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Resumo

Ha& fortes evidéncias de que as crises epilépticas ocorrem em padrbes diurnos de 24 horas.
Mudangas no tempo de exposicdo aos ciclos claro/escuro sdo capazes de interferir na
susceptibilidade das crises epilépticas em modelos animais de epilepsia experimental. A
interacdo entre a Epilepsia do Lobo Temporal Mesial (ELTM) com o ritmo circadiano é
mostrada através da ritmicidade das crises, fase do ciclo em que as crises acontecem e a eficécia
de drogas antiepilépticas de acordo com o horario de administracdo. Entretanto, o conhecimento
sobre a relacdo entre ritmo circadiano e epilepsia ou crises epilépticas é ainda restrito. Neste
estudo, nos investigamos o efeito do claro constante e do escuro constante no Status epileptcus
(SE) e na epileptogénese. Para isto, nos alteramos o ritmo circadiano dos animais, através do
claro e do escuro constante e utilizamos o modelo experimental de ELTM induzida por
pilocarpina para a indugéo de SE. Foram utilizados ratos machos Wistar divididos nos seguintes
grupos experimentais: i) Animais condicionados a 24 horas de claro constante durante duas
semanas (grupos CC-CTR, CC-24h e CC-7dias p6s SE); ii) Animais condicionados a 24 horas
de escuro constante durante duas semanas (grupos EE-CTR e EE-24h); iii) Animais
condicionados a 12 horas de claro e 12 horas de escuro durante duas semanas (grupos CE-CTR,
CE-24h e CE-7dias p6s SE). Foram avaliados: a) a laténcia para o SE e gravidade das crises
epilépticas durante o SE; e b) expressdao génica de genes do relégio molecular circadiano e
genes gue participam do processo epileptogénico, através da técnica de RT-qPCR; ¢) ensaio
histoldgico para avaliacdo da neurodegeneragdo nos hipocampos dos animais através da técnica
de imuno-histoquimica e estereologia; d) atividade de enzimas antioxidantes (SOD, Catalase e
GPx); e) quantificacdo do conteldo tiol total (SH); f) respiracdo mitocondrial; e g) potencial
elétrico de transmembrana mitocondrial. Os resultados mostraram gque animais condicionados
ao claro constante apresentaram um aumento no tempo de laténcia para o inicio do SE e tanto
0s animais do grupo claro constante quando do escuro constante apresentaram reducdo da
gravidade das crises durante o SE. Além disso, nds observamos mudancas nos niveis de
expressao génica diferencial tanto de genes reguladores do ritmo circadiano (Clock, Bmal,
Cryl, Cry2, Perl e Per3), quanto de genes que sabidamente fazem parte do processo
epileptogénico (Npy, Gad65, Gad67, TNFa e Gfap). Além disso, a neurodegeneracao tipica do
SE foi reduzida nos animais mantidos sob claro constante. Quanto as analises da atividade de
enzimas antioxidantes, n6s vimos que a atividade da SOD estd aumentada em hipocampo de
animais mantidos em claro-claro e escuro-escuro 24h apo6s o SE. Entretanto, ha também uma
diminuicdo dos niveis de grupos tidis (SH), ou seja, aumento de tidis oxidados e producdo de
ERO nos grupos CC-CTR, CC-24h, EE-CTR e EE-24h em relagdo ao grupo CE-Naive. Por
outro lado, os dados de bioenergética mostram que ndo ha disfuncéo na respiracdo mitocondrial.
Entretanto, nos animais do grupo CC-24h, ha perda de potencial elétrico de membrana mais
répida do que nos animais do grupo CE-24h. Estes resultados mostram que a exposi¢do dos
animais ao claro constante e ao escuro constante diminui a gravidade das crises durante SE,
altera o padrdo de expressdo de genes reguladores do reldgio molecular enddgeno e de genes
que participam do processo epileptogénico, ativa parte do sistema antioxidante e ndo afeta o
controle respiratorio das mitocondrias. Em conjunto, estes dados sugerem que alteragdes no
ritmo circadiano minimizam os efeitos do SE e da epileptogénese.

Palavras-chave: Epilepsia do lobo temporal, Claro constante, Escuro constante.



Abstract

There is strong evidence that epileptic seizures occur in diurnal patterns of 24 hours. Changes
in exposure time to light/dark cycles are likely to interfere with the susceptibility of epileptic
seizures in animal models of experimental epilepsy. The interaction between mesial Temporal
Lobe Epilepsy (mTLE) and the circadian rhythm is shown through the rhythmicity of the
seizures, daytime’s effect on seizure onset and the efficacy of antiepileptic drugs. However,
knowledge about the relationship between circadian rhythm and epilepsy or epileptic seizures
still limited. In this study, we investigated the effect of constant light and constant dark on status
epilepticus (SE) and epileptogenesis. For this, we alter the circadian rhythm of the animals
through the constant light and constant dark and use the experimental model of TLE induced
by pilocarpine. Male Wistar rats were assigned to the following experimental groups: 1)
Animals conditioned at 24 hours of constant light for two weeks; ii) Animals conditioned at 24
hours of constant dark for two weeks; iii) Animals conditioned at 12 hours of light and 12 hours
of darkness for two weeks. For each group, we evaluated a) latency for SE and severity of
epileptic seizures during SE; and b) gene expression of circadian molecular clock genes and
genes that participate in the epileptogenic process by RT-gPCR; c) neurodegeneration of SE in
the animals' hippocampus by immunohistochemistry and stereology; d) activity of antioxidant
enzymes (SOD, Catalase and GPXx); e) the total thiol content (SH); f) mitochondrial respiration;
and g) Mitochondrial Membrane Potential. The results showed that animals conditioned to the
constant light presented an increase in the latency time for the SE and the animals of the constant
light or dark group presented decrease in seizure severity during SE. We observed changes in
the levels of gene expression of both circadian rhythm regulating genes (Clock, Bmal, Cry1,
Cry2, Perl, and Per3) and genes which are known to be part of the epileptogenic process (Npy,
Gad65, Gad67, TNFa, and Gfap). The typical neurodegeneration resulting from SE was
reduced in animals kept under constant light. By analyzing the activity of antioxidant enzymes,
we found that SOD activity increases in the constant light or dark 24h post-SE goups. However,
there is a decrease in the levels of thiols (SH), which means an increase of oxidized thiols and
ROS production in the light/light and dark/dark groups in comparison to the naive light/dark
group. Conversely, bioenergetic data show that there is no dysfunction in mitochondrial
respiration. However, in the animals of the LL-24h group, there is a loss of mitochondrial
membrane potential faster than in the animals of the LD-24h group. These results show that the
exposure of animals to constant light or dark decreases the severity of seizures during SE and
changes the expression pattern of genes regulating the endogenous molecular clock, and genes
that participate in the epileptogenic process and the constant light or dark active part of the
antioxidant system and does not affect the respiratory control of mitochondria.

Key words: temporal lobe epilepsy, constant light, constant dark.
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1.1 Epilepsia

Epilepsia é um distarbio neurolégico caracterizado pela predisposicdo persistente do
cérebro em gerar crises epilépticas, que resultam em prejuizos neuroldgios, cognitivos,
psicolégicos e sociais para o individuo (FISHER et al., 2014). As crises epilépticas sdo
mudancas comportamentais transitorias de sinais e/ou sintomas resultante da atividade neuronal
anormal excessiva ou sincrénica de uma ou Vérias areas do cérebro (FISHER et al., 2005).

Segundo a Liga Internacional Contra a Epilepsia (International League Against Epilepsy-
ILAE), quando a atividade neuronal anormal se inicia em uma ou mais regides especificas do
cérebro, as crises sdo chamadas de crises focais, enquanto que nas crises generalizadas a
atividade neuronal anormal comega em ampla distribuicdo em ambos os hemisférios cerebrais.
Existem ainda as crises de inicio desconhecido, para estas crises, os dados clinicos e
laboratoriais disponiveis ndo sdo capazes de identificar se o inicio é focal ou generalizado
(DEVINSKY et al., 2018). Em muitos casos, a causa da epilepsia é desconhecida, em outros,
as crises podem ser o resultado de quaisquer insultos que perturbem a funcéo cerebral normal,
como por exemplo, acidente vascular cerebral, lesGes cerebrais pds-traumaéticas, doencgas
infecciosas como a neurocisticercose, doencas autoimunes e mutacdes genéticas (SCHEFFER
et al., 2017). A identificacdo de mais de 500 genes associados a epilepsia, sugere que o fator
genético é importante para o surgimento das crises e estabelecimento da epilepsia (DEVINSKY
etal., 2018).

A epilepsia é considerada uma condi¢do neurolégica grave que afeta 65 milhdes de
pessoas, € é o terceiro principal contribuinte para o nimero total de distdrbios neurolégicos do
mundo (GBD 2015 DISEASE AND INJURY INCIDENCE AND PREVALENCE
COLLABORATORS, 2016), além de estar associada ao estigma social, comorbidade
psiquiatrica e altos custos econdmicos (NGUGI et al., 2010). De acordo com estudos de meta-
analise, a prevaléncia é de 6,4 casos de epilepsia por 1.000 pessoas e a incidéncia anual é de
67,8 casos por 100.000 pessoas/ano. Tanto a prevaléncia como a incidéncia sao maiores em
paises de média e baixa renda. Parte destes niumeros pode ser resultado da alta frequéncia de
acidentes de trafego, traumas de nascimento e neuroinfec¢fes (como neurocisticercose), que
podem causar epilepsia (FIEST et al., 2017).

O diagnostico clinico é realizado de acordo com a classificagdo da ILAE (FISHER et al.,
2017; SCHEFFER et al., 2017), e é baseado em um conjunto de evidéncias clinicas e
epidemioldgicas como: tipo crise epiléptica, frequéncia e localizagdo do inicio das crises. O

diagndstico conta com dados de imagem e eletroencefalograma, além de levar em consideracdo
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as comorbidades, como dificuldades de aprendizagem e disturbios psiquiatricos, incluindo
depresséo e transtorno do espectro autista (DEVINSKY et al., 2018).

O principal tratamento para controlar as crises epilépticas € o uso de drogas
antiepilépticas (DAE), existem mais de 20 diferentes tipos de DAE no mundo. No entanto,
aproximadamente um terco dos pacientes ndo conseguem controlar as crises com o uso da
farmacoterapia. A epilepsia é geralmente considerada refrataria, farmaco-resistente ou
intratavel quando as crises ndo sdo controladas com o uso de pelo menos duas ou trés DAE
apropriadas para o tipo particular de epilepsia (TANG; HARTZ; BAUER, 2017).

A epilepsia refrataria ou farmaco-resistente estd associada ao aumento da morbidade e
mortalidade, consequéncias psicossociais, cognitivas e reducdo da qualidade de vida do
individuo. Nesses casos, uma outra opcao terapéutica € a cirurgia de epilepsia (SISODIYA,
2007), entretanto, um pequeno numero de pacientes é elegivel para este tipo de procedimento
em que ha resseccdo da regido cerebral com o foco epileptogénico (WIEBE et al., 2001).
Existem ainda opcoOes terapéuticas alternativas como a neuroestimulagdo (LAXER et al., 2014)
e dieta cetogénica (VACCAREZZA; SILVA, 2015). Mudancas no estilo de vida dos pacientes
também podem ajudar a controlar parcialmente as crises, pois 0s principais gatilhos convulsivos
sdo a privacdo de sono, longos periodos de jejum, uso de drogas de abuso como o &lcool,
nicotina, cafeina, além de estresse psicoldgico, tensdo emocional e input sensorial (por

exemplo, fotossensibilidade, luz estroboscopica e jogos de computador).

1.1.1 Epilepsia do Lobo Temporal

Epilepsia do lobo temporal (ELT) é o tipo mais comum de epilepsia focal, representando
a grande maioria das crises parciais (ENGEL, 2001; GASTAUT et al., 1975). Segundo a ILAE,
a ELT é classificada como uma condicdo epiléptica caracterizada pela presenca de crises
parciais simples ou complexas, podendo estar associadas a generaliza¢Bes secundarias. Durante
crises parciais simples, ha preservacdo da consciéncia e 0s pacientes costumam apresentar
manifestagbes psiquica, gustativa, olfativa e sintomas autonémicos. Em crises parciais
complexas, a consciéncia é prejudicada e, normalmente, os individuos apresentam olhar imével,
acompanhado de automatismos de forma estereotipada, repetitiva e movimentos involuntarios
(WIEBE et al., 2001).

Aproximadamente 60% dos casos de ELT correspondem a ELTM, sendo a forma mais

comum associada a esclerose hipocampal (ELTM-EH). Nos individuos com ELTM, a esclerose
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hipocampal é a patologia mais comum em pacientes submetidos a cirurgia de epilepsia e tem
sido relacionada tanto a causa quanto resultado de crises ndo controladas. A esclerose
hipocampal estd presente em 50-70% dos pacientes farmaco-resistentes (ANDRADE-
VALENCA et al., 2006), para este grupo, a cirurgia de resseccdo € uma opgao terapéutica. O
foco epileptogénico no lobo temporal pode ser identificado através de uma cuidadosa avaliacdo
pré-operatdria, com base nas caracteristicas clinicas e eletrofisiologicas e exames de
neuroimagem. Em 60-80% dos casos, as crises cessam apos lobectomia temporal (OLBRICH
et al., 2002). Entretanto, outros tipos de lesbes estruturais, tais como tumores, displasias
corticais, hamartomas e malformagdes vasculares, também sdo encontrados em pacientes com
ELTM (AL SUFIANI e ANG, 2012).
O hipocampo é uma estrutura critica no processo epileptogénico. Essa regido do
sistema limbico é composta por duas areas principais: o corno de Ammon, subdividido em 3
campos numerados de 1 a 3 e abreviados de CAl, CA2 e CA3 e o giro denteado (GD) (Fig. 1).
De acordo com o Relatério da ILAE, a esclerose hipocampal é caracterizada histologicamente
pela perda neuronal e gliose. Segundo a classificacdo da ILAE, a EH tipo 1, o tipo mais
frequentemente observado de esclerose hipocampal € dividido em dois subgrupos: EH classica
(tipo 1a), caracterizada por uma grave perda neuronal em sub-regides hipocampais CA1>CA4
e CA3, e danos mais leves em CA2; EH grave (tipo 1b), caracterizada pela perda substancial
de neurdnios em todos os subsetores hipocampais CA1-CA4. Em ambos subtipos da EH tipo 1
ha perda de células granular dentro do DG. A EH tipo 2, ocorre em 5%-10% dos casos de ELT,
apresenta perda neuronal grave predominantemente em CAL. A EH tipo 3, observada em 4-7%
de todos os casos cirdrgicos de ELT, apresenta uma perda neuronal grave principalmente em
CA4 e GD. A classificacdo inclui um quarto grupo no qual a gliose reativa é vista sem perda
neuronal, chamada de “sem esclerose hipocampal, apenas com gliose”. Outros processos
bioldgicos e neuroplasticos também foram descritos no hipocampo de pacientes com ELTM-
EH, tais como: a) reorganizacdo axonal, caracterizada pelo brotamento de fibras musgosas na
regido da camada molecular interna, b) dispersdo de celulas granulares no giro denteado e
neurogénese (WIESER e HANE, 2004).
Um dos grandes desafios da epileptologia é entender quais 0s mecanismos celulares e
moleculares que estdo envolvidos no processo epileptogénico. Pesquisas nesta area Ssao
fundamentais para compreender o estabelecimento da ELT, possibilitar a intervencdo precoce

e até a prevencdo das crises.
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Figura 1| Compara¢do da anatomia do hipocampo entre espécies. a) Orientacdo do
hipocampo de rato, macaco e humanos ao longo dos eixos. Em roedores o eixo longitudinal é
descrito como ventrodorsal e como anteroposterior em primatas. b) Hipocampos (vermelho)
e cortex entorrinal (azul) em cérebros de ratos, macacos e humanos. c¢) llustracdo das secgdes
transversais de hipocampos de rato, macaco e humano, marcados por Nissl. A, anterior; C,
caudal; CA, Corno de Amon; D, dorsal; DG, giro denteado; L, lateral; M, medial; P,
posterior; R, rostral; V ventral (STRANGE et al., 2014).
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1.1.2 Epileptogénese

A epileptogénese é um processo multifatorial pelo qual a rede neural é alterada
funcionalmente resultando na epilepsia. As modificagdes que ocorrem durante a epileptogénese
aumentam a predisposicdo do cérebro de gerar crises espontaneas e recorrentes (CER), que
culminam no estabelecimento e na progressdao da epilepsia (DUDEK; STALEY, 2011;
PITKANEN et al., 2015).

O processo epileptogénico € iniciado por um evento patogénico conhecido por insulto
epileptogénico ou insulto primario (e.g. convulsdo febril, acidente vascular cerebral,
traumatismo cranioencefélico, ou uma alteracdo genética, e em alguns casos, de origem
desconhecida), que culmina nas CREs e progressdo da epilepsia. Os mecanismos da
epileptogénese incluem alteracdes estruturais, morfoldgicas e fisioldgicas em neurénios, glia e
vasos sanguineos. Dentre as alteracdes conhecidas no processo de transicao de um “cérebro
normal” para um “cérebro epiléptico” estdo, a neurodegeneracdo, neurogénese, gliose, dano
axonal, plasticidade dendritica, alteracdo da expressdo génica, neuroinflamacéo e desregulacéo
da barreira hematoencefélica. Além de outras modificacfes transcricionais, epigenéticas, e
alteracdes de vias moleculares (DEVINSKY et al., 2018). Esses eventos sdo responsaveis por
gerar um estado de hiperexcitabilidade dos neurdnios e hipersincronia das redes neurais que
associado a um baixo limiar genético para crises, contribui para o inicio e progressdo da
epilepsia (VARVEL; JIANG; DINGLEDINE, 2015). Alguns estudos mostram que a
frequéncia e a gravidade das CERs continuam aumentando depois da primeira crise espontanea
(BERTRAM; CORNETT, 1994; HELLIER et al., 1998; WILLIAMS et al., 2009; KADAM et
al., 2010), sugerindo que a epileptogénese é um processo prologado e continuo. Em estudos
clinicos, foi observado que na epilepsia do lobo temporal, a epileptogénese é progressiva
(BERG; ENGEL, 2006; ENGEL, 2008). Neste sentido, a epileptogénese inclui as alteracdes
que ocorrem desde do insulto priméario até os mecanismos de progressdo que podem continuar

a ocorrendo mesmo depois o diagnostico de epilepsia (PITKANEN et al., 2015) (Fig. 2).
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Figura 2 | Processo epileptogénico. A epileptogénese inclui tanto o periodo de laténcia entre o insulto primario
e a primeira crise espontanea, quanto a progressdo da epilepsia. O insulto epileptogénico induz mudancas
celulares e moleculares (alteracdes epileptogénicas) que interferem, direta ou indiretamente, nos circuitos
elétricos cerebrais gerando crises epilépticas. As crises recorrentes, por sua vez, provocam alteragdes celulares
e moleculares secundarias, que podem contribuir para a progressdo das crises. O curso natural da
epileptogénese é diretamente influenciado pela predisposicdo genética. AUTORA, 2018.

1.1.3 Alteraces epileptogénicas

As alteracdes epileptogénicas comecam a acontecer antes da primeira crise espontanea e
persiste além da primeira crise ndo provocada. Estas alteracdes, a frequéncia e a gravidade das
crises espontaneas podem progredir ao longo de varias semanas em modelos animais e por anos
em humanos (DUDEK; STALEY, 2011; PITKANEN et al., 2015).

Entre as alteragbes que acontecem na ELTM, esta incluso o brotamento de fibras
musgosas predominantemente na camada molecular interna e na regido hilar hipocampal,
podendo estabelecer feedback excitatdrio com o corpo e dendritos de células granulares normais
e ectépicas (BUCKMASTER, 2010). O brotamento de fibras musgosas esta também
relacionado ao inicio da neurodegeneracdo de células musgosas excitatorias e perda de
interneuronios GABAEégicos e peptidérgicos da regido hilar (BUCKMASTER, 2010). Este
processo pode acontecer pela super-expressao de neuromodulinas (GAP-43), BDNF, proteinas
da matiz extracelular e ativacdo de mTOR (HECK et al., 2004; HESTER; DANZER, 2014).
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Além de que, o brotamento de fibras musgosas esta relacionado a neurogénese de células
granulares, processo este que é acelerado apos o insulto epileptogénico mas € inibido na fase
crénica da epilepsia (PARENT; KRON, 2010; RIBAK et al., 2012).

Mudancgas fenotipicas nas células gliais estdo relacionadas a epileptogénese. O processo
de gliose reativa foi observado em tecido cerebral de pacientes que foram submetidos a cirurgia
de epilepsia e em modelos experimentais de epilepsia induzida e genética (DEVINSKY et al.,
2013). Astrdcitos ativados apresentam varias alteracdes moleculares que podem promover a
hiperexcitabilidade de redes neurais, e liberacdo de gliotransmissores e citocinas que aumentam
a sincronizacéo da rede neural (STEINHAUSER; GRUNNET; CARMIGNOTO, 2015).

A ativacdo da micrdglia € um dos primeiros eventos celulares que ocorrem durante a
epileptogénese e é detectado poucos minutos apos o inicio do SE (EYO; MURUGAN; WU,
2017). Esta ativacdo pode ocorrer por meio de moléculas como o ATP, proteina do grupo de
alta mobilidade B1 (HMGB1) e neurotransmissores que sao liberados por células
funcionalmente viaveis ou danificadas, como neurénios, astrocitos e celulas do endotélio
cerebral, ou ainda pode ser ativada por moléculas circulantes ou trazidas pelos leucdcitos
através da BHE. A micrdglia também pode ativar astrocitos e modular a atividade neuronal na
epilepsia (EYO; MURUGAN; WU, 2017). Por ter funcGes tanto reconstitutivas quanto
patogénicas, o bloqueio seletivo de fungdes microgliais é fundamental para tentar bloquear a
epileptogénese (BENSON; MANZANERO; BORGES, 2015).

Através de métodos que permitem analises de transcriptoma, epigenoma, proteoma, e
metaboloma, é possivel identificar os mecanismos moleculares da epileptogénese. Descobertas
nestas &reas de estudo facilitardo a identificacdo de novos alvos para terapias anti-
epileptogénicas (AEG).  Sabe-se que durante a epileptogénese Vvarios genes sdo
diferencialmente expressos (PITKANEN et al., 2015; DINGLEDINE et al., 2017). Andlises de
estudos em larga-escala foram capazes de identificar redes de genes e proteinas que sdo
diretamente afetados pelo insulto epileptogénico e pela fase cronica da epilepsia, levantando a
hipdtese de que alteracbes nos padrdes de expressdo podem ser fundamentais para o
estabelecimento e progressdo da epilepsia (PITKANEN et al., 2015). Dentre 0os genes com
papeis importantes no processo epileptogénico estdo, o Janus quinase (Jak) e transdutores de
sinal e ativadores de transcricdo (Stat), que podem modificar o perfil de expressdo de genes
envolvidos com o ciclo e sobrevivéncia celular. Foi visto que a inibigdo da via JAK-STAT
diminui a gravidade das crises epilépticas em ratos (GRABENSTATTER et al., 2014). Um fator
de transcricdo com papel conhecido é o RE1 que é ativado durante a epileptogénese, afetando

a expressao de genes que codificam canais ibnicos, receptores e proteinas neuronais. O blogueio
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da transcricio de RE1 diminuiu as alteracOes epileptogénicas em modelo animal
(MCCLELLAND et al., 2014). Durante a epileptogénese ocorre a super-expressao de canais de
calcio tipo T (como Cav3.2) em neurdnios piramidais, resultando em crises epilépticas. A
delecdo de CACNA1H (codificador de Cav3.2) reduz o surgimento de crises espontaneas e
diminui os processos neuropatoldgicos em camundongos submetidos ao SE (VAN LOO et al.,
2015). Esses dados sugerem que mudancas no transcriptoma durante o curso da epileptogénese
sdo especificos e dinamicos.

Mecanismos epigenéticos também afetam a expresséo génica durante a epileptogénese e
incluem metilagdo do DNA, modificagcdo de histonas e expressdao de microRNA (miRNA)
(HENSHALL; KOBOW, 2015; HENSHALL et al., 2016). Em modelo experimental, a
hipometilacdo de DNA, que permite a ativacdo génica, ocorre na fase aguda da epileptogénese,
ou seja, logo apds o SE. Enquanto a hipermetilagdo do DNA (silenciamento génico) ocorre na
fase cronica da epilepsia em modelo animal e em individuos com ELT (HENSHALL; KOBOW,
2015). Em um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, foram identificados 73
microRNAs diferencialmente de expressos na fase aguda da epileptogénese em hipocampos de
ratos submetidos ao SE, através da andlise em larga-escala utilizando microarray. Apés a
validagdo de alguns destes microRNAs por RT-gPCR, foram identificados dois novos
microRNAs com niveis expressao alterados (196b-5p e 352), e confirmada a sub-expressdo do
miR-128a-3p, na fase aguda da epileptogénese (DE ARAUJO et al., 2016). Em outro estudo
em larga-escala que utilizaram hipocampos de roedores e de pacientes com ELT foi observada
a expressao alterada >100 microRNAs que tem como alvo reguladores transcricionais,
receptores de neurotransmissores, espinhos dendriticos, sinalizacdo inflamatéria, e estdo
alterados durante a epileptogénese (HENSHALL et al., 2016).

Durante a epileptogénese, varias vias moleculares com funcdes patogénicas ou
homeostaticas sdo alteradas. O aumento da atividade neuronal ou lesdo cerebral ativa respostas
imunes inatas do SNC que promovem a producédo e liberacdo de mediadores inflamatorios
durante a fase aguda (pos-insulto) e fase crénica da epileptogénese e em alguns modelos de
epilepsias genéticas (ARONICA et al., 2017). A neuroinflamacéo esté relacionada ao estresse
oxidativo (ROWLEY; PATEL, 2013a). Foi visto que a disfungdo mitocondrial gera a produgéo
excessiva espécies reativas de oxigénio (ERO), e induzem atividade de genes pro-inflamatério
apos o insulto priméario e durante as crises, contribuindo para a progressdo neuropatologia
(ROWLEY; PATEL, 2013a; KOVAC et al., 2014). E provavel que os mecanismos que levam
ao dano tecidual oxidativo variem nas diferentes fases do processo epiléptico. Dadas as

alteracdes bioenergéticas que ocorrem durante crises epilépticas e na epileptogénese, o papel
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da as mitocondrias e do estresse oxidativo estdo ganhando reconhecimento crescente nos
estudos de epileptogénese (LIANG; HO; PATEL, 2000; PATEL; LIANG; ROBERTS, 2001,
ROWLEY; PATEL, 2013b). A suscetibilidade do cérebro ao estresse oxidativo e insultos
bioenergéticos provavelmente impulsiona ou pelo menos exacerba a excitabilidade neuronal
durante a epileptogénese por causa de uma alta demanda metabdlica em circuitos
hipersincronicos (ROWLEY; PATEL, 2013a). Tanto a neuroinflamacdo quanto o estresse
oxidativo foram associados a morte neuronal, crises epilépticas, epileptogénese e comorbidades
da epilepsia (ARONICA et al., 2017; MAZARATI; LEWIS; PITTMAN, 2017). Terapias anti-
inflamatérias ou antioxidantes demonstraram eficdcia em estudos preliminares para o
tratamento de epilepsia em criancas e adultos farmaco-resistentes (BEN-MENACHEM;
KYLLERMAN; MARKLUND, 2000; KENNEY-JUNG et al., 2016). Entretanto, os
mecanismos pelos quais a disfungdo mitocondrial e geracdo de EROs contribui para o
surgimento, progressao e recorréncia das crises espontaneas, ainda precisa ser elucidado.

A epileptogénese, portanto, envolve uma combinacdo de alteragfes nas propriedades
neuronais que levam ao aumento da transmissdo excitatoria ou reducdo da transmisséo
inibitdria. Tais alteragdes aumentam a uma predisposicdo do cérebro a atividade anormal e
hipersincronica e, assim, ao desencadeamento de crises epilépticas espontaneas. A maioria dos
estudos sobre a fisiopatologia da epilepsia utiliza modelos animais que mimetizam a epilepsia
humana e/ou crises epilépticas. Muitos estudos tém focado em investigar a epileptogénese sob
0 ponto de vista das alteracdes celulares e moleculares. Entender os mecanismos patogénicos
da epileptogénese que culminam no inicio, recorréncia e progressao das crises, € essencial para

possibilitar inovacdes terapéuticas AEG.

1.1.4 Modelo experimental de Epilepsia do Lobo Temporal induzida por pilocarpina

Mecanismos epileptogénicos incluem alteragdes generalizadas em células neuronais e
ndo-neuronais em VAarios niveis no cérebro, além de alteracbes geneticas, epigenéticas e
mudangas estruturais que resultam na disfuncdo de circuitos neuronais. Os modelos
experimentais mais utilizados para estudar os mecanismos da epileptogénese mimetizam a
condicdo humana em laboratério. Entre os modelos utilizados estdo, neurotrauma, Status
epilepticus, infecgOes, hipoxia, isquemia, entre outros (DEVINSKY et al., 2018).

Um dos modelos experimentais de ELT é baseado na administragéo local ou sistémica de
um potente agonista muscarinico, a pilocarpina (LEITE, J. P. etal., 1990; TURSKI et al., 1983).
Segundo HAMILTON et al. (1997), a capacidade da pilocarpina para induzir SE depende da
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ativagdo de um subtipo de receptor muscarinico, o M1. Foi visto que camundongos knockout
para o receptor M1 ndo desenvolvem convulsfes em resposta a pilocarpina. Experimentos em
cultura de neurbnios do hipocampo demonstraram que a pilocarpina, agindo através de
receptores muscarinicos, provoca um desequilibrio entre a transmisséo excitatoria e inibitoria,
resultando na geracdo de SE (PRIEL e ALBUQUERQUE, 2002). A inducédo de crises por
pilocarpina caracteriza-se pela ocorréncia de um evento convulsivo inicial que culmina no SE.
Durante o SE o animal apresenta crises com diferentes perfis comportamentais, sendo as mais
graves, as crises tonico-clonicas generalizadas (CURIA et al., 2008).

O periodo de até 24 horas apds o insulto epileptogénico é conhecido como fase aguda da
epileptogénese. Na sequéncia, o animal apresenta uma fase sem crises conhecido como periodo
de laténcia que pode durar dias ou meses. Por fim, hd o surgimento de crises epilépticas
espontaneas e recorrentes, que indicam a fase cronica ou epilepsia (CAVALHEIRO et al.,
1991). Neste modelo, o processo epileptogénico correlaciona-se estreitamente com as
principais caracteristicas da ELT, s&o elas: a) a localizacdo do foco das crises no sistema
limbico, especialmente no hipocampo, cértex entorrinal e amigdala (BARTOLOMEI et al.,
2005), b) a presenga de uma “injUria precipitante”, o SE, que precede o aparecimento da ELT
(MATHERN et al., 2002), c) um intervalo de tempo sem crises caracterizado histologicamente
pela alta incidéncia de esclerose hipocampal, perda neuronal, gliose e rearranjos axonais
(MATHERN et al., 1997) e, d) as crises recorrentes e espontaneas.

1.2 Ritmo Circadiano

Ritmos circadianos sdo ritmos comportamentais, fisioldgicos e moleculares com ciclos
de aproximadamente 24h. Esta ritmicidade é gerada por um temporizador biolégico endogeno
localizado na regido hipotalamica do sistema nervoso central, o nicleo supraquiasmatico (NSQ)
(WEAVER, 2016a). A primeira observacao cientifica dos ritmos circadianos foi feita em 1729
pelo astronomo francés Jean Jacques d’Ortous de Mairan que, ao colocar uma planta conhecida
como mimosa (Mimosa pudica) numa sala em escuro constante, observou que a planta
permanecia com sua alternancia ciclica diaria de movimentos foliares, abrindo pela manha e
fechando a noite (KUHLMAN; CRAIG; DUFFY, 2017). Este experimento forneceu uma visdo
inicial para relagé@o entre a fisiologia interna dos organismos e o ciclo geofisico. A palavra
“circadiano” ¢é derivada do Latim que significa “aproximadamente um dia” (latim: circa =
cerca; dien = dia). Ela foi usada pela primeira vez por Franz Halberg em 1959 para se referir

aos ritmos diarios e enddgenos, ou seja ritmos com duracao de 24h que continuam oscilando na
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auséncia de quaisquer influéncias ambientais (CHANDRASHEKARAN, 1998). As pistas
ambientais de sincronizacdo ou agentes sincronizadores como por exemplo, o ciclo de claro e
escuro, sdo conhecidos como “Zeitgebers” (do alemao “doadores de tempo™), sendo a luz o
principal sincronizador do NSQ (WEAVER, 2016a).

O relégio molecular localizado em todas as células do corpo é organizado por um
sistema hierarquico comandado por um reldgio central, 0 NSQ. O NSQ apresenta uma rede
neural circadiana altamente unificada composta por cerca de 10.000 neur6nios, que formam um
temporizador autbnomo capaz de expressar disparos espontaneos de potenciais de a¢do quando
séo isolados in vivo ou in vitro (VIDENOVIC et al., 2014). No entanto, para funcionar
efetivamente como um marca-passo central, os neurénios do NSQ recebem input de luz
diretamente da retina via trato retino-hipotalamico e sincroniza o relégio biolégico interno com
dia solar externo (HASTINGS; MAYWOOD; BRANCACCIO, 2018). A partir dai a
informacdo é passada para os sincronizadores periféricos nas células dos tecidos alvo, via
sistema neuroenddcrino e autdbnomo, por exemplo. Os temporizadores moleculares localizados
em neurdnios do NSQ e de todo os tecidos periféricos compartilham da mesma arquitetura da
maquinaria molecular, com capacidade gerar e manter o ritmo circadiano. Entretanto uma
diferenca entre o reldgio central e os periféricos € o nivel do acoplamento intracelular (LIU et
al., 2007). O alto nivel de acoplamento intracelular entre os neurénios do NSQ forma uma rede
neural resistente a perturbaces de fase por sinais internos, enquanto que nos osciladores
periféricos as fases sdo susceptiveis a mudancgas por meio de agentes sincronizadores como
horménios circundantes, alimentacdo e temperatura corporal (PARTCH; GREEN;
TAKAHASHI, 2014). Esta rede l6gica garante que o temporizador central mantenha um tempo
intrinseco de 24 horas, coordenado com o ciclo solar externo, enquanto reldgios periféricos
estdo adaptados para refletir o status metabdlico do tecido em que eles se localizam
(STRATMANN; SCHIBLER, 2006) (Fig. 3).

Uma caracteristica fundamental do ritmo circadiano é sua persisténcia em condicdes
ambientais constantes tais como claro constante ou escuro constante. Esta capacidade dos
relogios de “correr livremente” (do inglés, free-running) em condi¢Bes constantes e em
periodos ligeiramente diferentes de 24 horas, mas ainda assim sincronizar, ou “arrastar”,
permite que 0s organismos continuem, pelo menos por um tempo, antecipando mudancas
ciclicas do ambiente (VIDENOVIC et al., 2014). Entretanto, quaisquer disfuncbes desta
ritmicidade pode, portanto, afetar negativamente inimeros processos fisiol6gicos e
comportamentais tais como qualidade do sono, o estado de alerta, desempenho cognitivo,

controle motor, o metabolismo e a saide mental (WEAVER, 2016a).
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Figura 3 | Organizacéo do sistema circadiano em mamiferos. O NSQ recebe a informagcdo fética diretamente da
retina via trato retino-hipotaldmico (TRH), para garantir a sua sincronizagéo aos ciclos de claro e escuro. O NSQ
passa a informagdo circadiana para varias outras regides cerebrais que contém osciladores circadianos e estdo
relacionados com fungdes autondmicas, neuroenddcrinas e comportamentais. Estes sincronizadores sistémicos
sincronizam os rel6gios moleculares de tecidos periféricos e esses, por sua vez, direcionam a expressao de genes
circadianos que regulam os ritmos fisiol6gicos criticos para a satde (por exemplo, ritmos relacionados a cognicéo,
pressdo arterial, metabolismo de triglicérides e fungdo renal). Outros Zeitgebers ambientais importantes sdo ciclos
de sono e vigilia, horérios de refei¢Bes e horarios sociais, como trabalho e lazer. Autora, 2018.

1.2.1 Maquinaria molecular do ritmo circadiano

Hoje sabe-se que o relégio molecular em mamiferos é gerado por duas algas de
retroalimentacdo interligadas que funcionam para produzir um robusto ciclo de expresséo
génica de 24h. A alga de retroalimentacdo negativa é regulada por quatro proteinas integrais,
duas ativadoras (CLOCK e BMAL1) e duas repressoras (PER E CRY), bem como cinases
(CKla, CKI6, and CKleg) e fosfatases (PP1, PP5) que regulam a localizacéo e estabilidade destas
proteinas. As proteinas CLOCK E BMAIL1 sdo elementos membros da familia de fatores de
transcrigdo que apresentam o dominio bHLH-PAS (em inglés, basic helix-loop-helix, Period-
ARNT-single-minded), estas duas proteinas formam um heterodimero (CLOCK:BMAIL1)

capaz de se ligar a promotores génicos que contenham uma sequéncia E-box, ativando a
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transcricdo dos genes repressores (Perl, 2 e 3) e (Cryl e 2), bem como outros genes da
maquinaria circadiana. A retroalimentacdo negativa é realizada pelo heterodimero das proteinas
PER e CRY que se translocam do citoplasma para o nucleo para inibir uma futura ativacao
transcricional de CLOCK:BMAIL1. As proteinas PER e CRY séo degradadas atraves das vias
dependentes da ubiquitina, e quando os niveis destas diminuem, a inibi¢cdo de CLOCK:BMAL1
é interrompida e o ciclo recomeca. As caseinas quinases CKI6 ¢ CKIe desempenham um papel
importante na determinacao do ritmo circadiano enddgeno, elas controlam a entrada no nucleo
e a taxa de degradacdo dos complexos PER: CRY, e sua atividade é neutralizada ou regulada
pelas fosfatases PP1 e PP5. O heterodimero de CLOCK:BAMAL1 também regula uma segunda
alca de retroalimentacdo positiva que é gerada através da ativacdo do Retinoid-related orphan
receptors (RORa, b, c) e repressdo de REV-ERBa/REVERB. As proteinas RORa, b, ce REV-
ERBa/REVERB competem pela ligacdo a mesma regido, ROREs, presente no promotor de
Bmall. O aumento da concentracdo de BMALZL, promove a inibicdo da transcri¢do do préprio
gene por meio do aumento dos niveis de REV-ERB, e quando ROR se liga ao promotor, a
transcricdo de Bmall é ativada podendo formar novamente o fator de transcricdo
CLOCK:BMAL1, reiniciando um novo ciclo. Estes processos tem uma periodicidade de 24
horas (PARTCH; GREEN; TAKAHASHI, 2014).

Vaérios estudos em animais demonstraram que mutacBes ou delecdes desses genes
acarreta em ritmos com periodos anormais ou mesmo fenétipos arritmicos quando testados sob
condicdes constantes. Sabe-se que disfung¢bes nos genes do relogio estdo relacionadas com o
desenvolvimento de varias doencas (HOFSTRA; DE WEERD, 2009)
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Figura 4 | Algas de retroalimentagdo que controlam a maquinaria molecular do relégio circadiano em
mamiferos. Adaptado de (GALLEGO; VIRSHUP, 2007)

1.2.2 Ritmo circadiano e a fungdo mitocondrial

As mitocondrias sdo organelas celulares com dupla membrana que tém como funcao
predominante a geracdo de ATP através da fosforilagdo oxidativa, sendo a fonte primaria de
compostos energéticos na célula. Além disso, elas desempenham outras fun¢des importantes
como a biosintese de aminoacidos e esterdides, a -oxidacdo de acidos graxos, producdo e
detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), regulacdo do célcio intramitocondrial e
citoplasmatico e transducéo de sinais nas vias de sinalizag&o intracelular em algumas formas
de apoptose (BRAND; NICHOLLS, 2011).

Evidéncias recentes indicam que o relogio bioldgico também regula o funcionamento
das mitocéndrias. A biogénese mitocondrial é afetada por muitos fatores internos e fatores
ambientais, incluindo exercicio, restricdo calorica, estresse oxidativo e divisdo celular,
renovacdo e diferenciagdo (JORNAYVAZ; SHULMAN, 2010). Sabendo-se que a demanda
energética das células flutua ao longo do dia, é de se esperar que a morfologia e/ou

funcionamento e a abundancia mitocondrial também varie durante ciclos diarios de 24 horas
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(DE GOEDE et al., 2018). Recentemente, alguns estudos tém investigado como a biogénese, 0
contetdo, a dindmica ou o funcionamento mitocondrial s&o regulados pelo reldgio circadiano.
Os primeiros estudos que observaram uma variacdo circadiana na funcdo mitocondrial
utilizaram tecidos cerebrais. Num estudo realizado por SIMON et al. (2003), foi observado que
0 consumo de oxigénio mitocondrial de mitocondrias isoladas do cortex cerebral de ratos foi
maior durante fase de repouso dos animais, que ocorre na fase clara, em comparagdo com a fase
de atividade, na fase escura do ciclo. Além disso, os controles respiratérios, uma medida da
eficiéncia da respiracdo mitocondrial, apresentaram variacdo diaria. Em outro trabalho
utilizando cérebro de camundongos, foi observado que mais de 300 genes exibiram expressao
ritmica ao longo de 24 horas. Foi visto que varios desses genes codificam componentes da
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial e apresentam picos de expressao no final da fase
clara (PANDA et al., 2002). Estes resultados sugerem influéncia do rel6gio molecular sobre os
processos de fornecimento de energia em neurdnios do SNC, que coincide com o aumento da
atividade e demanda metabolica na fase clara (DE GOEDE et al., 2018). Além disso, a producéo
EROs, que desempenham um papel na sinalizacdo celular, também tem sido associada ao
relogio circadiano (ROWLEY; PATEL, 2013b; VIDENOVIC et al., 2014). Estas evidéncias
indicam que h& relaco entre o ritmo circadiano e a bioenergética mitocondrial. Entretanto, os

dados que comprovem o funcionamento desta relagéo ainda sdo muito escassos.

1.2.3 Ritmo circadiano e doencas

Os ritmos circadianos sdo fundamentais para vida de todos os seres vivos. De fato, a
organizacao temporal circadiana é essencial para processos fisiologicos e metabdlicos vitais
para a saude e bem-estar (WEAVER, 2016). Os reldgios circadianos sdo autdbnomos,
produzindo ritmos de 24 horas, mesmo na auséncia dos zeitgebers. A capacidade de gerar ritmos
diarios é uma das qualidades das células. O ritmo circadiano utiliza seus osciladores temporais
distribuidos por todo o corpo para ajusta-lo e prepara-lo para diversas fungdes que estdo sob
controle circadiano, incluindo sono e vigilia, comportamento, secre¢cdo hormonal, regulacéo do
ciclo celular e expressdo génica. Quaisquer danos causados na sincronizacao circadiana podem
desencadear processos patologicos. De fato, perturbagdes do ciclo circadiano no cérebro
comprometem a qualidade do sono, cognicdo, formacdo de sinapses, além da remogéo de
metabolitos cerebrais, e estdo associadas a doencas neuroldgicas, psiquiatricas, e metabdlicas
(WEAVER, 2016). Neste sentido, é preciso compreender o funcionamento de toda a rede

circadiana do corpo para poder compreender 0os mecanismos que ligam a desregulagéo
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circadiana a patologia. A maioria dos estudos utilizam modelos experimentais animais para
estudar o impacto da desregulacao do ritmo circadiano nas doengas ou vice-versa.

A luz é o principal Zeitgeber usado pelo corpo para discriminar dia e noite e regular o
ritmo circadiano. Quando a exposicdo a luz é desequilibrada ou quase constante, 0s ritmos
biolégicos podem tornar-se dessincronizados, levando a consequéncias negativas para a satde.
(BEDROSIAN; NELSON, 2017). A maioria das pessoas estd familiarizada com o rompimento
de sua fisiologia circadiana que ocorre, por exemplo quando eles fazem viagens transmeri-
dionais, através de varios fusos horarios. A ressincronizacao lenta para o novo fuso horario
deixa o individuo com perturbacdo do sono e desconforto gastrointestinal, entre outras
consequéncias (BEDROSIAN; NELSON, 2017). Estudos em roedores sugerem que o jet lag é
mais do que apenas um inconveniente. Em um trabalho utilizando modelo animal de “jet lag
crénico ”, foi demonstrado que a desregulacdo do sistema circadiano leva a uma infinidade de
patologias, entre elas, déficits de memoria e aprendizado que coincidem com a diminuicédo de
proliferacdo de células hipocampais e neurogénese (GIBSON et al., 2010). Os ritmos
circadianos em humanos sdo altamente afetados por perturbacGes ambientais que geram
consequéncias importantes para a saude e bem-estar dos individuos. Estudos epidemioldgicos
forneceram as primeiras evidéncias que sugerem uma conexdo entre o reldgio circadiano e
salide humana. Estudos em humanos e modelos animais observaram que o jet lag social ou
trabalho em turnos — onde ha exposicdo a luz artificial durante a noite — aumenta o risco de
desenvolver diferentes tipos de cancer, entre eles o cancer de mama e doencgas metabdlicas
crbnicas, como diabetes mellitus tipo 2 (HASTINGS; REDDY; MAYWOOD, 2003;
WEAVER, 2016).

Em alguns casos, o controle normal da fisiologia circadiana torna-se alterado na doenca.
Martino e colaboradores descobriram similarmente que o descompasso entre o periodo exdgeno
do ciclo do claro e o reldgio circadiano endoégeno produziram efeitos adversos a saude,
incluindo patologias cardiacas e renais (MARTINO et al., 2008). Por exemplo, em casos de
angina pectoris (CANNON et al., 1997), e acidente vascular cerebral (CASETTA et al., 2002),
existe um padrdo de pico matinal de acontecimentos associados com alteracgdes circadianas da
pressdo arterial, débito cardiaco e assim por diante. O risco relativo para o inicio do infarto
agudo do miocardio é 40% maior no periodo da manha, e em relacdo a outras causas, cerca de
9% de todos os infartos agudo do miocardio pode ser atribuida a oscilacao circadiana (COHEN
et al., 1997). Um estudo de meta-analise concluiu que para os casos de morte subita ha um
aumento risco de 30% maior pela manha, e a variagéo circadiana contribui com cerca de 7% no

total de causas (COHEN et al., 1997). A destruicdo dos nucleos supraquiasmaticos (NSQ), o
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marca-passo central dos ritmos circadianos, fez com que 0s animais perdessem a ritmicidade
enddgena e preveniu o efeito adverso das alteragdes do ciclo de claro; indicando que perder a
ritmicidade circadiana enddgena é menos danoso do que alteragbes no reldgio bioldgico
(TUREK, 2008).

Foi constatado que deferentes alteracfes circadianas, induzidas em laboratorio, aumenta
a mortalidade em ratos idosos, prejudica a sobrevida e a fungdo imune em camundongos,
promove o crescimento do tumor, prejudica a reprodugdo, promove perda de células P
pancreaticas, gera resisténcia a insulina e obesidade, além de promover inflamacéo intestinal,
altera 0 micro bioma e exacerba derrames intestinais induzidos por alcool e doenca hepatica
(WEAVER, 2016).

As perturbacdes no ritmo circadiano observadas na doenca de Alzheimer (DA) sdo
comparaveis as observadas no envelhecimento normal, entretanto sdo muito mais pronunciadas
e graves. Nestes individuos, o sono é muitas vezes altamente fragmentado, com despertares
frequentes. Um atraso de fase do periodo noturno é um indicador tipico de disturbio do ritmo
circadiano na DA, e essas alteracdes aumentam com a duracdo e a progressdo da doenca.
Alteracdes nas mudancas periddicas da temperatura corporal central também foram descritas
como um indicador de disfuncéo circadiana na DA (HARPER et al., 2004). Da mesma forma,
alteraces circadianas e do sono e representam caracteristicas ndo-motoras comuns da doenca
de Parkinson e da doenga de Huntington (VIDENOVIC et al., 2014). Estudos clinicos e
utilizando modelos experimentais animais para doencas neurodegenerativas revelaram a
natureza progressiva da disfuncdo circadiana ao longo do curso da neurodegeneracao e sugerem
estratégias para a restauracao da ritmicidade circadiana através de cronoterapias e intervencdes
farmacoldgicas. No caso da epilepsia, pesquisas mostram que as crises epilépticas ocorrem em
padrdes diurnos e circadianos, sugerindo que o ritmo circadiano pode ter um papel na epilepsia
(TCHEKALAROVA et al., 2010; MIRZOEYV et al., 2012; VAN NIEUWENHUYSE et al.,
2015; NZWALO et al., 2016).

1.2.4 Ritmo circadiano na epilepsia

Em estudos com humanos e animais com epilepsia foram observados que as crises
epilépticas, apesar de serem imprevisiveis, seguem padrfes circadianos de ocorréncia. Em
alguns tipos de epilepsia, estes padrbes de distribuicdo séo especificos e néo-aleatorios
(MARTINS DA SILVA etal., 1984; DURAZZO etal., 2008; HOFSTRA et al., 2011). Estudos
recentes observaram que em individuos com ELTM o padréo circadiano das crises epilépticas
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apresenta distribuicdo uni ou bimodal (KALEYIAS et al., 2011; MIRZOEV et al., 2012;
NZWALDO et al., 2016). Da mesma forma, em trabalhos utilizando modelos experimentais de
ELTM, os animais exibiram padrbes de oscilagdo circadiana para a ocorréncia das CERs
(ARIDA et al., 1999; QUIGG et al., 2000; TCHEKALAROVA et al., 2010). Esses dados
sugerem que as crises limbicas, caracteristicas da ELTM, sdo moduladas por um sistema
circadiano regulatorio. Foi observado que as crises acontecem predominantemente durante a
fase clara do ciclo, tanto em pacientes com ELTM quanto em modelo experimental em
roedores. Além do que, a maior prevaléncia de crises durante o dia independe da diferenca entre
periodos de sono e vigilia de cada espécie. Além da prevaléncia das crises ser maior durante a
fase clara do ciclo, foi observado que nos animais mantidos em escuro constante (livre curso),
as CERs continuaram seguindo um padrdo circadiano de ocorréncia (QUIGG et al., 1998;
QUIGG, 2000; TCHEKALAROVA et al., 2010). Esses achados sugerem que as crises limbicas
em ratos seguem um padrdo circadiano que é mediado endogenamente.

Por outro lado, as crises epilépticas podem alterar os padr&es circadianos de diferentes
processos fisioldgicos e comportamentais. Foi visto que em modelos experimentais de ELTM
ocorrem mudancas nos padrBes circadianos de atividade locomotora e temperatura corporal
algumas semanas ap0s a inducdo da SE e/ou ap0s o inicio das crises espontaneas e recorrentes
(QUIGG et al., 2000; STEWART; LEUNG, 2003; PITSCH et al., 2017). Em um trabalho que
utilizou dados continuos de video-EEG hipocampais, coletados 24 horas/7dias de ratos
induzido ao SE por pilocarpina mostrou que ap6s o SE o surgimento das CERs induz uma
supressdo transitéria do padrdo fisiologico circadiano do EEG, esta supressdo esta
correlacionada com crises menos graves durante este periodo. Ap6s o restabelecimento do ritmo
circadiano, as crises espontaneas generalizadas ocorreram principalmente de forma agrupada
em um menor intervalo de tempo. (PITSCH et al., 2017).

No entanto, h4 uma variacdo nos dados da literatura com relacdo ao padrdo diério das
crises, e isto pode estar associado a influéncia dos fatores ambientais (zeitgebers) na modulagéo
da ritmicidade circadiana das crises ou das crises epilépticas sobre o ritmo circadiano. De fato,
a privacdo do sono aumenta a ocorréncia de descargas epileptiformes interictais, em
comparacdo com EEG basal na ELT (GIORGI et al., 2014). Por outro lado, as crises epilépticas
e 0S processos epileptogénico podem alterar os mecanismos regulados e/ou reguladores do
sistema circadiano, como por exemplo a qualidade do sono. As crises recorrentes, 0 uso de
drogas antiepilépticas e a gravidade da epilepsia podem causar uma desorganiza¢ao do sono
noturno nos individuos (HOFSTRA; DE WEERD, 2009).
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Quanto a influéncia circadiana no tratamento dos individuos com epilepsia, foi visto
que diferentes doses de drogas antiepilépticas sdo mais eficazes quando a ingestdo é ajustada
aos turnos de dia e noite (YEGNANARAYAN; MAHESH; SANGLE, 2006; GUILHOTO et
al., 2011) . Outro estudo baseado em dados bioldgicos e epidemioldgicos sugere que a terapia
com luz pode ser um tratamento eficaz para algumas pessoas com epilepsia (BAXENDALE,
2011). Entretanto, estudos de cronoterapia em epilepsia ainda séo escassos.

Embora haja diversos trabalhos na literatura que investiguem interacao da epilepsia com
0 ritmo circadiano, existem algumas lacunas consideraveis no entendimento desta interacéo,
especialmente em humanos, onde os dados de ritmicidade das crises tem a interferéncia direta
dos Zeitgebers, e por este motivo ndo é possivel observar os padrBes circadianos enddgenos.
Para estudar os padrdes enddgenos desta interacdo é necessario a realizacdo de ensaios em
condicdes ambientais constantes. Ensaios como estes sdo facilmente realizados em individuos
saudaveis, mas eticamente ndo é possivel realizar estes tipos de experimento em pacientes com
epilepsia, pois sabe-se, por exemplo que a privacao de sono pode agravar e aumentar 0 nimero
de crises (KALEYIAS et al., 2011; GIORGI et al., 2014). Neste sentido, torna-se mais facil e
possivel explorar ritmos circadianos e a interacdo com a epilepsia em laboratério utilizando
modelos animais. Ensaios mais elaborados com modelos de epilepsia e alteragdo de ritmos
circadianos podem ser realizados através da mudanca de fase do ritmo, animais mantidos em
livre-curso, ensaios funcionais com animais knockdown e knockout, danos no NSQ, e utilizacéo
de diferentes DAEs em diferentes momentos do ritmo circadiano, para estudar os efeitos na
frequéncia e distribuicdo temporal das crises.

Investigar e compreender a natureza bidirecional da relagéo ritmo circadiano e epilepsia
pode contribuir para a melhora diagnéstico e a otimizagdo do momento especifico do tratamento
da epilepsia. Além de possibilitar a capacidade antecipar o surgimento das crises permitindo o

desenvolvimento de estratégias de tratamento preventivo.
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2 Objetivos
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Objetivo geral:

Avaliar o efeito das mudancas de fotoperiodo na epileptogénese.

Objetivos especificos:

— Avaliar o efeito do claro constante e do escuro constante na laténcia e gravidade do

Status epilepticus.

— Avaliar o efeito do claro constante e do escuro constante na expressao génica de genes

do relogio bioldgico e genes que fazem parte do processo epileptogénico.
— Mensurar a atividade de enzimas antioxidantes e producdo de espécies reativas de
oxigénio em hipocampos de animais mantidos em claro constante e escuro constante e

submetidos ao Status epilepticus.

— Avaliar efeito da alteracdo do fotoperiodo na bioenergética mitocondrial de

mitocOndrias isoladas de cérebro.
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3 Materiais e méetodos
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3.1 Delineamento experimental
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3.2 Estabelecimento dos grupos experimentais e grupo controle

3.2.1 Animais

Os experimentos foram realizados utilizando 90 ratos machos Wistar, oriundos do
biotério central da Universidade Federal de Alagoas e 24 ratos machos Wistar da Texas A&M
University. Os animais utilizados tinham entre 90 e 100 dias, pesando 300-350g, foram
mantidos no biotério setorial do Laboratério de Biologia Celular e Molecular (LBCM) e no
biotério setorial do Departamento de medicina celular e molecular, em grupos de quatro animais
por gaiola, a uma temperatura controlada de 22°C, comida e 4gua ad libitum. A principio todos
os animais foram submetidos a ciclos de 12h/12h claro-escuro (as luzes eram acesas as 6h e
desligadas as 18h).

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Alagoas, processo 62-2014/17-2017 e 2016-0205 D da Texas A&M
University. Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais utilizados
nos experimentos e os procedimentos foram realizados de acordo com as orientagdes
normativas para experimentacdo animal da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento e Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) da Texas A&M

University.

3.2.2 Grupos experimentais

Grupo Claro-Escuro (CE)

Os animais (n=42) foram mantidos em ciclos normais de 12h de claro e 12h de escuro,
as luzes eram acesas as 6h e apagadas as 18h. O Grupo CE-24h € composto por animais
eutanasiados 24 horas apos SE, o Grupo CE-7d é composto por animais eutanasiados 7 dias
apos o SE e o Grupo CE-Naive € composto por animais ndo-manipulados. No grupo 1 CE-24h
e CE-Naive os animais foram eutanasiados e 0s cérebros dissecados, sendo os hipocampos
esquerdos utilizados para as analises de expressdo génica e os hipocampos direitos utilizados

para as analises da atividade de enzimas antioxidantes. No grupo 2 CE-24h e CE-Naive 0s
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animais foram eutanasiados e o coOrtex foi imediatamente utilizado para o0s ensaios de
metabolismo mitocondrial. No grupo 3 CE-24h, CE-7d e CE-Naive, 0s animais foram

perfundidos e os cérebros foram coletados para analises histologicas.

Grupo Claro-Claro (CC)

Os animais (n=42) foram mantidos em 24h de claro constante por duas semanas. O
biotério setorial do LBCM foi totalmente preparado para alojar os animais na condigéo de claro
constante. Lampadas de emergéncia foram instaladas e o monitoramento da sala foi feito
diariamente. Usamos um luximetro (Digital lux meter —luximetro digital MLM — 1011), para
verificar a incidéncia de luz e pudemos comprovar que a sala estava na condicao ideal.

O Grupo CC-24h é composto por animais eutanasiados 24 horas ap6s SE, o Grupo CC-
7d é composto por animais eutanasiados 7 dias apds o SE e o Grupo CC-CTR é composto por
animais controle que ndo foram induzidos ao SE, mas foram mantidos no claro constante. No
grupo 1 CC-24h e CC-CTR os animais foram eutanasiados e os cérebros dissecados, sendo 0s
hipocampos esquerdos utilizados para as analises de expressdo génica e os hipocampos direitos
utilizados para as analises da atividade de enzimas antioxidantes. No grupo 2 CC-24h e CC-
CTR, os animais foram eutanasiados e o cortex foi imediatamente utilizado para os ensaios de
metabolismo mitocondrial. No grupo 3 CC-24h, CC-7d e CC-CTR, os animais foram

perfundidos e os cérebros foram coletados para analises histoldgicas.

Grupo Escuro-Escuro (EE)

Os animais (n=30) foram mantidos em 24h de escuro constante por duas semanas. O
biotério setorial do LBCM foi totalmente preparado para alojar os animais na condi¢do de
escuro constante. Usamos um luximetro (Digital lux meter —luximetro digital MLM — 1011),
para verificar a incidéncia de luz e pudemos comprovar que a sala estava na condigéo ideal por
marcar 0 lux ou escuro total. Para a limpeza e troca das caixas dos animais no biotério, foram
utilizadas lampadas vermelhas.

O Grupo EE-24h é composto por animais eutanasiados 24 horas apds SE e o Grupo EE-
CTR é composto por animais controle que ndo foram induzidos ao SE, mas foram mantidos no
escuro constante. No grupo 1 EE-24h e EE-CTR os animais foram eutanasiados e 0s cérebros
dissecados, sendo os hipocampos esquerdos utilizados para as analises de expressdo génica e

os hipocampos direitos utilizados para as analises da atividade de enzimas antioxidantes. No
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grupo 2 EE-24h e EE-CTR os animais foram eutanasiados e o cortex foi imediatamente

utilizado para os ensaios de metabolismo mitocondrial.

3.3 Inducdo de Status Epilepticus (SE) através de injecéo intraperitoneal de pilocarpina

Para inducdo do SE, os animais foram submetidos a injecdo intraperitoneal (i.p.) de
pilocarpina (30mg/kg), em combinacdo com o litio (127mg/kg), que aumenta a susceptibilidade
de ratos a atividade convulsiva da pilocarpina, resultando em maior porcentagem de ratos que
desenvolve SE e baixa taxa de mortalidade. Para diminuir os efeitos periféricos da Pilocarpina
foram injetados butilbrometo de escopolamina (1mg/kg, i.p), 30 minutos antes da administracédo
da pilocarpina. Logo apds a administracdo de pilocarpina, os animais foram video-monitorados
utilizando-se uma filmadora digital (DCR-SR68, Sony Brasil LTDA). Para a caracterizacdo do
inicio do SE, o critério utilizado foi a ocorréncia de crises continuas que se sustentassem durante
0 tempo minimo de cinco minutos ap6s a injecdo de Pilocarpina. (LOWENSTEIN e
ALLDREDGE, 1998; SHORVON, 1994). Os animais foram mantidos em SE por 90 minutos
e apbs este periodo os animais receberam Diazepam (5mg/kg) para cessar as Crises

comportamentais.
3.3.1 Auvaliagdo comportamental do Status Epilepticus

O SE foi gravado para a avaliacdo e classificacdo das crises. Os 90 min de SE foram
divididos em 18 janelas de 5 minutos cada e as crises epilépticas dos animais em cada janela

foram classificadas de acordo com a escala de crises limbicas estabelecida por Racine (1972) e

representada na Tabela 1.
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Tabela 1- Escala comportamental de crises limbicas de Racine

0 - Imobilidade

1 — Automatismos faciais

2- Mioclonias de cabeca

3- Clonias uni ou bilaterais de patas anteriores

4- Clonias de patas anteriores com elevagédo sobre as patas posteriores

5- Elevagéo das patas anteriores e queda atonica com crises clonicas generalizadas

(RACINE, 1972)

3.4 Extracdo de RNA total de hipocampo de rato

O RNA total foi isolado utilizando o reagente Trizol de acordo com as recomendacdes
do fabricante (Invitrogen, CA, USA), com modifica¢fes. Os hipocampos esquerdos dos ratos
foram transferidos do freezer a -80°C para nitrogénio liquido. A cada tubo contendo um
hipocampo esquerdo, foram adicionados 350 pL de Trizol, a temperatura ambiente, e 0s
contetdos foram homogeneizados com pistilos para tubos. Em seguida, foram adicionados 140
uL de cloroférmio (proporcgdo de 200 uL de cloroférmio para 1mL de Trizol) e os conteddos
foram homogeneizados por inversdo e mantidos a temperatura ambiente por cerca de 3 minutos.
As amostras foram entdo centrifugadas (Heal Force ® - High speed refrigerated bench) a
12000g durante 15 minutos a 4°C. A fase aquosa dos tubos (fase contendo RNA) foi transferida
para tubos novos. O restante do conteldo, interfase e fase organica, foi armazenado em freezer
a -80°C. Aos tubos contendo as fases aquosas, foram adicionados 175uL de isopropanol
(proporcéo de 500 uL de isopropanol para cada 1mL de Trizol). As amostras foram mantidas a
temperatura ambiente por 30 minutos e, em seguida, centrifugadas a 12000g por 30 minutos a
4°C. Ap0s essa etapa, o pellet de RNA foi visualizado. O isopropanol foi entdo removido
cuidadosamente por inversdo dos tubos e foi adicionado 1mL de etanol 75% para lavagem dos
pellets, que foram deslocados com auxilio do vortex. Os conteddos foram novamente
centrifugados a 12000g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo desprezado, preservando
0 pellet. Os pellets foram, em seguida, novamente lavados com 1mL de etanol 75% e
centrifugados a 12000g por 5 minutos a 4°C. Ap0s esse processo, 0s sobrenadantes foram

descartados e os tubos foram mantidos invertidos sobre papel absorvente. Os pellets foram
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ressuspendidos em 30 pL de &gua millig tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e foram
incubados por 20 minutos a temperatura ambiente e durante 40 minutos em gelo para completa
dissolucdo dos pellets. Apos esses procedimentos, as amostras foram armazenadas em freezer
a-80°C. Todas as solucbes foram preparadas com agua tratada com DEPC.

A concentragdo e a pureza dos RNAs foram avaliadas através de espectrofotometria
(Espectrofotometro Eppendorf BioPhotometer Plus). As amostras foram quantificadas a partir
da densidade Optica (OD) obtida em comprimento de onda de 260nm. A pureza desses RNAs
foi avaliada a partir do célculo da razéo entre os valores de absorbancia nos comprimentos de

onda 260nm e a 280nm.

3.5 Experimentos de RT-gPCR

3.5.1 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Apos a extracdo do RNA total, as amostras foram tratadas com DNase. Aos volumes
das amostras correspondentes a 3ug de RNA total, foram adicionados tampédo de DNase 1x
(Ambion), 1U de DNase (Ambion) e 2U de RNaseOUT™ (Invitrogen). As reagdes foram
incubadas a 37°C por 30 minutos. Foi, entdo, adicionado EDTA 5 mM e as reagdes foram
incubadas a 75°C por 10 minutos. Apos o tratamento, todas as amostras foram armazenadas a
-80°C.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o High Capacity® kit (Applied Biossystems)
de acordo com as instrugdes do fabricante. Foram adicionados na reagdo 2uL RT Buffer (10x),
0,8uL de dNTP mix 25x (100Mm), 2uL de RT Random Primers (10x) e 1uL de MultiScribe™
Reverse Transcriptase (50U/uL). A quantidade inicial de RNA utilizada foi de 1ug. As reacoes
foram incubadas a 25°C por 10 min, 37°C por 120 min e 85°C por 5 min. Apds a sintese, foram
adicionados 180uL de agua millig tratada com DEPC. Todas as amostras foram divididas em

quatro aliquotas e armazenadas a -80°C.
3.5.2 Reacdo de amplificacao
Os ensaios de expresséo génica foram realizados através da metodologia RT-qPCR. As

reacOes foram realizadas utilizando o equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems

(Applied Biosystems). As reacdes de RT-gPCR foram feitas em triplicatas e consistiram em 2,5
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uL de cada amostra de cDNA, 6 uL de SYBR® Green PCR Master Mix (Invitrogen), 3 uL de
cada primer a uma concentragdo final especifica (tabela 6) e 0,5 uL de &gua, em volume final
de 12 uL. As reacdes de amplificacdo ocorreram nas seguintes condic¢des: desnaturacdo a 95 °C
por 10 minutos e 40 ciclos de amplificacdo a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. O
namero de ciclos de PCR em que a fluorescéncia atingiu o limiar (threshold) na curva de
amplificacdo — ciclo threshold (CT) — foi determinado automaticamente pelo programa
StepOnePlus™ (Applied Biosystems). Os genes analisados foram Clock, Bmal, Cryl, Cry2,
Perl, Per3, Npy, Tnfa, Gad65, Gad67 e Gfap. Os genes de referéncias foram Rplpl e Srub
(Tabela 2).
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Tabela 2- Sequéncia dos primers usados para RT-qPCR

Gene

Circadian locomotor
output cycle kaput

Brain and muscle
Arnt-like protein-1

Period circadian
regulator 1

Period circadian
regulator 3

Cryptochrome
circadian regulator 1

Cryptochrome
circadian regulator 2

Glial fibrillary acidic
protein

Neuropeptide Y

Tumor necrosis factor

Glutamic acid
decarboxylase 2

Glutamate
decarboxylase 1

Tubulin, beta 2A
class lla

Ribosomal protein
lateral stalk subunit
P1

Simbolo

Clock

Bmall

Perl

Per3

Cryl

Cry2

Gfap

Npy

Tnfo

Gad65

Gad67

Tubb2a

Rplpl

NUmero de
acesso

AB019258.1

NM_024362.2

NM_001034125.1

NM_023978.2

NM_198750.2

NM_133405.2

NM_017009.2

NM_012614.2

NM_012675.3

NM_012563.1

NM_017007.1

NM_001109119.1

NM_001007604.1

Sequéncia dos primers 5'-3"

F-CTTCAGTTCAGCAGCCAGC
R-GCTCTGTTGTAGTGGAAAGGCA

F-CCGTGGACCAAGGAAGTAGA
R-CTGTGAGCTGTGGGAAGGTT

F-GCAGAAACAACAGCCACGGT
R-GTCCACACAAGCCGTTACATCG

F-CCACAGCATCAGTACAGCAAG
R-GCTCTGTCTCTCTGTCTATCCT

E-
CAGTTGGGAAGAAGGGATGAAG
R-ATGCTCCAGTCGGCGTCAA

F-ATTGAGCGGATGAAGCAGAT
R-CCACAGGGTGACTGAGGTCT

F - AACCGCATCACCATTCCTGT
R - CATCTCCACCGTCTTTACCAC

FGCTCTGCGACACTACATCAATC
R-CCATCACCACATGGAAGGGT

F-GCTCCCTCTCATCAGTTCCA
R-CTCCGCTTGGTGGTTTGCTA

F-CAATGTTCGGCTCTCCTGGT
R-CTTGTCTCCCGTGTCATAGG

F-ATCCTAATACTACCAACCTGC
R-GCTACGCCACACCAAGTATCA

F-TTGTGTTCGGTCAGAGTGGT
R - GACTCCTTCCTCACCACATC

F - GCATCTACTCCGCCCTCA
R - ATCTTATCCTCCGTGACCGT

Amplicon

(pb)

125

115

142

60

103

123

147

106

120

55

103

58
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3.6 Perfusdo, processamento do tecido e imuno-histoquimica

Os animais dos grupos CE-Naive, CE-7dias, CC-CTR e CC-7 dias (n = 6/grupo) foram
anestesiados através da exposicao ao isoflurano e depois perfundidos através do coragéo usando
paraformaldeido a 4%. Em seguida, os cérebros foram cuidadosamente removidos do cranio de
cada animal e pos-fixado em parafalmaldeido a 4% por aproximadamente 24h horas a 4 °C.
Apos isso, os tecidos cerebrais foram tratados com solucdo de sacarose a 30% em PB até
afundarem para o fundo do recipiente. Em seguida, os cérebros foram cortados coronalmente
através de todo o eixo septo-temporal do hipocampo. Os cortes tinham de 30 micrémetros e
foram feitos num criostato, coletado e armazenados em placas de 24 pocos contendo tampéo
fosfato (PB). Para a imuno-histoquimca, foram selecionadas cortes seriais (a cada 20) de todo
0 hipocampo de cada animal.

A imuno-histoquimica foi realizada para um marcador especifico de neurénios maduros,
0 NeuN. Neste ensaio, as se¢des foram tratadas pela primeira vez com solucao salina tamponada
com fosfato (PBS) contendo 20% de metanol e 3% de perdxido de hidrogénio por 20 minutos
e depois lavados trés vezes com PBS. Em seguida, as se¢des foram tratadas por 30 minutos em
PBS contendo 0,1% de Triton X-100 e um soro adequado (10%) selecionado com base nas
espécies qual o anticorpo secundario escolhido foi gerado. Os cortes histoldgicos foram entédo
incubados por 24horas na solucdo do anticorpo preparado em PBS. O anticorpo primario
utilizado foi um anticorpo monoclonal de rato anti-NeuN (1:1000, Millipore). Apoés a
incubacdo com o anticorpo primario, as secdes foram lavadas trés vezes em PBS, incubadas
numa solugdo com o anticorpo secundario durante 60 minutos, e lavadas trés vezes em PBS.
As seccdes foram tratadas com reagente complexo de avidina-biotina (ABC, Vector), durante
60 minutos. A reacdo de peroxidase foi entdo realizada utilizando 3, 3 -diaminobenzidina
(DAB, Vector). As se¢des foram montadas em laminas de vidro previamente gelatinizadas.
Apbs a secagem as laminas foram desidratadas, limpas, e cobertas com laminulas para serem

analisadas por estereologia.

3.6.1 Quantificacdo por estereologia
A estereologia € uma metodologia de contagem de células que elimina os viesses

amostrais. As técnicas estereologicas tem o poder de estimar o numero total dos objetos

contidos em uma dada regido de interesse através da coleta de informag&o aleatoria e sistémica.
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Utilizando essa metodologia, 0s numeros estimados a partir da amostragem podem ser
expressos em valores relativos ou absolutos indicando volume, nimero e distribuicéo espacial
das estruturas bioldgicas. As amostras foram analisadas por estereologia através de uma
ferramenta conhecida como fracionador Optico. O fracionador Otico € um dos métodos
estereoldgicos de amostragem sistematica utilizado para estimar o nimero de células em uma
regido especifica de um 6&rgdo, quando a populacdo é demasiada grande para contar
exaustivamente. O fracionador Gtico utilizado foi o Stereolnvestigator (Microbrightfield Inc.,
Williston, VT), que é acoplado a um microscopio Nikon E600 e uma camera de video
(Optronics Inc., Muskogee, OK). Foi quantificado o nimero de células em cada um dos grupos
neuronais imunorreativos para NeuN* no hilus do giro denteado, que foram estimadas em 6

seccOes seriadas.

3.7 Atividade de enzimas antioxidantes

3.7.1 Extracdo de proteinas

Os hipocampos foram macerados e homogeneizado no gelo, em tampdo de extracdo
contendo 50mM de Tris-HCI (pH 7,4), 1ImM de EDTA e Nonidet™ NP-40 (1%), utilizando
um homogeneizador tipo Potter-Elvehjem. As amostras foram entdo centrifugadas (HEAL
FORCE Neofuge 15R) a 4000 rpm por 10 min/4° C e o sobrenadante coletado para

quantificacdo de proteinas totais.

3.7.2 Dosagem de proteinas totais

A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo método de BRADFORD et al.
(1976) em espectrofotdmetro (AJX-6100PC). O principio do método baseia-se na determinacéo
da concentracdo de ligacOes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo proteina-
corante. Este complexo absorve em comprimento de onda de 595nm. A absorbancia é
considerada diretamente proporcional & concentracdo de proteina na solugdo analisada, onde

uma solugdo de BSA (2mg/ml) foi utilizada como padréo.
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3.7.3 Avaliacdo da atividade enzimética da Superdxido dismutase (SOD)

A determinacdo da atividade de SOD foi feita de acordo com MISRA e FRIDOVICH
(1972). Os homogenatos dos hipocampos (100ug de proteina) foram incubados no tampao
carbonato de sodio (50 mM, pH 10,2 + 0,1 mM de EDTA) em banho-maria a 30 °C. A reacdo
teve inicio pela adigdo de epinefrina (4,5 mM), em &cido acético (0,05%) num volume final de
1 mL. A absorbancia foi lida a 480nm por 5 min em espectrofotémetro (AJX-6100PC). Uma
unidade da SOD foi definida como a quantidade de proteina requerida para inibir a autoxidacao

de 1 umol de epinefrina por minuto. Os resultados foram expressos em U/mg protein.

3.7.4 Avaliacdo da atividade enzimética da Catalase (CAT)

A atividade da catalase foi monitorada de acordo com AEBI (1984). O principio do
ensaio é baseado na determinacdo da constante k de decomposicdo de H.O,. Foi adicionado
80ug de proteina em tampao fosfato 50 mM (fosfato de s6dio monobasico monohidratado +
fosfato de sddio dibasico), pH 7,0, 35 °C. Em seguida, a reacdo foi iniciada com adicao de 0,3
M de H2O2, num volume final de 1 mL. O decaimento da absorbancia foi monitorizado a 240
nm em espectrofotdmetro (AJX-6100PC) por 5 min. Uma unidade da CAT foi definida como
a quantidade de proteina requerida para converter 1 pumol de H20. por minuto para H20. A

atividade da catalase foi expressa em U/mg de proteina.

3.7.5 Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) foi monitorada pela diminuicdo de
absorbancia do NADPH a 340 nm em espectrofotémetro (AJX-6100PC), durante 5 minutos, a
25°C, em um meio contendo 100 pg de proteinas, tampéo fosfato 0,05 M (pH 7,0) e 0,005 M
de EDTA, 84 uM de NADPH, 1,1 mM de Azida sédica, 1,5 mM de GSH, 0,1 U de Glutationa
redutase (GR) e peroxido de hidrogénio 90 puM, num volume final de 1ImL (PAGLIA e
VALENTINE, 1967). Uma unidade da GPx foi definida como a quantidade de proteina
requerida para converter 1 pmol de NADPH por min.
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3.7.6  Conteldo de grupos Sulfidrilas

O conteudo de sulfidrilas foi determinado a partir da reacdo com o composto DTNB
(5,5’-ditiobis (2 acido nitrobenzdico). Aliquota do homogenato (100 pg de proteina) foi
incubada no escuro com 500 uM de DTNB e completado o volume final de 1 mL com tampéo
de extracdo. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotometro (UV/VIS Varian) a 412

nm (ELLMAN, 1959). Os resultados foram expressos em mmol/mg de proteina.

3.8 Ensaios mitocondriais

3.8.1 Isolamento de mitocbndrias de cérebro de rato

As mitocbndrias de cérebro de ratos Wistar foram isoladas pelo método de centrifugacéo
diferencial descrito por Rosenthal et al. (1987) com algumas modificagdes. Os ratos foram
eutanasiados por decapitacdo, o cérebro foi removido (cerca de 1min e 30 seg), o cerebelo e a
medula foram descartados. Apds a dissec¢do os cérebros foram colocados, imediatamente, num
recipiente com 10 mL de meio de isolamento, mantido no gelo, contendo 225 mM de manitol,
75 mM de sacarose, 1ImM de EGTA, 0,1% de BSA e 10mM de HEPES (pH 7,4), o tecido foi
cortado em pequenos pedacos com tesoura e extensivamente lavados com o meio de isolamento,
apos esta etapa os fragmentos foram homogeneizado manualmente em homogeneizador tipo
Dounce para provocar a lise celular e obtencéo de uma suspensdo homogénea. A suspensao foi
centrifugada por 3 min a 2.000 g para precipitacdo de nucleos e residuos celulares. Apés a
primeira centrifugacdo, o sobrenadante foi novamente centrifugado por 8 minutos a 12.000 g.
O sedimento resultante foi ressuspenso em 20 mL do mesmo meio com adigdo de 20uL de
digitonina 10% e centrifugado durante 10 minutos a 12.000g. O sobrenadante e o pellet mais
externo e superior (parte clara) foram descartados e apenas o pellet central (escuro) foi
ressuspenso em meio com 225 mM de manitol, 75 mM de sacarose e 5 mM de HEPES ( pH
7,2) e novamente centrifugado a 12.000 g por 10 min. Todas as centrifugac6es foram realizadas
a 4°C. O sedimento foi ressuspenso em mesmo meio de reacdo e mantido em banho de gelo.

Apbs o isolamento, as concentracOes de proteinas das suspeng¢fes mitocondriais foram
determinadas pelo método de BRADFORD (1976), descrito no tépico 3.7.2.
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3.8.2 Medida do consumo de oxigénio

A cinética da fosforilacdo oxidativa em homogenatos mitocondriais foi elucidada por
Chance e Williams em 1955. Os autores demonstraram que 0 consumo de oxigénio aumentava
amedida que substratos e ADP eram adicionados ao homogenato de mitocéndrias, possibilitado
a observacdo de diferentes estados durante a fosforilagdo oxidativa (CHANCE; WILLIAMS,
1955; MEISTER, 2009). Os estados séo:

= Estado 1 — caracterizado pela suspencao mitocondrial no meio de reacéo;

= Estado 2 — ou estado basal, onde ha adic¢do do substrato para cadeia transportadora de

elétrons (precursores de NADH, como os intermediarios do ciclo de Krebs ou do &cido
citrico; ou piruvato, malato, glutamato, a-cetaglutarato);

» Estado 3 — ou estado 3app ou velocidade de fosforilagdo (V3), caracterizado pelo inicio

da fosforilacdo decorrente da adicdo de ADP.

= Estado 4 — ou estado de repouso ou velocidade de repouso (V4), caracterizado pelo

esgotamento do ADP. Neste estado, 0 consumo de oxigénio diminui drasticamente
atingindo um platé. O estado de repouso também pode ser induzido pela adi¢do de
oligomicina - que é um inibidor exclusivo da ATP-sintase (MURRAY et al. 2014) -
nestes casos chamamos estado V4; A adicdo de oligomicina pode ser seguida pela
adicdo, cuidadosa, de um desacoplador, o CCCP (carbonil cianida m-
clorofenilhidrazona), para a respiracéo desacoplada ou respiracdo maxima (estado 3cccp
ou estado 3y). O CCCP (carbonil cianida m-clorofenilhidrazona), é um desacoplador
anfipatico que aumenta a permeabilidade da membrana interna a prétons, reduzindo o
potencial eletroquimico e fazendo com que a respiracdo ocorra independente da ATP-
sintase (MURRAY et al. 2014).

O consumo de O em suspensdes de mitocondrias isoladas foi monitorado utilizando-se um
eletrodo tipo OXIGY acoplado ao software OXYGRAPH (Hansateh Instrument, EUA). A
concentracdo de oxigénio inicial no meio de reacdo € de 225 nmol/O2/mL a 28°C (Robinson &
Cooper 1970). As suspensdes mitocondriais foram adicionadas ao meio de reagédo contendo 130
mM de KCI, 10 mM de HEPES, 2 mM de K:HPO4 , 1 mM de MgClze 200 uM de EGTA e
pH 7,2 em uma cdmara de acrilico de 1 mL, a 28°C e sob agitacdo constante, seguida da adicao
do substrato para o complexo | (5 mM — piruvato/malato/glutamato/a-cetoglutarato 1/2/1/1),
200 uM de ADP, oligomicina (1 pg/mL) e 1 uM de CCCP foram adicionados em sequéncia em
intervalo médio de 5 min entre eles. A qualidade das mitocdndrias foi testada pelo célculo da
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razdo entre as velocidades de consumo de oxigénio nos estados de fosforilacdo oxidativa (V3)
e repouso (V4). A suspensdo mitocondrial com razdo foi superior a 5,0 foi considerada

adequada para 0s ensaios.

3.8.3 Potencial elétrico de Membrana Mitocondrial (Ay)

O AY foi monitorado através da medida pela variacdo da fluorescéncia da safranina na
suspensdo  mitocondrial (AKERMAN E WIKSTROM, 1976), utilizando um
espectrofluorimetro. O método consiste no monitoramento das alteracdes da fluorescéncia da
safranina O. A safranina é um composto catidnico capaz de ser atraido pelo potencial
eletroquimico negativo do interior da mitocondria. Acredita-se que no espaco intramembranar,
as altas concentracdes de safranina formem multimeros ndo fluorescentes. Desta forma, a
medida que a mitocdndria perde seu potencial eletroquimico, a interacdo eletrostatica com a
safranina diminui e esta é liberada para o meio, resultando no aumento da fluorescéncia. Sendo
assim, a dissipagédo do potencial de membrana correlaciona-se com o aumento da intensidade
de fluorescéncia do probe (marcador fluorescente) (COLLONA et al. 1973). As mitocondrias
foram incubadas no meio de reacédo (130 mM de KCI, 10 mM de HEPES, 2 mM de K;HPO4, 1
mM de MgCly, 30 uM de EGTA, e pH 7,2) a 28°C, seguido da adigdo de safranina O a 10 uM,
substrato para o complexo I (0,34 mM de piruvato, 0,68 mM de malato, 0,34 mM de glutamato
e 0,34 mM de a-cetoglutarto). O desacoplador CCCP (1 uM) foi utilizado para despolarizar a
membrana mitocondrial interna. A anélise foi realizada em espectrofotdmetro de fluorescéncia
5301 (Shimadzu RF. Téquio, Japdo) operando em um comprimento de onda de 495 nm

(excitacdo) e 586 nm (emissdo), com aberturas de fendas de 5 nm.

3.8.4 Andlise estatistica

Os dados experimentais foram analisados utilizando-se os softwares GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, La Jolla, CA) e OriginPro versdo 9.0. A média dos valores + erro padréo
da média (média * e.p.m) foram submetidos a andlise de variancia simples (ANOVA), seguida
por teste Bonferroni ou Dunnett quando realizadas comparag¢Ges multiplas. Quando um unico
parametro foi comparado entre dois grupos diferentes, o teste t Student foi empregado. Os dados
estdo representados como a media + erro padrdo (x EPM) de pelo menos quatro experimentos

independentes. p <0,05, p <0,01 e p<0,001 foram considerados significativos.
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4 Resultados
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4.1 Avaliagéo das crises comportamentais durante o Status Epilepticus

Para a caracterizacdo do inicio do SE, o critério utilizado foi a ocorréncia de pelo menos
uma crise de nivel >3 da escala de Racine, além da presenca de crises continuas que se
sustentassem durante o tempo minimo de cinco minutos apds a injecdo de Pilocarpina.
Conforme mostrado na Figura 6 e Tabela 3, o tempo de laténcia para o inicio do SE variou
significantemente entre os grupos experimentais CE-24h e CC24h. No grupo CE-24h (n=22),
a media de tempo para a primeira crise > nivel 3 e inicio do SE foi de 29.50 + 2.552 min,
enguanto que para o grupo CC-24h (n=22), foi de 38.95 + 3.659 min. Estes resultados mostram
gue os animais mantidos em claro constante, tiveram um tempo de laténcia prologado quando
comparado ao grupo CE-24h (p<0.05). Entretanto, no grupo EE-24h (n=15) a média de tempo
foi de 36.13 + 2.883 min e sua diferenca entre os grupos néo foi estatisticamente significante.

w
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Laténcia para o SE (min)
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I

CE 24h CC 24h EE 24h

Figura 6 | Laténcia para o Status Epilepticus em minutos caracterizado pelo inicio das crises
comportamentais. A barra preta representa o grupo de animais que estavam em ciclos de claro-escuro (12h-
12h), a barra cinza pontilhada representa o grupo de animais que permaneceram em claro constante e a
barra cinza com linhas representa o grupo de animais que estavam em livre curso no escuro constante. Os
dados foram expressos em médias + S.E.M, Mann Whitney test (* = P<0,05).
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Tabela 3 - Tempo de laténcia para o Status epilepticus

Grupos Tempo para o SE
CE-24h (N=22) 29.50 + 2.552
CC-24h (N=22) 38.95 + 3.659
EE-24h (N=15) 36.13 + 2.883

Para as analises de gravidade de crise, os 90 minutos de SE foi dividido em 18 janelas de
5 minutos, cada. O padrdo dos niveis de gravidade de crises para cada grupo experimental
durante o SE foi observado e classificado de acordo com a escala de Racine. Os animais do
grupo CC-24h e EE-24h tiveram menos crises de niveis 3, 4 e 5 (+ 50%), comparado com
animais os do grupo CE-24h (= 66%) (Fig. 7A). Conforme mostrado na figura 7B, houve uma
diminuicdo significante nas crises de nivel 3, 4 e 5 nos grupos CC-24h e EE-24h quando
comparado com grupo CE-24h (p<0,05), houve ainda uma diminuicéo significante somente nas

crises de nivel 3 no grupo CC-24h quando comparado com o grupo EE-24h (p<0,05).
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Figura 7 | Gravidade das crises durante o Status Epilepticus. (A) Distribuigdo dos niveis de crise durante o SE
descritos em porcentagem; (B) Comparagao dos niveis de crise 3, 4 e 5 entre 0s grupos experimentais durante
0 SE. A barra preta representa o grupo de animais que estavam em ciclos de claro-escuro (12h-12h), a barra
cinza pontilhada representa o grupo de animais que permaneceram em claro constante e a barra cinza com
linhas representa o grupo de animais que estavam em livre curso no escuro constante. Os dados foram expressos
em médias + S.E.M, Mann Whitney test (*** = P<0,0001, **<0,01, *<0,05).
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4.2 Efeito da alteracdo de fotoperiodo na expressdo genica diferencial em hipocampos de
ratos 24 horas apds o Status Epilepticus

A Tigura 8 e Tabela 4 mostram os perfis de expressdo de genes que fazem
parte maquinaria da molecular circadiana, tais como Clock, Bmal, Cryl, Cry2, Perl e
Per3. Podemos observar que os transcritos de Clock apresentam niveis significantemente
maiores nos grupos CC-24h comparado com o grupo CC-CTR (p=0.0004) e EE-24h comparado
com EE-CTR (p=0.0016); ndo houve diferenca quando comparamos os grupos CE-24h e CE-
CTR (Fig. 8A) como também na comparacao entre controles (CE-Naive, CC-CTR e EE-CTR)
e entre os grupos experimentais (CE-24h, CC-24h e EE-24h) (Fig. 8B).

Os niveis de transcritos de Bmal, Cryl e Cry2 foram significantemente maiores nos
grupos CE-24h, CC-24h e EE-24h quando comparado com seus grupos controle CE-Naive
(Bmal p= 0.0009, Cryl p=0.0201 e Cry2 p=0.0210), CC-CTR (Bmal p= 0.0007, Cryl
p=0.0019 e Cry2 p=0.0004), e EE-CTR (Bmal p=<0.0001, Cry1 p=0.0003 e Cry2 p=<0.0001)
(Fig. 8C, E, G, respectivamente), na comparacdo entre grupos experimentais os niveis de
RNAmM de Bmal e Cry1 foi maior no grupo EE-24h em relacéo aos grupos CE-24h e CC-24h
(p<0.05) (Fig. 8D e F, respectivamente), observou-se ainda um aumento na expressdo de Cryl
no grupo EE-CTR comparado com o grupo CE-Naive e CC-CTR (p<0.05) (Fig. 8D); a
expressao de Cry2 foi maior no grupo CE-24h comparado com CC-24h, e EE-24h em relagéo
aos grupos CE-24h e CC-24h (p<0.05) (Fig 8H);

Por outro lado, a expressao relativa de Perl é significantemente menor nos grupos CE-
24h e CC-24h quando comparado com seus respectivos grupos controle CE-Naive (p=<0.0001)
e CC-CTR (p=0.0001) (Fig. 81), ha um aumento na expressdo de Perl no grupo EE-CTR em
relacdo ao grupo CE-Naive (p<0,05), e do grupo EE-24h comparado com CE-24h e CC-24h
(p<0,05)(Fig. 8F).

Enquanto que na Figura 8L a expressao relativa de Per3 é significantemente menor em
todos dos grupos experimentais (CE-24h, CC-24h e EE-24h), quando comparado com seus
respectivos grupos controle CE-Naive (p=<0.0001), CC-CTR (p=0.0047) e EE-CTR
(p=<0.0001) (Fig. 8K), entre os grupos experimentais hd um aumento nos niveis de Per3 no
grupo EE-CTR quando comparado com CE-Naive e CC-CTR (p<0,05), e dos grupos CC-24h
e EE-24h comparado ao CE-24h (p<0,05) (Fig. 8L).
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Figura 8 | Expressao diferencial de genes do relogio. Os dados foram expressos em médias + S.E.M. (A)
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Tabela 4 - Expressdo génica diferencial de genes do relégio biologico

Gene Claro-Escuro Claro-Claro Escuro-Escuro
(fase aguda) (fase aguda) (fase aguda)
Clock - T T
Bmal T T T
S t t t
e t t t
Per 1 l l T
Per 3 i l l

(1 super-expressdo ; | sub-expressdo; - ndo houve diferenca de expressao)

A Figura 9 e Tabela 5 mostra o perfil de expressao de genes relacionados a processos
que ocorrem durante a epileptogénese. A expressdo de Npy e Tnfo. € maior nos trés grupos
experimentais quando comparado com seus grupos controle CE-24h (Npy p=0.0007 e Tnfo. p=
0.0068), CC-CTR (Npy p= 0.0063 e Tnfa p <0.0001) e EE-CTR (Npy p= 0.0041 e Tnfo p=
0.0015) (Fig. 9 A e C, respectivamente). Entretanto, quando a comparacédo é feita entre 0s
grupos experimentais e entre grupos controle, os niveis de Npy é maior apenas quando
comparamos CE-24h com CC-24h e EE-24h (p<0,05) (Fig. 9 B). Nao foi observada diferenca
em Tnfo. nas comparagdes entre 0S grupos experimentais e entre grupos controle (Fig. 9 D).
Analisando o gene Gad65 vimos que os niveis de RNAm sdo maiores nos grupos CE-24h e
CC-24h comparado com seus respectivos controles, CE-Naive (p= 0.0008) e CC-CTR (p=
0.0055) (Fig. 9 E).

Observou-se ainda um aumento de Gad65 no grupo CE-24h quando comparado com
CC-24h e EE-24h (p<0,05) (Fig. 9 F). Por outro lado, a expresséo relativa de Gad67 é menor
nos grupos CC-24h e EE-24h comparado com CC-CTR (p=0.0249) e EE-CTR (p <0.0001),
respectivamente (Fig. 9 G). Nas analises entre os grupos controle, foi visto um aumento de EE-
CTR com relagéo ao grupo CE-Naive, e entre os grupos experimentais CE-24h tem niveis de
expressdo maiores do que CC-24h e EE-24h (p<0,05) (Fig. 9 H). Enquanto que os niveis de
Gfap é maior em todos dos grupos experimentais, CE-24h, CC-24h e EE-24h quando
comparado com seus respectivos controles, CE-Naive (p=0.0080), CC-CTR (p=0.0019) e EE-
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CTR (p=0.0412) (Fig. 91). Entre os grupos experimentais, foi observada o aumento de CC-24h
com relagdo ao grupo EE-24h (p<0,05) (Fig. 9 J).
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Figura 9 | Expressao diferencial relacionados a epileptogenese. Os dados foram expressos em médias + S.E.M.
(A) (C) (E) (G) (1) Comparacgtes entre os grupos CE-Naive e CE-24h, CC-CTR e CC-24h, e EE-CTR e EE-
24h. Teste t *p < 0.05, **p < 0.01, e ***p < 0.001. (B) (D) (F) (H) (J) Comparaces entre grupos controles
(CE-Naive, CC-CTR e EE-CTR) e entre os grupos experimentais (CE-24h, CC-24h e EE-24h). One-way
ANOVA, seguido do Bonferroni’s post hoc. *p < 0.05, **p <0.01, and ***p < 0.001

Tabela 5 - Expressdo génica diferencial de genes associados ao processo epileptogénico

Gene Claro-Escuro Claro-Claro Escuro-Escuro
(fase aguda) (fase aguda) (fase aguda)

T 1 ;

TNFa T T T

Gad65 T T _

Gad67 - l i

i ' t

(1 super-expressio ; | sub-expressdo; - ndo houve diferenca de expressao)
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4.3 Neurodegeneracdo (NeuN+)

Imunomarcagédo (immunostaining) de NeuN em hipocampo de ratos submetidos ao SE
(Fig.10). A densidade total de neurénios nas camadas de células do hilo do giro denteado do
hipocampo pareceu claramente reduzida nos animais dos grupos CE-7dias em comparacao
como o grupo CE-Naive (Fig. 10 (A1-C1)). Em contraste, os animais do grupo CC-7dias
parecem ter uma densidade de neurdnios parecida com a dos animais do grupo CE-Naive e CC-
CTR (Fig. 10 (D1, Al e BY)).

A quantificacdo por estereologia dos neurdnios NeuN+ em diferentes camadas celulares
do hipocampo confirmou a perda consideravel de neurbnios em animais CE-7dias quando
comparado com CE-Naive (p=0.0003) (Fig. 10 D). Em contraste, os animais do grupo CC-
7dias ndo exibiram numeros de neurénios estatisticamente diferentes quando comparados com
os de ratos do grupo controle CC-CTR e CE-Naive. Assim, o condicionamento dos animais no
claro constante antes e apds da indugdo do SE protegeu notavelmente os neurénios do hilus no

hipocampo de sofrerem morte induzida por SE.
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Figura 10 | Imunomarcacdo de NeuN+ em hipocampos de ratos na fase latente da epileptogenese. Camadas de
células do hilus do giro denteado de hipocampos de ratos mostram a imunomarcacdo do antigeno nuclear
especifico para neurdnios (NeuN) nos grupos controles CE-Naive e CC-CTR (A1-B1) e grupos experimentais
eutanasiados sete dias apds o SE, CE-7dias e CC-7dias (C1-D1). As imagens A2, B2, C2 e D2 mostram o hilo
do giro denteado de forma ampliada. O grafico de barras mostra a comparacéo do nimero de neurdnios NeuN
+ em diferentes camadas de células do hipocampo, entre ratos dos grupos controle (CE-Naive e CC-CTR) e
ratos dos grupos experimentais (CE-7dias e CC-7dias). Houve uma diminuigdo significante em neurénios do
grupo experimental CE-7dias quando comparado com o grupo CE-Naive, por outro lado ndo foi vista uma
diferenca significativa quando comparamos os grupos de animais mantidos em claro constante CC-CTR e CC-
7dias. *** p <0,001; NS ndo significativo.

4.4 Atividade de enzimas antioxidantes

Atividade de enzimas antioxidantes em hipocampo de ratos submetidos ao SE. No ensaio
para a avaliagdo da SOD foi observado o aumento da atividade desta enzima no grupo de
animais mantidos em claro constante e induzidos ao SE (CC-24h) quando comparado com o
seu grupo controle (CC-CTR) (p= 0.0387). O aumento na atividade se SOD também foi
observado no grupo de animais mantidos em escuro constante e induzidos ao SE (EE-24h) em
relagdo ao seu grupo controle (EE-CTR) (p=0.0034). O perfil de atividade de SOD continuou
aumentado quando comparamos o grupo CC-24h com o grupo CE-Naive (p=0.0030) e EE-24h
com o grupo CE-Naive (p= 0.0072). Ndo houve diferenca quando comparamos 0S grupos
mantidos em ciclos normais de claro/escuro (CE-Naive e CE-24h) (Fig. 11 A).

N&o foram observadas diferencas significantes na atividade das enzimas catalase e

glutationa peroxidase (Fig. 11 B-C)
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Figura 11 | Atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx). A) A atividade de SOD foi maior nos grupos claro constante 24h pds SE (CC-24h) e escuro
constante 24h po6s SE (EE-24h) quando comparados com seus respectivos grupos controle (CC-CTR e EE-
CTR) (*p= 0.0387 e **p= 0.0034, respectivamente). A atividade de SOD é maior o quando comparamos 0
grupo CC-24h e EE-24h com o grupo CE-Naive (**p= 0.0030 e **p= 0.0072, respectivamente ).N&o houve
diferenca entre os grupos CE-Naive e CE-24h; Al) Na comparagdo entre os grupos controle, a atividade de
SOD no grupo CC-CTR é maior que o grupo EE-CTR (**p= 0.0026), ndo houve diferenca nas demais
comparacOes entre CE-Naive e EE-CTR; e A2) Na compara¢do entre 0s grupos experimentais, a atividade de
SOD é menor no grupo CE-24h quando comparado com CC-24h e EE-24h (p<0,05). B) Nédo houve diferenca
significante na atividade da catalase entre os grupos. C) N&o houve diferenca significante na atividade da
glutationa peroxidase entre os grupos.
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4.5 Quantificacdo do conteddo tiol total

Quantificacdo do conteudo tiol total em hipocampo de ratos submetidos ao SE. Os
animais mantidos em claro constante e escuro constante apresentaram reducéo significante do
contetdo total de SH (Fig. 12). Foi observado a diminui¢do dos niveis de SH no grupo de
animais mantidos em claro constante e induzidos ao SE (CC-24h, 0.2610 + 0.02) e no grupo de
animais controles mantidos em claro constante (CC-CTR, 0.3114 * 0.05), quando comparado
com o grupo controle de animais mantidos em ciclo normal de claro-escuro (CE-Naive, 0.6230
+ 0.07) (p< 0.01). Os niveis de SH também estavam diminuidos nos grupos EE-24h (0.3683 +
0.03) e EE-CTR (0.2582 * 0.02), quando comparados com o grupo CE-Naive (0.6230 £ 0.07)
(p<0.007). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos CE-Naive e CE-24h, CC-CTR e CC-
24h, e EE-CTR e EE-24h.
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Figura 12| Quantificacdo do conteudo tiol total em hipocampo de ratos submetidos ao SE e
eutanasiados 24h ap6s o SE (fase aguda). O grafico de barras representa o o contetdo tiol total em
ratos mantidos em ciclos normal de claro e escuro (CE-Naive e CE-24h), animais mantidos em
claro constante (CC-CTR e CC-24h), e animais mantidos em escuro constante (EE-CTR e EE-24h).
Os valores foram expressos em média +S.E.M (n=6-8). **p < 0.01 e *** p<0.007 quando
comparado com o grupo CE-Naive.

67



4.6 Respiracdo mitocondrial

Para determinar se ocorre disfuncdo mitocondrial na cadeia transportadora de elétrons
na fase aguda da epileptogénese em animais submetidos a alteracdo de ritmo circadiano, nos
isolamos e analisamos as mitocondrias do cortex cérebral de ratos eutanasiados 24h ap6s o SE,
e avaliamos a respiracdo mitocondrial. N6s utilizamos substrato respiratorio para o complexo |
da cadeia respiratéria. O consumo de oxigénio avaliado no oxigrafo foi visto de acordo Chance
(1995) e adaptaces. Inicialmente foram adicionados EGTA (quelante de célcio) e substratos
para o complexo | (SI) seguidos da adicdo de mitocéndrias, que inicia naturalmente o consumo
de oxigénio a uma velocidade basal, chamada de V2. Posteriormente o ADP foi adicionado
provocando um intenso declive da curva, correspondente ao intenso consumo de oxigénio ou
velocidade de fosforilagdo, conhecida também como V3app. Logo ap0s a fosforilagéo oxidativa,
a curva incial uma tendéncia de plat6, momento no qual todo o Oz foi consumido e convertido
em ATP, paralelo ao eixo X, a derivada deste intervalo é chamada de V4. A Oligomicina foi
adicionada para induzir ainda mais esse platd, e esse estado é conhecido como repouso ou V4.
Ao final do processo, o desacoplador quimico CCCP foi adicionado, provocando um efeito
similar a V3 que é conhecido como estado de desacoplamento ou Vcccep (Fig. 13).

Um dos principais parametros para determinacdo da viabilidade mitocondrial é o
controle respiratério (CR). O CR pode ser calculado a partir da razdo entre a velocidade de
fosforilacéo e a velocidade de repouso (V3/V4). O CR variou entre 7.9-9.9, indicando uma boa
qualidade das mitocondrias isoladas (Fig. 13). N6s nao observamos diferenca entre 0s grupos
na respiracdo basal, na velocidade de fosforilagdo, no estado de repouso induzido pela
oligomicina, no desacoplamento induzido pelo CCCP, e no controle respiratorio (Tabela 6).
Nossos resultados de respiracdo mitocondrial indicam que a alteragdo de fotoperiodo seguida

da inducédo do SE néo prejudica o consumo de oxigénio.
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Figura 13 | Respiragdo mitocondrial de cérebro de rato. Mitocondrias de cérebro de rato (0,5 mg de
proteina/mL) foram incubadas em meio de reacdo padrédo a 28°C contendo substratos para o complexo |
5mM, EGTA 200 uM, ADP 200 uM e oligomicina 1 pg/mL. (A) Figura representativa da respiragédo
mitocondrial de experimentos independentes realizados em duplicata. (B) Controle Respiratério
(V3/V40ligo). As barras representam a média + S.E.M One-Way ANOVA (n = 4-6).
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Tabela 6 - Respiracdo mitocondrial em cérebro de ratos induzidos ao SE

Claro-Escuro
Claro-Claro

Claro-Escuro

Claro-Claro

Respiracdo Basal V3 (ADP) V4 (Oligomicina)

Controle 24h P6s-SE Controle 24h P6s-SE Controle 24h P6s-SE
10.08 £ 0.6521 11.84 + 0.9365 38.6 +£3.453 40.76 + 3.361 4,282 + 0.5601 5.152 + 0.4208
14.00 + 1.155 15.74 + 2.021 455 + 3.259 44,98 +1.768 4,723 + 0.5513 5.579 + 0.6399
Desacoplado (CCCP) Controle Respiratério

Controle 24h P6s-SE Controle 24h Pés-SE

52.39 + 5.743 54,51 +5.941 9.537 £ 1.085 7.954 +0.3848

63.83 + 3.098 61.87 £ 6.763 9.999 + 1.369 8.464 + 1.074

N= 4-6 por grupo
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4.7 Potencial elétrico de membrana mitocondrial

O potencial elétrico de membrana mitocondrial (A¥m), pode ser estimado pela variacao
da fluorescéncia da safranina, registrada através de um espectrofluorimetro, em que o aumento
da intensidade de fluorescéncia da safranina esta relacionado a perda do potencial. N&s
observamos diferenca no potencial de membrana mitocondrial entre os grupos com alteracédo
de fotoperiodo, claro constante e animais com ciclos normais de claro e escuro, submetidos ao
SE e eutanasiados 24h apds o SE. O tempo inicial (min) onde ocorreu a perda do potencial
(aumento da fluorescéncia) foi estimado para todos os grupos: CE-Naive 24.45 + 3.074; CE-
24h 29.45 £ 1.480; CC-Naive 13.13+ 0.4504; CC-24h 8.430+ 0.7227. Como podemos ver, 0s
grupos do claro constante induziram uma dissipacdo do potencial elétrico de membrana
mitocondrial mais rapida que nos grupos claro-escuro. Foi observada também uma diferenca

entre os grupos claro-claro naive e claro-claro 24h (Fig.14).
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Figura 14 | Efeito da alteracdo do fotoperiodo no potencial elétrico de membrana mitocondrial. (A e
B) Graficos representativos de 4-6 experimentos independentes realizados em duplicata. (C) As barras

representam a média = S.E.M. teste t e One-Way ANOVA e post hoc de Dunnett p < 0,05. MITO=
Mitocondria
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5 Discussao
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Com objetivo de analisar o papel de alteragdes no ritmo circadiano sobre as crises
epilépticas e epileptogénese, nds condicionamos 0s animais a periodos de claro constante e de
escuro constante e analisamos alguns parametros celulares, moleculares e comportamentais
antes, durante e ap6s o SE. Este é um dos primeiros estudos que investiga a influéncia de
alteragfes no ritmo circadiano causadas pelo claro constante e escuro constante no SE e
epileptogénese.

Primeiramente nds analisamos o tempo de laténcia para SE e gravidade das crises durante
0 SE. Nossos resultados mostraram que o tempo de laténcia para o inicio do SE foi maior no
grupo de animais mantidos na condic&o de claro constante. Para estes animais o tempo médio
para a primeira crise de nivel >3 foi de 38.95 + 3.659 min, enquanto que para 0s animais do
grupo de animais mantidos em ciclos normais de 12h de claro e 12h de escuro, o tempo médio
foi de 29.50 + 2.552 min. Os animais do grupo claro-claro foram mantidos em condigdes
constantes de iluminacdo, alimentacdo e temperatura. Ap6s as duas semanas de claro constante,
0S animais mostraram um padrdo alterado de atividade locomotora que indica a
dessincronizardo do ritmo circadiano (dados ndo mostrados), e foram submetidos ao protocolo
de inducédo de SE. Portanto, a resposta do aumento do tempo de laténcia para o inicio das crises
e 0 SE observado ¢ influenciado pelo ritmo circadiano gerado endogenamente. Sabe-se que a
exposicao continua a luz provoca dessincronizagdo de neur6nios, mas ndo compromete sua
capacidade de gerar ritmos circadianos (OHTA; YAMAZAKI; MCMAHON, 2005), sabe-se
que a dessincronizacao circadiana também acontece e em tecidos periféricos (POLIDAROVA
etal., 2011). A dessincronizacao de neurénios do SNC pode explicar o tempo prolongado para
a emergeéncia das crises. Por outro lado, foi evidenciado que em roedores com ELT ou crises
limbicas, a laténcia para crises foi menor e mais crises espontaneas ocorreram na fase clara do
ciclo, estes dados foram coletados de animais mantidos em ciclos normais de 12h de claro -12h
de escuro (QUIGG et al., 2000; HOFSTRA; DE WEERD, 2009). A influéncia de fatores
enddgenos e exdgenos que regulam o ritmo circadiano e o papel disto no tempo para o SE ainda
ndo e conhecido.

Na segunda etapa das analises do SE, o nivel de gravidade das crises comportamentais
foi classificado e quantificado. Os niveis das crises foram classificados de acordo com a escala
de RACINE (1972). NOs observamos que 0s animais mantidos em claro constante e escuro
constante tiveram crises menos graves quando comparados com animais mantidos em ciclos
normais de 12h claro/12h escuro, durante o SE. Este é o primeiro estudo que analisa a influéncia

do claro constante e do escuro constante na gravidade das crises durante o SE
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As crises epilépticas refletem atividade elétrica anormal e paroxistica acometendo uma
ou Vérias areas do clrtex cerebral e que pode ser causada por inimeras patologias estruturais
ou neuroquimicas (Palmini, et al., 1998; Chang & Lowenstein, 2003). Dentro de um foco de
crise cada neurdnio tem uma resposta elétrica sincronizada e estereotipada, em que ocorre a
despolarizacéo repentina, intensa (20-40 mV) e de longa duracdo (50-200 ms), que deflagra
uma alta frequéncia de potenciais de acdo. O inicio da circuitaria epiléptica dar-se pela
hiperexcitabilidade dos neurdnios e pelo o hipersincronismo de redes neuronais (KANDEL et
al., 2000). O hipersincronismo se refere a uma populacéo de neurénios disparando ao mesmo
tempo e em ritmos similares e a hiperexcitabilidade se refere a um nivel de excitabilidade acima
do limiar para geracdo de crise. (STAFSTROM, 2006). Quando as condic¢des de excitacdo
excedem a inibicdo em quaisquer regides do cérebro pode haver a emergéncia de crise
epiléptica, e se a atividade do foco de crise for suficientemente intensa, a atividade elétrica pode
se espalhar para outras regides do cérebro. Essa propagacdo segue as mesmas Vias que as da
atividade cerebral normal (KANDEL et al., 2000). No modelo de ELT induzida por pilocarpina,
utilizado no presente trabalho, os registros EEG durante e ap6s o SE demonstraram que a
pilocarpina pode evocar eventos epilépticos ictais e interictais, bem como que esses padrdes de
EEG estdo correlacionados com alteracbes comportamentais. Quando as crises
comportamentais se tornam mais graves, EEG mostra uma atividade rapida de alta voltagem no
hipocampo. Esta atividade parece originar-se no hipocampo e se propagar para o amigdala e
neocortex (CURIA et al., 2008).

Os mecanismos que fazem com que os animais mantidos em ciclos de claro constante e
escuro constante apresentem crises menos graves pode dar-se por diferentes mecanismos, visto
que as alteragOes circadianas em animais mantidos em claro constante e escuro constante séo
diferentes. Anteriormente, n0s observamos que em animais mantidos no claro constante por
duas semanas o ritmo de atividade locomotora esta dessincronizado, enquanto que nos animais
mantidos em escuro constante ha um “arrastamento” de fase e o ciclo endogeno apresenta uma
ritmicidade de um pouco mais de 24 horas (dados ndo mostrados). Neste sentido, outra via que
pode explicar as crises mais leves no escuro constante é atraves da melatonina. Sabemos que a
luz é fundamental para a producédo e regulagdo da melatonina endogena. Estudos mostraram
que apesar da supressdo da atividade da glandula pineal - principal produtora de melatonina -
induzida pala luz constante (CALINESCU et al., 2011), os niveis deste hormonio ndo séo
alterados na condicdo de claro constante, sugerindo que a sua producdo € compensada por
outros 6rgdos. Enquanto que em animais mantidos em escuro constante ha o aumento
significativo dos niveis de melatonina sérica (FARHADI; GHARGHANI; FARHADI, 2016).
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Alguns estudos utilizando modelos experimental com roedores, mostram um papel
anticonvulsivante da melatonina (TCHEKALAROVA et al., 2015). Em estudos realizados com
pacientes epilépticos foi observado que os niveis de melatonina estdo aumentado apos a crise,
levantando a hipotese de que o aumento da melatonina pode fazer parte de um mecanismo
anticonvulsivante endogeno (SCHAPEL et al.,, 1995). Os efeitos anticonvulsivantes e
neuroprotetores da melatonina foram vistos em modelo de ELT induzida por cainato
(TCHEKALAROVA et al., 2010; PETKOVA et al., 2014). A atividade antioxidante da
melatonina e a baixa toxicidade tornam-na um potencial adjuvante para o tratamento da
epilepsia. Neste sentido, a gravidade das crises epilépticas de animais mantidos no escuro
constante pode estar relacionada aos niveis de melatonina elevados neste grupo. Nossos dados
demonstram que o condicionamento dos animais ao livre curso, em resposta ao escuro constante
e a dessincronizacdo do ritmo circadiano induzida pelo claro constante, parece retardar e
minimizar os efeitos da atividade elétrica anormal de redes neurais, principalmente no
hipocampo. No entanto, 0 mecanismo pelo qual as alteragdes de fotoperiodo que levam ao
aumento do tempo de laténcia e diminuicdo da gravidade das crises comportamentais no SE
ainda precisa ser elucidado.

O hipocampo é uma regido do cérebro identificada como um importante oscilador
periférico em mamiferos. No trabalho de DEBSKI et al. (2017), foi observado que a expressao
de genes e proteinas exibe oscila¢fes circadianas no hipocampo de animais epilépticos. Essas
oscilacbes podem ser interrompidas ou alteradas em doencas e podem contribuir para a
fisiopatologia da doenca. Para entender as implicac@es do claro e do escuro constante no reldgio
molecular circadiano, durante a fase aguda da epileptogénese, nos avaliamos o perfil de
expressdo de genes reguladores da maquinaria molecular circadiana, conhecidos como genes
do reldgio (Clock, Bmal, Cryl, Cry2, Perl e Per3). Quando analisamos o perfil de expressdo
do gene Clock nos animais com ciclos normais de claro-escuro a expressao nao varia entre o
grupo naive e o grupo 24h pos-SE. Em um trabalho anterior realizado pelo nosso grupo de
pesquisa, nés observamos que Clock apresenta um padréo de expressdo ndo-ciclico em ciclos
normais de claro-escuro (DA SILVA SANTOS et al., 2015). Em outro estudo do nosso grupo
de pesquisa, foi visto que o perfil ndo-ciclico de expressdo de Clock é mantido ap6s o SE e na
epilepsia (MATOS et al., 2018). Entretanto, nos animais mantidos em claro constante os niveis
de RNAmM de Clock é maior no grupo CC-24h quando comparado com o grupo CC-Controle.
O mesmo perfil de expressdo € visto quando comparamos 0s animais mantidos em escuro

constante, Clock é super-expresso no grupo EE-24h em comparagéo com o grupo EE-Controle,
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indicando que mudangas no ritmo circadiano dos animais, altera o perfil de expressao de um
dos principais genes reguladores do relégio molecular na fase aguda da epileptogénese.

NOs observamos que o perfil de expressdo de Bmal, Cryl e Cry2 é 0 mesmo tanto na
condicdo normal de claro-escuro quanto no claro e escuro constante. Estes genes apresentam
niveis de expressdo aumentados nos grupos de animais induzidos ao SE em comparagdo com
seus grupos controle. J& nas comparagdes intra-grupos dos animais eutanasiados 24h apds o SE,
0 nosso estudo mostrou que a expresséo de Bmal, Cryl e Perl é maior no grupo experimental
mantido no escuro constante em comparagdo com o grupo claro constante e grupo claro-escuro.
Para Cry2, os niveis de transcritos s&0 maiores no grupo escuro constante em comparagao com
0s grupos claro constante e claro-escuro; e no grupo claro constante em comparagao ao grupo
claro-escuro. Para Per3, foi visto uma super-expressao apenas no grupo claro constante em
comparacao ao grupo claro-escuro.

As mudancas na fisiologia e no comportamento geradas pelo relégio molecular de 24h,
esta ligada a regulacdo transcricional dos genes do reldgio. Esta maquinaria molecular, por sua
vez, é resistente a modificacdes nas taxas globais de transcricdo (CHO, 2012). De fato, nossos
resultados mostram que o padrédo de expressdo permanece 0 mesmo nas comparagdes entre
grupos controles e experimentais, entretanto, nas comparac@es intra-grupo, os niveis de RNAmM
sdo mais elevados nos grupos de animais que foram submetidos as condic6es de claro constante
e escuro constante. Ou seja, ndo ha variacao no perfil de expressao destes genes do reldgio nas
diferentes condicBes experimentais, mas o nivel de expressdo intra-grupo esta alterado,
mostrando que as mudancas no ritmo circadiano dos animais estdo relacionadas com a alteracéao
do nivel de expressdo destes genes na fase aguda da epileptogénese. Nossos resultados sugerem
que as variacBes nos niveis de transcritos dos genes do relégio no hipocampo podem atuar na
atividade elétrica cerebral, contribuindo para o aumento da laténcia e/ou diminuicdo da
gravidade das crises na fase aguda da epileptogénese.

Nos também analisamos o perfil de expressédo de genes que sabidamente participam do
processo epileptogénico. O neuropeptidio Y (Npy), conhecido por fazer parte de um grupo de
genes com acdo anticonvulsivante, apresentou um perfil de expressdo semelhante nas trés
condigdes, super-expresso nos grupos claro-escuro 24h, claro-claro 24h e escuro-escuro 24h
quando comparado com seus respectivos grupos controle. Assim como 0 nosso trabalho, varios
outros estudos tém relatado um aumento da expressao de genes com atividade inibitoria apds
crises epilépticas. Hoje sabe-se que nem sempre 0s genes que participam do processo
anticonvulsivante apresentam uma expressdo diminuida. Estes dados, aparentemente

paradoxais, podem estar relacionados a mecanismos compensatorios do fenémeno de
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hiperexcitabilidade neuronal. Entretanto, nas comparaces intra-grupo, Npy é sub-expresso nos
grupos claro-claro 24h e escuro-escuro 24h em comparagao com o grupo claro-escuro 24h. Este
dado sugere que, apesar do perfil de expressao de Npy se manter super-expresso independente
da condicdo ambiental, nas condicdes de claro constante e escuro constante 0s niveis
diminuidos dos transcritos podem ser resultado das crises menos graves durante o SE
observadas nestes grupos.

O gene Tnfa que esta envolvido com o sistema imune, e participa de processos
inflamatdrios na ELT, teve o perfil de expressdo semelhante nas trés condicdes. Esta super-
expresso nos grupos claro-escuro 24h, claro-claro 24h e escuro-escuro 24h quando comparado
com seus respectivos grupos controle. A neuroinflamacdo é um importante mecanismo no
processo epileptogénico. Estudos com humanos e em animais com crises epilépticas induzidas
quimica ou eletricamente apresentam um aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatérias,
como Tnfa na ELTM-EH (LEAL et al., 2018). A interacdo funcional que existe entre citocinas
e neurotransmissores leva ao aumento desses mediadores inflamatorios e pode influenciar a
excitabilidade neuronal e a resposta do cérebro as crises (DE SIMONI et al., 2000). Estudos
mostram que o gene Cryl tem um papel funcional como regulador negativo de processos
inflamatorios (QIN; DENG, 2015). Foi visto que, a super-expressdo do Cryl diminuiu ativacdo
da expressdo do gene Tnfo (YANG et al., 2015). Considerando estes fatores, e o fato de que o
Tnfa e outras citocinas estdo elevados apds SE, é possivel que a super-expressao de Cryl logo
apos o SE seja resultado de uma atividade anti-inflamatéria compensatoria (MATOS et al.,
2018).

Nos analisamos também a expressdo diferencial de dois genes envolvidos na
neurotransmissdo GABAérgica, Gad65 e Gad67. Tanto 0 Gad65 quanto 0 Gad67 sao expressos
em regides do cérebro contendo neurénios inibitorios. Dados da literatura mostram que ha
super-expressdo de Gad65 e Gad67 no hipocampo de ratos (ESCLAPEZ; HOUSER, 1999;
DAIF et al., 2018). Alguns estudos propuseram que 0 aumento da expressdo de RNAm e
proteinas de GAD sdo dependentes da atividade de neurénios GABAergicos no hipocampo. Em
nossos resultados, o aumento da expressdo de Gad65 foi maior apenas nos grupos claro-escuro
e claro-claro induzidos ao SE em comparacdo aos seus respectivos grupos controle. Nas
comparagdes intra-grupos experimentais, 0s niveis de Gad65 foi maior no grupo claro-escuro
24h em comparagédo com 0s grupos claro-claro e escuro-escuro 24h. Entretanto, para Gad67 os
niveis de transcritos foram significantemente menores nos grupos experimentais claro-claro e
escuro-escuro 24h. Este dado sugere que a sub-expresséo de Gad67 em condig¢Oes de claro

constante e escuro constante, pode levar a diminuicdo da expressao da enzima GADG67, que é
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crucial para a sintese de GABA, refletindo no funcionamento de interneurénios inibitérios. Este
pode ser um mecanismo de protecdo que ajuda a limitar a atividade convulsivante.

Outro gene que tem seu papel bem conhecido no processo epileptogénico € Gfap (do
inglés, glial fibrillary acidic protein), a super-expressao deste gene esta relacionado ao processo
de astrogliose que acompanha insultos epileptogénicos (MORIMOTO; FAHNESTOCK;,
RACINE, 2004). Em nossos dados, Gfap esta super-expresso nos grupos claro-escuro 24h,
claro-claro 24h e escuro-escuro 24h quando comparado com seus respectivos grupos controle.
Sabe-se que expressao génica e ceélulas positivas para GFAP estdo significativamente
aumentadas durante a epileptogénese, processo que se inicia logo apds a administracdo de
pilocarpina em ratos. Este padrdo de expressdo génica se manteve em nO0SSOS Qrupos
experimentais na fase aguda da epileptogénese.

Em biodpsias de pacientes farmaco-resistente com ELT que foram submetidos a cirurgia
de epilepsia para controle das crises, as principais alteracdes neuropatolégicas encontradas sao
perda de células neuronais e astrogliose, um processo conhecido como esclerose hipocampal.
Em nosso trabalho, nds utilizando o modelo experimental de epilepsia induzida pelo
convulsivante quimico, a pilocarpina. Este modelo experimental mimetiza os danos causados
pela ELT em humanos. Nele é possivel observar uma perda neuronal como consequéncia do
SE (CURIA et al., 2008). Quando quantificamos a morte neuronal no hipocampo induzida pelo
SE, foi observado que os animais mantidos em claro constante e eutanasiados 7 dias ap6s o SE,
ndo apresentaram perda neuronal na regido do hilo do giro denteado, indicando que o claro
constante pode atenuar a morte neuronal nesta fase da epileptogénese. Este fenbmeno pode ser
explicado pela presenca de crises menos graves durante o SE.

Para entender o papel do metabolismo energético nas crises epilépticas e da progressao
da epileptogénese na ELT, € importante avaliar o papel da mitocondria e do estresse oxidativo
nestes processos. As mitocondrias desempenham varias fungdes celulares que tem um impacto
direto e/ou indireto na hiperexcitabilidade neuronal, como a geracdo de ATP, biossintese de
metabdlitos/neurotransmissores, homeostase do calcio, controle da morte celular e sé&o o
principal local de producédo e controle de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ROWLEY;
PATEL, 2013). Os efeitos bioldgicos da producdo de espécies reativas de oxigénio sdo
controlados pela acdo de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). Entretanto, foi visto que a epilepsia altera
gravemente o sistema antioxidante (PUTTACHARY et al., 2015). Neste trabalho, nés vimos
gue a atividade da enzima SOD é maior nos grupos experimentais de animais mantidos em

condigdes de claro constante e escuro constante e p0s-SE, quando comparados com seus
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respectivos controles e com os grupos de animais mantidos em ciclos normais de 12h de claro
e 12h de escuro. N&s ndo observamos mudangas significantes na atividade da catalase e GPx.
Estudos anteriores, observaram uma diminuicéo significativa na atividade de GR, SOD e CAT
no hipocampo de animais epilépticos induzidos por pilocarpina em comparagdo com animais
controle. Grupos tiois reduzidos sdo encontrados no aminodcido cisteina, que é constituinte de
inimeras proteinas. Quando a geracdo de EROs ¢é elevada, tais grupos SH podem se oxidados,
entretanto, nas analises de quantificacdo de grupos tidis (SH), os niveis de SH foi menor nos
grupos de animais mantidos do claro constante e escuro constante. Estudos recentes indicam
que o metabolismo celular basico e o equilibrio de EROs sdo regulados por uma ritmicidade de
24 horas. Além da variacdo diurna de EROs devido a regulacdo circadiana da fosforilacdo
oxidativa, alguns estudos indicam que o relégio circadiano molecular tem ligacdo direta com
etapas importantes da regulacéo da producdo e eliminacdo de EROs (BERATAN; ONUCHIC,
2012). Em um estudo realizado por ROWLEY et al. (2015) foi visto que em modelo
experimental de ELT ocorrem déficits na respiragdo mitocondrial e este prejuizo esté associado
ao aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) iniciadas pelo insulto
epileptogénico.

Com o objetivo de analisar de uma forma mais profunda a bioenergética mitocondrial na
alteracdo do ritmo circadiano de animais p6s-SE, n6s primeiramente analisamos a respiracdo
mitocondrial, que é um dos principais parametros para avaliar disfuncdo mitocondrial, no
ambito da cadeia transportadora de elétrons. Neste trabalho, verificamos mais especificamente
a atividade do complexo | da cadeia respiratoria. Nossos dados mostram que ndo houve déficit
na respiracdo mitocondrial na fase aguda da epileptogénese. Independentemente da sua origem,
as crises representam uma demanda excessiva de energia no cérebro (ZSURKA; KUNZ, 2015).
Neste sentido, a disfuncdo mitocondrial tem sido descrita em varios disturbios epilépticos, na
tentativa de analisar altera¢cdes metabolicas acopladas ao processo epileptogénico da epilepsia
do lobo temporal (ELT).

A manutencdo do potencial de membrana mitocondrial é fundamental para a sintese de
ATP e viabilidade da mitocéndria, por isso trata-se de uma ferramenta importante na avaliagdo
da integridade mitocondrial. A perda da manutencdo do potencial de membrana pode levar, em
ultima instancia, a morte celular. Em nossos dados, foi visto que a dissipacdo do potencial
elétrico de membrana mitocondrial € mais rapida nos grupos claro-claro do que nos grupos
claro-escuro. Foi observada também uma diferenca entre os grupos claro-claro controle e claro-
claro 24h. Entretanto, o impacto funcional das crises nas vias de producdo de energia celular

ainda é desconhecid
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6 Conclusao
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Este estudo mostra a influéncia de alteragdes no ritmo circadiano que dar-se pelo claro
constante e escuro constante, no SE e na fase aguda e latente da epileptogénese. Foi
demonstrado que o condicionamento dos animais ao claro constante antes da indugédo do SE,
aumentou o tempo de laténcia para o inicio do SE. Além de que, tanto nos animais mantidos
em claro constante, quanto nos animais mantidos no escuro constante antes do SE, as 0s niveis
das crises comportamentais sao menos graves. Além de observar que a exposi¢do constante ao
claro e ao escuro diminui a gravidade das crises durante SE, altera tanto o padréo de expressao
de genes reguladores do relégio molecular endégeno (Clock, Bmal, Cryl, Cry2, Perl e Per3),
guanto de genes que fazem parte do processo epileptogénico (Npy, Gad65, Gad67, TNFa e
Gfap). Nossos dados mostram 0 aumento a atividade de uma enzima oxidante, a SOD, 24h ap0s
0 SE, e diminuicdo dos grupos tiélicos reduzidos, indicando que hd um aumento da geracéo de
EROs. Por outro lado, foi visto ainda que no claro constante a neurodegeneracao induzida pelo
SE é diminuida. Quanto a bioenergética mitocondrial, ndés observamos que a respiracdo
mitocondrial de animais mantidos em claro constante e induzidos ao SE ndo é prejudicada,
entretanto neste grupo a dissipacao do potencial elétrico de membrana é mais rapida do que em
animais mantidos em ciclos de claro-escuro. Em conjunto, estes dados sugerem que alteracdes

no ritmo circadiano minimizam os efeitos do SE e da epileptogénese.
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Abstract

Background

Several genetic association investigations have been performed over the last three decades
to identify variants underlying Juvenile Myoclenic Epilepsy (JME). Here, we evaluate the
accumulating findings and provide an updated perspective of these studies.

Methodology

A systematic literature search was conducted using the PubMed, Embase, Scopus, Lilacs,
epiGAD, Google Scholar and Sigle up to February 12, 2016. The quality of the included
studies was assessed by a score and classified as low and high quality. Beyond outcome
measures, information was extracted on the setting for each study, characteristics of popu-
lation samples and polymorphisms.

Results

Fifty studies met eligibility criteria and were used for data extraction. With a single exception,
all studies used a candidate gene approach, providing data on 229 polymorphisms in or
near 55 different genes. Of variants investigating in independent data sets, only rs2029461
SNP in GRM4, rs3743123 in CX36 and rs3918149 in BRD2 showed a significant associa-
tion with JME in at least two different background populations. The lack of consistent associ-
ations might be due to variations in experimental design and/or limitations of the approach.
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Abstract

The involvement of miRNA in mesial temporal lobe epilepsy (MTLE) pathogenesis has
increasingly become a focus of epigenetic studies. Despite advances, the number of
known miRMNASs with a consistent expression response during epileptogenesis is still small.
Addressing this situation requires additional miRNA profiling studies coupled to detailed
individual expression analyses. Here, we perform a miRNA micrearray analysis of the hip-
pocampus of Wistar rats 24 hours after intra-hippocampal pilocarpine-induced Status Epi-
lepticus (H-PILO SE). We identified 73 miRMAs that undergo significant changes, of which
36 were up-regulated and 37 were down-regulated. To validate, we selected 5 of these
(10a-5p, 128a-3p, 196b-5p, 352 and 324-3p) for RT-gPCR analysis. Our results confirmed
that miR-352 and 196b-5p levels were significantly higher and miR-128a-3p levels were
significantly lower in the hippocampus of H-PILO SE rats. We also evaluated whether the 3
miRNAs show a dysregulated hippocampal expression at three time periods (0Oh, 24h and
chronic phase) after systemic pilocarpine-induced status epilepticus (S-PILO SE). We
demonstrate that miR-128a-3p transcripts are significantly reduced at all time points com-
pared to the naive group. Morgover, miR-196b-5p was significantly higher only at 24h post-
SE, while miR-352 transcripts were significantly up-regulated after 24h and in chronic
phase (epileptic) rats. Finally, when we compared hippocampi of epileptic and non-epileptic
humans, we observed that transcript levels of miBNAs show similar trends to the animal
models. In summary, we successfully identified two novel dysregulated miRNAs (196b-5p
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Abstract

The molecular mechanisms underlying epileptogenesis have been widely investigated by
differential gene expression approach, especially RT-gPCR methodology. However, con-
troversial findings highlight the occurrence of unpredictable sources of variance in the
experimental designs. Here, we investigated if diurnal rhythms of transcript's levels may
impact on differential gene expression analysis in hippocampus of rats with experimental
epilepsy. For this, we have selected six core clock genes (Per1, Per3, Bmall, Clock,

Cry1 and Cry2), whose rhythmic expression pattern in hippocampus had been previously
reported. Initially, we identified Tubb2a/Rpip 1 and Tubb2a/Ppia as suitable normalizers for
circadian studies in hippocampus of rats maintained to 12:12 hour light:dark (LD) cycle.
MNext, we confirmed the temporal profiling of Per1, Per3, Bmal1, Cry1 and Cry2 mRMNA
levels in the hippocampus of naive rats by both Acrophase and CircWave statistical tests for
circadian analysis. Finally, we showed that temporal differences of sampling can change
experimental results for Per1, Per3, Bmal1, Cry1 and Cry2, but not for Clock, which was
consistently decreased in rats with epilepsy in all comparison to the naive group. In conclu-
sion, our study demonstrates it is mandatory to consider diurnal oscillations, in order to
avoid erroneous conclusions in gene expression analysis in hippocampus of rats with epi-
lepsy. Investigators, therefore, should be aware that genes with circadian expression could
be out of phase in different animals of experimental and control groups. Moreover, our
results indicate that a sub-expression of Clock may be involved in epileptogenicity, although
the functional significance of this remains to be investigated.

PLOS OME | DOI:10.137 1/joumnal. pone.0141121

October 16, 2015 1/20

100



