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RESUMO

A epilepsia é um disturbio cerebral cronico caracterizado pela recorréncia de crises
epilépticas ndo provocadas, estudos relatam que quase 1% das pessoas
experimentam uma convulsdo durante suas vidas e afeta em torno de 65 milhdes de
pessoas em todo o mundo, sendo a doenca neuroldégica mais comum, cronica e
perigosa a epilepsia do Lobo Temporal Mesial (ELTM) onde o paciente pode
apresentar crises focais simples ou complexa que se originas do lobo temporal, alguns
mecanismos que levam a esta desordem incluem o desbalanco dos Canais de ions
dependentes de voltagem, a ativacao da fosforilacdo de AKT através da producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs. A Epilepsia apresenta grande relevancia clinica
em razao de alta incidéncia e gravidade, além de sua razdo social que em casos
graves chega a impedir o convivio social do paciente. A neuroprote¢ao é um processo
desejavel em muitos distarbios neurolégicos, mas 0s mecanismos complexos
envolvidos neste campo nao sdo completamente compreendidos. As mitocondrias sdo
0s principais reguladores do metabolismo energético celular (EM), através da
producdo de Adenosina trifosfato (ATP), as Proteinas Desacopladoras (UCPs) estao
presente na membrana interna das mitocondrias e atuam regulando a cadeia de
transporte de elétrons, diminuindo assim o impulso para a producao de espécies
reativas de oxigénio (EROs), aliviando assim o dano celular durante as crises
epiléticas. O modelo de epilepsia por pilocarpina se assemelha a ELTM humana
sendo caraterizada pela prevaléncia de estatus epleticus (SE) e incitar o aumento da
producédo de EROs, além de causar uma potente morte celular por excitotoxicidade
induzida por convulsdes, em decorréncia da producéo excessiva de EROs, e o
comprometimento de mitocéndrias € notadamente observado neste modelo. O
tratamento com Oligonucledtideos anti-sense (ASO) foi empregado nesse trabalho,
visando aproveitar sua caracteristica de impedir a producao da proteina do gene que
tem como alvo, através do bloqueio da traducdo dos mRNA, essa ferramenta foi
utilizada nesses animais para impedir a producdo de UCP2 com o intuito de esclarecer
o papel da UCP2 no disturbio epilético, descobrindo, assim se a UCP2, atua inibindo
mecanismos de fatores apoptoticos e estresse oxidativo, para aumentar a sobrevida
dos neurdnios apos o inicio da SE. O presente estudo teve como objetivo principal

investigar o papel do UCP2, um regulador negativo de EROs, na neuroprote¢do apos



insulto colinérgico, mimetizado pela acédo da pilocarpina. Para chegarmos na decisao
de em qual momento da epilepsia teria a expressao de UCP2, a fim de bloquea-la, foi
feito um protocolo de observacéo das fazes da doenca para determinar em qual delas
h& expressédo de UCP2, seguido de outro grupo experimental, onde avaliamos o curso
temporal a fim de esclarecer 0 momento onde teriamos o pico de sua expressao.
Depois desses dois processos finalmente determinamos o melhor momento para a
administracao de ASO. Nossos dados demonstraram que o aumento da expressao de
UCP2 no hipocampo de ratos tem inicio apés 3 dias da inducao do status epilepticus
(SE), atingindo o pico de expressao em 5 dias apds SE, que corresponde a fase
latente da epilepsia, ap0s esse periodo os niveis retornam aos valores basais.
Concomitantemente, os niveis de expressdo de fosfo-AKT foram maiores no
hipocampo durante a fase silenciosa precoce (5 dias apds SE). Adicionalmente,
demonstrou-se que o bloqueio de UCP2 por oligonucleétidosanti-sentido (ASO) em
ratos SE diminuiu com sucesso tanto o conteido de mRNA e de proteina de UCP2. O
tratamento com ASO nesses animais aumentou os fatores pro-apoptéticos
mitocondriais, a atividade da caspase 3, a expressdo de citocinas inflamatoérias, as
atividades das enzimas antioxidantes e a formacdo de EROs. Em conclusdo, os
presentes resultados destacam as acdes neuroprotetoras da UCP2, atuando via
inibicdo de fatores apoptoticos e estresse oxidativo, para aumentar a sobrevida dos

neurénios apoés o inicio da SE.

Palavras Chave: Epilepsia - UCP2 - ERO - ASO - Pilocarpina



ABSTRACT

Epilepsy is a chronic brain disorder characterized by the recurrence of unprovoked
epileptic seizures, studies report that nearly 1% of people experience a seizure during
their lives and affects around 65 million people worldwide, with the most common
neurological disease , chronic and dangerous epilepsy of the Mesial Temporal Lobe
(ELTM) where the patient may present simple or complex focal seizures that originate
from the temporal lobe, some mechanisms that lead to this disorder include the
imbalance of voltage-dependent ion channels, activation of AKT phosphorylation
through the production of reactive oxygen species (EROs). Epilepsy has great clinical
relevance due to its high incidence and severity, as well as its social reason which, in
severe cases, impedes the patient's social interaction. a desirable process in many
neurological disorders, but the complex mechanisms involved in this field are not
completely understood. Mitochondria are the main regulators of cellular energy
metabolism (MS), through the production of Adenosine triphosphate (ATP), the
Decoupling Proteins (UCPs) are present in the inner membrane of the mitochondria
and act regulating the electron transport chain, stimulus for the production of reactive
oxygen species (ROS), thus relieving cellular damage during epileptic seizures. The
model of pilocarpine epilepsy resembles human ELTM being characterized by the
prevalence of epleticus (SE) status and incite the increase of the ROS production,
besides causing a powerful cellular death by excitotoxicity induced by convulsions, due
to the excessive production of ROS , and mitochondrial impairment is notably observed
in this model. The anti-sense Oligonucleotide (ASO) treatment was used in this work,
in order to take advantage of its characteristic of preventing the production of the
protein of the gene that targets, through blocking the translation of the mRNA, this tool
was used in these animals to prevent the production of UCP2 in order to clarify the role
of UCP2 in the epileptic disorder, thus discovering that UCP2 acts to inhibit
mechanisms of apoptotic factors and oxidative stress to increase survival of neurons
after the onset of ES. The present study had as main objective to investigate the role
of UCP2, a negative regulator of EROs, in the neuroprotection after cholinergic insult,
mimicked by the action of pilocarpine. In order to arrive at the decision on which time



of epilepsy the expression of UCP2 would have, in order to block it, a protocol of
observation of the stages of the disease was made to determine in which one of them
there is UCP2 expression, followed by another experimental group, where we
evaluated the temporal course in order to clarify the moment in which we would have
the peak of its expression. After these two processes we finally determine the best time
for ASO administration. Our data demonstrated that increased UCP2 expression in the
rat hippocampus begins after 3 days of the induction of the status epilepticus (SE),
reaching peak expression at 5 days after SE, which corresponds to the latent phase of
epilepsy, after that period levels return to baseline. Concomitantly, phospho-AKT
expression levels were higher in the hippocampus during the early silent phase (5 days
after SE). In addition, UCP2 blocking by anti-sense oligonucleotides (ASO) in SE mice
has been shown to successfully decrease both the mCPNA and protein content of
UCP2. The treatment with ASO in these animals increased the pro-apoptotic
mitochondrial factors, the activity of caspase 3, the expression of inflammatory
cytokines, the activities of the antioxidant enzymes and the formation of ROS. In
conclusion, the present results highlight the neuroprotective actions of UCP2, acting
through inhibition of apoptotic factors and oxidative stress, to increase survival of

neurons after ES onset.
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1. Introducéao

1.1. Epilepsia

A epilepsia é um distarbio cerebral crénico caracterizado pela recorréncia de crises
epilépticas ndo provocadas (BRAGATTI, 2013; ENGEL,2008, 1-13 p.), atraves de
distarbio na propagacao do sinal elétrico, descarga neuronal ou despolarizacdo, nos
neurénios podendo provocar, contracfes e espasmos involuntarios principalmente

nos musculos esqueléticos, acompanhados ou ndo de perda de consciéncia.

Estudos relatam que a probabilidade de desenvolver epilepsia ao longo da vida € de
3% e afeta em torno de 65 milhdes de pessoas em todo o mundo (0,5%-1,0%), sendo
a doenca neuroldgica mais comum, crbénica e perigosa. Segundo uma meta-analise
de estudos internacionais, a prevaléncia de epilepsia € de 6,4 casos por 1.000
pessoas e a incidéncia anual cumulativa € de 67,77 casos por 100.000 pessoas-ano.
Sendo que paises de baixa e média renda possui uma prevaléncia ativa maior.
(DEVINSKY, 2018; FIEST, 2016, 2017; JETTE, 2016; SCORZA, 2019). No Brasil, foi
encontrado uma prevaléncia de 11,9:1.000 na Grande Sao Paulo e de 16,5:1.000 para
epilepsia ativa em Porto Alegre, sendo que as incidéncias sdo maiores no primeiro
ano de vida e apés aos 60 anos de idade. ( KWAN, 2004; MARINO, 1986; NUNES,
2011).

O processo patoldgico da epilepsia pode se dar pela deficiéncia ou mal funcionamento
de canais dependentes de voltagem como os canais de Na* Ca*, k* e CI. O bom
funcionamento desses canais implica na transmissdo adequada de impulsos nervosos
e transmissao de sinal ao longo da rede neural, e quando essa funcao se perde ou é
prejudicada por algum fator genético ou adquirido, uma das manifestacdes do

problema pose ser o surgimento de convulsdes, levando & um estado epilético.

A epilepsia é uma patologia complexa e que pode incluir trés periodos: um periodo
agudo com fatores iniciais como, malformacdes cerebrais congénitas, lesbes
cerebrais estruturais adquiridas, incluindo status epilepticus, um periodo latente
caracterizado pela auséncia de convulsdo, mas frequentemente com a ocorréncia de

um estagio crénico com crises recorrentes espontaneas e picos interictais, que sao
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surtos periodicos e muito breves de atividade neuronal que sdo observados no

eletroencefalograma de pacientes com epilepsia cronica (PANUCCIO G, 2010).

As epilepsias podem ser divididas em eixos topogréficos e etiologicos, sendo no
primeiro, subdivididas em generalizadas, que se manifestam por crises epilépticas,
cuja origem envolve os dois hemisférios simultaneamente, sdo acompanhadas de
alteracdo de consciéncia como: crises de auséncia, crises mioclénicas, movimentos
involuntarios na parte superior do corpo e membros e crises tdnico-clénicas
generalizadas (TCG), contragdo subita dos musculos de forma involuntaria em ambos
os lados do corpo sendo mais comuns durante o sono. A outra subdivisdo da epilepsia
em eixo topografico é a epilepsia focal onde as crises epilépticas iniciam em uma area
especifica do cérebro e seus sintomas dependem desse local de origem e velocidade
de propagacéao desse impulso elétrico anormal, podendo ser uma crise focal simples,
ou seja, sem perda de consciéncia ou uma crise focal complexa, com
comprometimento da consciéncia durante o episddio. No entanto seja a crise simples
ou complexa, quando propagada por todo o cortex cerebral pode levar a uma TCG
sendo entdo denominada crise focal secundariamente generalizada. (BANCAUD,
1981; ELGER, 2008).

No eixo etiolégico temos as epilepsias idiopaticas, sem lesdo, sdo geralmente
relacionadas a idade, epilepsias sintomaticas, com leséo, ou criptogénicas que sao
presumivelmente sintomaticas, mas sem uma lesdo nos exames de imagem
disponiveis no momento. As lesfes sintométicas geralmente relacionadas & essas
epilepsias sdo: esclerose temporal mesial, neoplasias cerebrais primarias, anomalias
vasculares e malformacdes do desenvolvimento corticocerebral. (BETTING, 2008;
CASCINO, 2008; FRITZ, 1989).

Ainda nessa subdivisdo temos a Epilepsia do Lobo Temporal Mesial (ELTM) onde o
paciente pode apresentar crises focais simples ou complexa que se originas das
estruturas mesiais do lobo temporal, esse tipo de epilepsia focal que apresenta grande

relevancia clinica em razao de alta incidéncia e gravidade.

Pacientes com ELTM apresentam crises focais simples ou complexas que se originam
nas estruturas mesiais do lobo temporal, geralmente precedidas por auras.

(FERNANDES, 2013) Auras correspondem a manifestagcdes sensitivo-sensoriais,
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vegetativas ou psiquicas puramente subjetivas e que ocorrem em 20% a 90% dos

pacientes com epilepsia do lobo temporal.

A condicao de epilepsia tem consequéncias neuroldgicas, cognitivas, psicoldgicas e
sociais importantes que impacta diretamente na qualidade de vida dos afetados, se
estima que em aproximadamente um terco dos pacientes a medicacdo antiepilética
ndo € o suficiente para controlar os episédios convulsivos. (KWAN, 2000; SCORZA,
2019).

1.2. Proteinas desacopladoras (UCPs)

As mitocbndrias s@o os principais reguladores do metabolismo energético
celular (EM), através da producdo de Adenosina trifosfato (ATP), os fatores que sao
reduzidos, como NADH e FADH2, obtidos pela oxidacdo de moléculas de
carboidratos, proteinas e lipideos, fornecem os elétrons para a cadeia de transporte
de elétrons (ETC) tendo como resultado final a reducdo do oxigénio em agua, a
liberacéo de ATP, NAD e FAD. Essa transferéncia de elétrons através da ETC controla
o influxo de prétons H+ no espacgo intermembranar, formando assim uma forga motora

de protons, cuja energia € usada pela ATP sintase para a fosforilagdo de ADP.

As proteinas desacopladoras (UCPs) desempenham um papel crucial na ETC
atuando agudamente no controle do vazamento de prétons, que ocorre devido ao fato
de que parte da energia liberada na oxidacao de substratos energéticos € dissipada
em forma de calor em vez de ser convertida em ATP, dessa forma as mitocéndrias
tém sido descritas como um local potencial para os eventos intricados que resultam
em disturbios patolégicos e morte celular, uma vez que sdo amplamente envolvidas
na manutencdo da homeostase celular. (BUCIELLO, 2015; DIVAKARUNI, 2011,
KRAUSS, 2006).

As UCPs sao proteinas transportadoras de anions e se encontram na membrana
interna da mitocondria e sdo responsaveis pela diminuicdo do gradiente de prétons
transmembrana, controle do vazamento de prétons, essa atividade reduz o impulso
para a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), consequentemente
diminuindo a morte celular. (BARNSTABLE, 2016; LAPP DW, 2014).
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Até o momento, cinco isoformas da UCP foram descritas com base na homologia da
sequéncia de UCP1, que é predominantemente expressa em tecido adiposo marrom
onde esté associada a uma fungéo termogénica atuando como o gerador de calor sem
tremores para manter a temperatura corporal em recém-nascidos e mamiferos
durante a hibernacéo, através da catalise do vazamento de prétons. A UCP3, por sua
vez, é expressa principalmente no musculo esquelético, mas também pode ser
encontrada no tecido adiposo marrom e no musculo cardiaco, no entanto seus
mecanismos de ativacdo, bem como seu papel fisiologico ainda nao foram
esclarecidos. (BOYER BB, 1998; BUCIELLO, 2015; KIM-HAN, 2005).

Em relacdo as UCP4 e UCP5 como tém baixa homologia com a UCP1, pouco se sabe
a respeito de suas funcdes, embora estudos recentes vem sugerindo que a UCP4
pode se relacionar negativamente com a doenca de Alzheimer, porém esse ponto,
nao esta totalmente esclarecido (KRAUSS, 2006; MONTESANTO, 2016).

A UCP2, que € o foco desse estudo, normalmente é expressado em células imunes e
neuronais, sendo regulada pela lesdo do sistema nervoso central (SNC). A geracao
de EROs mitocondriais em condicGes patolégicas € dependente do potencial de
membrana mitocondrial, e apesar de evidéncias sugerirem gue a super expressao de
UCPs pode ser neuroprotetora, se deve lembrar que em algumas situacdes, a
ativacdo da UCP pode resultar em um equilibrio entre efeitos benéficos e prejudiciais,
podendo ser a expressao da UCP2 pré-apoptética ou anti-apoptoética, dependendo da
regulacao transcricional e bioquimica das regides cerebrais afetadas. A UCP2 causa
desacoplamento moderado, reduzindo o vazamento de elétrons da cadeia de
transporte de elétrons e, assim, diminui a geracdo de superdoxido, bem como
regulando o potencial de membrana que é um importante fator para a absorcéo de
Ca?*, ja que muitas vis dependentes de Ca?' estdo envolvidas em morte celular
neuronal. (DEJEAN, 2004; KIM- HAN, 2005; MILLS, 2002).

Ainda a respeito da atuacao dindmica da UCP2 no SNC, embora em repouso a UCP2
seja encontrada principalmente em neurdnios, dados recentes indicam que 0s niveis
de proteina nos astrocitos aumentam rapidamente em resposta ao estresse celular
(HASS, 2016; LAPP DW, 2014). Os astrécitos sdo o tipo de célula mais abundante no
SNC, promovem a sobrevivéncia neuronal regulando os niveis de neurotransmissor,
metabolitos e antioxidantes no ambiente extracelular que durante desordens de no

SNC, podem adotar um fenétipo pro-inflamatorio reativo, caracterizado pela regulacao
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positiva da proteina acida fibrilar de filamento intermediario da glia (GFAP), reducéo
na captacado de neurotransmissores, alteracdes metabolicas e liberacdo de citocinas
pro-inflamatérias (HASS, 2016; SOFRONIEW, 2009). Também ¢é sugerido que a
UCP2 esta associada ao aumento dos niveis de glutationa nos tecidos, através da
cisteina produzida pelos astrécitos e neurénios, que é um poderoso sequestrador de
EROs (HASS, 2016; VOZZA, 2014).

Em um estudo demonstrando a atuacdo da UCP2 em células imunes, conduzido por,
Basu-Ball e colaboradores (2011) onde se verificou que durante a uma infeccao pelos
parasitas da Leishmania, que infecta o macrofago do hospedeiro e diminui a producéo
de EROs para se estabelecer dentro da célula, a UCP2 sofre uma forte regulacéo
positiva, facilitando a permanecia do parasita. No entanto quando observada a
expressdo amentada de UCP2 em células neuronais em: Aterosclerose, isquemia
cerebral e encefalomielite autoimune experimental, foi verificado que o controle de
formacdo de EROs nesses casos fornece uma neuroprotegdo. (HAINES, 2012;
MOUKDAR, 2009; VOGLER, 2006).

1.3. Epilepsiainduzida por pilocarpina

Como apresentado anteriormente, a Epilepsia do Lobo Temporal Mesial
(ELTM) é um tipo de epilepsia focal que apresenta grande relevancia clinica. Um dos
modelos que vem sendo amplamente utilizado para mimetizar a ELTM, é o modelo
induzido por pilocarpina. (CAVALHEIRO, 1995).

A pilocarpina, um agonista colinérgico muscarinico, quando administrado por via
sistémica em altas doses em roedores (~360 mg/kg), induz um quadro de alteragbes
comportamentais com manifestacao de crises motoras limbicas que surgem aos 15-
30 minutos apods injecdo, e podem perdurar por horas, status epilepticus (SE),
caracterizando o periodo agudo do modelo (TURSKI, 1983; Cavalheiro, 1995, 2006).
Além do mecanismo das convulsfes neurotoxicas induzidas pela pilocarpina esta bem
estabelecido, é atualmente hipotetizado que a excitotoxicidade infligida pelo status
epilepticus (SE) induzida pela pilocarpina resulta em aumentos patolégicos nas lesées
neuronais em resposta a producdo excessiva de EROs (GOUVEIA, 2011; SILVA,
2008).
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Como mencionado anteriormente estudos usando altas doses de pilocarpina (acima
de 350 mg / kg i.p.) mostraram a existéncia de dano oxidativo subjacente ao SE e
aumentos das atividades das enzimas antioxidantes foram encontradas (FREITAS
R.M, 2004; TEJADA S, 2006). O cérebro é mais vulneravel aos efeitos prejudiciais do
estresse oxidativo do que outros tecidos devido a varias razdes, uma delas é seu alto
consumo de oxigénio, outras razbes sao o fato de conter grandes quantidades de
acidos graxos poli-insaturados nas membranas que sao suscetiveis a sofrer de
peroxidagdo lipidica além dos metais oxidaveis e ter comparativamente menos
capacidade antioxidante do que outros tecidos (BELLISSIMO M.I, 2001, FREITAS
R.M, 2004; SAH R, 2002)

Nesse modelo de Epilepsia por pilocarpina, também é observado que a neurogénese,
formacdo de novos neurdnios para o reparo de lesdes cerebrais, essa funcdo é
comprometida pelas crises (FERNANDES, 2013).

Outros estudos revelam que momentos apdés um evento inicial (crises agudas ou
status epilepticus) ocorrem aumentos da neurogénese no hipocampo e recrutamento
anormal de neur6nios recém-gerados. Assim como nos pacientes com ELTM a
neurogénise diminui substancialmente na fase cronica da epilepsia, analises sugerem
gue essa diminuicdo é devido a ativacao da cascata inflamatoéria decorrente das crises
espontaneas frequentes (Fernandes, 2013; PARENT, 2006).

1.4. Oligonucleétideos Anti-sense (ASO)

Nos ultimos anos, houve um ressurgimento de oligonucleotideos antisense (ASOSs)
como ferramentas valiosas para estudar sobre os mecanismos da doenca e como
terapéutica poderosa para a intervencdo de doencas. Parte deste sucesso recente
pode ser atribuido a melhorias feitas na estrutura do ASO e modificagBes quimicas
gue tornaram os ASOs mais vantajosos e eficientes como estratégias potenciais para
o tratamento da doenca. A biotecnologia anti-sense envolve o impedimento estérico
da progressao do ribossoma e / ou da inibicdo da transcricdo de uma dupla fita alvo

de mRNA / ASO, através da divisdo do transcrito , ou seja separacao da dupla fita do



25

MRNA alvo, esse processo é mediado pela ativacdo da RNase H que degrada a
cadeia de RNA de um duplex de RNA-DNA (HEGARTY JP, 2017).

O campo da terapéutica anti-sentido comecou com a constatacdo de que um
oligodesoxinucleido tridecero complementar a 13 nucleotideos do RNA do 35S virus
do sarcoma de Rous inibiu a tradugcdo do mRNA viral e a subsequente produto de
virus (ZAMECNIK, 1978).

Os ASOs séo tipicamente compostos por 8-50 nucleotideos de comprimento. Os
fosfodiésteres ndo modificados de ASOs sao rapidamente atacados por nucleases
celulares. O aumento da afinidade do oligonucleétideo alvo esta correlacionado com
0 aumento da atividade anti-sense celular. Para obter uma aplicacdo clinica
apreciavel, uma estrutura quimica ASO precisa ser otimizada por uma combinacédo de
glicose, estrutura, nucleobase e modificacdes nos terminais 3 e 5 (KHVOROVA,
2017). Os ASOs podem exercer seus efeitos de direcionamento de genes através de
diferentes mecanismos de acao, tornando-os suscetiveis a uma variedade de alvos

moleculares e processos de doencas. s

As doencas neurodegenerativas, especificamente, estdo em necessidade iminente de
uma terapia eficaz, e as ASOs oferecem uma estratégia possivel. Considerando 0s
notaveis sucessos de ensaios clinicos que, até hoje, foram alcancados em doencas
como a atrofia muscular espinhal e a esclerose lateral amiotréfica, pesquisadores e
pacientes estdo entusiasmados com a aplicacdo de ASO nas doencas
neurodegenerativas. Muitas doencas neurodegenerativas sao coletivamente
caracterizadas pela disfuncdo ou acimulo anormal de proteinas toxicas, onde oferece
um bom campo para os ASOs (SCHOCH KM, 2017).

Entretanto antes que os ASOs possam exercer seus efeitos moduladores de genes,
eles devem superar as barreiras de membranas e trafegar para locais subcelulares,
tipicamente o ndcleo, esses obstaculos podem der vistos como um limitante da
atividade do ASO.

Para que os ASOs sejam eficazes, eles devem se entregues nas regides ou células
afetadas em concentracdes apropriadas. Além de, serem estaveis e manter a eficacia
ao longo do tempo para o tratamento. Doencas do SNC frequentemente apresentam

problemas que limitam a entrega eficiente e eficaz de medicamentos. Mais
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notavelmente, a barreira hematoenceféalica restringe a entrada de certas moléculas
com base no tamanho, carga ou solubilidade (PARDRIGGE, 1998).

Os ASOs de fita Unica se ligam ao RNA alvo por meio do emparelhamento de bases
que, dependendo do design do ASO e do alvo, podem acionar mecanismos distintos

de acao pelos quais o ASO degrada ou modifica seu alvo.

Um dos mecanismos pelo qual o ASO chega no seu alvo € a degradacdo mediada
pela RNase H por uma clivagem seletiva do prée-mRNA. Uma vez que ASOs tém 2
modificagdes (‘2-5’) a RNase H requer um 2'- O livre , nucleotideos anti-sense gapmer
devem ser inseridos, Gapmers consistem de uma regido central que suporta a
atividade de RNase H com flanqueando extremidades quimicamente modificadas que
protegem o ASO de nucleases (EVERS M.M, 2015; JULIANO R.L, 2016).

O outro mecanismo pelo qual o ASO chega em seu alvo é a modulacdo de
processamento do pré-mRNA nuclear. Os ASOs podem ter como alvo regides
especificas como de juncao de 5 '/ 3’ ou locais de aprimoramento / silenciador de
emenda exonicos / intrénicos (ESEs ou ISEs, ESSs ou ISSs) levando a inclusao de
um exon (EVERES M.M, 2015).

A aplicacdo de ASOs para o tratamento de doencas neurodegenerativas mostrou
grande sucesso em modelos de camundongos de doenca, permitindo que os ASOs
sejam aplicados de forma constante a doencas humanas por meio do
desenvolvimento de estudos clinicos. ASOs estdo atualmente sendo aplicadas a
varias doencas neurodegenerativas, mas tém sido mais importantes no tratamento da
atrofia muscular espinhal, completando o status da Fase Il e alcangando a aprovacao
do medicamento pela FDA no ano passado. Além da atrofia muscular o ASO tem sido
implicado na esclerose lateral amiotrofica e doenca de Huntington, estando em fases
iniciais. (SARDONE V; SCHOCH KM, 2017).

1.5. Apoptose

Embora tenha havido progresso no entendimento da ocorréncia de epilepsia, os
pesquisadores ainda precisam desenvolver biomarcadores confiaveis ou marcadores

substitutos para lesdes epileptogénicas (SAHOO SS, 2013). Sabe-se que as crises
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epiléticas tém um grande potencial de gerar apoptose nas células neuronais, dessa

forma se torna importante estudar os mecanismos pelo qual esse processo ocorre.

A apoptose é um processo de morte celular desencadeado por fatores internos e
externos, e ndo € necessario apenas para manter a fungéo fisiolégica normal, mas
também intimamente associado a ocorréncia de certas doencas (KUMAR A, 2015). O
mecanismo relacionado a perda de neurbnios pode ser através de Varios receptores,
que quando ativados levam a uma serie de mudancas bioquimicas no interior das

células causando sua morte.

A protease da caspase é uma via de transdu¢do comum que induz a apoptose na
epilepsia (RINWA P, 2013). Em particular, a capacidade de sobrevivéncia das células
é influenciada por Bcl-2/ Bax (linfoma de células B-2 (Bcl-2), Bax, issoforma proé-
apoptotica da Bcl-2), através da promoc¢ao da morte celular em resposta a numerosos
estimulos anti-apoptoéticos e apoptéticos, através da inducdo da liberacdo do

citocromo C ap0s sua incorporagdo na membrana mitocondrial .

Em um estudo de Mao K. e colaboradores (2016), mostrou que os niveis de apoptose
celular aumentaram ap6s a inducao de epilepsia por pilocarpina nos ratos. No entanto,
a regulacdo positiva da atividade da caspase-3 e 0s niveis de expressao de Bax / Bcl-
2 (linfoma de células B-2 (Bcl-2), Bax, issoforma pré-apoptética da Bcl-2), foram
suprimidos pelo tratamento com piperina, que é um potente antioxidante presente na
pimenta, demonstrando assim que apesar da epilepsia elevar o estimulo apoptoético,
esse ainda pode ser mediado por antioxidantes exdgenos, abrindo assim uma
probabilidade de estudos na area, para encontrar uma terapia que reverter a maior

parte dos danos neurais da apoptose.

Ja no estudo de Song S e colaboradores (2018), na qual os animais que receberam a
pilocarpina também foram tratados com protodioscina (PDSN), um anticonvulsivante,
0s resultados mostraram um declinio na expressdo de Bcl-2 no grupo submetido a
pilocarpina com um aumento simultaneo nos niveis de Bax e caspase-3, enquanto o
grupo tratado com (PDSN) mostrou modulacdo significativa destas proteinas
apoptéticas: Bax e caspase-3 foram inibidos e a expressao de Bcl-2 aumentada no

hipocampo.

Outros estudos mostram que uma populacao restrita de neurdénios nascidos apés SE,

determinada entre outros fatores pela intensidade inicial do SE e consequente
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ativacdo das vias mitocondriais mediadas por caspase3 (casp3), se sobreviver ao SE
pode contribuir para reorganizacéo da rede e reconfigurac&o dos circuitos hipocampos
associados a epileptogénese (EKDAHL CT, 2003; JESSBERGER S, 2007). Além
disso, ainda sugerem que as caspases desempenham um papel mais amplo
relacionado as células tronco/progenitoras neurais (NSPC), do que o inicialmente
previsto, as caspases ativas, particularmente casp3, sdo expressas em diferentes
células apoptoéticas e ndo apoptéticas do prosencéfalo (vesiculas anterior cerebrais,
primitivas do embrido) e podem desempenhar papéis adicionais além da morte celular
programada (YAN XX, 2001), contribuindo para a diferenciacdo de NSPC
(FERNANDO P, 2005) , dessa forma também € importante ressaltar que o destino do
NSPC parece ser influenciado por um balanco entre as proteinas mitocondriais anti e
pro-apoptéticas da Bcl-2 cujos niveis de expressdo sdo ditados por varios
mecanismos reguladores (SOLA S, 2013; SCHOUTEN M, 2015). A ocorréncia e o
desenvolvimento da epilepsia estao intimamente associados a regulacdo imunologica

e a inflamacéo.

1.6. Inflamacao e estresse oxidativo na epilepsia

A ocorréncia e o desenvolvimento da epilepsia estdo intimamente associados a
regulacdo imunoldgica e a inflamacdo. A Interleucina-18 (IL-18) é um importante
mediador inflamatério em reacdes agudas ao estresse e danos, e 0 aumento dos
niveis de IL-1B no cérebro pode aumentar a inflamacéao do tecido cerebral, causando
convulsGes (DUNDAR NO, 2013). Foi provado que a inflamacdo é um fator
fundamental no inicio e manutencédo de convulsées. A IL-13 também é capaz de ativar
células endoteliais e neutréfilos, aumentar a expressdo de moléculas de adeséo,
promover a liberacdo de outras citocinas, como Interleucina-6 (IL-6), e fatores
estimuladores de colbnias de granuldcitos-macrofagos, e causar varias respostas
inflamatdrias em conjunto com o Fator de Necrose Tumoral- a (TNF-a), essas
citocinas pro-inflamatérias, IL-18 TNF-a, demonstram aumentar a excitabilidade e
sincronizacdo neuronal, assim induzindo ou agravando convulsbes epilépticas
(ASHHAB UM, 2013; GUPTA RA, 2015).
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Evidéncias acumuladas destacam o papel da resposta inflamatéria na ELTM e
sugerem que uma regulacdo positiva persistente de fatores inflamatérios pode
contribuir para a etiopatogénese da ELTM. Acredita-se que a citocina pro-inflamatoria
IL-1B esteja envolvida no desenvolvimento e manutenc&o de convulsdes, ao mesmo
tempo em que convulsdes epilépticas induzem a geracédo de IL-1B. Muitos estudos
também evidenciam que a IL-1B8 pode ativar a PI3K / Akt apés a ligagdo com seus
receptores. (RAO RS, 2008; SAYYAH M, 2003; VEZZANI A, 2007).

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria que raramente € expressa no tecido cerebral
normal. Os niveis de TNF-a aumentam rapidamente em varios disturbios do sistema
nervoso central, como isquemia cerebral e epilepsia (TIWARI, 2013). O TNF-a regula
a transmissao sinaptica, especificamente o TNF-a libertado pelas células da glia. A
transmissdo sinaptica pode ser acelerada através dos receptores AMPA nos
neurdnios. Através da sua ligacdo a diferentes receptores e do ajuste da interacédo
com o sistema do &cido glutamico, a excitabilidade nervosa pode ser afetada, afetando

a sensibilidade da ocorréncia da epilepsia (KUMAR S, 2007).

Quanto ao estresse oxidativo ele é causado pela liberacdo excessiva de radicais livres
que apesar de participam da patogénese de inUmeras doencas neurodegenerativas
(WALDBAUM S, 2010), em situacOes fisiolégicas normais, sdo importantes para o

sistema imune auxiliando na eliminacéo de infeccdes.

Rrecentemente a associagdo entre estresse oxidativo e epilepsia foi reconhecida,
EROs como (02-, H2 02 , HO2-)s&o um resultado obrigatério da fosforilacao oxidativa
mitocondrial e sdo normalmente desintoxicados por um elaborado sistema de defesa
antioxidante endogenos, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GP), glutationa redutase (GR) e numerosos antioxidantes nao
enzimaticos, quando os niveis de EROs excedem o “tampao” de protecdo dessas
defesas antioxidantes, as células se tornam oxidativamente estressadas, condicao

gue quando persistente pode causar disfungéo celular e eventualmente morte.

Demonstrou-se que as EROs induzem dano em todas as macromoléculas celulares,
como lipidios, proteinas e DNA (DAL-PIZZOL F, 2000; SAH R, 2002). Os sistemas
antioxidantes celulares demonstraram uma grande adaptacdo ao estresse oxidativo,

a fim de evitar o dano oxidativo causado pela superproducdo de EROs. Enzimas
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antioxidantes séo reguladas por EROs e citocinas, juntamente com outros fatores
(SHULL S, 1991; WHITE C.W, 1989).

Evidéncias acumuladas sugerem que o estresse oxidativo ndo é apenas uma
consequéncia do inicio da epilepsia, mas também pode estar envolvido na ocorréncia
de epilepsia. Portanto, os antioxidantes que reduzem o0 estresse oxidativo
recentemente atrairam a atenc&o no tratamento da epilepsia (KHAJURIA A, 1998). No
entanto, foi demonstrado que o dano por estresse oxidativo ocorre em todos 0s

modelos de crises epilépticas (LUNA B, 2014).
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2. Justificativa

A epilepsia atinge até 1% da populacdo mundial, sendo 67,3 casos por 100.000
habitantes por ano, sendo um problema de saude pubica de extrema importancia e
gravidade, uma vez que aproximadamente 30% dos pacientes ndo respondem a
medicacdo mesmo ela sendo adequada. Um paciente epilético pode, dependendo da
gravidade, chegar em média a ter até 40 crises epiléticas em um dia, isso torna
praticamente impossivel o individuo manter uma vida normal, impactando diretamente
e drasticamente em sua qualidade de vida e convivio social, mas para se buscar
alternativas novas e viaveis de tratamento € importante esclarecer a epileptogénese,
além dos possiveis mecanismos ja descritos na literatura, dessa desordem, por isso
a importancia de se tentar elucidar o papel da ativacdo da UCP2, uma vez que a cada
dia temos mais trabalhos associando essa proteina mitocondrial a doencas neurais.
Uma das formas de descobrir como a UCP2 estd envolvida na fisiopatologia da
epilepsia é administrar em animais um oligonucleotideo antisence (ASO), que ir4
impedir a expressao da proteina UCP2, em um modelo experimental de pilocarpina,
gque mimetiza a ELTM humana, possibilitando a descoberta de algum possivel

mecanismo fisiopatolégico envolvido na epilepsia associado as fun¢bes da UCP2.
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3. Objetivo

O objetivo principal desse trabalho foi testamos a hipotese de que a UCP2
pode atuar como um fator de protecdo enddégeno contra o dano induzido pela
epilepsia, usando a administracao de oligonucleotideos antisense (ASO), em

modelo experimental de pilocarpina.

3.1. Objetivos especificos

v" Observar as convulsées dos animais.
v Pontuar usando a escala de Racine por 4 horas, apds esse tempo.
v Aavaliar: Expressao quantitativa de mRNA,;

v Analisar as concentracdes de UCP2, caspase 3 ativa, bcl-2, bad, TNFa,
IL-18 e IL-6 através de teste ELISA,

v Analisar o estresse oxidativo através da quantificacdo da
lipoperoxidac@o (MDA), proteinas carboniladas, catalase e superoxido

dismutase.
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4, Métodos

4.1. Grupos experimentais

Para a realizagdo completa desse trabalho foram utilizados 79 ratos Wistar
machos (200-250 g) que foram divididos em trés protocolos experimentais diferentes
e o0s animais foram randomizados de forma aleatéria. O trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Nove de Julho
(0034/2012). Toda a cirurgia foi realizada sob anestesia com pentobarbital sédico, e

todos os esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento.

Todas as investigagcOes seguiram as diretrizes da Universidade para o uso de
animais em estudos experimentais e conformaram-se ao Guia para o Cuidado e Uso
de Animais de Laboratério publicado pelos Institutos Nacionais de Saude dos EUA
(publicacdo NIH n° 85-23, revisada em 1996). Os animais foram mantidos em luz
artificial 12:12 h: ciclo escuro com ragdo para roedores e agua a vontade.

Como dito antes foram realizados trés protocolos em momentos diferentes

conforme descrito a seguir:

4.1.1. Protocolo I: Expresséo de UCP2

No primeiro experimento o objetivo foi verificar em que fase da epilepsia (aguda,
latente e crénica) ocorre a expressdo de UCP2, para isso foram utilizados 30 animais
divididos em 6 grupos com um n° de 5 animais por grupo.

Grupo C5h (n =5): Controle 5 horas, representa o periodo agudo da epilepsia.

Grupo Cb5d (n =5): Controle de 5 dias ap6s a inducéo da convulséo pela acéo
da pilocarpina, representa o controle do periodo latente da epilepsia.

Grupo C60d (n =5): Controle 60 dias apés a inducéo da convulséo pela acao
da pilocarpina, representa o controle do periodo crénico da epilepsia.

Grupo SE5h (n =5): Grupo epilético 5 horas ap6s a indu¢éo da convulséo pela
acado da pilocarpina (indugéo do SE), representa o periodo agudo da epilepsia.

Grupo SE5d (n = 5): Grupo epilético de 5 dias apés a indugédo da convulsao
pela acdo da pilocarpina (indugcédo do SE), representa o periodo latente, ou
silencioso, da epilepsia.
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Grupo SE60d (n =5): Grupo epilético de 60 dias ap0ds a inducéo da convulséo
pela acdo da pilocarpina (inducédo do SE), representa o periodo cronico da
epilepsia.

Para o processo de inducéo do SE os ratos dos grupos SE5h, SE5d e SE60d, foram
previamente preparados com uma dose de 1mg/kg de metil nitrato de escopolamina,
por via subcutanea 30 minutos antes da intucdo da epilepsia, para prevenir efeitos
colinérgicos periféricos da pilocarpina. Apds os 30 minutos os animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico e receberam uma dose Unica de pilocarpina
(350mg/kg, i.p.). E os grupos controles foram preparados da mesma forma que os
grupos submetidos a pilocarpina, ou seja, também receberam a dose de metil nitrato
de escopolamina, e no lugar da pilocarpina receberam uma injecéo de solucéo salina
(i.p.). As convulsdes foram observadas e pontuadas usando a escala de Racine
(RACINE, 1972) por 4 horas e, em seguida, os ratos que foram submetidos a indugao
da epilepsia, receberam uma dose de 4 mg/kg de Diazepam para finalizar SE.

Na sequéncia os animais foram anestesiados e eutanasiados no tempo de seus
respetivos grupos e o cérebro foi coletado para as analises da expresséo da proteina
UCP2 e mRNA e imuno-histoquimica, que foram realizadas na por¢éo correspondente
ao hipocampo.

Figura 1. Desenho do protocolo experimental | ao longo do tempo decorrido durante essa fase
experimental.

Protocolo |: Expressao de UCP2

Grupos: C 5h, C5d e C 60d; SE

5h, SE 5d e SE 60d. Grupos: C5de SESd | |  Grupos:ce0desE6od |
| I 1
] | ]
v Metilnitrato de v Anestesia e eutanasia. v Anestesia e eutanasia.
escopolamina v" Coleta do tecido cerebral v Coleta do tecido cerebral
(subcutdneo, 30 min antes, (hipocampo). (hipocampo).
1mg/kg).

v" Indugdo da pilocarpina (i.p.
350 mg/kg) sob anestesia.
v Escala de Racine por 4h.
v Dose Unica de Diazepan®

(4mg/kg). Analise de mRNA
I expressao de UCP2 e
v" Anestesia e eutandasia dos imuno-histoquimica
grupos C 5h e SE 5h. foram realizadas nos
v" Coleta do tecido cerebral hipocampos.

(hipocampo).
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4.1.2. Protocolo II: Curso temporal

No segundo experimento o objetivo for verificar a expressdo de UCP2 em um curso
temporal nas 3 fases do modelo de pilocarpina, para isso foram utilizados 25 animais
divididos em um total de 16 grupos:

SE 1 hora: Grupo SE agudo (n=2) C 1 hora: Grupo controle, salina (n=1)

SE 5 horas: Grupo SE agudo (n=2) C 5 horas: Grupo Controle, salina (n= 1)

SE 24 horas: Grupo SE agudo (n =2) C 24 horas: Grupo Controle, salina (n= 1)
SE 3 dias: Grupo SE Silencioso (n=2) C 3 dias: Grupo Controle, salina (n= 1)

SE 5 dias: Grupo SE Silencioso (n=2) C 5 dias: Grupo Controle, salina (n=1)

SE 7 dias: Grupo SE Silencioso (n=2) C 7 dias: Grupo Controle, salina (n= 1)

SE 45 dias: Grupo SE Crénico (n=2) C 45 dias: Grupo Controle, salina (n=1)

SE 90 dias: Grupo SE Croénico (n=2) C 90 dias: Grupo Controle, salina (n= 1)

Quanto ao n de 1 animal faltando, o rato morreu durante o procedimento, que for
realizado da mesma forma que no protocolo I, apenas como o diferencial que os
animais eutanasiados no tempo de 1 hora apés a inducao do SE, ndo receberam a
dose de diazepan, como os demais animais além de ndo ter sido separada amostra
para a imuno-histoquimica, porém as analises de expressao de UCP2 tanto proteica,
qguanto o mRNA, foram realizadas no hipocampo desses animais.
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Figura 2. Desenho do protocolo experimental Il ao longo do tempo decorrido durante essa fase

experimental.

Protocolo Il: Curso temporal

Grupos: Controle e SE em
todos os tempos.

| Dia3,5,7,45e9

Grupos Ce SE: 3d, 5d, 7d,
45d e 90d.

v" Metilnitrato de
escopolamina
(subcutdneo, 30 min antes,
1mg/kg)

350 mg/kg) sob anestesia.

¥ Indugdo da pilocarpina (i.p.

v" Escala de Racine por 4h.
v" Dose Unica de Diazepan®
(4mg/kg).

v" Anestesia e eutanasia dos
grupos C 5h, C 24h, SESh e
SE 24h em seus respectivos
tempos.

v Coleta do tecido cerebral
(hipocampo).

v' Anestesia e eutandasia dos
grupos C 1h e SE 1h,

v" Coleta do tecido cerebral
(hipocampo).

4.1.3. Protocolo Ill: Silenciamento da UCP 2

v Anestesia e eutanasia dos
grupos em seus respectivos
tempos.

v" Coleta do tecido cerebral
(hipocampo).

Analise de mRNA
expressao de UCP2
realizada nos
hipocampos

coletados.

No terceiro experimento o objetivo foi verificar qual era o efeito da UCP2 na epilepsia,
em que sua presenca poderia influenciar na epileptogénese, através oligonucleétideos
anti-sense (ASO) foi feito o silenciamento génico da UCP2 , assim impedindo a
expressdo da proteina. Foram utilizados 24 animais divididos em 3 grupos:

C5d: Grupo controle de 5 dias (n= 7) esses animais ndo foram submetidos a nenhum
experimento, apenas anestesiados e eutanasiados ao final do protocolo. Imitando o

individuo saldavel.

SE5d: Grupo submetido ao SE (n= 7), esses amimais foram submetidos ao mesmo
protocolo de epilepsia realizado anteriormente e para que ambos grupos sofressem o
mesmo estresse cirdrgico esses amimais também receberam injecdes de solucao
PBS em vez do anti-sense. Imitando o individuo epilético “normal”.
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SE ASO5d: Grupo submetido ao SE e ao silenciamento génico (N= 10), protocolo de
epilepsia foi realizado do mesmo modo que nos experimentos anteriores e grupo
SE5d, sendo que além da pilocarpina esses animais foram submetidos ao
silenciamento génico. Imitando o individuo epilético com auséncia da proteina UCP2.

Para que fosse possivel a administracdo do oligonucleotideos anti-sense (ASO)
com maior eficiéncia foi realizado, no grupo SE ASO5d, uma craniotomia para a
implantagéo da uma cénula (calibre 23), para isso os ratos foram anestesiados com
cetamina e xilazina (35 mg/kg e 5 mg/kg, respectivamente), via i.p., depois tiveram a
cabeca raspada no lugar da implantacdo da canula e colocadas em uma estrutura
estereotaxica e seus olhos foram protegidos e hidratados com Ocry-gel. Foi feita uma
incisdo no couro cabeludo da linha média e o cranio foi exposto e limpo de sangue e
peridsteo. Posteriormente, uma canula foi implantada unilateralmente no hipocampo
de acordo com as coordenadas de Paxinos e Watson (AP: 3,5 mm atras do Bregma,
lateral: 3,1 mm e vertical: 4,5 mm do cortex cerebral (PAXINOS, 1985). Dois parafusos
foram colocados no cranio, e cada canula foi ancorada no lugar com o cimento
dentario colocado ao redor da canula externa e parafusos. Uma barra de aco
inoxidavel que se estende um pouco além da ponta da canula foi inserida e deixada
no local até a injecdo. Todos os ratos receberam ~ 5ml de de solucéo salina, 0,9 %
via injecdo i.p. para reidratar e ajudar na recuperacédo da cirurgia. Os animais ficaram
em recuperacao pos-cirirgica por 7 dias antes de quaisquer outros procedimentos
experimentais. A administracdo de pilocarpina foi realizada como descrito

anteriormente nos grupos SE 5d e SE ASO 5d.

O grupo SE ASO5d recebeu uma micro injecdo de 500 pmol/100 nL, através
da canula previamente implantada de ASO que foi dissolvido em fluido cerebrospinal
artificial (aCSF), imediatamente antes da administracédo, que foi aplicado diretamente
no subcampo do hipocampo CA3 esse procedimento foi realizado diariamente a partir
do dia antes da administracdo de pilocarpina até 5 dias ap6s SE para que
obtivéssemos o efeito do bloqueio da expressédo genica da UCP2. Os animais do
grupo SE 5d serviram como controle do veiculo, portanto receberam a mesma

guantidade de aCSF da mesma forma que o grupo alvo.
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Figura 3 a. Desenho do protocolo experimental 1l ao longo do tempo decorrido durante essa fase

experimental.

Protocolo Ill: Silenciamento da UCP2 pt. 1

Preparagdo para o protocolo

Grupos: SE 5d e SE ASO 5d I Grupos: SE 5d e SE ASO 5d
I

1 I = . Primeiro dia da aplicagaodo
1 { Recuperagdo durante 7 dias I— ASO —

v’ Anestesiai.p.
¥" Craniotomia.
Protocolo ASO
v" Aplicagio do aCSF + ASO
(500 pmol/100 nL) para o
grupo SE ASO 5d.
v" Aplicagdo do aCSF (500
pmol) para o grupo SE 5d.

Figura 3 b. Desenho do protocolo experimental Ill ao longo do tempo decorrido durante essa fase

experimental.

Protocolo Ill: Silenciamento da UCP2 pt. 2

| Grupos: SE 5d e SE ASO 5d | | Grupos:SE5de SEASO5d | Grupos: C, SE5d e
SE ASO 5d
Grupo Controle foi
: acompanhado ao longo do : :
protocolo
Protocolo ASO v' Anestesiae

v Metilnitrato de
escopolamina
(subcutidneo, 30 min antes,
img/kg).

eutanasia.

v" Aplicagdo do aCSF + ASO
v' Coleta de tecido

(500 pmol/100 nL) para o
grupo SE ASO 5d. cerebral
v" Aplicagdo do aCSF (500 (hipocampo).

v" Inducdo da pilocarpina (i.p.
350 mg/kg) sob anestesia.
v Escala de Racine por 4h.

pmol) para o grupo SE 5d.

v Dose Unica de Diazepan®
(4mg/kg). mRNA + ELISA
v" Protocolo ASO. (TNF-a); (IL-1B);
(IL-6);
(UCP-2); (bcl-2);

(bad); (Caspase-3 ativa).
Analises feitas no
hipocampo coletado.
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4.2. Imuno-histoquimica

Os animais do protocolo | foram anestesiados com uma dose letal de
pentobarbital sodico e submetidos a perfusdo transcardiaca com solucdo de
paraformaldeido a 1% (pH 7,4, 15 mL/rato, velocidade de infusédo de 15 mL/minuto)
seguido por uma solucédo de paraformaldeido a 4% (pH 7,4, 150 mL/rato, taxa de
infusdo 15 mL/minuto). Apds a perfuséo, o cérebro foi cuidadosamente descolado do
cranio, fixado em paraformaldeido a 4% por 48 horas e imerso em solucdo de

sacarose a 30% por crioprotecao por 48 horas.

Foram realizados cortes coronais de quarenta micrometros de espessura que
foram obtidos utilizando um criostato (HM 505E Micromeria, Zeiss) e armazenados
em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4). As fatias foram coletadas ao longo do hipocampo
e armazenadas em tampao fosfato 0,1M. A seguir as fatias foram montadas em
laminas revestidas com gelatina para imuno-histoquimica com anticorpo p-AKT (Santa
Cruz, 1:200).

As fatias de flutuacao livre foram tratadas com peréxido de hidrogénio a 1%
durante 10 minutos, lavadas com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) (pH
7.4), e depois tratadas com Triton X-100 a 0,4% durante 30 minutos. As fatias foram
lavadas com PBS, pré-incubadas com albumina a 10% durante 2 horas e incubadas
com anticorpo primario durante a noite a 4 °C. As fatias foram lavadas e depois
incubadas a temperatura ambiente com anticorpos secundarios apropriados (1:200,
imunoglobulina G biotinilada, Calbiochem) durante 2 horas. As secc¢des foram lavadas
e incubadas em complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC Kit, Vector,
VECTASTAIN®) durante 90 minutos, depois lavadas com Tris-HCI (pH 7.6) e
finalmente desenvolvidas com diaminobenzidina (DAB) (1 comprimido/15mL de Tris-
HCI). Em seguida, as fatias foram lavadas em PBS e montadas em laminas
histologicas. A analise e documentacgéo dos resultados foram realizadas usando um
microscopio Leica FW 4500 B (Wetzlar, Alemanha). O grau de coloracdo foi
provisoriamente classificado pelos seguintes critérios: 1+, baixa coloracdo; 2+,
coloracdo moderada; e 3+, coloracdo intensa detectada por microscopia de luz x 100

aumento (10x objetivo).
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4.3. Expressao quantitativa de mRNA

Os hipocampos descongelados foram homogeneizados em 1 ml de reagente
Trizol (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) e o RNA total foi isolado de acordo com as
instru¢des do fabricante. Um micrograma de RNA total foi utilizado para a sintese de
cDNA e para a analise de expressao génica em PCR em tempo real. Inicialmente, o
DNA contaminante foi removido usando DNase | (Invitrogen) em uma concentracéo
de 1 unidade / ug de RNA na presenca de 20 mM Tris-HCI, pH 8,4, contendo 2 mM
MgCI2 por 15 min a 37 °C, depois foi feita a incubagdo em 95 °C durante 5 min para
a descontaminacdo do DNA. Transcricao reversa (TR) foi realizada em uma reacéo
de 20 pL na presenca de 50mM Tris-HCI, pH8,3, 3mM MgCI2, 10mM ditiotreitol,
0,5mM dNTPs, e 50 ng de primers aleatérios com 200 unidades de enzima
transcriptase reversa do virus da leucemia murina de Moloney (Invitrogen). Esta

reacgao foi realizada como se segue:
v 20 °C durante 10 min, 42 °C durante 45 min e 95 °C durante 5 min.

O cDNA foi nesse ponto amplificado por PCR em tempo real no Sistema de
Deteccdo de Sequéncias 7500 (ABI Prism, Applied Biosystems, Foster City, CA)
usando o kit de reagdo central SYBR Green (Applied Biosystems). A enzima
polimerase foi ativada pelo calor durante 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 15 seg a 95 °C

e 1 min a 60 °C amplificou o transcrito e os dados foram recolhidos em cada ciclo.

Os experimentos foram realizados em triplicatas para cada ponto de dados. A
expressédo do mRNA do gene alvo foi quantificada como um valor relativo comparado
com uma referéncia interna, GAPDH, cuja expresséo foi acreditada para ndo mudar
entre as condi¢cdes experimentais variaveis. Um segundo par de um gene de limpeza
(18S rRNA, numero de acesso do GenBank Rnl18s) foi usado para validar os
resultados. Os primers de rato utilizados para a quantificacgdo de mRNA estdo na
tabela 1.



Tabela 1. Tabela de sequéncias de primers pPCR em tempo-real.
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Gene Alvo (mMRNA) N2 GenBank Frente (5’-3') Verso (3’-5)
UCP2 NM_019354.2 5'-CCACAGCCACCGTGAAGTT-3' 5'-CGGA CTTTGGCGGTGTCTA-3’
bad NM_017059.2 5 ’- ACTCCCCCCGAGAGGTCTT-3’ 5'-AGTTGAAGTTGCCATCAGCAAA-3’
Bcl-2 NM_016993.1 5'-GCTACG AGTGGGATACTGG3 ' 5'-GTGTGCAGATG CCGGTTCA-3’
TNF-a X66539 5'-AAATGGGCTCCCTCTATCAGTTC-3' | 5-TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’
IL-1B M98820 5'-CACCTCTCAAGCAGAGCACAG-3' 5'-GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC-3'
IL-6 E02522 5'-TCCT ACCCCAACTTCCAATGCTC-3 | S5-TTGGAT GGTCTTGGTCCTTAGCC-3'
GAPDH NM_017008 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3' 5-GCCCCACGGCCATCA-3'
18S rRNA Rn18s - -
UCP2 ASO NM 011671 5'- TGCATT GCA GAT CTC A-3' 5 '-TGA GAT CTG CAATGC A-3'

Um microlitro de reacdo de TR foi usado para PCR em tempo real. Valores
guantitativos para gene alvo e A transcricdo do mRNA de GAPDH foi obtida a partir
do numero do ciclo inicial, em que a intensificacdo no sinal associado a um
crescimento exponencial de produtos de PCR comeca a ser detectado. Curvas de
fusdo foram geradas no final de cada corrida para confirmar a uniformidade do
produto. O nivel de expressdo do gene alvo relativo foi normalizado com base na
expressdo de GAPDH como um controle de RNA enddgeno.

Os valores da expressao das amostras foram determinados subtraindo o valor médio
de Ct do gene mRNA alvo do valor médio de Ct do controle interno (GAPDH). O

parametro 2 — AACt foi usado para expressar a relagdo dados de expressao.

4.4. Silenciamento UCP2

A determinacdo do oligonucleédtideos anti-sense (ASO Invitrogen, Carlsbad,
EUA) foi de acordo com a eficacia destes oligonucleétideos na inibicdo da expresséo
de UCP2 foi previamente demonstrada em outros trabalhos (SOUZA GR, 2008; DE
SOUZA CT, 2007). Os oligonucleottideos anti-sense foram dissolvidos em fluido
cerebrospinal artificial (aCSF) imediatamente antes da administracdo, como dito
anteriormente e aplicado no hipocampo sequéncia de UCP2 depositada no NIH-NCBI
(tabela 1).
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4.5. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

As concentracbes de UCP2, caspase 3 ativa, IL-13 e IL-6 no Hipocampo dos
animais controle, SE e SE-ASO foram quantificadas por ELISA. Os tecidos foram
coletados e imediatamente congelados a -80 °C e armazenados até o uso. Para
extragdo de proteina, os tecidos foram homogeneizados no gelo com reagente de
extracdo de tecido (Invitrogen) contendo coquetel de inibidor de protease (Roche,
Indianapolis, IN). Apés centrifugacao a 12.000 rpm a 4 °C por 20 min, o sobrenadante
foi analisado quanto a proteina UCP2 por Kit de ELISA especifico para roedores,
Cusabio®, Wuhan, China), além da atividade da caspase-3 (Caspase-3 / CPP32 kit
de ensaio colorimétrico, Biovision, Milpitas, CA), IL-18 e IL-6 (IL-1B de rato ou
Quantikine de IL-6 de rato; R & D Systems, Abingdon, Reino Unido).

4.6. Determinacdo de parametros de estresse oxidativo

Os parametros de estresse oxidativo foram avaliados nos homogenatos de
hipocampo de ratos controle, SE e SE-ASO. A atividade da superoxido dismutase
(SOD) foi medida usando um kit comercial colorimétrico (Cayman Chemical Co., Ann
Arbor, Ml, EUA) no qual os radicais superdxido foram gerados pela xantina oxidase e
hipoxantina e detectados a 450 nm usando um sal de tetrazélio. A atividade da
catalase (CAT) foi medida utilizando um kit comercial espectrofotomrico (Sigma-
Aldrich, St Louis MO, EUA). Este método de ensaio baseia-se na medi¢ao do substrato
de peréxido de hidrogénio que permanece apos a acao da catalase. Os niveis de
peroxidacao lipidica foram determinados utilizando um kit comercial (SigmaAldrich, St
Louis MO, EUA) baseado na reacao de malondialdeido (MDA) com acido tiobarbiturico
(TBA), que produz um produto colorimétrico, cuja quantidade € proporcional a
guantidade de MDA presente. O dano proteico oxidativo foi determinado utilizando um
kit comercial (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA) baseado na derivatizagao de grupos
proteina carbonila com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), o que leva a formacéo de

hidrazonadinitrofenila estavel (DNP).
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4.7. Andlise estatistica

Os dados foram analisados com o software GraphPad Prisma 6.0 (La Jolla, CA,
EUA). Os testes de Shapiro-Wilk e Levene foram utilizados para verificar as variacdes
de normalidade e erro, respectivamente. A analise de variancia bidirecional (ANOVA)
complementada pelo teste de Tukey foi usada para detectar diferengas entre trés
grupos em amostras com distribuicdo normal. A menos que indicado de outro modo,
as experiéncias bioguimicas e de biologia molecular foram realizadas em triplicado.
Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo. Os valores sdo expressos como

meédia + erro padrdao da média (E.P.M.).
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5. Resultados

Nos hipotetizamos que a UCP2 pode agir como um neuroprotetor na epilepsia,
assim como age em outras doencas que atinge os neurénios, contrabalanceando o
dano neuronal provocado pelo SE induzido pela pilocarpina no modelo experimental.
Analisando o hipocampo de ratos SE, notamos expresséo inalterada de mRNA de
UCP2 na fase aguda (0,80 £ 0,22) em relacdo aos controles tratados com veiculo
(0,52 = 0,19). No entanto, a expressdo de mRNA da UCP2 observada na fase
silenciosa foi cerca de 3 vezes maior do que a observada na fase aguda (3,26 + 0,28).
O contetdo de mRNA da UCP2 na fase crénica (0,53 £ 0,11, Figura 1) retornou aos
niveis basais e foi similar ao grupo controle.
Figura 4. PCR quantitativo em tempo real para o0 mRNA da UCP2 ap6s SE. Um aumento na
expressdo génica de UCP2 foi encontrado na fase silenciosa do modelo de epilepsia por pilocarpina.

*p <0,001 de acordo com ANOVA two-way seguido por testes post hoc de Tukey. Valores sdo médias
+ E.P.M.
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Portanto, analisamos a expressao temporal do mRNA da UCP2 durante todas
as fases deste modelo experimental de epilepsia. Observamos que, trés dias apos a
injecao de pilocarpina, houve uma expressao significativa da expresséo de UCP2
(1,47 + 0,14, Figura 2) quando comparada ao controle. A expressao aumentada de
MRNA da UCP2 atingiu um pico 5 dias ap6és o inicio da SE (3,10 £ 0,31), para diminuir

ainda mais os niveis basais apds esse periodo.

Figura 5. Expressédo no curso do tempo do mRNA de UCP2 ap6s SE. A expressao de UCP2
aumenta apos SE na fase silenciosa precoce da epilepsia induzida por pilocarpina. * p <0,001 vs.
Controle, 1h, 5h, 24h, 7d, 45d, 90d; #p <0,05 vs. SE 3d de acordo com ANOVA two-way seguido por

testes post hoc de Tukey. Valores sdo médias £ E.P.M.
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Concomitantemente, detectamos por imuno-histoquimica expresséao robusta de
AKT fosforilada, um marcador de células de sobrevivéncia, na fase silenciosa (5 dias
apos a administracao de pilocarpina) quando comparado ao controle e qualquer outro

grupo experimental (Tabela 1 e Figura 3).
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Tabela 2. Imunorreatividade para fosfo-AKT no giro CAl, CA3 e dentado no
modelo de epilepsia induzido pela administracdo de pilocarpina.

Setor Controle Agudo (5H) Silencioso (5D) Crdnico (60D)
hipocampal (salina)

CA1l + + +++ ++

CA3 ++ + +4+ +

Giro denteado  + + +++ ++

A coloragéo de fosfo-AKT foi pontuada por dois observadores independentes como se
segue: + baixo; ++ moderado; +++ alta intensidade baseada em fotomicrografias
apresentadas na Figura 3. Ratos tratados com salina controle; Aguda - 5 horas apoés
o status epilepticus (SE); Silencioso - 5 dias ap6s SE; Cronica - 60 dias apos SE.
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Figura 6. Expressado de fosfo-AKT nas regides do hipocampo CA1, CA3 e giro denteado de
grupos agudos (5 horas ap6és SE, 5H), silenciosos (5 dias apés SE, 5D) e crénicos (60 dias apés
SE, 60D). A) Formacéo de hipocampo de rato com coloracdo de Nissl destacando as areas de CAL,
CA3 e giro dentado. B) Fotomicrografias das regides CAl, CA3 e giro denteado do hipocampo de ratos
ap6s SE processado para imunohistoquimica fosfo-AKT (p-AKT) e respectivos controles. Animais
tratados com pilocarpina no 5° dia apds SE (fase silenciosa) apresentaram maior expressao de p-AKT
em comparag¢do a qualquer outro grupo. Aumento de X100 (objetiva de 10x).

DENTATE GYRUS
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Usamos os mesmos oligonucleotideos para analisar o inicio da epileptogénese
com a subtracdo da UCP2. De fato, o silenciamento de UCP2 foi um sucesso e houve
a diminuicédo da expressao de mRNA de UCP2, como era esperado, no grupo SE ASO
5d (0,51 £ 0,21, Figura 4A) em comparacdo com os grupos de controle e SE 5d (0,83
+ 0,16 e 3,36 = 0,32, respectivamente). O tratamento com ASO foi bem tolerado e

nenhuma mortalidade foi observada no grupo experimental.

Os ratos que receberam a administracdo de ASO para UCP2 apresentaram
100% de SE (todos os animais tratados com ASO seguido de administracdo de
pilocarpina revelaram estado epilético, em contraste, com 0s animais que receberam
apenas pilocarpina foram menos propensos a entrar no status epilepticus (7 de 12
ratos). A quantificacdo da proteina UCP2 apresentou valor diminuido apds a
pilocarpina, o grupo SE ASO 5d (0,91 = 0,21) em relagéo aos grupos SE 5d (3,55 +
0,21) e controle (2,38 + 0,21, Figura 4B).
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Figura 7. Express de UCP2 do hipocampo na presenca ou auséncia de tratamento anti-sense
(ASO) em ratos SE. A) Tratamento com ASO diminuiu a expressdo de mRNA da UCP2 em ratos 5
dias apo6s o inicio da SE. & p <0,001 vs. SE 5d; * p <0,001 vs. Controle e 5d SE ASO; B) A expressao
da proteina UCP2 apresentou niveis elevados 5 dias apds SE. O tratamento com ASO diminuiu com
sucesso a expressdo da proteina UCP2 5 dias apos SE. * p <0,001 vs. Controle; #p <0,001 vs. Controle
e SE 5d de acordo com ANOVA two-way seguido por testes post hoc de Tukey. Valores sdo médias +
E.P.M.
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Em seguida, analisamos a expressdao de mediadores inflamatérios nas
amostras de hipocampo de ratos controle, SE 5d e SE ASO 5d. Observamos um
aumento de TNF-a (1,33 + 0,05), IL-1B (2,89 £ 0,41) e mRNA de IL-6 (2,48 £ 0,29) 5
dias apos o inicio do SE quando comparado ao controle (0,90 + 0,03, 1,40 + 0,47 e
1,22 + 0,39, respectivamente;(Figura 5A). No entanto, apds o tratamento com ASO,
0s hipocampos de ratos SE ASO 5d apresentaram uma expressao quase 2 vezes
maior desses mediadores proé-inflamatérios (2,49 + 0,21, 4,13 £ 0,12 e 4,48 £ 0,47,
respectivamente) em comparacao com os ratos SE 5d. O aumento de IL-183 e IL-6
detectados na quantificacdo de mRNA foi corroborado usando o método de deteccéo
de ELISA para determinar a expressao proteica. Além da expressdo aumentada de
IL-18 e IL-6 em ratos SE (4,01 £ 0,19 e 2,26 = 0,19, respectivamente), o grupo SE
ASO apresentou expresséo significativa e forte desses marcadores pré-inflamatoérios
(5,37 £ 0,29 e 3,19 + 0,19) em comparacdo com qualquer outro grupo experimental
(controle IL-1B3: 2,35 + 0,13 e IL-6: 1,23 £ 0,05).
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Figura 8. Modulagao da expressédo de marcadores pré-inflamatérios no hipocampo com ou sem
tratamento com ASO. A) o inicio do SE aumentou a expressdo de mRNA dos marcadores
inflamatdrios (TNF-a, IL-1f e IL-6), enquanto o tratamento com ASO resultou em maior expresséo de
MmRNA desses marcadores. B) O inicio da SE e o tratamento com ASO levam ao incremento do
contetdo de proteinas IL-1f e IL-6. * p <0,001 vs. Controle; #p <0,001 vs. Controle e SE 5d de acordo

com ANOVA two-way seguido por testes post hoc de Tukey. Valores sdo médias + E.P.M.
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Em seguida, analisamos a expressdao de mRNA de fatores apoptéticos na
presenca ou auséncia de tratamento com ASO em hipocampos de ratos SE na fase
silenciosa. O inicio da SE induziu ndo apenas uma reducdo na expressdo de mRNA
anti-apoptético bcl2 (0,72 + 0,21), mas também uma expresséo robusta de mRNA do
promotor de morte associado a bcl2 (bad, 3,58 *+ 0,44), sugerindo uma ativacdo da
apoptose quando comparado ao controle (1,95 £ 0,26 e 1,69 + 0,32, respectivamente).
Entédo, observamos uma forte diminui¢cdo na expressdo do mRNA de bcl2 apés 5 dias
do inicio do SE e tratamento com ASO (0,26 = 0,05) em comparacdo ao grupo SE. A
expressdo do mRNA da bad aumentou com o tratamento SE-ASO (6,75 + 0,53) em
comparacao com qualquer outro grupo (Figura 6A). Essa maior diminuicdo na relacao
bcl2: mRNA ruim sugere uma morte celular apoptética mais pronunciada relacionada
ao silenciamento da UCP2 na fase silenciosa do modelo de epilepsia induzido por
pilocarpina (Figura 6B). Para investigar que o tratamento ASO alterou a sobrevida
aumentando a apoptose, analisamos o0 hipocampo para o nivel de caspase-3 ativa.
Como mostrado na Figura 6C, a atividade da caspase-3 no dia 5 foi significativamente
maior no hipocampo do grupo SE ASO (4,35 £ 0,36) em comparag¢ao ao grupo controle
(1,23 £0,18) e SE (1,73 £ 0,21), indicando aumento da apoptose apds Administracao
ASO.
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Figura 9. Modulacdo da apoptose na presencaou auséncia de tratamento com ASO em ratos SE.
A) SE diminui a expressdo de mRNA de bcl-2, enquanto aumenta a expressao de mRNA de fator pro-
apoptotico ruim. O tratamento com ASO aumentou a ma expressao em ratos SE, com baixos niveis de
expressdo do mRNA do fator bcl2 anti-apoptético. B) Bcl2: razao ruim, indicando que o SE seguido de
tratamento com ASO estimulou a apoptose. C) A atividade da caspase 3 € aumentada 5 dias ap0s SE,
enquanto um aumento acentuado da atividade foi observado quando os ratos SE foram submetidos ao
tratamento com ASO. * p <0,001 vs. Controle; #p <0,001 vs. Controle e SE 5d de acordo com ANOVA
two-way seguido por testes post hoc de Tukey. Valores sédo médias + E.P.M.

A
< 6- Bel-2 Bad
2
o #
E T
(]
I :
2
ey
)
&
o 2-
!g * -
wv ——
et #
1
I.I’j 0- ﬁ T T
S o 9 ) )
& v <) s
& < <
(¢4 =) 2)
C
B 5- Caspase 3 Ativa #
] L
g g 3
< 107 ,& .
2 & 2 —
E &
T 0.51 1-
[=1]
1%
@ # 0- T
0.0 r ¢ > o
& & ‘&z Q/% Oﬁ
& Al <@ Al
go ) )

A peroxidacao lipidica foi quantificada pela medida da producédo de MDA.
Verificou-se que os niveis de MDA aumentaram no hipocampo de ratos que foram

submetidos a administracdo de pilocarpina (grupo SE, 0,91 + 0,07) em comparacao
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com o controlo (0,56 + 0,15). O tratamento com ASO aumentou significativamente os
niveis de MDA no hipocampo de ratos tratados com pilocarpina (1,39 + 0,11, Figura
7A). Em ratos SE, os niveis de proteina carbonilada foram elevados dentro do
hipocampo (0,92 £+ 0,11) em comparag¢ao com o controle (0,47 + 0,23). O tratamento
com ASO aumentou os niveis de proteina carbonilada no hipocampo de ratos

injetados com pilocarpina. (1,42 0,09, Figura 7B).

Para avaliar a eficacia do tratamento com ASO no sistema antioxidante
intracelular, medimos as atividades das enzimas relacionadas as EROs. A atividade
da enzima SOD estava inalterada no hipocampo do grupo SE 5d (0,90 + 0,17) em
relacdo ao controle (0,81 = 0,11). No entanto, o tratamento com ASO aumentou
significativamente a atividade da SOD de ratos SE (2,48 + 0,34; Figura 7C).
Demonstramos que houve um aumento nos niveis de atividade da catalase (3,62 +
0,16) no hipocampo apés SE comparado ao controle (1,82 + 0,11). Deve-se notar que
o tratamento com ASO resultou em aumento da atividade da CAT no hipocampo (4,79
+ 0,23, Figura 7D).
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Figura 10. Estresse oxidativo dentro do hipocampo de ratos SE com e sem tratamento com ASO.
(A) Niveis de MDA (B) Atividade da proteina carbonilada (C) SOD, (D) e atividade da catalase.
* p <0,001 vs. Controle; #p <0,001 vs. Controle e SE 5d de acordo com ANOVA two-way seguido por
testes post hoc de Tukey. Valores sao médias + E.P.M.
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6. Discussao

No presente estudo, demonstramos que ratos submetidos a epilepsia induzido
por pilocarpina, apresentaram expressao aumentada de UCP2 no hipocampo durante
a fase silenciosa precoce (entre 3-5 dias apos SE). O tratamento com ASO diminui
com sucesso 0 MRNA da UCP2 e as expressdes proteicas neste periodo apos SE.
Além disso, os cérebros de ratos SE injetados com ASO mostraram um aumento no
estresse oxidativo, marcado por danos causados pela peroxidagao lipidica, maiores
niveis de proteina carbonila, e aumento nos niveis de atividade de enzimas
antioxidantes, SOD e catalase. Além disso, quando os ratos SE receberam ASO,
observamos aumento da expressdo dos marcadores pré-inflamatorios e aumento da

apoptose.

A expressdo do gene UCP2 durante a fase silenciosa sugere que essa
molécula possa ser necessaria durante a epileptogénese aumentando a sobrevivéncia
de células neuronais no hipocampo, diminuindo a producdo de EROs de forma direta,
agindo na regulagdo do gradiente de protons, ou indiretamente favorecendo a
liberacdo de cisteina pelos astrdcitos para a producdo de glutationa um importante
antioxidante endégeno, assim atribuindo também a UCP2 a preservacao de outros
sistemas antioxidantes (VOZZA, 2014). O estudo de DIANO et al, (2003) também
sugere a ideia de que a UCP 2 promove uma proliferagdo mitocondrial a partir da
diminuicdo do gradiente de prétons, pela ativagao da UCP2, que ao “comprometer” a
eficiéncia na producédo de ATP, ativa a cascata de sinalizagédo para a necessidade de
mais fontes de ATP, ou seja mais mitocondrias. Essas mitocondrias parcialmente
desacopladas e mais numerosas podem produzir as mesmas ou maiores guantidades
de ATP do que o numero normal de mitocondrias, sem um aumento correspondente
na producdo de radicais livres, essa hipotese € sustentada pelos dados de DIANO
onde a peroxidacdo lipidica suprimida nos cérebros de animais transgénicos com
maior numero mitocondrial e niveis de ATP, provavelmente sdo consequéncia da
diminuicdo dos niveis de EROs, porque a UCP2 usa essas espécies reativas de
oxigénio para aumentar sua conducdo de prétons, processo que também elimina

esses radicais livres, além de que no hipocampo epiléptico dos seres humanos, o



57

namero de mitocondrias nos neurdnios sobreviventes € elevado (BLUMCKE, 1999;
DIANO, 2003).

Nosso grupo relatou a participacdo de varias moléculas com efeitos no
processo inflamatorio que gradualmente estdo assumindo um papel importante na
epilepsia e seu potencial tratamento (ARGANARAZ GA, 2004,2008). A fim de
estabelecer mecanismos de epileptogénese, observamos inumeras alteractes
celulares e moleculares que, com o tempo e aumentando a compreensao, ampliam a
lista de novas moléculas que podem contribuir para o estado patolégico da doenca.
Embora a neuroprotecdo baseada na UCP2 tenha sido amplamente relatada em
muitas espécies (ANDREWS ZB, 2006; CLAVEL S, 2003; CHEN S, 2006;
DEIERBORG T, 2008; HAINES BA, 2010, 2012; ISLAM R; 2005; NAKASE T, 2007,
RICHARD D, 2001; SIMON-ARECES J, 2012.), sua participacdo na epilepsia do
hipocampo necessita de mais investigagéo. Para este fim, observamos aumento da
expressao de UCP2 apods a administracdo de pilocarpina na fase silenciosa, atingindo
um pico no quinto dia apo6s o inicio do status epilepticus. Isso é corroborado por grupos
gue analisaram a epilepsia induzida por acido cainico em roedores (CLAVEL S, 2003;
LABEDEYV DS, 2010; SIMEONE KA, 2014).

A fase silenciosa do modelo induzido por pilocarpina € caracterizada por
nenhum fenotipo diferenciado, mas muitas alteracdes metabdlicas. Observamos um
aumento na p-AKT no mesmo periodo em que a expressédo da UCP2 é incrementada.
A quinase AKT, como dito anteriormente, € uma proteina quinase especifica de serina
/ treonina que desempenha um papel central nas vias de sinalizacdo que regulam o
metabolismo e a transformacdo celular. A AKT pode regular positivamente o

crescimento celular e a apoptose ativando uma série de diferentes moléculas de

sinalizacdo, entre elas a AKT pode ativar diretamente o linfoma de células B (Bcl-
2) e inibir a caspase, inibindo assim a apoptose (KING CG, 2006; SONG G, 2005;
XIN M, 2005; ZHANG Y, 2013). Além de sua atuacao na apoptose a Akt também
controla o estresse oxidativo mitocondrial via regulagao de mTOR, e a ativagao
de Akt pode assim efetivamente reduzir os niveis de EROs mitocondriais

(DEMIDENKO ZM, 2009; KOROTCHKINA LG, 2010).
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Uma possivel hipétese do que ocorre durante a epilepsia sugere o
envolvimento do trem2 (receptor desencadeante expresso em células mieloides-2) é
um receptor imune e funciona como um fator desencadeante da fagocitose e um
modulador da resposta inflamatéria na microglia (JIN SC, 2014), inibe a progressao
da epilepsia através da via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) / Akt, no modelo de
epilepsia induzida pela pilocarpina a regulacdo negativa do Trem2 teve um efeito
inibitério na ativacdo da via PI3K / Akt o que resultou em uma diminuicdo de Bcl-2 e
aumento de Bax e caspase3, eventualmente contribuindo para a apoptose e leséao
neuronal e ao contrario, também ocorre quando temos a regulacéo positiva de Trem2
os niveis de fosforilacdo de PI3K e Akt aumentam, resultando em maior nivel de Bcl-
2 enquanto os niveis de Bax e caspase3 diminuem, consequentemente a apoptose e

lesdo neuronal induzida por epilepsia é inibida. (Liu AH, 2019).

Na epilepsia, a fosforilacdo da AKT é muito bem-vinda porque influencia
positivamente a sobrevivéncia neuronal, reduzindo o dano celular observado apés o
insulto. Embora néo tenha atividade quinase, a UCP2 tem uma interacéo proxima com
fatores de sobrevivéncia celular com base em relatérios recentes (HAINES B, 2012).
Derddk et al. (2006), usando um modelo de camundongo knockout da UCP2,
forneceram a primeira evidéncia in vivo para uma ligacdo entre a UCP2 e o cancer,
guando camundongos transgénicos mostraram um desequilibrio entre a proliferacao

de células epiteliais e a apoptose.

O silenciamento da expressdo génica da UCP2 é um protocolo molecular
direcionado ao mRNA dessa molécula, limitando sua disponibilidade por meio do
emparelhamento entre sequéncias de nucleotideos complementares. Este modelo foi
usado anteriormente com resultados interessantes. Por exemplo, De Souza et al.
(2007) demonstraram que o silenciamento da UCP2 melhora a sindrome
hiperglicémica em dois modelos animais distintos de obesidade e diabetes. Em 2008,
Degasperi et al. relataram que a inibicdo da expressédo de UCP2 aumenta a expressao
dos marcadores de TNF-a, apoptose e EROs. Ainda foi relatado um efeito antagonista
ente o TNF-a e a UCP2, em células vasculares, onde uma diminui¢ao nos niveis de
TNF-a aumenta a expressao de UCP2 promovendo redug¢ao aos danos vasculares, e
o contrario também foi observado, onde um aumento de TNF-a seguido da diminuigéo
de UCP2 aumenta os danos vasculares (GOMEZ-HERNANDEZ, 2014). Também foi

relatado que a UCP2 atua na resposta glial neuroprotetora revertendo a produgéo de
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fatores inflamatérios e aumentando ou preservando o suprimento de antioxidantes
endogenos (HU L, 2019). Os autores postularam que a inducdo da expressao da
UCP2 no hipotdlamo de ratos poderia ser considerada um mecanismo protetor
enddgeno que poderia minimizar os efeitos prejudiciais de estimulos inflamatérios
potentes. Nossa observacao de que ratos que foram submetidos ao tratamento anti-
sense da UCP2 foram mais suscetiveis ao status epilepticus pode ser uma evidéncia

de neuroprotecéo provocada pela UCP2.

SE induzida por pilocarpina pode promover estresse oxidativo e pode ser
refletida na ativacdo direta de enzimas antioxidantes. Em condi¢cdes saudaveis, é
encontrado um equilibrio entre a producdo de EROs e sua destruicdo por sistemas
antioxidantes. No entanto, esse equilibrio pode ser alterado pelo aumento da

producdo de EROs ou pela diminuicdo dos sistemas antioxidantes celulares.

O estresse oxidativo desempenha um papel fundamental na epileptogénese,
apos a primeira crise ocorre alteragdes neurobioldgicas progressivas, logo a primeira
convulsdo torna-se mais tarde uma causa de convulsfes recorrentes na ELTM. O
estresse oxidativo tem como alvo o DNA mitocondrial e a peroxidacao lipidica que
afetam a deplecéo de ATP e contribuem ainda mais para a producao excessiva de
EROs. A neurodegeneracdo, que € mediada pela gliose reativa induzida por
convulsdes, essas mudancas metabdlicas anulam mecanismos de protecao
antioxidante endogenos (PUTTACHARY S, 2011). Em um estudo utilizando um
antioxidante catalitico em um modelo experimental de pilocarpina, foi visto que a
remocao de EROs melhorou a memoria de reconhecimento a curto e longo prazo além
da memoéria espacial em ratos epiléticos, mesmo apds descontinuacdo do
medicamento, mostrando que a remocao farmacolégica de EROs seguida da inibicao
do estresse oxidativo é suficiente para atenuar a disfuncdo mitocondrial e a perda
neuronal do hipocampo, fornecendo um mecanismo potencial para o

comprometimento cognitivo associado a epilepsia (MC ELROY PB, 2017).

As convulsbes induzidas por pilocarpina produzem varias alteracbes nas
variaveis relacionadas a geracao e eliminacao de radicais livres de oxigénio em ratos
adultos (PAZDERNIK TL, 2001). A reacdo da enzima SOD resulta em H202 e agua
de dismutacgdo do radical superoxido (O2-) e a catalase converte H202 em oxigénio e
agua (DRINGEN R, 2005). Tejada et al. (2007) relataram que um aumento na

atividade enzimatica antioxidante foi observado apos SE, indicando que os neurbnios
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tentam neutralizar as EROs induzidas por SE excessiva. No entanto, observamos uma
atividade SOD inalterada apos o inicio do SE. A atividade da SOD esta relacionada a
mecanismos envolvidos na iniciagao e / ou propagacéo de convulsdes induzidas pela
pilocarpina. Estes dados sdo corroborados por outro estudo mostrando a atividade da
SOD inalterada 24 h ap0s o tratamento com pilocarpina, sugerindo que a atividade da

SOD somente muda durante o inicio das convulsdes (HUSSAIN S, 1995).

Cao et al. (2013) relataram que esplendcitos de camundongos nocautes para
UCP2 eram mais suscetiveis a apoptose induzida pela ativacéo de patdégenos, e que
o alto nivel de EROs em camundongos UCP2-KO poderia ser a causa da
suscetibilidade apoptética. Em nosso estudo, quando a UCP2 foi inibida, as atividades
das enzimas antioxidantes CAT e SOD aumentaram significativamente. Estes
resultados estdo de acordo com (DEGASPERI GR, 2008; YIRAN Z 2013) que
sugeriram que o efeito prejudicial da reducéo da expressao de UCP2 estava ligado a
formacéo aumentada de EROs. Além disso, mostramos que o tratamento com ASO
resultou em MDA e aumento de proteina carbonilada em ratos SE. O estresse
oxidativo induz a apoptose celular quando os fatores antioxidantes endégenos foram
diminuidos(DEGASPERI GR, 2008; YIRAN Z 2013). Nossos resultados sugerem que
o inicio da SE induz a apoptose no hipocampo de ratos, diminuindo as atividades das
enzimas antioxidantes. O aumento desses sistemas antioxidantes endégenos apos o
tratamento com ASO pode proteger o hipocampo contra o estresse oxidativo induzido

pela pilocarpina.

Bengzon et al. (2002) relataram que mudancas na expressao e atividade de
proteinas reguladoras de morte celular, tais como membros das familias Bcl2 e
caspases, ocorrem em regides vulneraveis a degeneracao celular. Isso sugere um
envolvimento desses fatores na apoptose apos convulsdes. Chen et al. (CHEN N,
2014) observaram que a administracéo de acido cainico levou a acentuada apoptose
neuronal no hipocampo, acompanhada de niveis aumentados de Bax, caspase-3
ativada e niveis reduzidos de Bcl2. Em nosso estudo, 0 mRNA de bcl2 diminuiu em
relacdo a ma expressdo apos a epilepsia induzida pela pilocarpina. A reducdo da
expressdo da UCP2 resulta em uma modulagcéo ainda maior de ambos os fatores,
indicando uma ativacdo mais pronunciada da morte celular por apoptose quando a
ASO é administrada, dados que sdo corroborados por Degasperi et al. (2008)

Enquanto o aumento da atividade da caspase 3 foi observado apés o inicio da SE, um
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aumento maior foi observado apdés o tratamento com SE e ASO. Podemos entéo inferir
gue as ceélulas neuronais provavelmente apresentavam maior suscetibilidade a morte
celular ap6s a SE. No entanto, apos a ASO, esta suscetibilidade aumentou. Esses
dados, juntamente com a relacdo bcl2: ruim apds o tratamento antissenso, destacam
o papel neuroprotetor da UCP2. Juntas, essas evidéncias demonstram um mecanismo
para defesa de uma célula protetora contra o insulto, de acordo com varios outros
estudos (KIM-HAN JS, 2005; NIQUET J, 2004; RICHARD D, 2001).

Embora o papel neuroprotetor da UCP2 possa ser dependente da ativagao de
varias outras moléculas, sua inibicdo mostrou uma diminuicdo na forma ativada da
AKT, que por sua vez impediu a AKT de exercer sua atividade catalitica e
subsequentemente ativar outras moléculas relacionadas a sobrevivéncia celular
(MORTE MI, 2013; ZHAO H 2006). A UCP2 é um fator neuroprotetor tanto por seus
efeitos diretos na diminuicdo das ERO mitocondriais, como pela mudancga no espectro
de citocinas secretadas em dire¢cdo a um espectro mais anti-inflamatorio (HASS DT,
2016). De fato, quando reduzimos a expressdo de UCP2, as expressdes dos
marcadores pro-inflamatorios foram aumentadas. Nossos dados corroboram um
estudo usando camundongos deficientes em UCP2 tratados com neurotoxina MPTP
e também mostraram uma expressdo aumentada de citocinas pré-inflamatérias, como

fator de necrose tumoral-a e interleucina 18 (LU M 2014).
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7. Conclusao

Nossos dados comprovam que a expressao de UCP2 ocorre na fase silenciosa
da epilepsia, sendo quase 3 vezes maior que o controle, evidenciando assim sua
presenca no metabolismo energético nesse periodo, além disso também ficou claro
através do curso temporal, que a UCP2 é expressa apenas na fase silenciosas da
doenca retornando aos valores basais apos 7 dias de SE, sendo assim ainda ficamos
com a duvida de porque ela para de ser expressa quando a epilepsia chega na fase
cronica e ainda, se a UCP2 é responsavel de alguma forma pela auséncia de crises
epilética nesse periodo, visto que quando chaga na fase crbnica da epilepsia ocorre

convulsdes espontaneas.

Quando estudamos o efeito da UCP2 na fase silenciosa, pela auséncia de
UCP2, através da administracdo de ASO, vimos que sua expressdo pode modular
respostas apoptoticas e inflamatorias, através do controle da cadeia respiratéria e
reducdo de estresse oxidativo, reduzindo assim o dano celular no hipocampo nesse
periodo, prolongando a sobrevida das células da glia e neurbnios apds estagio agudo

da crise epilética, provocada pela pilocarpina.

Apesar de nossas importantes descobertas, que certamente auxiliam no
entendimento da fisiopatologia da epilepsia, ainda restaram muitas duvidas quanto ao
mecanismo pelo qual a UCP2 atua e porque ela deixa de ser expressa quando chega
na fase crbnica. Essas sdo apenas algumas das duvidas que permanecem até que
novos estudos nesse tema sejam conduzidos a fim de continuar esclarecendo o papel

da UCP 2 na atividade do eixo de sobrevivéncia a apoptose na epilepsia.
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