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RESUMO

CONSEQUENCIAS DA MODULACAO FARMACOLOGICA DA
Na*, K - ATPase NA EPILEPSIA INDUZIDA POR PILOCARPINA

AUTORA: Mayara Lltchemeyer de Freitas
ORIENTADOR: Mauro Schneider Oliveira

A epilepsia € uma das doencas neurologicas cronicas mais comum em todo o0 mundo, e apesar
da diversidade de medicamentos disponiveis na pratica clinica, um terco dos pacientes
continuam néo respondendo as terapias. Além disso, ao considerarmos os efeitos adversos das
terapias disponiveis, as comorbidades da epilepsia, 0s custos socioeconémicos para saude
publica e a necessidade de elucidacdo dos mecanismos moleculares que envolvem a doenca,
concluimos que ha grande necessidade do continuo desenvolvimento das pesquisas em
epilepsia. A Na*, K'-ATPase (NKA) é uma enzima importante na regulacdo da excitabilidade
neuronal, e um interessante alvo farmacologico a ser explorado na epilepsia. Evidéncias
indicam que o prejuizo na atividade da NKA contribui para crises epiléptica em camundongos
e em humanos com epilepsia. A fim de avaliar novas ferramentas farmacoldgicas que
modulem a atividade da NKA, o presente estudo procurou identificar alguns efeitos do
anticorpo DRSSADb, capaz de ativar a atividade da NKA, e da agrina, proteina que parece
estar associada com efeitos inibitdrios sobre a NKA, em um modelo experimental de
epilepsia. Para isso, camundongos adultos machos C57BL/6 foram submetidos ao estado de
mal epiléptico (SE) através da administracdo de repetidas doses de pilocarpina, e apds um
periodo esses animais passam a apresentar crises convulsivas espontaneas e recorrentes. Nos
experimentos in vitro as fatias hipocampais de camundongos epilépticos e controles foram
tratadas com DRSSADb. Obteve-se uma melhora na captagédo de glicose de aproximadamente
30% nas fatias dos animais epilépticos em contato com 0 DRSSAb. A liberacdo de glutamato
aumentou em 83% nas fatias dos animais epilépticos, e diminuiu aos niveis dos animais
controles com o tratamento do DRSSADb. Os resultados foram obtidos sem interferir na
viabilidade celular. Nos experimentos in vivo, a administracdo intrahipocampal do DRSSAb
reestabeleceu a atividade de cruzamentos no teste de campo aberto; o0 nimero de cruzamentos
diminuiu a metade nos animais tratados com pilocarpina, e foram reestabelecidos aos niveis
do grupo controle ap6s tratamento com DRSSAb. Quanto a agrina, 0s niveis de expressao
proteica ap6s 0 SE em hipocampo de camundongos ndo foram alterados em 24 horas. Porém,
14 dias ap6s o SE houve uma diminuicdo na expressdo da agrina, seguida de um aumento em
71% 60 dias apés o SE. A administracdo intrahipocampal de agrina aumentou a
susceptibilidade a crises epilépticas em animais SE, mas ndo em camundongos controles. Em
resumo, os dados desta tese ddo suporte para a hipdtese que o anticorpo DRSSAb e a
agrinasao promissoras estratégias terapéuticas na busca de novos tratamentos para epilepsia.

Palavras-chave: Epilepsia. Na’, K'-ATPase. DRSSAb. Agrina. Hiperexcitabilidade.
Excitotoxicidade.



ABSTRACT

CONSEQUENCES OF PHARMACOLOGICAL MODULATION OF
Na“, K" - ATPase IN PILOCARPINE-INDUCED EPILEPSY

AUTHOR: Mayara Litchemeyer de Freitas
ADVISOR: Mauro Schneider Oliveira

Epilepsy is one of the most common chronic neurological diseases worldwide, and despite a
variety of drugs introduced into clinical practice, one-third of patients remain unresponsive to
therapies. In addition, when considering the adverse effects therapies, epilepsy comorbidities,
socioeconomic costs for public health, and the need for understanding molecular mechanisms
involved in the disease, we conclude that epilepsy research is of fundamental importance.
Na’, K* -ATPase (NKA) is an important enzyme in the regulation of neuronal excitability,
and an interesting pharmacological target to be explored in epilepsy. Evidence indicates that
impairment in NKA activity contributes to epileptic seizures in mice and in humans with
epilepsy. In order to evaluate new pharmacological tools that modulate NKA activity, the
present study sought to identify some effects of the DRSSAb antibody, capable of activating
NKA activity, and agrin, a protein that appears to be associated with inhibitory effects on
NKA, on a experimental model of epilepsy. To this purpose, male C57BL/6 mice were
subjected to status epilepticus (SE) by administration of repeated low doses of pilocarpine,
and after a period these animals had spontaneous and recurrent seizures. In the in vitro
experiments the hippocampal slices of control and epileptic mice were treated with DRSSAD.
Glucose uptake improved by approximately 30% in the slices of epileptic animals after
treatment with DRSSAb. Glutamate release increased by 83% in slices from epileptic
animals, and returned to levels of control animals after treatment with DRSSADb. These results
were obtained without interfering with cell viability. In the in vivo experiments, the
intrahippocampal administration of DRSSAD restored crossing activity in the open field test;
the number of crossings decreased in epileptic animals, and returned to the levels of the
control group after DRSSAb treatment. Regarding agrin, the levels of protein expression after
SE in hippocampus of mice were not altered 24 hours after SE. However, 14 days after SE
there was a decrease in agrin expression, followed by an 71 % increase 60 days after SE.
Moreover, the intrahippocampal administration of agrin increased the susceptibility to
epileptic seizures in SE animals, but not in control mice. In summary, present data support the
hypothesis that DRSSAb antibody and agrin are promising therapeutic strategies in the search
for new treatments for epilepsy.

Keywords: Epilepsy. Na*, K'-ATPase. DRSSAb. Agrina. Hyperexcitability. Excitotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia € uma das doencas neuroldgicas crbnicas graves mais comum, afeta
aproximadamente 65 milhdes de pessoas no mundo sem distin¢cdo de nacionalidade, origem
étnica, ou condicdo socioeconémica (DE BOER et al., 2008; MOSHE et al., 2015; RAO e
LOWENSTEIN, 2015). Nos paises em desenvolvimento, em que as opc¢des de tratamento ndo
estdo totalmente disponiveis ou devidamente distribuidas a populagéo, a incidéncia da epilepsia é
elevada quando comparada com os paises desenvolvidos (SANDER, 2003; FORSGREN et al.,
2005; BANERJEE et al., 2009; LAXER et al., 2014). Nesse sentido, a evolucdo progndstica
atual demonstra que as crises epilépticas podem ser controladas satisfatoriamente, com 0s
farmacos antiepilépticos disponiveis, em aproximadamente dois tercos dos individuos com
epilepsia, sendo que os demais pacientes (um terco) permanecem refratarios ao tratamento
farmacoldgico (KWAN e SANDER, 2004; LAXER et al., 2014). Além disso, é necessario
ressaltar as diversas comorbidades envolvidas, como depresséo, transtornos de ansiedade e
déficits cognitivos, o que muitas vezes dificulta o tratamento (HARDEN, 2002; HERMANN et
al., 2008; FITZGERALD, 2014). Sendo assim, ao considerarmos 0s pacientes farmaco
resistentes, os efeitos colaterais das terapias disponiveis, 0s custos socioecondmicos e a
necessidade de elucidacdo dos mecanismos moleculares envolvidos, concluimos que a
descoberta e o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos € de grande importancia.

A enzima Na*, K*-ATPase (NKA) é uma proteina da membrana plasmatica, amplamente
expressa em células eucaridticas e com um papel fundamental na manutencdo da homeostase
ibnica celular (SKOU e ESMANN, 1992; APERIA, 2012). Alteracdes na sua atividade afetam
diretamente a sinalizagdo celular via neurotransmissores, a atividade neuronal e
consequentemente, o comportamento animal (MOSELEY et al., 2007). Sob sua funcdo basica
temos o transporte de trés jons de Na* para o0 meio extracelular e de dois ion de K* para 0 meio
intracelular, usando energia proveniente do ATP, uma vez que o transporte é contra o gradiente
(SKOU e ESMANN, 1992; GULLEDGE et al.,, 2013). E assim, acaba por influenciar
indiretamente na regulacdo de fons como Ca®*, CI" e H* e substancias como &gua e glicose
(SKOU e ESMANN, 1992; ROSE et al., 2009).

A NKA é uma importante enzima reguladora da excitabilidade neuronal, e evidéncias
demonstram que uma fina regulacdo da sua atividade enzimética € requerida para o
funcionamento saudavel no sistema nervoso central (SNC) (APERIA, 2007a; FUNCK et al.,
2015). Uma série de estudos mostram que a reducdo da sua atividade contribui para a iniciacdo

ou disseminacdo de crises em camundongos e humanos epilépticos (CLAPCOTE et al., 2009;



POULSEN et al., 2010; HOLM et al., 2016). Além de ser reportado uma diminuicdo da sua
atividade em cortex cerebral de pacientes e em hipocampo de camundongos epilépticos
(RAPPORT et al., 1975; FUNCK et al., 2014).

Assim, achados clinicos e experimentais apontam para a NKA como um possivel alvo
para novos tratamentos da epilepsia. Para isso, € requerido o uso de ferramentas farmacologicas
e moleculares que permitam a modulacdo da atividade da NKA. Com esse propdsito, estudos
apontaram para uma promissora regido da enzima que ao se ligar no anticorpo DRSSAD resulta
em um aumento da atividade (XU, 2005; LEE et al., 2009). Promovendo a oportunidade de
investigacao dos niveis de glutamato, glicose e viabilidade em fatias de animais epilépticos apos
a restauracao da atividade da NKA, além da sua acdo em comorbidades associadas.

Por outro lado, nos ultimos anos foi descoberta a agrina, uma proteina capaz de interagir
fisicamente com a NKA e inibir a sua atividade (HILGENBERG et al., 2006). Estudos
demonstram um importante papel da agrina no controle da excitabilidade neuronal, junto a
neurotripsina, proteina responsavel pela sua clivagem (COHEN et al., 1997; STEPHAN et al.,
2008). Estudos a respeito da agrina sdo controversos na literatura, alguns apontam que a ligagéo
a subunidade o3 da NKA resulta na despolarizacdo e aumento da excitabilidade neuronal
(HILGENBERG et al., 2006); outros que a excitabilidade neuronal é alcancada pela agrina,
porém sem ligacdo a enzima NKA (KHORSHIDI, 2013); e outros ainda demonstram efeitos
inibitorios sobre 0 SNC com ativacdo dos neurénios GABAérgicos por fosforilagdo relacionado
a dor neuropatica (CUI e BAZAN, 2010). O que permite o questionamento de qual seria o papel
da agrina na epilepsia e nas crises epilépticas.

Com informagcdes ainda limitadas na literatura a respeito das consequéncias funcionais da
modulacdo da NKA sobre a epilepsia, esse trabalho é importante para determinar se a
manipulacdo farmacoldgica da atividade da NKA por meio do anticorpo DRSSAD e da agrina
sdo estratégias farmacoldgicas eficazes para o tratamento da susceptibilidade a crises epilépticas

e epilepsia.



2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Com base em uma literatura ainda limitada em informagdes a respeito das consequéncias
funcionais e comportamentais da modulacdo da NKA na epilepsia, o objetivo desse trabalho é
determinar se a manipulacdo farmacoldgica da atividade da NKA, por meio do anticorpo

DRSSAD e da agrina, seriam estratégias farmacoldgicas eficazes na epilepsia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar os efeitos do anticorpo DRSSAb sobre pardmetros neuroquimicos
dependentes da NKA (captacdo de glicose, liberacdo de glutamato e viabilidade de fatias
hipocampais de animais epilépticos).

. Determinar os efeitos da administracdo intrahipocampal do anticorpo DRSSAb
sobre o comportamento de animais epilépticos frente ao campo aberto e o splash teste.

. Investigar a expressao da agrina e neurotripsina no hipocampo de camundongos
em 1, 14 e 60 dias apos o estado de mal epiléptico.

. Avaliar a efeito da agrina sobre as crises induzidas por PTZ em animais saudaveis

e epilépticos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 EPILEPSIA

A crise epiléptica é a ocorréncia transitoria de sinais e/ou sintomas gerados por uma
atividade neuronal sincronica e excessiva no cérebro. A epilepsia € uma doenca crbnica
caracterizada pela predisposicdo persistente de gerar crises epilépticas, apresentando como
consequéncia alteracGes neurobioldgicas, cognitivas, psicologicas e sociais dessa condigéo.
Assim, a crise epiléptica é um evento e a epilepsia é a doenca, que envolve crises recorrentes ndo
provocadas (FISHER et al., 2014). Por sua vez, crise convulsiva ¢ a manifestagdo motora da
crise epiléptica (FISHER et al.,, 2005). A atividade ictal continua sem recuperacdo da
consciéncia ou retorno da funcdo neuroldgia em um tempo superior a trinta minutos caracteriza
um episddio de estado de mal epiléptico ou status epilepticus (SE) (ROGAWSKI e LOSCHER,
2004; VEZZANI et al., 2011).

A crise epiléptica apds uma concussdo, febre, ou associada a retirada do alcool
exemplifica uma crise provocada, o que ndo leva a um diagnostico de epilepsia. O termo “ndo
provocada” implica na auséncia de um fator temporario ou reversivel que diminui o limiar para
crise naquele momento. N&o provocada é, no entanto, um termo impreciso, pois nunca podemos
ter certeza que ndo ha um fator provocador. As crises reflexas recorrentes, por exemplo em
resposta a estimulos féticos, representam crises provocadas. E nesse caso é definida como
epilepsia, uma vez que a tendéncia de resposta a tais estimulos repetidos gera uma crise e assim
satisfaz a definicdo conceitual da epilepsia, em que ha uma predisposicdo anormal duradoura
para se ter as crises. Ainda, a identificacdo de um fator provocador ndo necessariamente
contradiz a presenca de uma anormalidade epileptogénica duradoura. Um limiar de provocacao
pode desencadear crises em individuos com uma predisposi¢cdo permanente, enquanto em

individuos ndo predispostos a crise pode ndo acontecer (FISHER et al., 2014).

3.1.1 Classificacdo

A International League against Epilepsy (ILAE) publicou uma atual classificagdo das
epilepsias com multiplos niveis (Figura 1). O objetivo dessa classificagdo em niveis é assegurar
o melhor diagndstico e quando possivel a etiologia da doenga em diferentes ambientes clinicos,

reconhecendo a variabilidade de recursos disponiveis ao redor do mundo (FISHER et al., 2017).
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Figura 1: Esquema diagnostico para classificacdo das epilepsias
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Fonte: (FISHER et al., 2017).

Presumindo que o clinico j& descartou a hipdtese de eventos ndo epilépticos, o
reconhecimento do tipo de crise epiléptica marca o principio dessa classificacdo, podendo ser de
inicio focal, generalizado ou desconhecido (FISHER et al., 2017). As crises epilépticas focais
conceitualmente originam-se em redes neuronais limitadas a um hemisfério, podendo ser
discretamente localizadas ou amplamente distribuidas e originarias de estruturas subcorticais. Ja
as crises epilépticas generalizadas iniciam em algum ponto de redes distribuidas bilateralmente e
rapidamente se alastram, essas redes podem incluir estruturas corticais e subcorticais, mas nao
necessariamente todo o cortex (BERG et al., 2010).

As crises generalizadas primarias podem ser subdivididas em convulsivas e nao
convulsivas. Entre as crises convulsivas temos as tonico-clonicos, onde 0s movimentos Sdo
caracterizados pela extensdo das extremidades de forma rigida, chamada de fase tdnica, seguido
das cl6nias das extremidades, conhecido como fase clénica; essa fase ativa é seguida do periodo
pos-ictal, caracterizado por sonoléncia, dor de cabeca e dor muscular. A crise generalizada ndo
convulsiva é a crise de auséncia tipica, caracterizada pela cessao de toda atividade motora, com

perda da consciéncia, porém sem perda da postura (BERG e MILLICHAP, 2013).
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N&o havendo possibilidade da realizacdo de eletroencefalograma (EEG), video-EEG e
imagem ou no caso do paciente apresentar uma Unica crise ou haver pouca informacdo, o
primeiro nivel sera o estdgio maximo da classificacéo diagnostica (FISHER et al., 2017).

No proximo passo € definido o tipo de epilepsia, quando assume-se que o paciente tem o
diagnostico da doenca, em que as crises epilépticas sdo recorrentes e nao provocadas. Nesse
patamar os tipos de epilepsia podem ser focais, generalizadas, focais e generalizadas combinadas
ou desconhecidas, sendo o diagndstico feito pela combinacéo de EEG e dados clinicos (FISHER
et al., 2017). Conceitualmente, considera-se epilepsia casos nos quais ocorre pelo menos uma
crise ndo provocada com alto risco para outra (FISHER et al., 2014). Isso porque, apds a
primeira crise ndo provocada, 0 risco para outra € de 40-52% (BERG e SHINNAR, 1991). Na
ocorréncia de duas crises ndo provocadas e ndo febril a chance para se ter outra em um intervalo
de 4 anos aumenta para 73% (HAUSER et al., 1998).

O terceiro nivel é o diagndstico de uma sindrome epiléptica que é definida como um
distdrbio epiléptico caracterizado pela presenca de sinais e sintomas complexos que definem
uma condic¢do epiléptica Unica (ENGEL, 2001). A fim de orientar o0 manejo clinico a sindrome
refere-se a um conjunto de caracteristicas tidas pelos tipos de crises, EEG e caracteristicas de
imagem, bem como bases clinicas (como histéria, idade de inicio, tipos e modo de aparecimento
das crises, natureza progressiva ou ndo, achados neurolégicos e neuropsicologicos). (FISHER et
al., 2017).

A definicédo para epilepsia propde fornecer apoio médico a decisdo de iniciar o tratamento
de um paciente com alto risco de recorréncia ap6s uma Unica crise ndo provocada. No entanto, a
decisdo de tratamento deve ser individualizada dependendo dos desejos do paciente e a razdo
risco-beneficio. O clinico deve ponderar a possibilidade de evitar uma segunda crise com 0s
riscos associados, contra os efeitos secundarios relacionados com o farmaco e o custo para os
pacientes (FISHER et al., 2014).

3.1.2 Etiologia

Do ponto de vista etioldgico, a epilepsia pode ser dividida em cinco categorias, com
énfase naquelas que apresentam implicacbes terapéuticas. Etiologia estrutural: séo
anormalidades visiveis em estudos de neuroimagem que em conjunto com a avaliacdo
eletroclinica determina que essa anormalidade estrutural acarreta um risco aumentado de estar

associado com a epilepsia, podendo ser de causas adquiridas como acidente vascular cerebral
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(AVC), trauma e infeccdo, ou genéticas com varias malformag6es do desenvolvimento cortical
(FISHER et al., 2017).

Etiologia genética: é o resultado direto de uma mutacgdo genética conhecida ou presumida
na qual as crises epilépticas constituem o sintoma central da doenca (por exemplo, mutagdes em
genes do canal de potassio), ressalta-se que a causa genética nao quer dizer hereditaria, podendo
ser uma nova mutacdo que surgiu naquele individuo, e assim sendo improvavel que haja
historico familiar de crises (FISHER et al., 2017).

Etiologia infecciosa: é a mais comum em todo 0 mundo, onde as crises epilépticas sdo o0s
sintomas centrais da afeccdo, esse contexto implica no desenvolvimento da epilepsia e nédo
somente as crises na infeccdo aguda, podendo ter um correlato estrutural. S8o exemplos de
etiologia infecciosa na epilepsia a neurocisticercose, tuberculose, virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), maléaria cerebral, panencefalite esclerosante subaguda (ou encefalite do
sarampo), toxoplasmose cerebral, e infeccdes congénitas como pelo Zika virus e citomegalovirus
(FISHER et al., 2017).

Etiologia metabdlica: distirbios metabolicos bem delineados com manifestagcbes ou
alteracOes bioquimicas que resultam diretamente em crises epilépticas, em muitos casos terdo um
defeito genético, mas algumas podem ser adquiridas, como a deficiéncia cerebral de folato;
outros exemplos sdo porfiria, uremia, aminoacidopatias ou crises por dependéncia de piridoxina
(FISHER et al., 2017).

Etiologia imune: quando as evidéncias apontam para uma inflamagdo imune-mediada no
sistema nervoso central (SNC) como causa das crises, por exemplo, a encefalite anti-receptor N-
metil-D-aspartato (NMDA) e a encefalite anti-glioma inativado-1 rico em leucina (LGI-1)
(FISHER et al., 2017).

Etiologia desconhecida: em que ndo ha evidencia clara de um fator etiolégico, ndo sendo
possivel fazer um diagndstico especifico. O grau de defini¢do da etiologia vai depender do tipo
de avaliacdo disponivel, diferindo conforme a instituicdo de salde e do pais. Com essa nova
classificacdo espera-se melhorias no diagnostico, compreensédo das etiologias e direcionamento
terapéutico por parte da comunidade epileptoldgica. Essas defini¢des com termos padronizados
sdo de grande importancia como ferramenta de comunicac¢do na prética clinica e na pesquisa
(FISHER et al., 2017).

3.1.3 Epidemiologia
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Aproximadamente 65 milhdes de pessoas em todo o mundo tem epilepsia (MOSHE et
al., 2015). Um levantamento realizado pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) em 2006
mostrou que cerca de um bilhdo de pessoas em todo o mundo sofrem com doencas neuroldgicas.
Dentre essas, a epilepsia aparece entre as de maior morbimortalidade (WHO, 2006). Nesse
contexto, é importante salientar que em 2005 o Ministério da Saude do Brasil lancou uma
portaria reconhecendo a importancia epidemioldgica e a magnitude social das doencas
neuroldgicas no Brasil, incluindo a epilepsia. Também sdo ressaltados, nessa resolugdo, o custo
elevado e crescente para o pais, o quadro de morbidade com alto grau de sequelas de doencas
neuroldgicas e a elevada taxa de mortalidade (BRASIL, 2005). Embora existam poucos estudos
sobre a epidemiologia da epilepsia no Brasil, baseado em estudos internacionais pode-se inferir
que o pais apresenta aproximadamente 340 mil novos casos ao ano (GALLUCCI NETO e
MARCHETTI, 2005).

Embora seja uma doenca global, perto de 80% dos casos encontram-se em paises com
recursos limitados, isso se deve principalmente as elevadas taxas de infec¢fes no sistema
nervoso central (SNC), como maléaria cerebral, tuberculose, esquistossomose, HIV e
neurocisticercose (MOSHE et al., 2015). A epilepsia é considerada uma condicdo tratavel pois
cerca de 70% dos pacientes tem as crises controladas por drogas anticonvulsivantes. Apesar
disso, 73,3% dos pacientes de areas rurais de paises com baixo desenvolvimento ndo recebem
tratamento ou receberam um tratamento inadequado. Isso forma uma “lacuna de tratamentos”
(do inglés, treatment gap), que estd associada a baixa qualidade de vida, estigma social e
discriminacdo no trabalho. Além disso, nessa lacuna de tratamentos temos altas taxas de
mortalidade, onde em alguns lugares da Africa chegam ser 6 vezes maiores que em paises
desenvolvidos (MBUBA et al., 2008; NGUGI et al., 2014). Dentre outras circunstancias vale
destacar que o alto custo para o tratamento efetivo é o que faz perpetuar essa lacuna terapéutica e
aumentar o impacto da doenca.

Através de um indicador (DALYs — diseases measured in disability adjusted life years)
composto pela medida de anos de vida perdidos por mortalidade prematura e anos de vida com
uma doenca incapacitante, foi possivel aferir que de todas as doencas ao redor do mundo a
epilepsia representa cerca de 0,7% desse fardo. Em um ranqueamento desse indicador a epilepsia
fica em 36° lugar globalmente, e em alguns lugares como na América-Latina e Africa
subsaariana em 21° e 14° lugar nesse mesmo ranque, respectivamente (MURRAY et al., 2012).

Estudos em regides pobres do mundo mostram que 51% dos pacientes com epilepsia
ativa sdo criangas, 69% iniciaram as crises na adolescéncia, em 25% ocorreu 0 SE e somente

36% receberam tratamento com farmacos antiepilépticos. As principais comorbidades
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relacionadas foram a desnutricdo, prejuizo cognitivo e déficit neuroldgico. O perfil sécio
demogréafico dos pacientes com epilepsia apontam para caracteristicas de baixo nivel
educacional, desemprego e pessoa solteira. Caracteristicas essas ndo exclusivas de paises
subdesenvolvidos, ja que esses resultados sdo encontrados também em alguns paises europeus.
Esse delineamento se correlaciona diretamente com a forte estigmatizacdo da doenca, onde a
condicdo social e econémica vulneravel promove limitagdo nas oportunidades de educacéo,
emprego e casamento (WILMSHURST et al., 2014).

A epilepsia foi colocada pela primeira vez na agenda da OMS, em janeiro de 2015, como
doenca prioritaria necessitando de uma acdo coordenada a nivel de cada pais, dirigida aos seus
aspectos médicos, sociais e de conhecimento publico. No documento redigido é feita uma série
de observacdes de grande relevancia referentes a doenca, entre elas a necessidade de orientaces
especificas sobre a epilepsia a populagdo, para que ndo haja estigmatizacdo e discriminacdo
devido a ignorancia e mal-entendidos. Além da necessidade de atribuicdo de recursos
financeiros; execucdo de planos de cuidados a saude assistenciais, com recursos humanos
treinados; formacdo de conhecimentos basicos em assisténcia a epilepsia que possibilite o
diagnostico e tratamento; melhora da acessibilidade e barateamento de medicamentos
antiepilépticos seguros, eficazes e de qualidade; aumento de investimento e a capacidade de

investigacao em epilepsia (OMS, 2015).

3.1.4 Mecanismos celulares

Na era moderna dos medicamentos anticonvulsivantes, abrangendo um periodo de 150
anos apdés a primeira utilizacdo de brometos até os dias de hoje, tem sido introduzido na pratica
clinica um diversificado grupo de medicamentos, o0s quais proporcionam beneficios
imensuraveis para 0s pacientes que sofrem com crises epilépticas de todos os tipos
(ROGAWSKI e LOSCHER, 2004). Nenhum dos novos farmacos anticonvulsivantes, incluindo
os que atuam em alvos recentemente identificados, podem ser considerados uma “bala magica”
que cura o paciente de forma confiavel das crises, mas se tem tido melhoras consideraveis na
seguranga, tolerabilidade e farmacocinética (BIALER e WHITE, 2010). Assim, as pessoas com
epilepsia responsivas a terapia com antiepilépticos conseguem ter uma qualidade de vida muitas
vezes semelhante a populagdo em geral (ROGAWSKI, 2013).

Entretanto, é estimado que entre 30% a 40% dos pacientes ndo respondem as terapias
com farmacos anticonvulsivantes e continuam apresentando crises refratarias (LAXER et al.,

2014). Em pacientes classificados como farmaco-resistentes o diagndstico implica em
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prognosticos pobres que incluem: aumento do risco de morte subita, lesbes fisicas, disfuncbes
psicossociais e reducdo na qualidade de vida (TELLEZ-ZENTENO et al., 2014).

Também € preciso ressaltar que pacientes com epilepsia podem ser afetados
negativamente por diversas comorbidades neurolégicas de dificil tratamento, incluindo
depressdo, transtornos de ansiedade e déficits cognitivos. Historicamente, a origem dessas
comorbidades tém sido atribuidas por exemplo, a consciéncia do paciente de sua condicdo
cronica, a presenca de neuropatologia primaria (como esclerose do lobo temporal) ou
consideradas efeitos adversos indissociaveis dos farmacos anticonvulsivantes (HERMANN et
al., 2008). Estudos demonstram que a resposta a farmacos anticonvulsivantes € menor em
pacientes epilépticos com depressdo, e que o tratamento da depressdo associada a epilepsia é um
fator chave para melhora da qualidade de vida desses individuos (HARDEN, 2002;
KRISHNAMOORTHY, 2003; FITZGERALD, 2014). Além disso, diversos estudos tém
mostrado que alteracfes neuroquimicas e estruturais podem contribuir de maneira crucial para o
aparecimento dessas comorbidades (GALLUCCI NETO e MARCHETT]I, 2005; HERMANN et
al., 2008).

O mecanismo que envolve a crise epiléptica estd associado com o desequilibrio entre a
neurotransmissao excitatoria e inibitdria, podendo ser resultado de alteragdes na expressdo de
varios neurotransmissores excitatorios, inibitérios e/ou neuromoduladores (CREMER et al.,
2009). Considerando os mecanismos moleculares, estudos indicam que o metabolismo
energético esta comprometido na epilepsia. H& um déficit bioenergético nas areas epilépticas
com hiperfuncéo e reducdo na captacdo de glicose, especialmente na epilepsia do lobo temporal
(SADZOT et al., 1992; LAMUSUO et al., 2001). Além de um lento ciclo glutamato-glutamina,
que ao atrasar a depuracdo do glutamato, aumenta seus niveis extracelular contribuindo para a
geracdo de crises epilépticas (PETROFF et al., 2002).

Cavus e colaboradores (2005) em um estudo que mensurou metabolitos extracelulares no
cortex e hipocampo de pacientes epilépticos propds que a deficiéncia energética interictal no
hipocampo epileptogénico esta associado a diminuicdo da captacdo de glutamato e baixa razéo
glutamina/glutamato, resultando em um aumento persistente do glutamato extracelular causando
toxicidade glial e neuronal. Bem como uma mé utilizacdo do fornecimento de energia
disponivel, pelos altos niveis de lactato e indicagdo de baixo uso da glicose, 0 que reforca a piora
do metabolismo energético. Enquanto, no cortex houve apenas um aumento marginal nos niveis
de glutamato.

Por atuar como um importante neurotransmissor excitatorio a dinamica de equilibrio que

define a concentracdo de glutamato extracelular é fundamental para sobrevivéncia e funcéo
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normal dos neurénios (ANDERSON e SWANSON, 2000). Devido a inexisténcia de uma enzima
de degradacdo, pouca ou nenhuma conversdo bioquimica do glutamato é feita no espaco
extracelular, sendo necessaria a interacdo com transportadores para sua remoc¢do da fenda
sinptica. A expressdo reduzida ou o funcionamento deficiente dos transportadores de glutamato
parece estar associado ou ser a causa para as crises epilépticas. Ainda, deve-se considerar que
para um eficiente mecanismo de remocdo sinaptica por absorcdo celular, a concentracdo de
glutamato extra sinaptica deve estar baixa. Em caso de extravasamento celular de glutamato o
processo de remocdo acaba sendo muito lento ao redor das sinapses, devido a espessura do
tecido (dezenas de milimetros em humanos) (DANBOLT, 2001; VARGASSANCHEZ et al.,
2018).

Apesar de durante a crise epiléptica haver um maior metabolismo da glicose e
consequentemente o aumento nos niveis de lactato devido a atividade neuronal sincrénica
(FAUSER e TUMANI, 2018), sob a condicdo crbnica, especialmente na epilepsia do lobo
temporal, o hipometabolismo da glicose € comum no hipocampo de pacientes (ZHANG et al.,
2015). Estudos tem demonstrado que o hipometabolismo pode estar associado com a
degeneracdo tecidual e morte celular nessas regides (CHEN e BUCKMASTER, 2005;
SHARMA et al., 2008), inclusive auxiliando na identificacdo de regides cerebrais envolvidas no
inicio da crise (GUO et al., 2009). Em um estudo de mapeamento da utilizacdo da glicose em
cérebros de ratos durante a epileptogénese, causada pela administracdo de pilocarpina sistémica,
observa-se uma diminui¢do na utilizagdo da glicose na maioria das estruturas cerebrais nas fases
inicial (2 dias ap6s o SE) e latente (7 dias apds o SE) da epilepsia, especialmente nas estruturas
limbicas e no tdlamo. Ja o hipometabolismo da glicose na fase cronica (42 dias ap6s o SE)
persiste no hipocampo e tadlamo desses animais (GUO et al., 2009). Em outro estudo realizado
em ratos houve uma correlacdo entre o hipometabolismo hipocampal da glicose e mudancas
histologicas apds o tratamento sistémico com pilocarpina. A fase latente (7 dias apés SE) é
marcada por uma diminuicdo significativa de glicose correlacionada a uma diminuicdo de
células neuronais, j& uma recuperacdo parcial nos niveis de captacdo de glicose é vista no
periodo crénico (60 dias apds SE) juntamente a uma astrogliose (ZHANG et al., 2015).

Sendo assim, ao levarmos em consideragdo 0s pacientes epilépticos farmaco-resistentes,
os efeitos adversos das terapias disponiveis, as comorbidades junto a epilepsia, 0 estigma em que
a doenca ainda esta envolta, os custos socioecondémicos para a saude publica e a utilidade de
melhor elucidacdo dos mecanismos moleculares que envolvem a doenga, concluimos que ha
grande necessidade do continuo desenvolvimento das pesquisas em epilepsia. Para isto, devemos

considerar que a descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos anticonvulsivantes, quica
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antiepiléticos, baseia-se fortemente no uso pré-clinico de modelos em animais, 0s quais
oferecem uma crucial resposta de eficacia e seguranca para drogas em estudo, antes de serem
realizados os ensaios em humanos (LOSCHER, 2011). Os modelos animais frente ao estudo de
novos tratamentos anticonvulsivantes servem para a identificagdo de novas substéncias,
caracterizacdo do espectro de acdo, teste da eficacia em tratamentos cronicos e alteracdes
farmacoldgicas decorrentes, avaliagdo dos niveis farmacologicos e/ou toxicoldgicos no
organismo (FUNCHAL e DANI, 2014).

3.1.5 Modelos experimentais de crises epilépticas e epilepsia

As crises espontaneas e recorrentes podem ser geradas em roedores pelo uso da
pilocarpina, um modelo quimico mimético da epilepsia do lobo temporal de humanos (LEITE et
al., 2002). Esse modelo ¢ caracterizado por uma lesdo precipitante que atinge o hipocampo e/ou
o lobo temporal (causada por exemplo pelo SE), um periodo latente entre a lesdo e a ocorréncia
das crises convulsivas esponténeas, a manifestagdo cronica de crises espontaneas (geralmente
convulsdes tonico-clonicas) e alteracbes histopatoldgicas peculiares da epilepsia do lobo
temporal (LOTHMAN e BERTRAM, 1993; MATHERN et al., 2002).

A pilocarpina é um agonista de receptor colinérgico muscarinico, que quando injetado de
forma sistémica causa crises convulsivas que acumulam-se resultando no SE (TURSKI et al.,
1983; FURTADO MDE et al., 2002). O SE ¢é uma condic¢do resultante da falha dos mecanismos
responsaveis por cessar a crise convulsiva ou do inicio desse mecanismos em si, gerando uma
crise convulsiva anormalmente prolongada, que pode ter consequéncias a longo prazo, como
morte celular, lesdo neuronal e alteragcbes das redes neuronais (TRINKA et al., 2015). Os
mecanismos envolvidos na esclerose hipocampal podem ser diferentes dos mecanismos
envolvidos na geracdo das crises, uma vez que a morte celular é vista ap6s o SE, e ndo
necessariamente apos crises recorrentes (BUCKMASTER e LEW, 2011).

Danos estruturais e consequentemente o desenvolvimento das crises espontaneas e
recorrentes assemelham-se as crises parciais complexas de humanos (CAVALHEIRO et al.,
1991). Além disso, existem diversas outras semelhangas neuroquimicas, como reorganizagdo das
redes neuronais na regido hipocampal, com brotamento de fibras musgosas, perda interneural e
proliferacdo ectopica de células do giro denteado (WIESER, 2004), atividade interictal que pode
ser gerada pelo subiculo (WOZNY et al., 2003; KNOPP et al., 2005), neurotrofinas reguladas
positivamente no hipocampo (MUDO et al.,, 1996; KANDRATAVICIUS, MONTEIRO,

ASSIRATI, et al., 2013). Devemos citar também que esse modelo quimico, assim como a
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epilepsia do lobo temporal em humanos, causa déficits cognitivos e na memoria (LEITE et al.,
1990; PAULLI et al., 2006; KANDRATAVICIUS, MONTEIRO, HALLAK, et al., 2013; FAURE
etal., 2014).

Sendo assim, o modelo animal induzido pela pilocarpina permite o estudo de farmacos
antiepilépticos com diferentes propositos. Na fase aguda é possivel identificar compostos com
eficacia sobre o SE e/ou neuroprotecdo contra os danos induzidos pelas crises sustentadas. No
periodo latente, é possivel identificar agentes com potencial na prevencdo da epileptogénese e/ou
contra os deficits comportamentais de longo prazo induzidos pelas crises. E finalmente na fase
cronica é possivel testar compostos efetivos contra as crises espontaneas recorrentes (LEITE et
al., 2002).

Outro convulsivante quimico é o pentilenotetrazol (PTZ), este por sua vez € responsavel
por produzir crises tdnico-clonicas agudas em roedores. O PTZ gera um modelo capaz de testar a
capacidade de um composto, em um pré-tratamento, de aumentar o limiar para as crises e/ou
proteger o animal de uma crise tdnico-clonica, durante um periodo de observacdo de trinta
minutos (YUEN e TROCONIZ, 2015). Tido como um modelo “padrdo ouro”, ¢ um dos
primeiros a ser utilizado para triagem na detec¢do de drogas com atividade anticonvulsivante
(SMITH et al., 2007; ROGAWSKI e BAZIL, 2008).

O PTZ por ser um modelo capaz de gerar crises convulsivas agudas permite o rastreio de
um grande nimero de compostos, sendo de facil realizacdo, tempo e custo eficientes e com alto
poder preditivo clinico (LOSCHER, 2011). Trata-se de um antagonista nao-competitivo do
receptor acido gama-aminobutirico (GABAa), um receptor acoplado a um canal permeavel a
cloreto, cuja ativacdo provoca hiperpolarizacdo localizada na membrana neuronal que torna o
neurdnio refratario a estimulos despolarizantes (LOSCHER, 1998). Farmacos utilizados na
clinica como &cido valproico, fenobarbital, benzodiazepinicos, gabapentina e vigabatrina
demonstraram eficécia preditiva frente ao modelo do PTZ (BIALER e WHITE, 2010).

Em um estudo de mapeamento das redes neuronais atingidas pelo PTZ em ratos, mesmo
em baixas doses, onde ndo foram vistas mudangas comportamentais e no EEG, a
imunoreatividade por c-Fos é positiva na amigdala, nucleo paraventricular hipotalamico, regido
CA3 hipocampal, cértex parietal e no complexo olivar superior em ratos adultos. J& em doses
altas, em que o PTZ gera crises tonico-clonicas, a expressdo de c-Fos € alta no cortex cerebral,
algumas areas do prosencefalo, talamo, hipotdlamo e na camada granular e giro denteado do
hipocampo (ANDRE et al., 1998).

Da mesma forma que a descoberta de novos farmacos antiepilépticos a identificacdo dos

alvos farmacoldgicos é de grande importancia, uma vez que 0s mecanismos subjacentes da



20

epilepsia ndo sdo entendidos na sua plenitude. Considerando que a proteina Na*, K*-ATPase é
importante na regulacdo da excitabilidade neuronal e os estudos que evidenciam seu papel na
epilepsia, a sua manipulacdo farmacologica parece ser interessante sob luz do conhecimento de
novas estratégias terapéuticas.

3.2 Na", K'-ATPase

A bomba de Na*, K*-ATPase (NKA) é conhecida pelo seu papel no transporte idnico
através da membrana plasmaética nas células animais. Trés ions de sédio sdo carregados para
fora, enquanto dois ions de potassio sdo conduzidos para o interior celular usando a energia da
hidrolise da adenosina trifosfato (ATP), mantendo assim o equilibrio de eletrolitos e fluidos
(APERIA, 2007a; REINHARD et al., 2013) (Figura 2). A NKA é uma proteina membro da
superfamilia ATPase do tipo P, também esta envolvida na transducdo de sinal e modulacdo do
crescimento, apoptose, adesdo celular e motilidade, além de influenciar no transporte secundario
de moléculas como glicose, neurotransmissores, aminoacidos, agua e outros ions como H+,
Ca2+, ClI- (CLAUSEN et al., 2017).

Figura 2: Funcionamento da enzima NKA. A NKA acoplada a hidrdlise de ATP faz o
transporte ativo de 3 fons de Na* para fora da célula em troca de 2 ions de K* durante cada ciclo
enzimatico. A ouabaina ao se ligar a enzima inibe sua atividade.
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O complexo proteico da NKA possui trés subunidades, a subunidade alfa (a), beta (B) e
FXYD, também chamada gama (y). Existem quatro isoformas da subunidade a, trés da e sete
da subunidade FXYD (CLAUSEN et al., 2017). A subunidade o da NKA ¢é composta por
aproximadamente 1000 amino&cidos, tem um peso molecular proximo de 110 kDa, e uma
estrutura tridimensional com 10 dominios transmembrana, além de conter os sitios de ligacédo
para Na', K*, ATP, glicosideos cardiotonicos e inibidores especificos da enzima (KAPLAN,
2002; JORGENSEN et al., 2003). As diferencas na sequéncia de aminodcidos entre as
subunidades a sdo minimas, mas acabam por resultar em diferencas cruciais principalmente em
relacdo a sensibilidade a inibidores, como a ouabaina. Enquanto as isoformas a2 ou o3 possuem
um IC50 para ouabaina de 28,4 nM, as isoformas contendo subunidades a1 possuem um IC50 de
89,4 uM para 0 mesmo inibidor (NISHI et al., 1999). A subunidade p da NKA ¢ composta de
aproximadamente 370 aminoacidos e tem um peso molecular préximo de 55 kDa, com apenas
um dominio transmenbrana, onde a porcdo amino terminal esta exposta no citosol (KAPLAN,
2002; JORGENSEN et al., 2003). Por fim a subunidade y é composta por 58 aminoacidos ¢ tem
um peso molecular préximo a 6,5 kDa (THERIEN e BLOSTEIN, 2000).

A fungdo da NKA depende mais fortemente das partes internas, enquanto diferengas na
superficie permitem que as isoformas tenham suas proprias redes de interacdo (CLAUSEN et al.,
2017). Além disso, as diferentes combinagdes entre as isoformas das subunidades o e f formam
uma variedade de composic¢des para NKA, e séo diferentemente expressas em células de tecidos
especificos com caracteristicas funcionais otimizadas (KAPLAN, 2002). Estudos de purificacao
enzimatica demonstraram que as subunidades o e B sdo ambas essenciais para a atividade
enzimatica da NKA. A subunidade 8 tem papel na estabilizagdo da subunidade a, facilitando as
propriedades funcionais de afinidade por cations; além disso, na auséncia da porgdo 3 parece
improvavel que a subunidade a tenha atividade ATPasica (KAPLAN, 2002; JORGENSEN et al.,
2003).

Estudos sobre a fun¢do da subunidade y sdo controversos. Enquanto alguns trabalhos que
fazem a sua dissocia¢do do dimero af3, utilizando detergente nao i6nico, demonstraram que nao
houve alteragdo na atividade da bomba NKA, nem na sua afinidade por ouabaina ou na
expressdo funcional da enzima, demonstrando que a subunidade y ndo seria um componente
essencial (HARDWICKE e FREYTAG, 1981; DETOMASO et al., 1993; THERIEN e
BLOSTEIN, 2000). Outros estudos trazem que a reducao da subunidade y por técnica de RNA
antisense altera a afinidade da enzima NKA por ouabaina, Na*, K e ATP (BEGUIN et al., 1997;
JONES et al., 1997; THERIEN e BLOSTEIN, 2000).
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Esquematicamente, a bomba esta na forma E1 quando tem alta afinidade pelo Na*, e na
forma E2 quando tem alta afinidade pelo K*. A transicdo de E1 para E2 é acoplada a liberac&o
de adenosina difosfato (ADP), com abertura da porta externa e liberacdo dos 3 ions de sodio para
0 meio extracelular. O potassio pode entdo se ligar a partir do lado extracelular, entdo a porta
externa se fecha para ocluir os dois ions de potassio e o aspartato do dominio P ¢é desfosforilado.
A liberacgéo citoplasmatica dos ions de potassio e do proton (compensador da carga negativa do
local de ligacdo Unico para sodio), a ligacdo do ATP e a transacdo de volta a forma E1 fazem a
bomba estar pronta para outro ciclo (POULSEN et al., 2010) (Figura 3).

Em humanos o funcionamento da NKA ¢ responsavel por 30% do consumo total da
energia (APERIA, 2007a). No cérebro ha uma demanda massiva da atividade dessa enzima para
reverter o fluxo pds-sinaptico de sddio, reestabelecer os gradientes de sddio e potassio usados
para o disparo de potenciais de acdo, e em astrécitos auxilia na captacdo de neurotransmissores.
Na massa cinzenta estima-se que apenas um quarto da energia € usada para manutencdo da
funcbes normais, como sintese de proteinas e outras moléculas, enquanto o restante é consumido
pela NKA (ATTWELL e LAUGHLIN, 2001; CLAUSEN et al., 2017).

Figura 3: Esquema representativo do funcionamento da enzima NKA. A ligac&o de 3 ions
de Na* do lado citoplasmatico (E1) ativam sua fosforilagio produzindo um intermediario de alta
energia (E1P). A mudanga conformacional de E1P para o estado E2P leva & expulsdo ativa dos
fons de Na* e a ligacéo de 2 ions de K" no revestimento externo da enzima. A ligagdo dos ions
de K' desencadeia a desfosforilacdo enzimatica para recuperar o seu estado E1 ativo,
completando assim o ciclo catalitico.

Extracellular

E1 E1 [Na3] E1~P [Na3] E2~P /A E2~P k2] E2 k2]

Intracellular
Fonte: (BENARROCH, 2011).

Nos neurbnios a NKA pode consumir até 70 % da energia celular e o seu papel é crucial
nas exigéncias metabolicas basicas, em especial na funcdo de transmissdo do impulso nervoso,
além de atividades associadas, como o estabelecimento do potencial da membrana em repouso, a
recaptacdo de neurotransmissores e o efluxo de célcio (BLANCO e MERCER, 1998; HABIBA

et al., 2000). Células neuronais podem expressar uma Unica ou maltiplas isoenzimas resultante
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da associac¢do de diferentes heterodimeros entre subunidades o e p da NKA (HABIBA et al.,
2000). A isoforma o, é expressa de forma onipresente no tecido nervoso, enquanto a isoforma o3
¢ encontrada exclusivamente nos neur6nios ¢ a o2 é a isoforma caracteristica das células gliais e
geralmente ndo é expressa nos neurénios (MCGRAIL et al., 1991; CAMERON et al., 1994). Ja
a subunidade P1; ¢ expressa em neurbnios, enquanto a subunidade P, € expressa
predominantemente na glia e a B3 parece estar presente em neurdnios e glia (MALIK et al.,
1998).

Como os gradientes i6nicos séo de vital importancia para todos os tecidos, a perturbacéo
na atividade da NKA esta envolvida em diversas condicdes fisiopatologicas, como cancer
(DURLACHER et al., 2015), diabetes (VAGUE et al., 2004), insuficiéncia cardiaca
(SCHWINGER et al., 2003) e, em desordens neuroldgicas, como a epilepsia (JURKAT-ROTT
et al., 2004; POULSEN et al., 2010).

A NKA é um grande regulador da excitabilidade no cérebro (APERIA, 2007a). Ha
inimeras evidéncias apoiando a relacdo entre a diminuicdo da atividade da NKA e a
hiperexcitabilidade cerebral (HAGLUND e SCHWARTZKROIN, 1990; CLAPCOTE et al.,
2009). Um estudo do nosso grupo demonstra que a atividade da NKA correlaciona-se
positivamente com a laténcia para crises clonicas e generalizadas induzidas por PTZ
(MARQUEZAN et al., 2013). Subsequentemente, é vista uma diminuicdo da atividade da NKA
no hipocampo de camundongos 60 dias ap6s o SE, e esta reducdo parece estar associada com o
aumento da nitracdo da subunidade o (FUNCK et al., 2014). Interessantemente, a administragdo
intrahipocampal do anticorpo DRSSADb, responsavel por aumentar o transporte ativo da enzima
NKA, diminuiu a susceptibilidade para crises mioclénicas induzidas por PTZ em animais
epilépticos, enquanto que em animais saudaveis 0 mesmo anticorpo facilita o aparecimento de
crises induzidas por PTZ (FUNCK et al., 2015).

Sendo assim, recentes avancos na compreensdo dos mecanismos de regulacdo da
atividade da NKA tem levado ao desenvolvimento de ferramentas farmacoldgicas e moleculares
eficazes em aumentar ou prevenir a diminui¢édo da atividade da enzima, provendo a oportunidade
para testar a hipotese que a restauracdo da atividade da NKA seria um mecanismo de a¢do com
grande potencial para o tratamento de doencas neurologicas, incluindo a epilepsia e

comorbidades associadas.

3.2.1 Anticorpo DRSSAD na ativagdo da NKA
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Moduladores da NKA como glicosideos cardiotonicos sdo usados na pratica clinica para
o tratamento de insuficiéncia cardiaca congestiva e alguns tipos especificos de arritmias. Porém,
a acdo inibidora sobre a NKA limita o0 seu uso em condi¢cdes onde a enzima encontra-se com
atividade diminuida, como € o caso de muitas condi¢cdes neurolégicas (APERIA, 2007a;
BENARROCH, 2011). Evidéncias apontam para uma diminui¢do na atividade da NKA em
cortex cerebral de pacientes epilépticos e no hipocampo de camundongos em modelo de
epilepsia induzido por pilocarpina (RAPPORT et al., 1975; FUNCK et al., 2014).

Em busca de novas ferramentas farmacoldgicas e moleculares que visam o0 aumento ou
prevencdo da diminuicdo da atividade da NKA, chegou-se ao anticorpo DRSSAb. Produzido
pelo Dr. James W. Larrick e sua equipe no instituto de Pesquisa Panorama (Panorama Research),
localizado em Sunnyvale nos EUA, na regido do Vale do Silicio.

Através da identificacdo de um sitio de ativacdo da enzima NKA entre os aminoacidos
897 a 911 presentes na regido D-R que reside no interior do dominio extracelular entre H7-H8 da
subunidade o da NKA. Demonstrou-se que a regido *'DVEDSYGQQWTYEQR™™ é um
importante local de ativacdo da NKA, e a interacdo de anticorpo-antigeno é capaz de promover
uma fungdo catalitica da enzima ainda mais acelerada (XU, 2005) (Figura 4).

Figura 4: Local de ligacdo do anticorpo DRSSADb a regido o da enzima NKA (regido
circulada).

Cadeia o da enzima NKA

Fonte: (XU, 2005).
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A comparacdo do sequenciamento de aminoacidos na regido D-R € altamente
conservada, na isoforma a1 é idéntica em diferentes espécies, a semelhanca ¢ de 87% entre a1 e
ap e de 93% em comparagdo a isoforma ag, demonstrando que essa regido pode ser um sitio de
ativacdo universal, ja que o anticorpo foi produzido para interagir com essa sequéncia de
aminoacidos. Além disso, através da técnica de imunoprecipitacdo e Western blotting foi visto
alta especificacdo na ligacdo do DRSSAD ao sitio da NKA. E por microscopia imunofluerecente
e 0 uso de ouabaina marcada foi possivel demonstrar que a regido D-R ndo é um sitio de
interacdo entre a ouabaina e a enzima NKA, uma vez que o anticorpo DRSSAb ndo competiu
pelos sitios de ligacdo, nem preveniu a inativacao da enzima (XU, 2005).

IncubacGes com vesiculas cardiacas isoladas do coracdo de ratos demonstraram um
aumento da atividade da NKA com aumento das contraces celulares dos midcitos, revelando
que a ativagdo da NKA gera um efeito inotrépico positivo in vitro e in vivo, sugerindo que 0s
aminoacidos da regido de ligacao do anticorpo podem ser vitais para a atividade da enzima (XU,
2005; XU et al., 2006).

E provavel que a ligagdo de DRSSAD a regido D-R da enzima possa produzir mudancas
radicais na estrutura da NKA e simultaneamente diminuir a energia livre para muitas interaces
ndo covalentes envolvidas nas transi¢cbes conformacionais e, assim, uma diminui¢do na energia
de ativacdo da reacdo, além do aumento da afinidade por Mg?*/ATP. Resultando em um
aumento na taxa de reacdo, que em ultima andlise, pode levar a modificagdes da atividade
biol6gica da enzima (XU, 2005).

Em outro estudo em cardiomidcitos isolados, a ativacdo da NKA pelo anticorpo DRSSAb
pode produzir efeitos inotropicos positivos e cardioprotetores ativando a via das quinases
reguladas por sinais extracelulares. Salientando a importancia clinica desse anticorpo, ja que as
drogas disponiveis para o tratamento de insuficiéncia cardiaca mostram potenciais cardiotdxicos
(ZHENG et al., 2011).

Em um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, &€ demonstrado que na incubacdo de
homogeneizado hipocampal com DRSSAb em baixa concentragdo (1 uM) ha um aumento da
atividade total ¢ da subunidade o, da enzima NKA, aumentando a concentragdo do anticorpo (3
MM) o aumento da atividade da enzima ¢ total, na isoforma a1 ¢ também na isoforma a2/a3. Além
disso, experimentos in vivo onde é administrado DRSSAb no hipocampo de camundongos
observa-se uma diminuicdo a susceptibilidade a crise induzida por PTZ em animais epilépticos
(60 dias ap6s SE induzido por pilocarpina), em contrapartida a administracdo do mesmo

anticorpo no hipocampo de animais saudaveis facilita as crises induzidas por PTZ, demonstrando
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uma ténue regulacdo da enzima e que sua desregulagdo para qualquer direcdo passa a ser

prejudicial, contribuindo para o inicio das crises epilépticas (FUNCK et al., 2015).

3.2.2 Regulagdo inibitdria da agrina sobre a NKA

No SNC a diminuicdo da atividade da NKA afeta diretamente a sinalizacdo celular. A
ouabaina é um esteroide cardioténico extraido de plantas digitalicas com acdo inibidora sobre a
NKA (WHAYNE, 2018). Estudos demonstram que a ouabaina aumenta o influxo de célcio em
fatias de cérebro de porquinhos-da-india (FUJISAWA et al., 1965), causa convulsdo em
camundongos (JAMME et al., 1995), liberacdo de glutamato por reversdo do transportador
dependente Na* (LI e STYS, 2001) e provoca morte celular no hipocampo de ratos (LEES et al.,
1990). Além disso, a supressdo genética da NKA causa prejuizo ao aprendizado espacial e
aumento no comportamento tipico de ansiedade em camundongos (MOSELEY et al., 2007).

A agrina foi identificada como uma proteina capaz de interagir fisicamente com a NKA e
modular diretamente sua atividade. Ao ligar-se na subunidade a3 da enzima, a agrina inibe sua
atividade (HILGENBERG et al., 2006). Essa proteina foi primeiramente descoberta por induzir
0 acumulo de receptores para acetilcolina na juncdo pés-sindptica neuromuscular durante a
embiogénese (MAGILL et al., 1987; RUPP et al., 1992). A agrina ¢ uma proteoglicana de
heparan sulfato responsavel pela manutencdo e regeneracdo da juncdo neuromuscular e com
papel essencial na sua formacdo, porém a sua funcdo em outros tecidos como rim e sistema
imunoldgico ndo é clara. No SNC a agrina estd amplamente expressa, concentrando-se nas
sinapses interneurais, onde evidéncias apontam para funcGes durante o crescimento axonal e
sinaptogénese, e no desenvolvimento da barreira hematoencefalica (KROGER e SCHRODER,
2002).

Semelhancas morfoldgicas, bioguimicas e funcionais entre as junc¢fes neuromusculares e
as sinapses no SNC, juntamente com a ampla expressdo da agrina nesses tecidos, principalmente
durante o desenvolvimento, sugeriram que a agrina poderia desempenhar um papel similar na
formacdo das sinapses interneuronais ao desempenhado na jungdo neuromuscular. Assim,
demonstrou-se que a agrina esta concentrada na fenda sinaptica das sinapses interneurais
(KROGER e SCHRODER, 2002). Além disso, transcritos que codificam as isoformas de agrina
ndo estdo limitados aos neur6nios colinérgicos, sendo expressos ao longo do SNC tanto em
neurdonios quanto em células da glia. Os niveis transcricionais de agrina no SNC em
desenvolvimento sdo mais altos durante a fase de alongamento axonal e sinaptogénese, com

posterior decaimento, de modo que no cérebro adulto pequenas quantidades sdo expressas.
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Entretanto, a expressdo de RNA mensageiro para agrina em regides especificas do cérebro de
ratos adultos é aumentada apds a inducdo a crises convulsivas, sugerindo que a expressdo da
agrina pode ser regulada pela atividade neuronal (O'CONNOR et al., 1995; KROGER e
SCHRODER, 2002).

Embora o estudo da fungdo da agrina durante a sinaptogénese in vivo mostrou-se dificil,
uma vez que camundongos nocautes para agrina morrem ao nascimento e a sinaptogénese na
maioria das regides do cérebro inicia depois da primeira ou segunda semana pés-natal. N&o se
observou diferencas no nimero e morfologia das sinapses formadas no tecido hipocampal de
embrides de 18 dias de camundongos selvagens e nocautes para agrina (SERPINSKAYA et al.,
1999). Cultura de hipocampo ou cortex de camundongos nocaute para agrina também nao
apresentaram diferencas para de camundongos selvagens, com distribuicbes normais de
glutamato e receptores GABA e funcdo normal da transmisséo sinptica, o que poderia indicar
que a agrina ndo influencia de forma critica na sinaptogénese dos neurdnios, sugerindo que 0s
neurdnios no SNC usam de mecanismos diferentes dos moto neurdnios (KROGER e
SCHRODER, 2002).

Contrastando com os resultados obtidos em animais nocaute para agrina, a inibicdo aguda
da sua sintese por oligonucleotideos antisense ou anticorpos bloqueadores resulta em uma menor
formacédo de sinapses funcionais. Nesses experimentos foi visto uma diminui¢do no tamanho, na
frequéncia e na probabilidade de correntes excitatorias poOs-sinapticas em miniatura, entre
neurbnios vizinhos de culturas de células do SNC de animais selvagens. Além de um
comprometimento do desenvolvimento dendritico, inibicdo de agrupamento proteico associado a
sinapse e um ciclo de vesiculas sinapticas possivelmente comprometido (BOSE et al., 2000).
Assim, uma explicacdo para a sinaptogénese aparentemente normal no SNC de camundongos
com deficiéncia de agrina pode ser a ativagcdo de mecanismos compensatorios durante as fases
iniciais do desenvolvimento neuronal, sugerindo que a agrina é, no maximo, apenas um dos
varios reguladores possivelmente envolvidos na formacdo das sinapses interneuronais
(KROGER e SCHRODER, 2002).

Apesar de Hilgenberg e colaboradores (2006) reportarem que o fragmento terminal de 20
kDa da agrina se ligava a NKA a3 e causava a inibi¢cdo na sua atividade, esse experimento ndo
foi reproduzido, podendo os efeitos excitatorios da agrina ser por outros mecanismos ainda ndo
elucidados (KHORSHIDI, 2013). Contraditoriamente, também foram demonstrados efeitos
inibitérios no SNC para a agrina de 50 kDa, em experimentos que resultaram em reducdo da

alodinia e hiperalgesia com aumento da transmissao gabaérgica (CUI e BAZAN, 2010).
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A agrina € expressa em altos niveis nos cérebros de pacientes com Alzheimer,
representando o principal proteoglicano associado com as caracteristicas morfologicas da doenca
como emaranhados neurofibrilares, angiopatia amiloide cerebral e placas neuriticas (BOSE et
al., 2000). Em um experimento de imunoreatividade a agrina se mostrou colocalizada com
depositos de placas da proteina B-amiloide no cérebro de pacientes com Alzheimer. A ligacao da
agrina acelera a formagdo das placas f-amiloides, protegendo-as da protedlise e alterando sua
solubilizacdo, sugerindo que a agrina pode ndo ser apenas um componente estrutural das placas
senis, mas também um importante fator de deposicéo, agregacao e/ou persisténcia dessas placas
B-amiloides tendo um importante papel na progressdo do Alzheimer (COTMAN et al., 2000).

A neurotripsina € uma serina protease sindptica considerada essencial para o
estabelecimento e manutencdo das fungdes cerebrais cognitivas, ja que seres humanos sem essa
proteina funcional sofrem de retardo mental grave (STEPHAN et al., 2008). No cérebro, a agrina
é clivada pela neurotripsina em dois sitios, gerando os fragmentos de 90 kDa e 22 kDa, que sdo
responsaveis pelas diversas atividades da proteina. Analises morfol6gicas indicam que a
neurotripsina esta contida nos terminais pré-sinapticos e é externalizada dependendo da atividade
sinaptica, enquanto a agrina esta localizada no espaco extracelular ou préximo das sinapses.
Uma vez que a agrina demonstrou ter um papel importante na formacdo e manutencdo de
sinapses excitatorias no SNC, o seu local de clivagem na sinapse implica na regulacdo das
reorganizacles adaptativas dos circuitos sinapticos no contexto de fungdes cognitivas, como
aprendizado e memoria (STEPHAN et al., 2008). Indicando um complexo envolvimento da

agrina nas funcbes do SNC, assim como seu papel em doencas como a epilepsia.

3.3 HIPOTESE

Ao considerarmos que no SNC a diminuicdo da atividade da NKA afeta diretamente a
sinalizacdo celular, a sua manipulacdo farmacologica pode representar uma estratégia na busca
de esclarecimentos dos mecanismos envolvidos na epilepsia, ou até mesmo novas terapias.
Nossa hipotese de trabalho é que o anticorpo DRSSAb através da ativacdo da enzima NKA é
capaz de melhorar os parametros neuroquimicos e respostas comportamentais dos animais
epilépticos. Em relacdo a agrina, por ser uma proteina associada com a excitabilidade neuronal,
nossa hipotese € que seus niveis estariam aumentados nos animais epilépticos, e que esse

aumento facilitaria a ocorréncia das crises epilépticas.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

O desenvolvimento desta tese esta apresentado sob a forma de dois artigos cientificos,
um deles publicado no periddico Neuroscience e 0 outro submetido para o periodico
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acordo com as normas de cada revista. Em anexo a esta tese encontram-se a carta de aprovacao
do projeto de pesquisa pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Santa Maria (Anexo A) e a autorizagdo da editora para reproducdo de material sob
copyright (Anexo C).
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Abstract—Na*, K*-ATPase is an important regulator of brain excitability. Accordingly, compelling evidence indi-
cates that impairment of Na*, K*-ATPase activity contributes to seizure activity in epileptic mice and human with
epilepsy. In addition, this enzyme is crucial for plasma membrane transport of water, glucose and several chem-
ical mediators, including glutamate, the major excitatory transmitter in the mammalian brain. Since glucose hypo-
metabolism and increased glutamate levels occur in clinical and experimental epilepsy, we aimed the present
study to investigate whether activation of Na*, K*-ATPase activity with specific antibody (DRRSAb) would
improve glucose uptake and glutamate release in pilocarpine-treated mice. We found decreased uptake of the glu-
cose fluorescent analog 2-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)amino]-2-d i-o-gl (2-NBDG) in cerebral
slices from pilocarpine-treated animals. Interestingly, decreased 2-NBDG uptake was not detected in DRRSAb-
treated slices, suggesting a protective effect of the Na*, K*-ATPase activator. Moreover, DRRSAb prevented
the increase in glutamate levels in the incubation media of slices from pilocarpine-treated mice. In addition,
in vivo intrahippocampal injection of DRRSADb restored crossing activity of pilocarpine-treated mice in the
open-field test. Overall, the present data further support the hypothesis that activation of the Na*, K*-ATPase
is a promising therapeutic strategy for epilepsy. ©@ 2018 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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INTRODUCTION

The Na*, K*-ATPases constitute a family of plasma
membrane proteins which have a crucial role in
maintaining ionic homeostasis in virtually all mammalian
cells (Aperia, 2012). By adjusting the gradient of Na*
and K™ across the plasma membrane, this enzyme indi-
rectly modulates the intracellular concentration of other
ions such as Ca®*, CI"and H*, as well as the transmem-
brane movement of water, glucose and several chemical
mediators (Aperia, 2012). In the brain, the Na®, K*-
ATPase is a major regulator of neuron excitability, being
a primary contributor to the electrochemical gradient
underlying neuronal after-hyperpolarization and resting
potential (Gulledge et al.. 2013). Moreover, Na*-
coupled secondary transport of glutamate, the major exci-
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Abbreviations: 2-NBDG, 2-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-iljamin
o}-2-desoxi-n-glucose; aCSF, arlificial cerebrospinal fluid; AMC,
aminomethylcoumarin; FRAP, ferric-reducing antioxidant power; SE,
status epilepticus; TLE, temporal lobe epilepsy.
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0306-4522/© 2018 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All nights reserved.

tatory neurotransmitter in the mammalian brain, largely
depends on the activity of the Na*®, K*-ATPase. Further-
more, glutamate transporters and Na*, K*-ATPases are
part of a macromolecular complex which regulates gluta-
matergic neurotransmission (Rose et al., 2009).

Many neurological disorders have been associated
with changes in the activity of the Na*, K*-ATPases
(Aperia, 2007; Benarroch, 2011; Holm et al., 2016). For
instance, reduced Na*, K*-ATPase activity contributes
to the initiation andfor spreading of seizures in epileptic
mice and human epilepsy (Clapcote et al., 2009;
Poulsen et al.. 2010; Holm et al., 2016). Moreover,
decreased Na®, K*-ATPase activity has been found in
the epileptic human cerebral cortex (Rapport et al,
1975) and in the hippocampus of mice in the pilocarpine
post-status epilepticus (SE) model of epilepsy (Funck
et al., 2014). Altogether, these clinical and experimental
findings may support Na*, K*-ATPase as an interesting
target for epilepsy. In support of this point, we and others
recently reported that intrahippocampal injection of
DRRSADb, a site-specific antibody which activates the
Na*, K*-ATPase (Zheng et al, 2011; Funck et al.,
2015), decreased seizure susceptibility in post-SE mice
(Funck et al., 2015).
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Considering that glucose hypometabolism and
increased glutamate levels are typically found in
temporal lobe epilepsy (TLE) in humans (Cavus et al,
2005; Boling et al., 2008) and experimental models
(Upreti et al., 2012; Zhang et al., 2015), and that these
neurochemical parameters depend on the activity of the
Na*, K*-ATPase, we sought to investigate the effect of
DRRSAb antibody on glucose uptake and glutamate
release in post-SE mice. In addition, since behavioral
comorbidities are difficult to treat in many patients with
epilepsy (Berg et al., 2017), and Na*, K*-ATPase activity
modulates locomotor activity, anxiety- and depressive-like
behavior (Moseley et al., 2007; Kirshenbaum et al., 2011),
we evaluated the effect of DRRSAb antibody on behav-
ioral tests in post-SE mice.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals

Ninety-three male C57BL/6 mice (20- to 25-g; 35- to 45-
day-old) from the institutional vivarium of the Federal
University of Santa Maria were used. Animals were kept
under an artificial light=dark cycle (lights on from 7:00 to
19:00) and in a room with controlled temperature (22 +

3 °C). Mice had free access to filtered water and rodent
chow (Purotrato™, Santa Mara, RS, Brazil).
Experimental design was planned to keep the number of
animals to a minimum as well as to minimize their
suffering. Studies were conducted in accordance with
national and international legislation (guidelines of
Brazilian Council of Animal Experimentation = CONCEA
- and of U.S. Public Health Service's Policy on Humane
Care and Use of Laboratory Animals), and with the
approval of the Ethics Committee for Animal Research
of the Federal University of Santa Maria (protocol
number 6262060616).

DRRSAbD antibody
The polyclonal rabbit antibody DRRSAb binds to an
activation site located at the

S7DVEDSYGQQWTYEQR®'"" (D-R) region of the -
subunit of the Na*, K*-ATPase (Zheng et al., 2011).
Binding of DRRSAD alters Na*, K*-ATPase conforma-
tion and increases its Mg?*/ATP affinity, augmenting
Na*/K* transport (Xu. 2005). The batch used in the pre-
sent study was kindly provided by Dr. James W. Larrick
(Panorama Research Inc., Sunnyvale, CA, USA). The
concentration and schedule for DRRSADb incubation was
based on the literature (Zheng et al., 2011; Funck et al.,
2015) and on pilot experiments. Doses and schedule for
in vivo injection of DRRSAb was based on our previous
study (Funck et al., 2015).

Pilocarpine-induced SE

To induce SE we used a ramping protocol based on
repetitive administration of low doses of pilocarpine
(100 mg/kg, i.p.) (Groticke et al., 2007). Importantly, this
approach has been shown to increase the number of mice
displaying SE and to reduce mortality after SE. Briefly,
thirty minutes before the injections of pilocarpine, mice

received methylscopolamine (1 mg/kg, i.p.) to minimize
peripheral cholinergic effects. Pilocarpine hydrochloride
(Sigma=Aldrich, St. Louis, Missouri) was dissolved in
0.9% NaCl to 10 mg/mL and intraperitoneally adminis-
tered every 20 min until onset of SE. Regarding this point,
after injection of pilocarpine animals displayed a diverse
behavioral repertoire (“limbic seizures”) that included tre-
mor or twitches involving head, limbs andfor whole body,
forelimb andjor tail extensions (Winawer et al., 2011). In
this context, SE was defined by occurrence of continuous
limbic seizures starting after a generalized seizure. The
total number of pilocarpine injections was limited to 6
injections per animal. After 60 min of SE diazepam (10
mg/kg. i.p.) was injected to quell SE severity (Gualtieri
et al, 2012). Age-matched controls received
methylscopolamine and diazepam, but received only
0.9% NaCl instead of pilocarpine. In attempt to maximize
animal welfare after SE all mice received softened chow
and fresh fruits (apples and bananas) and daily injections
of Ringer's solution (containing 5% dextrose) for three
days following the SE or control procedure.

Hippocampal slices

All in vitro experiments were carried out on hippocampal
slices since decreased Na®, K*-ATPase activity has
been found in this brain area after pilocarpine-induced SE
(Funck etal., 2014). Horizontal slices (350-um-thick) of hip-
pocampi and associated entorhinal cortices were prepared
(Upreti et al., 2012) from pilocarpine-treated and age-
matched control mice 40-60 days after SE. Mice were
decapitated and their brains were rapidly obtained and
immersed in ice-cold sucrose-based cutting solution
(inmM: 87 NaCl, 25 NaHCOj;, 10 glucose, 75 sucrose,
2.5 KCI, 1.25 NaH,PO,, 0.5 CaCl; and 4 MgCl,). Slicing
procedures were performed at 4 °C using a VT1000S
vibratome (Leica, Wetzlar, Hesse, Germany). Slices were
kept in cutting solution at 32 °C for 30 min, and then trans-
ferred to a holding chamber at room temperature contain-
ing artificial cerebrospinal fluid (aCSF; in mM: 125NaCl,
2.5KCl, 1.25NaH,PO,4, 1 MgCl,, 2CaCl,, 25NaHCO3,
25 glucose and 10 sucrose). The solutions used for slice
preparation and incubation were adjusted to pH 7.4, 290-
310 mOsM and continuously aerated with carbogen (95%
0,/5% CO,). Slices were allowed to rest and equilibrate
for at least 60 min before starting an experiment. Slice via-
bility was checked in every experiment by measuring LDH
release in the incubation media (Oliveira et al., 2009).

Glucose uptake

Glucose uptake was measured in hippocampal slices using
the glucose fluorescent analog 2-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,
3-diazol-4-il)amino]-2-desoxi-o-glucose (2-NBDG)
according to the methodology described by Itoh et al.
(2004) with brief modifications. After a 60-min equilibration
period the hippocampal slices from control and pilocarpine-
treated animals were transferred to individual tubes (2-3
slices per treatment) and preincubated for 15 min in either
aCSF (control) or DRRSAD (3 pM). After preincubation the
medium of all tubes was replaced by aCSF containing 2-
NBDG (30 pM) and incubation was continued for 15 min.
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Following incubation, slices were gently washedin aCSF to
allow removal of residual nonphosphorylated 2-NBDG.
After washing slices were homogenized in 30 mM Tris—
HCI buffer (pH = 7.4), centrifuged at 3000g for 10 min
and protein of supematant was adjusted to 0.1 mg/mL. Flu-
orescence was measured in a FlexStation 3 Multi-Mode
Microplate Reader (Molecular Devices, San Jose, CA,
USA) (excitation at 485 nm and emission at 538 nm) and
the amountof 2-NBDG was calculated based on a standard
curve. To minimize inter-day variability, data were normal-
ized to daily average values of control slices incubated
respectively with aCSF or DRRSADb.

Glutamate release

The release of glutamate by hippocampal slices was
measured according to the methodology described by
Takemiya et al. (2011). After a 60-min equilibration period
the hippocampal slices from control and pilocarpine-
treated animals were transferred to individual tubes (2-3
slices per treatment) and incubated for 30 min in either
aCSF (control) or DRRSAD (3 pM). After incubation, the
medium of all tubes was collected and the protein of the
supernatant was adjusted to 0.1 mg/mL. The amount of
glutamate released in the medium was quantified in
microplates using a commercially available fluorometric
kit (Amplex® Red Glutamic Acid/Glutamate Oxidase
Assay Kit, ThermoFischer Scientific) per manufacturer's
instructions. Fluorescence readings were carried out in
a FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular
Devices, San Jose, CA, USA) (excitation at 544 nm and
emission at 590 nm).

Redox potential

Total redox potential of hippocampal slices was estimated
through the ferric-reducing antioxidant power (FRAP)
method (Bolanos de la Torre et al., 2015). After a 60-min
equilibration period the hippocampal slices from control
and pilocarpine-treated animals were transferred to individ-
ual tubes (2-3 slices per treatment) and incubated for 30
min in either aCSF (control) or DRRSAD (3 uM). At the
end of the incubation, slices were homogenized in aCSF
and homogenate protein was adjusted to 0.1 mg/mL.
FRAP assays were carried out in a medium containing
25 ulL of hippocampal homogenate and 275 ulL of freshly
prepared FRAP working solution (prepared by mixing 25
mL of 300 mM acetate buffer pH 3.6, 2.5 mL of 10 mM
2,4 6-tripyridyl-s-triazine and 2.5 mL of 20 mM ferric chlo-
ride). After incubation for 60 min at 37 °C, absorbance
was read at 593 nm in a FlexStation 3 Multi-Mode Micro-
plate Reader (Molecular Devices, San Jose, CA, USA).

Caspase-3 assay

Activity of caspase-3 was measured in hippocampal
slices using a commercially available fluorometric kit
(EnzChek® Caspase-3 Assay Kit #1, Z-DEVD-AMC
substrate, ThermoFischer Scientific) per manufacturer's
instructions. After a 60-min equilibration period, the
hippocampal slices from control and pilocarpine-treated
animals were transferred to individual tubes (2-3 slices

per treatment) and incubated for 30 min in either aCSF
(control) or DRRSAb (3uM). At the end of the
incubation period, slices were homogenated in 30 mM
Tris=HCI buffer (pH = 7.4) and protein of homogenates
was adjusted to 0.1 mg/mL. An aliquot of homogenate
(50 puL) was mixed with 50 uL of freshly prepared
working solution and incubated for 60 min at 37 °C. The
amount of aminomethylcoumarin (AMC) derived from
the substrate Z-DEVD-AMC after caspase-3 cleavage
was quantified in microplates. Fluorescence readings
were carried out in a FlexStaton 3 Multi-Mode
Microplate Reader (Molecular Devices, San Jose, CA,
USA) (excitation at 355 nm and emission at 460 nm).

In vivo experiments

The effect of DRRSAb on pilocarpine-treated and age-
matched control mouse performance in the open-field or
sucrose splash tests was evaluated 40-60 days after
SE. Details of the surgical procedures required for
cannula implantation and intrahippocampal injections
are described in detail elsewhere (Funck et al., 2015).
Behavioral experiments occurred 5-7 days after surgery.
Intrahippocampal injections were performed over a 1-min
period by using a 30-gauge needle protruding 1 mm
below the guide cannula. Five minutes after the intrahip-
pocampal injection the animals were placed in a round
open-field apparatus (56 cm in diameter), which had its
floor divided into 10 equal areas. The number of crossed
areas (crossing) was recorded for 10 min to evaluate
spontaneous locomotor activity and anxiety-like behavior.
Immediately after the open-field test animals were sub-
jected to the sucrose splash test (Isingrini et al., 2010).
In this test, each mouse received a squirting of a 10%
sucrose solution on the dorsal coat, and the time spent
grooming was recorded for a period of 5 min as an index
of self-care and motivational behavior (Isingrini et al.,
2010).

Statistical analyses

A two-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Bonferroni's multiple comparisons test was used to
analyze all data. In all cases a probability of P < 0.05
was considered significant.

RESULTS
Effect of DRRSADb on glucose uptake by brain slices

To investigate whether DRRSAb antibody would alter
glucose uptake in combined hippocampal entorhinal
cortex slices we measured the uptake of the glucose
fluorescent analog 2-NBDG in cerebral slices from
pilocarpine-treated animals. The effect of DRRSAb on
glucose uptake is shown in Fig. 2. Levels of 2-NBDG in
slices from pilocarpine-treated animals were decreased
in comparison to slices from age-matched controls. The
decrease in 2-NBDG uptake was not detected in
DRRSAb-incubated slices from pilocarpine-treated
animals, suggesting a protective effect of the Na*, K*-
ATPase activator.
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Fig. 1. DRRSAb prevents the decrease in glucose uptake in
hippocampal slices of pilocarpine-treated mice. In this set of exper-
iments the amount of the glucose fluorescent analog 2-NBDG was
measured following incubation of hippocampal slices with DRRSAb
(3 uM) for 30 min. Data are presented as mean + SEM forn = 5in
each group, from three different experi The isk indi a
statistically significant difference (P < 0.05) compared with the
control group.

Effect of DRRSAbD on glutamate release by brain
slices

In the second set of experiments we evaluated whether
incubation of brain slices with DRRSAb antibody would
alter glutamate release in the incubation media. Fig. 1
shows the effect of incubation with DRRSAb on
glutamate release from combined hippocampal
entorhinal cortex slices. Slices from pilocarpine-treated
animals had higher levels of glutamate in the
supernatant than slices from age-matched controls.
Incubation with DRRSAb prevented the increase in
glutamate levels in the incubation media of slices from
pilocarpine-treated mice.

Effect of DRRSAbD on viability of brain slices

To investigate whether SE changes in glutamate release
or glucose uptake mitigated by DRRSAb was due to
differences in the viability of slices, we measured a
series of parameters related to redox potential (FRAP,
Fig. 3A), apoptosis (caspase-3 activity, Fig. 3B) and
plasma membrane integrity (LDH release in the
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Fig. 2. DRRSAb p the i in levels in

hippocampal slices of pilocarpine-treated mice. In this set of exper-
iments glutamate levels were measured following incubation of
hippocampal slices with DRRSAb (3 uM) for 30 min. Data are
presented as mean + SEM for n = 5-7 in each group, from three
different experi The isk indi a statistically significant

difference (P < 0.05) compared with the control group.

incubation media, Fig. 3C). Under our present
experimental conditions, no significant differences
between slices from control and pilocarpine-treated
animals or between aCSF- and DRRSAb-treated slices
were found. Altogether, these results suggest that
increased glutamate release and decreased glucose
uptake in the slices from pilocarpine-treated animals, as
well as the protective effects of DRRSAb were not due
to differences in viability of hippocampal slices.

Effects of DRRSAb on mice behavior

Since the in vitro experiments revealed beneficial effects
of DRRSAb on glutamate release and glucose uptake,
and a previous study showed anticonvulsant-like effects
of this antibody in vivo (Funck et al., 2015), we evaluated
whether the intrahippocampal injection of DRRSAb would
alter the behavior of mice in the open-field or sucrose
splash tests. As expected, pilocarpine-treated mice exhib-
ited fewer crossings (Fig. 4A) than controls. Interestingly,
intrahippocampal injection of DRRSAD protected against
the decreased number of crossings. In the sucrose splash
test, pilocarpine-treated mice spent less time engaged in
dorsal grooming behavior (Fig. 4B). The intrahippocampal
injection of DRRSAD did not affect licking time in control or
pilocarpine-treated animals.

DISCUSSION

Glutamate is a major excitatory neurotransmitter which
plays a fundamental role in several brain functions, from
learning and memory to neurodegeneration (Lau and
Tymianski. 2010). Accordingly, a fine-tuning regulation
of release, uptake and recycling of glutamate is required
to maintain the levels of this neurotransmitter within the
physiological range and therefore below a toxic level
(Danbolt et al., 2016). In this context, increase in extracel-
lular glutamate levels has been considered as a key factor
in neurological disorders, including epilepsy. In fact, extra-
cellular glutamate levels in the hippocampus of patients
with refractory TLE increase dramatically not only during
spontaneous seizures (During and Spencer, 1993), but
are also abnormally elevated in the interictal period, under
basal conditions (Cavus et al., 2005). Moreover, micro-
dialysis trials in refractory TLE patients revealed a signif-
icant negative correlation between extracellular glutamate
in the epileptogenic hippocampus and hippocampal vol-
ume (Cavus et al., 2008), further supporting the deleteri-
ous role of elevated levels of glutamate in epilepsy. In
the present study, we found increased levels of glutamate
in the incubation media of hippocampal slices from
pilocarpine-treated animals, which is consistent with ele-
vated levels of glutamate in basal, unstimulated condi-
tions in the epileptic brain. Importantly, incubation with
DRRSAD prevented the increase in glutamate, indicating
that activation of Na*, K*-ATPase in the hippocampus
of pilocarpine-treated mice may constitute a novel mech-
anism to normalize glutamate levels suggesting a poten-
tial target for new treatment strategies.

Glucose hypometabolism has been demonstrated in
the hippocampus of patients with refractory TLE (Boling
et al., 2008) and in the pilocarpine rat model of epilepsy
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form of depressive- or anhedonia-
like behavior (Isingrini et al., 2010).
Epilepsy in the pilocarpine model
is characterized not only by
spontaneous seizures, but also by
¢ Conel abnormal behaviors resembling that
of patients, and therefore it has been
very useful to the study of the
relationship between epilepsy and
behavioral comorbidiies (Curia
et al., 2008). In the present study,
we found that pilocarpine-treated
mice exhibited a lower number of

Fig. 4. Effect of DRRSAD on mica pedormance in the open—ﬁeld and sucrose splash tests. Inthis  crossings in the open field and

set of il mice ived an i

number of crossings, and (B) time spent i in dorsal ickl;g was

of DRRSAD (1 pg/site) and the (A)
ded. Data are p

decreased time spent in dorsal lick-

The ik i ing. Such altered behaviors are con-

mean + SEM for n = 6-8 in each group, from three different

a statistically significant difference (P < 0.05) compared with the

(Zhang et al., 2015). Although glucose hypometabolism
has been traditionally associated with neuronal loss,
increasing evidence indicates that it may also be a conse-
quence of neural plasticity in the epileptic brain rather
than tissue damage, and therefore may contribute to the
ongoing epileptic network (Zhang et al., 2015). In fact,
impairment of energy production impacts synaptic trans-
mission and several processes which may be relevant
to the generation and propagation of seizures in acquired,
chronic epilepsy (Zsurka and Kunz, 2015). In this context,
the glucose uptake protective effect of DRRSAb antibody
in the slices from pilocarpine-treated animals may be of
relevance for future treatment strategies.

The open-field test is frequently used to evaluate
locomotion, exploration, anxiety, and risk assessment in
laboratory animals (Prut and Belzung, 2003). When
placed in a novel environment, rodents tend to actively
explore the area. Accordingly, decreased anxiety often
results in increased exploratory activity, whereas
increased anxiety causes the opposite behavior. In addi-
tion to the open-field test, here we carried out the sucrose
splash test, which has been increasingly employed to
investigate self-care and motivational behavior in rodents.
Squirting a 10% sucrose solution on mice dorsal coat
causes discomfort, and induces grooming behavior. This
test has been pharmacologically validated, and
decreased time spent in licking behavior is considered a

control group. sistent with previous reports in the
pilocarpine model of epilepsy, and
may either indicate increased anxiety,
depressive-like behavior or a mixture
of both (Prut and Belzung, 2003). In this context, it is inter-
esting to note that intrahippocampal injection of DRRSAb
restored the number of crossings to the level of control
animals, indicating a possible beneficial effect on the
behavior of pilocarpine-treated mice. Although apparently
small, we believe this effect cannot be underrated, since
behavioral comorbities of epilepsy are often pharmacore-
sistant and difficult to treat (Kiee et al., 2015). On the
other hand, it is not clear why DRRSAD restored crossing
behavior but did not change mice performance in the
splash test. One possibility is that behavioral alterations
related to depressive-like behavior are more profound
and difficult to treat. Regarding this point, it is interesting
to note that depressive-like behavior in pilocarpine-
treated mice is resistant to the classical and highly effec-
tive antidepressant Fluoxetine (Mazarati et al., 2008).

CONCLUSION

In the present study incubation with the Na*, K*-ATPase
activator DRRSADb restored to normal the increase in
glutamate release and decrease in glucose uptake
observed in hippocampal slices from pilocarpine-treated
animals. In addition, in vivo intrahippocampal injection of
DRRSAb increased the number of crossings of
pilocarpine-treated animals in the open-field test.
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Collectively, these results constitute novel, further
evidence for a role of the activation of the Na*, K*-
ATPase as a novel target for the treatment of epilepsy.
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5 MANUSCRITO

O manuscrito apresentado nessa tese foi submetido a revista Experimental Neurology
(Anexo B).
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Abstract

Na®, K'-ATPase is an important regulator of brain excitability, and changes of Na”,
K*ATPase activity contribute to seizure activity in epileptic mice and human with epilepsy.
Agrin is a protein implicated in several processes in the central nervous system, including
synaptogenesis and control of neuronal excitability. It also physically interacts with Na",
K*ATPase and decrease its activity. However, knowledge about the potential role of Agrin in
epilepsy remains limited. Therefore, we examined agrin expression after pilocarpine-induced
status epilepticus (SE) and tested the hypothesis that agrin facilitates seizure activity induced by
low dose pentylenetetrazol (PTZ) in naive and epileptic animals. Hippocampal agrin levels did
not change 24 hours after SE. On the other hand, agrin levels decreased by 43 % when assessed
14 days after SE. Conversely, levels of agrin in mice hippocampus increased by 71 % 60 days
after SE. We also investigated the immunoreactivity of neurotrypsin, a key protease involved in
agrin metabolism. However, no changes in neurotrypsin immunoreactivity were detected 1, 14 or
60 days after pilocarpine-induced SE. Regarding seizure susceptibility, intrahippocampal
injection of recombinant agrin (1 pg/hippocampus) did not affect PTZinduced convulsions in
age-matched control mice. On the other hand, agrin decreased the latency to myoclonic seizures
in post SE mice compared to age-matched controls. The latency to tonic-clonic seizures or its
severity were not altered by agrin injection. In summary, present data indicate agrin expression
changes after pilocarpine-induced SE, and that agrin injection increases seizure susceptibility in
post SE mice. Altogether, these results suggest agrin may constitute a pharmacological target

for regulate brain excitability after SE and possibly in epilepsy.

Key words: Agrin, status epilepticus, epilepsy, pilocarpine, hyperexcitability
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Introduction

Epilepsy is a chronic neurological disease with an incidence of approximately 1% in the
general population (BANERJEE e HAUSER, 2007; DICHTER et al.,, 2007). The most
prominent feature of epilepsy is the occurrence of epileptic seizures. These result from excessive
and synchronous paroxysmal discharges of groups of neurons in the brain and cause enormous
damage to the quality of life of the affected patients and of their families. In this context, while
anticonvulsant therapy promotes the control of epileptic seizures in approximately 60-70% of
patients, seizures remain uncontrollable in a significant number of individuals, even with the use
of various drugs and different treatment regimens. In these refractory patients, the surgical
resection of the cerebral epileptic focus becomes the last and most arduous therapeutic
alternative (BEN-MENACHEM et al., 2007).

One of the possible candidate for pharmacological targeting in epilepsy therapy is the
Na®, K'-ATPase (EC 3.6.3.9) (APERIA, 2007b; BENARROCH, 2011). Na*, K*-ATPase is a
plasma membrane protein that plays a crucial role in the maintenance of cellular ion homeostasis
(SKOU e ESMANN, 1992; APERIA, 2012). The basic reaction catalysed by Na*, K*-ATPase is
the export of three Na* ions to the extracellular medium and the import of two K" ions to the
intracellular medium using energy from adenosine triphosphate (ATP) (SKOU e ESMANN,
1992; APERIA, 2012). By regulating the Na* and K* gradient across the plasma membrane, Na",
K*-ATPase indirectly modulates the intracellular concentration of other ions, such as Ca®*, CI
and H*, and of water, glucose and several neurotransmitters (SKOU e ESMANN, 1992;
APERIA, 2012). Therefore, changes in Na*, K'-ATPase activity directly affects cell signalling
via neurotransmitters and neuronal excitability, as well as animal behaviour (MOSELEY et al.,
2007).

In recent years, several proteins have been found capable of physically interacting with
Na’, K'-ATPase and directly modulate its activity. Among these proteins is Agrin

(HILGENBERG et al., 2006), which has been reported to inhibit of Na*, K*-ATPase activity.
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Agrin was originally identified as a key chemical mediator in the biogenesis of the
neuromuscular junction, where it induces post-synaptic accumulation of nicotinic receptors
(MAGILL et al., 1987; RUPP et al., 1992). In addition to the participation in the development of
the neuromuscular junction, Agrin has been implicated in several processes in the central
nervous system, including synaptogenesis and control of neuronal excitability (COHEN et al.,
1997; HILGENBERG et al., 2002). In this context, it has been shown that heterozygous mice for
the gene encoding Agrin are less sensitive to the acute administration of excitoxin kainic acid,
suggesting a role for this protein in acutely induced epileptic seizures in naive animals
(HILGENBERG et al., 2002). However, the potential role of Agrin in epilepsy remains
unknown. Therefore, we examined agrin expression after pilocarpine-induced status epilepticus
(SE) and tested the hypothesis that agrin facilitates seizure activity induced by low dose

pentylenetetrazol (PTZ) in naive and epileptic animals.

Methods
Animals

Male C57BL/6 mice (20-25 g) from the Federal University of Santa Maria were used.
Animals were kept under an artificial light-dark cycle (lights on from 7:00 to 19:00) and in a
room with controlled temperature (22 + 3 °C). Mice had free access to filtered water and
standard lab chow (Purotrato™, Santa Maria, RS, Brazil). Experimental design was planned to
keep the number of animals to a minimum as well as to minimize their suffering. Studies were
conducted in accordance with national and international legislation (guidelines of Brazilian
Council of Animal Experimentation — CONCEA — and of U.S. Public Health Service’s Policy on
Humane Care and Use of Laboratory Animals), and with the approval of the Ethics Committee
for Animal Care and Use of the Federal University of Santa Maria (protocol number

6262060616/2016).



43

Pilocarpine-induced SE

To induce SE we used a ramping protocol based on repetitive administration of low doses
of pilocarpine (100 mg/kg, i.p.) (GROTICKE et al., 2007). This approach increase the number of
mice displaying SE and to reduce mortality after SE. Briefly, thirty minutes before the injections
of pilocarpine, mice received methylscopolamine (1 mg/kg, i.p.) to minimize peripheral
cholinergic effects. Pilocarpine hydrochloride (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) was
dissolved in 0.9% NaCl to 10 mg/mL and intraperitoneally administered every 20 min until onset
of SE, defined by occurrence of continuous limbic seizures starting after a generalized seizure.
After 60 min of SE, diazepam (10 mg/kg, i.p.) was injected to quell SE severity (GUALTIERI et
al., 2012). Age-matched controls received methylscopolamine and diazepam but received 0.9%
NaCl instead of pilocarpine. In attempt to maximize animal welfare after SE all mice received
softened chow and fresh fruits (apples and bananas) and daily injections of Ringer's solution

(containing 5 % dextrose) for three days following the SE or control procedure.

Western blotting

Agrin and neurotrypsin immunoreactivities at different timepoints after pilocarpine-
induced SE were evaluated by western blot according to (FUNCK et al., 2014), with minor
modifications. In summary, hippocampus was dissected out and homogenized in T-PER Protein
Extraction Reagent (Pierce, Rockford, IL). Total protein was measured using a standard BCA kit
(Pierce, Rockford, IL). After adjusting protein content to 1 pg/pl, 20 pg total protein was
subjected to 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to 0.2 pm
nitrocellulose membranes. Membranes were blocked with 5% (w/v) bovine serum albumin and
incubated overnight with primary antibodies raised against Agrin (1:1.000) (R&D Systems,
catalog #AF550) or neurotrypsin (Santa Cruz Biotechnology, catalog #sc-241572). After
washing membranes were incubated for 1 h with HRP-linked secondary antibodies and

developed for luminescence (Clarity ECL, Bio-Rad) in a Gel Logic 6000 PRO system
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(Carestream Molecular imaging, Woodbridge, CT, USA). After antibody stripping, membranes
were probed for B-actin (Santa Cruz Biotechnology, catalog #sc-47778). Blots were quantified
with ImageJ software (RIID: nif-0000-30467). Kaleidoscope Prestained Protein Standards (Bio-
Rad; catalog #1610375) were used for molecular weight guidance and actin immunoreactivity

served as the loading control.

Seizure susceptibility testing

In order to investigate the effect of agrin on long-term seizure susceptibility after an
episode of status epilepticus (SE), we assessed seizure behavior induced by a low dose of PTZ
(30 mg/kg, i.p.). The effect of recombinant agrin (1 pg, intrahippocampal) (R&D Systems,
catalog #550-AG) on provoked seizures in pilocarpine-treated and age-matched controls was
evaluated 50-60 days after SE. Details of the surgical procedures required for cannula
implantation and intrahippocampal injections are described in detail elsewhere (WILLIS et al.,
2010; FUNCK et al., 2015). Seizure susceptibility experiments occurred 5-7 days after surgery.
Intrahippocampal injections were performed over a 1-min period by using a 30-gauge needle
protruding 1 mm below the guide cannula. Fifteen min after the intrahippocampal injection the
animals were placed in acrylic boxes and seizure behavior was evaluated for 15 minutes.
Latencies to the first myoclonic and to the first tonic-seizure as well as maximal Racine score
were recorded. Doses and schedules for agrin administration were chosen based on pilot

experiments.

Statistical analyses

All data was analyzed by two-tailed unpaired Student’s t test. A probability of P < 0.05

was considered significant. Statistical values are shown only when significant.

Results
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To investigate whether agrin expression changes after an epileptogenic event (e.g.
pilocarpine-induced SE) we examined its protein levels (110 kDa agrin) in the hippocampus of
post SE mice and age matched controls (Figure 1A). Hippocampal agrin levels did not change 24
hours after SE. On the other hand, agrin levels decreased by 43 % when assessed 14 days after
SE [t(11) = 2.580; P = 0.0256]. Conversely, levels of agrin in mice hippocampus increased by 71
% 60 days after SE [t(12) = 3.040; P = 0.0103].

Since agrin levels were altered after SE, we examined the immunoreactivity of
neurotrypsin, a key protease involved in the formation of smaller, neuroactive fragments of agrin
(REIF et al.,, 2007b; STEPHAN et al., 2008). However, no changes in neurotrypsin
immunoreactivity were detected 1, 14 or 60 days after pilocarpine-induced SE (Figure 1B).

In order to investigate the potential effects of altered levels of agrin on brain excitability
after SE, we evaluated seizure susceptibility to a low dose of PTZ (30 mg/kg). Figure 2 shows
the effect of intrahippocampal injection of recombinant agrin on PTZ-induced convulsions in
control mice. In this experiment, no effects of agrin on the latency to myoclonic and tonic-clonic
seizures or in the severity of tonic-clonic seizures were detected. On the other hand, statistical
analysis revealed that agrin (1 pg/hippocampus) decreased the latency to myoclonic seizures in
post SE mice compared to age-matched controls [t(12) = 3.134; P = 0.0086] (Figure 3A). The
latency to tonic-clonic seizures or its severity were not altered by agrin injection (Figures 3B and

3C, respectively).

Discussion

Agrin is a large proteoglycan that plays a major role in the development of the
neuromuscular junction during embryogenesis (KROGER e SCHRODER, 2002). In addition,
agrin is widely expressed and concentrated at interneuronal synapses of the central nervous
system, where it plays a role during synaptogenesis and development of the blood-brain barrier

(KROGER e SCHRODER, 2002). Interestingly, there is evidence that agrin is also important in
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brain disorders. For instance, agrin has been found to be a major proteoglycan accumulating in
Alzheimer's disease brain (VERBEEK et al., 1998). In that disease, agrin seems to participate in
formation of both senile plaques and neurofibrillary tangles (VERBEEK et al., 1998), as well as
in microvascular damage (BERZIN et al., 2000), suggesting a deleterious role for increased
agrin levels in Alzheimer's disease. Regarding this point, it is possible that the presently reported
increase in agrin levels 60 days after SE also represents a potential long-term deleterious
mechanism occurring after pilocarpine-induced SE. On the other hand, agrin levels decreased 14
days after SE. Interestingly, it is interesting to note that agrin levels decrease after transient focal
brain ischemia, and that such a decrease has been considered a possible endogenous protective
mechanism to counteract early edema formation (STEINER et al., 2012). Altogether, these
results indicate the regulation of agrin levels after a brain insult is complex and may be different
depending on time point evaluated.

To examine the effects of increased agrin levels 60 days after SE, we tested seizure
susceptibility to a low dose of PTZ (WILLIS et al., 2010; FUNCK et al., 2015). This convulsant
has been extensively used for study of mechanisms underlying seizure activity, as well as in the
screening of new anticonvulsants (LOSCHER, 2011). When used at low doses in previously
injured animals, PTZ is useful to assess long term seizure susceptibility (GOLARAI et al., 2001;
WILLIS et al.,, 2010; FUNCK et al., 2015). In the present study, intrahippocampal agrin
injection decreased latency to PTZ-induced myoclonic seizures in post SE animals. However, no
changes in seizure behavior were seen in agrin-injected age-matched controls, suggesting the
facilitatory effects of agrin on PTZ-induced seizures are not sufficient to induce behavioral
seizure activity in non-injured animals. Regarding this point and considering that some effects of
agrin may require proteolytic cleavage, we examined the immunoreactivity of neurotrypsin, a
key protease involved in the formation of smaller, neuroactive fragments of agrin (REIF et al.,
2007a; STEPHAN et al., 2008). However, no changes in neurotrypsin immunoreactivity were

detected after pilocarpine-induced SE, suggesting the expression of this agrin-processing enzyme
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was not altered. Nevertheless, we cannot rule out changes in neurotrypsin activity may occur
independently of changes in enzyme levels, and therefore the possibility that post SE animals
present altered neurotrypsin activity should be further investigated.

Regarding potential mechanisms underlying agrin-induced facilitation of seizures in post
SE animals, it has been suggested that o3 isoform of Na*, K*-ATPase is a cellular receptor for
agrin in neurons (HILGENBERG et al., 2006). In fact, it has been shown that agrin is able to
bind to the a subunit of Na*, K*-ATPase (a3 isoform), and that this binding reduces enzyme
activity, causing neuronal depolarization and increased firing frequency of action potentials
(HILGENBERG et al., 2006). Alternatively, it has been demonstrated that Lrp4, a type | single
transmembrane protein of the LDL receptor family, serves as a receptor for agrin in the central
nervous system (SUN et al., 2016b). Interestingly, Lrp4-knockout mice display increased latency
to PTZ-induced seizures and decreased sensitivity to seizure development by repeated
pilocarpine injection, further indicating a proconvulsant role for agrin. It is not clear, however,
whether agrin-mediated inhibition of Na‘, K'-ATPase or activation of Lrp4 are linked to
facilitation of seizure activity in the present (Figure 3A) or previous studies (HILGENBERG et

al., 2002; SUN et al., 2016b), and therefore further studies shall address this point.

Conclusion

Present data indicate agrin expression changes after pilocarpine-induced SE, and that
agrin injection increases seizure susceptibility in post SE mice. Altogether, these results suggest
agrin may constitute a pharmacological target for regulate brain excitability after SE and

possibly in epilepsy.
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Figure 1. Expression of (A) agrin or (B) neurotrypsin at different time points after
pilocarpineinduced SE in mice. Data are shown as mean and standard error for n = 5-8 (A) or 3-6

(B) per group. * Indicates difference of the respective age-matched control.
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Figure 2. Effect of intrahiplocampal administration of recombinant agrin (1 pg) on latency to (A)
myoclonic seizures, (B) tonic-clonic seizures or (C) severity of tonic-clonic seizures induced by

low dose of PTZ in control animals. Data are shown as mean and standard error for n = 5 per

group.
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Figure 3. Effect of intrahiplocampal administration of recombinant agrin (1 pg) on latency to (A)
myoclonic seizures, (B) tonic-clonic seizures or (C) severity of tonic-clonic seizures induced by
low dose of PTZ in post-SE mice. Data are shown as mean and standard error for n = 5-9 per

group. * Indicates difference of the vehicle-treated, age-matched control.
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6 DISCUSSAO

A epilepsia é a terceira doenca crénica mais comum do cérebro e € caracterizada pela
predisposicdo duradoura em gerar crises epilépticas. Apesar do progresso na farmacologia e nos
tratamentos cirdrgicos, ainda é relativamente pouco o que se sabe sobre 0 processo que leva a
geracdo das crises individuais, e sobre o mecanismo pelo qual um cérebro saudavel se torna
epiléptico. Essas lacunas em nosso conhecimento dificultam o desenvolvimento de melhores
tratamentos preventivos e remissdo da doenca para aproximadamente 30% dos casos em que a
epilepsia se mostra resistente as terapias atuais (VEZZANI et al., 2011). Além disso, as terapias
disponiveis sdo usada principalmente para as causas sintomaticas, uma vez que elas bloqueiam
as crises, mas ndo possuem efeitos subjacentes sobre a patologia ou na progressdo da doenca
(LAXER et al., 2014).

A compreensdo dos mecanismos envolvidos na geracdo da epilepsia deve auxiliar no
desenvolvimento de novos farmacos que modifiquem o processo epileptogénico. Sendo de
fundamental importancia a concepc¢do de novas estratégias terapéuticas eficazes na prevencao da
epilepsia e suas comorbidades.

No cérebro a atividade da NKA é crucial para a manutengdo do gradiente eletroquimico,
que por sua vez é responsavel pelos potenciais de acao e repouso, e indiretamente pela captacao
e liberacdo de neurotransmissores e transito de outras moléculas como glicose, aminoacidos,
agua e ions (STAHL AND HARRIS, 1986). Assim, mudancas na atividade da NKA afeta
diretamente a sinalizacdo celular via neurotransmissores, atividade neuronal e consequentemente
0 comportamento do animal (MOSELEY, WILLIAMS et al. 2007). Sendo assim, um prejuizo ao
funcionamento da NKA acarreta aumento ou diminuicéo da excitabilidade neuronal, dependendo
do grau de inibicdo induzido e do tipo neuronal afetado (GRISAR, GUILLAUME et al., 1992).

Em trabalhos desenvolvidos por grupos colaboradores da nossa linha de pesquisa é
demonstrado que o grau de inibicdo da atividade da NKA induzido pela administracdo de &cido
metilmaldnico e cido glutdmico em tecido cerebral estriado se correlaciona positivamente com
a duracdo das crises epilépticas (FIGHERA et al., 2006; FURIAN et al., 2007). Uma correlacédo
positiva entre a atividade da NKA e a laténcia para o inicio de crises epilépticas induzidas por
PTZ no cortex de camundongos, também foi vista pelo nosso grupo de pesquisa
(MARQUEZAN et al., 2013). Esses trabalhos em conjunto reforcaram um papel importante da
diminuicgdo da atividade da NKA em crises epilépticas, porém sdo frente a uma crise induzida de
forma aguda. Entdo, para avaliar o papel da NKA em um modelo de epilepsia de lobo temporal,

que se caracteriza por alteracfes neurofisiologicas ao longo do tempo e o aparecimento de crises
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epilépticas de forma esponténea e recorrente, foram feitos experimentos a partir do modelo da
pilocarpina (FUNCK et al., 2014).

Assim, em um trabalho desenvolvido pelo nosso grupo, observou-se que a atividade da
enzima NKA estd diminuida no hipocampo de animais epilépticos (60 dias apds o SE) no
modelo da pilocarpina, e que essa diminuicdo na atividade esta associada ao aumento da nitracao
da subunidade a da enzima (FUNCK et al., 2014). A partir desses resultados, afim de interferir
na atividade da NKA, buscando um controle da sua atividade e reversdo das alteracOes
encontradas, testou-se o anticorpo DRSSAb. Um anticorpo que se liga a regido D-R da NKA e
aumentando sua atividade em cardiomidcitos (XU, 2005; XU et al., 2006; LEE et al., 2009).

Esses experimentos demonstram que a incubacdo de homogeneizado de hipocampo com
DRSSADb aumenta a atividade da NKA. E, que a injecdo intrahipocampal do anticorpo € capaz de
diminuir a suscetibilidade a convulsdes miocl6nicas no desafio ao PTZ em animais epilépticos.
Em contrapartida, a mesma administracdo de DRSSAb em hipocampo de animais saudaveis
demonstrou facilitar as crises induzidas por PTZ. Nos mostrando, mais uma vez, que a NKA
requer uma fina regulacdo para manutencdo do equilibrio de um sistema excitavel (FUNCK et
al., 2015).

Porém, mais estudos sdo necessarios para definir o potencial da modulacdo da NKA
como uma nova abordagem terapéutica para transtornos convulsivos. Dando inicio ao trabalho
aqui apresentado. Com o objetivo de avaliar os efeitos do DRSSAb sob processos moleculares ja
definidos na epilepsia induzida pelo modelo da pilocarpina. E a efeito da agrina, uma proteina
recentemente definida como inibidora da NKA, nesse mesmo modelo de epilepsia induzido por
pilocarpina.

O hipometabolismo da glicose e 0 aumento de glutamato extracelular s&o processos
moleculares bem estabelecidos na epilepsia do lobo temporal (DURING e SPENCER, 1993;
CAVUS et al., 2005; BOLING et al., 2008). Nos resultados apresentados podemos ver que 0
modelo da pilocarpina proposto foi capaz de reproduzir esses efeitos. Marcados pela diminuicao
da captacdo do 2-NBDG, um anélogo fluorescente da glicose, e pelo aumento da liberacdo de
glutamato em fatias hipocampais de camundongos de 60 dias ap6s SE. De fato, esses processos
parecem estar atrelados ao funcionamento da NKA, ja que o a incubacdo das fatias com o
anticorpo DRSSAD foi capaz de reverter esse quadro, aumentando a captacédo de 2-NBDG e
diminuindo a liberagdo de glutamato ao meio. O uso de modelos in vitro buscam diminuir o uso
de animais, a reducdo dos custos da pesquisa e facilitar experimentos que seriam de grande
complexidade se realizados in vivo. Porém incapaz, de responder questdes comportamentais,

associadas ao sistema animal como um todo.
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Assim, 0s experimentos comportamentais desenvolvidos nos trouxeram importantes
resultados sobre o possivel papel do reestabelecimento da atividade da NKA relacionado as
comorbidades associadas a epilepsia. O teste de campo aberto reporta 0o comportamento
explorador do animal quando em contato com um novo ambiente. Porém, com o aumento da
ansiedade essa exploracdo se mostra diminuida (PRUT e BELZUNG, 2003), resultado esse visto
nos animais tratados com pilocarpina. E, mais uma vez a NKA parece ter funcdo nessa
regulacdo, resultando em uma melhora comportamental do animal, vista pelo aumento no
namero de cruzamentos no teste do campo aberto, apos o tratamento com o anticorpo.

Porém, no teste em que uma solucdo de sacarose de 10% ¢é espirrada no dorso do
camundongo, o tratamento com DRSSAb ndo foi capaz de reestabelecer o padrédo
comportamental dos animais controles. Esse experimento é caracterizado por causar desconforto
no animal, levando-o a lamber o local, e uma diminui¢do no tempo de lambida passa a ser
associado ao comportamento tipo depressivo ou anedbnico. Provavelmente pelo fato do
comportamento tipo depressivo de dificil tratamento (ISINGRINI et al., 2010).

A agrina se mostrou uma proteina com influéncia no SNC, principalmente sob os
processos de sinaptogénese e no controle da excitabilidade neuronal (HILGENBERG et al.,
2002; KROGER e SCHRODER, 2002). Assim, para um melhor esclarecimento do papel da
agrina na epilepsia foi identificada a sua expressdo nas diferentes etapas que envolve a epilepsia
do lobo temporal. Através de uma lesdo precipitante obtido pelo SE, apds baixas doses repetidas
de pilocarpina, caracterizado pela crise convulsiva tonico-clonica, o animal entra em um periodo
latente sem a ocorréncia de crises convulsivas, e um periodo posterior caracterizado pelo
estabelecimento da epilepsia e a ocorréncia de crises convulsivas espontaneas e recorrentes
(LOTHMAN e BERTRAM, 1993).

No que diz respeito ao papel da agrina no modelo de epilepsia do lobo temporal induzido
por pilocarpina, os resultados obtidos indicam que essa proteina tem papel facilitatério na
geracdo de crises epilépticas, e desde que sua expressdo estd aumentada no hipocampo de
animais epilépticos podemos sugerir que as vias de sinalizacdo ativadas pela agrina constituem
um possivel alvo para acdo de novos agentes anticonvulsivantes. Por outro lado, curiosamente no
periodo de laténcia foi identificada uma diminuicdo expressdo da agrina, em contraste ao
aumento detectado no periodo crénico. Porém, sem modificacdo na expressdo da neurotripsina,
por ser a proteina responsavel pela protedlise da agrina, e assim formacéo de fragmentos ativos
desta, seria esperado que a expressao da neurotripsina acompanhasse as mudangas ocorridas com

a expressao da agrina. Mesmo assim, ndo podemos excluir a possibilidade de a neurotripsina
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estar com sua atividade aumentada mesmo sob niveis de expressdo normais, ja que esse
parametro ndo foi abordado no trabalho e merecendo mais estudos.

Ao avaliarmos os efeitos da agrina no desafio ao PTZ, animais epilépticos apresentaram
uma diminuigdo na laténcia para a primeira mioclonia. Mas animais controles ndo tiveram seu
comportamento convulsivo antecipado, demonstrando que a agrina apresenta efeitos excitatorios
frente a uma predisposi¢do. Os mecanismos moleculares que envolvem esses achados precisam
ser aprofundados. Nesse contexto, tem sido sugerido que a isoforma a3 da NKA ¢ um receptor
celular para a agrina em neurdnios (HILGENBERG et al., 2006), e que essa ligacdo reduz a
atividade da enzima, causando despolarizacdo neuronal e aumento da frequéncia de ativacdo dos
potenciais de acdo (HILGENBERG et al., 2006). Entretanto, realizamos experimentos de
avaliacdo da atividade da NKA frente a agrina, tanto no tecido cerebral dos animais que
receberam agrina quanto ex vivo, incubando diretamente o homogeneizado de tecido cerebral
com agrina, porém nenhum dos experimentos mostrou na inibicdo da NKA pela agrina.
Alternativamente, foi demonstrado que a proteina-4 relacionada ao receptor de lipoproteina de
baixa densidade (Lrp4), uma proteina transmembrana Unica do tipo | da familia de receptores de
LDL, serve como um receptor para a agrina no sistema nervoso central (SUN et al., 2016a).
Camundongos nocautes para Lrp4 apresentam resisténcia ao desenvolvimento de convulsdes
induzidas por PTZ ou pilocarpina, indicando um papel pré-convulsivante para a agrina. Nao esta
claro, no entanto, se a inibicdo da NKA mediada por agrina ou a ativacao de Lrp4 estdo ligadas a
facilitacdo da atividade convulsiva no presente (Figura 3A) ou estudos anteriores
(HILGENBERG et al., 2006; SUN et al., 2016a), e, portanto, mais estudos devem abordar este
ponto.

Na tentativa de observar os efeitos da agrina sobre 0s parametros neuroquimicos, como
captacdo da glicose, liberacdo de glutamato, ativacdo da caspase-3 e potencial redox foram
realizados experimentos in vitro em fatias de hipocampo de camundongos. Porém nesse modelo,
a metodologia empregada partiu da incubacdo das fatias de animais controles com PTZ e
posterior incubacdo com agrina. Esse protocolo alternativo foi testado em fungdo da morte dos
animais epilépticos cronicos e dificuldade de cortar o tecido cerebral dos animais epilépticos no
vibratomo. Porém ndo obtivemos resultados significantes, sendo necessario uma melhor
elucidacdo se esse modelo de aplicagdo de PTZ diretamente nas fatias é capaz de reproduzir 0s

mesmos efeitos vistos na epilepsia induzida pela pilocarpina.



56

7 CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados, podemos concluir que a incubagdo de fatias
hipocampais de animais epilépticos com DRSSADb foi capaz de reestabelecer os niveis normais
de glicose e glutamato, sem interferir na viabilidade das fatias. Além disso, a administracéo
intrahipocampal do anticorpo DRSSAb em camundongos, demonstrou ter efeitos benéficos
sobre o comportamento dos animais, por aumentar o nimero de cruzamentos no teste de campo
aberto, porém sem possiveis efeitos antidepressivos, pois ndo alterou os resultados frente ao
splash teste.

Ao investigar a expressdo da agrina e neurotripsina no hipocampo de camundongos,
observou-se que a agrina apresenta mudancas na sua expressdo ap0s o SE induzido por
pilocarpina, porém essas mudancas ndo sdo acompanhadas por alteracBes na expressdo da
neurotripsina. E, inje¢Oes intrahipocampais de agrina aumentam a susceptibilidade em animais
epilépticos, uma vez que ha diminui¢do na laténcia para as crises miocl6nicas frente ao desafio
com PTZ de animais SE, sem ter influéncia na susceptibilidade de animais saudaveis.

Sendo assim, nossos achados apontam para importantes alvos, onde a agrina parece estar
associada com a regulacdo da excitabilidade neuronal ap6s SE, embora os mecanismos nao
necessariamente incluam a modulagdo da NKA. Por outro lado, o anticorpo DRSSAD, ao ativar a
NKA, reestabelece algumas fungdes a niveis normais em fatias hipocampais de animais
epilépticos. Além disso, os estudos do grupo em relacdo a agrina continuam, com 0 uso de um
anticorpo capaz de inibir a agrina e a avaliacdo se ha uma reversao da susceptibilidade as crises
convulsivas. Buscando esclarecer os mecanismos de acdo da agrina, e estabelecer quais 0s

beneficios de um possivel tratamento através da inibigdo dessa via.
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