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RESUMO

As cininas sdo uma classe de peptideos representadas pela bradicinina (BK), calidina
(Lys-BK) e seus metabdlitos. As a¢Oes bioldgicas das cininas mediante os receptores (B1 e B2)
tém sido relacionadas com a formacéao de edema, liberacdo de citocinas, glutamato e producgéo
de prostaglandinas. Estudos prévios mostraram que em tecidos periféricos, os horménios
sexuais regulam a expresséo do receptor B2 de cininas. O presente estudo teve como objetivo
investigar a expresséo do receptor de cinina B2 em ratos Wistar fémeas néo ovariectomizadas
(NOVX) e ovariectomizadas (OVX), submetidas ao modelo de epilepsia induzido por
pilocarpina. Os ratos Wistar fémas NOV X e OV X foram divididos em quatro grupos: 1) animais
com 5h de status epilepticus (grupo SE); I) animais com cinco dias ap6s o SE (grupo SIL); 1)
animais com 30 dias ap0s a primeira crise espontanea (grupo CR); e IV) animais tratados com
solugdo salina (SAL) (grupo CTR). Os resultados obtidos mostraram uma menor
imunorreatividade do receptor B2 de cininas na formacao hipocampal nos grupos SE e SIL,
mas ndo no grupo CR quando comparado com os respectivos grupos CTR em fémeas NOVX.
Estes achados foram confirmados pela técnica de “Western Blotting” observando-se uma
diminuicdo significativa da expresséo do receptor B2 de cininas no grupo SE (** p=0,0039) e
no grupo Sil (*p=0,0121), quando comparado com os respectivos grupos CTR. Entretanto, em
ratos Wistar fémeas OVX, mediante imunohistoquimica, se evidenciou uma maior
imunorreatividade do receptor do receptor B2 de cininas nos grupos SE e SIL quando
comparados com 0s respectivos grupos CTR. Esses dados foram corroborados mediante a
técnica de “Western Blotting”. Foi observado um aumento significativo na expressdo do
receptor B2 de cininas no grupo SE (**p=0,00035) e no grupo SIL (*p=0.0028) quando
comparados com os respectivos grupos CTR. Em resumo, este estudo mostrou que a expressao
do receptor de B2 de cininas poderia ser modulada pelos horménios sexuais (estrogénio e/ou
progesterona) em ratos fémeas durante as fases aguda e silenciosa do modelo de epilepsia da

pilocarpina.

Palavras chave: Epilepsia, Cininas, Hormonios sexuais



ABSTRACT
Kinins, a class of polypeptides represented by bradykinin (BK), kallidin (Lys-BK) and their

metabolites, acting via B1 and B2 receptors, have been related to inflammation, cytokines
action, glutamate release and prostaglandin production. Several studies indicate that in the
peripheral tissues, sexual hormones regulate the expression of kinin B2 receptor, reduce
cytokine production and inflammatory responses. In the present work aimed to investigate the
expression of kinin B2 receptor in non-ovariectomized (NOVX) and ovariectomized (OVX)
female rats, submitted to the pilocarpine model epilepsy. Each group of animals, NOVX and
OVX, were divided in four groups: a) SE group (animals’ euthanized with 5h of status
epilepticus); b) SIL group, (animals’ euthanized five days after SE); ¢) CR group, (animals
with spontaneous recurrent seizures) and d) CTR group (animals treated with saline solution
(SAL). The results showed, in NOVX, a decrease expression of kinin B2 receptor in the
hipocampal formation during the SE (""p=0.0039) and SIL ("p=0.0121) but not in CR groups
when compared with its proper CTR groups. In addition, in NOVX group, the
immunohistochemistry showed a decreased immunoreactivity to Kinin B2 receptor, in the
hipocampal formation, during the SE and SIL but not in the CR groups, when compared with
its proper CTR groups. In contrast, in OVX group, the immunoreactivity to kinin B2 receptor
was increased during the SE and SIL groups when compared with its proper CTR groups. The
Western Blotting analysis showed an increased expression of kinin B2 receptor in OV X group
during the SE (**p=0.0003) and SIL groups ("p=0.0027), when compared with its proper CTR
groups. In summary, this study showed that the expression of kinin B2 receptor could be
modulated by sexual hormones in female rats during the acute and silent phases of pilocarpine

model of epilepsy.

Keywords: Epilepsy, Kinin, Sex hormones
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1. INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

A epilepsia € um transtorno neurologico cronico que atinge cerca de 50 milhGes de
pessoas no mundo, sendo que 40 milhGes destas estdo em paises desenvolvidos. (H, DOMINIC
C HEANEY; BRIDGET K MACDONALD, 2002). Sua prevaléncia fica em torno de 5-
10/1.000, apresentando-se, no geral, com uma distribuicdo bimodal, ou seja, tem picos de
incidéncia no primeiro ano de vida e ap06s 60 anos de idade. (SANDER et al., 2003; FISHER
2014).

O termo epilepsia abrange diversas sindromes, cuja caracteristica principal sdo as crises
recorrentes, ndao provocadas. (COSTA et. al, 1998). O aspecto central da epilepsia € a
ocorréncia de crises epilépticas, que ocorrem, na maioria das vezes, sem que fatores
precipitantes sejam prontamente identificados. As manifestacdes clinicas da epilepsia se
iniciam abruptamente e sdo muito varidveis, sendo consequéncias das diferentes regiGes do
encéfalo envolvidas na hiperexcitabilidade neuronal. Entre elas, se destacam: alteracdo da
consciéncia, transtornos motores sensitivos e autonémicos (ELGER; SCHMIDT, 2008).

Na pratica clinica, o diagndstico é estabelecido apds o paciente apresentar pelo menos
duas crises convulsivas ndo provocadas em um intervalo maior que 24 horas ou pelo menos
uma crise ndo provocada, com probabilidade maior de 60% de apresentar novas crises nos
proximos 10 anos devido a presenca de fatores de riscos como trauma, infecdes, lesdes
estruturais entre outros. (FISHER et al., 2014).

A epilepsia ndo é necessariamente uma doenga para vida toda, sendo considerada
resolvida caso uma pessoa estiver livre de convulsdes nos dltimos 10 anos e, com pelo menos
os Ultimos 5 anos de uso de medicamentos antiepilépticos ou caso a pessoa tiver passado da
idade de uma sindrome epiléptica dependente da idade. (FISHER et al., 2014).

Os estudos que fornecem conhecimento detalhado do risco de recorréncia das crises
sdo0 poucos; portanto, a maioria dos diagndsticos de epilepsia ainda serdo atraves da
documentacao de duas crises convulsivas ndo provocadas em um intervalo maior que 24 horas.
(FISHER et al., 2014).

As epilepsias podem refletir uma disfun¢do de um conjunto de neurdnios de parte do
encéfalo (crise parcial ou focal), ou de uma area mais extensa, envolvendo simultaneamente

os dois hemisférios cerebrais (crise generalizada). (ENGEL, PEDLEY, 2008). A epilepsia do
12



lobo temporal (ELT) € a forma mais comum de epilepsia focal na populacdo adulta, sendo
responsavel por 40% de todos os casos de epilepsia em essa populagdo (CENDES e
KOBAYASHI, 2000). Mais recentemente, a ELT foi subdividida em mesial e neocortical, ou

lateral, de acordo com a origem e semiologia das crises. (FRENCH et al., 1993).

1.2 Epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM)

A epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM) corresponde a aproximadamente 60% dos
casos de ELT. A importancia clinica da ELTM decorre da sua alta prevaléncia e elevada
proporcao de pacientes com crises epilépticas refratarias ao tratamento medicamentoso.

O tipo de crise mais frequente se apresenta como uma sensacao de mal-estar epigastrico
ascendente, algumas vezes caracterizada como dor, opressao ou frio na regido epigastrica ou
toracica. O comprometimento da consciéncia € frequentemente observado, porém dificil de
quantificar; caracterizando-se por graus variados de reducdo a reatividade e responsividade ao
ambiente e aos varios tipos de estimulos. A primeira crise espontanea tende a ser estereotipada
ao longo da historia de cada paciente e ocorre geralmente no final da infancia ou inicio da
adolescéncia. No comeco as crises epilépticas sdo controladas pelos medicamentos até
tornarem-se ndo responsivas ao tratamento farmacologico. (FRENCH et al., 1993).

Na ELT mesial a lesdo neuroanatdmica mais comumente encontrada é a esclerose
hipocampal que € caracterizada por perda neuronal e gliose. Histologicamente trés padrdes de
perda celular sdo descritos no hipocampo (BABB et al., 1984; BABB et al., 1989; ISOKAWA
et al., 1993). Na esclerose hipocampal classica do Corno de Annon a perda neuronal € mais
intensa no setor de Sommer (regido CAL) e na regido hilar, e menos intensa na fascia dentata
e no setor CA2, que é resistente. Por outro lado, a esclerose do Corno de Ammon caracteriza-
se por perda neuronal em todos os subcampos do hipocampo e a esclerose do endofolium que
é caracterizada por perda neuronal, restrita a regido do hilo (SERAFINI e LEITE, 2000).

A perda neuronal é acompanhada por gliose levando a uma atrofia do hipocampo. A
gliose pode também comprometer a amigdala, o uncus e o giro para-hipocampal. Associado a
perda neuronal, também se observa na esclerose hipocampal a dispersdo de células granulares
(HOUSER, 19990). Esta e caracterizada pela perda de justaposicdo habitual das células
granulares na camada granular do giro denteado, produzindo aumento da espessura e dos
espacos intracelulares. Esses dados sugerem a participacdo de fatores genéticos envolvidos na
dispersdo de células granulares. Por outro lado, Mello e colaboradores, em estudo experimental

com ratos adultos epilépticos apos status epilepticus induzido pela pilocarpina, propde que a
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dispersdo das células granulares seja decorrente da perda neuronal induzida pelas crises
epilépticas, que levaria ao estiramento mecénico do tecido. (MELLO et al., 1993).

Nesta mesma regido observa-se a reorganizacdo das fibras musgosas, geralmente
demonstrada pela técnica de Timm (HOUSER et al., 1990), que identifica os terminais
sinapticos destas fibras, devido ao seu alto conteddo de zinco. Estudos realizados no
hipocampo epiléptico humano identificaram os granulos de Timm na regido supragranular da
camada molecular interna do giro dentado, sugerindo uma projecao de fibras musgosas nesta
regido. (BABB et al., 1991; BABB et al., 1992; SUTULA et al., 1989). Por outro lado, as
fibras musgosas no hipocampo humano normal ndo possuem uma projecao significante na
camada molecular interna do giro dentado (CASSEL e BROWN, 1984). Estes achados foram
confirmados utilizando-se anticorpos monoclonais contra distintos antigenos, presentes nas
sinapses e demonstraram um aumento na imunorreatividade na camada molecular interna do
giro dentado (HONER et al., 1994). Isokawa e colaboradores (1993) utilizaram um corante
para tracar as projecoes das fibras musgosas na TLE e encontraram evidéncias de interacao
aberrante na camada molecular das células granulares, confirmando os resultados da coloragédo
de Timm.

Os dados obtidos a partir de estudos neuropatoldgicos humanos, associados aos dados
advindos da literatura, onde sdo descritos modelos experimentais, ddo suporte a hipotese de
fendmenos plasticos de reorganizacdo sindptica seriam o substrato anatdmico, responsavel pela
hiperexcitabilidade hipocampal (McNAMARA, 1994). Assim, a hipOtese da reorganizacao
sinaptica das fibras musgosas defende a ideia de que a hiperexcitabilidade das células
granulares seria uma consequéncia de um rearranjo patolégico de um circuito neural, no qual
as células granulares emitiriam colaterais axénios para seu proprio campo dendritico,
resultando assim, em um circuito reverberante (TAUCK e NADLER, 1985). Este rearranjo
seria resultante de uma eliminacdo sinéptica, em decorréncia da morte de neurdnios que
normalmente projetam axonios para a camada molecular interna do giro dentado
(MCNAMARA, 1994). As sinapses eliminadas poderiam ser substituidas por axénios das
células granulares, isto é, as fibras musgosas.

Em humanos, a intensidade do brotamento supragranular das fibras musgosas mostra
uma correlacdo positiva com a severidade das crises (SUTULA et al., 1989) e com a severidade
da perda das células no hilo (HOUSER et al., 1990).

Apesar da relacdo entre esclerose hipocampal e ELTM ja estar bem estabelecida na

literatura, 0 mecanismo exato pelo qual a esclerose hipocampal participa da génese de crises
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epilépticas ainda ndo foi completamente elucidado, assim como todos os eventos celulares e
moleculares que facilitam o mecanismo exato através do qual uma de crise epiléptica que

conduziria a morte celular.

1.3 Epileptogénese na ELTM

O fendbmeno de epileptogénese na ELTM é um processo neurobiolédgico que facilita o
desenvolvimento de crises espontaneas e recorrentes apos diversos tipos de insultos ao
encéfalo, como por exemplo, o status epilepticus (SE), trauma cranioencefalico e convulsées
febris. Os insultos ao encéfalo sdo capazes de gerar eventos que transformam a rede neuronal
em um circuito hiperexcitavel que favorecera o surgimento de crises epilépticas espontaneas e
recorrentes.

O conhecimento atual da fisiopatologia das epilepsias deve-se ao resultado de varios
tipos de abordagens. As clinico-epidemiologicas sdo de primordial importancia para a reducao
das causas, que mais frequentemente acometem o0s seres humanos dos paises em
desenvolvimento. Entretanto, o estudo bioldgico das epilepsias, efetuado através de modelos
experimentais, tem contribuido de maneira fundamental para o desenvolvimento de novos
medicamentos e terapias alternativas uma vez que eles tentam desvendar os mecanismos
celulares e moleculares envolvidos na epileptogénese.

Os modelos experimentais que tem atraido maior interesse sdo 0s crénicos por
mimetizarem com maior fidelidade os mecanismos fisiopatol6gicos envolvidos na epilepsia
humana. Os modelos animais mais utilizados sdo os que se assemelham as epilepsias do lobo
temporal. Entre esses modelos podemos citar aqueles obtidos pela injecdo de pilocarpina
(TURSKI et al., 1983a), acido cainico (BEM-ARI et al., 1979), e o obtido pelo abrasamento
amigdaliano. (GODDARD, 1967).

Turski e colaboradores (1983b) demonstram atividade epiléptica, associados a lesdes
em todo prosenceéfalo, apos a administracéo sistémica de agonistas colinérgicos muscarinicos
entre eles a pilocarpina.

As administracOes sistémicas de altas doses de pilocarpina (300-400mg/kg), induz uma
série de alteracbes comportamentais e eletroencefalogréficos, indicativas de atividade
epiléptica auto mantida. Imediatamente apds as administracGes de pilocarpina, 0s animais
apresentam automatismos faciais, associadas a salivacdo moderada, acinesia e tremores
generalizados. Cerca de 15-25 minutos depois, este comportamento progride para crises

motoras limbicas, onde os animais apresentam intensa salivacdo, clonias das patas dianteiras

15



apoiadas sobre as patas posteriores e, finalmente queda. Essas crises motoras limbicas séo
recorrentes a cada 2-8 minutos, culminando em estado de mal epiléptico (SE) em 50-60
minutos. Esse estado chega a durar até 18 horas e, no final desse periodo, os animais nao
respondem aos estimulos ambientais, retornando gradativamente o seu comportamento normal
dentro de 24 horas. Esses episddios caracterizam a fase aguda do modelo experimental de
epilepsia induzido por pilocarpina.

A seguir, os animais apresentam uma fase livre de crises (periodo silencioso), cuja
duracdo varia de 4-44 dias (média de 15 dias), que € caracterizada pela normalizacdo das
alteracdes comportamentais e eletrograficas. Apos esta fase, 0s animais sobreviventes exibem
crises espontaneas e recorrentes, que caracterizam o periodo cronico do modelo. Nesta fase 0s
animais apresentam de 2-15 episodios de crises por més (média de 2-3 crises por semana) e
esta frequéncia de crises se mantém por toda a vida do animal (CAVALHEIRO et al. 1991;
LEITE et al.; 1990).

As alteracGes na formacdo hipocampal que seguem a administracdo de pilocarpina
incluem: morte de células piramidais evidente em algumas regies do hipocampo,
principalmente em CAl e CA3 (FIG 1) (TURSKI et al., 1983b); aumento na liberagdo de
glutamato (CAVALHEIRO et al., 1991) que, por sua vez, esta associado a excitotoxicidade e
morte neuronal em estruturas limbicas e em varias regides encefalicas (MELDRUM, 1991);
brotamento axonal das fibras musgosas (MELLO et al., 1993); aumento da neurogénese no
giro dentado. (PARNENT et al., 1997).
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controle epileptico

Figura 1 - Fotomicrografia de cortes coronais do hipocampo de ratos epilépticos, corado pela técnica de Cresil
violeta e Neo —Tim. A) Coloracdo de Nissl regido CA1 de ratos tratados com salina ratos com epilepsia ; B)
coloracdo de Nissl regido de CA3 C) Coloracdo de Neo-Tim C animais tratados com solucdo salina e ratos
epilépticos. (SANABRIA YDEL C, et al.,2008).

1.3.1 Status Epilepticus e Excitotoxicidade

O status epilepticus é definido como crises convulsivas continuas com pelo menos 30
minutos de duracdo. Uma série descontinua de convulsbes (cada uma menor que 30 minutos)
pode ser considerada também status epilepticus, caso ndo haja completa recuperacdo entre as
convulsdes. O SE pode levar a danos neurologicos permanentes e alteraces neuropaticas que
facilitariam o desenvolvimento de crises espontaneas e recorrentes (JAMA, 1993; SIMON
SHORVON, 2006).

Do ponto de vista fisiopatolégico das manifestacBes clinicas, o SE provoca elevacdo
da temperatura, leucocitose periférica e pleiocitose temporaria no liquido cefalorraquidiano.
As crises convulsivas, com acometimento bilateral, sdo acompanhadas por um aumento na
concentracdo plasmatica de catecolamina, resultando em alteracBes na fisiologia sistémica
geral, incluindo hipertensdo, taquicardia, arritmia cardiaca, hiperglicemia, acidose e
hipertermia. (FIG. 2).

O mecanismo exato pelo qual uma crise de longa duragéo leva a morte celular ainda
ndo foi completamente elucidado. Acredita-se, principalmente, na liberagdo de
neurotransmissores excitatorios em grande quantidade na fenda sinaptica, como o glutamato

(GLU). O GLU é o principal neurotransmissor excitatorio em mamiferos e esta envolvido em

17



inimeros eventos fisioldgicos. Por exemplo, durante o desenvolvimento e envelhecimento
cerebral, integracdo fisiologica entre as estruturas cerebrais, aprendizado e memoria.
Entretanto, a liberagdo em grandes quantidades na fenda sinaptica pode gerar um fenémeno
conhecido como de excitotoxicidade e disfuncdes agudas e cronicas no cérebro. (OZAWA,;
KAMIYA; TSUZUKI, 1998).

Os receptores de GLU séo classificados em receptores ionotropicos e metabotrobicos.
Os ionotrdpico representados pelo receptor N-metil-D-asparato (NMDA), pelo o-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropianato (AMPA), os receptores cainato (KA) (HOLLMANN,
1994). Os receptores ionotrépicos sdo aqueles que abrem quando se ligam ao GLU,
promovendo o influxo de sédio (Na+) e/ou Ca2+ e uma saida de potassio (K+), levando a uma
despolarizacédo da célula.

Os receptores cainato possuem uma estrutura heteromérica permeavel ao Na+ e as
vezes ao Ca2+ (HOLLMANN, 1994). A excitotoxicidade promovida pela ativacdo desse
receptor pode ser devido a grande liberacdo de GLU e ao influxo de Ca2+, que despolariza a
membrana e libera Mg2+, que bloqueia a entrada do receptor NMDA, ativando-o
subsequentemente. (FERKANY'; ZACZEK; COYLE, 1982).

O calcio em excesso dentro do neurénio pode provocar morte através da estimulagéo
de varios processos como a ativacdo de enzimas (proteases, lipases, endonucleases), formacao
de radicais livres e peroxidacdo de lipidios. O excesso de glutamato em seus receptores também
pode ativar enzimas Ca2+ dependentes como a fosfolipase A2 (PLA2), fosfolipase C (PLC),
proteina quinase C (PKC), proteina quinase 1I, 6xido nitrico sintase (NOS) e endonucleases
(SHOFFNER et al., 1993). Este fenbmeno conhecimento como excitotoxicidade esta
associado principalmente com a ativacao de receptores de glutamato (BEAL, 1992).

Além disso, a ativacdo de receptores metabotropicos (mGIuRs) (ACPDP) pelo GLU

pela a liberagdo de Ca2+ dos estoques intracelulares, porém, eles ndo medeiam diretamente a
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excitotoxicidade, mas moldam esse fendmeno (DUGAN e CHOI, 1999).

Evento excitotoxico

|
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Figura 2 - Representacgdo esquematica do mecanismo de excitoxicidade em doencas neurolégicas. (WANG et al.,
2010).

Durante as crises epilépticas, ocorre o desequilibrio entre a neurotransmissdo
excitatoria (glutamatérgica), e inibitéria (GABAergica) sobre os circuitos neuronais. A
diminuicdo da neurotransmissdo GABAergica e aumento na transmissao glutamatérgica pode
causar uma um desequilibrio energético e celular como por exemplo, estresse oxidativo e

inflamacéo, o que leva a morte neuronal. (BENARROCH, 2010).

1.3.2 Epileptogénese e Inflamacéo

O tecido encefalico lesionado libera moléculas que estimulam a produgdo de citocinas
pré-inflamatorias, como IL-1pB, IL-6 e TNa, favorecendo a expressdo de moléculas de adesdo
e integrinas na membrana do endotélio vascular. Esse fendmeno facilitaria a adeséo
leucocitéria e quimiotaxia da mesma populacédo celular ao local lesionado. 1sso permite, ent&o,

a transmigracédo de células da periférica para o foco lesionado no encéfalo (VEZZANI et al.,
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2011). No encéfalo sdo encontrados trés tipos celulares distintos: neurdnios, a macroglia e a
microglia. A macroglia é representada pelos oligodendrocitos e astrdcitos, responsaveis,
respectivamente, pelas funcdes de mielinizacdo axonal e regulacdo de permeabilidade da
barreira hemato-encefalica (DA COSTA, 1998). A micrdglia é representada pelos macréfagos
residentes do SNC. Essas células ativadas liberam citocinas pro-inflamatéria como, por
exemplo, a IL-1p (AMBROSI et al., 2017).

Dentre os fatores que podem desencadear o fenébmeno de neuroinflamacédo, pode-se
citar a presenca de agentes infecciosos, traumas, dano cerebral, isquemias ou doencas crénico-
degenerativas (VEZZANI et al., 2011).

Evidéncias experimentais e clinicas sugerem a relacdo entre ativacdo da resposta
imune-inflamatdria no encéfalo (neuroinflamacdo) e a epileptogénese assim como, no
desenvolvimento de crises epilépticas (VEZZANI et al., 2011; VEZZANI; GRANATA, 2005).
A influéncia da resposta inflamatéria na epilepsia foi observada em pacientes resistentes ao
tratamento com drogas antiepilépticas, visto que estes apresentaram uma grande reducao do
namero de crises apos o uso de anti-inflamatoérios (RIIKONEN, 2004).

O padréo de gliose reativa que ocorre de forma tardia inclui a ativacéo e proliferacédo
de astrdcitos e microglia (JORGENSEN et al., 1993; KHURGEL e IVY, 1996; NIQUET et
al., REPRESA et al., 1995). A microglia ativada tem sido descrita como sendo a principal fonte
de fatores envolvidos nos processos inflamatoria tais como a interleucina 1p (IL-1p) em tecido
epiléptico (ZHAO e SCHWARTZ, 1998; YABUUCHI et al., 1993; VEZZANI et al., 1996).
Além disso, existem varias evidéncias envolvendo as citocinas inflamatorias na patogénese da
epilepsia tais como: i) a imunorreatividade a IL-1o esta aumentada nos tecidos de pacientes
com ELT (SHEENG et al., 1994); ii) ocorre um aumento da imunorreatividade a IL-1p apos
crises induzidas no hipocampo pelo acido cainico. Além disso, essas interleucinas tem efeitos
pro-convulsivantes diretos (VEZZANI et al., 1999); iii) altos niveis de RNAm para IL-1p, IL-
la, IL-6 e para o fator de necrose tumoral a (TNF a) foram encontradas em varias areas do
cérebro de roedores, apés crises induzidas por &cido cainico (MINAMI etal., 1991; YABUCHI
et al.,, 1993; PLATA-SALAM et al., 2000); iv) a liberagdo de TNFa e a IL-6 de fatias
hipocampais de ratos aumenta apo6s crises induzidas pela injecdo de &cido cainico na amigdala
(de BOCK et al., 1996). Além disso, De Simoni e colaboradores (2000), descrevem um
aumento de RNAm para IL-1p, IL-6, da enzima oxido nitrico sintetase induzida (iNOS) e do
TNFa apos SE induzido em ratos, por estimulagdo elétrica do hipocampo ventral. Foi

verificado que apds 6 horas de SE, a IL-1 B, IL-6 ¢ o TNFa tiveram o nivel maximo de
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expressdo de seu transcrito é ainda 0 RNAmM da IL-1f se manteve alto em ratos com crises
espontaneas (60 dias apos o SE), em relacdo aos animais controles.

Por outro lado, foi descrito que durante o SE, desenvolvido em modelos experimentais,
ocorre uma superexpressao do fator de transcricio NFKB em neurdnios, assim como em
astrocitos e microglia. Essa expressao aumentada se mantém ainda duas semanas apds o SE,
sugerindo a participacdo do processo inflamatorio em eventos pds-ictais, envolvidos na
epileptogénese. (LERNER-NATOLI et al., 2000).

No encéfalo apds uma lesdo se liberam e ativam enzimas proteoliticas que facilitam a
ativagdo o desenvolvimento do fendmeno inflamatorio mediante ativacdo do sistema

calicreinas cininas.

1.4 Sistema Calicreina-Cinina

As cininas pertencem a um grupo de peptideos de 9-11 aminoacidos e incluem a
bradicinina, calidina, t-cinina e seus metabolitos ativos, des-Arg®-cinina BK e des-Arg'® Lys-
BK. Bradicinina e calidina sdo geradas atraveés da clivagem proteolitica do precursor
cininogénio de alto peso molecular e de baixo peso molecular, pelas calicreinas (FIG. 3). T-
cinina foi identificada exclusivamente nos ratos (QADRI; BADER, 2018). Esses peptideos
sofrem répida degradacdo metabolica por amino-, carboxi- e endopeptidases encontradas nos
tecidos e fluidos bioldgicos. As cininas exercem seu efeito bioldgico através da ativacdo de
dois receptores denominados receptores Bl e B2, que foram caracterizados
farmacologicamente (COUTURE et al., 2001; REGOLI; BARABE, 1980).

As cininas sdo 0s agonistas enddgenos do receptor B2 predominante, enquanto a des-
arg®-bradicinina e a des-arg'®-calidina sdo os agonistas preferenciais para o receptor B1. As
evidéncias atuais sugerem que as calicreinas e algumas proteases ativam diretamente o receptor
B2 humano, independente da liberacéo da bradicinina. Assim, o receptor B2 pode pertencer a
um novo grupo de receptores ativados por serina-proteases (HECQUET et al., 2000). Ambos
0s genes dos receptores da bradicinina foram clonados em humanos e em Vvarias espécies € a
previsdo de hidrofobicidade para os residuos indicam que os receptores de bradicinina B1 e B2
tém sete dominios transmembrana da hélice, uma estrutura comum a outros membros da
superfamilia da rodopsina dos receptores acoplados a proteina G. (COUTURE et al., 2001).

Enquanto o receptor B2 é constitutivo, o receptor B1 geralmente é pouco expresso
condigdes fisiologicas. O receptor B1 é induzido em processos como por exemplo, infecgéo,

algumas endotoxinas bacterianas, citocinas pro-inflamatérias como interleucina 1-B (1L-1B)
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e fator de necrose tumoral alfa (TNFa). A inducdo do receptor B1 por citocinas é controlado
pela proteina MAP quinase ativada por mitogénio e pelo fator nuclear transcricional kB
(NFKb). (TERZUOLI et al., 2014). Varios mecanismos de transducgdo de sinal foram descritos
para as cininas dependendo do tipo celular. Isso inclui a ativacdo das fosfolipases A2, C e D
com a liberacdo subsequente de prostaglandinas, 6xido nitrico, fosfatos de inositol e
diacilglicerol a partir de fosfolipideos de inositol de membrana, levando a mobilizacdo de
calcio intracelular e ativacao de varias isoformas da proteina quinasse C. (BURCH, 1990).

Apesar das vias classicas, o receptor B2 também esté ligado a ativacdo das proteinas
tirosina quinase e fosfatases, bem como da MAP quinase.

A funcdo do sistema calicreina-cinina na dor, vasodilatacdo, inchaco, liberacdo de
prostaglandinas, proliferacdo celular e como marcador de processos inflamatérios periféricos
é bem conhecido, entretanto, sua agao no sistema nervoso precisa de mais estudos para melhor
entendimento (QADRI; BADER, 2018). Alguns trabalhos mostram que, como outros
peptideos e seus receptores, 0s receptores de cininas, particularmente o B1, podem estar
envolvidos na mobilizacdo de glutamato e na excitotoxicidade. Segundo Bregola et al., (1999),
0 peptideo des-Arg9-BK, um potente agonista do receptor B1, foi capaz de aumentar a
liberacdo de glutamato em cérebros de ratos submetidos ao modelo animal de epilepsia
induzido por &cido cainico. Mazzuferi e colaboradores também observaram aumento dos niveis
extracelulares de glutamato, mediados pelo agonista do receptor B1, apoiando a ideia de que o
sistema calicreina-cinina contribuiu para a excitabilidade neuronal epiléptica. (MAZZUFERI
et al., 2005) A participacdo e modulacdo do receptor B2 de cininas no fendmeno epiléptico

estdo menos esclarecidas.
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Figura 3 - Representacdo esquematica da ativacdo do sistema calicreina cininas. Apds o dano tissular,

enzimas proteoliticas sdo liberadas pelos tecidos. D1, D2, D3 e D4 representam os dominios da molécula

do cininogénio com vérias fungdes. D1, D2 e D3 constituem

Argafiaraz e colaboradores mostraram um aumento significativo na expressdo na
expressdo dos receptores B2 e B1 de cininas no hipocampo de ratos Wistar machos durante as
fases agudas, silenciosa e cronica do modelo de epilepsia da pilocarpina (ARGANARAZ et
al., 2004). Em compensacdo o estudo de Ongali e colaboradores usando o modelo do
abrasamento amigdaliano em ratos machos Sprague-Dawley observaram um declinio
significativo dos locais de ligacdo ao receptor B2 em varias regides do encéfalo como, por
exemplo, nas regides de CA1l, CA2 e CA30. (ONGALI et al., 2003). Com o intuito de
estabelecer uma correlacdo funcional do receptor, Argafiaraz e colaboradores mediante uma
abordagem comportamental e histoldgica, observaram que camundongos nocautes para o

receptor B2 apresentam maior frequéncia de crises espontaneas e recorrentes e maior grau de
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brotamento de fibras musgosas em relagdo aos camundongos epilépticos selvagens
(ARGANARAZ et al., 2004). No entanto, os dados de Rodi e colaboradores mostraram em
camundongos nocautes para 0 receptor B1, no modelo de &cido cainico, uma maior
susceptibilidade a crises convulsivas quando comparado com os camundongos selvagem.
(RODl et al., 2013).

1.5 Epilepsia e Hormonios Sexuais

Os hormonios sexuais (estrogénio/progesterona) além de seus efeitos em 6rgaos
periféricos participam na modulagdo da excitabilidade e sobrevida neuronal pela ativacdo de
seus receptores amplamente distribuidos no SNC. Os receptores de estrogénio foram
identificados no citoplasma, quando inativos, e no nucleo, quando ativados ou inativados. Os
efeitos dos hormdnios no SNC sdo mediados pela ligacdo a receptores especificos ou por meio
de efeitos diretos deles em receptores de neurotransmissdes das fendas sinépticas. Foram
identificados receptores de estrogénio do tipo alfa e beta no SNC, ambos com uma estrutura
similar, porém com distribuicdes e fungdes diferentes (MCEWEN, 1991).

Apesar dos receptores de estrogénio estar amplamente expressos no hipocampo de ratos
adultos, tanto machos quanto em fémeas (SAKUMA et al., 2009), sua funcdo ainda néo foi
totalmente esclarecida. Conforme Green e colaboradores (2000), os estrogenos apresentam
inimeros efeitos celulares, incluindo a ativagdo dos receptores nucleares especificos, aumento
da expressdao de proteinas anti-apoptéticas, interacdo com mecanismos intracelulares
dependentes de segundo mensageiro, ativacdo glutamatérgica, além de manutencdo da
homeostase do calcio intracelular e atividade antioxidante (GREEN; SIMPKINS, 2000). O
aumento de AMPc com subsequente fosforilagdo do CREB contribuiria para os efeitos
neuroprotetores do estradiol através do aumento da expressao da proteina BCL-2, da ativacao
da MAP quinase, ERK, ou inibiacdo do Raf-1. Essa via ativada é conhecida ainda por modular
outros efeitos celulares, incluindo a despolarizacdo de neurdnios hipotalamicos, crescimento
dendritico e sinapses excitatorias, aumentando a expressdo dos receptores NMDA, com
aumento da potencializagdo sinaptica no hipocampo (HOJO et al., 2004; KIMOTO et al.,
2001).

A possivel relagdo entre os hormdnios sexuais e a excitabilidade neuronal tem sido
observada e descrita a mais de 150 anos (PRINCE; TSENG, 1993; VELISKOVA, 2006).
Desde entéo, inimeros pesquisadores tém relatado variagédo na frequéncia de crises epilépticas,

em algumas mulheres, com a variacdo hormonal durante o ciclo ovarico, condicdo referida

24



como epilepsia catamenial. (HERZOG et al., 1997; REDDY e ROGAWSKI, 2009). Além
disso, as crises epilépticas ocasionam alteracfes no eixo hipotalamo-hipofisario que leva a
alteracdes nos niveis sanguineos dos horménios sexuais que influenciam na morte neuronal
em crises epilépticas. (ZHANG, C. et al., 2009)

Por outro lado, estudos clinicos e experimentais evidenciaram a influéncia dos
horménios sexuais, na morte neuronal consequéncia de crises convulsivas e nas sindromes
epilépticas. Por exemplo, estudos epidemioldgicos sugerem que a prevalecia e incidéncia de
crises convulsivas € maior em homes que em mulheres, assim como o risco de desenvolver as
sindromes epilépticas (HAUSER et al., 1991; McHUGH e DELANTY, 2008).

Na ELT também foi observado diferencas, entre os pacientes homens e mulheres,
quando considerado a extensdo do dano neuronal e generalizacdo secundaria das crises
epilépticas (VELISKOVA; DESANTIS, 2013). Estudos realizados em modelos experimentais
confirmam os achados clinicos. Por exemplo, em modelos de ELT como, como da pilocarpina
e &cido cainico, as crises clénicas generalizadas se evidenciaram com maior intensidade e com
maior frequéncia em ratos machos quando comparados com ratos fémeos. (MEJIAS-APONTE
etal., 2002). Além disso, repetidas doses de [ estradiol teve um efeito pro-convulsivante, assim
como, de maior intensidade nas crises apos administracdo de pilocapina e/ou acido cainico em
ratos machos. Em ratos fémeas ovariectomizadas o efeito foi contrario, isto é, um efeito
anticonvulsivante e menor intensidade das crises convulsivas. (GALANAPOLOU et al., 2003;
NICOLETTI et al., 1985).

Estudos também tém mostrado o estrogénio tem efeito na plasticidade neuronal em
modelos experimentais. Evidéncias farmacoldgicas e comportamentais sugerem que a ativacdo
dos receptores de estrogénio (HECQUET et al., 2000) possui efeito regulatorio na plasticidade
sindptica do hipocampo, bem como efeito benéfico nos mecanismos cognitivos de roedores.
(ARNOLD; BEYER, 2009; ZHANG, C. et al., 2009).

Por outro lado, os efeitos da progesterona em modelos de epilepsia mostraram efeitos
dependentes do sexo dos animais. Por exemplo, Nicoleti e colaboradores mostraram que a
progesterona tem efeito anticonvulsivo em ratos fémeas e pro-convulsivo em ratos machos no
modelo de epilepsia do acido cainico (NICOLETTI et al., 1985). Além de isso, Hoffan e
colaboradores mostraram em ratos fémeas ovariectomizadas, que receberam tratamento com
progesterona, diminuic¢do na intensidade das crises e a morte neuronal no hipocampo quando
comparado com os animais controle no modelo de epilepsia do lobo temporal induzido pelo
acido cainico (HOFFMAN et al., 2003). Estudos mostram que os efeitos nas crises convulsivas
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da progesterona parecem mediados pelo efeito alostérico da allopregnanolona nos receptores
GABA a.

Finalmente, durante os anos 80, a hipotese de uma produgdo local de estrogénio no
cérebro de mamiferos foi proposta por Baulieu e colaboradores. (BAULIEU, 1981) A
demonstracdo direta da esteroidogénese no cerebro ndo foi comprovada inicialmente, devido a
niveis muito baixos destas substancias no sistema nervoso central (HU et al., 1987).
Posteriormente esta hipdtese foi confirmada com a evidéncia da sintese de neuroesterdides em
regides como o hipocampo mesmo apds a remocdo de glandulas periféricas envolvidas na
esteroidogénse (HOJO et al., 2004; KIMOTO et al., 2001). A expressdo da proteina regulatéria
da esteroidogénse (StAR), e da enzima aromatase, duas moléculas essenciais a sintese de
estrogénios ja foi demonstrado no hipocampo de ratos adultos (FESTER et al., 2011). Yague
e colaboradores mostraram mediante imuno-histoquimica, a expressdo da aromatase na
formacdo hipocampal e a relevancia da biossintese de estrdgenos no SNC, em condi¢bes
fisioldgicas. A imunorreatividade a aromatase foi evidente em neurdnios piramidais (CA1L,
CAB3), células granulares do hilo do giro dentado e em interneurdnios de tecidos procedente de
pacientes portadores de epilepsia do lobo temporal e no tecido controle. (YAGUE et al., 2010).

2. JUSTIFICATIVA & RELEVANCIA

A expectativa média de vida da populacdo mundial, e inclusive a brasileira, aumentou
nos Ultimos anos e com isso também houve um aumento da incidéncia de doengas
neurodegenerativas como Alzheirmer e Parkinson. Nessas doengas, como na epilepsia do lobo
temporal, hd um processo inflamatdrio intenso acompanhado de uma perda neuronal
importante. As células da glia, (micrdglia, astrécitos) especialmente a micréglia tém um papel
importante na produgdo e liberacdo de mediadores inflamatdrios como as citocinas pro-
inflamatdrias. Essas moléculas participam ativamente na morte celular deflagrada pela
resposta imune e inflamatoria ativada ap6s um insulto no SNC. A possibilidade que os
horménios sexuais regulem a expressdao dos componentes do sistema calicreina-cininas no
SNC surge da observacdo de eventos a nivel periférico como, por exemplo: 1) O gene da
calicreina humana tem sitios de ligagcdo para o0 estrogeno e a progesterona no rim e pancreas
(Murray et al., 1990); II) Os niveis do RNAm da calicreina sdo maiores em ratos fémeas
quando comparado com ratos machos. Apds ovariectomia a diferenca entre machos e fémeas
diminui e aumenta novamente a diferenca apds reposicdo hormonal com estrogénio

(MADEDDU, et al., 1991) I11) A expressédo do gene da calicreina diminui ap6s ovariectomia
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no figado e se reestabelece apds tratamento com estrogénio. Devido a que a modulagdo da
expressdo do receptor B2 de cininas no SNC ainda néo foi totalmente elucidada, levantamos a
hipdtese que a expressdo deste receptor possa ser modulada pelos horménios sexuais
(estrogénios e/ou progesterona). Esperamos que este estudo nos permita obter uma melhor
compreensdo do efeito dos horménios sexuais (estrogénios e/ou progesterona) no SNC o que
por sua vez facilitara o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para prevenir e ou

retardar a neurodegeneracao melhorando a qualidade de vida da populacéo.

3. OBJETIVOS

Estudar a influéncia dos hormdnios sexuais na expresséo do receptor B2 de cininas em
ratos Wistar fémeas ovariectomizadas (OVX) e ndo ovariectomizadas (NOVX) submetidas ao

modelo de epilepsia induzido por pilocarpina.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para atingir o objetivo geral proposto, o estudo foi desenvolvido em etapas, de modo a

alcancar os seguintes objetivos especificos:
1. Identificar as fases do ciclo estral em ratos Wistar fémeas OV X e NOVX;

2. Avaliar a expressdo do receptor B2 de cininas, no hipocampo de ratos Wistar fémeas
OVX e NOVX, durante o SE;

3. Avaliar a expresséo do receptor B2 de cininas, no hipocampo de ratos Wistar fémeas

OVX e NOVX, durante o periodo silencioso do modelo de epilepsia da pilocarpina;

4. Avaliar a expressao do receptor B2 de cininas, no hipocampo de ratos Wistar fémeas

OVX e NOXV, durante o periodo cronico do modelo de epilepsia da pilocarpina.

4 MATERIAIS E METODOS

Os protocolos experimentais utilizados nestes trabalhos foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade de Brasilia, UnBDOC n° 149670/2015. Todos o0s
esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento do animal, de acordo com a International
Ethical Guidelines (CIOMS/OMS, 1985).
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4.1 MATERIAIS

4.1.1 Animais

Foram utilizados ratos fémeos da raca Wistar albinas adultas pesando 200-250g
mantidas em condigdes controladas com ciclo claro/escuro (12/12h), temperatura de 21+2°C,
com livre acesso a &gua e ragcdo por todo o periodo do experimento. Os animais foram
provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina da UnB e mantidos no lugar durante toda

a realizacdo do experimento.

4.1.2 Drogas e Reagentes

Foram utilizadas drogas de diversas procedéncias. Da Synth (S&o Paulo, Brasil) foram
utilizados sulfeto de sodio, &lcool, xilol e o paraformol. O anticorpo monoclonal anti-receptor
B2 de BK foi obtido da Transduction Laboratories (Lexington, KY, EUA). O kit ABC foi
obtido da Vectastain Elite (Burlingame, CA, EUA). As solucdes de Avidina e Biotina foram
provenientes da Dako (Vila Real, CA, EUA). A agarose foi adquirida da BioRad Laboratories
(Hercules, CA, EUA). O Triton X-100, 0 EDTA, o Tris-HCI, a metilescopolamina, as laminas
silanizadas, o MOPS, o acetato de so6dio, a formamida e o 3,3’ diaminobenzidina foram
provenientes da Sigma (St Louis, MO, EUA). Da Merck (Darmstadt, Alemanha) foram
utilizados, o cloreto de sddio, o bicarbonato de sddio, o fosfato de sédio monohidratado, o
peroxido de hidrogénio, o isopropanol, o cloreto de potassio, a sacarose, o nitrato de prata, a
goma ardbica, o citrato de sédio monohidratado, o &cido citrico, a hidroquinona, o entellan e a
pilocarpina. A albumina, a saponina, os anticorpos secundarios biotinilados, o formaldeido foi
adquirido da Calbiochem (Biosciences, inc., La Jolia, CA, EUA). Provenientes da Pharmacia
Biotech utilizaram a acrilamida, a glicina e o 4cido borico (Uppsala, Sweden). Da Life
Technologies, utilizamos o TRIzol (Grand Island, N.Y., USA) e o cloroformio (Carlsbad, CA).

4.1.3 Equipamentos
Além dos equipamentos normalmente utilizados em laboratdrio, tais como: balanga
analitica, pHmetro e agitador magnético foram utilizados os seguintes aparelhos:
e Microtomo da Jung CM1800-LEICA
e Microscopio confocal- LSM510 da CARL ZEISS
e Homogeneizador — VirSonic 60 da Virtis

e Centrifuga — Eppendorf — 5804R
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e Cuba de Eletroforese — Life Technologies — Horizon 11-14, série 11069
e Densitbmetro UVITEC Cambridge

4.2 METODOS

4.2.1 Cirurgia de Ovariectomia (OVX)

Para a retirada dos ovarios dos ratos fémeas Wistar, foi utilizada a cirurgia de
ovariectomia. O anestésico foi aplicado por via intraperitoneal. Apds a anestesia, foi feita a
tricotomia na regido dorsal entre o rebordo costal inferior e a coxa, fazendo a assepsia desta
regido com alcool. O animal foi colocado em decubito ventral, e foi realizada uma incisao de
aproximadamente trés centimetros na pele e tecido subcutdneo a cerca de um centimetro
lateralmente a linha mediana. Foi divulsionado a parede muscular até ter acesso a cavidade
abdominal, localizando o ovario em meio a uma massa gordurosa. A retirada do ovario foi
realizada apos a ligadura da extremidade da tuba uterina, seccionando entre a ligadura e o
ovario. Apds este procedimento, foi colocado o Utero dentro da cavidade abdominal, suturando
a parede muscular e, em seguida, a pele. Foi repetido o mesmo procedimento do outro lado do
animal e foi repetida a assepsia no final do procedimento. Apds a cirurgia, 0s animais

receberam Dipirona (200mg/kg) e Meloxicam (0,2mg/kg).

4.2.2 Método Lavado Vaginal

Nos ratos Wistar fémeas (n=30) antes de ser induzido o SE foi realizado o lavado
vaginal para verificagdo da fase do ciclo estral. Os esfregagos vaginais foram coletados com
uma pipeta de plastico, preenchidos com 0,2 ml de soro fisioldgico (NaCl a 0,9%), colocando
a ponta na vagina dos ratos fémeas, de forma cuidadosa para evitar a estimulacdo do colo do
utero. As coletas e andlises das secrecOes vaginais foram realizadas diariamente, trés vezes ao
dia. Trés gotas de contetdo vaginal de cada animal foram colocadas em uma lamina para
permitir a analise no microscopio de amplificacdo de 10x e 40x sem 0 uso de colora¢do. Uma

lamina de vidro foi usada para cada animal.
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4.2.3 Inducédo do modelo experimental de epilepsia pela pilocarpina em ratos Fémeas
Wistar

Com o objetivo de identificar as fases do ciclo estral nos ratos Wistar fémeas (NOVX
e OVX), antes de induzir a condi¢édo de SE, foi realizado o esfregaco vaginal nesses animais.
Apbs identificar a fase estro do ciclo estral os animais NOVX e a fase diestro nos animais
OVX se procedeu a induzir o SE. Os animais NOVX e OVX foram pré-tratados com uma
injecdo subcutdnea de metil-escopolamina na dose de 1mg/kg, Trinta minutos apds foi
administrada pilocarpina na dose 320 mg/Kg por via intraperitoneal, (PILO, Sigma, St Louis,
MILLSTONE) e/ou solucédo salina (cloreto de sodio 0,9%).

A partir do quadro comportamental observado os ratos fémeas Wistar NOVX e OV X,
foram divididos em quatro grupos:

A) Grupo SE: animais que, ap0s tratamento com pilocarpina, apresentaram crises
convulsivas auto-mantidas e que foram eutanasiados com 5h de SE

B) Grupo SIL: animais que, apos a fase de SE voltaram a normalidade comportamental
e foram eutanasiados com 5 dias ap0s a injecdo da pilocarpina

C) Grupo CR: animais que, apés as fases SE e silenciosa, apresentaram crises
convulsivas espontaneas e recorrentes. Estes animais foram eutanasiados 30 dias apds a
primeira crise espontanea e recorrente, durante o periodo interictal evitando deste modo a
possivel interferéncia da crise epiléptica com os resultados.

D) Grupo CTR: Estes animais foram pré-tratados com metil-escopolamina, porém
trinta minutos apds, receberam solucdo salina (Cloreto de sodio 0,9%) em substituicdo a

pilocarpina.

4.2.4 Anélise da Expressdo do Receptor B2 de Cininas

Para a analise da expressdo do receptor B2 de cininas, foi utilizada a técnica de Western
Blot. Os animais foram decapitados e seus encéfalos foram imediatamente retirados sobre
placa de gelo. Os hipocampos foram rapidamente removidos e congelados a -80°C.

A) Preparo e Homogeneizagdo dos Tecidos

Os tecidos foram homegeneizados em 3 volumes de tampé&o de Lise (NaCl 0,1M, Tris-
HCI 0,0,1M, pH 7.6, EDTA pH 8, NP 40 1% e glicerol 10%). Imediatamente antes de
homogeneizar o tecido, foram adicionados a este tampéo, PMSF 10uM, Metavanadato 1mM,
NaF 0,0,5M, acido okadaico 2nM e uma mistura de inibidores de protease (aprotinina 0,08mM,
Leupeptina 2mM, Bestatina 4mM, Pepstatina A 1,5mM e E64 1mM, Sigma).
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As amostras foram entdo homogeneizadas por ultrassom (Virsonic 60 da Virtis), e a
concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry et al.,1951.

B) Separacao de Proteinas em gel de poliacrilamida e SDS (SDS-Page)

Ap0s a homogeneizacdo, as amostras foram diluidas em tamp&o Laemmly, fervidas por
50 minutos e entdo armazenadas em freezer -80°C. Inicialmente, foi feita uma curva padréo
para obtencdo de quantidade ideal de proteina proveniente do hipocampo a ser utilizada na
eletroforese e Western Blot.

Foi realizada entdo uma eletroforese em gel de resolugcdo 10% composto por (30%)
acrilamida e metil-bisacrilamida (Pharmacia Biotech), Tris 1,5M pH 8.8, Dodecil Sulfato de
Sédio 10% persulfato de amonio 10%, Temed (Pharmacia Biotech) e agua bidestilada. Para
obtencdo desta curva padréo foi realizada entdo a eletroforese utilizando-se de 5ug a 40ug de
proteina hipocampal homogeneizada. Uma solucéo padréo contendo proteinas conhecidas de
pesos moleculares diferentes (Caleidoscépio, Bio-Rad) foi aplicada ao gel para identificacdo
da banda presente na amostra de interesse. O tampao de corrida foi composto de 25mM Tris-
HCI (pH8,3), 200mM de glicina (USB) e 1% de SDS. O sistema de eletroforese (Bio-Rad:
Mini Protean, 7,5x10cm) foi ajustado para trabalhar a 80V, 30mA por 120 minutos.

A seguir, as proteinas foram transferidas eletricamente para uma membrana de
nitrocelulose (GE) utilizando-se tampdo tris (25mM, pH 8,3), contendo 193mM de glicina e
20% metanol. A transferéncia foi realizada a 50V com duragdo de 60 minutos (Bio-Rad: Mini
trans-blot cell 7,6 X 10cm).

Posteriormente, as membranas foram incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente
em uma solucdo de leite 5% em PBS-T 0,1M pH 7.4 + 0,01% Tween 20 (Sigma) e mantida
sob leve agitacdo, para blogqueio dos sitios inespecificos. Em seguida, a membrana foi entdo
incubada com anticorpo primario (Anti-B2 de cinians 1:1000 BD), diluido em solug&o de leite
2% em PBS-T pH 7.4 e mantida a temperatura de 4°C durante a noite.

Apos a incubagdo as membranas foram lavadas (3x5 min) em PBS-T 0,1M (pH 7,4),
em seguida as membranas foram colocadas em uma solugé@o contendo o anticorpo secundario
biotinilado (anti-mouse BD), na dilui¢do de 1:2000, por um periodo de 2 horas a temperatura
ambiente e sob leve agitacdo. As membranas foram lavadas novamente (3x5 min) em PBS-T
0,1M (pH 7,4) e entdo colocadas em uma solucgdo do Kit ABC por 90 minutos. Ao final, as
membranas foram novamente lavadas e submetidas ao processo para imunodetec¢do das
bandas empregando o Kit de quimioluminescéncia ECL (GE). A revelagdo da membrana foi

feita em um fotodocumentador.
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Em seguida, as respectivas bandas identificadas nas membranas foram quantificadas
com o auxilio do densitdmetro e os dados plotados utilizando-se a razdo entre a densidade
oOptica (D.O) da proteina do receptor B2 de cininas e a D.O da B-actina correspondentes para

corrigir possiveis erros durante o procedimento.

4.2.5 Imuno-histoquimica

Para a realizacdo da técnica de imuno-histoquimica, inicialmente os ratos fémeas
Wistar NOVX e OVX foram anestesiados (pentobarbital (60 mg/kg) e perfundidos
transcardiacamente com tampdo fosfato-salina (PBS) 0,1M, seguido de paraformoldeido 4%
em PBS. Posteriormente foram removidos os encéfalos imediatamente apds a perfuséo,
deixados na mesma solucdo fixadora (paraformoldeido) entre 18-24 horas e por mais 24 horas
em solucdo de sacarose 30% em PBS a 4°C. A seguir os encéfalos foram congelados em 2-
metilbutano (-20°C) e estocados a -70°C até serem processados. Os encefalos foram cortados
em criostato e fatias de 45um foram coletadas e lavas 3 vezes em PBS 0,1M pH7,4. Apos este
procedimento, as fatias foram incubadas com solucdo de peroxido de hidrogénio 1% (Merck)
por 10 minutos, para o bloqueio da atividade das peroxidases endégenas no tecido. Em seguida,
as fatias foram incubadas em solucdo de albumina bovina 10% (Calbiochem) em PBS+Triton
X-100 0,3% (Sigma) por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, os cortes foram
incubados em solucdo com albumina 2% contendo o anticorpo primario anti-B2 (Purified
Mouse Anti-B2 Bradykinin Receptor) na concentracdo de 1:1000, a temperatura de 4°C
overnight. Apos trés lavagem consecutivas, as fatias foram incubadas em uma solucédo
contendo o anticorpo secundario biotinilado (Calbiochem), na diluicdo de 1:250 por um
periodo de 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida as fatias foram colocadas em uma
solucéo do kit ABC (complexo avidina-biotina Vector) por 90 minutos. Posteriormente, as
fatias foram reveladas com 3,3’diaminobenzidina (DAB) Img/ml (Sigma) em Tris-HCI 0,05M
(Sigma) (pH7,6) e perdxido de hidrogénio (Merk) 1ul/ml. O DAB é um substrato cromogénio
da enzima peroxidase, que confere ao sitio onde se encontra complexo estreptavidina-
peroxidase uma cor castanha amarelada ao sofrer a acdo dessa enzima, permitindo a
visualizagdo da imuno-marcagéo. Por fim, as fatias foram montadas, desidratadas, diafenizadas
e cobertas com laminulas, usando-se Estellan.

Apos esses procedimentos, as laminas foram analisadas em microscopio optico e

fotografadas.
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4.2.6 Andlise da Expressdo Génica

4.2.6.1 Extracdo de RNA total de estruturas cerebrais

Os animais dos grupos experimentais foram decapitados e os cérebros foram retirados
sobre placa de gelo. Para a extragédo do RNA total do tecido, os hipocampos bilaterais foram
dissecados rapidamente, congelados em nitrogénio liquido e estocado a -80°C.

O RNA total obtido do hipocampo de acordo com o protocolo original do reagente
TRIzol, respeitando-se as quantidades relativas aos ml de TRIzol por grama de tecido.
Inicialmente, as amostras no volume adequado de TRIzol foram homogeneizadas
mecanicamente, e incubadas & temperatura ambiente por 30 minutos.

Foram adicionados 0,2ml de cloroférmio para cada ml de TRIzol inicial, agitando
vigorosamente por 15 segundos. A amostra foi novamente incubada a 30°C, por mais dois
minutos. Todo esse periodo permitiu a lise celular total bem como a remogéo de proteinas
associadas ao RNA. Centrifugamos a amostra a 12.000g por 15 minutos a 4°C. A solucédo
mostrou duas fases separadas por uma interfase branca, rica em DNA. As proteinas se
encontram majoritariamente na fase vermelha fenolica inferior, enquanto o RNA total ficou na
fase superior, geralmente incolor. A fase superior, adicionamos 0,5ml de isopropanol para cada
ml de TRIzol inicial. Para a precipitacdo, aguardamos 10 minutos a temperatura ambiente e
entdo submetemos a uma centrifugacdo a 12.000g por 10 minutos a 4°C. Descartamos 0
sobrenadante e o precipitado foi lavado com etanol 70% (preparado com agua livre de DNAse
RNAse). A mistura foi centrifugada a 7.500g por 5 minutos. Aguardamos a secagem total do

precipitado a temperatura ambiente e ressupinemos 0 RNA em um volumem de agua ultrapura.

4.2.6.2 Anélise do RNA

O RNA extraido foi suspendido em agua ultrapura em um volumem adequado entre
20-25 pl para se obter uma concentracdo aproximada de 1ug/ul de RNA de cada amostra. Para
quantificacéo foi utilizado o aparelho NanoDrop One/One (Thermo-Scientific). Imediatamente
apos quantificado o RNA foi analisado em relacéo a integridade e a possivel contaminagédo
com DNA gendmico em gel de agarose. Para isso, foi preparado uma eletro-separacdo das
amostras em gel de agarose em condi¢fes denaturantes, seguindo a formula de 100ml de gel
nas seguintes condicdes: 1,29 de agarose dissolvidos em 70ml de &gua por aquecimento, adi¢éo

de 10ml de tampdo MOPS 10x (0,2 M MOPS pH 7, 10mM de EDTA, 50mM de acetato de
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sodio). A solucéo foi resfriada a aproximadamente 60°C adicionado 5,4ml de formaldeido.
Apo6s polimerizagdo, deixamos o gel por 30 minutos a 4°C. As amostras foram preparadas
adicionando-se a cada uma 3,5ul de formaldeido, 10ul de formamida e tampdo MOPS (1x).
Para a completa desnhaturacdo, as amostras foram aquecidas por 70°C por 10 minutos e
imediatamente colocadas no gelo por 3 minutos. Centrifugamos brevemente para coletar agua
condensada e adicionamos 2,5ug de brometo de etideo e tampdo de amostra (1X) em cada
amostra.

A corrida eletroforética por realizada aplicando-se uma voltagem varidvel de ndo mais
de 5 V/cm, sendo a corrida efetuada em MOPS (1X) a 4°C. A integridade do RNA foi
confirmada pela presenca das duas principais bandas ribossomais 28S e 18S na altura
aproximadamente de 4.7kb e 1.9kb. Para apenas visualizagdo e analise, utilizamos de 200ng a
1ug de RNA total.

4.2.6.3 Ensaio de transcricao reversa (RT-PCR) e PCR em tempo real (QPCR)

Com o objetivo de se obter o cDNA das amostras de RNA foi realizado o ensaio RT-
PCR. Prévio ao ensaio de RT-PCR as amostras foram tratadas com a enzima DNAse (Promega)
e seguido o protocolo do fabricante. Posteriormente, se procedeu a realizar a reacdo de RT-
PCR. Para reacdo foi usado 2ug de RNA total o qual foi adicionado a 4ul do Master Mix
SuperScript 1V VILO (ThermoFisher Scientific), o qual utiliza oligonucleotideos iniciadores
randémicos. Os parametros utilizados no termociclador (Bio-Rad) foram: 25° C por 10
minutos, 50° C por 10 minutos, 85° C por 5 minutos e 4C. Posteriormente, 0 DNA
complementar (cDNA) foi utilizado para a quantificacio mediante a técnica de PCR
quantitativa em tempo real (QPCR). Para a reagédo foi utilizado 400ng do cDNA, que foi
adicionado a 5ul do Kit TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems) e as sondas
TagMan para os receptor B2 de cininas e para 0 gene GAPDH (Applied Biosystems). Na
reacdo foi realizada no aparelho StepOne Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems)
com 0s seguintes ciclos: 95° C por 20 minutos, 95° C por 1 segundo e 60° C por 20 segundos,

sendo que os ultimos dois ciclos se repetem 40 vezes.

4.2.7 Analise Estatistica
Foi utilizado o teste t-student para comparar 0s grupos. O software utilizado foi 0 SPSS

20.0. Resultados com p > 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS
5.1 Identificagdo das fases ciclo estral

Com o objetivo de identificar as fases do ciclo estral, em ratos Wistar fémeas OVX e
NOVX, foram analisados os tipos celulares nos esfregacos vaginais. Foram identificadas as
seguintes fases do ciclo estral: a) metaestro, b) diestro, ¢) proestro e d) estro. Na fase metaestro,
foram identificadas células epiteliais, cornificadas e alguns poucos leucdcitos (Fig. 4A). Na
fase diestro foram identificados predominantemente tipos celulares com morfologia leucécitos
(Fig. 4B). Na fase proestro, foi observado o comportamento de lordose caracteristico do cio.
Em esta fase foram identificadas células epiteliais nucleadas (Fig. 4C). Na fase estro quando
acontece a ovulacgdo, cio, foram identificadas apresenta células cornificadas anucleadas (Fig.
4D).

Figura 4 - Esfregagos vaginais em ratos Wistar fémeas NOVX e OVX. Laminas nas diferentes fases do ciclo
estral de Wistar NOX e OVX; A) Metaestroestro: se células epiteliais cornificadas, alguns leucécitos; B) Diestro:
abundancia de leucocitos; C) Proestro: células epiteliais nucleadas. D) Estro: células cornificadas anucleadas.
Aumento de 20x.
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5.2 Analises comportamentais apds administracao da pilocarpina

A confirmagdo da inducdo do status epilépticus foi avaliada por andlise
comportamental. Poucos minutos ap06s a administracdo da pilocarpina os animais apresentaram
movimentos mastigatorios, hipocinesia, salivacao, tremores generalizados, clonias das patas
anteriores apoiadas nas patas superiores e crises limbicas parciais e generalizadas.
Aproximadamente 30 minutos apds a inje¢do da pilocarpina as crises evoluiram para o SE (fase
aguda). Os animais com SE, ap06s um periodo em média de 18hs, apresentaram um
comportamento normal com duracdo em média de 15 dias (fase silenciosa). O aparecimento
de crises espontaneas deu inicio a fase cronica do modelo de epilepsia. Dessa (forma foi
possivel confirmar resultados prévios de Cavalheiro e cols 1994; Leite e cols 1990).

5.3 Expressao do receptor B2 de cininas em ratos fémeas NOVX

5.3.1 Expressao génica do receptor B2 de cininas no hipocampo de ratos Wistar fémeas, no
grupo SE.

Em um primeiro momento, os niveis de expressdo génica do receptor B2 de cininas
foram avaliados mediante a técnica de gPCR, nos hipocampos de ratos Wistar fémeas nos
grupos SE e CTR. A expressdo do RNAm do receptor B2 de cininas nos hipocampos do grupo
SE mostrou uma diminuicéo significativa quando comparado com o grupo CTR (p= 0.0284
n=3) (Fig. 5).
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Figura 5 - Expressdo do RNAm do receptor B2 de cininas no hipcampo de ratos Wistar fémeas NOVX
no grupo SE. Os niveis de expressdo dos mRNAs nos hipocampos de ratos Wistar fémeas NOVX nos
grupos SE (5hs de SE) e CTR (animais tratados Sal) foram avaliados mediante g PCR. Os valores estéo
expressos como média + desvio padrdo *p=0.028 Teste T-Student (n=3).

Com o intuito de confirmar os resultados anteriores, foram avaliados os niveis de
expressao proteica do receptor B2 de cininas no hipcampo de ratos Wistar fémeas NOVX, pela
técnica de “Western Blotting”. Foram detectadas bandas de 42 e de 44 KDa correspondentes
ao receptor B2 de cininas. A andalise por densitometria Optica ap6s normalizacdo com a
expressdo do gene de B-actina mostrou uma diminuicado significativa na expressdo do receptor

B2 de cininas no grupo experimental SE (SHSE) quando comparado com o grupo CTR

**p=0.0039. Teste estatistico: T Student N=4. (Fig. 6).

37



NOX

,E 15007

<

o

o 10001

]

e *
2 s I
8

[

Q

[=]

0

& &

4]

ReceptorB2 ——> _ _
BACNE g o vt g vt id

Figura 6 - Expressdo do receptor B2 de cininas no hipocampo de ratos Wistar fémeas NOVX no grupo SE.
A expressdo do receptor B2 de cininas em ratos NOV X nos grupos CTR e SE foi avaliada mediante a técnica
de Western Blotting. Os valores estdo expressos como média + desvio padrdo **p=0.00039 Teste T-Student
(n=4).

5.3.2 Expressao proteica do receptor B2 de cininas nos hipocampos de ratos Wistar Fémeas no

grupo SIL.

Os niveis de expressao do receptor B2 de cininas no hipocampo de ratos Wistar Fémeas
no grupo silencioso foram avaliados pela a técnica de “Western Blotting”. A andlise por
densitometria Optica das bandas de 42 e de 44 KDa correspondentes ao receptor B2 de cininas
e apos normalizagdo com a expressdo do gene de $-actina mostrou uma diminuicao significativa
na expressdo do receptor do receptor B2 de cininas no grupo silencioso, quando comparado
com o grupo CTR *p=0.012. Teste estatistico: T Student n=4. (Fig. 7) .
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Figura 7 - Expressdo do receptor B2 de cininas no hipocampo de ratos Wistar fémeas NOVX no grupo SIL. A
expressdo do receptor B2 de cininas em ratos NOVX nos grupos CTR e SIL foi avaliada mediante a técnica de
“Western Blotting”. Os valores estdo expressos como média + desvio padrdo *p=0.0012. Teste T-Student (n=4).

5.3.3 Expresséo proteica do receptor B2 de cininas no hipocampo de ratos Wistar Fémeas no
grupo cronico

Os niveis de expressao do receptor B2 de cininas no hipocampo de ratos Wistar Fémeas
no grupo cronico foram avaliados pela a técnica de “Western Blotting”. A analise por
densitometria Optica das bandas de 42 e de 44 KDa correspondentes ao receptor B2 de cininas
e apos normaliza¢@o com a expressdo do gene de B-actina ndo mostrou diferenga significativa
na expressdo do receptor do receptor B2 de cininas no grupo CR, quando comparado com o
grupo CTR *p=0.012. Teste estatistico: T Student N=4 (Fig. 8).
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Figura 8 - Expressdo do receptor B2 de cininas nos hipocampos de ratos Wistar fémeas NOVX no grupo CR. A
expresséo do receptor B2 de cininas em ratos NOVX nos grupos CTR e CR foi avaliada mediante a técnica de
“Western Blotting”. Os valores estdo expressos como média _ desvio padrdo p=0.53. Teste T-Student (n=4).

5.3.4 Expressao proteica do receptor B2 de cininas no tecido de hipocampo de ratos Wistar
fémeas NOVX

Com objetivo de confirmar resultados anteriores e identificar a localizac&o da expresséo
do receptor B2 de cininas, no tecido da formacdo hipocampal, foi utilizada a técnica de
imunohistoquimica. Embora os resultados mostraram um padrdo de marcacdo semelhante em
toda a formacdo hipocampal, houve intensidade de marcacédo diferente entre os quatro grupos
analisados (Fig. 9). Diferentemente, nos grupos SE e SIL foi evidenciada uma imunoreatividade
menos intensa para o receptor B2 nas células piramidais (CA1 e CA3), nas células granulares
e do hilo do giro dentado na formacdo hipocampal, quando comparada com 0s respectivos
grupos CTR (Fig. 9, 10, 11,12). A imunoreactividade para o receptor B2 foi localizada tanto no
citoplasma e na membrana plasmatica das celulas piramidais no hipocampo, nas celulas
granulares e do hilo do giro dentado.

Um detalhe ampliado da marcacdo das células piramidais nas regides de CAl e CA3,
das ceélulas granulares e do hilo do giro dentado na formac&o hipocampal dos grupos estudados

e mostrado nas figuras 10, 11 e 12.
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Figura 9 - Fotomicrografias da imunreatividade do receptor B2 de Cininas. no hipocampo de
ratos Wistar Fémeas NOVX de todos os grupos. A, C, E Hipocampo de ratos Wistar Fémeas
CTR (tratadas com solugdo fisiologica) B, D, F Hipocampo de ratos Wistar Fémeas nos grupos
SE, SIL e CR respectivamente. CAl, CA2, CA3, G (células granulares), H (hilo do giro
dentado). Ampliagdo 2,5X
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Figura 10 - Fotomicrografias da imunreatividade do receptor B2 de Cininas. Regido de CAl
na formacdo hipocampal de ratos Wistar Fémeas NOVX de todos os grupos. A, C, E
Hipocampo de ratos Wistar Fémeas dos grupos CTR (tratadas com solucéo fisiolégica) B, D,

F, Hipocampo de ratos Wistar Fémeas nos grupos SE, SIL e CR. CA1 — células piramidais.
Ampliagéo 20X.
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Figura 11 - Fotomicrografias da imunreatividade do receptor B2 de Cininas da Regido
de CA3 na formagdo hipocampal de ratos Wistar Fémeas NOVX de todos 0s grupos.
A, C, E Hipocampo de ratos Wistar grupos CTR (tratadas com solucéo fisiol6gica) B,
D, F Hipocampo de ratos Wistar Fémeas dos grupos SE, SIL e CR. CA3 células
piramidais. Ampliagdo 20X.
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Figura 12 - Fotomicrografias da imunreatividade do receptor B2 de Cininas. Regido do
hilo do giro dentado na formacéo hipocampal de ratos Wistar Fémeas NOV X de todos
0s grupos. A, C, E Hipocampo de ratos Wistar Fémeas dos grupos CTR (tratadas com
solucdo fisioldgica). D, F, F Hipocampo de ratos Wistar fémeas dos grupos SE, SIL e
CR. H: células do hilo do giro dentado. Ampliacdo 20X.
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5.4 Expressdo do receptor B2 de cininas em ratos fémeas ovariectomizadas (OVX)

5.4.1 Expressédo génica dos receptores B2 de cininas nos hipocampos de ratos Wistar fémeas
OVX, do grupo SE

Em um primeiro momento, os niveis de expressdo génica do receptor B2 de cininas
foram avaliados mediante a técnica de qPCR, nos hipocampos de ratos Wistar fémeas nos
grupos SE e CTR. A expressdo do RNAm do receptor B2 de cininas nos hipocampos do grupo

SE ndo mostrou diferenca significativa quando comparado com o grupo CTR *p= 0.42 n=3

(Fig. 13).
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Figura 13 - Expressdo do RNAm do receptor B2 de cininas nos hipcampos de ratos
Wistar fémeas OV X do grupo SE. Os niveis de expressdao dos mMRNASs nos hipocampos
de ratos Wistar fémeas OV X nos grupos SE e CTR foram avaliados mediante gPCR.
Os valores estdo expressos como média + desvio padrdo *p=0.42. Teste T-Student

(n=3).

Com o intuito de confirmar os resultados anteriores, foram avaliados os niveis de
expressao proteica do receptor B2 de cininas no hipocampo de ratos Wistar fémeas NOVX,
pela técnica de “Western Blotting”. Foram detectadas bandas de 42 e de 44 KDa referente ao
receptor B2 de cininas. A anélise pela densitometria dptica apds normalizagdo com a expressao
do gene de B-actina mostrou uma diminuicdo significativa na expressdo do receptor B2 de

cininas no grupo experimental SE quando comparado com o grupo CTR **p=0.0035. Teste

estatistico: T Student N=4. (Fig. 14).
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Figura 14 - Expressédo do receptor B2 de cininas no hipocampo de ratos Wistar fémeas
OVX do grupo SE. A expressdo do receptor B2 de cininas nos ratos fémeas OVX dos
grupos CTR e SE foi avaliada mediante a técnica de “Western Blotting”. Os valores
estdo expressos como média + desvio padrdo **p=0.00035 Teste T-Student (n=4)

5.4.2 Expressao do receptor B2 de cininas nos hipocampos de ratos Wistar Fémeas OV X no

grupo SIL
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Figura 15 - Expressdo do receptor B2 de cininas no hipocampo de ratos Wistar fémeas OV X do grupo SIL. A
expressdo do receptor B2 de cininas em ratos fémeas OV X nos grupos CTR e SIL foi avaliada mediante a
técnica de “Wetsern Blotting”. Os valores estdo expressos como média + desvio padrdo *p=0.00278 Teste T-
Student (n=4).
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5.4.3 Expresséo do receptor B2 de cininas nos hipocampos da ratos Wistar Fémeas OV X do

grupo CR
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Figura 16 - Expressdo do receptor B2 de cininas no hipocampo de ratos Wistar fémeas OV X do grupo CR. A
expresséo do receptor B2 de cininas em ratos fémeas OV X nos grupos CTR e CR foi avaliada mediante a
técnica de “Wetsern Blotting”. Os valores estdo expressos como media + desvio padrdo p=0.006 Teste T-

Student (n=4).

5.4.4 Imunoreatividade para o receptor B2 de cininas em ratos Wistar Fémeas

ovariectomizadas

Com objetivo de confirmar resultados anteriores e identificar a localizac&o da expresséo
do receptor B2 de cininas, no tecido da formacdo hipocampal, foi utilizada a técnica de
imunohistoquimica. Embora os resultados mostraram um padrdo de marcacdo semelhante em
toda a formacdo hipocampal, houve intensidade de marcacéo diferente entre os quatro grupos
analisados (Fig. 17). Diferentemente, nos grupos SE e SIL foi evidenciada uma
imunorreatividade menos intensa para o receptor B2 nas células piramidais (CAl e CA3), nas
células granulares e do hilo do giro dentado na formacao hipocampal, quando comparada com
0s respectivos grupos CTR (Figura 17, 18, 19, 20). A imunoreactividade para o receptor B2 foi
localizada tanto no citoplasma e na membrana plasmatica das células piramidais no hipocampo,

nas células granulares e do hilo do giro dentado.
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Um detalhe ampliado da marcacéo das células piramidais nas regides de CAl e CA3,
das células granulares e do hilo do giro dentado na formac&o hipocampal dos grupos estudados

e mostrado nas figuras 18, 19 e 20.

Figura 17 - Fotomicrografias da imunreatividade do receptor B2 de Cininas no do hipocampo de ratos Wistar
Fémeas OV X de todos os grupos. A, C, E Hipocampo de ratos Wistar Fémeas CTR (animais tratadas com solugdo
fisiolégica) B, D, F Hipocampo de ratos Wistar Fémeas dos grupos SE, SIL e CR. Ampliacéo 2,5X
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Figura 18 - Fotomicrografias da imunreatividade do receptor B2 de cininas na regido de
CA1 na formacao hipocampal de ratos Wistar Fémeas OV X de todos os grupos A, C, E
Hipocampo de ratos Wistar Fémeas CTR (animais tratadas com solucdo fisiol6gica) B,
D, F Hipocampos de ratos Wistar fémeas dos grupos SE, SIL e CR. Ampliagéo 20x.
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Figura 19 - Fotomicrografias da imunreatividade do receptor B2 de Cininas. Regido de CA3 no
hipocampo de ratos Wistar Fémeas OV X de todos os grupos A, C, E Hipocampo de ratos Wistar
Fémeas nos grupos CTR (animais tratados com solugéo fisioldgica); B, D, F Hipocampo de ratos
Wistar fémeas nos grupos SE, SIL e CR. Ampliacdo de 20x.



Figura 20 - Fotomicrografias da imunreatividade do receptor B2 de cininas. Regido do hilo do
giro dentado na formacé&o hipocampal de ratos Wistar Fémeas OV X de todos os grupos A, B, E
Hipocampo de ratos Wistar Fémeas nos grupos controle CTR. B, D, F Hipocampo de Ratos
Wistar Fémeas nos grupos SE, SIL e CR. Ampliagéo de 20X.
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DISCUSSAO

Nesse estudo, abordamos a hipotese de que os horménios sexuais (estrogénio e/ou
progesterona) modulariam a expressdo do receptor B2 de cininas no modelo de epilepsia
induzido pela pilocarpina. Este trabalho mostrou pela primeira vez a expressao do receptor B2
de cininas, em ratos Wistar fémeas ndo ovariectomizadas - NOV X e ovariectomizadas - OVX,
durante as diferentes fases do modelo experimental de epilepsia, induzido por pilocarpina.

Para avaliar esta hipotese em ratos Wistar OV X, ap6s ovariectomia bilateral, foi
induzida a condicdo de estado de status epileptocus durante 5 horas (5hSE). O SE foi induzido
quatro dias apds a cirurgia, tempo considerado necessario para observar os efeitos da
diminuicdo da concentracdo dos hormonios sexuais (EDWARDS et al., 1999). No presente
estudo o efeito da cirurgia (ovariectomia) foi confirmado mediante o esfregaco vaginal,
observando-se a persisténcia de células compativeis com fase diestro do ciclo estral,
caracteristico de ratos Wistar ovariectomizados.

Posteriormente, foi avaliada a expressdo do receptor B2 de cininas no hipocampo de
ratos Wistar fémeas (NOVX). Os ratos Wistar fémeas NOV X apresentaram uma diminuicao
na expressao do receptor B2 de cininas, na formagéo hipocampal, nos grupos SE (com 5h de
SE) e SIL, em relagdo ao grupo controle CTR. Entretanto, foi detectado um aumento da
expressao do receptor nos grupos SE e SIL em ratos Wistar fémeas OV X em relacédo ao grupo
CTR. Ja na fase cronica (CR) ndo foram observadas diferencias significativas entre os ratos
fémeas NOVX nem OVX em relagdo aos grupos CTR.

Estes resultados contrastam com dados prévios obtidos por nosso grupo, em ratos
Wistar machos submetidos as mesmas condicdes de insulto ao encéfalo (ARGANARAZ et al.,
2004). Em este estudo foi observado um aumento significativo da expressao do transcrito e da
proteina do receptor B2 em ratos Wistar machos ap6s 6h de SE nas diferentes fases do modelo
de epilepsia da pilocarpina. No entanto, Ongali e colaboradores (2003) reportaram uma
diminuicdo na expressdo do receptor B2 no hipocampo de ratos submetidos ao modelo do
abrasamento de epilepsia do lobo temporal. A diferenga entre ambos os estudos pode ser
devida muito provavelmente, a caracteristicas préprias da fisiopatologia de cada modelo
utilizado. (ONGALI et al., 2003)

No modelo de epilepsia do lobo temporal da pilocarpina, nossos dados sugerem que a
expressao diferencial do receptor B2 de cininas em ratos Wistar fémeas quando comparado
com ratos Wistar machos, ap6s um insulto no SNC, poderia estar relacionada aos horménios

sexuais (estrogénio e/ou progesterona).
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A diminuigédo da expressao do receptor B2 em Ratos fémea Wistar NOVX e o aumento
em ratos Wistar OVX podem ser correlacionados com achados clinicos e experimentais
relacionados a epilepsia mesial do lobo temporal (VELISKOVA; DESANTIS, 2013). A
expressao em astrocitos do receptor B2 o qual apds ativacdo pela ligacao do agonista natural a
bradicinina, libera glutamato na fenda sinaptica (DELMAS et al., 2002; HOSLI et al., 1992;
ZHANG, Z. et al., 2010). Por sua vez, a ligacdo deste aminoacido excitatério aos receptores
NMDA na membrana dos neurdnios adjacentes aumentaria a excitabilidade neuronal e a
susceptibilidade a crises convulsivas. Além de isso, 0 GLU em excesso na fenda simpatica
pode levar a perda da homeostase do célcio intracelular e a morte neuronal (PARPURA et al.,
1994). Ainda, apos ativacdo do receptor B2 nas células de Schwann aumenta tambem a
liberacdo de glutamato na fenda sinaptica (JEFTINIJA et al., 1996). Dentro deste contexto, é
razoavel hipotetizar que a menor expressdo, do receptor B2 em ratos fémeas NOVX nos grupos
SE e SIL, poderia levar a menor liberacdo de GLU pelos astrécitos, diminuindo os efeitos
nocivos em neurdnios adjacentes, levando a uma menor morte neuronal e brotamento
supragranular de fibras musgosas no hipocampo dos animais NOV X quando comparados com
OVX. (VALENTE et al., 2002). Estes dados juntos com a diminuicao da expressdo do receptor
B2 nos ratos NOVX poderiam explicar a menor atrofia hippocampal observada na epilepsia
do lobo temporal mesial em mulheres quando comparado com homens (BRIELLMANN;
BERKOVIC; JACKSON, 2000). No entanto, ndo podemos excluir a participacdo de outros

tipos celulares além das células da glia (astrocotos, células de Schwan).

Por outro lado, levando em consideracdo que a ativacdo do receptor B2, pela
bradicinina, participa da resposta inflamatéria no SNC (THORNTON et al., 2010), a qual por
sua vez, € um importante fator envolvido na patogéneses da epilepsia do lobo temporal
(VEZZANI; GRANATA, 2005) é plausivel que a ativacdo do receptor B2 induza, em
astrocitos e microglia, a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, éxido nitrico e outros
mediadores da resposta inflamatdria apés uma lesdo no SNC (PITKANEN; LUKASIUK,
2011; THORNTON etal., 2010; VEZZANI; GRANATA, 2005). Assim, a maior expressado do
receptor B2 em ratos fémeas OV X, no grupo SE e SIL, poderia ser correlacionado com maior
resposta inflamatdria, maior morte neuronal nas crises de longa duracéo (SE) e menor periodo
de laténcia para a primeira crise espontanea e recorrente (VALENTE et al., 2002). Em
compensagao nos ratos Wistar fémeas NOV X haveria uma menor resposta inflamatoria, o que

levaria a menor morte neuronal e com menos esclerose no hipocampo como observado em
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mulheres quando comparado com homens (BRIELLMANN; BERKOVIC; JACKSON, 2000).
Além disso, a maior expressdo e consequente ativacdo do receptor B2 nos ratos fémeas OV X
poderia também aumentar a atividade da PLAze PLC, o que levaria a uma maior producéo de
acido araquiddnico, com o consequente aumento na producdo de radicais livres, e assim,
favorecer a morte celular por estresse oxidativo nos grupos SE e SIL (BELLISSIMO et al.,
2001).

Estudos realizados em modelos de epilepsia do lobo temporal (ELT) também
mostraram que a morte neuronal induzida por crises limbicas pode ser influenciada por
horménios sexuais (estrogénios e/ou progesterona). A reposi¢do hormonal com estradiol, em
ratos Wistar fémeas, diminuiu a morte neuronal no hipocampo como consequéncia de crises
de longa duragio (GALANOPOULOU; ALM; VELISKOVA, 2003). Por outro lado, o pré-
tratamento com estradiol, em ratos fémeas Wistar OV X com SE mostrou um efeito positivo,
isto é, diminuicdo da morte neuronal no hipocampo, quando comparado com os animais OV X

sem reposicao hormonal.

Dentro deste contexto a modulacdo negativa na expressdo do receptor B2 em ratos
fémea NOVX e positiva em ratos OVX, nos grupos SE e SIL, poderia ter efeitos de
neuroprotetores mediados pelos hormonios sexuais (estrogénio) (GALANOPOULOQU; ALM;
VELISKOVA, 2003). A expressdo diferencial do receptor B2, em areas vulneraveis a morte
neuronal (CAL, CA3, células granulares e do hilo do giro dentado) no hipocampo em ratos
Wistar fémea NOVX e OV X vem ao encontro com essa hipdtese. Em nosso estudo, mediante
imunohistoquimica, ficou evidente a menor imunoreatividade (expressdo do receptor B2) nos
grupos SE e SIL nos ratos fémeas NOX quando comparados com 0S mesmos grupos nos ratos
fémeas OVX. Esses resultados confirmaram a localizagdo do receptor B2 de cininas na
formagdo hipocampal, evidenciada previamente por alguns estudos (ARGANARAZ et al.,
2004; RAIDOO et al., 1997; WU et al., 2012). Além de isso, a diminuigdo da imunoreatividade
do receptor B2 em regides do hipocampo vulneraveis a morte neuronal nos grupos SE e SIL
nos ratos fémeas NOV X poderiam ser consequéncia do efeito de neuroprotecdo dos hormonios
sexuais (estrogénios) observados apds reposicdo de esse hormdnio em ratos fémeas OVX e
NOVX (GALANOPOULOU; ALM; VELISKOVA, 2003). No entanto, ndo é possivel
descartar a participacdo de outras moléculas/fatores intermediarias na expressdo do receptor

B2 de cininas.
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Os mecanismos envolvidos na expressao génica do receptor B2 de cininas no SNC ndo
estdo totalmente elucidados. No entanto, hé& evidéncias de que a expressdo génica do receptor
B2 possa ser regulada por fatores tréficos. Lee e colaboradores (2002) mostraram que o NFG
(Fator Neurotrofico Derivado da Glia) aumenta a expressao do RNAm e do receptor B2, em
neurénios do ganglio da raiz dorsal (DRG). Por outro lado, j& esta bem estabelecido que o NGF
€ expresso por neurdnios no encéfalo e sua expressdo pode ser influenciada pela atividade
neuronal (ZAFRA et al., 1990). Usando o modelo de lesdo hiliar, Gall e Isackson (1989) foram
0s primeiros autores a mostrar que 0 RNAm do NGF aumenta apds crises limbicas. Estudos
posteriores tém confirmado esses resultados mediante inducdo de crises limbicas pela injecdo
de &cido cainico ou pilocarpina (ZAFRA et al., 1990). Por outro lado, estudos, realizados em
camundongos nocautes para o receptor B1, mostraram a relevancia do receptor B2 de cininas
no fendmeno epiléptico (RODI et al., 2013). Esses animais mostraram maior sensibilidade ao
aparecimento de descargas epileptiforme “in vivo” e “in vitro”. “In vivo” utilizando um
antagonista peptidico ndo seletivo do receptor B2 (LF16-0687) foi observado diminuigdo na
severidade das crises limbicas induzidas mediante &cido cainico em esses animais. O efeito do
antagonista do receptor B2 também foi evidenciado nos camundongos selvagens submetidos
a crises de longa duracdo (RODI et al., 2013). Estes dados em conjunto, sugerem que a
modulacdo negativa na expressdao do receptor B2 em ratos fémeas NOVX poderia estar
associada a menor atividade epileptiforme nas crises de longa duragéo e consequentemente a
menor expressao do fator de crescimento NGF o que levaria a menor expressao do receptor B2
de cininas (RODI et al., 2013).

A diminuicdo da expressdo do receptor B2 de cininas em ratos fémeos NOVX,
observada nos grupos SE e SIL, poderia estar vinculada ao aumento dos niveis de estradiol nas
fases aguda e silenciosa do modelo de epilepsia da pilocarpina como observado por Amado e
colaboradores. (AMADO; CAVALHEIRO, 1998). No entanto, estudos de Madeddu e
colaboradores (1997), mostraram um efeito contrario do estradiol na expressao do receptor B2
a nivel vascular, favorecendo a expressao do receptor B2 de cininas a nivel
periférico.(MADEDDU et al., 1995) Essa diferencia no efeito do estradiol poderia ser devida
aos efeitos de inibicdo dol7 B estradiol na expressdo do RNAmM do NGF nos neurénios da
formagé&o hipocampal Leach e colaboradores (1995). Em contraposi¢do dados de Yu-Wei Wu
e colaboradores (WU et al.,, 2012) tem mostrado um efeito positivo do estrogénio, no
hipocampo, na expressédo do NGF. Por este motivo, ndo podemos afirmar que a modulagéo da
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expressdo do receptor B2 de cininas, no modelo de epilepsia do lobo temporal, seja mediada
exclusivamente e diretamente pelos hormonios sexuais (estrogénio e/ou progesterona). Outros
estudos serdo necessarios para elucidar a modulacdo da expressdo do receptor B2 em

neurodnios, astrocitos e microglia apos ovariectomia.

Como mencionado previamente, a maior expressao do receptor B2 de cininas em ratos
fémeas OVX, pode facilitar a perda da homeostase do calcio intracelular e excitabilidade
neuronal. Esses eventos facilitados pela ativacdo do receptor B2 poderiam explicar, ao menos
em parte, a menor laténcia no estabelecimento da condi¢do de SE, quando comparado com 0s
ratos fémeas NOVX. Dessa forma os hormonios sexuais (estrogénio/progesterona)
interfeririam no estabelecimento do SE em ratos OV X, mediante a modulacéo da expressao do
receptor B2 (VALENTE et al., 2002).

Na fase silenciosa do modelo de epilepsia da pilocarpina acontecem fenémenos de
plasticidade neuronal que culminam no estabelecimento de crises espontaneas e recorrentes.
Por exemplo, se estabelece um desequilibrio entre excitacdo, (aumento dos niveis de
glutamato) e inibicdo (diminuicdo da expressdo de GABA) (CAVALHEIRO, 1995). Além de
iSs0, a expressao de novas proteinas, por exemplo, os receptores B1 de cininas, AT1 e AT2 de
angiotensina, em neurdnios altera a fisiologia normal dos circuitos no hipocampo
(ARGANARAZ et al., 2004, 2008). Considerando esses fenémenos plasticos, o aumento da
expressdo do receptor B2 de cininas, no hipocampo do grupo SIL dos ratos fémeas OV X,
poderia estar relacionado a diminuicdo do periodo de laténcia (fase silenciosa), aumento da
morte neuronal no hipocampo e maior brotamento de fibras musgosas quando comparado com
ratos fémeas NOX (VALENTE et al., 2002). Estudos prévios ja mostraram o efeito de
neuroprotecdo, dos hormonios sexuais (estrogénios) em ratos fémeas na vida reprodutiva
(ABBASI et al., 1999; CHEN; CHOPP; LI, 1999; MARK et al., 1995). Além disso, foi
observado um efeito deletério da expresséo do receptor B2 em doengas do SNC. Por exemplo,
apos traumatismo encefalico, o receptor medeia dano neuronal e formacdo de edema
(PRUNEAU et al., 1999). Outros estudos mostram que animais tratados com antagonista do
receptor B2 levou a uma diminuigdo do dano celular ap6s isquemia encefélica (HELLAL et
al., 2003; ONGALI et al., 2003).
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Em resumo, os resultados obtidos no presente estudo sugerem fortemente uma relagéo
entre os niveis de expressdo do receptor B2 de cininas com os efeitos de neuroprotecéo
mediado pelos hormdnios sexuais (estrogénio/ e ou progesterona) nas crises de longa duracédo
e na fase de epileptogenesis. Esperamos que estudos posteriores nos permitam elucidar os
receptores e mediadores envolvidos nas vias de sinalizagdo na modulacdo do receptor B2 de
cininas durante as crises de longa duracédo e de epileptogenese.

CONCLUSOES

Baseados nos resultados obtidos, atraves deste estudo, podemos concluir que:

® A expressdo do receptor B2 de cininas apresentou diminuicdo no hipocampo, de ratos
Wistar fémeas ndo ovariectomizadas (NOVX), durante as fases aguda e silenciosa do
modelo de epilepsia induzida por pilocarpina

® A expressdo do receptor B2 de cininas apresentou diminuicdo no hipocampo, de ratos
Wistar fémeas ovariectomizadas (OVX) na fase aguda e silenciosa do modelo de epilepsia
induzido por pilocarpina

® A imunoreatividade ao receptor B2 de cininas, na formacdo hipocampal, € menor nas
regides CA1, CA2 e CA3 no hipocampo, nas células granulares do giro dentado e nas
células do hilo do giro dentado em ratos Wistar fémeas ndo ovariectomizadas (NOVX)

® A imunoreatividade ao receptor B2 de cininas, na formacdo hipocampal, é maior nas
regides CA1, CA2 e CAS3, nas células granulares do giro dentado e nas células do hilo do
giro dentado em ratos Wistar fémeas ovariectomizadas (OVX)

® Possivel papel neuroprotetor dos hormonios sexuais (estrogénio/progesterona) mediante a
modulagdo da expresséo do receptor B2 de cininas no modelo de epilepsia da pilocarpina
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