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VDB Pascoal?, RB Marchesini?, AHB Matos?, FF Conte?, TC Pereira®, R Gilioli¢,
JM Malheirosd, RS Pollid, HH Buzzad, A Tannisd, L Covolans,
EA Cavalheirof, L Velloso, F Cendes", I Lopes-Cendes?®

FCM-UNICAMB, Campinas, SP

RESUMO

Introducao: Existem contradi¢des na literatura quanto aos efeitos dos genes ill 8 e il lrn nas epilepsias. Nosso
objetivo foi avaliar os efeitos do silenciamento desses dois genes na fase aguda do modelo de epilepsia induzido
pela pilocarpina. Métodos: Para alterar a expressio dos genes i1 e illrn utilizamos a técnica de interferéncia
por RNA. Resultados: Obtivemos taxas de silenciamento significativas para os dois genes no sistema nervoso
central. Observamos efeitos fenotipicos significativos, incluindo a altera¢io na taxa de mortalidade dos animais
5 dias apés a indugdo do modelo. Conclusées: A ill B parece exercer um papel protetor na fase aguda do modelo
de epilepsia induzido pela pilocarpina.

Unitermos: iRNA, il1 3, il1rn, modelo animal, silenciamento, siRNA.

ABSTRACT

The il1J3 have a protective action in the acute phase of the pilocarpine-induced epilepsy model

Introduction: There is contradictory information regarding the of effects il 8 and ilIn in epilepsy. We aimed
to evaluate the effect of silencing both genes in the acute phase of the pilocarpine-induced epilepsy model.
Methods: We used RNA interference in order to achieve gene silencing. Results: We obtained significant gene
silencing in the central nervous system. In addition, we observed phenotypic effects including differences in
mortality rates of animals 5 days after pilocarpine injections. Conclusion: Our results indicate that il1 § seems
to have a protective effect in the acute phase of the pilocarpine-induced epilepsy model.
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INTRODUCAO

A interleucina 1-beta (il1B), uma importante
mediadora da resposta inflamatéria no sistema nervoso
central (SNC) contra traumas e processos patolégicos, tem
sua expressao aumentada em modelos animais de epilepsia,
principalmente no induzido pela pilocarpina.! Em geral, o
aumento na expressio do gene ill B tem sido relacionado
com uma possivel acio neurotdxica, o que resulta em efeitos
pré-convulsivantes.>* Porém, essas observacoes so restritas
a poucos relatos e obtidas em experimentos nos quais foram
utilizados inibidores ndo especificos.” Uma nova ferramenta
para o estudo funcional de genes é a interferéncia por RNA
(RNAI). Essa técnica tem por objetivo diminuir a expressio
génica de maneira potente e altamente especifica através
da degradagdo do RNA mensageiro (RNAm) induzido
por pequenas moléculas de dupla fita de RNA (siRNAs)
complementares ao RNAm do gene alvo.®7

Com o intuito de ampliar o conhecimento a respeito do
papel daill f na homeostase neuronal e estudar sua possivel
ag¢do no modelo de epilepsia induzido pela pilocarpina,
o objetivo de nosso trabalho foi analisar o efeito das
alteracdes na expressio dos genes il1 § e illrn (antagonista
enddgeno daill ), induzidos pela técnica de RNAI, sobre a
excitabilidade neuronal durante a fase aguda do modelo.

METODOS

Os animais utilizados foram previamente tratados com
injecdes intravenosas (veia caudal) de moléculas de siRNA
contra os genes I[I1f e IlI'm conjugadas a um peptideo
presente no capsideo que reveste o virus da raiva, o RVG
(Rabies Virus Glycoprotein). Este complexo siRNA:RVG teve
por finalidade transportar os siRNAs através da barreira
hematoencefilica (BHE), possibilitando a transfec¢io de
células no sistema nervoso central.®

Injetou-se cada animal duas vezes com doses de 25 ug
de siRNA em uma razdo molar de 1:10 siRNA:RVG,
respeitando oito horas de intervalo entre as injecdes.
Foram utilizados dois grupos controle (animais injetados
apenas com tampio PBS ou com siGFP) e dois grupos
experimentais injetados com siil I 8 e siil In. Todos os grupos
foram compostos por cinco animais, e os experimentos
foram sempre realizados com no minimo uma duplicata
biolégica. O modelo da pilocarpina foi induzido 48 h apds
as inje¢des de siRNA pela via intraperitonial.?-1°

O tempo para a primeira crise, para o status epilépticus e
o ntimero de crises durante a fase aguda foram quantificados
por dois observadores cegos. Os cérebros dos animais foram
coletados, o RNA total foi extraido pelo método do Trizol
e 0 cDNA foi sintetizado usando a Super Script III (ambos
os procedimentos conforme especificagdes do fabricante).
Os niveis de expressiao dos genes il B, illra, nfkP, tnfa e
do sclla3 foram analisados através da quantificagio dos
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transcritos pela técnica de PCR em Tempo Real. Uma
parte do tecido também foi utilizada para extragio total
de proteinas, as quais foram quantificadas pelo método de
Bradford. Em seguida, procedeu-se com experimentos de
Western Blotting para a determinacdo da abundancia das
protefnas alvos. Tanto no PCR em Tempo Real quanto
no Western Blotting as quantificacdes foram corrigidas em
relacio aos controles endégenos Gapdh/Hprtl e B-actina,
respectivamente.

Alguns animais foram observados fenotipicamente
através de monitorizacio por cAmera com gravagio
continua (video-monitorizacdo 24h) até o momento do
sacrificio. O tecido destes animais foi também utilizado
para andlise histolégica com coloracoes de Neo-Timm e
Cressil.

RESULTADOS

Primeiramente, verificou-se o quio efetivo foi
o silenciamento génico causado pela inoculagio dos
siRNAs contra os genes illB e illrn. Como resultado,
observou-se uma diminui¢io na expressio do gene ill
e na abundancia da protefna de aproximadamente 65%.
Foi possivel verificar também que o silenciamento ja podia
ser detectado 24 h apés as injecdes de siRNA, atingindo o
apice apds 48 h (coincidindo exatamente com o momento
em que foi induzido o modelo da pilocarpina) e manten-
do-se significativo por até 96h apds as injecoes. Além disso,
observou-se que a expressio de dois genes (Trk2, Plat) ndo
relacionados a via de sinalizacdo da ill 8 ndo sofreram alte-
ragio com o silenciamento de il1 8, o que comprovou a espe-
cificidade do sistema utilizado. Além disso, demonstrou-se
que o silenciamento ocorreu em diversas regides do SNC
(cortex frontal, hipocampo, cerebelo e bulbo olfatério), mas
nio na medula espinhal e tronco encefalico.

Como foi utilizado um complexo formado pela molécula
de siRNA conjugada ao peptideo RVG, investigou-se se nio
houve quebra da BHE com a injegio deste complexo. Para
esse fim, foram utilizadas imagens de ressonincia magnética
dos animais 3 horas ap6s a injecdo do siRNA:RVG,
utilizando gadolineo como contraste.!! Os resultados néo
evidenciaram qualquer sinal de quebra de BHE com a
injecio do complexo siRNA:RVG em comparagio com os
controles positivos (animais apds SE).!2

A andlise fenotipica dos animais demonstrou que o
grupo que recebeu siill B demorou menos tempo para ter
a primeira crise, assim como para entrar em SE (p<0,05
ANOVA); efeito exatamente oposto foi visto nos animais
que receberam sillm (p<0,05 ANOVA). Observou-se
também que a taxa de recuperacio dos animais nos cinco dias
posteriores ao SE foi diferente entre os grupos analisados:
a taxa de mortalidade dos animais controle foi de 50%, a
dos tratados com siillb foi de 75%, e dos tratados com o
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siilltn, de 35%. Portanto, a anélise fenotipica da fase aguda
demonstra um efeito benéfico da i1 S na fase imediatamente
p6s-dano induzido pela pilocarpina no SNC, sendo que os
animais que tiveram a expressdo do gene ill 8 diminuida
nessa fase apresentaram uma evolugio menos favordvel.
O efeito oposto aconteceu com os animais que tiveram o
antagonista enddgeno da il silenciado (aumentando a
ligacio da ill B ao seu receptor especifico).

Com a finalidade de se investigar o possivel efeito
da illB na excitabilidade neuronal apés a injecdo da
pilocarpina, prosseguiu-se com o estudo de alguns genes/
vias de sinalizago nesse processo. Para isso, a expressio
dos genes il1 B, illm, illr1, nfiB (p65), p-Ikk, e Scll a3 foi
avaliada pelas técnicas de PCR em Tempo Real e Western
Blotting. Como resultado, observou-se uma diferenca
significativa tanto da abundéncia de nfkf8 quanto de sua
atividade, medida pela taxa de fostorilagdo da ikk. Além
disso, houve uma diminui¢io na expressio de Sclla3
(25%) nos animais silenciados para ill8 e um aumento
(30%) nos animais silenciados para illra. Scll a3 é um dos
principais recaptadores de glutamato no SNC e tem sua via
se sinalizacdo regulada pelo fator de transcricio nfxf3."?

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho indicam
que a il1 B parece contribuir indiretamente para a regulacéo
dos niveis de expressio dos genes codificadores de
recaptadores de glutamato no SNC, atuando na modulagio
da expressio de fatores de transcricio, como o nfx.

A analise por Neo-Timm dos animais que sofreram
crises recorrentes apGs 2 meses de observagio (fase cronica)
e que haviam sido injetados com siillrn + pilocarpina nio
demonstrou diferenga significativa quando comparados com
os animais injetados apenas com pilocarpina. Entretanto, a
analise feita nos corte corados por Nissl evidenciaram uma
diminui¢do da morte neuronal nas regides do hipocampo
dos animais pré-tratados com os sillrn.

DISCUSSAO

Aill B parece exercer um papel protetor no SNC contra
eventos excitotéxicos induzidos pela pilocarpina na fase
aguda do modelo. O mecanismo pelo qual a il 8 atua parece
estar relacionado a alteracio da expressio e atividade de
fatores de transcrigdes (nfkf), que por sua vez alteram a
expressdo de recaptadores de glutamato (Sclla3).

Entretanto, esse efeito protetor da illf, induzido
indiretamente pelo silenciamento de seu antagonista
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endégeno (illtn), ndo foi capaz de impedir a ocorréncia
de crises (incluindo o SE) e a reorganizagio sindptica na
fase cronica, evidenciando a complexidade dos mecanismos
envolvidos na epileptogénese.
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