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“Séculos se passaram, e por incrivel que parega
ainda continuamos escravos da triste luta entre o
Bem e o Mal, pois esquecemo-nos de que o Bem e
o Mal sdo apenas formas de compreender a
dicotomia que representa o conhecimento e a
ignorancia.”

“Nascemos para evoluir, para nos tornarmos
melhores a cada nova existéncia. Que o homem
desperte para a sua missdo, para o objetivo maior
de sua vida. Que ele possa se libertar de seu
pequeno mundo de ilusdes e enxergar a verdadeira
e infinita vida, como um pequeno peixe que € solto
de seu aquario nas aguas interminaveis do oceano
e se surpreende com a auséncia de limites em meio
ao infinito.”

Livro “Universalismo Cristico”,
de Roger Bottini Paranhos.
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1- RESUMO

A epilepsia do lobo temporal (ELT) ¢ a principal forma de epilepsia, e a principal
lesdo desenvolvida por pacientes com ELT ¢ a esclerose mesial temporal (EMT) apresentando
perda neuronal, gliose e atrofia da regido do hipocampo. Os ions calcio sdo fundamentais para
o funcionamento de inumeras vias metabdlicas em todos os niveis fisioldgicos e
desempenham papel fundamental nas respostas de despolarizagdo neuronal. Foi comprovado
que a ativacdo tanto de receptores ionotrdpicos quanto metabotrépicos de glutamato promove
o influxo anormal de Ca®" para o meio intracelular, potencializando o efeito de excitagio
associado @ EMT. O célcio atua tanto como mensageiro celular secundario, quanto primario
através da interacdo com um receptor especifico na superficie celular, o Receptor Sensor de
Célcio (CASR). O CASR ¢ expresso em diversas regides do cérebro, incluindo o hipocampo,
no entanto sdo desconhecidas muitas das possiveis fungdes desempenhadas por este receptor
no cérebro. Ele pertence a familia de receptores acoplados a proteina-G, e exibe homologia
significativa com os receptores metabotropicos de glutamato (mGluRs). Ademais, os mGluRs
regulam a expressdo da familia de proteinas ligantes de célcio neuronal, da qual faz parte a
proteina VILIP-1, associada especificamente com o fendmeno da plasticidade sinaptica no
cérebro. O objetivo deste projeto foi determinar a expressao das proteinas CASR, mGluR1 e
VILIP-1 em tecidos de hipocampo de pacientes com epilepsia do lobo temporal comparando
com a expressao de tecidos de individuos normais. Os trés genes encontraram-se subexpressos
nos tecidos de pacientes com ELT, sendo que os tecidos dos pacientes, em grau cronico da
doenca, justificam tais graus de expressdo. Sugere-se uma possivel interacdo entre CASR e
mGluR1 e inferimos que esses dois receptores podem estar envolvidas na génese da ELT;
Além disso, é altamente provavel que ambos os receptores possam também responder ao ion
calcio. Inferimos também ser provavel que VILIP-1 ¢ mGIluR1 estejam envolvidas no
desencadeamento de excitabilidade excessiva neuronal em hipocampo, um dos fatores
constatados em pacientes com ELT. O papel do ion célcio no cérebro € de extrema relevancia
e concluimos que CASR e mGluR1, por meio de resposta a esse ion, podem estar envolvidos

de forma relevante na génese da epilepsia do lobo temporal.



2- INTRODUCAO

2.1 - Epilepsia e esclerose medial temporal

Epilepsia ¢ o termo utilizado para definir um conjunto de condigdes patologicas
geralmente cronicas, abrangendo uma gama de doengas que tém em comum a manifestagdo
de crises epilépticas. Estas, por sua vez, sdo causadas por descarga anormal excessiva e
transitoria de células nervosas (GUERREIRO, 1996). Diversos sintomas podem se manifestar
em decorréncia dessas crises, dependendo da area cerebral afetada. Geralmente, a principal
forma de epilepsia manifestada ¢ a epilepsia do lobo temporal (ELT). A lesdo mais
usualmente encontrada em pacientes com ELT ¢ a esclerose hipocampal. Esta, por sua vez, ¢
também designada esclerose medial temporal (EMT), uma vez que as alteragdes

neuropatoldgicas ndo necessariamente se restringem ao hipocampo (GUERREIRO, 1996).

2.2 - Fatores associados a esclerose medial temporal

As lesdes epileptogénicas cerebrais (como a atrofia medial) resultam em alteragdes
bioquimicas ou elétricas causadas por uma predisposicdo genética ou por lesdes adquiridas
(GUERREIRO, 1996; ANDRADE-VALENCA et al, 2006). Sao observadas mais comumente
a perda neuronal, gliose e atrofia da regido do hipocampo (GUERREIRO, 1996). Em
individuos suscetiveis geneticamente, lesdes precoces podem levar a um aumento na
excitabilidade das células granulares, desinibindo certos neur6nios e, conseqiientemente,
alterando os padrdes de descargas elétricas, tornando estes neurdnios “epiléticos”. Alguns
mecanismos podem potencializar esse efeito de excitagdo aumentada, como a ativacdo dos
receptores glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), o qual despolariza neurdnios e
promove influxo anormal de célcio. A perda neuronal tem como principal base esta ativagdo
andmala de receptores NMDA e o influxo aberrante de célcio (JACK et al, 1990; MEENCKE
& VEITH, 1991). Além dos receptores ionotrdpicos, os receptores metabotrdpicos de
glutamato (mGluRs) também atuam em diversos processos cerebrais relacionados a respostas
excitatorias anormais de neurdnios, e podem desempenhar um importante papel na epilepsia,
neurotoxicidade e doencas neurodegenerativas (KNOPLFEL et al, 1995; SACAAN &
SCHOEPP, 1992; MCDONALD et al, 1993). Foi observada expressdao aumentada de mGIluR



do tipo 1 em tecidos hipocampais de pacientes com epilepsia do lobo temporal (WERNER et
al, 2007; PITSCH et al, 2007). Além disso, foi demonstrado que através da estimulagdo de
mGluRs do grupo I (mGluRs 1 e 5) por agonistas especificos, obtém-se descargas
sincronizadas na regido do hipocampo incluindo descargas sincronizadas curtas, de até 1
segundo, seguidas de descargas prolongadas, de mais de 2 segundos (MERLIN & WONG,
1997; CHUANG et al, 2001; SAYIN & RUTECKI, 2003). Estas respostas excitatorias ndo-
comuns assemelham-se muito com o quadro anormal de excitabilidade neuronal observado na

epilepsia (SAYIN & RUTECKI, 2003; TAYLOR et al, 1995; WONG et al, 1999).

2.3 - Homeostase do calcio

O ion célcio ¢ essencial ao funcionamento de uma ampla gama de processos
bioldgicos dos organismos, que abrange desde os processos de ordem extracelular e os
relacionados ao seu transito no sangue, quanto intercelular e intracelular (BROWN et al,
1995), sendo um importante mensageiro secundario intracelular participando de inimeras vias
metabolicas, transmitindo informacdes a partir da superficie da membrana plasmatica até
alvos citosdlicos especificos. Com justiga, esse ion participa de toda a histéria de vida das
células em geral, uma vez que ele ¢ indispensavel a processos fundamentais ao longo do
desenvolvimento, como por exemplo, em células ovo, nas quais um aumento repentino na
concentragdo citosolica de Ca®’, que segue a fertilizacdo, provoca uma onda de Ca®’
responsavel pelo inicio do desenvolvimento embrionario (BERRIDGE et al,1999). Também
nas células musculares o célcio ¢ de suma importancia, dando inicio a contragdo muscular. A
concentragdo de Ca*" difere com relagdo aos meios extra e intracelular, sendo mantida neste
em concentragdes baixas e sujeitas a amplas variagdes, enquanto que no meio extracelular os
niveis sdo altos e praticamente constantes. As células devem ser, portanto, sensiveis a
pequenas, porém fisiologicamente importantes, mudangas na concentragdo de calcio
extracelular (BROWN et al, 1995).

Alteragdes efetivas na concentracio citosolica de Ca®* ocorrem através do controle da
abertura e fechamento dos canais de calcio existentes na membrana plasmatica, ¢ também
através dos canais idnicos de Ca* na membrana do reticulo endoplasmatico, um importante
reservatorio intracelular deste ion, e que, diferentemente do citosol, possui altos niveis de

calcio. O controle destes canais ¢ realizado por meio de rebuscados mecanismos que
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envolvem a acdo de moléculas mensageiras intracelulares, como o proprio ion célcio, o

inositol 1,4,5-trisfosfato, entre outras.

2.4 - Papel do calcio extracelular

Em muitas células secretoras o calcio extracelular atua influenciando a secrecado
hormonal, como nas células da paratiredide — efeito inibitério —, tiredide e células nervosas —
efeito estimulatorio (BROWN, 1991). Ademais, esta envolvido em processos diversos como
proliferacdo celular, aprendizado e meméria (BRAUNEWELL & GUNDELFINGER, 1999).
Tem ainda efeito substancial sobre os rins, uma vez que alteragdes na concentragio de Ca*
extracelular afetam a taxa de filtracdo glomerular e ainda governam a atividade do horménio
antidiurético (GUERREIRO, 1996). O ion calcio ¢ capaz de desempenhar a funcdo de
mensageiro extracelular primario devido a existéncia de receptor especifico para este ion
ancorado a membrana plasmadtica, o Receptor Sensor de Calcio extracelular (CASR). Estes
tipos celulares sdo capazes de detectar pequenas alteragdes na concentragdo de Ca®’
extracelular, caracterizando um eficiente sistema homeostatico 16nico, que por sua vez utiliza
a producdo hormonal e de outras substidncias para regular a concentragdo de calcio

extracelular (BROWN et al, 1995).

2.5- Receptor sensor de calcio

A interacdo do Ca”" extracelular com o CASR promove a ativacdo deste receptor, com
mudangas conformacionais ¢ desencadeia de uma gama de processos intracelulares com a
ativagdo da proteina G4, que por sua vez ativa a fosfolipase C (PLC). Esta fosfolipase degrada
o inositol 4,5-bisfosfato em inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) e diacilglicerol. O IP3 ¢ uma
pequena molécula que deixa a membrana celular, difunde-se no citossol e alcanga a
membrana do reticulo endoplasmaético, onde se liga aos canais de calcio dependentes de IP3,
abrindo-os. Conseqiientemente, os fons Ca®" presentes no interior do reticulo sdo liberados
para o citossol (ALBERTS et al ,2002). O aumento do célcio intracelular promove abertura
dos canais de calcio da membrana plasmatica por curtos periodos de tempo, o que resulta em
pulsos do ion para o citosol (BRAUNEWELL & GUNDELFINGER, 1999). O diacilglicerol,

por sua vez, permanece na membrana celular e participa, juntamente com fon célcio e



fosfatidilserina, da ativacdo da proteina-quinase C (PKC). Esta proteina, uma vez ativada,
fosforila proteinas-alvo que podem variar dependendo do tipo celular (ALBERTS et al ,2002).

O CASR ¢ um membro da familia de receptores acoplados a proteina-G (GPCR)
(BROWN et al, 1993). Todos os membros desta familia compartilham homologia entre uma
regido especifica dessas proteinas: sete dominios transmembrana, que sofrem alteragdes
conformacionais seguidas a ativacdo da proteina devido a adesdo do agonista, modificando a
disposicdo das alcas intracelulares, dessa maneira, promovendo a ativacdo da proteina-G
especifica (BROWN et al, 1993). O CASR ¢ expresso mais abundantemente na paratiredide e
rins de mamiferos, mas também em menores niveis em outros tecidos, como a tiredide,
intestino, pulmao, e véarias regides do cérebro, no qual o receptor sensor de célcio esta
presente em diversas regides, incluindo o hipocampo, hipotidlamo e cerebelo (BROWN &
VASSILEV & HEBERT, 1995).

Sua presenca no cérebro pressupde outra funcdo desse receptor além da homeostase de
calcio envolvida no controle do metabolismo i6nico, exercida por outros tecidos. O CASR
neuronal reconhece e responde as mudangas locais no Ca®" extracelular, resultantes dos niveis

variados de atividade neuronal e sinaptica (RUAT et al, 1995).

2.6- Receptores metabotropicos do glutamato

O CASR exibe homologia significativa com alguns membros da familia de receptores
acoplados a proteina-G, os receptores metabotropicos de glutamato (mGluRs). A homologia
do CASR com os mGluRs transparece principalmente em relagdo aos dominios extracelular e
transmembrana, o que reflete na similaridade de ligagdo dos agonistas aos receptores
especificos. Os mGluRs sdo proteinas residentes principalmente dentro do sistema nervoso
central (SNC), e respondem ao glutamato como seu ligante principal (NAKANISHI, 1992). O
glutamato ¢ o neurotransmissor da maioria das sinapses excitatorias rapidas no SNC de
mamiferos, e desempenha um importante papel numa ampla variedade de fungdes deste
sistema (HOLLMAN & HEINEMANN, 1994; CONN & PIN, 1997). O glutamato se liga ao
dominio extracelular dos mGluRs de maneira semelhante a que os ions célcio o fazem em
relacdo ao receptor sensor de calcio, o que denota a similaridade topologica entre os dois tipos
de receptores (O’HARA et al, 1993; CONKLIN & BOURNE, 1994). Muitas evidéncias
revelam que os mGluRs modulam a transmissdo sinaptica excitatoria por meio de diversas

rotas de transmissdo neural, como a regulagdo da liberacdo de neurotransmissores, influéncias
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na atividade de canais i6nicos e modulacdo da plasticidade sinaptica (OKAMOTO et al,
1998). Existem pelo menos oito mGluRs, que sdo divididos em trés grupos de acordo com
similaridades na seqiiéncia e sinal de transducdo. Por exemplo, o grupo I inclui os mGluRs 1 e
5, que, diferentemente das outras variedades conhecidas desse receptor, acoplam ao
metabolismo do fosfolipidio de inositol, com a estimulagdo da fosfolipase C (PLC) e hidrolise
do fosfoinositol (IP) (OKAMOTO et al, 1998), o que por sua vez regula os niveis de calcio

intracelular.

2.7- Familias de proteinas ligantes de calcio neuronal

Outra familia especifica de proteinas ligantes de célcio desempenha importantes
papéis no sistema nervoso central: a familia de proteinas ligantes de célcio com motivos “EF
Hand’, expressas exclusivamente no sistema nervoso (BRAUNEWELL &
GUNDELFINGER, 1999; SPILKER et al, 2002; LENZ, 1996), e pertencentes a familia de
proteinas ligantes de calcio neuronal. Estas proteinas se ligam ao célcio e estdo associadas a
importante fun¢do da plasticidade sindptica desempenhada por este ion no cérebro, que se
refere aos fendmenos de aprendizado e formac¢do da memdria (BRAUNEWELL &
GUNDELFINGER, 1999; BURGOYNE & WEISS, 2001). Estudos identificaram que uma
dessas proteinas, S100B, quando superexpressa em hipocampo de ratos, estd ligada a
disfuncio dessa regido cerebral e consequentemente a epilepsia (SCHAFER & HEIZMANN,
1996). Foi identificado alto padrdo de expressdo em hipocampo (regides CAl, CA2, e Giro
Dentado) de outra proteina da familia de proteinas ligantes de calcio neuronal, VILIP-1,
incluida no grupo das proteinas do tipo visinina (BRAUNEWELL et al., 2003). Foi também
demonstrado que a expressao destas proteinas € regulada pela ativagdo, por a¢do de agonistas,
de receptores metabotropicos de glutamato (mGluRs), principalmente o tipo I (mGluR1)
(BRAUNEWELL et al, 2003). Especificamente VILIP-1 tem sido evidenciada por ter especial
funcdo na Potenciagdo de Longa Duragio (PLD) (BRAUNEWELL et al, 2003;
MANAHAN-VAUGHAN & BRAUNEWELL, 1999), um dos fendmenos envolvidos na
plasticidade sinaptica. A PLD ¢ um processo no qual as sinapses tém sua intensidade
aumentada em grande escala, melhorando a transmiss@o entre os neurdnios. Ademais, ainda

ndo foi investigado o papel de VILIP-1 em EMT.



2.8- Papel do ion calcio em hipocampo

Os ions calcio sdo necessarios para a ativagdo das sinapses excitatdrias, nas quais sdo
liberados sobre as fendas sinapticas, gradualmente culminando em aumento nos niveis de
Ca” no neurdnio pos-sindptico, dessa maneira diminuindo a concentragio de calcio
extracelular na fenda sindptica. Estas mudancgas das concentragdes de Ca’" extracelular podem
modular a atividade dos receptores de célcio, alterando a eficacia das sinapses. Esse efeito é
analogo ao realizado pelos mGluRs, que, sob a agdo moduladora do glutamato, podem inibir a
liberagdo de neurotransmissores (GEREAU & CONN, 1995). Além disso, a presenca de
receptores sensores de cdlcio em varias regides do cérebro sugere que eles podem ter
participacdo em diversos processos neuronais ainda desconhecidos (BROWN & VASSILEV
& HEBERT, 1995) e mesmo em processos ja conhecidos, porém nao totalmente elucidados.
Ademais, foi demonstrado que se obtém diminui¢do do Ca®" extracelular em neurdnios do
hipocampo através da ativacdo de canais receptores de glutamato permedveis ao calcio nas
regides sindpticas (STABEL et al., 1990) devido ao influxo de calcio através desses canais na

membrana plasmatica dessas células (BROWN & VASSILEV & HEBERT, 1995).
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3- OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo determinar os graus de expressdo das proteinas
VILIP-1, CASR e mGluR1 em tecidos de hipocampo de pacientes portadores de epilepsia do
lobo temporal e em tecidos de individuos normais. Por meio da quantificacdo de expressdo
destes receptores através de PCR quantitativo em tempo real, compararam-se os graus de

expressdo entre os tecidos afetados com controles normais.

4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Pacientes

Foram analisados tecidos de pacientes portadores de epilepsia do lobo temporal
submetidos a tratamento cirurgico com hipocampectomia, apos consentimento do paciente ou
responsavel. Parte do tecido de hipocampo cerebral retirado durante cirurgia foi congelado em
nitrogénio liquido e mantido congelado a —80°C até o seu uso. Para controle, foram utilizadas
amostras de hipocampo de autdpsias de individuos sem histdéria de doenga de sistema nervoso
central realizadas pelo Instituto Médico Legal (IML) de Campinas. Os tecidos controle foram
congelados em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados a -80°C. Este projeto foi

aprovado pelo CEP da FCM (CEP# 470/2003).

4.2- Extraciao de RNA
Para extracdo de RNA, parte do tecido foi macerado em almofariz e misturado com

TriZol (Invitrogen®), seguindo protocolo.

4.3- RT-PCR
Trés microgramas de RNA total foram utilizados para reagdo de transcriptase reversa

(RT-PCR) para formagao de cDNA utilizando a enzima Superscript 111 (Invitrogen®).

4.4- PCR quantitativo em tempo real
Para quantificacdo de expressdo génica foi utilizado o método de PCR quantitativo em
tempo real, usando o sistema Tagman®. Uma sonda fluorogénica foi utilizada; esta se liga

especificamente a regido compreendida entre os dois primers. Foi utilizado um termociclador
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com sistema de monitoramento para emissdo de fluorescéncia, dois primers especificos para
cada gene que se desejava amplificar, abrangendo regides de aproximadamente 70 a 100 pares
de bases, um fluordéforo (“reporter”), e um inibidor de reagdo (“quencher”), que atua
impedindo a emissdo do fluoréforo até o estagio de anelamento, no qual este se afasta do
inibidor o suficiente para emitir fluorescéncia. O gene endogeno utilizado para as
normalizagdes dos primers (validagdes) foi GAPDH, o qual, por ser expresso
constitutivamente em praticamente todas as células humanas, é um gene indicado para a

padronizacdo dos ensaios de quantificagdo relativa de expressdo génica.

5- FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Para efeito de analise dos resultados, foram comparados os graus de expressdo dos
genes de CASR, mGluR1 e VILIP-1 entre tecidos normais e tecidos do hipocampo de
pacientes com epilepsia do lobo temporal. Cada amostra foi amplificada em triplicatas e o

grau de expressao foi avaliado de acordo com o método especificado.

6- ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa sob o

parecer do CEP n.° 470/2003, e ndo envolve aspectos de biosseguranga.

7- RELEVANCIA DO ESTUDO

Tendo em vista a homologia existente entre 0 CASR e¢ o mGluR1, a presenga de
ambos na regido hipocampal de mamiferos, e a comprovada a¢do do mGluR1 em sindromes
associadas a mudancas na excitabilidade de neurdnios, visamos identificar o grau de
expressdo do receptor sensor de calcio na sindrome da esclerose medial temporal e inferir

possiveis interagdes entre CASR e mGluR1, bem como deste com o receptor VILIP-1.
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8 - RESULTADOS

8.1 — Validacao

Os primeiro ensaios de PCR em tempo real foram destinados a valida¢do dos primers
dos genes de interesse. A validagdo de CASR foi feita separadamente dos outros dois genes.
GAPDH ¢ utilizado como controle enddgeno para padronizacdo. A Figura 1 mostra o ensaio

em que foi validado esse primer.

Delta Bn vs Cycle

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

Delta En

1.0e-003

1.0e-004

b

1.0e-005 % >
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

Figura 1: Validagdo de CASR com GAPDH. Eixo X: ciclos de amplifica¢do. Eixo Y: valores de expressdo
génica.
A curva padrio (Fig.2) pode entdo ser determinada a partir dos dados da validacao.

y=-0,095x + 13,71
14,4 RZ= 0,009

14,2

14
13.8 -
13,6 -
13,4
13,2

13
12,8
12,6

12.4 . . T .
1 1.5 2 2.5 3

Figura 2: Curva padrao do CASR O eixo X representa a média de Ct de CASR menos a média de
Ct de GAPDH. O eixo Y representa o log das concentragdes utilizadas de cDNA,que variaram de
500ng/ul a 7,8 1ng/uL.
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Os primers para genes do receptor metabotropico de glutamato tipo 1 (mGluR1) e
VILIP-1 foram validados utilizando-se tecidos de cortex cerebral. As figuras 3 a 5 mostram as
validagdes, nas quais foram aplicadas concentragcdes de cDNA que variaram de 250ng/uL a
0.00025ng/ul. O ensaio foi realizado simultaneamente para os genes em estudo; entretanto, as
figuras foram separadas para melhor visualizagdo, por questdes de sobreposi¢do de curvas.

GAPDH ¢ utilizado como controle enddgeno para padronizagao.

Delta En vs Cycle

1.0e+001

GAPDH =
1.0e+000 f
W = #

1.0e-001

1.0e-002

1.0e-003

1.0e-004

1.0e-005

1.0e-006

1 3 56 7 9 11 13 156 17 19 29 23 25 27V 29 31 33 35 37 39

Figura 3: Expressio de GAPDH no ensaio de validagdo em cortex humano. Eixo X: ciclos de
amplificacdo. Eixo Y: valores de expressdo génica.

Delta Bn vs Cycle
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1.0e-001 f
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1.0e-004

1.0e-005

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 29 23 25 27 29 31 33 35 37 39

Figura 4: Validagdo de mGIuR1 em coértex humano. Eixo X: ciclos de amplifica¢do. Eixo Y: valores de
expressdo génica.
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Delta Bn vs Cycle
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Figura 5: Validagdo de VILIP-1 em cértex humano. Eixo X: ciclos de amplificagdo. Eixo Y: valores de
expressdo génica.

8.2 - Quantificacdes de expressio génica

Apos a validagdo dos primers passou-se para os ensaios efetivos de quantificacdo de
expressao génica dos genes de interesse, através da PCR em tempo real.

Os primeiros experimentos evidenciaram que os tecidos controle apresentaram em

geral um grau mais elevado de expressdo para todos os genes considerados (figura 7).
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1,400

1,200

Figura 7: Grafico da expressdo génica de CASR, mGluR1 e VILIP-1 em tecidos controles e de pacientes.
Eixo Y: valores de quantificagdo relativa. Eixo X: tecidos utilizados para os experimentos. Controle 2 foi
tomado como referéncia de comparagdo, portanto seus valores de RQ sdo 1,00. Foram realizadas triplicatas
para cada uma das amostras e para os trés genes, sendo que os resultados aqui apresentados ja correspondem
as médias dos valores obtidos para cada amostra analizada.

Os proximos ensaios realizados evidenciaram resultados que, apesar de diferirem
ligeiramento do padrdo observado nos resultados acima, ainda assim demonstraram que,
exceto para o paciente 7, os graus de expressdo génica dos trés genes de interesse nos tecidos

controle foram superiores a expressdo dos tecidos de pacientes (Fig. 8).
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Figura 8: Grafico da expressdo génica de CASR, mGluR1 e VILIP-1 em tecidos controles e de pacientes.
Eixo Y: valores de quantificagdo relativa. Eixo X: tecidos utilizados para os experimentos. Controle 5 foi
tomado como referéncia de comparagdo, portanto seus valores sdo 1,00. Foram realizadas triplicatas para
cada uma das amostras e para os trés genes, sendo que os resultados aqui apresentados ja correspondem as
médias dos valores obtidos para cada amostra analizada.

Desta vez o tecido controle 5 foi tomado como base para comparagdo, € portanto seus
valores de quantificacdo relativa sdo 1,00.

Considerando-se o paciente 7 nota-se que a expressdo do CASR esteve ligeiramente
superior ao controle 2, e bem acima da expressdo desse mesmo gene no controle 5. Ja
considerando o mGluR1, sua expressdo esteve notadamente superior a do controle 5, no
entanto bem abaixo da expressio do controle 2, que superou o valor de 10,00 em
quantificagdo relativa.

Quanto aos outros tecidos de pacientes, todos apresentaram dados de expressdo génica
menores do que os correspondentes nos tecidos controle, para os trés genes de interesse. O

paciente 9 apresentou dados de expressdo bastante baixos, atingindo os valores de
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quantificagdo relativa de 0,034; 0,025 e 0,002 para CASR, mGluRl1 e VILIP,
respectivamente, € por isso nao pode ser visualizado na Fig.8.

Nos préximos experimentos foi tomado como base de comparagdo outro tecido
controle, o Controle 1. Os resultados mostraram os mesmos padrdes de expressdo, com
excecdo do paciente 2, o qual apresentou expressdo mais de duas vezes e meia maior para

VILIP, e o controle 2, que apresentou expressdo maior para mGuR1 e VILIP (Figura 9).

Figura 9: Grafico da expressdo génica de CASR, mGluR1 e VILIP-1 em tecidos controles e de pacientes.
Eixo Y: valores de quantificagdo relativa. Eixo X: tecidos utilizados para os experimentos. Controle 1 foi
tomado como referéncia de comparagio, portanto seus valores sdo 1,00. Foram realizadas triplicatas para
cada uma das amostras e para os trés genes, sendo que os resultados aqui apresentados ja correspondem
as médias dos valores obtidos para cada amostra analizada.

Nos ensaios seguintes foram utilizados mais um tecido controle (4) e mais um de
paciente (13). Os resultados foram ao encontro do padrdo anterior de expressdo para os trés
genes, e, além disso, os pacientes 9 e 13 apresentaram graus de expressdo muito baixos para

os trés genes (Figura 10).
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Figura 10: Grafico da expressdo génica de CASR, mGluR1 e VILIP-1 em tecidos controles e de
pacientes. Eixo Y: valores de quantificagdo relativa. Eixo X: tecidos utilizados para os experimentos.
Controle 1 foi tomado como referéncia de comparagio, portanto seus valores sdo 1,00. Foram realizadas
triplicatas para cada uma das amostras e para os trés genes, sendo que os resultados aqui apresentados ja
correspondem as médias dos valores obtidos para cada amostra analizada.

Os préximos dados de expressdo incluiram mais pacientes (1, 6, 16 e 17). Os obtidos
evidenciaram basicamente os mesmos padrdes anteriores: os tecidos de pacientes
apresentaram graus de expressdo menores do que os dos controles para os trés genes - com

excecdo do paciente 2, para VILIP, e paciente 7, para mGIuR1 (Figura 11).
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Figura 11: Grafico da expressdo génica de CASR, mGluR1 e VILIP-1 em tecidos controles e de pacientes. Eixo
Y: valores de quantificacdo relativa. Eixo X: tecidos utilizados para os experimentos. Controle 1 foi tomado
como referéncia de comparagao, portanto seus valores sdo 1,00. Foram realizadas triplicatas para cada uma das
amostras e para os trés genes, sendo que os resultados aqui apresentados ja correspondem as médias dos valores
obtidos para cada amostra analizada.

Ademais, apresenta-se abaixo o grafico contendo a média do conjunto de dados

obtidos durante toda a realizacdo do presente estudo (Figura 12).
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Figura 12: Gréafico da média de todos os valores de quantificaco relativa de expressdo génica de CASR, mGluR1
e VILIP-1 em tecidos controles e de pacientes. Eixo Y: valores de quantificacdo relativa. Eixo X: tecidos

utilizados para os experimentos. Controle 1 foi tomado como referéncia de comparagéo, portanto seus valores sdo
1,00.

Por fim, as médias de todos os valores de quantificagdo relativa de expressdo génica

de CASR, mGluR1 e VILIP-1, para todos os pacientes e controles, estdo apresentadas na
figura 13.




Figura 13: Médias de todos os valores de quantificagdo relativa de expressdo génica de CASR, mGluR1 e
VILIP-1, congregando o grupo dos pacientes e o dos controles para cada um dos genes em estudo. Eixo
Y: valores de quantificagio relativa. Eixo X: genes em estudo.

21
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9 - DISCUSSAO

Expressdo génica de mGluR1

Os dados de expressdo génica obtidos neste estudo evidenciam expressdo de mGluR1
reduzida nos tecidos de pacientes com Epilepsia do Lobo Temporal quando comparados com
tecidos de controles normais.

Evidéncias apontam para a participacdo de mGluR1 em sindromes neuroldgicas como
a epilepsia. Cartmell & Schoepp (2000) mostraram que moléculas agonistas de receptores
metabotrdpicos de glutamato do tipo 1 aumentam a liberacdo de glutamato em culturas de
hipocampo in vitro, potencializando, dessa forma, o efeito de hiperexitabilidade dos
neurdnios, observado em crises de epilepsia do lobo temporal. Rutecki e Yang (1997),
trabalhando com ratos, também constataram que a aplica¢do de agonistas de mGluRs do tipo
1 seguiram-se rapidamente descargas epilépticas. Analogamente, experimentos comprovaram
que antagonistas de mGluR1 exercem atividade anticonvulsiva (THOMSEN et al., 1994).
Alguns estudos de expressdo génica evidenciam um grau mais elevado de expressdo génica de
mGIluR1 em displasias corticais focais associadas com epilepsia (Aronica et al., 2003).
Também foram observados graus de expressdo de mGluR1 elevados em tecidos hipocampais
com esclerose do corno de Amon (BLUMCKE et al., 2000).

Todos esses estudos corroboram a hipotese de que mGluR1 esta envolvido
diretamente com casos clinicos de epilepsia do lobo temporal. Esses achados, contudo, nio
contradizem os dados obtidos no presente estudo, os quais, por sua vez, véem complementar a
literatura sobre essa classe de receptor metabotropico de glutamato. Isto €, malgrado o padrao
reduzido de expressdo génica de mGIuR1 obtido neste trabalho, esses dados vao de encontro
com a literatura a respeito.

A interpretagdo dos dados obtidos estd diretamente ligada a fase da sindrome da
epilepsia do lobo temporal em que se encontram os pacientes analisados. A fase aguda, na
qual as crises epilépticas sdo mais frequentes e intensas, ¢ a fase analisada em muitos estudos
que usam animais de experimentacdo; em muitos deles utiliza-se o modelo da Pilocarpina, no
qual ocorre indugdo do status epiléptico em animais de estudo por meio de administracdo de
pilocarpina, o que acarreta a sindrome de excitabilidade aumentada de populagdes de
neurdnios. A fase cronica, por outro lado, caracteriza-se por crises menos frequentes e graus
de excitabilidade variados nos periodos em que nao se observam as crises, com relagdo a fase

aguda, que se caracteriza pela presenca de esclerose e gliose com diminui¢do importante do
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numero de neurdnios. Outros estudos se valeram da técnica do PCR quantitativo em tempo
real para quantificagdo relativa de expressdo génica de mGluR1 em tecidos com epilepsia em
fase cronica. Chen et al. (2005) analisaram os graus de expressdo génica de trés classes de
receptores metabotropicos de glutamato, incluindo mGluR1, em tecidos experimentais de
ratos em fase cronica de epilepsia do lobo temporal. Foi observado que o gene de mGluR1
encontra-se com expressdo reduzida em duas das trés regides analisadas do lobo temporal,
resultados esses os quais corroboram os dados de expressdo do presente trabalho.

Ademais, outros estudos abordaram andlise simultinea de expressdo génica de
mGluRs especificamente em cada fase da sindrome de epilepsia hipocampal (AKBAR et al.,
1996). Esses autores, aplicando a técnica de “kindling” para promog¢do do status epiléptico,
analisaram separadamente tecidos de ratos sacrificados 24 horas, 7 dias, ou 28 dias apos a
ultima estimulagdo elétrica para inducdo do estado de epilepsia. Foi constatado expressao
aumentada de mGluR1 nos animais analisados 24 horas apo6s a inducdo da atividade
epileptiforme. Nao obstante, nos tecidos analisados 7 dias apds essa indugdo, a expressio
desse gene se mostrou pouco alterada ou ja igual aos niveis dos controles; por fim, os graus de
expressdo haviam voltado aos niveis basais nos animais analisados 28 dias apos a indugao
epiléptica. Os intervalos de 7 e 28 dias representariam, analogamente, as fases cronicas da
epilepsia do lobo temporal.

Por esses estudos, nota-se uma correlagio com o presente trabalho, cujos dados
reafirmam a hipdtese de regulacdo descendente —“downregulation” — de mGluR1 na fase

cronica da epilepsia, isto €, graus de expressdo génica reduzidos nessa fase da sindrome.

Expressido génica de CASR

O receptor sensor de calcio guarda homologia significativa com o0s receptores
metabotrdpicos de glutamato. Os dados obtidos no presente estudo permitem denotar um grau
de similaridade especifico de mGluR1 com CASR, o que pode indicar o envolvimento de
ambos na génese da epilepsia do lobo temporal.

Durante a transmissdo sinaptica, calcio e glutamato podem atuar conjuntamente. No
inicio da transmissdo sindptica, a concentragdo de calcio dentro das vesiculas sinapticas pode
ser alta, sendo essa alta concentragdo liberada juntamente com o glutamato para a ativag@o das

sinapses excitatorias; o célcio atuaria, portanto, como neurotransmissor ou neuromodulador.
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Além disso, apds a liberagdo dos ions calcio no interior da sinapse, a presenga do glutamato
faz com que os Ca’" sejam captados pelo neurdnio pos-sinaptico (GEREAU & CONN, 1995).

Ademais, estudos com outros tipos de mGluRs — tipos 2, 3, 4, 6, 7 e § (TAKAHASHI
et al., 1996), demonstraram ser esses receptores possiveis mediadores de inibicdo pré-
sinaptica, sendo que mGluR1 ndo foi detectado como inibidor. Esse mecanismo de inibig¢ao,
um provavel tratamento das crises de epilepsia, esta diretamente ligado aos ions célcio, e
possivelmente com receptores sensores de calcio. Os referidos mGluRs poderiam atuar por
meio da supressdo da liberagdo de calcio pré-sinaptico (KNOPLFEL, 1995), por meio de
inibicdo da maquinaria exocitdtica apos a liberagdo de calcio ou ainda atuando diretamente
em canais de calcio (TAKAHASHI et al., 1996).

O presente estudo sugere uma interacdo direta entre CASR e mGluR 1. E comprovada
relativamente alta a expressdo de CASR em hipocampo normal (DUNN et al., 1994; RUAT et
al., 1995); malgrado isso, no presente estudo os graus de expressdo desse receptor nos tecidos
de pacientes com ELT foram reduzidos, bem como o foram os graus de expressdo de
mGluR1. Os dados concordantes de expressdo génica obtidos para os dois receptores vém
ressaltar a j& comprovada semelhanga de interacdo com seus respectivos ligantes e homologia
topologica. Os dois receptores podem possuir, portanto, agdes comuns, podendo inclusive
interagir entre si na potencializag@o das sinapses excitatorias. Com isso, infere-se que CASR
e mGluR1 podem estar envolvidos na génese da epilepsia do lobo temporal. Ademais, estudos
Jj& comprovam o mecanismo do sensor de célcio extracelular mesmo em células defeituosas
em CASR (HINSON, 1997), o que permite inferir ser provavel que ambos os receptores
possam também responder ao mesmo ligante, o cdlcio. Entretanto, mais estudos sdo

necessarios para comprovar inequivocamente tal assertiva.

Expressao génica de VILIP-1

No presente estudo demonstrou-se que os graus de expressio de VILIP-1 foram
semelhantes aos de mGluR1. Esses resultados sugerem consonancia com a literatura a
respeito, na qual consta que os graus de expressdo de VILIP-1 em hipocampo, tanto in vitro
como in vivo, sdo controlados pela ativacdo de mGIluR1 (BRAUNEWELL et al, 2003;
BRACKMANN et al., 2004). Outro estudo comprovou a co-expressdao de mGluR1 e VILIP-1
em regides do hipocampo, por meio de sobreposi¢do de marcadores fluorescentes (GIERKE

et al., 2008).
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Visto que VILIP-1 e mGIluR1 estdo intimamente relacionados, no que se refere a
regulagdo de um pelo outro, pode-se inferir a relevancia dos dados de expressdo génica de
VILIP-1 no presente estudo. Foi demonstrado que, tanto mGluR1 quanto VILIP-1
(BRAUNEWELL et al, 2003), estdo regulados positivamente — “upregulated” — durante a
inducdo da plasticidade sinaptica, o que significa que esses dois genes apresentam expressao
aumentada devido a a¢cdo de outro mecanismo iniciador de cadeia de expressdo. Um tipo de
Potenciacdo de Longa Duragdo, um dos processos envolvidos na plasticidade sinéptica,
depende da ativagio de mGluR1 e consequente elevagido de Ca®* pos-sinaptico (PEREZ et al.,
2001; LAPOINTE et al., 2004). E muito provavel, por conseguinte, que a PLD e o
complicado mecanismo envolvido no processo de plasticidade sindptica estejam diretamente
ligados ao aumento da expressdao de VILIP-1.

Tendo em vista os baixos graus de expressdo obtidos para mGluR1 no presente estudo,
justifica-se os dados de expressdo semelhantes observados para VILIP-1. Dessa maneira,
como essas duas proteinas estdo fortemente correlacionados, € provavel que o processo de
liberacdo excessiva de ions célcio pelo neurdnio pré-sindptico, com conseguinte aumento da
excitabilidade neuronal, seja regulado por ambas. Além disso, dada a interagdo direta entre
mGIuR1 e CASR, percebe-se a importdncia do receptor sensor de célcio na sindrome de
epilepsia do lobo temporal.

Ademais, ¢ possivel que VILIP-1 esteja envolvido em processos de apoptose
relacionados com altas concentracdes de calcio intracelular (SCHNURRA et al., 2001), uma

das conseqii€ncias comumente apresentadas por pacientes com ELT.



26

10 - CONCLUSOES

Por meio do presente estudo observamos que os genes de CASR, mGluR1 e VILIP-1
encontraram-se com expressdao reduzida nos tecidos de pacientes com ELT. Os tecidos dos
pacientes, em grau cronico da doenga, justificam os graus de expressdo obtidos para os trés
genes.

Comprovada pela literatura a semelhanga de interacdo de CASR e mGluR1 com seus
respectivos ligantes e a homologia topoldgica entre esses dois receptores, o presente estudo,
por sua vez, sugere uma possivel interacdo entre CASR e mGluR1. Estes dois receptores
podem possuir agdes comuns, podendo até mesmo interagir para a promog¢do da
potencializacdo das sinapses excitatorias, uma das causas da epilepsia do lobo temporal. Isto
posto, inferimos que CASR e mGIluR1 podem estar envolvidos na génese da ELT. Além
disso, ainda que se care¢a de maiores comprovagdes, ¢ altamente provavel que ambos os
receptores possam também responder ao mesmo ligante, o ion célcio.

Confirmamos a relagdo entre VILIP-1 e mGluR1, no que se refere a regulacdo de um
pelo outro, uma vez que os dados de expressdo génica desses dois genes foram consonantes.
Inferimos, pelos dados obtidos e confronto com a literatura, ser provavel que VILIP-1 e
mGluR1 estejam envolvidos, por meio da potenciacdo de longa duracdo, no desencadeamento
de excitabilidade excessiva neuronal em hipocampo, um dos fatores constatados em pacientes
com ELT.

Ademais, como a PLD ¢ acarretada por aumento excessivo de ions calcio no neurénio
pds-sinaptico, infere-se que tanto VILIP-1 como mGluR1 podem regular esse processo. Além
disso, a importancia do receptor sensor de calcio na sindrome de epilepsia do lobo temporal ¢
evidente, tendo em vista a possivel interacdo entre CASR e mGluR1.

O papel do ion calcio no cérebro é de extrema relevancia e concluimos que CASR e
mGluR1, por meio de resposta direta a esse ion, podem estar envolvidos sobremaneira na

génese da epilepsia do lobo temporal.
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