de calcio 1 (NCS-1) e a fosfoproteina regulada por dopamina e AMPc de
32kD (DARPP-32). Os niveis de citocinas e de BDNF foram avaliados por ELISA e, 0s niveis
de NCS-1 e DARPP-32 foram determinados por Western Blotting.

Apods os estimulos audiogénicos, os animais WAR aumentaram a expressao de todas
as proteinas estudadas. Os ratos WAR estimulados aumentaram a expresséao de IL-183, TNF,
IL-6 e BDNF no cortex comparado aos WAR néo estimulados. Ratos WAR estimulados
também aumentaram a expresséo dessas citocinas e de BDNF em cértex cerebral, coliculo
inferior, hipocampo e estriado comparado aos Wistar ndo audiogénicos.

Os ratos WAR apresentam alteracdo da expressado das proteinas de neuromodulagéo
estudadas ap6s o evento convulsivo. NCS-1 e DARPP-32 encontravam-se em niveis elevados
em hipocampo dos WAR e DARPP-32 encontrava-se diminuida em cerebelo dos WAR
comparados aos ratos Wistar ndo audiogénicos.

A hiperexcitabilidade neuronal dos WAR pode estar associada a neuroinflamacao e a
neuroplasticidade mediada por BDNF, NCS-1 e DARPP-32. Mais estudos ainda s&o
necessarios para concatenar os mecanismos fisiopatol6gicos envolvidos nas doencas
associadas a epilepsia e convulsdes. Ainda permanece incerto se a convulsdo audiogénica
dos WARs representa uma causa ou consequéncia do aumento dos niveis de expressao

dessas proteinas.

Palavras Chave: Convulsdo; Epilepsia; Citocinas; Proteinas Sensoras de Calcio Neuronal;

Fosfoproteina 32 Regulada por cAMP e Dopamina; Fator Neurotréfico Derivado do Encéfalo

17



ABSTRACT

Seizures and epilepsy are neurological disorders extremely frequent in clinical practice.
Neuronal mechanisms that constitutes the hyperexcitability and epileptogenesis phenomenon
are not totally elucidated. It's well known the participation of the neurotransmiters in the
seizures ocurrence, although, the participation of inflammatory cytokines and neurotrophic
factors has been described only in the last two decades.

We evaluated the effect of audiogenic seizure on the levels of IL-18, TNF, IL-6 and
BDNF in Central Nervous System in Wistar Audiogenic Rats (WAR). Moreover, considering
that epileptogenesis represents a neuronal plasticity environment that favors hyperexcitability,
we evaluate two neuromodulatory proteins related to relevant signaling pathways, named
neuronal calcium sensor-1 (NCS-1) and dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein of
molecular weight 32 kD (DARPP-32). Levels of cytokines and BDNF were measured by ELISA.
NCS-1 and DARPP-32 levels were determined by Western Blotting.

After audiogenic seizure stimuli, WAR increased the expression of all studied proteins.
Stimulated WAR increased expression of IL-13, TNF, IL-6 and BDNF at least in cerebral cortex
compared to non-stimulated WAR. Stimulated WAR also increased expression of these
cytokines and BDNF in cerebral cortex, inferior colliculus, hippocampus and striatum
compared to stimulated non-audiogenic Wistar.

Also, NCS-1 and DARPP-32 were increased in the hippocampus of WAR and DARPP-
32 was decreased in the cerebellum of WAR compared to Wistar non-audiogenic.

In conclusion, our study demonstrated that WAR neuronal hyperexcitability can be
associated to neuroinflammation and neuronal plasticity mediated by BDNF, NCS-1 and
DARPP-32. More research in order to concatenate the physiopathology mechanisms involved
in convulsion and epilepsy related diseases are still needed. It remains unclear if WAR
audiogenic seizure represents a cause or a consequence of increasing expression levels of

these proteins.

KEYWORDS: Seizure; Epilepsy; cytokines; Neuronal Calcium-Sensor Proteins; Dopamine and cAMP-
Regulated Phosphoprotein 32; Brain-Derived Neurotrophic Factor.
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1. Introducao

1.1 Reviséo da literatura: convulsao e epilepsia

Convulsédo pode ser definida como a apresentacao de sinais ou sintomas focais
ou generalizados transitorios devido a uma atividade anormalmente excessiva ou
sincronica dos neuronios cerebrais (FISHER et al., 2014).

Quando as convulsdes sao focais, as atividades neurais anormais originam-se
e limitam-se a apenas um hemisfério cerebral. Por outro lado, as crises convulsivas
generalizadas afetam uma ampla rede neuronal em ambos hemisférios cerebrais,
resultando em manifestagéo consistente de envolvimento bilateral (Spencer, 2007).

As convulsdes podem estar presentes em diversas condic¢des clinicas, inclusive
naquelas em que o evento neural apenas é uma consequéncia de eventos sistémicos
proconvulsivos sem que haja um substrato neural proconvulsivo previamente
estabelecido para deflagrar o processo.

Algumas situagdes de insulto agudo cerebral podem evoluir com um ou mais
eventos convulsivos sem que isso represente uma tendéncia do paciente em recorrer
cronicamente (WIEBE, 2012). Nesse contexto podem ser citados os eventos
convulsivos desencadeados por traumas, distirbios metabdlicos, intoxicacdo, e em
situacdes cuja resposta inflamatéria sistémica aguda encontra-se exacerbada, como
no curso de infecgdes e de febre elevada.

Por outro lado, entende-se por epilepsia a desordem cerebral caracterizada por
uma predisposicdo crénica para desenvolver convulsdes de forma espontanea e
recorrente (FISHER et al., 2014). De acordo com a International League Against
Epilepsy (ILAE) é necessario que haja pelo menos um episodio convulsivo que se
enquadre na definicdo para que seja estabelecido o diagnostico de epilepsia, porém
algumas literaturas clinicas sugerem que o diagnostico seja estabelecido apenas a
partir de dois episodios convulsivos dentro do conceito (FISHER et al., 2014).

Apesar da existéncia de diferentes critérios diagnosticos na literatura, uma
unanimidade se faz presente quanto a multiplicidade de apresentacgdes. Diversas sao
as etiologias e as modalidades clinicas associadas a epilepsia. A importancia de

reconhecer as varias formas de apresentacdo das epilepsias e das convulsdes, além
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dos aspectos clinicos, é conseguir substrato suficiente para elaborar, desenvolver e
pesquisar modelos animais para obter conhecimento cientifico geral e especifico para
essas desordens neuroldgicas.

Convulséo e epilepsia sdo condi¢cdes neuroldgicas frequentes e extremamente
relevantes do ponto de vista clinico. Estima-se que uma em cada dez pessoas
experimentara um episddio de convulsdo durante a vida e, na maioria dos casos, este
evento ndo estara associado a epilepsia (WIEBE, 2012). Esta condi¢cdo pode ocorrer
em gualquer faixa etaria, sendo mais frequente no sexo masculino e nos extremos de
idade. Em criangas, a incidéncia anual é estimada em 41 a 187 casos para cada
100.000 habitantes (CAMFIELD; CAMFIELD, 2015).

As epilepsias representam a desordem neuroldgica crénica mais recorrente
desconsiderando as cefaleias e, de forma semelhante as convulsdes, podem ocorrer
em qualquer faixa etaria. Na forma ativa, apresenta prevaléncia entre 3,2 a 5,5 por
1.000 criancas em paises desenvolvidos, numero que pode saltar para 3,6 a 44 por
1.000 criancas em paises subdesenvolvidos (CAMFIELD; CAMFIELD, 2015).

Os dados de prevaléncia e incidéncia dos eventos convulsivos e epilépticos no
Brasil s@o restritos a pequenos grupos amostrais e ainda pouco estudados
(KANASHIRO, 2006; NETO; MARCHETTI, 2005). Porém, estima-se que os valores
encontrados em paises desenvolvidos sejam semelhantes aos dados nacionais
(KANASHIRO, 2006; NETO; MARCHETTI, 2005).

Os disturbios neurolégicos que se manifestam na forma de epilepsia e de
convulsdo sao diversos e a etiologia do processo € uma importante caracteristica para
definir a classificacdo dessas condi¢cdes neuroldgicas. Segundo a ILAE, pode-se
classificar as epilepsias em trés grupos distintos de acordo com a etiologia: genéticas,
estruturais/metabdlicas e de causa desconhecida. Atribui-se a estas classificacdes
etiolégicas, sub-classificacbes baseadas nas faixas etarias de apresentacédo clinica
(BERG et al., 2010). Porém, algumas apresentacdes das sindromes epilépticas sao
tdo complexas do ponto de vista etioldgico e clinico que sdo consideradas como
constelacdes (constellations). A esta ultima categoria, faz parte uma modalidade de
epilepsia que se destaca como sendo um protétipo para estudo em varios modelos
animais: a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) (LEVESQUE; AVOLI, 2013;
LEVESQUE; AVOLI; BERNARD, 2015).

A ELT é a modalidade de epilepsia que produz convulsdes focais associadas a

alteracdo cognitiva, com grave repercussao clinica e funcional, e também a mais
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frequente em adultos. A base neuronal da ELT é caracterizada pelo recrutamento de
estruturas da regido limbica, com destaque para o hipocampo, amigdala, cortex
entorrinal, regido dorso medial do tAdlamo, areas neocorticais do lobo frontal e temporal
(MCINTYRE; GILBY, 2008).

A maioria dos pacientes que desenvolvem a ELT apresentam historia pregressa
de convulsdes duradouras e complicadas na infancia, que, em muitas oportunidades,
foram desencadeadas por fatores como febre, meningite, encefalite ou trauma
(WIEBE, 2012). Apos alguns anos desse evento convulsivo prévio, 0s pacientes
desenvolvem a ELT. Além da possibilidade de associacdo com fatores ambientais e
individuais, também existem as formas hereditarias da ELT (WIEBE, 2012).

E importante considerar uma condic&o clinica extremamente relevante que esta
associada ao contexto de epilepsia e convulsdo e que participa de forma importante
na génese da ELT: o Status Epilepticus (SE). O SE € uma emergéncia médica
caracterizada por continuacdo do estimulo convulsivo por periodo superior a trinta
minutos sem gue o paciente retome ao estado de consciéncia basal (LOWENSTEIN;
BLECK; MACDONALD, 1999; WIEBE, 2012). A manifestacdo neuronal mantém-se
reverberante causando insulto cerebral intenso, associado a hipéxia, acidose latica e
dano muscular (WIEBE, 2012).

Sabe-se que mesmo com cinco minutos de atividade convulsiva constante ja
ha dano cerebral consideravel, dessa forma, alguns trabalhos admitem a inclusao
dessa caracteristica no critério diagnéstico de SE (LOWENSTEIN et al., 1999). Assim,
o SE pode ser considerado também como sendo uma convulsdo com duracéo
superior a 5 minutos ou por duas ou mais convulsdes discretas desde que o paciente
nao retome o nivel de consciéncia pré-existente antes do evento convulsivo
(LOWENSTEIN et al., 1999).

A manifestagcdo de SE desencadeia um intenso remodelamento nas redes
neuronais afetadas e, ap6s um periodo variavel de tempo, resulta em maior
susceptibilidade do individuo a ocorréncia crbnica de convulsdes espontaneas e
recorrentes, o que representa um dos tipos de epilepsia. O remodelamento de redes
neuronais que favorece a ocorréncia de epilepsia pode ser chamado de
epileptogénese.

Os modelos animais utilizados no estudo de epilepsia e convulsédo

desempenham funcéo primordial para elucidar os mecanismos fisiopatoldgicos
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envolvidos na epileptogénese e nas doencas associadas a essas desordens
neurolégicas.

Véarios modelos animais sdo utilizados e desenvolvidos com a finalidade de
explorar as bases biolégicas dos processos neurolégicos que envolvem a epilepsia e
convulsdo humana (LOSCHER, 2002;2011; SARKISIAN, 2001). De forma geral, os
modelos animais procuram mimetizar algumas caracteristicas dos tipos de epilepsia
humana, em especial a ELT, com a finalidade de investigar as bases bioldgicas
envolvidas em cada modalidade de epilepsia (KANDRATAVICIUS et al., 2014; YIN et
al., 2013).
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1.2. Modelos Animais

A maioria dos modelos animais que esta associado ao estudo das convulsées
representa animais potencialmente saudaveis que receberam alguma intervencao
fisica e/ou quimica para desenvolverem um perfil pro-epileptogénico (LOSCHER,
2011). Essa intervencéao € definida de acordo com o tipo de epilepsia a ser induzido
no modelo.

Um exemplo relevante a ser citado é representado pelos modelos animais que
desenvolvem convulsdo apés o tratamento com drogas pro-convulsivantes como o
acido cainico e a pilocarpina. O tratamento dos animais com tais drogas constitui um
importante modelo para a ELT (CURIA et al., 2008; LEVESQUE; AVOLI, 2013;
LEVESQUE et al., 2015).

Nesses modelos, a administracdo de uma dose de tais drogas pro-
convulsivantes induz uma crise tonico-clénica generalizada seguida de SE. O dano
neuronal que ocorre devido ao SE é suficiente para definir uma rede neuronal
hiperexcitdvel com descargas que se originam no lobo temporal (CURIA et al., 2008;
LEVESQUE et al., 2015).

Vale considerar que o processo de manipulacdo e intervencdo animal nestes
modelos de indug¢do quimicos e/ou fisicos é relevante e de cunho potencialmente
iatrogénico. Por exemplo, observa-se uma elevada taxa de mortalidade dos animais
submetidos a estimulagdo pro-convulsiva com acido cainico e pilocarpina
(LEVESQUE et al., 2015).

O modelo animal utilizado neste trabalho € um modelo genético de
desenvolvimento de crise convulsiva por estimulo audiogénico, os ratos Wistar
audiogénicos (Wistar Audiogenic Rats - WAR). Um outro modelo animal que
representa os modelos audiogénicos é o Genetically Epilepsy-Prone Rat (GEPR).

Nestes dois modelos, os animais apresentam um perfil pr6-convulsivo como
caracteristica inata. Assim, diversos tipos de estimulos excitatérios realizados nestes
animais, mesmo sublimiares, sdo capazes de deflagrar o processo convulsivo, uma
vez que ha uma rede neural naturalmente hiperexcitada (FAINGOLD, 1988; REIGEL,;
DAILEY; JOBE, 1986).

Scarlatelli-Lima e colaboradores (2003) caracterizaram o perfil de

susceptibilidade dos animais WAR aos outros estimulos além do audiogénico. Foram
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observadas maior susceptibilidade as crises convulsivas induzidas por eletrochoque
transauricular e ao pentilenotetrazol (PTZ) e, uma tendéncia a maior susceptibilidade
dose dependente a pilocarpina (SCARLATELLI-LIMA et al., 2003).

Os modelos de convulsdo audiogénica aguda, como os WARs e GEPRs,
desenvolvem convulséo tdnico-clénica generalizada induzida por estimulo sonoro de
alta intensidade (110-120 decibéis) (FAINGOLD, 1988; GARCIA-CAIRASCO;
SABBATINI, 1989). Sabe-se que o substrato neural associado ao desenvolvimento de
convulsao audiogénica aguda nestes modelos é representado pelo coliculo inferior,
camadas profundas do coliculo superior, subnucleos da formacao reticular, substancia
negra, substancia cinzenta periaquedutal (FAINGOLD, 1988). Dentre essas regioes,
o coliculo inferior desempenha funcéo critica na deflagracdo do estimulo convulsivo e
o coliculo superior e a substancia nigra participam da modulacédo e generalizacdo do
evento audiogénico (GARCIA-CAIRASCO; TERRA; DORETTO, 1993) (Figura 1).

Orod Convulsao tonico-
F clonica generalizada
auditivo
Episddio N Estado
. I ’ .
Coliculo de corrida v pos-ictal

inferior
i ! Medula
espinhal
Coliculo

cerebral

Estriato

Figura 1. Estruturas neurais envolvidas na crise convulsiva audiogénica. Adaptado de: Garcia-Cairasco et al., 1993;
Ross & Coleman, 2000.

Sob acdo apenas de estimulos isolados os animais susceptiveis ao evento

convulsivo desenvolvem convulsdo apenas durante a estimulacdo sonora, nao
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ocorrendo de forma espontanea e recorrente como visto na ELT, por exemplo. Dessa
forma, apesar de apresentarem um limiar mais baixo para desencadear o evento
convulsivo, ndo ha espontaneidade.

Porém, estimulos repetitivos e consecutivos nestes animais susceptiveis
causam progressivamente o recrutamento de outras regides cerebrais como
amigdala, hipocampo e cortex cerebral. Esse fendmeno é conhecido como Audiogenic
Kindling ou abrasamento, e envolve um remodelamento de redes neurais que
favorecem a propagacdo e generalizacdo das crises convulsivas, sendo, portanto,
considerado uma repercussao da epileptogénese induzida por estimulos sucessivos
(GODDARD; MCINTYRE; LEECH, 1969; MCNAMARA et al., 1980).

A partir deste ponto, os animais passam a desenvolver as convulsées com
intensidade de estimulo progressivamente menores. Além disso, o padrdo de crise
apresentado se torna diferenciado, o que é corroborado através de registro do
eletroencefalograma (EEG) (MCNAMARA et al., 1980).

Nos WARs, o processo de kindling audiogénico foi acompanhado através de
registros de EEG e foram constatadas alteracdes progressivas no padrao de atividade
neural, especialmente no que diz respeito a presenca de poli espiculas epileptiformes
de alta intensidade e sincronizadas nas regides cerebrais recrutadas durante o
abrasamento (DUTRA MORAES; GALVIS-ALONSO; GARCIA-CAIRASCO, 2000).

O processo de kindling envolve o recrutamento de estruturas limbicas e
credencia o modelo animal como um modelo de ELT (BERTRAM, 2007). Como ha
remodelamento das redes neurais para recrutar as estruturas limbicas durante a crise
convulsiva, os animais submetidos ao kindling podem também ser considerados como
modelo para estudo de plasticidade neuronal, de epileptogénese e de crises

convulsivas parciais com generalizacdo (MCNAMARA et al., 1985).
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1.3. Epileptogénese

Atualmente muitos estudos buscam elucidar os mecanismos que compdem a
génese das crises convulsivas e da epilepsia. O epifen6meno da epileptogénese tem
sido cada vez mais estudado e nesse ponto os modelos animais desempenham papel
essencial (PITKANEN et al., 2015).

A epileptogénese pode ser considerada como o processo neural que esta
associado ao desenvolvimento do perfil pré-epileptogénico, isto é, hiperexcitavel das
redes neurais. Por apresentar um menor limiar de excitacdo, as redes neurais sdo
capazes de se tornar respondedoras sincrénicas frente a estimulos, que em condi¢ao
fisiologica ndo seriam capazes de ativa-las (LUKASIUK; BECKER, 2014).

1.3.1. O papel dos neurotransmissores na epileptogénese

s

Classicamente é muito bem descrito, tanto em estudos clinicos quanto
experimentais, o envolvimento de um grande ndmero de neurotransmissores na
epilepsia (ITO et al., 1990; MCNAMARA, 1994; MELDRUM, 1975; TURSKY et al.,
1976).

O balanco entre a neurotransmissao excitatéria glutamatérgica e inibitéria
GABAérgica é frequentemente associada a uma rede epileptogénica (KAILA et al.,
2014).

O glutamato, neurotransmissor excitatorio mais prevalente no SNC, é
responsavel pela mediacdo da maioria das transmissdes excitatorias rapidas
(HASSEL; DINGLEDINE, 2006). Essa molécula participa da neurotransmissao em
90% dos neurbnios e representa a base excitatdria das convulsdes e epilepsias.

Diante disso, torna-se relevante compreender alguns detalhes da transmissao
glutamatérgica no contexto deste trabalho, uma vez que, as proteinas estudadas
neste trabalho apresentam relacdo proxima com alguns constituintes da via de

sinalizacdo mediada por esse neurotransmissor.
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O glutamato exerce sua agao excitatoria via receptores dos tipos ionotropico e
metabotropico. Os receptores ionotropicos sdo canais catibnicos cuja a abertura é
potencializada pela ligacdo com glutamato. Os receptores metabotropicos
desencadeiam sua acédo na transducéo de sinal via atividade de proteina G (HASSEL,
DINGLEDINE, 2006).

Os receptores ionotrépicos séo divididos em trés classes: N-metil-d-aspartato
(NMDA), &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico (AMPA) e cainato
(KA).

O NMDA é um receptor glutamatérgico cuja composicao tetramérica €
composta por uma combinacdo de diferentes subunidades e atua como um canal
ibnico para cations, especialmente os ions Na* e os ions Ca?*. Diferencas na
configuracdo de subunidades do receptor NMDA resultam em diferentes sinalizac6es
celulares (GUERRIERO; GIZA; ROTENBERG, 2015).

A ativacao de receptores NMDA que contém as subunidades NR1 e NR2A gera
sinalizacao celular para fosforilacdo e ativacao das proteinas quinases reguladas por
sinal extracelular (ERK) e proteina de ligacao do elemento de resposta ao AMP ciclico
(CREB), além de aumento na expressdo de BDNF (GUERRIERO et al., 2015). A
ativacdo do NMDA que contém NR2B resulta em influxo prolongado de ions Ca?*
(GUERRIERO et al., 2015).

O receptor do tipo AMPA, que é constituido de 4 subunidades, também é um
canal ibnico permeavel a ions Na* e Ca?*. A subunidade GIuR1, que torna 0 AMPA
um canal ibnico, € ativa em seu estado fosforilado. Esta ativacdo pode ser efetuada
via proteinas quinases dependentes de célcio/calmodulina (CaMKs) que, inclusive,
podem ser ativadas por acédo dos receptores NMDA, através das vias de sinalizagcéo
celular (GUERRIERO et al., 2015).

Os receptores KA, assim como o do tipo AMPA, séo receptores glutamatérgicos
ionotropicos para transmissao sinaptica excitatoria rapida (HASSEL; DINGLEDINE,
2006). Tanto o glutamato quanto o acido cainico atuam como agonistas do receptor
do tipo KA e, a afinidade e a eficiéncia da resposta agonista neste receptor é definida
pelo arranjo das subunidades constitutivas (HASSEL; DINGLEDINE, 2006). O acido
cainico é um importante indutor de crises convulsivas e age como droga base em um
modelo de convulséo e epilepsia (LEVESQUE; AVOLI, 2013).

Existem oito tipos de receptores metabotrépicos para glutamato descritos

(mGIuR1 a mGIuRS8) e séo classificados em trés classes funcionais. Os receptores
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metabotropicos do Grupo 1 estimulam a Fosfolipase C (PLC) para producéo de inositol
trifosfato (IPs) e diacilglicerol (DAG) com ativacado da Proteina quinase C (PKC) e
aumento da concentracao de ions calcio no meio intracelular. A ativacdo de receptores
do Grupo 2 ou 3 resulta em inibicdo da enzima adenilato ciclase, enzima responsavel
pela conversdo de ATP em AMPc, um segundo mensageiro celular (HASSEL,
DINGLEDINE, 2006).

Os receptores metabotropicos glutamatérgicos tém papel fundamental na
modulacdo da transmissdo sinaptica, agindo tanto nos neurbnios pré-sinapticos
quanto nos pos-singpticos. Quando ativados, regulam uma ampla variedade de
ligantes e canais iGnicos sensiveis a voltagem, como 0s canais para calcio do tipo N
e L, NMDA, receptores do tipo cainato, receptor GABAA, entre outros.

A remocdao do glutamato da fenda sinaptica tem papel fundamental para limitar
e cessar o0 estimulo no neurbnio poés-sinaptico e pré-singptico. Existem 5
transportadores para glutamato, denominados de EAAT1-5, que estdo presentes em
neurdnios pré-sinapticos e em astrocitos.

Os transportadores EAAT1 e EAAT2, também chamados de GLAST e GLT1
em roedores, sdo expressos seletivamente em astrocitos (ROTHSTEIN et al., 1996;
TANAKA et al.,, 1997) . Animais que apresentam reducdo na expressao destes
receptores ou que receberam algum bloqueador do transportador glutamatérgico
apresentam desde hiperexcitabilidade até crise convulsiva letal (STEINHAUSER,;
GRUNNET; CARMIGNOTO, 2015).

O acido gama-amino-butirico (GABA) é o neurotransmissor inibitério mais
prevalente do SNC e, de forma semelhante ao glutamato, participa ativamente dos
processos que compdem a génese da epilepsia e do limiar convulsivo. Varios estudos
relacionam o processo convulsivo e epiléptico a altera¢des tanto na expressao quanto
no funcionamento das estruturas que constituem as vias GABAérgicas do SNC. Os
receptores para GABA e seus transportadores sao envolvidos na epileptogénese, e
bastante estudados, tanto em humanos quanto em modelos animais (FRITSCH et al.,
2009; FUETA et al., 2003; GALANOPOULOU, 2010; KAILA etal., 2014; TREIMAN,
2001).

Os receptores para GABA séo de trés classes distintas: GABAaA, GABAs e
GABAc. Os receptores do tipo GABAAa séo heteropentameros formados por arranjo de
5 subunidades proteicas homodlogas dentre um universo de varios subtipos de

subunidades. Dessa forma, varias isoformas do receptor GABAa sdo encontradas e
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tém sido descritas caracteristicas topograficas e funcionais especificas encontradas
no SNC (GONZALEZ; BROOKS-KAYAL, 2011; OLSEN; BETZ, 2006).

Os receptores GABAAa sdo canais ibnicos que estao envolvidos com o processo
de influxo de ions cloreto. O influxo desse ion resulta em uma tendéncia a
hiperpolarizagéo do neurénio, aumentando o limiar para disparo do potencial de acdo
e, assim, reduzindo a probabilidade de resposta excitatoria (OLSEN; BETZ, 2006).

Os receptores GABAg séo do tipo metabotropicos e tém estrutura semelhante
aos receptores metabotrépicos glutamatérgicos, por serem acoplados a proteina G
(GUERRIERO et al., 2015). A sinalizagao decorrente da ativacao destes receptores,
que estdo em neurdnios pré e poés-sinapticos, resulta em inibicdo da atividade
neuronal.

Tal inibicdo é decorrente de ativacdo de ampla variedade de sistemas efetores.
Merece destaque a ativacdo de canais para K*, que produzem correntes sinapticas
inibitérias lentas, e a reducdo da condutancia a ions Ca?*, regulando a producédo de
IP3, inibindo a produgéo de AMPc, além de reduzir a liberacdo de neurotransmissores
pelo neurbnio pré-sinaptico (TREIMAN, 2001).

Apbs interacdo com os receptores o GABA é removido da fenda sinaptica por
transportadores em neurdnios pré-sindpticos e por células gliais (TREIMAN, 2001).
Um dos transportadores de GABA, denominado de GAT1, € envolvido na
epileptogénese de um importante modelo genético de epilepsia, 0 camundongo El
(FUETA et al., 2003).

A importancia dos receptores GABAérgicos, especialmente o0 tipo GABAA,
consiste no fato que algumas drogas com propriedade anticonvulsivas atuam como
agonistas do receptor GABAA e que diversas mutagdes nas subunidades constituintes
do receptor GABAAa estdo associadas a epilepsias genéticas (idiopaticas) (HIROSE,
2014). Outro fato importante é que o PTZ, droga indutora de crise convulsiva e muito
utilizada para induzir modelo de epilepsia em animais, atua como supressora dos
efeitos de GABA no receptor GABAA (HADERA et al., 2015).

Porém, atribuir o desencadeamento da epilepsia a apenas um equilibrio
excitatorio/inibitorio positivo causado pelo balanco glutamatérgico/GABAérgico nao &
razoavel sob o ponto de vista da complexidade e da multidependéncia fatorial do
evento convulsivo (KAILA et al., 2014; WERNER; COVENAS, 2015).

E notavel a participacdo dos neurotransmissores glutamato e GABA no

processo de excitabilidade, como ja apresentado, mas € indispensavel considerar o
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envolvimento de outros efetores nessa complexa equacgdo. Sob essa Optica, a
dopamina merece especial destaque, uma vez que, evidéncias cientificas robustas
apontam para uma relacdo intrinseca entre epilepsia e a dopamina (BOZZI,
DUNLEAVY; HENSHALL, 2011).

A participacdo da dopamina nas crises convulsivas e sindromes epilépticas nos
humanos e nos diversos modelos animais existentes ainda tem sido estudada e
gradativamente mais bem elucidada (STARR, 1996) (BRODIE et al.,, 2016). A
dopamina € considerada um neurotransmissor infrarregulador da atividade convulsiva,
fato endossado tanto pela acdo antiepiléptica da apomorfina, um agonista
dopaminérgico ndo seletivo que é reconhecida ha mais de um século, quanto pelo
efeito pré-convulsivo das drogas antagonistas dos receptores dopaminérgicos do tipo
D1 e D2 (BRODIE et al., 2016)(MARROSU; DEL ZOMPO; CORSINI, 1983; STARR,
1996). O equilibrio fisiologico da atividade dopaminérgica deve ser considerado um
fator crucial para a determinacdo da resposta aos estimulos indutores das crises
epilépticas (STARR; STARR, 1993).

A dopamina age através de dois grupos de receptores acoplados a proteina G:
0 grupo de receptores do tipo D1 e do tipo D2. A ativacao dos receptores do tipo D1,
grupo composto pelos receptores D1 e D5, resulta em reducgéo do limiar de convulséao
e aumento da gravidade da descarga epileptiforme (BOZZI et al., 2011; DENINNO et
al., 1991). Administracéo de dose sublimiar de pilocarpina é capaz de induzir atividade
epileptiforme e convulsdo na presenca de agonistas do receptor D1 (STARR; STARR,
1993).

Por outro lado, o efeito da ativagéo de receptores do tipo D2, grupo composto
pelos receptores dopaminérgicos D2, D3 e D4, € predominantemente inibitério na
modulacdo das crises (BOZZI et al., 2011). Em dois modelos experimentais de
inducéo da epilepsia limbica, a sinalizacéo através dos receptores D2 é capaz de inibir
as descargas epileptiformes (STARR, 1996; TURSKI et al., 1988). Esses receptores
parecem essenciais para o controle da generalizacdo das crises e ndo para o inicio
das mesmas (BARONE et al., 1993).

A via classica de transducdo de sinais modulada pelos receptores
dopaminérgicos € a via da enzima adenilato ciclase, que regula a producdo de AMPc
e, consequentemente, a ativagcdo da proteina quinase A (PKA). Enquanto os
receptores do tipo D1 ativam a adenilato ciclase, os receptores do tipo D2 a inibem
(BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011). Porém, as vias de sinalizagéao celular induzidas
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pela ativacdo destes receptores sdo muito mais complexas e envolvem ativacéo e
inativacdo de diversas outras enzimas, como a proteina quinase B (AKT), CREB,
fosfoproteina de 32Kd regulada por dopamina e AMP ciclico (DARPP-32), proteina
fosfatase 1 (PP-1), proteina fosfatase 2 ( PP-2B) (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).

Além dessa funcdo desempenhada pelos receptores dopaminérgicos poés-
sinpticos descrita até 0 momento, existem receptores dopaminérgicos no neurénio
pré-sinaptico, chamados de autorreceptores. Os autorreceptores dopaminérgicos sao
responsaveis pela modulacdo da sinapse conduzida pelo neurdnio pré-sinaptico,
atuando, geralmente, como um mecanismo de feedback negativo controlando a taxa
de disparo neuronal, a sintese e liberacdo de neurotransmissores (SIBLEY, 1999).

Os receptores D2 parecem ser os autorreceptores predominantes nessa
modulacdo da sinapse dopaminérgica. Os autorreceptores D2, através de sua acao
inibitéria e maior sensibilidade aos agonistas dopaminérgicos quando comparado ao
receptor D2 (pOs-sinaptico), sdo capazes de induzir efeitos bifasicos na transmissao
dopaminérgica (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).

O mecanismo pro-excitatério exibido pelas redes neurais associadas ao
epifendmeno da convulsdo e das epilepsias evidentemente possuem intima relacao
com 0s neurotransmissores, conforme ja apresentado. Porém, diante da
complexidade dos mecanismos intracelulares associados, é evidente a participacéo
de outras proteinas no processo de epileptogénese. Além do papel dos
neurotransmissores e seus respectivos receptores, tem sido bem documentado o
papel de neurotrofinas na epileptogénese (SIMONATO; TONGIORGI; KOKAIA, 2006;
WANG, Y. et al., 2009).

1.3.2. O BDNF na epileptogénese

Os fatores neurotréficos, como o BDNF, NGF, NT-3, representam proteinas que
atuam como indutores e reguladores do processo de plasticidade e possuem fungao
chave na modulacdo das atividades sinapticas (AMMENDRUP-JOHNSEN et al.,
2015).
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Dentre as neurotrofinas, o BDNF é a mais estudada e mais bem caracterizada
por sua relevante acdo no SNC. Em quantidades adequadas, tal neurotrofina
desempenha funcéo critica na manutencdo e desenvolvimento das redes neuronais
no sistema nervoso central (ADACHI et al., 2014).

O BDNF tem sido associado a diversas doencas neurologicas incluindo as
neurodegenerativas, as psiquiatricas, as isquémicas e as epilépticas (ADACHI et al.,
2014; TAPIA-ARANCIBIA et al., 2004). Ha pelo menos duas décadas, o BDNF é
descrito como sendo um fator neurotrofico que tem papel crucial na epileptogénese,
conforme seré abordado a seguir (LAHTEINEN et al., 2003; LARMET et al., 1995).

A hiperexpressdo de BDNF ou a aplicacdo de BDNF exdgeno tanto em
experimentos in vitro quanto in vivo resulta em diversos efeitos pré-excitatorios, assim
como a inducao de crise convulsiva resulta em aumento na producédo de BDNF pelas
células do SNC (BINDER et al., 2001; CROLL et al.,, 1999; XU et al., 2004). A
aplicacdo aguda e cronica de BDNF de fonte exdgena resulta em ampliacdo da
eficacia sinaptica em fatias hipocampais de ratos, em fatias de cortex e em cultura
neuronal de hipocampo de rato (ESCOBAR; FIGUEROA-GUZMAN; GOMEZ-
PALACIO-SCHJETNAN, 2003; GOTTSCHALK et al.,, 1998; LESSMANN;
GOTTMANN; HEUMANN, 1994; XU et al., 2004). Esse efeito é causado pela
modulagéo induzida por BDNF na fungéo dos receptores NMDA e em diversos canais
ibnicos como os para sédio e potassio sensiveis a voltagem. Tal fato pode representar
um background funcional para reforcar a atuacdo de BDNF como um fator de
potencializacdo de convulsdes farmaco-induzidas (GILL et al., 2013; HEINRICH et
al., 2011).

Sabe-se que apds um evento convulsivo em ratos, 0s niveis de expressao de
RNAmM para BDNF, proteina BDNF e de seu receptor de alta afinidade, encontram-se
elevados no hipocampo (BINDER et al., 2001; HEINRICH et al., 2011). Em modelo
de eletroconvulsdo em camundongo, também foi observado aumento nos niveis de
BDNF e de Trk-B, seu receptor de alta afinidade, em regiées limbicas (DUMAN;
VAIDYA, 1998). Além disso, é bem reconhecido que o BDNF se encontra com niveis
elevados apos alguns dias do evento convulsivo em tecidos epileptogénicos (GALL,
1993; LARMET et al., 1995).

Apesar de atuar como um fator pré-epileptogénico, alguns estudos tém
apresentado resultados divergentes a essa funcdo do BDNF colocando-0 como um

fator protetor ao desenvolvimento de crises convulsivas (PALMA et al., 2005;
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SIMONATO et al.,, 2006). Um exemplo destes estudos evidencia que a perfusdo
cronica de BDNF durante a primeira semana de kindling hipocampal foi capaz de
suprimir o desenvolvimento de epileptogénese em modelo animal de estimulacéo
elétrica utilizando eletrodos transcranianos (LARMET et al., 1995).

Da mesma forma em que apresenta papel funcional evidente para hiperexcitar
a rede neural, o BDNF atua como um regulador negativo para a rede hiperexcitada.
Esse duplo papel desempenhado pelo BDNF tem associacdo com sua capacidade de
modular tanto a via glutamatérgica quanto a GABAérgica.

Apesar de ser evidente o aumento dos niveis de BDNF no contexto de
epileptogénese e de convulsdo, nota-se que ainda ndo é estabelecido um claro
delineamento fisiolégico. Apesar de ainda ndo serem evidentes os mecanismos de
acado especificos dos fatores neurotréficos na epileptogénese, sabe-se que seu
envolvimento no processo de génese e modulacao da atividade convulsiva € evidente

e fundamental.
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1.3.3. Ativacao glial e neuroinflamacéao

Assim como o0s neurdnios, que participam de forma elementar na
epileptogénese, as células gliais também desempenham papel relevante neste
fenbmeno. A funcdo dos astrocitos em regular a concentracdo de ions e
neurotransmissores liberados na fenda sinaptica € crucial para a intensidade e
perpetuacdo do estimulo do neurbnio pos-sinéptico. A partir dessa acao, essas células
gliais passaram a ser estudadas como importantes moduladores da epileptogénese
(STEINHAUSER et al., 2015).

A relacdo intrinseca entre epilepsia e ativacdo de astrocitos € bem
documentada. Nesse contexto de acéo tripartite, entre os neurbnios pré e pos-
singpticos e as células gliais, ha participacdo de diversos efetores que estédo
associados a atividade intrinseca das células gliais (HADERA et al., 2015; PAL, 2015).

Sabe-se que o0s astrocitos sdo ativos no processamento e na modulagéo
sinaptica e que a interacdo com 0s neurdnios desencadeia respostas intracelulares
semelhantes aquelas observadas nessas Ultimas (CROFT; DOBSON; BELLAMY,
2015). A sinalizagao celular existente entre esses dois tipos celulares causa influxo de
ions Ca?* nos astrocitos, com repercussao funcional importante.

O aumento de ions Ca2* no ambiente intracelular dos astrécitos causa liberacao
de neurotransmissores classicos, como o glutamato e ATP, e daquelas proteinas
produzidas decorrente da ativacdo da glia, como as prostaglandinas e as citocinas
(BEN ACHOUR; PASCUAL, 2010; CROFT etal., 2015; STEINHAUSER et al., 2015).

A ativacdo de astrocitos no contexto de ampliacdo da atividade neuronal, de
lesdo neuronal e de aumento da interacdo neurénio-astrécito, pode ocorrer por acao
de diversas moléculas, dentre elas a IL-6, e resulta em uma reatividade de glia,
também chamada de gliose reativa (PEKNY; WILHELMSSON; PEKNA, 2014; ROBEL
et al., 2015). Sabe-se que ha intensa gliose nos tecidos epileptogénicos dos pacientes
refratarios ao tratamento farmacologico e dos modelos animais para epilepsia
(DEVINSKY et al., 2013; ROBEL et al., 2015).

O recrutamento e a ativacdo de astrocitos e das células gliais no processo de
plasticidade sinaptica fornece substrato para sugerir o envolvimento das citocinas

inflamatorias, produzidas por células gliais ativadas, no amplo arsenal bioquimico no
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processo de epileptogénese e de modulacao da transmisséao sinaptica (DEVINSKY et
al., 2013; VEZZANI; RAVIZZA; et al., 2008).

A hipertrofia das células gliais, marco microscopico da ativacdo glial, vem
acompanhada de mudancas bioguimicas na maquinaria celular e consequente
producdo e secrecao de quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento e de matriz
extracelular (ROBEL et al., 2015). Sabe-se que varios mediadores inflamatoérios sédo
expressos em células gliais ativadas em tecidos epileptogénicos e algumas das
citocinas mais estudadas nesse contexto sdo o TNF, IL-18 e IL-6 (DEVINSKY et al.,
2013; VEZZANI et al., 2011).

Nos ultimos anos, dados clinicos e experimentais demonstraram a importancia
do processo inflamatério na epilepsia (VEZZANI et al., 2013; VEZZANI et al., 2011;
VEZZANI; GRANATA, 2005), em particular nos mecanismos geradores da crise, na
transformacdo da rede neuronal na epileptogénese e na hiperexcitabilidade
(DEVINSKY et al., 2013; PITKANEN et al., 2002).

De forma semelhante a participacdo da ativacdo glial, atualmente, levanta-se
uma questao central se o processo inflamatorio € um epifendmeno da crise e esta
associado ao dano neuronal ou se contribui na etiopatologia da epilepsia (ROBEL et
al., 2015; VEZZANI; BALOSSO; RAVIZZA, 2008)(Figura 2).

Sabe-se que manifestacdo de crise convulsiva/epiléptica em modelos animais
e em humanos incorre no aumento de TNF, IL-1B e IL-6 em varias regibes do SNC,
do liquor ou do soro sanguineo. Por outro lado, em modelos animais sabe-se que a
administracdo exdgena e/ou a superexpressdo de tais citocinas resulta em uma
hiperexcitabilidade da rede neural, mediada pela reducao do limiar convulsivo (ERTA,
QUINTANA; HIDALGO, 2012; ULUDAG etal., 2013; ULUDAG etal., 2015; VEZZANI
et al., 2012; VEZZANI; VIVIANI, 2015).
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Eventos inflamatdrios envolvidos no contexto da epilepsia e convulsédo
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Figura 2. Eventos inflamatdrios envolvidos no contexto da epilepsia e convulsédo.Traduzido de Vezzani et al., 2011.
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1.4. Plasticidade Neuronal

A plasticidade das redes neurais representa um evento relacionado a diversos
processos fisioldégicos e patoldgicos. A habilidade das redes neurais em moldar o
padrdo de suas sinapses diante de estimulos € crucial para ocorréncia de eventos
fisiolégicos como o desenvolvimento neural, aprendizado cognitivo e motor, e
estabelecimento de memoérias (AVANZINI; FORCELLI; GALE, 2014; CROFT et al.,
2015).

Por outro lado, a plasticidade neural também esta envolvida em processos de
reparo e de reabilitacdo neural apdés injuria (AVANZINI et al., 2014) e, representa a
base para o desenvolvimento de condigbes como a epilepsia (KANDRATAVICIUS et
al., 2014). A epileptogénese, em geral, ocorre no contexto de insulto cerebral
transitério, como no SE, que gera uma rede hiperexcitdvel e predisposta a
despolarizacdo desordenada e sincronica de neurénios (LEVESQUE et al., 2015).

A associacgao entre neuroplasticidade e epileptogénese pode ser estabelecida
na medida em que se constata que a epileptogénese corresponde a uma
neuroplasticidade pré-excitatoria favoravel a ocorréncia de convulsées espontaneas e
recorrentes em uma rede neural previamente saudavel.

Sabendo que o processo de neuroplasticidade representa um evento elementar
na fisiopatologia da epilepsia, € possivel inferir, entdo, que varios efetores do processo
de plasticidade neural também sejam cruciais para o0 estabelecimento da
epileptogénese. Varios deles ainda ndo sao estudados no contexto de epileptogénese.
Assim, é coerente expandir a analise dos mecanismos de epileptogénese na direcao
daqueles efetores, que sao reconhecidamente associados a neuroplasticidade
neuronal, mas com pouco ou nenhum estudo no contexto da epileptogénese.

Classicamente a plasticidade neuronal estd associada a modificacdes
estruturais sinapticas entre neurénios (MARSHALL, 1985) e ha algumas décadas tém
surgido evidéncias robustas que endossam o envolvimento ativo das células gliais
(CROFT etal., 2015; GALLO; DENEEN, 2014; PAL, 2015; ROBEL et al., 2015)

A mudanca estrutural sinaptica decorrente do processo de plasticidade neural
envolve, naturalmente, a alteracdo da maquinaria de transducéo e transmissao de

sinal tanto intracelular, quanto extracelular. Dessa forma, a traducdo bioquimica do
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processo de neuroplasticidade pode ser gerada a partir ndo s6 de alteragbes na
expressdo de enzimas, fatores de transcricdo, canais ionicos dependentes de
voltagem, receptores ionotropicos e metabotrépicos como também pode ser gerada
pela regulacdo dos padrbes atividade/inatividade desses alvos (NELSON; ALKON,
2015).

Diversos desses agentes ja foram descritos como participantes da
epileptogénese em secdo anterior deste trabalho. Notadamente, antes de serem
vinculados ao processo de epileptogénese, ja era descrita a participacdo destes
agentes nos diversos eventos decorrentes da plasticidade neuronal (PATTERSON,;
NAWA, 1993; WILLIAMSON; BILBO, 2013).

Porém, cabe ressaltar que duas proteinas cruciais na modulacéo e transducéo
de sinal de importantes vias associadas a plasticidade neuronal e de epileptogénese
ainda sado muito pouco estudadas no contexto das convulsdes e epilepsias (ARONICA
et al., 2009; WANG, W. et al., 2014). Essas duas proteinas que ocupam posicéo de
destaque no controle da plasticidade neural sdo NCS-1 e DARPP-32 (LINDSKOG et
al., 2006; MEYER-LINDENBERG et al., 2007; TSUJIMOTO et al., 2002).

1.4.1. Neuroplasticidade mediada por NCS-1

A sinalizacdo via calcio intracelular € critica para ocorréncia de sinapses e,
evidentemente, representa uma via notavel para a ocorréncia de plasticidade neural
(ATAEI; SABZGHABAEE; MOVAHEDIAN, 2015; SHONESY et al., 2014). Os canais
para Ca2z* estdo intimamente envolvidos na neurotransmissdo e na geracao de crises
convulsivas, sendo que mutacdes genéticas que envolvem 0s canais para calcio
representam substrato para epilepsias humanas e em animais (ARMIJO et al., 2005).

Durante o evento de epileptogénese, a ativacao de proteases dependentes de
ions Ca?*, do sistema Ca2*-calmodulina-quinase e de outras proteinas que compdem
a maquinaria de transducgéo de sinal induzida por ions Ca?*, sdo importantes para o

remodelamento da circuitaria neural que culmina em epilepsia (ARMIJO et al., 2005).
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NCS-1 é uma proteina membro do complexo de proteinas reguladoras da
sinalizacdo de calcio intracelular e desempenha fung¢éo importante na modulagédo da
transmissao sinaptica (SOUZA et al., 2011; WEISS; HUI; BURGOYNE, 2010).

A ativacdo de NCS-1 é responsavel pela regulacdo da atividade de diversas
proteinas tais como o0s canais para Ca?* sensiveis a voltagem, receptor para IP3,
receptores dopaminérgicos do tipo 2, e proteinas quinases (Figura 3) (WEISS et al.,
2010).

D2 Receptor
Signaling

and
Secretion

Trafficking AP \ '

BMP PINK1
Signaling W g
—

Mitochondrial
Localizing

Figura 3. Painel de atuacdo da NCS-1 em proteinas participantes de diversos processos neurais (retirada de Petko
et al., 2009)

Devido a capacidade integrativa importante das vias de sinalizagao celular
induzidas por Ca?*, a proteina NCS-1 desempenha papel fundamental na plasticidade
neuronal e nos eventos que dependem deste fendmeno, como a memoria e
aprendizado (WEISS et al., 2010). Apesar disso o estudo sobre o envolvimento da

proteina NCS-1 no contexto de epilepsia e € praticamente inexistente até o0 momento.
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1.4.2. Neuroplasticidade mediada por DARPP-32

A proteina DARPP-32, altamente expressa em neurdnios estriatais,
desempenha papel primordial na integracéo das vias de sinalizacdo dopaminérgica e
glutamatérgica e atua com funcdo chave no processo de plasticidade sindptica
(FERNANDEZ et al., 2006; REIS et al., 2007).

Varios sinais endogenos e exdgenos sdo capazes de interferir na funcdo de
DARPP-32 através das diferentes formas de fosforilagéo possiveis para essa proteina.
Neurotransmissores, como glutamato e dopamina, assim como drogas de abuso e
farmacos sao capazes de interferir na regulacdo de DARPP-32 (FERNANDEZ et al.,
2006).

As diferentes formas de fosforilacdo de DARPP-32 garantem a proteina a
capacidade de modular diversas outras proteinas chaves da sinalizacdo celular
(FERNANDEZ et al., 2006). E descrito que a ativacdo de DARPP-32 na regi&o
estriatal, em ratos, induz a potenciacdo da atividade dos receptores glutamatérgicos
NMDA (BLANK et al., 1997). A proteina DARPP-32 pode ser fosforilada pela proteina
quinase A (PKA) e pode inibir assim a acdo de fosfatase no receptor NMDA. Por outro
lado, 0 aumento intracelular dos niveis Ca?* favorece a desfosforilacdo da DARPP-32
e, como consequéncia, a atividade da fosfatase PP-1 (Figura 4)(FERNANDEZ et al.,
2006).
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Figura 4. Painel de atuacdo da DARPP-32 em proteinas participantes de diversos processos neurais, bem como
de sua ativagéo ou inativagdo desencadeada a partir da interagdo de medicamentos e de neurotransmissores com
seus respectivos receptores (Retirado de Greengard, 2001).

Sabe-se que a ativacdo de receptores D1 induz o aumento da excitacao
evocada pelos receptores NMDA e que a ativacdo dos receptores D2 atenua as
respostas induzidas pela ativacdo dos receptores NMDA (CEPEDA; BUCHWALD;
LEVINE, 1993; FLORES-HERNANDEZ et al., 2002). Essa atividade provavelmente é
modulada pela acdo da DARPP-32 sobre as vias de integracdo entre a
neurotransmissdo dopaminérgica e glutamatérgica, mais especificamente sobre o
estado funcional da PP-1.

Tendo em vista que a via glutamatérgica e a dopaminérgica sao participantes
ativas dos mecanismos bioquimicos envolvidos no distarbio da epilepsia (BOZZI,
BORRELLI, 2002), é provavel que a atividade e os niveis de expressdo DARPP-32
estejam alterados em modelos de estudos dessa patologia.
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Baseando em todos os aspectos apresentados durante esta introducéo, a
hipotese cientifica que motivou a execugéo deste trabalho consiste na tese de que ha
alteracdo na expressdo das citocinas, BDNF e proteinas associadas a
neuromodulacdo apés a inducéo de crise convulsiva audiogénica nos ratos WARs e
gue, essa expressao estaria aumentada nesses animais.

A auséncia de estudos consistentes que avaliam marcadores bioquimicos de
neuroinflamacdo e neuromodulacdo em animais WAR motivaram e justificaram a

execucao deste trabalho.
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2. Objetivos
2.1. Geral

Avaliar e demonstrar os parametros bioquimicos e moléculas de sinalizacéo
intracelulares em diferentes regides do SNC apoés a inducéo de crise audiogénica em

animais WAR.

2.2. Especificos

e Avaliar a producao de citocinas em animais WAR.

e Avaliar a producdo de BDNF em animais WAR.

e Avaliar a producdo de NCS-1 e DARPP-32 em animais WAR.
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3. Material e Métodos

3.1. Material
3.1.1. Modelo animal: WAR

3.1.1.1. Caracteristicas gerais

Foram utilizados ratos machos da linhagem WAR, com peso médio de 250
gramas (DORETTO et al., 2003), criados e mantidos no biotério do Departamento de
Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG e ratos machos
Wistar selvagens nao susceptiveis ao estimulo sonoro indutor de crises, procedentes
da populacédo geral do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG (CEBIO).

Os animais foram mantidos com livre acesso a agua e racdo e ciclo de
claro/escuro de 14/10 horas, iniciando o periodo de luz as 6 horas da manha. Os
experimentos foram conduzidos de acordo com os principios éticos ditados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA, recentemente
denominado de CEUA).

3.1.1.2. Avaliacao das crises convulsivas

Aos 70, 74 e 78 dias de idade os animais WAR e Wistar controles foram
submetidos a avaliacdo da susceptibilidade epiléptica audiogénica (screening), de
acordo com metodologia descrita previamente (DORETTO et al., 2003; GARCIA-
CAIRASCO et al., 1996).

Quando submetidos a estimulagéo sonora de alta intensidade (120 decibéis) os
animais WAR apresentam crises do tipo tdnico-clonicas generalizadas, que se
caracterizam por episoédios de corridas, pulos e quedas atbnicas, seguidas de
convulsao tonica, convulsdes clonicas parciais e generalizadas e espasmos clénicos.
A crises podem ser classificadas segundo a gravidade de apresentacéo conforme no

guadro apresentado a seguir:
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0,0
0,11
0,23
0,38
0,61

0,73

0,85

0,90

0,95

1,00

Classificacao de gravidade das crises audiogénicas

Comportamento observado
Sem resposta
Um episodio de corrida (wild running)
Um episodio de corrida seguido por pulos e quedas atbnicas
Dois episodios de corrida seguidos por pulos e quedas atbnicas
Todos itens acima associados a convulséo tdénica ou arqueamento dorsal da
cabeca
Todos itens acima associados a convulsdo clbnica parcial (somente
membros anteriores ou posteriores) e/ou generalizadas (membros anteriores
e posteriores)
Todos itens acima associados a espasmos clonicos
Todos itens acima associados a flexdo ventral da cabeca

Todos itens acima associados a hiperextensdo de membros anteriores

Todos itens acima associados a hiperextensdo de membros posteriores

Quadro 2: Classificacdo de gravidade das crises audiogénicas. Dados adaptados de (GARCIA-
CAIRASCO et al., 1996) (IS=indice de gravidade)

Todos os animais WAR que foram utilizados neste trabalho apresentaram

indice de gravidade das crises maior ou igual a 0,73 (1S>0,73) nos trés testes do

screening. Os ratos Wistar controles utilizados apresentaram 1S=0, o que indica

auséncia de qualquer comportamento relacionado a crises (GARCIA-CAIRASCO;
SABBATINI, 1983; GARCIA-CAIRASCO et al., 1996).
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3.1.1.3. Desenho experimental

Todos os animais envolvidos neste trabalho foram submetidos a estimulo
audiogénico aos 70, 74 e 78 dias de idade para triagem e sele¢éo dos grupos. Alguns
animais foram re-estimulados uma semana ap0s 0 screening para efeito de
experimento conforme sera descrito abaixo (Figura 5).

Para realizacdo dos ensaios de ELISA os animais foram divididos em trés
grupos: Wistar com estimulo audiogénico em 30 minutos, 4 horas e 24 horas antes da
eutanasia; WAR com estimulo audiogénico em 30 minutos, 4 horas e 24 horas antes
da eutanasia e WAR sem estimulo audiogénico.

Para realizacdo dos ensaios de Western Blotting os animais foram divididos em
dois grupos: WAR e Wistar. Ambos os grupos foram estimulados apenas durante o

screening e apos uma semana foi realizada a eutanasia dos animais.

Esquema do desenho experimental

Apds uma . Técnica
P Sacrificados

Screening :
semana aplicada

Apods 30 min da
convulsdo

Apés 4 horas da
convulsao

Novo estimulo
audiogénico
ELISA para citocinas e

Apds 24 horas da

convulsao
WAR e WT

No mesmo horario do
grupo de 4 horas apds
convulsdo

Ndo estimulados

Apds uma semana do WB para NCS-1 e
screening DARPP-32

Figura 5. Desenho metodoldgico utilizado nos experimentos.
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3.2. Métodos

3.2.1. Western Blotting

Para realizacdo do Western Blotting, os animais foram sacrificados pelo método
de decapitacdo e imediatamente foram dissecadas as regides de interesse: cortex,
hipocampo e cerebelo. Tais regides foram imersas em 1,3 mL de tampé&o de lise e
congeladas. Posteriormente, todas as amostras foram processadas com um
homogeinizador de tecidos e submetidas a centrifugacédo a 10.000g em 4°C por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e transferido para tubos Eppendorf®, sendo o
maior volume do sobrenadante para amostra estoque, armazenada em freezer -80°C,
e um menor volume para utilizacdo experimental, armazenada em freezer -20°C.
Dessa forma, as amostras aliquotadas eram submetidas a um baixo ciclo de
congelamento-degelo.

Para a quantificacdo da concentracao de proteinas das amostras coletadas foi
utiizado o método de Bradford (BRADFORD, 1976). A seguir, foi realizada a
eletroforese das mesmas amostras em gel desnaturante de poliacrilamida de acordo
com Laemmli (LAEMMLI, 1970). O gel de concentracdo utilizado foi o de 4% de
concentracdo e o gel de separacdo consistiu em 15 % de concentracdo, conforme
quadro apresentado em secao anterior (Quadro 1).

As amostras de cortex, hipocampo e cerebelo foram preparadas com tampéo
de amostra para SDS-PAGE e, 50 ug de proteinas de cada amostra, foram aplicadas
em canaletas do gel manufaturado, de acordo com as especifica¢cdes do aparato Mini-
PROTEAN® System da BIO-RAD. Neste aparato, foram separadas imersas em
tampdao de corrida sob voltagem ajustada entre 100V a 160V em fonte (PowerPac™
Universal Power Supply — BIO-RAD). Nessa etapa foi utilizado o padrdo de peso
molecular (SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard, Invitrogen) para guiar o
tempo de corrida.

Ao término da eletroforese foi realizada a transferéncia das proteinas do gel
para uma membrana de nitrocelulose (Amersham™ Protran™ 0,454, GE Healthcare
Life Sciences). Para tal, foi utilizado tamp&o de transferéncia e um sanduiche
composto de papéis filtro, esponja e a membrana de nitrocelulose. Ao final da

transferéncia, a membrana foi corada com solucéo de ponceau em agitacao constante
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para verificagdo da eficiéncia do processo de transferéncia e da qualidade de bandas
proteicas.

O experimento de Western Blotting foi realizado como descrito por Ribeiro e
colaboradores (2010). As membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 10%
em TBS-Tween 0,5% sob agitacéo (TS-2000A Shaker, BioMixer) durante 1 hora e, em
seguida, incubadas com anticorpo primério anti-Bactina (1:2000; MAB1501R,
Chemicon®) associado ao anti-NCS-1 (1:2000; FL-190, Santa Cruz Biotechnology) ou
anti-DARPP-32 (1:500; H-62, Santa Cruz Biotechnology), em tampéao de lavagem por
2 horas. As membranas foram entédo lavadas trés vezes por 7 minutos com tampéo
de lavagem (TBS-Tween 0,5%).

Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti-
mouse (1:10000, A10551, Invitrogen) ou anti-rabbit (1:5000; T2191, Invitrogen)
conjugado com peroxidase em TBS-Tween 0,5% durante 1h. As membranas foram
novamente lavadas trés vezes por 7 minutos com TBS-Tween 0,5%.

A deteccao dos imunoblots foi realizada pelo processo de quimioluminescéncia,
utilizando o Kit ECL Plus (Amersham ECL Plus Western Blotting Detection Reagents,
RPN2132, GE Healthcare Life Sciences), por 5 minutos. Apés a exposicao do filme de
raio X a luminescéncia das bandas, este foi submetido a solucdo reveladora e em
seguida a solugcédo fixadora (ambas Kodak Dental Developer) para definicdo e
estabilizacdo da sensibilizacdo do filme de raio X.

Os filmes obtidos da revelacédo foram escaneados e transferidos para formato
digital para analise. Bandas n&o saturadas de [-actina, NCS-1 e DARPP-32 foram
guantificadas por sistema de densitometria éptica utilizando o Image J Software
(verséo 1.44, National Institute of Mental Health). As bandas de NCS-1 e DARPP-32

foram normalizadas pela banda de (3-actina correspondente.
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3.2.2. ELISA

Os kits para realizagao de ELISA da R&D Systems (DuoSet) foram utilizados
para deteccédo de IL-183, IL-6, TNF e BDNF em conformidade com os procedimentos
descritos pelo fabricante (DE SOUZA BERNARDINO et al., 2015).

As concentracdes das citocinas e do BDNF foram avaliadas no sobrenadante
do homogenato das regides cerebrais (cortex, hipocampo, estriado e coliculo inferior)
em diluicdo 1:3 em tampao fosfato:albumina bovina 1%.

Em uma placa de 96 pocos foram adicionados 100uL de solugdo contendo PBS
1x e concentracdo adequada do anticorpo captura especifico, que permaneceu em
contato com a placa durante 18 horas a 4°C. Posteriormente procedeu-se a lavagem
em 4 vezes com tampéao de lavagem em um lavador de placas (BioTek™ ELx50™
Microplate Strip Washer).

Logo apos a fase de captura, procedeu-se o bloqueio da placa, por 2 horas,
com 200uL de solucdo PBS-BSA 1%. Posteriormente foram adicionados os padrées
de citocinas em concentracdes conhecidas e as amostras, que permaneceram
incubados por mais 18h a 4°C.

Mais uma série de lavagem foi realizada e logo apés foram adicionados 100uL
da solucéo de anticorpo de deteccdo que permaneceu incubada por mais 2 horas.

Apds, nova série de lavagens e foi adicionada a placa uma solucdo contendo
estreptavidina ligada a peroxidase. Apés 30 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente, a placa foi novamente lavada e foi adicionado o tampé&o substrato contendo
orto-fenilenodiamina e H20x2.

A reacdo foi interrompida com 50 pL de acido sulfarico na concentracéo de 1M.
O produto de oxidagéo do OPD foi detectado por colorimetria em leitor de placas de
ELISA no comprimento de onda de 490nm (BioTek™ ELx 800™ Absorbance Reader).
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3.2.3. Analise estatistica

O programa Graph Pad PRISM (versdo 5 Graph Pad SoftWARe Inc.) foi
utilizado para as analises estatisticas. A diferenca entre os grupos foi avaliada pela
analise de variancia (ANOVA). Quando o valor de F foi significativo, comparacdes post
hoc foram feitas pelo teste de Newman-Keuls. Diferenca entre grupos individuais foi
avaliada com teste t de Student. Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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4. Resultados

4.1. Avaliacdo dos niveis de citocinas inflamatérias em
animais WAR submetidos a estimulos audiogénicos

4.1.1. Avaliacao da expressao de TNF

Comparando a repercussdao de um estimulo audiogénico em WAR na
expressdo de TNF em trés intervalos de tempo distintos, obtivemos os seguintes
resultados: houve maior expressao de TNF ap0s 4 e 24 horas em comparacao a 30
minutos em hipocampo, apds 24 horas em comparacgdo a 30 minutos em coliculo e
nenhuma diferenca foi observada em cértex quando os mesmos intervalos temporais

foram analisados (Figura 6).
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Figura 6: Niveis de TNF em diferentes regides cerebrais apés o estimulo audiogénico em WAR.
Resultado expresso em pg de TNF/ ug de proteinas totais. Foram utilizados 7, 6 e 8 ratos para os
grupos de 30 minutos, 4 e 24 horas respectivamente [p<0,05 (*)].
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Avaliamos também a diferenca na expressao de TNF nos intervalos de tempo
pés-estimulo dos animais Wistar ndo susceptiveis ao desenvolvimento de convulsédo
audiogénica. Observamos que o estimulo sonoro de alta intensidade foi capaz de
aumentar o nivel de expresséo de TNF apos 24 horas do estimulo em cértex, estriado

e coliculo inferior, conforme apresentado em figura abaixo (Figura 7).
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Figura 7: Comparacéo entre os niveis de TNF em cada regido estudada ap6s o estimulo audiogénico
em ratos Wistar ndo susceptiveis a convulsdo audiogénica. Resultado expresso em pg de TNF/ ug de
proteinas totais. H4 maior expressdo de TNF em cértex, estriado e coliculo inferior 24 horas apés o
estimulo em comparacdo com os niveis apds 30 minutos e 4 horas. Foram utilizados 4, 5 e 5 ratos para
0s grupos de 30 minutos, 4 e 24 horas respectivamente [p<0,01 (**)].

De acordo com a analise comparativa entre o efeito da indu¢éo audiogénica em
animais WAR e em Wistar controles, obtivemos diferencas dos niveis de expressao
de TNF em todas as regifes avaliadas. Em coliculo inferior, os niveis de TNF foram
maiores em 30minutos, 4horas e 24 horas; em cortex, os niveis foram maiores em 30
minutos e 4 horas; em hipocampo os niveis foram maiores apenas 4 horas apos o

estimulo; e, em estriado os niveis foram maiores apenas em 30 minutos (Figura 8).
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Figura 8: Comparagéo dos niveis de TNF entre os animais WAR e Wistar ndo susceptiveis em 30
minutos, 4 horas e 24 horas pos-estimulac@o. As analises foram feitam em coliculo inferior, cortex,
hipocampo e estriado. Foram observados niveis maiores na expressao de TNF em todas as regifes
dos animais WAR comparados aos animais controles. Resultado expresso em pg de TNF/ ug de

proteinas totais. No grupo WAR foram utilizados 7 animais para cada tempo e no grupo Wistar 5 animais
[p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***)].

Obtivemos aumento na expressdo de TNF em cortex, coliculo inferior e em
estriado apds 4 horas do estimulo audiogénico induzido em WAR quando comparado
aos animais WAR nao submetidos ao estimulo; dado apresentado no artigo publicado
por nosso grupo (Figura 9) (DE SOUZA BERNARDINO et al., 2015).
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Figura 9: Niveis de TNF em cortex, hipocampo, coliculo inferior e estriado 4 horas apds o estimulo audiogénico
Foram utilizados 5 ratos WAR estimulados e 6 ratos WAR néo estimulados. [p<0,001(***),p<0,01(**)].



4.1.2. Avaliacdo da expressdo de IL-1B

Comparando a expressao de IL-13, em animais WAR submetidos a estimulo
audiogénico, ndo encontramos diferencas estatisticamente relevantes nos intervalos

de tempo de 30 minutos, 4 horas e 24 horas (Figura 10).
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Figura 10: Comparacao entre os niveis de IL-13 em cada regido estudada apos o estimulo audiogénico
em WAR. Resultado expresso em pg de IL-13/ ug de proteinas totais. Nao ha diferencas na expressao
de IL-1B entre os tempos avaliados nos 3 tempos. Foram utilizados 7, 6 e 8 ratos para os grupos de 30
minutos, 4 e 24 horas respectivamente.
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Avaliamos também a diferenca na expresséo de IL-1g nos intervalos de tempo
pés-estimulo dos animais Wistar ndo susceptiveis ao desenvolvimento de convulsédo
audiogénica. Observamos que o estimulo sonoro de alta intensidade foi capaz de
aumentar o nivel de expressao de IL-18 apds 24 horas do estimulo em estriado e

coliculo inferior, conforme apresentado em figura abaixo (Figura 11).
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Figura 11: Comparacao entre os niveis de IL-18 em cada regido estudada apds o estimulo audiogénico
em ratos Wistar ndo susceptiveis a convulsao audiogénica. Resultado expresso em pg de IL-13/ ug de
proteinas totais. H4 maior expresséao de IL-13 em estriado e coliculo inferior 24 horas apés o estimulo
em comparagdo com os niveis apés 30 minutos e 4 horas. Foram utilizados 4, 5 e 5 ratos para os
grupos de 30 minutos, 4 e 24 horas respectivamente [p<0,05 (*), p<0,01 (**)].

Por outro lado, quando comparamos os resultados entre o estimulo de animais
WAR com animais Wistar controles, percebemos que houve expressdo de maiores
niveis de IL-1B em todas as regides. Em coliculo inferior e em estriado, os valores
estavam aumentados ap6s 30 minutos e 4 horas do estimulo. Em hipocampo e em

cortex, os niveis estavam aumentados apos 4 horas do estimulo, apenas (Figura 12).
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Figura 12: Comparacéo dos niveis de IL-1f entre os animais WAR e controles em 30 minutos, 4 horas
e 24 horas p0ds-estimulacéo. As andlises foram feitam em coliculo inferior, cértex, hipocampo e estriado.
Foram observados aumento na expresséo de IL-13 em todas as regides dos animais WAR comparados
aos animais controles. Resultado expresso em pg de IL-1B/ yg de proteinas totais. No grupo WAR
foram utilizados 7 animais para cada tempo e no grupo Wistar 5 animais [p<0,05 (*), p<0,01 (**),
p<0,001 (***)].

Obtivemos aumento na expressao de IL-1B em cortex apés 4 horas do estimulo
audiogénico induzido em WAR quando comparado com animais WAR n&o submetidos
ao estimulo; dado apresentado no artigo publicado por nosso grupo (Figura 13) (DE
SOUZA BERNARDINO et al., 2015).
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Figura 13: Niveis de IL-18 em cértex, hipocampo, coliculo inferior e estriado 4 horas ap6s o estimulo audiogénico.
Foram utilizados 5 ratos WAR estimulados e 6 ratos WAR nao estimulados. [p<0,01(**)].
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4.1.3. Avaliagao da expressao de IL-6

O estimulo audiogénico ndo causou aumento na expressao de IL-6 em
nenhuma regido estudada dos animais WAR comparando niveis apés 30 minutos, 4
horas e 24 horas pés estimulo. Porém, houve uma tendéncia a maior expressdo em

hipocampo apos 4 horas comparado com dados de 30 minutos (Figura 14).
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Figura 14: Comparac¢éo entre os niveis de IL-6 em cada regiéo estudada apés o estimulo audiogénico
em WAR. Resultado expresso em pg de IL-6/ ug de proteinas totais. Nao ha diferengas na expressao
de IL-6 entre os tempos avaliados nos 3 tempos. Foram utilizados 7, 6 e 8 ratos para os grupos de 30
minutos, 4 e 24 horas respectivamente.
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Avaliamos também a diferenca na expressao de IL-6 nos intervalos de tempo
pés-estimulo dos animais Wistar ndo susceptiveis ao desenvolvimento de convulsédo
audiogénica. Observamos que o estimulo sonoro de alta intensidade néo foi capaz de
alterar o nivel de expresséo de IL-6, conforme apresentado em figura abaixo (Figura
15).
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Figura 15: Comparacéo entre os niveis de IL-6 em cada regido estudada apés o estimulo audiogénico
em ratos Wistar ndo susceptiveis a convulsdo audiogénica. Resultado expresso em pg de IL-6/ ug de
proteinas totais. Ndo ha diferencas na expressao de IL-6 nas quatro regifes estudadas nos trés
intervalos de tempo. Foram utilizados 4, 5 e 5 ratos para os grupos de 30 minutos, 4 e 24 horas
respectivamente.

Dados comparativos entre WAR e Wistar controles mostram que o estimulo
audiogénico foi capaz de induzir expressédo de IL-6 de forma mais expressiva em
WARs em todas as regifes, conforme apresentado adiante. Em coliculo inferior,
houve maior expressdo nos niveis em 30 minutos, 4 horas e 24 horas; houve maior
expressao em cortex e estriado em 30 minutos e 24 horas. Em hipocampo houve
maior expressao apos 4 horas do estimulo e houve tendéncia a maior expressao apos

30 minutos (Figura 16).
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Figura 16: Comparacéo dos niveis de IL-6 entre os animais WAR e controles em 30 minutos, 4 horas e
24 horas pos-estimulacé@o. As andlises foram feitam em coliculo inferior, cértex, hipocampo e estriado.
Foram observados aumento na expresséao de IL-6 em todas as regifes dos animais WAR comparados

aos animais controles. Resultado expresso em pg de IL-6/ ug de proteinas totais. No grupo WAR foram
utilizados 7 animais para cada tempo e no grupo Wistar 5 animais [p<0,05 (*), p<0,01 (**)].

Obtivemos maior expresséo de IL-6 em cortex e em estriado apds 4 horas do
estimulo audiogénico induzido em WAR quando comparado com animais WAR né&o
submetidos ao estimulo; dado apresentado no artigo publicado por nosso grupo
(Figura 17) (DE SOUZA BERNARDINO et al., 2015).
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Figura 17: Niveis de IL-6 em cértex, hipocampo, coliculo inferior e estriado 4 horas apds o estimulo audiogénico
Foram utilizados 5 ratos WAR estimulados e 6 ratos WAR néo estimulados [p<0,01(**),p<0,05(*)].



4.2. Avaliacéo da expresséao de NCS-1 e de DARPP-32

A anadlise da expressdo de NCS-1 revelou que nos WARs o0 nivel dessa proteina
encontrava-se aumentado em hipocampo em relagdo aos Wistar nao audiogénicos,

mas nao foram observadas diferengcas em cortex e cerebelo (Figura 18).
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Figura 18: Expresséo de NCS-1 no cerebelo, cortex e hipocampo de ratos Wistar controles e de ratos
WAR. (a) Andlise densitométrica dos Western Blots. Os niveis de NCS-1 foram normalizados pela
expressdo da proteina estrutural, a actina 42kDa. (b) Amostras dos filmes de Western Blots referente
as analises dos niveis de NCS-1 em hipocampo, cOrtex e cerebelo dos ratos WARs e controles.
Experimentos em triplicata. Foram utilizados 5 animais WAR e 3 Wistar ndo susceptivel & convulséo
audiogénica [p<0,05 (*)].
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Os niveis de DARPP-32 foram avaliados apos 1 semana do screening e, 0s WARs
apresentaram elevacgdo no nivel de DARPP-32 em hipocampo, menor expressdo em

cerebelo e nenhuma diferenca em cortex (Figura 19).
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Figura 19: Expressdo de DARPP-32 no cerebelo, cortex e hipocampo de ratos Wistar controles e de
ratos WAR. (a) Andlise densitométrica dos Western Blots. Os niveis de DARPP-32 foram normalizados
pela expressdo da proteina estrutural, a actina 42kDa. (b) Amostras dos filmes de Western Blots
referente as andlises dos niveis de DARPP-32 em hipocampo, cortex e cerebelo dos ratos WARs e
controles Experimentos em triplicata. Foram utilizados 5 animais WAR e 3 Wistar ndo susceptivel a
convulsdo audiogénica [p<0,05 (*)].
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4.3. Avaliacdo da expresséao de BDNF

Avaliamos a repercussao do estimulo audiogénico na expressdo de BDNF em
trés analises distintas. Ap6s um estimulo audiogénico, induzido uma semana apés o
screening, comparamos os niveis de BDNF nos animais WAR passados 30 minutos,
4 e 24 horas pos crise. Houve reducao da expressao de BDNF no estriado no tempo
de 24 horas, comparado ao grupo de 4 horas; ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente relevantes nessa analise para as regioes estudadas (Figura 20).
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Figura 20: Comparacéo entre os niveis de BDNF em cada regido estudada apds o estimulo audiogénico
em WAR. Resultado expresso em pg de BDNF/ ug de proteinas totais. Ha redugéo na expresséo de
BDNF em estriado em 24 horas p6s estimulo comparado com 4 horas. Foram utilizados 7, 6 e 8 ratos
para os grupos de 30 minutos, 4 e 24 horas respectivamente [p<0,05 (*)].
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Avaliamos também a diferenca na expressdo de BDNF nos intervalos de tempo
pés-estimulo dos animais Wistar ndo susceptiveis ao desenvolvimento de convulsédo
audiogénica. Observamos que o estimulo sonoro de alta intensidade foi capaz de
aumentar o nivel de expressdo de BDNF apés 24 horas do estimulo em cortex,
hipocampo, estriado e coliculo inferior, conforme apresentado em figura abaixo
(Figura 21).
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Figura 21: Comparacéo entre os niveis de BDNF em cada regido estudada apés o estimulo audiogénico
em ratos Wistar ndo susceptiveis a convulsdo audiogénica. Resultado expresso em pg de BDNF/ ug
de proteinas totais. H4 maior expressédo de BDNF todas as quatro regifes estudadas 24 horas apos o
estimulo em comparacao com os niveis apos 30 minutos e 4 horas. Foram utilizados 4, 5 e 5 ratos para
os grupos de 30 minutos, 4 e 24 horas respectivamente [p<0,05 (*), p<0,01 (**)].

Um estimulo audiogénico, realizado uma semana apds 0 screening, resultou em
diferencas dos niveis de BDNF nos animais WAR e em animais Wistar ndo
susceptiveis a convulsao audiogénica. Houve maior expressdo de BDNF em todas as
regibes estudadas dos animais WAR em relacdo aos Wistar controles. Em coliculo
inferior e em hipocampo, os niveis de BDNF permaneceram elevados por pelo menos
4 horas nos animais WAR em relacdo aos Wistar controles. Em cortex, houve maior
expressao de tal fator neurotréfico apenas 30 minutos pés-estimulo, com tendéncia a
diferenca em 4 horas ap0s estimulo. E em estriado, 0s niveis encontraram elevados

por pelo menos 30 minutos nos animais WAR e houve inversao do padrdo em 24
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horas, sendo niveis maiores encontrados nos animais Wistar controles (Figura 22).
Em todas as regides percebe-se certa manutencéo dos niveis dos animais WAR nos

periodos avaliados com gradativo aumento dos niveis dos animais Wistar.
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Figura 22: Comparacao dos niveis de BDNF entre os animais WAR e controles em 30 minutos, 4 horas
e 24 horas pos-estimulacéo. As andlises foram feitam em coliculo inferior, cértex, hipocampo e estriado.
Foram observados aumento na expressdo de BDNF em todas as regides dos animais WAR
comparados aos animais controles. Resultado expresso em pg de BDNF/ yg de proteinas totais. No
grupo WAR foram utilizados 7 animais para cada tempo e no grupo Wistar 5 animais [p<0,05 (*), p<0,01
(**), p<0,001 (***)].

Comparando animais WAR submetidos a um estimulo convulsivo audiogénico a WAR
nao submetidos a um estimulo adicional, além do screening, obtivemos resultado de
aumento na expressdo de BDNF em cortex ap0s 4 horas da indugdo da crise. Tal
resultado encontra-se publicado no artigo do nosso grupo de pesquisa (Figura 23) (DE
SOUZA BERNARDINO et al., 2015)
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Figura 23: Niveis de BDNF em cértex, hipocampo, coliculo inferior e estriado 4 horas ap6s o estimulo audiogénico.

Foram utilizados 5 ratos WAR estimulados e 6 ratos WAR néo estimulados [p<0,05(*)].
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5. Discusséao

Os resultados obtidos endossam a hipotese investigada pelo trabalho. De fato, o
estimulo audiogénico é capaz de alterar a expressdo das citocinas e de BDNF nos
animais WAR comparados aos Wistar ndo-audiogénicos. Além disso, as proteinas de
neuromodulagdo encontravam-se com expressao alterada mesmo apds uma semana
do estimulo audiogénico nos animais WAR. A avaliacdo e a discussao pormenorizada
destes resultados serdo abordadas detalhadamente nos itens especificos

subsequentes.

5.1. Citocinas inflamatorias

A neuroinflamacéo, investigada cada vez mais nas doencas neuropsiquiatricas,
como em depressdo, comprometimento cognitivo e Doenca de Alzheimer,
representam uma repercussao das células gliais no funcionamento neuronal (DE
OLIVEIRA et al., 2015; SANKOWSKI; MADER; VALDES-FERRER, 2015; SINGHAL
et al., 2014). Conforme j& foi apresentado, a ativacao das células gliais representam
o gatilho para a producédo das citocinas inflamatorias por essas células (RAVIZZA et
al., 2005; RIZZI et al., 2003).

A participacdo das citocinas inflamatérias nas doencas neuropsiquiatricas,
incluindo a epilepsia e convulsdo, ainda ndo é totalmente esclarecida. Da mesma
forma que o insulto neuronal resulta, em geral, em aumento na producgéo das citocinas
inflamatorias, 0 aumento na atividade das citocinas, seja por modelos animais de
superexpressao, seja por injecdo de agonista do receptor das citocinas ou da propria
citocina resulta em manifestacdo de caracteristicas que mimetizam as doencas
neuroldgicas (BRITES; FERNANDES, 2015; CHOI; KOH, 2008; PIZZA et al., 2011,
SANDU et al., 2015; ULUDAG et al., 2013).

A encefalite de Rasmussen e a convulsao febril representam duas, dentre
diversas, condi¢des clinicas que resultam em neuroinflamacdo e possuem como

intercorréncia ou desfecho comum a susceptibilidade ao desenvolvimento de
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convulsdes (VEZZANI et al., 2016). Traumas e tumores que afetam o SNC, bem como
as diversas infeccoes do SNC e dos outros sistemas podem atuar como um gatilho
elou facilitador para o desencadeamento de atividades elétricas desordenadas e
resultar em convulsdes (RIAZI et al., 2008; VEZZANI et al., 2016).

E reconhecido o papel anticonvulsivo dos medicamentos anti-inflamatérios em
humanos e em modelos animais (CITRARO et al., 2015; HABERLANDT et al., 2010;
VEZZANI, 2015). Sabe-se que a administracédo de anti-inflamatorios ndo esteroidais é
capaz de reduzir a gravidade das crises convulsivas induzidas por eletrochoque em
ratos e induzidas tanto por estimulo audiogénico Unico quanto por estimulo apés
kindling em WAR (DORETTO et al., 1998).

Dessa forma, a neuroinflamacdo assume um papel indissociavel com a
atividade neuronal na hiperexcitabilidade vista nos eventos convulsivos. Dentre as
diversas citocinas, o TNF, a IL-1B e a IL-6 merecem destaque pela recorréncia nos
estudos que abordam a hiperexcitabilidade das epilepsias e, por isso, foi objeto de
estudo por nosso grupo.

Apesar de ser muito bem descrito o envolvimento das citocinas inflamatérias
nas epilepsias e convulsdes, poucos estudos foram realizados nos modelos animais
audiogénicos para avaliar a neuroinflamacgéo. Considerando os animais da linhagem
WAR, apenas um estudo é identificado na literatura para tratar deste assunto. Diante
disso, € salutar reconhecer, ndo s6 as diferencas de metodologia e delineamento
experimental, como também as particularidades fisiopatolégicas existentes entre 0s
diversos modelos animais.

Nesse ponto, vale ressaltar que os animais WAR, utilizados neste trabalho,
foram submetidos aos estimulos audiogénicos com 70, 74 e 78 dias de vida para
realizacdo da triagem dos animais susceptiveis ao estimulo audiogénico. Os estimulos
para 0S ensaios experimentais foram realizados com intervalo de uma semana
contados a partir do ultimo estimulo audiogénico do screening, isto €, com 85 dias de
vida, conforme descrito na sessao de metodologia.

Dessa forma, é coerente entender que os estimulos realizados para o screening
sao rigorosamente idénticos aqueles realizados para desencadear a crise convulsiva
experimental. E, portanto, a repercussdo bioquimica referente aos estimulos
audiogénicos induzidos durante o screening sao capazes de interferir na resposta
bioquimica avaliada no estimulo experimental, realizado uma semana ap0s o

screening.
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Em um trabalho realizado para avaliagdo da susceptibilidade dos ratos WAR a
outros estimulos pro-convulsivos, os autores preferiram utilizar WAR naive de
estimulos sonoros, justamente para evitar o fendbmeno de facilitacdo das crises
convulsivas e recrutamento limbico, que sdo progressivamente induzidos pelos
estimulos audiogénicos (SCARLATELLI-LIMA et al., 2003). Porém, sabe-se que por
se tratar de um modelo genético de epilepsia, nem todos os animais provenientes do
cruzamento entre ratos da linhagem WAR apresentam a caracteristica fenotipica de
ser susceptivel aos estimulos sonoros.

Assim, os dados obtidos, relativos a expressdo das citocinas inflamatorias
apresentados neste trabalho, devem ser analisados considerando essa
particularidade do modelo animal WAR. De forma semelhante, essa consideracao
deve ser expandida para as analises referentes aos dados de expressdo de NCS-1,
DARPP-32 e BDNF.
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5.1.1. TNF

O TNF é uma citocina pré-inflamatéria muito bem descrita no envolvimento em
condi¢gBes que apresentam resposta inflamatoria aumentada e, nos ultimos anos, o
papel do TNF na modulacdo da atividade neuronal tem se tornado cada vez mais
evidente (BALOSSO et al., 2013).

O envolvimento do TNF na hiperexcitabilidade das redes neuronais tem sido
cada vez mais bem elucidado. Atualmente, sabemos que apds um estimulo convulsivo
a producao de TNF é feita ndo so pelas células gliais, como astrécito e microglia, como
também pelo endotélio vascular cerebral (DE SIMONI et al., 2000; TURRIN; RIVEST,
2004)

A acdo do TNF na modulacao sinaptica é mediada tanto pela ativacdo direta
dos seus receptores no neurbnio, quanto pela atuacdo indireta nos neurdnios
desencadeada pela ativacdo dos seus receptores em células gliais (SCHAFERS;
SORKIN, 2008).

A sinalizacdo do TNF no SNC é mediada através de sua ligacdo com dois
receptores, o receptor TNFR1 (receptor p55) e o TNFR2 (receptor p75) (BALOSSO et
al., 2005). Esses receptores quando ativados desempenham funcdes antagbnicas na
hiperexcitabilidade. Ao passo que a ativacdo do receptor TNFR1 assume uma
atividade pro-convulsiva, o receptor TNFR2 desempenha um papel anticonvulsivo
(WEINBERG; BLAKE; MCCOWN, 2013).

A ativacdo do receptor TNFR1 resulta em modulagéo da atividade de vérios
alvos celulares. Tal receptor ativado resulta em ampliacao do influxo de ions Ca2*, via
ativacdo de PI3K e AKT mediada por receptores do tipo AMPA; resulta também na
ativacédo de receptores do tipo NMDA e na atividade da glutaminase, enzima chave
na sintese de glutamato. A endocitose do receptor GABAAa € resultado da ativacéo do
TNFR1, o que repercute na reducdo das correntes inibitérias. Todas essas acdes
mediadas pelo receptor TNFR1 resultam em aumento na susceptibilidade a convulséo
(para reviséo consultar (IORI; FRIGERIO; VEZZANI, 2016)).

Por outro lado, a acéo do receptor TNFR2 € exatamente oposta. A ativacao de

tais receptores resulta em reducéo da resposta ao glutamato e consequentemente
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reducdo da susceptibilidade a convulsédo. O receptor TNFR2 modula negativamente a
atividade dos receptores ionotropicos glutamatérgicos: AMPA, NMDA e KA (IORI et
al., 2016).

Diante das funcdes exercidas pelo TNF na hiperexcitabilidade das redes
neuronais, torna-se relevante endossar a relacdo entre tal citocina e modelos de
epilepsia através de resultados apresentados na literatura. Diversos trabalhos
associam TNF a atividade epileptiforme em modelos animais e em humanos e, dessa
forma, é salutar apresenta-los para que os resultados que obtivemos sejam

contextualizados.

Riazi e colaboradores (2008) induziram inflamacao periférica em ratos com
intuito de avaliar a susceptibilidade ao PTZ e a neuroinflamacéo associada. Obtiveram
como resultado maior susceptibilidade a crise convulsiva induzida pelo PTZ e ativacao
microglial com consequente producdo de TNF. A administracdo de anticorpo anti-TNF
resultou em inibicdo da maior susceptibilidade a convulsédo induzida pelo PTZ. Além
disso, a micro-injecdo intraventricular crénica de TNF em animais virgens de
tratamento resultou em aumento de susceptibilidade a convulséo induzida pelo PTZ

de forma semelhante a observada na inflamacéo periférica (RIAZI et al., 2008).

Tal resultado representa uma evidéncia robusta da importancia da ativacao glial
e da producao de TNF no contexto da hiperexcitabilidade vista na epilepsia. Sabe-se
também que, em culturas de neurénios hipocampais de rato, ha aumento na producéo
de TNF com a adicdo, de forma individual, de glutamato, de acido cainico, de AMPA
e de NMDA (DE BOCK; DORNAND; RONDOUIN, 1996).

Convulsdes limbicas sdo capazes de ampliar a expressdo de RNAm para TNF,
que atingem o pico de expressao em 6 horas ap0s o evento convulsivo e retornando
ao nivel basal em trés dias (DE SIMONI et al., 2000; LEHTIMAKI et al., 2003). A
inducéo de crises limbicas por adigdo de acido cainico na regido da amigdala de ratos,
resulta em um aumento significante de receptores TNFR1 e uma concomitante
reducgéo dos receptores TNFR2 (WEINBERG et al., 2013).

E importante considerar também que dois dias apés a inducéo de SE em ratos,
através da injecdo hipocampal de &cido cainico, hA um aumento significativo dos
niveis de TNF nas fatias hipocampais, que persiste por, no minimo, 7 dias (DE BOCK
et al., 1996).
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Nos animais WAR, obtivemos de fato, aumento na expressao de TNF a partir
de 4 horas ap0s a inducgédo da crise audiogénica em hipocampo, resultado que persistiu
pelo menos até 24 horas pos estimulo. Em coliculo inferior, 0 aumento dos niveis de
TNF s6 foram observados a partir de 24 horas do estimulo. Nas demais regides nao
houve aumento de expressdo em niveis significativos até 24 horas pds estimulo
(Figura 1).

Esses resultados sdo coincidentes com aqueles descritos na literatura. Os
animais expressam niveis aumentados de TNF ap0s a inducéo das crises convulsivas
e isso ocorre mesmo em modelos genéticos, como os WARs. Para endossar esse
fato, avaliamos a repercussdo que um estimulo audiogénico tem sobre a expressao
de TNF em WAR quando comparado com animais WAR néo submetidos ao estimulo.
Obtivemos aumento na expressao de TNF em cortex, coliculo inferior e em estriado
apos 4 horas da inducgéo convulsiva audiogénica nos animais submetidos ao estimulo
(DE SOUZA BERNARDINO et al., 2015).

O resultado comparativo com os animais Wistar ndo susceptiveis aos estimulos
audiogénicos evidenciou que os animais WAR apresentam expressao elevada de TNF
em todas as regides estudadas apos o estimulo audiogénico. A expressdo de TNF
ocorre, de maneira mais intensa nos animais WAR, ja com 30 minutos pés inducao

audiogénica em coliculo inferior, cortex e estriado (Figura 2).

Esse resultado nos remete a uma andlise em relacdo aos testes de triagem
realizados em WAR, isso porque, a inducéo de crise convulsiva nos animais WAR
durante o screening pode, também, representar estimulo capaz de propiciar a
elevacdo dos niveis proteicos de TNF. Tal analise é coerente diante da persisténcia
de niveis elevados de TNF por pelo menos uma semana pos estimulo, conforme
apresentado por de Bock e colaboradores (1996) (DE BOCK et al., 1996).

Outro ponto que merece destaque € a persisténcia de niveis de TNF elevados
por pelo menos 24 horas na regido do coliculo inferior, que é a regidao crucial para
ocorréncia do estimulo audiogénico. Provavelmente, nesta regido, a
hiperexcitabilidade ao estimulo audiogénico, vista nos animais WAR, esta associada

intrinsecamente a neuroinflamac&o e aumento nos niveis de TNF.

Outro dado interessante € a repercussao dos estimulos audiogénicos naqueles

ratos que nao tinham tendéncia a convulsdo audiogénica. Nesses animais houve um
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progressivo aumento na expressdo de TNF em praticamente todas as regides
estudadas. Apos 24 horas do estimulo audiogénico houve aumento dos niveis de TNF

em cortex, estriado e coliculo inferior (Figura 3).

A repercusséo do estimulo sonoro observada nos ratos ndo susceptiveis a
convulsdo audiogénica é coerente diante de dados da literatura. Alguns estudos
apresentam alteracbes na atividade e funcionamento hipocampal de animais
submetidos a estimulos sonoros repetitivos ou estimulo sonoro traumatico (CUNHA et
al., 2015; GOBLE; MOLLER; THOMPSON, 2009). Sabe-se que o estimulo sonoro de
alta intensidade e de curta duracéo € capaz de causar lesdo neuronal irreversivel por
desequilibrio metabdlico (KOJIMA; MATSUMOTO; ITO, 2007).

Além disso, ratos submetidos a estimulos sonoro de alta intensidade por 4
horas apresentam atividade neuronal espontanea, com reducéo de limiar de excitagao
e hiperexcitabilidade em algumas regiées do SNC (ZHANG; KALTENBACH, 1998).

Dessa forma, ndo representa surpresa 0 aumento na expressao de citocinas
inflamatorias em ratos Wistar ndo susceptiveis a crise convulsiva audiogénica apoés 4
estimulos sonoros de elevada intensidade, sendo que trés desses estimulos foram

realizados durante o screening e um estimulo para analise experimental.

Diferentemente dos animais WAR, 0s animais ndo susceptiveis atingiram niveis
maximos em 24 horas pos-estimulo, fato que coincide com a cinética de producéo
proteica descrita na maioria dos trabalhos ja descritos. Curioso € que, em cortex as
24 horas pos estimulo, ha uma tendéncia dos niveis de TNF serem maiores nos

animais Wistar comparado aos WAR.

Dada a pouca quantidade de estudos abordando essa linhagem genética de
animais, a caracterizacdo da expressao proteica de TNF neste modelo é
extremamente relevante. Assim como em outros modelos animais, a expressao de
TNF encontra-se elevada em todas as regifes estudadas ja com 24 horas pos
estimulo nos animais WAR. Tal citocina € capaz de fazer parte do arsenal bioquimico

envolvido nas crises audiogénicas deste modelo animal.
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5.1.2. IL-1B

A IL-1B é outra citocina pré-inflamatdria com atividade relevante na epilepsia e
€ membro da familia da IL-1, que tem como outros componentes a IL-1a, o antagonista
do receptor de IL-1 (IL-1Ra) e o receptor de IL-1 (IL-1R) (YOUN; SUNG; LEE, 2013).

Dentre os membros da familia da IL-1, os mais estudados em contexto de
convulsao e epilepsia sdo a IL-1B, como efetora das ac¢des, o receptor IL-1R1 e o IL-
1Ra. A IL-1a é uma proteina predominantemente associada a membrana celular, ndo
sendo extensivamente secretada como a IL-1pB, isso faz da IL-1a ser um membro da
familia da IL-1 consideravelmente menos estudada que os demais (LI et al., 2011;
YOUN et al., 2013).

Constitutivamente, a IL-13 € muito pouco expressa no SNC, porém, a inducdo
de crise convulsiva resulta em aumento dos niveis de IL-18, IL-1Ra e IL-1R1 em varios
modelos animais e em pessoas epilépticas (ULUDAG et al., 2015; YOUN et al., 2013).

O IL-1Ra atua como um antagonista do receptor IL-1 do tipo 1 (IL-1R1),
limitando a acdo da IL-1f3 sobre o IL-1R1 e, por causa disso assume funcdes opostas

aguelas desempenhadas pela IL-13 nas redes neuronais (LI et al., 2011).

A acado desencadeada pela interacdo IL-1B/IL-1R1 ocorre sobre varios alvos
celulares e resulta em potencializacdo da excitabilidade da rede neuronal. Um alvo
extremamente relevante para desempenhar tal funcao séo os receptores NMDA que
contém a subunidade NR2B. A ativacdo de IL-1R1 resulta em ativa¢do da Src-quinase
que fosforila a subunidade NR2B do receptor NMDA. Este receptor glutamatérgico
ativado, permite o influxo de ions Ca2*, ampliando a excitabilidade e susceptibilidade

ao desenvolvimento de convulsdo (IORI et al., 2016).
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IL-1B production
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Figura 24. Desenho esquematico representando os dois padrfes de resposta desencadeados através da interagédo
IL-71B/IL-1R1. Figura retirada da referéncia Vezzani, 2008.

O receptor IL-1R1 esta co-localizado e encontra-se fisicamente associado a
subunidade NR2B do receptor NMDA em neurdnios hipocampais pés-sinapticos de
rato. A estimulagcéo do receptor NMDA resulta em aumento da interacdo entre o IL-
1R1 e a sub-unidade NR2B. Tal associacdo é fundamental para resultar na
fosforilacdo dessa sub-unidade desencadeada pela interagéo IL-13/IL-1R1 (VEZZANI;
VIVIANI, 2014).

Sabe-se também que a atividade da interagdo IL-1B/IL-1R1 resulta em niveis
aumentados de glutamato na fenda sinptica, ndo s6 por estimular a liberacdo de
glutamato pelas células da glia ou via NMDA neuronal, como também por inibir a
recaptacdo de glutamato pela glia. Ambas acdes resultam também em reducéo do
limiar excitatério (IORI et al., 2016).
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Outra acdo desencadeada pela ativagdo do receptor IL-1R1 € a reducdo da
atividade do receptor GABAa, que favorece a reducdo das correntes inibitérias

GABAérgicas e a consequente ampliacao da excitacdo neuronal (IORI et al., 2016).

O resultado da interagdo IL-1B/IL-1R1 é claramente pré-convulsivo por resultar
na ativacdo de vias excitatorias e na reducdo da atividade das vias inibitorias,
conforme explicitado acima. O antagonismo exercido pelo IL-1Ra sobre as acdes da
IL-18 tem funcédo protetora da hiperexcitabilidade. Os modelos animais s&o
importantes para constatar a participacdo desses membros da familia da IL-1 na

convulsao e ajudar compreender como de fato atuam.

A administracao intra-hipocampal de IL-1B em animais tratados com &cido
cainico resulta em piora e prolongamento da atividade convulsiva (VEZZANI et al.,
1999). De forma oposta, a administracdo de algumas doses intra-hipocampais de IL-
1Ra reduz significantemente a atividade epileptiforme induzida pela administracéo de
acido cainico (VEZZANI et al., 1999), porém, o efeito somente ocorre na presenca do
receptor IL-1 do tipo 1. Isso porque em animais que ndo expressam tal receptor, a
injecdo de IL-1Ra ndo é capaz de interferir na susceptibilidade a crise convulsiva
(VEZZANI et al., 2002).

Minami e colaboradores (1991) apresentaram um dos primeiros trabalhos que
verificou a producao de citocinas inflamatérias apés crise convulsiva. Neste estudo,
os niveis de RNAm para IL-18, IL-6 e TNF estavam elevados apds algumas horas do
estimulo com &cido cainico em diversas regifes do SNC de ratos. Segundo Minami e
colaboradores (1991) apds 2 horas da administracéo de acido cainico em ratos, 0s
niveis de IL-1B encontram-se marcadamente aumentados em cértex cerebral, talamo,
hipotalamo e, a IL-1B foi pouco expressa em outras regides como o0 hipocampo.
Apesar de elevados, esses niveis aumentados ndo se sustentam por mais de 4 horas
apos a administracédo do agente pré-convulsivo (MINAMI; KURAISHI; SATOH, 1991).

O aumento na expressdo de RNAm para IL-1B ap6s as crises convulsivas
atraves da inducdo com acido cainico ou PTZ foi endossado por outros grupos anos
depois dos primeiros trabalhos (JANKOWSKY; PATTERSON, 2001; LEE etal., 2012;
VEZZANI et al., 1999). O aumento da expressao de IL-13 é rapido, atingindo o pico
em uma hora e meia apos a injecdo (JANKOWSKY; PATTERSON, 2001).
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Um fato relevante associado a produgcédo dos componentes da familia da IL-1
deve ser considerado para as convulsdes. Sabe-se que a inflamacéo periférica induz
a producéao concomitante de IL-1(3 e de IL-1Ra pelo SNC e que o IL-1Ra € produzido
em niveis muito superiores comparados a IL-1 B. Dessa forma, a acao da IL-1(3 sobre
o receptor IL-1R1 é rapidamente bloqueada. Por outro lado, apés a crise convulsiva,
h& uma grande producéo de IL-1p3 ndo concomitante com a produc¢éo de IL-1Ra, que
ocorre em menor quantidade e algumas horas apos a convulsdo (VEZZANI; BARAM,
2007).

E importante considerar a curva de expressao, obtida através da relagéo entre
0s niveis de expressdo em funcdo o tempo apds o estimulo convulsivo, de IL-1 e do
antagonista do receptor IL-1R1. Em 2005, Vezzani e colaboradores apresentaram
uma curva de expressdo de RNAm para IL-1p e para IL-1Ra em hipocampo de ratos
apos inducdo elétrica de SE (VEZZANI; GRANATA, 2005). Dentre os dados
apresentados, os niveis de RNAm para IL-1 mantiveram elevados no periodo
compreendido entre as 2 horas pos estimulacdo elétrica até 60 dias p6s estimulo,
alcancando o pico de expressdo 6 horas ap6s o estimulo elétrico hipocampal (DE
SIMONI et al., 2000).

Ainducdo de kindling, através da estimulacao elétrica via eletrodos na amigdala
de ratos, resulta em ampliacdo dos niveis de transcrito de IL-13 em 2 horas apos o
estimulo, mas nao apés 3 semanas do estimulo (PLATA-SALAMAN et al., 2000). O
receptor IL-1R1 apresenta mesmo padrédo de expressdo ao descrito para IL-1B. Tal
fato, € uma evidencia que reforca o turnover celular existente apés a producéo de IL-

1B desencadeada pelo insulto celular.

Um estudo conduzido por Pereira e colaboradores (2008) tinha como objetivo
avaliar diferenca na expressao de IL-1p entre animais WAR submetidos ao kindling
audiogénico ou submetidos a uma inducdo audiogénica apenas. Nao foram
divulgados no trabalho o tempo decorrente entre a ultima crise convulsiva e a
eutanasia dos animais, nem se os animais foram submetidos ao screening. No
entanto, os dados apresentados neste trabalho apontam para auséncia de diferengas

na expressao de IL-1 entre tais grupos (PEREIRA et al., 2008).

Obtivemos um resultado bastante semelhante ao descrito por Pereira e

colaboradores (2008), apesar da diferenca de delineamento experimental. Avaliando
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o nivel de expressao de IL-1B apds indugédo de convulsdo audiogénica em animais
WAR, néo houve diferenga entre os animais sacrificados em 30 minutos, 4 e 24 horas
(Figura 4).

Avaliamos também os niveis de IL-18 entre WAR submetidos a convulséo
audiogénica e WAR nao estimulados. Percebemos que apds 4 horas do estimulo
convulsivo, houve aumento na expressao de IL-1p apenas em cértex (DE SOUZA
BERNARDINO et al., 2015).

Porém, ao comprar os niveis de expressao de IL-1B8 dos animais WAR em
relacdo aos animais Wistar ndo susceptiveis a convulsdo audiogénica, percebemos
gue h& maior quantidade de IL-1B apds 4 horas dos estimulos nas quatro regides
estudadas, sendo que em coliculo inferior e em estriado esse aumento pdde ser

observado ja com 30 minutos pos indugéo da crise (Figura 5).

Desse modo, a inducdo de crise audiogénica garante um aumento na
expresséo de IL-1B nos animais WAR, conforme seria esperado comparando com 0s
resultados descritos na literatura. Diante disso, pode-se concluir que ha alteracdo nos

niveis de traducao proteica para IL-1p nos animais WAR.

O fato de néo ter sido observadas diferencas entre os intervalos de tempo pos
crise nos animais WAR, nos suscita, ao menos algumas hipoteses: 1) A inducéo de
crise convulsiva audiogénica em WAR resulta em aumento nos niveis de IL-1 em
picos diferentes daqueles descritos na literatura para outros modelos animais; 2) A
realizacdo do screening para triagem dos animais WAR altera o padréo de expressao
das citocinas no estimulo adicional, realizado uma semana apdés os testes de triagem;
3) A inducdo de crise convulsiva audiogénica é capaz de modular as respostas
desencadeadas pela interagdo da IL-13 com seu receptor, com aumento de

sinalizacéo celular apesar de niveis semelhantes da citocina.

Essas hipoteses levantadas merecem investigagdes adicionais para que sejam
endossadas ou refutadas. As duas primeiras hipoteses tém como base a diferenca
fisiopatoldgica e metodoldgica consistente entre os modelos de epilepsia e convulséo
mais frequentemente utilizados na literatura, induzidos por drogas, e 0os modelos

audiogénicos.
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Um estudo para investigar a expressao de IL-1a em modelos de convulsdo
audiogénica em camundongo revelou que os niveis de expressdo de RNAm para essa
citocina apresentam uma curva de expressao em padrao diferente do observado em
outros modelos de convulsédo. Nao sé o tempo de expresséo da IL-1a € diferente nos
modelos audiogénicos avaliados, como também, a topografia onde ocorre a
expressao da citocina. Enquanto nos modelos audiogénicos a expressao de IL-1a em
hipocampo nédo foi observada, na maioria dos outros modelos de convulsdo o
hipocampo € uma das regifes com maior expressao das citocinas inflamatérias como
a lL-1a (GAHRING et al., 1997).

A luz dos dados obtidos, percebemos que, ndo foram observadas diferencas
ao comparar os niveis de IL-18 nos animais WAR nos periodos avaliados, mas os
resultados entre WAR e Wistar revelam perda de diferenca estatistica entre esses
grupos em 24 horas p6s estimulo (Figura 4 e 5). Tal resultado é semelhante ao
aumento dos niveis de TNF nos animais Wistar apos o estimulo, conforme ja
abordado. Diante disso, € importante caracterizar qual a repercussado de um estimulo

sonoro de elevada intensidade em animais sadios nos niveis de expresséo de IL-1pB.

Avaliamos esses niveis e percebemos que a inducdo dos estimulos
audiogénicos em Wistar nao susceptivel resultou em aumento nos niveis de IL-138 em
estriado e em coliculo inferior 24 horas apds o estimulo, em comparag¢do com 0s niveis

apo6s 30 minutos e 4 horas (Figura 6).

Diante de todos esses dados apresentados, percebe-se que de fato existem
vias fisiopatoldgicas distintas que sustentam a apresentacdo de convulsao entre o
modelo animal utilizado em nosso trabalho e os demais modelos para estudo de
epilepsia. Além disso, ha necessidade de estudos adicionais para compreender o
efeito do estimulo sonoro de alta intensidade na lesdo neuronal e neuroinflamacao,
até mesmo na sua relacdo com as vias de sinalizacdo das citocinas inflamatorias.
Conforme aventado por nosso grupo, a hipotese de modulagéo das vias de sinalizacao
de IL-1B apds o estimulo audiogénico é plausivel, mas necessita de investigagao

adicional.

A importancia deste trabalho consiste exatamente na proposta de caracterizar

a neuroinflamacéo induzida no modelo WAR ap06s o estimulo audiogénico.
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A participagdo da IL-18 nos eventos convulsivos € bem marcante e,
provavelmente, desempenha uma funcéo essencial na hiperexcitabilidade das redes
neuronais do foco epiléptico. Além das funcdes intrinsecas atribuidas a IL-183, sabe-
se que essa citocina € capaz de alterar a expressdo de outras citocinas e fatores
neurotroéficos, tais como TNF, IL-6 e BDNF. Ao passo que a IL-1p regula a expressao
de dessas outras citocinas positivamente, a atuacdo sobre os niveis de BDNF é
negativa (SCHOBITZ; DE KLOET; HOLSBOER, 1994; VEZZANI et al., 1999;
VEZZANI et al., 2002).

Outro efeito bem documentado da agéo da IL-13 sobre o BDNF € a supresséo
da neuroprotecdo realizada por essa neurotrofina, fato que favorece a
neurodegeneracdo em neurdnios submetidos a insulto, como é visto na convulsao. IL-
1B afeta algumas vias de sinalizacédo celular ativadas pelo BDNF, provavelmente, a
principal delas € a da MAP quinase, e, dessa forma, € capaz de modular a
neuroplasticidade orquestrada pelo BDNF (TONG et al., 2008; TONG et al., 2012)
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5.1.3. IL-6

Assim como as demais proteinas ja apresentadas neste trabalho, a IL-6 € uma
citocina inflamatéria que merece destaque na neuroinflamacdo associada a
convulséo.

Tal citocina € majoritariamente produzida por astrocitos e microglia, mas pode
ser produzida por neurdnios sob injaria ou durante atividade neuronal robusta. A
producéo de IL-6 por astrdcitos e neur6nios pode ser induzida por diversos fatores,
dentre eles a IL-1B, conforme ja mencionado neste trabalho (GRUOL, 2015).

Além da IL-1B, TNF é capaz de induzir a producdo de IL-6 em neurbnios
corticais e em astrocitos (BENVENISTE et al., 1990). A ativacao de vias de transducéo
de sinal que envolvem NFkB, PKC, PKA-AMPc também induzem producéo de IL-6
pelos astrocitos (NORRIS et al., 1994).

IL-6 exerce seus efeitos no SNC através da interacdo com seu receptor multi-
subunidades. Este receptor é constituido de duas subunidades: o IL-6Ra, porgéo
especifica a IL-6, e a glicoproteina 130 (gp130), porcao inespecifica. A sinalizacao
celular € desencadeada através da interacdo entre dois complexos IL-6/IL-6Ra e dois
gp130 (GRUOL, 2015).

A cascata de sinalizacdo celular desencadeada pela interagdo IL-6/IL-
6Ra/gp130 resulta em ativagdo de algumas proteinas quinases como a JAK, a
RAS/MAPK e a PI3K (GRUOL, 2015). Além dessas proteinas quinases, a sinalizacao
desencadeada pela IL-6 é capaz de ativar o STAT3, um fator de transducdo e
transcricao ativo em neurdnios (GRUOL, 2015).

O evento convulsivo é capaz de estimular a expressdo de IL-6 tanto em
modelos animais quanto em epilepsia humana. Ja foi demonstrado que a inducéo de
crise convulsiva em rato utilizando a administracdo intraperitoneal de acido cainico é
capaz de aumentar a expressao de RNAm para IL-6 em diversas regides do SNC
(MINAMI et al., 1991).

A administracdo de acido cainico conforme realizado por Minami e
colaboradores (1991) foi capaz de aumentar RNAmM em hipocampo apés duas horas

do estimulo. Em cortex, hipocampo, talamo e hipotalamo o aumento nos niveis de
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RNAm para IL-6 foi intenso apds 4 horas do estimulo; houve aumento moderado nos
niveis de IL-6 em estriado nesse mesmo tempo (MINAMI et al., 1991).

Em pacientes epilépticos que ndo apresentavam crises convulsivas, por pelo
menos 3 dias, e tinham como doenca de base a ELT e epilepsia extra temporal, os
niveis plasmaticos de IL-6 encontravam-se elevados comparados aos pacientes
controles (ULUDAG et al., 2015). Em outro estudo, foi verificado que os niveis
plasmaticos de IL-6 de pacientes com ELT e epilepsia do lobo extra temporal atingem
0 pico de expressdo em 12 horas p0Os-ictal e, estes niveis sao estatisticamente maiores
do que os niveis basais destes mesmos pacientes (ULUDAG et al., 2013). Dessa
forma, percebe-se que em humanos com epilepsia, os niveis de IL-6 sdo maiores n&do
s6 apos o estimulo convulsivo, como também, no periodo inter-ictal basal.

De forma semelhante, aquela vista por Uludag e colaboradores (2013, 2015),
Peltola e colaboradores (2000) haviam descrito que os niveis de IL-6 se encontravam
elevados em plasma de pacientes epilépticos que desenvolveram crise convulsiva
recente e, além disso, encontraram niveis ainda maiores de IL-6 no liquor destes
pacientes comprados aos controles (PELTOLA et al., 2000).

Os experimentos em modelos animais com superexpressao ou knockout para
IL-6 ou com administracdo de substancias que interferem no pool de IL-6, como IL-6
exdgena ou anticorpos anti-IL-6, sdo extremamente representativos para explicitar as
acOes da IL-6 na hiperexcitabilidade neural. Alguns desses trabalhos merecem ser
destacados para contextualizar os dados obtidos por nosso grupo.

Camundongos que super expressam a IL-6 no SNC apresentam
convulsGes espontdneas, aumento na excitabilidade hipocampal e maior
susceptibilidade as convulsdes induzidas por glutamato (KALUEFF et al., 2004). O
modelo animal que super expressa IL-6 associado a atividade de astrécitos
(camundongo GFAP-IL-6) apresenta hiperexcitabilidade conforme descrito, porém, o
camundongo NSE-IL-6, que expressa IL-6 mediante a atividade neuronal, nao
apresenta convulsdes espontaneas (GRUOL, 2015). Segundo Gruol (2015), maiores
estudos se fazem necessarios para compreender as diferengcas entre esses dois
modelos animais para superexpressao de IL-6.

Outros trabalhos reforcam as caracteristicas hiperexcitatérias do modelo
GFAP-IL-6, ressaltando ndo s6 a importancia da IL-6 na excitabilidade como também
da relevante acdo astrocitaria nesse contexto (CAMPBELL, 1998; STEFFENSEN;
CAMPBELL; HENRIKSEN, 1994)
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Outra forma de induzir o efeito da sobrecarga de IL-6 no fenbmeno da
hiperexcitabilidade é a administragéo de IL-6 exdgena. A administragéo intranasal de
IL-6 humana em ratos aumenta a susceptibilidade desses animais a crise convulsiva
induzida pelo PTZ (KALUEFF et al., 2004). Além disso, a administracdo de IL-6 &
capaz de induzir hiperexcitabilidade mediada por canais para Na* em tecido neural de
rato (VEZZANI; VIVIANI, 2015).

A administracéo cronica de IL-6 em cultura de neurénios hipocampais de ratos
€ capaz de reduzir a expressao do receptor metabotropico mGLUR2/3, responsavel
por realizar regulagdo negativa da neurotransmissao glutamatérgica (VEREYKEN et
al., 2007).

Da mesma forma que a superexpressao de IL-6 resulta em hiperexcitabilidade
e maior susceptibilidade ao evento convulsivo, a auséncia de expressdo também
resulta em hiperexcitabilidade, conforme visto em animais knockout para IL-6. Os
camundongos knockout para IL-6 apresentam susceptibilidade aumentada para crises
convulsivas induzidas por acido cainico, NMDA, AMPA, PTZ entre outras drogas pro-
convulsivas (DE SARRO et al., 2004; PENKOWA et al., 2001)

A dualidade de fung¢des vista em modelos de convulséo e epilepsia pela IL-6
também é verificada em outros fendbmenos do SNC. Por exemplo, a IL-6 pode assumir
tanto funcBes neuroprotetoras quanto neurotoxicas. Nos animais GFAP-IL-6, ha uma
progressiva neurodegeneracao em diversas regides cerebrais que resulta em ataxia,
tremores, deficiéncia em aprendizado e hiperexcitabilidade hipocampal (CAMPBELL,
1998).

Em contrapartida, D’Arcangelo e colaboradores (2000) demonstraram uma
funcdo neuroprotetora de IL-6 atuando na inibicdo da liberacdo de glutamato e na
inibicdo da dispersao da excitabilidade neuronal in vitro (D'ARCANGELO et al., 2000).
Além disso, em modelo animal com deficiéncia na producéo de IL-6, a administracdo
de acido cainico resultou em aumento do estresse oxidativo e neurodegeneracao no
hipocampo destes animais, com aumento da mortalidade dos animais deficientes de
IL-6 (PENKOWA et al., 2001).

Jean Harry e colaboradores (2003) avaliaram a resposta do anticorpo anti-IL-6
em camundongos submetidos a crise convulsiva induzida por TMT. A administracéo
de anti-IL-6 resultou em aumento significante da lesdo neuronal aguda causada por

TMT. O resultado da administracdo do anticorpo anti-IL-6 na lesdo neuronal foi maior

85



do que o observado para o anticorpo anti-IL-18 e anti-TNF (JEAN HARRY;
BRUCCOLERI; LEFEBVRE D'HELLENCOURT, 2003).

Existe necessidade de compreender melhor a acédo de IL-6 nas redes neurais
submetidas a diversos insultos distintos. Apesar da acdo da IL-6 em neuroprotecéo,
atuando contra a excitotoxicidade glutamatérgica (D'ARCANGELO et al., 2000), sabe-
se que a IL-6 apresenta capacidade de interferir potencializando convulsdes induzidas
via excitacdo da via glutamatérgica, mas ndo naquelas que tem como substrato
principal a via colinérgica (SAMLAND et al., 2003).

Diante disso, percebe-se que € importante avaliar os efeitos de IL-6
individualmente em cada modelo animal. Nesse ponto, nosso trabalho procura
apresentar alguns dados sobre a expressao de IL-6 nos animais WAR, procurando
compreender a repercussao da expressao de IL-6 na convulsdo audiogénica.

A indugéo de uma crise convulsiva audiogénica nos animais WAR néo resultou em
diferenca na expresséo de IL-6 nas quatro regibes estudadas nos trés tempos de
analise. No entanto, em hipocampo, houve uma tendéncia a maior expressao de IL-6
no periodo de 4 horas pés estimulo, comparado com 30 minutos pos estimulo (Figura
7).

Apesar de néo terem sido verificadas diferencas na expressao de IL-6 entre os
tempos avaliados, sabe-se que um estimulo audiogénico realizado uma semana ap6s
0 screening é capaz de induzir aumento na expressao de IL-6 em coértex e estriado
em animais WAR 4 horas p06s estimulo audiogénico, conforme publicado por nosso
grupo (DE SOUZA BERNARDINO et al., 2015).

A auséncia de diferencas entre os niveis de IL-6 apds a inducdo audiogénica
em animais WAR (Figura 7), ndo representa, necessariamente, que ndo ha alteracéo
dos niveis de IL-6 pés crise convulsiva. Isso porque, conforme verificado por nosso
grupo, apos 4 horas do estimulo audiogénico, ha aumento dos niveis de IL-6 nos
animais WAR.

Assim, a curva de expressao de IL-6 em funcdo do tempo nao se faz
representativa ao comparar os trés pontos escolhidos para analise (30 minutos, 4
horas e 24 horas). Provavelmente, se outros pontos fossem avaliados, conforme
executado por Vezzani e colaboradores (2005) conseguiriamos endossar, com melhor
refinamento técnico, a maior expressao de IL-6 em animais WAR.

Apesar disso, conseguimos reforgar a maior expressao de IL-6 nos animais

WAR em outro experimento. Os animais WAR apresentam maiores niveis de
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expressdo de IL-6 apoOs a indugdo do estimulo audiogénico comparados aos ratos
Wistar ndo susceptiveis em todas as regides avaliadas. Assim como foi observado
para a IL-13 e TNF, na regido do coliculo inferior houve maior expresséao de IL-6 em
todos os tempos observados (Figura 8).

Considerando as demais regides estudadas, a expressao de IL-6 foi maior em
30 minutos em estriado e cortex, sendo que em coOrtex esses niveis se mantiveram
mais altos até as 4 horas pés estimulo. Em hipocampo, os niveis elevados foram
observados apenas as 4 horas pos estimulo (Figura 8).

Os resultados obtidos endossam a participacao da IL-6 em um modelo genético
de convulsédo audiogénica. O estimulo audiogénico é capaz de reforcar a expressao
de IL-6, que pode estar envolvida na hiperexcitabilidade apresentada pelos animais
WAR, assim como ocorre em modelos animais de epilepsia e na epilepsia do lobo
temporal humana, por exemplo.

Vale também ressaltar que foram realizadas analises comparativas dos niveis
de IL-6 nos animais Wistar ndo susceptiveis a convulsdo audiogénica. Obtivemos
auséncia de diferencas estatisticas nas quatro regiées estudadas nos trés tempos de
andlise (Figura 9). O estimulo audiogénico parece ter menor impacto nos animais nao
susceptiveis comparados com o grupo WAR, reforcando um possivel papel na
condicao de limiar convulsivo reduzido dos WAR.
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5.2. NCS-1 e DARPP-32
5.2.1. NCS-1

As vias de sinalizacdo celular desempenham funcéo critica na coordenacéo e
integracdo das variadas respostas celulares que sdo desencadeadas frente a
estimulos. As proteinas neuronais sensoras de calcio (NCS) sdo constituintes da
sinalizagéo celular para calcio e desempenham fungéo crucial em diversos eventos
celulares.

Dentre essa familia de proteinas, a proteina NCS-1 € considerada um prototipo
das NCS, representa a proteina mais estudada da familia. NCS-1 é capaz de
responder a pequenas flutuagdes na concentracédo de ions Ca?* e encontra-se tanto
ancorada a membranas quanto em pool citoplasméatico (DASON et al., 2012; MCCUE;
HAYNES; BURGOYNE, 2010).

A liberacdo de neurotransmissores, a regulacdo da concentracdo de receptores e
canais idnicos na membrana, o controle da transcricdo génica e o desenvolvimento e
sobrevivéncia celulares sdo funges que envolvem a participagéo da proteina NCS-1
(PANDALANENI et al., 2015).

Apesar de ser a proteina neuronal sensor de céalcio mais estudada, ainda ha
necessidade de elucidar os mecanismos funcionais da NCS-1 nas diversas vias de
sinalizagdo que participa.

Vérios estudos procuram avaliar as funcdes de NCS-1 através de organismos
Vivos com expressao alterada para esta proteina. Sabe-se que a superexpressao de
NCS-1 esta relacionada a facilitacdo na liberacdo de neurotransmissores, a um
aumento na transmissao espontanea e induzida em placa motora, a melhora na
capacidade de aprendizado e memoria (para revisao veja (MCCUE et al., 2010).

Roedores knockouts para NCS-1 ou com expressdo de NCS-1 instavel estéo
comecando a ser estudados com maior propriedade, mas ja € descrito que esses
animais apresentam alteracdo no comportamento exploratério, no comportamento
associado a doencas psiquiatricas e na memoria (DE REZENDE et al., 2014; MUN et
al., 2015). A alteragdo de comportamento, de locomoc¢cdo e de memadria também foi
verificada em moscas do género Drosophila e no nematédeo da espécie
Caenorhabditis elegans (DASON et al., 2009; GOMEZ et al., 2001). Além disso,
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moscas knockouts para NCS-1 apresentam prejuizo significativo do influxo de ions
Ca?* para neurdnios (DASON et al., 2009).

NCS-1 é capaz de interagir com diversos alvos celulares e com isso participa e
desempenha variadas funcbes. Tendo em mente a fisiopatologia do processo
convulsivo, cabe ressaltar algumas funcdes da proteina NCS-1, que podem ter relacédo
com hiperexcitabilidade das redes neuronais, e 0s respectivos alvos celulares
envolvidos.

A facilitacdo das sinapses mediada por NCS-1 é resultante da interacdo dessa
proteina com varios alvos celulares, um desses alvos é a subunidade a1 do canal
ibnico para ions calcio Cav2.1. Essa interacdo favorece a ativacdo deste canal,
resultando em influxo de ions Ca?* e a liberag&o de neurotransmissores (BURGOYNE;
HAYNES, 2015). Outro alvo celular associado com a facilitacdo sinaptica é a
potencializacdo da atividade do receptor para IP3, que resulta em aumento da
sinalizacdo para ions Ca?* (BURGOYNE; HAYNES, 2015; KASRI et al., 2004).

Além atividade em plasticidade sinaptica, a proteina NCS-1 também é capaz de
modular a via dopaminérgica através da interacdo com o receptor dopaminérgico D2.
NCS-1 interage concomitantemente com o receptor D2 e com a proteina quinase de
receptor acoplado a proteina G (GRK), causando a inibicdo da internalizagdo do
receptor D2, o que resulta em reducédo da dessensibilizagcdo dos receptores D2 na
presenca de dopamina (DRAGICEVIC et al.,, 2014). Tal ligacdo resulta em
amplificacdo da sinalizacdo celular desempenhada pelo receptor D2 (SOUZA et al.,
2011). E extremamente relevante ressaltar que o efeito de NCS-1 ocorre também em
receptores D2 pré-sinapticos, também chamados de autorreceptores D2, e essa
interacdo pode representar um mecanismo fisiopatolégico envolvido na doenca de
Parkinson (DRAGICEVIC et al., 2014; POETSCHKE et al., 2015).

Além desses alvos celulares ja descritos, sabe-se que NCS-1 é capaz de interferir
na sinalizacdo mediada por ERK, principalmente no aumento de ERK2 no pool
perinuclear (BAR-GILL et al., 2013). ERK pertence a familia das MAPK e participa nos
processos de plasticidade sinaptica e epileptogénese (MERLO et al., 2004).

Apesar da associacdo intrinseca com a sinalizacéo via ions Ca?* e das fungdes na
plasticidade sinaptica, séo raros os estudos que associam a expressao de NCS-1 ao
evento convulsivo. Estudos, que apresentam essa associagao, foram delineados para
avaliar uma possivel alteracdo nos niveis de NCS-1 causada pelo tratamento com

ECT, como pode ocorrer naqueles pacientes que apresentam doencgas associadas a
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alteracdo na via dopaminérgica, como a esquizofrenia (GENIN et al., 2001; ROSA,;
SOUZA; SOUZA; MOTTA; CAETANO; JORNADA; FEIER; JEROMIN; et al., 2007).

Apesar da distincdo evidente entre as doencas convulsivas e a esquizofrenia,
podemos obter alguns dados destes trabalhos, uma vez que, a ECT de certa forma
induz descargas elétricas semelhantes a convulsdo. Segundo Rosa e colaboradores
(2007), o estimulo eletroconvulsivo administrado de forma aguda ou crénica em ratos
Wistar ndo sdo capazes de alterar os niveis de NSC-1 em varias areas cerebrais,
exceto no cerebelo, onde ha aumento de NCS-1 apds 12 horas do estimulo crbénico
(ROSA; SOUZA; SOUZA; MOTTA,; CAETANO; JORNADA; FEIER; JEROMIN; et al.,
2007). Apesar disso, o estimulo eletroconvulsivo agudo em ratos Sprague-Dawley foi
capaz de elevar os niveis de RNAm para NCS-1 apos 6 horas do estimulo (GENIN et
al., 2001).

Contrastando com os dados apresentados nestes trabalhos, avaliamos a
expressdo de NCS-1 nos ratos WAR e os Wistar ndo susceptiveis a convulsdo
audiogénica e verificamos aumento na expressao de NCS-1 em hipocampo dos WAR.
As outras duas regides estudadas, cértex e cerebelo, ndo apresentaram diferencas
na expressao de NCS-1 entre os dois grupos (Figura 10).

Cunha e colaboradores (2015) avaliaram a repercussao de estimulos sonoros
repetitivos de alta intensidade sobre a “potenciagédo” de longa duragdo (LTP) em
hipocampo de ratos Wistar e de ratos WAR. Os estimulos sonoros repetitivos de alta
intensidade sao capazes de inibir e suprimir LTP em animais Wistar ndo susceptiveis
ao estimulo audiogénico, porém esse efeito ndo ocorre nos animais WAR. Nesses
animais, o estimulo sonoro repetitivo de alta intensidade néo é capaz de inibir LTP em
hipocampo. Os autores deste trabalho aventam para uma possivel alteracdo conectiva
entre o estimulo sonoro e LTP hipocampal como possivel mecanismo de
susceptibilidade a crise convulsiva dos WAR (CUNHA et al., 2015).

Sabe-se que NCS-1 é capaz de regular tanto a depresséao de longa duracao (LTD)
guanto o LTP em alvos neuronais pés-sinapticos no SNC (DASON et al., 2012). A
ativacdo de NCS-1 via receptores glutamatérgicos do tipo NMDA é um dos estimulos
responsaveis por potencializar a LTP mediada por NCS-1 (DASON et al., 2012).

O aumento dos niveis de NCS-1 em hipocampo verificado por nosso grupo (Figura
10), pode representar um possivel substrato bioquimico para endossar os achados de
Cunha e colaboradores (2015). Os niveis aumentados de NCS-1 encontrados em

hipocampo, regido notadamente envolvida em kindling, podem estar associados a
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manutencdo da LTP em WAR. Muitos estudos ainda se fazem necessérios para
concatenar a expressdo de NCS-1 com a susceptibilidade a convulsdo apresentada
pelos WAR, ainda mais no sentido de realizar adequacdo metodoldgica entre estes
trabalhos.

Além disso, é salutar compreender que os resultados obtidos através da indugéo
audiogénica em WAR revelam possiveis diferencas entre as vias de sinalizacao
celular ativas neste modelo e aquelas ativadas em modelo de ECT. N&o se pode
afirmar com exatiddo o contraste entre o0 modelo audiogénico e o modelo de

eletroconvulséo, pois nédo foram realizadas metodologias semelhantes.
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5.2.2. DARPP-32

A proteina DARPP-32 desempenha papel crucial na sinalizacéo celular mediada
por dopamina, mas essencialmente, atua como elo entre a sinalizagcdo dopaminérgica
e a sinalizacdo glutamatérgica (GREENGARD, 2001). Além disso, DARPP-32 pode
ser ativada por diversas outras vias de sinalizacdo e é capaz de modular receptores
GABAérgicos e canais ibnicos (FERNANDEZ et al., 2006).

Devido a tamanha importancia em vias de sinalizacdo fundamentais do SNC, a
DARPP-32 tem sido investigada em diversas doencas do SNC como esquizofrenia,
depressao, Parkinson e até mesmo na adic¢ao as substancias de abuso (REIS et al.,
2007).

Apesar disso, poucos estudos associam DARPP-32 a epilepsia. Sabe-se, como ja
descrito neste trabalho, que as vias glutamatérgica, GABAérgica e dopaminérgica
assumem um papel essencial nas doencas associadas a convulsdo. Assim, torna-se
relevante compreender os mecanismos de ativacao e a atividade de DARPP-32 nas
redes neurais, para gque sua ac¢ao possa ser concatenada com a hiperexcitabilidade
neuronal vista na convulsao.

Sabe-se que DARPP-32 desempenha suas funcdes a partir de seu estado ativo,
isto &, fosforilado, e que sua ativacdo pode ser desempenhada por, a0 menos quatro
proteinas quinases distintas (FERNANDEZ et al., 2006).

A sua forma fosforilada D34, resultante da acao da PKA, é um potente inibidor da
PP-1, fosfatase com importante funcao neuronal. PP-1 é envolvida em vérias vias de
sinalizacdo associadas aos receptores glutamatérgicos do tipo AMPA e NMDA, aos
receptores GABAérgicos, como 0 GABAA, aos canais idnicos sensiveis a voltagem, a
calmodulina quinase Il, aos fatores de transcricdo como CREB, entre outros (ALBERT
et al., 2002; FERNANDEZ et al., 2006; GREENGARD, 2001).

Sabe-se que a inibicdo de PP-1 pela DARPP-32 resulta em ativacdo de ERK 1 e
2, quinase membro da familia das MAPK, que estdo envolvidas em diversos
processos bioldgicos, incluindo plasticidade sinaptica e epileptogénese (MERLO et al.,
2004).

A DARPP-32 pode ser fosforilada em outros residuos de aminoacidos e atuar de
maneira diferente da forma D34. Sob acdo da CKD5, a DARPP-32 é fosforilada no
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residuo Tre75 e atua como inibidor da PKA, diminuindo a formac¢éo de pDARPP-32-
D34 (FERNANDEZ et al., 2006).

Sob influxo de calcio, mediado por exemplo através da acao dos receptores AMPA
e NMDA, a proteina fosfatase 2B (PP-2B, conhecida também como calcineurina) &
ativada causando a desfosforilagdo da forma D34 (FERNANDEZ et al., 2006).

O'Sullivan e colaboradores (2008) investigaram a relacdo entre DARPP-32 e a
inducdo de convulsdo mediada pelo receptor D1 em camundongos. Os resultados
obtidos neste estudo revelam a relevante funcao do receptor D1, especificamente na
transducdo de sinal mediada pela adenilato ciclase, na inducdo de convulsdo. A
adenilato ciclase € uma enzima que amplia os niveis de AMPc, que participa da
ativacdo de PKA (Yger, 2011).

A utilizacdo de uma droga agonista do receptor D1 com estimulo especifico na via
da adenilato ciclase foi capaz ndo s6 de induzir crise convulsiva como também de
ampliar fosforilagdo de DARPP-32 no sitio Tre34 e de ERK 1/2 (O'SULLIVAN et al.,
2008). A pDARPP-32-D34 foi encontrada em niveis significativamente elevados em
fatias de estriado durante a evolucéo e a manifestacdo da crise convulsiva, porém a
fosforilagdo da DARPP-32 era inibida no periodo pos-ictal (O'SULLIVAN et al., 2008).

Além disso, foi verificada reducao significativa, em frequéncia e em intensidade,
de convulséo ao tratar animais knockout para DARPP-32 com a droga capaz de ativar
o receptor D1 via adenilato ciclase. Esse estudo sugere a participacdo de DARPP-32
na reducdo do limiar excitatorio neuronal em crises convulsivas induzidas por agonista
em receptor D1 (O'SULLIVAN et al., 2008).

O'Sullivan e colaboradores (2008) também verificaram que a ativacao da via de
sinalizacdo celular da PLC acoplada a ativacdo de receptor D1 com uma droga
especifica ndo resulta em crise convulsiva e € capaz de inibir a producédo de pDARPP-
32-D34.

Outro estudo que avalia a relacdo de DARPP-32 com convulsao foi conduzido por
Rosa e colaboradores (2007). Esse estudo avaliou os niveis de DARPP-32 apés
estimulos eletroconvulsivos agudos e crénicos em estriado, coértex, hipocampo e
cerebelo de ratos Wistar.

O estimulo eletroconvulsivo agudo foi capaz de elevar os niveis de DARPP-32 em
cortex, mas ndo em estriado, hipocampo e cerebelo (ROSA; SOUZA; SOUZA;
MOTTA; CAETANO; JORNADA; FEIER; GOMEZ; et al., 2007). Por outro lado, o

estimulo croénico resultou em aumento dos niveis de DARPP-32 em estriado e
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hipocampo, mas ndo em cértex e cerebelo (ROSA; SOUZA; SOUZA; MOTTA;
CAETANO; JORNADA; FEIER; GOMEZ; et al., 2007). Os niveis de DARPP-32
voltaram ao valor basal apds 48 horas do ultimo estimulo eletroconvulsivo tanto no
protocolo de inducéo convulsiva aguda quanto na indugéo cronica.

Segundo Wang e colaboradores (2014), a inducéo de SE em rato decorrente da
administrac@o de PTZ é capaz de aumentar a fosforilagdo de DARPP-32 em cortex,
hipocampo e estriado. Os niveis de p-DARPP-32 atingem o pico entre 1 hora a 6 horas
apos a manifestacdo do SE e permanecem elevados por até 24 horas. Segundo os
autores, a fosforilagdo de DARPP-32 pode desempenhar uma funcdo central no
desencadeamento do SE (WANG, W. et al., 2014).

Diante disso, avaliamos a expressdao de DARPP-32 em animais WAR e os Wistar
nao susceptiveis a convulsdo audiogénica, seguindo mesma metodologia adotada
para avaliagdo da NCS-1 e verificamos aumento na expressdo de DARPP-32 no
hipocampo dos WAR. Obtivemos niveis menores de DARPP-32 em cerebelo dos
animais WAR comparados aos controles e ndo houve diferenca em cortex entre os
dois grupos avaliados (Figura 11).

Tal resultado nos evidencia que a via de sinalizagdo responsavel pelos niveis de
DARPP-32 se encontra com atividade alterada em hipocampo e cerebelo dos WAR.
E, além disso, os resultados obtidos com 0 modelo de convulsdo audiogénica diferem
dos resultados obtidos através da estimulacdo eletroconvulsiva. Assim, 0s animais
WAR, apresentam expressdo de DARPP-32 diferenciada em relacdo aos animais
Wistar estimulados por choque.

Vale ressaltar que nosso resultado consiste em niveis de DARPP-32 total, uma
vez gque néo foi avaliado o estado fosforilado dessa proteina. Dessa forma, estes
resultados ndo traduzem diretamente a atividade de DARPP-32, apenas a expressao
quantitativa de tal proteina no momento de estudo.

Porém, a expressdo aumentada de DARPP-32 sugere que estimulos convulsivos
audiogénicos sao capazes de interferir na expressdo de DARPP-32 provavelmente

por mecanismos distintos dagueles observados em estimulo eletroconvulsivo.
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5.3. BDNF

Sabe-se da literatura que BDNF esta envolvido no processo da epileptogénese e,
desta forma, torna-se relevante compreender como a atividade neuronal regula a
expressao e liberacdo de BDNF pelo neurdnio.

A transcricdo de BDNF nos neurdnios € ampliada mediante a diversos estimulos,
dentre eles, merece destaque, a despolarizagdo de membrana induzida por disparo
convulsivo e a ativagdo dos receptores glutamatérgicos como o NMDA (ADACHI et
al., 2014). O evento regulatorio para transcricdo do BDNF é a elevacéo do ion célcio
no meio intracelular seja via receptor NMDA ou via canais para calcio sensiveis a
voltagem, como o do tipo L (MARTINEZ-LEVY; CRUZ-FUENTES, 2014).

O influxo de ions Ca?* decorrente da despolarizacdo da membrana é capaz de
induzir a ativacao transcricional do gene do BDNF. A interacdo com o fator de
transcricdo CREB com a regido promotora do gene e a fosforilacdo do mesmo resulta
na transcricdo do BDNF (TAO et al., 1998). A fosforilacdo do CREB, na posicao Ser-
133, evento critico para resultar em transcricdo de BDNF, € mediada por algumas
quinases, dentre elas a MAPKAP, a RSK 1-3 e duas quinases dependentes de
Caz*/calmodulina (CaMK Il e IV) (MAROSI; MATTSON, 2014; TAO et al., 1998).
Assim, é possivel compreender como a atividade neuronal é capaz de regular a
expressdo de BDNF, através de influxo de ions Ca?* e de ativagdo de CREB.

O BDNF é transcrito na forma de pré-pr6-BDNF e pela da acdo de proteases é
convertido em uma isoforma imatura, o pr6-BDNF, que é ativo e armazenado dentro
de vesiculas. Ainda permanece controverso se a clivagem de pr6-BDNF a BDNF
ocorre apenas em meio intracelular ou também ocorre em meio extracelular.
Evidéncias sugerem que a secrecdo pode ocorrer na forma de pr6-BDNF e/ou BDNF
(ADACHI et al., 2014; LEAL etal., 2015).

O BDNF armazenado em vesiculas é transportado por complexos de proteinas
motoras para os axdnios e dendritos, fato demonstrado em hipocampo transfectado
com BDNF fluorescente. O transporte de BDNF pode ocorrer tanto de forma
retrograda, quando capturado por um neurbnio pés-sinaptico e levado ao seu corpo

celular, quanto de forma anterograda, quando o BDNF é levado do corpo celular até
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dendritos e axdnios (LEAL et al., 2015; TAPIA-ARANCIBIA et al., 2004). Dessa forma,
o BDNF é capaz de atuar modulando tanto no input quanto output de estimulos.

O processo de secrecdo de BDNF também é dependente de influxo de Caz*
através dos receptores ionotrépicos glutamatérgicos e/ou dos canais para Calcio
sensiveis a voltagem do tipo L. H& necessidade de amplificacdo da concentracdo de
ions Caz* no meio intracelular, liberado dos estoques intracelulares, para que haja a
secrecdo de BDNF para o meio extracelular (ADACHI et al., 2014). A ativacdo de
CaMKIl e de PKA é fundamental para que a secrecdo de BDNF ocorra (ADACHI et
al., 2014).

O BDNF exerce sua fungdo quando ligado aos seus receptores: o inespecifico,
p75NTR, que é receptor comum com outras neurotrofinas e tem maior afinidade pela
forma de pr6-BDNF, e o receptor especifico, Trk-B com especificidade ao BDNF
(ADACHI et al., 2014).

Os eventos intracelulares desencadeados pela interagdo BDNF/Trk-B sao
diversos e, dentre eles, vale destacar algumas das vias ativadas por essa interacao
gue possuem relevancia dentro do contexto deste trabalho. A sinalizacdo decorrente
da interacdo do BDNF com seu receptor de alta afinidade, o Trk-B, € considerada um
fator preponderante para coordenacdo e modulagcéao da epileptogénese (KAILA et al.,
2014).

A interacdo entre BDNF e Trk-B modula o funcionamento de varias vias de
sinalizacao intracelular que cumprem papel relevante no contexto da epileptogénese.
Uma delas é a elevacdo e a estabilizacdo da atividade da PKA/AMPc, que séo
fundamentais na ativacdo de diversos reguladores como a proteina DARPP-32
(CHANDWANI et al., 2013; PEREZ-GOMEZ; TASKER, 2013). Outro evento mediado
pela ativacdo do receptor Trk-B é a fosforilagdo da AKT e ativacdo de GSK-3, de
MAPK e de PI3K (BAYDYUK; XU, 2014; PEREZ-GOMEZ; TASKER, 2013).

Sabendo que a atividade neuronal € relevante na transcricdo, traducao e
secrecdo de BDNF, é salutar reconhecer o tempo entre a estimulagcéo do neurdnio, a
transcricdo de RNAm para BDNF e a expressdo de BDNF.

Em cultura de neurénios corticais de ratos foi constatado que a expressao de
RNAmM para BDNF iniciava a partir de 30 minutos, atingia o pico de expressao em 60
minutos e permanecia detectavel por 3 horas depois de um estimulo Unico em

neurdnios virgens de estimulagéo (TAO et al., 1998). De forma coerente, a fosforilacéo
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do CREB sob as mesmas circunstancias, ocorreu a partir de 15 minutos do estimulo
e permaneceu constante até 3 horas depois do estimulo Unico (TAO et al., 1998).

Em camundongos C57 machos submetidos a infusdo unilateral intra
hipocampal de acido cainico, foram avaliados os niveis de expressdo de BDNF no
hipocampo de 7 grupos distintos, distribuidos por um periodo de avaliagdo com
duracdo de 5 semanas. O primeiro grupo representou o 1° dia apds aplicacao de 4cido
cainico e o ultimo grupo apos 31 dias da injecao. Foram comparados os niveis de
BDNF entre o hipocampo submetido a injecéo de acido cainico com o contralateral de
cada animal. Foi observado que os niveis de BDNF comecgaram a se elevar apds 24
horas da injec@o e atingiram a maxima expressédo no 16° dia; houve uma queda da
expressao no 21° dia e um novo aumento na expressao no 31° dia (HEINRICH et al.,
2011).

Além desses resultados, Heinrich e colaboradores (2011) realizaram analise de
expressao de RNAm para BDNF através de hibridizacdo in-situ em fatias hipocampais.
O resultado deste estudo revela um aumento progressivo e significante na expressao
de RNAm para BDNF nas fatias hipocampais expostas ao acido cainico. Os niveis de
RNAm para BDNF permaneceram significativamente elevados, desde o primeiro dia
de andlise (2° dia pdés exposicdo ao acido cainico), até o ultimo dia, quando as crises
convulsivas comegaram a manifestar (HEINRICH et al., 2011).

Ernfors e colaboradores (1991) também obtiveram resultados semelhantes
sobre a expressdao de RNAm para BDNF com a estimulacéo elétrica sucessiva em
ratos machos. O periodo de 30 minutos a 1 hora apos o ultimo estimulo elétrico
representou o pico de expressdo do RNAm para BDNF em fatias de cértex e de
hipocampo, respectivamente. Porém, apds 24 horas do ultimo estimulo, os niveis do
RNAmM para BDNF eram proximos aos animais controles (ERNFORS et al., 1991).

Diante disso, € importante considerar as variabilidades intrinsecas de cada
espécie animal, de cada metodologia de inducdo de crise convulsiva e de cada
delineamento experimental.

Os animais WAR utilizados neste trabalho ndo devem ser considerados um
modelo de epilepsia, uma vez que nao foi aplicado o protocolo de kindling audiogénico.
Dessa forma, os resultados obtidos sobre a expressdo de BDNF ndo devem ser
rigorosamente contrastados com aquele apresentado por Heinrich e colaboradores
(2011), uma vez que a injecdo de &cido cainico, mesmo que Unica, representa um

modelo classico para epileptogénese e ELT. Também é inegavel que os resultados

97



em WAR nao possam ser contrastados com os resultados apresentados por Tao e
colaboradores (1998), uma vez que tais resultados foram obtidos através de um Unico
estimulo.

Porém, cabe endossar que o estimulo realizado uma semana apos a triagem
deve ser considerado como um estimulo adicional, capaz de deflagrar uma descarga
epileptiforme nas redes neuronais dos WARs, e induzir repercussdes bioguimicas e
estruturais adicionais aquelas ja estimuladas durante o screening. Dessa forma, o
modelo animal de estudo pode ser encarado como um modelo de transicao entre o
modelo de estimulac&o Unica (TAO et al., 1998) e o modelo de epilepsia (HEINRICH
et al., 2011).

Conforme descrito brevemente na introducdo, sabe-se que um estimulo
convulsivo isolado ou uma crise epiléptica € suficiente para resultar em grande
aumento nos niveis de RNAm para BDNF, que permanecem elevados por algumas
horas e apresentam reducdo apdés 24 horas do estimulo (ISACKSON et al., 1991). O
aumento na expressao de RNAm para BDNF é claramente potencializado e difundido,
pelas areas do SNC afetadas pela descarga epileptiforme, por estimulos repetitivos
que causam crise convulsiva generalizada (ERNFORS et al., 1991).

Avaliamos os niveis de expressdo de BDNF em animais WAR ap6s 30 minutos,
4 horas e 24 horas de um estimulo audiogénico deflagrador de crise realizado uma
semana apoés o screening. Apesar dos dados da literatura endossarem o aumento nos
niveis de BDNF ap0s a convulsdo, os resultados obtidos por nosso grupo nédo
evidenciam diferencas na expresséo de BDNF nos WAR apo6s estimulo audiogénico,
exceto no estriado, onde houve reducédo nos niveis de expressdo de BDNF do grupo
de 24 horas em comparacado com 4 horas (Figura 12).

Porém, conforme ja publicado por nosso grupo, a indu¢do de uma convulséo
audiogénica repercute na producdo de BDNF no cértex do animal estimulado,
comparado ao WAR nao estimulado, ap0s 4 horas do estimulo (DE SOUZA
BERNARDINO et al., 2015). Outros intervalos de tempo nao foram avaliados, diante
disso, ndo é possivel afirmar que apenas o coOrtex sofre variagdo na expressado de
BDNF ap6s um estimulo.

Possivelmente, para avaliacdo da curva de aumento na expressao de BDNF
nos animais WAR apdés um estimulo, os pontos avaliados podem nado ser tao
representativos. Certamente, seria esperado uma curva com ampliacdo seguida de

reducdo da expressao de BDNF; o unico ponto que condiz com essa analise € a
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reducdo de expressdo na regido estriatal. Nesse sentido, ha necessidade de
investigacdes adicionais, para que a via de expresséo das neurotrofinas seja melhor
compreendida e descrita nos WAR.

Por outro lado, obtivemos resultados que evidenciam a maior expressao de
BDNF em animais WAR comparados aos Wistar ndo susceptiveis, algo que ja seria
esperado pelos resultados encontrados na literatura descritos acima. De fato, a
inducao de crise convulsiva nos animais WAR resulta em expressdo aumentada de
BDNF em todas as regidoes estudadas (Figura 13). Estes resultados apontam para
uma maior ativacéo da via de transcricéo e traducdo de BDNF em animais WAR, algo
que poderia estar relacionado com a maior susceptibilidade dessa linhagem genética
em desenvolver as crises audiogénicas.

A participacdo do BDNF na hiperexcitabilidade das redes neuronais desses
animais fica ainda mais evidente pelo fato do BDNF encontrar-se em niveis elevados
por pelo menos 24 horas no coliculo inferior dos WAR. Sabe-se que essa € a regido
primordial para deflagrar a convulsdo audiogénica nestes animais (GARCIA-
CAIRASCO, 2002).

E interessante ressaltar que com 30 minutos pés-estimulo ja pdde ser
observado elevacao na expressao da proteina BDNF em todas as regifes avaliadas.
O processo de transcricdo e traducdo nestes animais ocorreu de forma mais rapida
do que relatada por Tao e colaboradores (1998), que avaliaram neurdnios corticais
virgens de estimulacéo (TAO et al., 1998).

Provavelmente, essa maior agilidade da maquinaria celular em produzir BDNF
pode ter sido desencadeada pelos estimulos induzidos durante o screening. Os trés
estimulos necessarios para a triagem dos animais susceptiveis podem ter produzido
um ambiente intracelular favoravel para a producdo de BDNF, como, por exemplo,
maiores niveis de ions Ca?*, maior expressdo de proteinas sensoras de célcio. Essa
hipotese justificaria os maiores niveis de BDNF ja com 30 minutos pos estimulo em
todas as regides estudadas.

Além disso, é documentado que os niveis de expressdo da proteina BDNF
permanecem elevados e atingem o pico maximo em até 24 horas apés o estimulo
convulsivo; posteriormente, ha um decaimento da expressdo da proteina até os
valores dos animais controles (ELMER et al., 1998; HEINRICH et al., 2011). Cada
regidao do SNC atinge o pico de expressdo de BDNF em um tempo diferente apds a

inducao da crise epiléptica (ELMER et al., 1998).
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De fato, comparado com os animais Wistar, os animais WAR apresentaram
aumento de expressdo em todas as regides avaliadas, porém quando comparado aos
animais WAR néo estimulados em 4 horas, s6 houve alteracdo em coértex. Diante
disso, torna-se coerente considerar que os estimulos realizados durante o screening
sdo capazes de manter um nivel aumentado de expressao de BDNF em animais WAR
e, que esse aumento € capaz de persistir por pelo menos 7 dias.

Provavelmente, a curva de expressdao de BDNF em WAR assume uma forma
bimodal com duas fases de aumento dos niveis de BDNF: um deles de forma aguda
pés estimulo, que tem duracao de até 24 horas, e outro que ocorre apos esse periodo.
Esse padrdo bimodal de expressao ja havia sido relatado por Heinrich e colaboradores
(2011).

Avaliamos também a repercusséao do estimulo audiogénico nos niveis de BDNF
doas animais Wistar ndo susceptiveis a convulsdo audiogénica. Constatamos que ha
maior expressdo de BDNF todas as quatro regides estudadas 24 horas apds o
estimulo em comparagdo com os niveis apds 30 minutos e 4 horas nesses ratos nédo
susceptiveis (Figura 14). O aumento de BDNF observado nesses animais pode ser
considerado como um dos motivos responsaveis pela perda de diferenca estatistica
comparado aos dados obtidos nos WAR.

Certamente, investigacdes adicionais sdo necessarias, inclusive para delinear
as acdes do BDNF no contexto da hiperexcitabilidade observada na convulsédo e
epilepsia. Apesar de ser evidente o aumento dos niveis de BDNF no contexto de
epileptogénese e de convulsdo, percebe-se que ainda nao é estabelecido um claro
delineamento fisiol6gico. Da mesma forma em que apresenta papel funcional evidente
para hiperexcitar a rede neural, 0 BDNF atua como um regulador negativo para a rede
hiperexcitada. Esse duplo papel desempenhado pelo BDNF ainda precisa ser melhor
elucidado.

Contrariamente ao seu efeito pro-excitatorio, é descrito que o BDNF modula
também a eficacia das sinapses GABAérgicas tanto as pré-sinapticas, quanto pés-
sinpticas. A acdo do BDNF sobre a via GABAérgica ocorre notadamente sobre a
modulacdo das funcdes e regulando a insercdo na membrana do receptor GABAa
(ADACHI et al., 2014). O efeito nas correntes inibitorias pos-sinapticas resultante da
acdo do BDNF sobre os receptores GABAa € potencializador em neurdnios inibitorios
e inibidor em neurdnios excitatorios. Assim, o BDNF é capaz de atuar como inibidor

em respostas celulares independentes da via neural alvo (WARDLE; POO, 2003).
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Ainda associado as fun¢fes duais do BDNF, a interacdo do pr6-BDNF com o
receptor inespecifico p75NTR resulta em um efeito de regulacéo negativa sobre os
receptores NMDA que é a potencializacdo no hipocampo de LTD dependente de
NR2b (ADACHI et al., 2014). Apesar desse receptor ndo estar associado diretamente
com o processo de epileptogénese, pois o receptor crucial vinculado ao processo é o
Trk-B, € valido considerar tais aspectos para que o campo de visdo seja expandido a
macro-funcéo exercida pelo BDNF/pr6-BDNF no SNC.

Vale ressaltar também, que a escolha pelos animais machos se justifica, ndo
s6 pelo fato do estrogeno apresentar efeito considerado excitatério, como visto na
epilepsia Catamenial em humanos (FOLDVARY-SCHAEFER; FALCONE, 2003),
como também pelo fato da regulacéo da expressdo de BDNF ser alterada sob efeito
de estrogeno (TAPIA-ARANCIBIA et al., 2004; TAUBOLL; SVEBERG; SVALHEIM,
2015). Além disso, € descrito variacdes dos niveis de BDNF em hipocampo durante o
ciclo hormonal de ratas. (TAPIA-ARANCIBIA et al., 2004).

Além das vias de acdo do BDNF descritas até 0 momento, é relevante ressaltar
qgue tal neurotrofina ainda participa da integracdo das respostas celulares dos dois
epifendmenos estudados por este trabalho: neuroplasticidade e neuroinflamagéo. A
capacidade de modular e induzir a atividade de DARPP-32, bem como, no controle de
influxo de ions Ca2* permite ao BDNF interagir com as duas proteinas estudadas neste
trabalho (CHANDWANI et al., 2013; ZAGREBELSKY; KORTE, 2014). De forma
semelhante, o BDNF tem seus niveis e atividade regulados pela expressdo de
citocinas inflamatorias (CALABRESE et al., 2014). Podemos, entdo, considerar o
BDNF como a proteina responsavel por representar um elo entre a neuroplasticidade
e a neuroinflamacéo.

Muitos estudos séo realizados e ainda sédo necessarios para compreender as
complexas respostas fisioldgicas e patoldgicas associada ao BDNF. Fato € que tal
neurotrofina apresenta repercussao central na homeostase elétrica do SNC e seus
niveis encontram-se alterados em diversas doencas distintas (TAPIA-ARANCIBIA et
al., 2004). A participagdo em diversas vias de sinalizagéo, a acdo paracrina e autocrina
e a capacidade de modulacdo sinaptica faz do BDNF uma neurotrofina com
importancia crucial no contexto de epileptogénese. A acdo modulatéria do BDNF na
epileptogénese e na atividade neuronal € bem descrita e, por isso, torna-se relevante
compreender como a atividade neuronal regula a expressao e liberacdo de BDNF pelo

neuronio.
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6. Consideracdes finais

Os animais WAR utilizados neste trabalho representam um modelo particular,
dentre os diversos modelos animais, para o0 estudo de epilepsia e convulsao.
Conforme j& abordado anteriormente em outras sessdes deste trabalho, tais animais
sdo provenientes de uma linhagem genética que apresentam susceptibilidade
aumentada as crises convulsivas audioestimuladas. Diante disso, tais animais sao
expostos ao estimulo audiogénico durante o screening, e aqueles que apresentam
crise convulsiva sdo considerados como animais audiogénicos. Os animais
audiogénicos desenvolvem crise convulsiva somente apds o estimulo audiogénico,
além de apresentarem maior susceptibilidade a convulsdo induzida por outros
mecanismos, conforme também ja abordado. Porém, apds sucessivas exposicdes ao
estimulo audiogénico, em um protocolo de abrasamento de crises (kindling), tais
animais passam a apresentar episédios espontaneos de crise convulsiva,
configurando como um modelo de epilepsia. Tal fato envolve alteracdes nas redes
neurais, tanto naquelas envolvidas intrinsecamente na deflagragdo da crise
audiogénica, como também naquelas envolvidas na epilepsia, alteracdes estas, que
ainda ndo séo bem elucidadas.

Os resultados obtidos por este trabalho evidenciam alteragdes na expressao
de citocinas inflamatérias entre os grupos de animais apresentados, com alguma
tendéncia a maior expressao ou maior facilitacdo na expresséo de tais citocinas nos
animais audiogénicos. E importante destacar que as citocinas inflamatérias atuam
como importantes moduladores do SNC, conforme exaustivamente explorado pelas
referidas referéncias bibliograficas citadas ao longo deste texto. E inegavel que existe
participacao efetiva do fendbmeno inflamatério nas redes neuronais dos animais WAR
e, que estas desempenham func¢éo tao crucial quanto aquelas desempenhadas pelos
importantes neurotransmissores glutamato, GABA e dopamina.

Este trabalho demonstra que a exposi¢cdo sucessiva dos animais WAR ao
estimulo audiogénico, ainda que fora do protocolo de kindling, repercute em um
remodelamento estrutural e biogquimico do SNC que tem participacao sincrénica dos
eventos neuroinflamatorios, neurotréficos, neuroquimicos e neuroplasticos, sendo
estes indissociaveis e, por certas ocasifes, indistintos entre si. A participacdo das

proteinas mediadoras destes processos € crucial para definir a modificacdo da
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resposta pro-convulsiva dos WAR com o passar dos estimulos audiogénicos,
sobretudo aquelas responsaveis pelo fenémeno inflamatério.

Apresenta-se entdo, uma proposta na tentativa de elucidar quais 0s
mecanismos neurobiolégicos estdo envolvidos no episodio convulsivo audiogénico
isolado, na exposicao sucessiva ao estimulo audiogénico e, ampliando o escopo do
trabalho, no recrutamento das redes limbicas envolvidas no kindling, que representam
as redes neurais recrutadas na epilepsia desenvolvida pelos WAR.

A expressado em niveis alterados das citocinas inflamatorias em hipocampo e
cortex cerebral e das proteinas de neuromodulagcdo em hipocampo dos animais WAR
em relacdo aos animais WT, representam alteragcdes em duas das regides do SNC
gue sao elementares nos episédios de epilepsia dos WAR, mas que ndo sao cruciais
no episédio convulsivo isolado. A este fato, pode-se atribuir o fenémeno inicial do
recrutamento neural das redes envolvidas no kindling, o que extrapola o escopo inicial
do trabalho, mas que pode ser considerada dentro do contexto metodoldgico aplicado.
A realizacdo de trés estimulos audiogénicos seguidos durante o screening e, em
alguns grupos, de um estimulo adicional, representa o viés metodoldgico que permite
extrapolar a interpretacdo para o recrutamento limbico com estimulos audiogénicos
sucessivos.

Certamente os dados apresentados refletem uma avaliagdo inicial de
neuroinflamacéo e neuroplasticidade nos Wistar Audiogenic Rats. Outras analises
devem ser estimuladas a partir das diferencas na expressao de citocinas inflamatorias,
de fator neurotroéfico e de proteinas de neuromodulacao obtidas neste trabalho.

Ha necessidade de outros estudos explorando o modelo WAR. A utilizacdo de
animais WAR naive, de animais WAR submetidos ao protocolo de abrasamento de
crises e de animais WAR submetidos a crises convulsivas progressivas,
guantitativamente maior que o realizado por este trabalho e menor do que o realizado
em protocolo de kindling, seria ideal para complementar, adequadamente, os dados
ja obtidos.

Seria interessante prosseguir a avaliagdo da expressao de tais citocinas durante
diversos periodos pos crise audiogénica, bem como avaliar a expressao de seus
respectivos receptores. A avaliacdo dos receptores especificos é extremamente
relevante, uma vez que as modificacbes quantitativas e qualitativas dos receptores
podem alterar as respostas das citocinas, mesmo onde niveis destas citocinas se

apresentam inalterados. Essa situacao € bem descrita para a interacao I1L-13/IL1-R1,
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conforme apresentado na discussdo deste trabalho. Além disso, os fatores
neurotréficos, como o BDNF, merecem ser estudados de forma semelhante as
citocinas, com caracterizacdo da curva de expressdo e da quantificacdo de seus
receptores.

Nesse contexto, também sera relevante o desenvolvimento de novas analises
envolvendo NCS-1 e DARPP-32 em modelo semelhante ao proposto para as citocinas
inflamatorias, bem como em outros modelos de epilepsia, com a finalidade de
comparar com os resultados obtidos por nosso grupo.

Apesar de ainda nao ser bem estabelecido a acao detalhada de cada mediador
estudado por este trabalho, é inegavel que a participacdo destes é extremamente
relevante no ambiente pré-convulsivo do sistema nervoso central dos animais

submetidos e sujeitos ao episoédio de convulsao e epilepsia.
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ABSTRACT

Increasing body of evidence suggests that inflammatory and neurotrophic factors might
be important for epileptogenesis. Most animal studies demonstrated altered levels of
these mediators in drug-induced models of seizures and epilepsy. In the present study,
we investigated the production of cytokines and a neurotrophin in the brain of Wistar
Audiogenic Rats (WAR), a genetic model of epilepsy, stimulated with high-intensity
sound. Four hours after stimulation, animals were decapitated and the hippocampus,
inferior colliculus, striatum and cortex were removed for evaluation of the levels of
interleukin (IL)-1 B, IL-6, tumor necrosis factor (TNF) and brain derived neurotrophic
factor (BDNF). All the cytokines and BDNF levels were increased in the cortex.
Increased levels of TNF- a and IL-6 were also observed in the striatum. Finally, TNF-
a also increased in the inferior colliculus after the seizures induced by high-intensity
sound. Although different studies have demonstrated that the levels of cytokines and
BDNF increase in animal models of epilepsy induced by chemical stimuli, we provided
here evidence that these mediators are also increased in WAR, a genetic model of
epilepsy. Thus, the observed increase in these mediators might be involved in the

pathophysiology of epilepsy.

Keywords: Wistar Audiogenic Rats, seizures, inflammation, cytokines, BDNF

1 - INTRODUCTION

Epilepsy is a pathological condition that affects about 1% of the population and
is characterized by recurrent seizures. Different factors might be important for the
pathogenesis of epilepsy. Among them, one important seems to be inflammation. The
central nervous system production of cytokines has been associated with seizures in
several studies [9, 23, 32]. For instance, it has been shown that interleukin (IL-1)-, IL-
6 and tumor necrosis factor (TNF) are increased in the brain of different drug-induced
animal models of epilepsy [17]. In general, the production of these inflammatory
mediators has been associated with neuronal loss arising from epileptic seizures [37].
Furthermore, it is currently believed that changes in the pattern of the inflammatory

and neurotrophic factors contribute to the kindling phenomenon and epileptogenesis.
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Blockage of leukocyte-vascular interactions with antibodies after acute seizures has
been shown to prevent the development of epilepsy [9]. Much effort has been
dedicated to investigate the change of these factors after seizures in an attempt to
elucidate their possible role in epilepsy.

The Wistar Audiogenic Rats (WAR) are used as a genetic animal model of
epilepsy that were developed from a Wistar progenitor [7]. WAR presents severe
seizures after high-intensity sound stimulation (120 dB) [7] without any chemical
stimulus. Considering that the epileptogenic and convulsive drugs could per se affect
the immune system and the production of neurotrophic factors, it is relevant to
investigate the occurrence of an inflammatory pattern, as well as the levels of
neurotrophins, after the seizures in genetic models of epilepsy. Moreover, the
alterations in inflammatory and neurotrophic factors induced by audiogenic seizures in
the brain of epileptic animals shortly after the seizures are poorly described. In the
present study, we evaluated the pattern of production of cytokines and brain-derived

neurotrophic factor (BDNF) after seizures induced by auditory stimulus in WAR.

2 - MATERIALS AND METHODS

2.1 - Animals and seizure induction

Male WAR were supplied by the CEBIO-ICB-UFMG vivarium. All experiments
were performed in accordance with the Brazilian Institutional Ethics Committee
(CEUA), Federal University of Minas Gerais. Five to six animals were used in each
group. Audiogenic seizure sensitivity and severity were evaluated using the severity
index (SI) developed by [10]. This index ranges from SI=0 (no seizures) to SI=1
(generalized tonic-clonic seizures with fore and hind limb hyperextension). Animals
were screened with sound from a buzzing doorbell (120 dB SPL, 60 s). Three
screening trials were performed with a minimum interval of 48 h between each trial. All
the animals included in the present study revealed SI=0.73 in three trials, except for
the animal number 8, which presented only one seizure with a score of 0.23 during the
three trials (Table 1). One week after the last trial, animals of the audiogenic group
were submitted to the same auditory stimulus previously used. On the other hand, the

control group were submitted to the same conditions as audiogenic group, although
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these animals were not stimulated with the auditory stimulus. Brain samples were

collected for determination of the cytokines and neurotrophins protein levels by ELISA.

Rat Trial # Severity Latency for
Identification 1 2 3 Index Seizure onset (s)
1 0.85 0.85 0.73 0.85 46
2 0.73 0.85 0.85 0.73 33
3 0.85 0.73 0.85 0.85 36
4 0.85 0.85 0.85 No
stimulus -
5 0.73 0.85 0.85 No
stimulus -
6 0.95 0.85 0.85 No
stimulus -
7 0.73 0.73 0.85 0.85 36
8 0.73 0,23 0.73 0.73 07
9 0.73 0.73 0.95 No
stimulus -
10 0.73 0.85 0.73 No
stimulus -
11 0.85 0.73 0.73 No
stimulus -

Table 1: Screening trials and severity index.

2.2 - ELISA

Animals were euthanized 4 h after the last auditory stimulus. Brains were
dissected and hippocampus, cortex, inferior colliculus, striatum were stored at -80°C

until analysis. Thereafter, the brain areas were homogenized in extraction solution (100
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mg of tissue per 1 mL), containing: 0.4M NacCl, 0.05% Tween 20, 0.5% BSA, 0.1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.1mM benzethonium chloride, 10mM EDTA and 20KI
aprotinin), using Ultra-Turrax (lka-Werke GmbH & Co. KG, Staufen in Breisgau,
Germany). Tissues homogenate were centrifuged at 3,000 g for 10 min at 4 °C and the
supernatants were collected and stored at -20 °C.

The concentration of TNF- a, IL-6, IL-1 3 and BDNF were determined by ELISA.
The supernatants of brain extraction, at a 1:3 dilution in the 1% BSA in PBS, were
assayed in a commercially available ELISA set-up according to the procedures
supplied by manufacturer (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Data of the non-
stimulated group was converted to 100 % and was used for comparison with the

stimulated group.

2.3 - Statistical analysis
Statistical analyses were performed using Prism 5 softWARe (GraphPad, CA,
USA). Values were compared using t-test (two groups). The level of statistical

significance was set at a p value less than 0.05.

3 - RESULTS

3.1 - Effect of seizures on IL-1p levels in different brain regions of WAR

An increase in IL-1p3 was observed only in the cortex 4 h after the audiogenic

seizures (67.1% of increase; P<0.01; Fig. 1). Levels of this cytokine did not change in

the other brain regions evaluated.
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Fig. 1: Levels of IL-1B in the inferior colliculus, striatum, cortex and hippocampus 4 h

after auditory-induced seizures. **P<0.01 in comparison with non-stimulated WAR.

3.2 - Effect of seizures on IL-6 levels in different brain regions of WAR
An increase in IL-6 levels was observed in the striatum (19.7% of increase;

P<0.05) and cortex (46.5% of increase; P<0.01) 4 h after the audiogenic seizures (Fig.
2). No alteration was observed in the inferior colliculus and hippocampus.
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Fig. 2: Levels of IL-6 in the inferior colliculus, striatum, cortex and hippocampus 4 h

after auditory-induced seizures. **P<0.01 and *P<0.05 in comparison with non-
stimulated WAR.

3.3 - Effect of seizures on TNF levels in different brain regions of WAR

TNF- a levels were increased in the cortex (164.7% of increase; P<0.001),
inferior colliculus (27.5% of increase; P<0.01) and striatum (31.7% of increase;

P<0.01) 4 h after the audiogenic seizures (Fig. 3). No difference was observed in the
hippocampus.
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Fig. 3: Levels of TNF in the inferior colliculus, striatum, cortex and hippocampus 4 h
after auditory-induced seizures. **P<0.001, **P<0.01 in comparison with non-
stimulated WAR.

3.4 - Effect of seizures on BDNF levels in different brain regions of WAR

In order to investigate whether a neurotrophic factor is altered after seizures in
a genetic model of epilepsy, we evaluated the levels of BDNF in the brain after the
convulsions. Audiogenic seizures increased levels of BDNF only in the cerebral cortex
of WAR (98.5% of increase; P<0.05; Fig. 4).
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Fig. 4: Levels of BDNF in the inferior colliculus, striatum, cortex and hippocampus 4 h

after auditory-induced seizures. *P<0.05 in comparison with non-stimulated WAR.

4 - DISCUSSION

There is an intricate relationship between inflammation and epilepsy. It is known
that inflammation might be responsible for the initiation of seizures, such as in fever.
On the other hand, seizures might also be responsible for triggering an inflammatory
process in the brain, as we demonstrated, for the first time, that seizures induced by
sound stimulation, increased the production of IL-1, IL-6, TNF and BDNF in WAR. Of
note, changes in the inflammatory response could be associated with the pathological
events in the postictal phase [20, 22].

Low levels of IL-1[3, IL-6 and TNF are physiologically present in the adult brain
[41]. It has been suggested that these cytokines might contribute to seizure activity in
epilepsy [4, 39, 42]. In the current work, we found a significant increase of IL-1j3 levels
in the cortex induced by audiogenic seizures. In agreement, a great body of evidence
has shown that IL-1B might be involved in epilepsy since it is enhanced in cortex,
amygdala and hippocampus after convulsive stimuli [17, 24, 38]. Moreover,

intrahippocampal application of recombinant IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) or its
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selective endogenous overexpression in astrocytes potently inhibits seizures induced
by chemical stimuli, suggesting that the balance between brain IL-18 and IL-1Ra
represents a crucial mechanism to control seizure generalization [38, 40]. Interestingly,
a selective blockade or gene deletion of caspase-1, the enzyme responsible for pro-
IL-13 cleavage in its biologically active form of IL-13, in hippocampus of rats was able
to significantly decrease seizures events induced by kainic acid injections [25].
Altogether, these studies support a role for IL-1 in the development of seizures during
epilepsy.

TNF is a cytokine with pleiotropic effects, which plays a role in CNS normal
functioning. For instance, this cytokine may regulate the traffic of neurotransmitter
receptors in the cortex, hippocampus and striatum [11, 16, 35]. Higher levels of TNF
were found in the serum and hippocampal parenchyma of epileptic patients in
comparison with healthy controls [14, 33]. In line with these previous studies, we found
that TNF-[J increased in all brain regions evaluated, except in the hippocampus. It has
been shown that TNF mediates seizures susceptibility in a model of seizures induced
by pentylenetetrazole in animals with peripheral inflammation [27]. Interestingly,
injection of murine recombinant TNF in the hippocampus inhibited seizures in mice [1].
A similar finding was reported in transgenic mice with TNF overexpression by
astrocytes. Therefore, mice lacking the p75 receptor (or TNF receptor Il) or both, p75
and p55 (TNF receptor I) receptors, showed prolonged seizures [1]. On the other hand,
TNF receptor 1 (p55) signalling has been suggested to contribute to neuropathology
induced by seizures [36]. Of note, mice deficient only in p55 receptor showed a
significant decrease in seizures events [1].

Although IL-1B and TNF are considered mainly pro-inflammatory cytokines, IL-
6 presents both pro- and anti-inflammatory properties [31]. Here we demonstrated that
IL-6 is increased in the cortex and striatum after audiogenic seizures in WAR. It has
been shown that IL-6 mMRNA rapidly increased in the hippocampus after status
epilepticus induced by pilocarpine-lithium in rats [28]. IL-6-deficient mice present
enhanced frequency of convulsions and neuronal injury induced by kainic acid [21].
Moreover, previous studies using mice with genetic deletion of IL-6 gene,
demonstrated that the lack of IL-6 was associated with increased seizure susceptibility
to chemoconvulsants, especially to glutamate receptor agonists, as well as with an

enhanced propensity to develop audiogenic seizures [6, 8]. A proconvulsant effect of
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IL-6 has also been described against generalized seizures induced by the GABA
receptor antagonist pentylenetetrazole [12].

In EL mice, an inbred mutant strain regarded as a genetic model of idiopathic
epilepsy, increased mRNA expression of IL-13, IL-6 and TNF was also observed 4 h
after vestibular stimulation [20]. Soon after seizures, immunoreactivity of IL-18 was
enhanced in the parietal cortex, where the seizure starts, of EL mice [19]. In the
hippocampus, the seizure propagation site, the levels of this cytokine gradually
increased and peaked only at six days after seizures. In the present study, we
demonstrated that IL-1[3, IL-6 and TNF are increased in different brain regions of WAR
in comparison with non-stimulated controls 4 h after audiogenic seizures. Considering
that the evaluated brain regions constitute the anatomical substrate for the WAR
seizures, the increase in these inflammatory mediators may indicate their involvement
in seizure facilitation.

BDNF is a neurotrophic factor that regulates neuronal survival and
development, as well as it modulates synaptic function and plasticity [2]. However, this
neurotrophin might also play a role in pathological conditions. After the seizures, WAR
revealed increased levels of BDNF in cortex. It has been shown that the levels of this
neurotrophin, as well as its receptors, are highly expressed in the brain areas involved
in seizures [18].

Moreover, the impairment of BDNF signalling [e.g. in BDNF heterozygous (+/-)
mutant mice or blockage of TrkB receptors] has been shown to inhibit the development
of kindling in rodents [3, 13]. In agreement, mice overexpressing BDNF have increased
seizure severity in response to kainic acid, as well as in vitro hyperexcitability in
hippocampus and entorhinal cortex [5]. On the contrary, there is also evidence that
cerebral perfusion with BDNF reduced the development of hippocampal kindling and
suppressed seizures induced by rapid hippocampal kindling [15, 26]. In this scenatrio,
it seems that BDNF could play a dual role in epilepsy, possibly in a context dependent
fashion. For instance, administrating BDNF to a slice from an epileptic rat leads to
spontaneous burst discharges but it also induces the synthesis of neuropeptide Y, an
anticonvulsant compound [29, 30, 34]. In our model, the highest increase of BDNF was
observed in the cortex, albeit currently it is not possible to speculate the role of this

neurotrophin after the convulsive seizures in WAR.

5 — CONCLUSIONS
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Levels of cytokines and BDNF are increased by audiogenic seizures in the WAR
genetic model of epilepsy. This study strengths the observation that inflammatory
mediators and neurotrophic factors are altered shortly after the seizures and might play

a key role in epilepsy.
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