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RESUMO

Avaliacdo eletrofisiologica da acdo da guanilina e de uroguanilina em cérebro de
ratos

Maria Daniele Azevedo Teixeira

Orientador: Dr. Manassés Claudino Fonteles

Dissertacao de Mestrado em Farmacologia — UFC — 2003.

Os peptideos termo-estaveis guanilina e uroguanilina foram inicialmente
isolados e identificados do intestino de rato e de urina de opossum: suas propriedades
sdo atribuidas ao controle do transporte de sal e d4gua no rim e intestino, mediado pelo

GMPc.

O presente estudo propde-se a avaliar a atividade neurofisiologica dos
peptideos do tipo guanilina, através da andlise do registro eletroencefalico, bem como
investigar os mecanismos de acdo responsaveis pela possivel acdo sobre o sistema
nervoso central. Para tanto, grupos de ratos Wistar machos anestesiados foram
submetidos a uma cirurgia para a colocacdo de uma canula na cisterna magna.
Decorridas 48 horas da cirurgia, estes animais foram novamente anestesiados, sendo
infundidas através de uma bomba de infusdo: guanilina (2pug/pl/min) e uroguanilina
(2pg/pl/mim e 6pg/ul/min), em trés grupos distintos. Posteriormente, outros dois grupos
de animais foram submetidos a0 mesmo protocolo experimental, com a uroguanilina,
porém adicionalmente, receberam um pré-tratamento (antes da infusdo) de duas
substancias bloqueadoras de canais de CI: o acido niflimico e o nedocromil sodico.
Durante a infusdo intracisternal dos peptideos, houve o registro do EEG dos diversos
espectros de ondas, sendo gravados trés momentos: antes da infusdo ( controle), durante
e apos a infusdo. O peptideo guanilina quando infundido em cérebro de ratos levou a
alteragdes na amplitude do tragado e o surgimento de pontas no EEG. A uroguanilina
induziu as mesmas altera¢des, contudo houve uma maior intensidade (p<0.05). O pré-
tratamento com acido niflimico nao influiu nos resultados da infusdo de uroguanilina,

porém o nedocromil inibiu o surgimento de pontas (p<0.05).

Sugerimos através deste estudo, que os peptideos guanilina e uroguanilina
produzem alteragdes eletroencefalograficas, atuando sobre o cérebro por mecanismos de

a¢ao envolvendo canais de CI".
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ABSTRACT

Eletrophysiological evaluation of guanylin and urogunylin in rat brain
Maria Daniele Azevedo Teixeira

Mentor: Ph D. Manassés Claudino Fonteles

Master degree thesis in Pharmacology — UFC — 2003.

Guanylin and uroguanylin are heat-stable peptides isolated and identified
from rat intestine and opossum urine, respectively. They control salt and water transport

in the kidney and intestine mediated by cGMP.

In this study we tried to show the effects of the guanylin-like peptides on EEG-
parameters, as well to investigate possible cerebral action mechanisms in the central
nervous system. The experiments were performed using anaesthetized male Wistar rats
that were placed on the stereotaxic frame for surgery to implant a guide cannula towards
to cisterna magna. After 48 hours, the animals were divided in three groups: guanylin
(2pg/Wl/min) and uroguanylin (2pg/ul/min and 6pg/pl/min), and recived intracisternal
infusion by a infusion pump. Another two groups were performed using uroguanylin
(2pg/ul/min) and a pretreatment of two CI™ blockers: niflumic acid and nedocromil
sodium. EEG recordings were made throughout the experimental procedure, using a
software for spectral activity study and absolute amplitude, starting with the control
recording segment, followed by drug infusion segment and finishing with after infusion
segment. Guanylin peptide in the rat brain increased the frontal waves amplitude and
induced spikes. Uroguanylin induced the same changes more intensively (p<0.05).
Niflumic acid didn’t promoted changes, but nedocromil seemed to inhibit the spikes

(p<0.05).

We propose that guanylin and uroguanilyn EEG effects were caused by CI”

channels envolvement.
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1 Introducéo

O liquido céfalo-raquidiano (LCR) tem sido utilizado
experimentalmente, ¢ inclusive em procedimentos terapéuticos em
humanos, ao longo dos anos, como veiculo para liberacdo de substancias.
Sugere-se que substancias com afinidade com o sistema nervoso sejam
liberadas em locais especificos e sejam capazes de alcangar receptores de
células-alvo distantes por difusdo através do espaco extracelular

(Proescholdt et al., 2000).

Os peptideos guanilina e uroguanilina sdo hormonios que ativam
receptores guanilato ciclase, pelo menos no intestino e no rim. A
conseqiiente elevacdo de GMPc no intestino acarreta um incremento na
secrecdo de eletrdlitos e agua. A ativacdo dos receptores renais pela
uroguanilina estimula o fluxo urindrio e excrecdo de sodio, cloreto e
potéassio (Forte et al., 2000). O mecanismo de agdo envolve canais de
cloreto.

A presenga de copias de mRNA codificando guanilina e
uroguanilina em tecidos distintos daqueles do trato gastrointestinal, como
no sistema reprodutor, linféide e no sistema nervoso central(Fan et

al.,1997a) sugere que estes hormdnios seriam responsaveis pela regulagao



eletrolitica em tecidos diversos. Além disso, a semelhanca dos sistemas de

transporte de eletrolitico entre o rim e o cérebro levanta a hipotese dos

peptideos desempenharem fungdes no sistema nervoso central. Estudos cinéticos
detalhados realizados em tecido de plexo cordide isolado tém confirmado e

caracterizado o processo de transporte de anions como similar aquele no figado e rim

(Angeletti et al.,1997).



2 Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Propor o estudo eletrofisiologico da funcao cerebral sob o efeito
da guanilina e da uroguanilina administradas por via intracisternal com
,base no conhecimento da ag¢ao destes peptideos sobre receptores através do
mecanismo sinalizador da guanilato ciclase atuando a partir de canais
10nicos, como por exemplo, canais de cloreto, haja vista a presenga de

receptores da familia guanilina no sistema nervoso central.



2.2 Objetivos especificos

e Avaliar quantitativa e qualitativamente o eletroencefalograma,
enfatizando o surgimento de espiculas, ondas agudas, complexos ponta-
onda, e a ocorréncia de atividade eletrofisiologica paroxistica de ondas da

faixa de freqiiéncia teta ou delta;

e Interpretar os achados com base nos mecanismos de bioeletrogénese dos

novos potenciais obtidos;

e Investigar possiveis mecanismos de a¢do da guanilina e uroguanilina
sobre potenciais corticais através da utilizacdo de antagonistas especificos

de receptores;

e Mensurar as amplitudes absolutas médias dos diversos espectros de
freqiiéncia, para avaliacdo dos possiveis efeitos dos peptideos guanilina e

uroguanilina em infusdes prolongadas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Peptideos Guanilina

3.1.1 Descoberta dos peptideos Guanilina

O peptideo guanilina, originalmente extraido e purificado do intestino
delgado de rato, tem alta homologia estrutural e seqiiencial com as enterotoxinas
termoestaveis da Escherichia coli (D’Este et al. 2000) conhecida como a causadora da
forma aquosa de diarréia similar a vista na colera ( Forte et alli.,, 1999). Isolado da
mucosa intestinal de ratos por Currie et al., o peptideo de 15 aminoacidos foi purificado
empregando-se um bioensaio de GMPc com células intestinais T84 para detectar os
peptideos ativos do jejuno ( Forte, 1999). Caracteriza-se pela presenga de quatro
residuos de cisteina que requerem oxidacdo e formacdao de ponte dissulfeto para a
completa expressao de sua atividade (Wiegand, RC et alli., 1992).0 nome guanilina se
deve ao mecanismo de sinalizagdo celular, envolvendo a enzima guanilato ciclase e ao

seu tecido de origem, o intestino ( Forte, 1999).

Estudos em opossum mostraram evidéncias preliminares de que um
peptideo semelhante a guanilina era abundante na urina. Em efeito, uma segunda versao
de guanilina do opossum foi isolada, tanto a partir da mucosa intestinal, quanto da urina.
O peptideo predominante na urina foi denominado uroguanilina. Véarias formas de
uroguanilina foram isoladas da urina humana e de rato, do intestino de rato e plasma

humano e de opossum (Forte et al., 2000).

A familia guanilina guarda semelhancas tanto na estrutura primdria, quanto
nas atividades bioldgicas com as enterotoxinas termo estaveis (ST) agindo de forma a
estimular a secrecdo de fluidos e eletrdlitos para dentro do lumen intestinal pela
ativacao de receptores de guanilina localizados nas superficies apicais dos enterdcitos
na borda do intestino (Forte, 1999). Fonteles et al.(1998) demonstraram que
uroguanilina e guanilina possuem atividades natriuréticas, kaliuréticas e diuréticas no
rim perfundido isolado. Um fator natriurético intestinal foi postulado existir por Carey e
colegas, no sistema digestivo, como explicacdo para a natriurese que ¢ acentuada apos a

ingestdo de sal. Reid (2002), descreve uma sindrome associada a deficiéncia de zinco,



caracterizada por ascite ¢ que leva a uma desordem do transporte transepitelial,

correlacionando-a a um incremento na produ¢do de uroguanilina.

Um terceiro peptideo da familia foi identificado e nomeado linfoguanilina,
por sua expressao em tecidos linfoides ( Forte,1999).

Yuge et al. em 2003, identificaram em salmdes, trés formas de peptideos
do tipo guanilina. Baseados na seqiiéncia do peptideo maduro e locais de produgdo, eles
nomearam com sendo: guanilina, uroguanilina e renoguanilina. A renoguanilina foi
descrita como possuidora das caracteristicas dos dois primeiros peptideos, entretando
nao se localiza nas células enterocromafins do intestino(como a guanilina), € sim nas

células produtoras de muco do intestino destes peixes.

Desde a descoberta da uroguanilina e linfoguanilina, tornou-se claro que a
guanilina pertence a familia destes peptideos. Através da ativagdo da guanilato-ciclase
C, a guanilina induz o aumento da concentragdo de GMPc, que medeia a fosforilagdo e
ativacdo do regulador de condutancia transmembrana do canal de Cl” na fibrose

cistica.(D’este et al., 2000).

Fan et al. (1997) evidenciaram a expressdo de copias de mRNA
codificando guanilina e uroguanilina em tecidos como o digestivo, renal, do sistema
nervoso central, reprodutor e linféide. Estes achados sugerem que o transporte de ions
pode também ser regulado por GMPc como um mecanismo fisioldgico presumivel
nestes tecidos, criando um campo fértil para a pesquisa de outras funcdes celulares
diferentes das previamente documentadas no intestino e no rim.

3.1.2 Estrutura dos peptideos guanilina

Os peptideos da familia guanilina podem ser classificados em trés grupos
de acordo com o ntimero de pontes dissulfeto contidas nas moléculas destes peptideos.
Linfoguanilina tem somente uma ponte dissulfeto, guanilina e uroguanilina exibem duas
pontes ; a toxina STs possui trés. Na guanilina e uroguanilina, as pontes sao formadas
entre o primeiro e terceiro, e entre o segundo e quarto radicais cisteinil em cada

peptideo (Forte, 2000).



Duas diferencas sao observadas nas moléculas de guanilina e uroguanilina
(figura 1). Uroguanilina apresenta um par de aminoacido acidico na posi¢do NH2 —
terminal ¢ um residuo interno de asparagina ndo encontrado na guanilina. Os
aminoacidos acidicos da uroguanilina contribuem para o amplo espectro de atividade
biologica do peptideo sob condicdes fisiologicas moduladas e variacdes de pH na
superficie da mucosa intestinal. A asparagina faz uroguanilina e peptideos ST muito
resistentes ao ataque de quimiotripsinas, enquanto guanilina é prontamente clivada e

inativada pelas enzimas(Forte, 1999).

Classe 1
Linfoguanilina QEECQELCINMASTGT

Classe 2
Uroguanilina QEDEELEINFA?TGC

Guanilina SHTCEICAFAACAGC

—
Classe 3
E. cofi 8T NSSYCCELCCNPACTGCY

[

&

Figura. 1. Subclasses da familia de peptideos biologicamente ativos guanilina. A classe
1 representa peptideos com uma tnica ponte dissulfeto ( as linhas conectando o par de
cisteinas). Os peptideos da classe 2 apresentam duas pontes dissulfeto e na classe 3, trés

pontes dissulfeto intramoleculares. (Forte, 1999)



3.1.3 Precursores

Proguanilina e prouroguanilina sdo polipeptideos secretados com pouca ou
nenhuma atividade bioldgica até sofrerem clivagem por enzimas conversoras que
liberam os peptideos ativos para a interagdo com os receptores alvo GCs . Algumas
endoproteases como a quimiotripsina podem servir como enzima conversora para a
ativagdo da prouroguanilina em tecidos alvo. Os pro-peptideos sdo removidos por
hidrolise da ligacdo peptidica entre os residuos Ser-Val da preproguanilina e
preprouroguanilina. Os sitios de clivagem da preproguanilina no rato ¢ no homem, sio
os da ligacao peptidica Gly-Val; os sitios para preprouroguanilina, sao os residuos Ser-

Val ( Forte, 1999).

3.1.4 Mecanismos Celulares e Moleculares

3.1.4.1 Receptores

Guanilina, uroguanilina e enterotoxinas(ST) da Escherichia coli se ligam e
ativam receptores guanilato-ciclase da membrana apical localizados no intestino, rim e
em outros epitélios (Fonteles,1998).

O primeiro receptor para peptideos guanilina identificado no plano
molecular foi o GC-C. Conforme relatado por Forte (1999), GC-C ¢ expresso em toda
mucosa gastrintestinal. Este autor demonstra claramente ser o mesmo um receptor alvo
para guanilina e uroguanilina secretadas no limen intestinal, bem como, em condi¢des
patologicas para peptideos ST secretados pelos micro-organismos indutores da diarréia.
Entretanto, mRNA de GC-C ¢ pouco encontrado no rim e pode ndo participar na
sinalizagdo do GMPc dentro das células alvo renais responsaveis pelas agdes diuréticas
e natriuréticas da uroguanilina “in vivo”. Um receptor GC renal expresso em células de
rim de opossum (OK) foi identificado por clonagem molecular de cDNAs derivados de
células OK e coértex renal, codificando uma proteina de 1049 aminoacidos. A maior
diferenca entre os receptores GC-C e OK-GC ocorre entre seus dominios de ligacao,
com a proteina OK-GC exibindo 57-59% de identidade com as formas de GC-C

intestinal no rato, homem ¢ suino.



Schulz (1992) e Fan (1997), estudando a existéncia de guanilina nos
diversos tecidos dos mamiferos, observaram por meio de “Northern Analysis” e rea¢do
de cadeia polimerase ou clonagem de DNA, a presenca de GC-C no intestino, na
glandula adrenal, nas células epiteliais do pulmao, no cérebro, na mucosa olfatoria e

traqueal.



3.1.4.2 Mecanismos Sinalizadores

A ligagdo de um peptideo do tipo guanilina ou da enterotoxina ST com o
receptor GC-C acentua a produgdo e o acumulo intracelular do segundo mensageiro
GMPc, que por sua vez influencia o estado de fosforilagdo e a atividade do canal de
cloreto (CI") putativo da proteina reguladora de condutancia transmembrana na fibrose
cistica(CFTR), servindo como um mecanismo de efluxo para a secre¢cdo de CI™ na
mucosa intestinal. O efeito da ativagdo do receptor no intestino ¢ estimular a secrecdo
transepitelial de CI” e HCO™3 , incrementando assim, a secre¢ao de fluido e modulando

o pH intraluminal (Fan et al, 1997).

A CFTR serve como um canal para a passagem do cloreto através das
membranas apicais dos enterdcitos secretores do mesmo. Esta proteina ¢ ativada por
proteinas quinases GMPc dependentes (figura 2) (Forte et alli,1996). A proteina
quinase-II dependente de GMPc( PKG-II), muito abundante nas células BBM ao longo
do intestino delgado, parece ser um receptor chave para o GMPc no trato intestinal
superior. A auséncia de genes codificando PKG-II resulta na perda de respostas
secretoras de fluido a E. coli ST. Outro receptor intracelular importante para o GMPc
tem sido postulado, a PKA-II, que parece também se ligar ao GMPc e ¢ ativada por sua
alta concentragdo “in vivo”, ¢/ou uma AMPc fosfodiesterase (PDE) regulada por GMPc¢
(Forte et al,2000).
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Figura 2. Modelo proposto para o mecanismo de transducao intracelular do GMPc para

células alvo de guanilina no epitélio (Forte et al.,2000)



As proteinas PKG-II, PKA-II e PDE reguladas por GMPc, estdo também
presentes nos rins. Carrithers et al., em 2000, estudando a distribui¢do do receptor GC-C
nas por¢des do néfron de rato, observaram a expressao de RNAm de PKG-II por toda

essa estrutura renal.

Outro possivel candidato canal funcional de CI” no intestino delgado de
animais nocauteados para CFRT ¢ CIC? um membro da crescente familia CIC de
canais de CI". A expressio do CIC™ proporciona um mecanismo de condutincia

alternativo que pode ser regulado pela uroguanilina via GMPc in vivo (Forte,2000).

3.2 Liquido Céfalo-Raquidiano (LCR) e Sistema Nervoso Central (SNC)

3.2.1 Barreiras Encefalicas

As barreiras encefalicas podem ser conceituadas como sendo dispositivos
que impedem ou dificultam a passagem de substancias do sangue para o tecido nervoso,
do sangue para o liquido céfalo raquidiano (LCR) ou do LCR para o tecido nervoso.
Poder-se-ia dizer, que sdo dispositivos que dificultam a troca de substancias entre tecido
nervoso e os diversos compartimentos de liquido do sistema nervoso central. Machado
(1991) cita que a primeira no¢ao de que os capilares do sistema nervoso central teriam
uma permeabilidade diferente dos demais foi verificada no inicio do século, quando por
meio de injecdo de corantes vitais, como o azul de tripan, todos os 6rgados se coravam,
exceto o cérebro. Porém, ao injetar-se o corante no liquor, havia coloracdao do tecido
nervoso cerebral. Observou-se também, que ao injetar-se toxina tetdnica ou bile no
LCR, os sintomas de intoxicagdo eram dez vezes mais graves, que da substancia tdxica
injetada no sangue. Dessa maneira surgiu o conceito de que qualquer substancia que cai
no LCR ja estaria em contato com o tecido nervoso, entretanto, hoje ¢ sabido que
também existe uma barreira entre o liquor (LCR) e o tecido nervoso, a barreira liquor-

encefalica e outra entre o sangue e o liquor, barreira hemo-liquérica.

A barreira hematoencefalica(BHE) ¢ composta de uma monocamada de

células endoteliais capilares cerebrais(figura 3) que se fundem juntas por “tight



junctions”.Sob condi¢des fisiologicas normais, estas tight junctions formam uma
barreira celular continua, quase impermeavel, que previne o influxo passivo de uma
variedade de substancias, com excecdo de moléculas lipidicas menores. A auséncia de
fenestragdes, trafico vesicular e pinocitose nos endotélios capilares cerebrais restringem
ainda mais o fluxo livre entre intersticio e cérebro. As células endoteliais da BHE
contém numerosos transportadores de membrana envolvidos no influxo e efluxo de
varios substratos essenciais como eletrolitos, nucleosideos, aminoacidos e glicose. Em
adicdo a estes mecanismos carreadores, tem sido relatado transocitose de
macromoléculas para dentro e para fora do cérebro ou do LCR. As células endoteliais
da BHE também expressam numerosas enzimas metabodlicas, tais como fosfatase

alcalina, peptidases, etc (Lee et allii,2001).
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Figura 3 — Anatomia das interfaces hematoencefalica e hematoliquorica. A: a BHE ¢
formada por células endoteliais dos capilares cerebrais que estdo justapostas po “tight
junctions”. B: Capilares do plexo coroide (PC) sdo fenestrados e cercados por uma
membrana basal. Solutos que saem dos capilares cordides chegam ao espago extracelular
que contem fibroblastos e colageno e devem atravessar o PC antes de entrar no LCR. C: As
superficies ventriculares sdo margeadas por células ciliadas ependimarias(E) ligadas por
“tight junctions”. Uma membrana basal estd presente entre as células ependimarias e os
processos astrocisticos. Solutos do LCR podem atravessar ou passar entre as células
ependimarias para entrar no fluido extracelular cerebral (ECP). D: Margem das superficies
cerebrais, o LCR filtra-se através espaco subaracnoide ( contendo coldgeno e a pia-mater) e
vem em contato com os limites da glia(que consiste de processos astrocisticos achatados) O
LCR pode fazer trocas com o fluido extracelular cerebral atravessando ou por entre os

processos gliais(Lee et al.,2001)



3.2.2 Plexo Cordide (PC)

A barreira hemo-liquérica desempenha um papel vital na seletividade e
permeabilidade das membranas do plexo corodide (figura 4) para varios nutrientes e
xenobioticos . Lee et allii(2001) caracterizam o plexo cordéide como um 6rgao altamente
vascularizado em forma de folha que se estende para dentro dos ventriculos. Fisherman
(1980) caracteriza sua formacdo como resultado da invaginacdo do epéndima para

dentro das cavidades ventriculares por células sangiiineas da pia mater.

Estudos concernentes a composi¢ao do LCR datam da primeira metade do
século 20. Houve muito interesse sobre aspectos como o seu volume, local de formagao,
composi¢ao idnica, equilibrio 4cido-basico e o papel na regulacdo de varias fungdes
autondmicas. O LCR seria mais que a “urina” do cérebro e teria fungdes significantes

além do papel de filtrado (Kazemi et al.,1986).

O papel primario do plexo cordide é produzir e manter a composi¢cao
homeostatica do LCR(Lee,2001). Fisherman (1980) cita a enzima sodio-potassio
ATPase como tendo fun¢do na formagdo do fluido ventricular. A secre¢cdo de fluido
coroidal ¢ dependente do transporte ativo de sddio via bomba de sodio, que esta
presente provavelmente tanto na superficie apical, quanto nas fendas intercelulares.
Chobdobski et al.(2001) cita que o LCR ¢é gerado predominantemente pelo tecido
coroidal, porém, 10-30% s3o de origem extracoroidal, e representados pelo volume de
fluxo do fluido intersticial do parénquima para dentro dos ventriculos e espago

subaracnoide.
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Figura 4 — Figura esquematica representando o sistema plexo coroide(PC) — LCR

(Chodobski et al., 2001)



O epéndima margeando as paredes ventriculares nao ¢ uma populagdo de
células homogéneas. Existem diferentes tipos de células ependimares, margeando
regides distintas do sistema ventricular, sendo que células ependimais cubodides ciliares

sdo as mais abundantes (Pérez-Figares et al, 2001).

O transporte eletricamente neutro de Na+ e CI” tem sido demonstrado em
muitos tecidos dentro do SNC. Estudos usando inibidores de furosamida e bumetamida
tém proporcionado evidéncias para este modo de transporte idnico dos capilares
cerebrais e do plexo cordide e a produgdo de LCR. O transporte de Na+ acoplado ao CI™
pode ser um dos meios de regulacdo da composi¢do idnica e, portanto, do equilibrio
acido-bésico do LCR (Kazemi at al.,1986). Pritchard et al. em 1999, citam que nos rins
estd bem estabelecido que drogas anidnicas e outros xenobidticos sdo ativamente
transportados do sangue para a urina e que outros epitélios também sdo capazes de fazer
o transporte ativo de anions organicos, destes o plexo cordide ¢ particularmente
importante. O transporte de anions organicos como um mecanismo de clearence do
LCR foi convincentemente demonstrado por Pappenheimer et al. (1961), os quais
sugeriram que o plexo cordide poderia ser o local de transporte, através da observagio
de que a cultura de epitélio do plexo cordide formava sacos nos quais 0os componentes
se concentravam (Angeletti, 1997). A presenca de mecanismos de transporte, isto &,
transportadores no plexo cordide levaram a sugestdo de Friedheim et al. em 1983, de

que o plexo cordide era o rim do sistema nervoso central (figura 5).
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Figura 5 —Diagrama demonstrando os mecanismos de transporte intracelulares renal e

coroidal (Pritchard, 199)



3.2.3 Compartimentos anatémicos do LCR

Em vertebrados superiores, o CSF circula através de um compartimento interno
(ventriculos e canais comunicantes) ¢ de um externo (espago subaracnoide). Além
disso, estes compartimentos se comunicam abertamente com o fluido intercelular
cerebral. O sistema ventricular dos mamiferos consiste de quatro cavidades
interconectadas (figura 6), nomeadas como os dois ventriculos laterais que se abrem,
através do forame de Monro interventricular, adentrando o terceiro ventriculo. O
terceiro ventriculo se comunica com o quarto ventriculo através do arqueduto de
Silvius. O quarto ventriculo se abre na cisterna magna do espaco subaracnoide e no

canal central da medula espinhal (Pérez- Figares, 2001).
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Figura 6. Compartimentos de LCR e sua relagdo com o cérebro(Kazemi et alli.,1986)



No rato, métodos para acesso ventricular desenvolvidos no passado sao
apropriados para a retirada de LCR, bem como, para a administracdo de substancias. O
aparelho estereotaxico ¢ util para permitir acesso anatomicamente seguro aos espagos

contendo LCR (Krinke et al.2000).

3.3 Canais ldnicos

Neurdnios e células musculares sdo excitdveis, ou seja, sdo capazes de
autogerar impulsos eletroquimicos e, em alguns casos, usar esses impulsos para a
transmissao de sinais ao longo de suas membranas. A membrana neuronal funciona
como uma barreira com permeabilidade seletiva entre o espaco intracelular e
extracelular e, em repouso, a membrana ¢ eletricamente polarizada, ou seja, apresenta
uma diferenca de potencial entre seus dois lados. A polarizagdo da membrana ¢
conseqiiéncia do fluxo i6nico através dos canais transmembrana, que abrem e fecham

dependendo da voltagem intra e extracelular(Guyton, 1989; Kandel et al., 1995).

Canais i0nicos sdo compostos por proteinas transmembrana, pelos quais
determinados ions podem passar para o interior ou exterior da célula. Existem canais
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i0nicos que possuem um ‘“portdo”(gated), também chamados de canais regulados, e
canais que ndo o possuem(non-gated), ou canais de repouso. O fluxo passivo de ions
pelos canais sem portdo ¢ regulado pela concentracdo de ions no meio intra e
extracelular e pela bomba ativa de sédio e potassio. O fluxo i6nico através dos canais
com portdo ¢ regulado por mecanismos moleculares complexos que variam de acordo
com a composi¢do genética de cada subunidade do canal. Essa ¢ uma das bases

moleculares que explica os diferentes padroes de compotamento “especializado” dos

neurdnios (Montenegro et al.,2001).

3.4 Canais de Cloreto

Baljit et alli.(1999), em seu trabalho sobre a seletividade em canais
i0nicos, demonstra que células excitdveis tém um rico repertdrio de canais regulados
dinamicamente, e esta riqueza e plasticidade permite a elas usar os canais de acordo
com suas necessidades. Canais anidnicos sdo poros de proteina nas membranas

biologicas que permitem a difusdao passiva de ions negativamente carregados ao longo



de seu gradiente eletroquimico (Jentsch et al.,2001). Embora estes canais possam
conduzir outros anions melhor que o cloreto(Cl”), o anion predominante do meio
extracelular ¢ o cloreto, sendo que varios transportadores e canais participam no
processo de translocacdo deste ion através das membranas celulares plasmaticas e das

membranas de organelas intracelulares (Waldegger et alli, 2000).

Jentsch et al.(2001), relata que canais de cloreto estdo envolvidos em
muitos processos fisiologicos desde a regulacdo do volume celular e acidificacdo de
vesiculas intracelulares até mecanismos intracelulares mais especializados tais como,
transporte transepitelial vetorial e regulacdo da excitabilidade celular. Estudos com
“patch-clamp” tém revelado uma variedade de canais i0nicos que diferem na sua
condutancia individual, seletividade de anions e nos mecanismos de regulagdo. Eles
podem ser classificados também pela sua localizagdo (membrana plasmatica ou

vesicular).

Canais de CI” desempenham um papel crucial no controle da composi¢ao
ionica do citoplasma, o pH ¢é regulado através das trocas de Na+/ H+ e das trocas de
Na+HCO 3/H+CI™ que necessitam de um desvio paralelo de CI” para a reciclagem do
cloreto. Em adi¢do, algumas células também usam proton-ATPases. A regulagdao do
volume das células, ¢ feito em face da hipotonicidade externa, envolvendo abertura de
canais de K+ e CI™ ativados por volume, resultando no efluxo de sal em rede. Canais de
cloreto realizam o transporte de sal e fluido através de muitos epitélios, como nos
pulmdes, células acinares de varias glandulas e intestino, onde as células apicais
secretam ativamente Cl™. Na al¢a de Henle também existe um mecanismo de transporte

de CI"(Jentsch et allii.,2001).

Outra importante fung¢do destes canais ¢ a regulagdo da excitabilidade da
membrana elétrica, o que em se tratando de canais de CI” faz-se dbvia em musculos
esqueléticos. A perda da funcdo do canal nestes musculos leva a miotonia, uma
hiperexcitabilidade muscular intensa. Existem diversas enfermidades clinicas em que a
miotonia ¢ manifestacdo importante (como a doenca de Thompsen) que fazem parte de
um grupo de doencas catalogadas como canalopatias, entre elas poderiam ser destacadas
a epilepsia e a enxaqueca. Nas células do musculo liso, a abertura de canais de CI” leva

a uma despolarizagao forte o bastante para causar influxo de Ca+ através dos canais de



Ca+ ativados por voltagem; isso pode ter importancia para a resposta da resisténcia
vascular ao estresse mecanico ou para reguladores de vasoconstricdo tais como a

norepinefrina (Jentsch, 2001).

Fahlke (2001) estudando a permeabilidade e a seletividade de canais de
cloreto dependentes de voltagem cita as dificuldades de se estudar em preparagdes
nativas. A clonagem molecular e a subseqiliente expressdo de heterdlogos foi o que
contribuiu grandemente na investigagdo das classes de canais i0nicos, e isto foi
pioneiramente realizado por Jentsch e colegas em 1990, quando descobriram uma
familia de canais de CI, a familia CIC de canais de cloro com nove membros nos
mamiferos (Jentsch,2002). Até hoje, somente trés classes estruturais distintas de canais
de cloreto foram identificadas: canais de cloreto ativados por ligantes (GabaA e
receptores de glicina), o regulador de condutincia transmembrana da fibrose cistica
(CFRT) (um membro da familia de proteinas transportadoras ATP ligantes), e a familia
CIC de canais de cloreto (Waldegger et al.,2000) .Jentsch et allii.(2002) citam ainda os
canais de cloreto ativados pelo volume, os canais de cloreto ativados por calcio e a

familia do gene p64 de canais de cloreto presumivelmente intracelulares.

3.4.1 Canais de Cloreto ativados por ligantes

Neurotransmissdo inibidora rapida no sistema nervoso central de mamiferos
¢ mediada pelos neurotransmissores GABA e glicina. Sua ,ligagdo aos receptores abre
canais anionicos intrinsecos, sendo que no sistema nervoso central dos adultos, a
maioria conduz ao influxo de CI7, o qual hiperpolariza o neurdnio, inibindo assim a
atividade neuronal (Jentsch, 2001). Mihic & Harris (1997), em um artigo de revisao,
relatam que quando as moléculas de GABA se ligam aos receptores ativando-os, abrem
o canal de cloreto temporariamente e permitem a passagem de moléculas
negativamente carregadas, tais como o ion CI°, passando do meio exterior para o
interior celular. Este fluxo i6nico faz com que a excitabilidade celular reduza. Existem
trés subtipos basicos de receptores GABA , GABA-a, GABA-b ¢ GABA-c. GABA-a ¢
0 que mais prevalece no cérebro de mamiferos. O receptor GABA-a ¢ similar ao
receptor de nicotinico que ¢ relatado como um canal i6nico. As classes A e C destes

receptores sao ligantes de canais de cloreto, enquanto classe B ativa outros canais via



proteina G. Estes receptores possuem sitios de ligacdo para drogas anti-epilépticas,

sedativos € anestésicos.

3.4.2 Regulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica(CFRT)

O primeiro canal anionico a ser identificado por clonagem de posicao foi o
CFRT. Ele surgiu através da busca pelo “lécus” da fibrose cistica (FC) em 1989
(Jentsch et al.,2001). A FC ¢ uma doenca genética fatal que afeta primariamente a
populagdo caucasiana, embora casos tenham sido reportados em outros grupos étnicos;
ela ¢ de uma etiologia complexa, mas ¢, sobretudo, uma condi¢do que afeta o transporte
epitelial e se caracteriza por defeitos na secrecdo de fluidos de varios epitélios,
incluindo glandulas sudoriparas, pancreas exocrino e vias pulmonares (Fuller et alli,
1992). Ela resulta de mutagdes em um tnico gene que codifica uma grande proteina de
membrana, o CFRT, que é expresso em multiplos tecidos de origem epitelial, onde
desempenha varias fungdes presumiveis, sendo a mais conhecida delas, a formagdo de
um mecanismo de transporte de CI™. Nestes tecidos, CFRT forma um canal de CI™ que ¢
responsavel por estabelecer o movimento transcelular apropriado de sal e dgua para
dentro dos espagos luminais. Ele se encontra dentro da superfamilia de proteinas

transportadoras ABC (McCarty, 2000).

Em alguns epitélios como no célon, o CFRT pode ser responsavel por toda
condutancia apical de cloreto (Jentsch, 2002). O CFRT age tanto como canal de cloreto,
quanto como regulador do transporte epitelial interagindo com Na', CI”, canal de K+
renal e co-transportadores. Ele parece participar da regulagdo dos canais i0nicos
sensiveis a acido (ASICs) identificados imuno-histoquimicamente e funcionalmente em

cérebros de rato, camundongo e homem (Hong-Long et allii., 2002).



3.4.3 A familia CLC de canais de cloreto

A familia CIC de canais de cloreto compreende nove membros (figura 7)
em mamiferos que diferem em relagdo as suas propriedades biofisicas, aos
compartimentos celulares e a distribui¢do nos tecidos. A primeira clonagem de uma
canal CIC ocorreu do orgdo elétrico da arraia marinha Torpedo marmorata e foi crucial
para a descoberta dos genes desta grande familia. A estrutura destes canais ndo mostra
qualquer homologia com outros canais i6nicos € nem guarda semelhangas com canais

de cloreto ativados por ligante ou CFRT(Waldegger et al.2000)

Figura 7 - Classificagdo das diversas familias CIC (Jentsch,2002).
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No sistema nervoso central, o canal CIC-2 ¢ abundantemente expresso em
células piramidais do hipocampo e em células de Purkinje do cerebelo e menos expresso
em outros neurdnios e glia. Ele pode ser ativado por hiperpolarizagdo, por volume
celular e por acidificacdo extracelular. A seqiiéncia de seletividade por halogénios do
CIC-2 ¢ CI" > Br > 1 . Ele ¢ inibido inespecificamente por Cd*+ e Zn*+. Correntes de
CI” ativadas por hiperpolarizagdo tem sido observadas em varios tecidos e células do

SNC, incluindo neurdnios, glia e células epiteliais do plexo coroide (Jentsch, 2002).

Schmidt-Rose et al.(1997) cita que CIC-2 pode desempenhar papéis no
controle do volume celular e na concentragdo de cloreto intracelular, o que seria
importante para a transmissao sinaptica em certos neuronios. Gyomorey et allii (2000),
estudando os canais CIC-2 no intestino de camundongos, relata que este canal de cloreto
ndo CFRT contribui para a secre¢do de cloreto ativada pelo volume em ileo de
camundongo. Griinder et allii.(1992) propuseram que canais CIC-2 possuem um papel
na resposta celular ao volume e estimulo osmético. Staley et allii.(1996) cita que este
canal pode ser co-optado para modulacdo da excitabilidade elétrica em alguns
neuronios. Wills et al.(2001) em um trabalho de revisdo sobre CIC, relatam que o CIC-2
esta presente na maioria das células que expressam o canal CFRT e pode ser
considerado como uma opc¢ao para correcdo do mal funcionamento do transporte de
cloreto em epitélios afetados pela fibrose cistica. Também ¢ citada a possivel func¢io de
modulacdo da excitabilidade da membrana nos neuronios. Speake at al. (2002),
estudando camundongos nocauteados para o CIC-2, verificaram que correntes
retificadoras da condutancia de anions para o interior das células do plexo cordide
persistem nestes animais, propondo que possivelmente haveria um outro canal

responsavel por esta funcao.

Debska et alliin (2001) cita na familia P64 encontrada em muitas
membranas intracelulares, canais agindo em conformacdo com bombas proton
eletrogénicas, regulando o pH no interior das vesiculas, expressos por “Northern
analysis”, abundantemente no cérebro e retina, com alto nivel de expressao no sistema

limbico da formag¢do hipocampal, amygdala, hipotdlamo e septum.



3.5 Conceitos basicos sobre o EEG

A eletroencefalografia ¢ a ciéncia que estuda a atividade elétrica do
cérebro. Os registros da atividade elétrica cerebral sdo obtidos por meio de eletrodos
localizados superficialmente na cabeca (Chatrian et al., 1974). O eletroencefaldgrafo
clinico correlaciona as fun¢des do SNC, bem como as definigdes e doengas com certos

padrdes do EEG sobre uma base empirica (Niedermeyer, 1999).

Caton em 1875, trabalhando com macacos e coelhos, foi o primeiro a
usar o EEG como identificador da atividade sensorial do cérebro. Ele analisou a
atividade neuroldgica diretamente no cérebro destes animais enquanto estes recebiam
estimulacdo visual. Ele verificou que a zona occipital do encéfalo respondia sempre que
uma luz passava em fronte dos olhos dos animais. A eletroencelografia entrou na pratica
clinica depois que Adrian e Mathews demonstraram, em 1934, a veracidade dos
registros e trabalhos de Berger. A Berger, portanto, corresponde a paternidade do
método e sua aplicacdo clinica (apresentada em 1924). Entre os pioneiros da aplicagdo
da eletroencefalografia clinica destacam-se no estudo das epilepsias os nomes de Gibbs,
Davis e Lennox, assim como o de Walter na localizacio de tumores
intracranianos(Silveira, 2002).

Os neuronios tém a habilidade de se comunicar de forma extremamente
rapida e precisa, por longos trajetos. Em média, um neuronio forma mil sinapses e
recebe mais de 10 mil conexdes. Os principais geradores elétricos cerebrais sdo os
neurdnios piramidais, posicionados em forma de palicada predominante nas camadas
corticais Il e V, de forma paralela a superficie do escalpo. Durante o EEG, os eletrodos
no escalpo registram a atividade elétrica extracelular de um grupo de neurdnios
corticais, que sdao potenciais de campo na zona dendritica e potenciais de polarizagao
oposta na zona dos corpos celulares, produzindo um dipolo. A atividade elétrica
cerebral ¢ espontanea e continua, podendo ser evidenciada durante a vigilia, o sono, a
anestesia e o coma, cessando apenas nos estados extremos de anoxia cerebral. E captada
sobre o couro cabeludo, base do cranio, sobre o cérebro exposto ou na profundidade do

mesmo (Montenegro et al. 2001).

Neurdnios  marca-passos  distribuidos  pelo  tdlamo  oscilam

sincronicamente no espectro de freqiiéncia alfa (7.5 — 12.5 Hz), estes produzem o ritmo



alfa, o qual domina o EEG de uma pessoa normal alerta em repouso. O nucleo reticular
pode hiperpolarizar as membranas celulares de neurdnios talamicos pela liberacdo de
GABA, diminuindo o ritmo alfa dominante, passando ao espectro teta, mais lento (3.5 —
7.5 Hz), e diminuindo a produtividade sensorial para o cortex. A atividade teta também
pode ser gerada pelo sistema limbico, possivelmente por células marca-passo teta no
ntcleo do septo, o qual pode ser inibido pelas influéncias entorrinais e hipocampais.
Acredita-se que a lenta atividade delta (1.5 — 3.5 Hz) ¢é originada em neurdnios
oscilatorios de camadas corticais profundas no talamo, inibidas normalmente pela
entrada de ascendentes reticulares ativando o sistema de meio cérebro. A atividade delta
pode refletir a hiperpolarizagao de neuronios corticais resultando em desdiferenciacao
da atividade neural. A atividade da banda beta (12.5 — 20 Hz) parece refletir transagdes
cortico-corticais e talamo-corticais relacionadas ao processamento da informagdo
especifica. A atividade da banda gama (25 — 50 Hz) pode refletir circuitos
reverberatorios cortico- talamo-corticais, bem como propagagdao antiga de descargas
axonais para os dendritos de células piramidais corticais, que podem desempenhar

importante papel na percep¢ao (John, 2002).

O EEG denota variagdao da voltagem no tempo. A voltagem registrada
determina a amplitude da onda, e uma escala ¢ necessaria no tracado. A medida de
voltagem de cada onda ¢ ineficaz, sem finalidade pratica e sujeita a erros. Geralmente a
amplitude ¢ considerada baixa, média ou alta, ap6s uma avaliagdo geral do tracado.
Amplitudes altas sdo frequentes em criangas, durante a hiperpnéia, e em ritmos de
frequéncia inferior a 13Hz. Amplitudes baixas sdo registradas em situagdes de
ansiedade, dor, e por vezes lesdes cerebrais importantes. A interpretacdo dos achados na
variagdo de amplitude ¢ muito importante devido ao grande nimero de situacdes que
podem acarretar tal variacdes. As anormalidades paroxisticas do EEG podem ser ictais
ou interictais. Costumam se iniciar por alteragdes na frequéncia do tragado, denotando
que um novo evento eletrofisioldgico esta ocorrendo. A alteracdo de frequéncia pode
ocorrer também com alteragdo da amplitude das ondas, por rdpidas quedas ou
incrementos de voltagem. Vale ressaltar que descargas paroxisitcas no EEG sao
indicadores de um desvio do comportamento neuronal que pode ou ndo estar

relacionado a crises epilépticas.
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Figura 8. Representagdo esquematica do sistema homeostatico que regula os

parametros definindo o estado basal da atividade elétrica cerebral (John, 2002).




No esquema da figura 8 vemos uma hipotese que demonstra um complexo de
interagdes relevantes para a consciéncia. Assumindo-se que um individuo esteja
sonolento, com diminui¢do na atividade do sistema de ativacdo reticular ascendente,
o EEG ¢ dominado por lentas ondas delta e teta, refletindo a inibi¢do do tdlamo por
nucleos reticulares e conseqiiente diminui¢ao da entrada de sinais para o cortex. A
ativacdo da formacdo reticular mesencefélica e do nucleo do relé taldmico por um
rapido aumento do estimulo ambiental resulta em inibicdo do nicleo reticular via
colateral por um mediador colinérgico ou serotoninérgico, liberando assim, as células
talamicas da inibi¢do pelo nucleo reticular. A atividade dominante do espectro de
for¢a do EEG torna-se mais rapida, com o retorno da atividade alfa. O fluxo de
informac¢do aumentado do tdlamo para o cortex ¢ facilitado, resultando em interacdes
cortico-corticais refletidas pelo aumento da atividade beta. A detec¢dao coincidente
por células piramidais, comparando esta entrada exdgena com a saida de impulsos
elétricos da atividade endogena, ativa “loops” cortico-talamicos gerando atividade

gama e mediando a percepg¢ao da informacgao sensorial (John, 2002).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais de laboratorio utilizados

Ratos Wistar machos sadios, pesando entre 220-270 gramas, provenientes
do Biotério Central da UFC, foram mantidos em jejum durante vinte e quatro horas
antes dos procedimentos experimentais, com livre acesso a dgua. O anestésico utilizado
foi uma mistura de quetamina(100mg/kg I.P.) e xilazina (50mg/kg I.M.) (Virbac-
Brasil).

4.2 Avaliacdo eletrofisioldgica: eletroencefalograma e eletrocardiograma

Para avaliar qualitativamente os padroes eletroencefalograficos e
eletrocardiograficos, como o aparecimento de pontas e a amplitude absoluta média, foi
feita uma monitoriza¢do dos grupos controle e tratamento por infusdo intracisternal de
guanilina e uroguanilina, considerando-se subgrupos antes, durante e apos a infusdo das

drogas.

O EEG reflete mudancas instantdneas no estado da atividade do SNC e
assim indica primariamente o estado de despertar, anestesia ou atividade excitatoria

caracterizada por spikes(pontas) e fusos(Krinke,2000).

Usou-se o sistema EMSA®, formado por um pré-amplificador,
amplificador e conversor analdgico digital, além de um microcomputador compativel
com a marca IBM. Para o estudo da atividade espectral ¢ da amplitude absoluta média
das diversas faixas de freqiiéncia do eletroencefalograma foi usado o “software”
Braintech®.O programa Braintech faz a analise mateméatica do sinal e informa os

resultados através de graficos, mapas, tabelas, etc.
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Figura 9. - Sistema de captagdo, analise e armazenamento dos sinais
eletroencefalograficos e eletrocardiograficos. Este sistema originalmente ¢ utilizado
para realizacdo de EEG digital em pacientes humanos. Foi adaptado para uso em

animais, com utilizagdo de um menor numero de eletrodo (dez) (Cardoso do Vale,

2000).



4.3 Cirurgia estereotaxica

O procedimento cirurgico com o objetivo da implantagdo de uma canula-
guia no cérebro, para infusdo da guanilina e uroguanilina, foi realizado através de
estereotaxia, sendo a técnica de abordagem da cisterna magna feita de acordo com o
método proposto por Consiglio & Lucion (2000) destinado a coleta de liquido céfalo-

raquidiano.

Os pontos de referéncia externos utilizados para localizar nticleos e regides
cerebrais no rato tomam por base certas caracteristicas cranianas, como por exemplo os
pontos de intersec¢do entre os 0ssos, isto €, encontro de suturas Osseas; trés pontos de

referéncia usados sdo o bregma, o lambda e a linha interaural.

O aparelho estereotaxico se constitui de uma estrutura metalica formada
por um fixador de cabeca, uma torre estereotaxica (o que possibilita a localizacdo das
coordenadas desejadas) e um suporte para acoplamento de microseringas. O animal tem
sua cabeca imobilizada no aparelho através de duas barras auriculares introduzidas no
meato auditivo externo e uma barra que fixa os dentes incisivos (Campos &

Renault,1999).

Além do aparelho estereotaxico, (figura 10), utilizou-se em cada cirurgia,
uma canula guia de metal medindo aproximadamente 16mm de comprimento ¢ 0,6mm
de didmetro (agulha B-D cortada 27 G), dois parafusos “ancoras” de aco inoxidavel
(parafusos para otica) para fixagdo da canula guia e acrilico dental autopolimerizavel

(B-D Sao Paulo).

Apbs a anestesia, 0s animais experimentais foram tricotomizados e
posicionados no aparelho, a pele foi desinfetada, excisada e rebatida. Os animais
sofreram uma incisdo na regido superior do cranio de aproximadamente 2 cm de
comprimento, sendo em seguida retirado o periosteo. Para uma boa fixagdo da canula
guia, foram implantados os dois parafusos proximos ao bregma (figuras 11 e 12)
utilizando-se uma broca odontoloégica para perfurar dois orificios no osso e uma
pequena chave de fenda para o encaixe das duas “4ncoras”. A canula guia, colocada em

uma haste de ago, presa a torre estereotaxica, foi posicionada em direcdo ao bregma



(figura 11). Os parametros estereotaxicos para a canulagdo da cisterna magna do rato
foram: Antero posterior(AP) = -2,7 mm (posterior a linha inter-aural); vertical (V) = -
6,2 (abaixo da dura-mater); lateral (L) = 0; angulo (8 = 31°); incisivo superior = - 3,2

mm sob a linha inter-aural.

Quando o estereotaxico foi inclinado (6 =31°) sobre o ponto (AP) = - 2,7
mm, a ponta da canula foi deslocada do ponto AP original. Assim moveu-se acima da
linha anterior- posterior de modo a atingir o alvo previsto. Depois da introducdo da
canula guia, a mesma e os parafusos foram fixados com o acrilico autopolimerizavel
deixando exposta uma por¢ao de aproximadamente 0,5cm da porgao superior da canula-

guia (figuras 13 e 14).
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Figura 10: Aparelho Estereotaxico



Figura 11: Suturas dsseas; A, B e C pontos para implantagdo de parafusos; D — linha
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Figura 14: Rato wistar ndo anestesiado com canula-guia implantada na cisterna magna

4.4 Coleta de Liquido Céfalo-Raquidiano (LCR)

Passados dois a trés dias apds a cirurgia para a implantagdo das canulas
guia, procedeu-se a tentativa de coleta de liquido céfalo-raquidiano por meio de um
escalpe (tamanho 25x8, marca B-D) acoplado a uma seringa de 1ml. Para este
procedimento, que confirma se a canula foi corretamente implantada em dire¢do a
cisterna magna, os animais ndo necessitam estar anestesiados. Com a insercdo da
agulha do escalpe dentro da canula guia, ¢ possivel verificar um aumento da resisténcia
devido ao parénquima cerebelar e demais estruturas da cisterna magna e posteriormente
um decréscimo da resisténcia ¢ sentido quando a agulha do escalpe penetra na cisterna

magna, surgindo um liquido transparente, o LCR.

4.5 Cisternografia

Para atestar a eficacia do procedimento cirtirgico de implantagdo da canula,
realizou-se uma radiografia (figura 14) utilizando-se contraste iodado(100ul), sendo
este injetado na canula-guia(cisternogratia). Um grupo de ratos, n=5, sofreu este
procedimento radiografico, os animais foram posicionados ventralmente durante a

infusdo do contraste, e para as radiografias eles foram mantidos em posicdo lateral. A



infusdo foi feita através de uma seringa acoplada a canula-guia e a cisternografia
sucedeu-se apos 5 minutos. Este método permitiu a visualizagdo do contraste
distribuindo-se através da cisterna magna para o espaco sub-aracnodide e cavidades

ventriculares dos animais.



Figura 15. Cisternografia. Radiografia A: Contraste ndo se distribuiu pela canal

medular do rato; Radiografia B: Contraste se distribuiu pela medula espinhal.



4.6 Infusédo de Guanilina e Uroguanilina

A infusdo intracisternal de guanilina e uroguanilina foi realizada sob
monitorarizagdo eletoencefalografica e eletrocardiografica. Os animais foram divididos
em grupos: o controle no qual foi infundido 100ul de salina na cisterna magna, o grupo
guanilina, dois grupos uroguanilina, o grupo com acido niflimico e o ultimo grupo com

nedocromil sodico.

Usou-se uma bomba de infusdo (Hamburg) na velocidade de 150ul/ 30
minutos acoplada a um escalpe cuja canula permaneceu inserida na canula guia,
atingindo a cisterna magna. Foram gravados os registros eletoencefalograficos

realizados antes, durante (aproximadamente 30 minutos) e ap6s a infusdo das drogas.

4.7 Bloqueadores

Com o objetivo de se investigar o mecanismo de acdo, realizou-se a
infusdo (pré-tratamento) intracisternal de duas drogas que apresentam possiveis
propriedades inibitorias sobre os canais de Cl°, sendo elas: o acido niflimico e o

nedocromil sodico.



4.8 Analise Estatistica

Os dados brutos foram analisados para diferengas estatisticamente significativas por
testes paramétricos. As amplitudes das amplitudes médias absolutas dos diversos
espectros de onda (uV) e das pontas, além da média do numero de pontas, foram
comparados com seus respectivos controles internos pelo teste t de student pareado
bicaudal com significAncia estabelecida quando a probabilidade de ocorréncia da

hipotese nula for menor que 5%.

Quando conveniente, para analisar dose-dependéncia e diferencas entre
grupos, foi utilizada a andlise de variancia “one way” ANOVA seguido do teste de

contraste de Tukey com confianca de 95%.



5. RESULTADOS

5.1 Efeito da guanilina sobre a amplitude absoluta média dos espectros alfa e teta e

sobre o nimero de pontas por minuto encontradas no EEG

As tabelas 1 e 2 demonstram os valores das amplitudes médias nos espectros de
freqiiéncia alfa e teta do EEG obtidos a partir da avaliagdo quantitativa do grupo
controle guanilina (antes da infusdo), do grupo durante a infusdo e apos a infusdo. A
tabela 3 demonstra o nimero de pontas por minuto obtidos do EEG da regido frontal

nos trés momentos da infusdo (antes, durante e ap6s) em ratos anestesiados.



Tabela 1- Amplitude absoluta média do espectro alfa do EEG de cinco animais
submetidos a infusdo intracisternal de guanilina (2pul/pg/min) em trés momentos: antes,

durante e apos a infusdo. Os valores sdo expressos em uV (microvolts).

ANTES DURANTE APOS

F3 F4 F3 F4 F3 F4
R1150,0 110,870 163,040 123,040 156,520 130,430
R2 156,52 150,000 176,090 156,520 143,480 130,430
R3163.4 163,040 195,650 176,080 182,600 176,080
R4 117,39 | 78,260 176,090 91,300 169,560 78,260
R5 182,61 97,830 163,040 91,300 143,750 280,430




Tabela 2- Amplitude absoluta média do espectro teta do EEG de cinco animais
submetidos a infusdo intracisternal de guanilina (2p/pg/min) em trés momentos: antes,

durante e ap0s a infusdo. Os valores sdo expressos em pV(microvolts).

ANTES DURANTE APOS

F3 F4 F3 F4 F3 F4

R1 211,20 160,90 201,00 159,80 234,30 209,20
R2 206,10 148,30 248,30 166,40 171,60 156,10
R3 224,50 196,90 272,80 237,20 273,00 240,00
R4 162,10 106,10 193,60 129,50 177,20 102,30
R5 211,40 112,80 205,30 110,10 171,80 416,80




Tabela 3- Numero de pontas por minuto observadas no EEG da regido frontal antes,

durante e ap0s a infusdo de guanilina (2p/pg/min) em cinco animais.

ANTES DURANTE APOS
R1 74,130 58,280 79,620
R2 62,400 67,450 70,960
R3 80,010 142,200 167,200
R4 57,140 64,070 52,850
R5 80,000 64,630 72,100

Observa-se na figura 16 as amplitudes absolutas médias (uV) do espectro alfa
do EEG de cinco animais antes, durante e ap6s a infusdo intracisternal de guanilina na
dose 2ug/pug/min. As amplitudes absolutas médias (uV) do espectro alfa do EEG nas
regides frontais esquerda (F3) e direita (F4), estdo demonstradas na figura 17: antes(f3a e
f4a), durante (f3d e f4d) e apds (f3ap e fdap); em cinco animais submetidos a infusdo
intracisternal de guanilina (2pg/pg/min). Na Figura 18 vemos as amplitudes absolutas
médias (uV) do espectro teta do EEG de cinco animais submetidos a infusdo
intracisternal de guanilina (2pg/pg/min) em trés momentos: antes, durante e apds a

infusdo.
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Figura 16 — Amplitudes absolutas médias (uV) do espectro alfa do EEG de cinco
animais submetidos a infusdo intracisternal de guanilina (2pg/pg/min) em trés momentos:

antes, durante e apds a infusdo.
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Figura 17 - Amplitudes absolutas médias (uV) do espectro alfa do EEG nas regides
frontais esquerda (F3) e direita (F4), antes(f3a e f4a), durante (f3d e f4d) e apos (f3ap e

f4ap); em cinco animais submetidos a infusao intracisternal de guanilina (2pg/pg/min).
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Figura 18 - Amplitudes absolutas médias (uV) do espectro teta do EEG de cinco
animais submetidos a infusdo intracisternal de guanilina (2pg/pug/min) em trés

momentos: antes, durante e apos a infusao.



O nimero de pontas por minuto observadas no EEG da regido frontal esta
demonstrado na figura 19 em trés momentos: antes, durante e apos a infusdo de

guanilina (2p/pg/min) em cinco animais.
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Figura 19 — Ntimero de pontas por minuto observadas no EEG da regido frontal antes,

durante e ap0s a infusdo de guanilina (2p/pg/min) em cinco animais.



Nos resultados com a guanilina (2u/ug/min), ndo foram verificadas
diferencas estatisticamente significativas quanto a amplitude absoluta média
nos espectros de frequéncia alfa e teta. Na analise do numero de pontas por
minuto observamos uma tendéncia de aumento no numero de pontas por

minuto durante e apds a infusdo, sem significagcao estatistica.

Vemos na tabela 4 o nimero de pontas por minutos presentes no EEG de seis
animais que receberam a dose de 2p/pug/min de uroguanilina intracisternal.

O numero de pontas por minuto no EEG de cinco animais ¢ demonstrado na
tabela 5 na dose de 6p/pug/min de uroguanilina por via intracisternal; antes, durante e

apos a infusao.



Tabela 4- Numero de pontas por minutos observadas no EEG de seis animais que

receberam a dose de 2p/pg/min de uroguanilina intracisternal; antes, durante e apds a

infusao.

ANTES DURANTE APOS
3050 322,0 553,0
161,0 382.,0 385,0
77,0 114,0 315,0
522,0 576,0 623,0
248,0 247,0 316,0
574,0 625,0 460,0




Tabela 5 - Numero de pontas por minuto observadas no EEG de cinco animais que

receberam a dose de 6p/pug/min de uroguanilina intracisternal; antes, durante e apds a

infusdo.

ANTES DURANTE APOS
396,0 549,0 316,0
464,0 542,0 563,0
582,0 575,0 567,0
397,0 484.0 466,0
580,0 613,0 613,0




A amplitude absoluta média do espectro teta do EEG de seis animais
submetidos a infusdo intracisternal de uroguanilina(2p/pg/min) € obsevada na tabela 6
onde os valores expressos em pV. Na tabela 7 -vemos amplitude absoluta média do
espectro alfa do EEG de seis animais submetidos a infusdo intracisternal de
uroguanilina(2p/pg/min). Na tabela 8 demonstra-se a amplitude da média de pontas
observadas no EEG da regido frontal promovida pela infusdo de
uroguanilina(2p/pg/min) em seis animais - Amplitude da média de pontas observadas
no EEG da regido frontal ¢ vista na tabela 9 na dose de uroguanilina(6p/pg/min) em
cinco animais. A amplitude absoluta média do espectro alfa do EEG de cinco animais
submetidos a infusdo intracisternal de salina (2ug/ul/min) ¢ demonstrada na tabela 10

com os valores em V.



Tabela 6- Amplitude absoluta média do espectro teta do EEG de seis animais
submetidos a infusdo intracisternal de uroguanilina(2p/pg/min) em trés momentos:

antes, durante e apds a infusdo. Valores expressos em pV.

ANTES DURANTE APOS

F3 F4 F3 F4 F3 F4
165,0 190,0 90,0 100,0 90,0 120,0
105,0 90,0 135,0 195,0 150,0 180,0
180,0 180,0 90,0 120,0 135,0 150,0
195,0 150,0 165,0 135,0 150,0 135,0
120,0 270,0 75,0 150,0 120,0 180,0
150,0 165,0 120,0 135,0 120,0 150,0




Tabela 7 - Amplitude absoluta média do espectro alfa do EEG de seis animais
submetidos a infusdo intracisternal de uroguanilina(2p/pg/min) em trés momentos:

antes, durante e apds a infusdo. Valores expressos em pV.

ANTES DURANTE APOS

F3 F4 F3 F4 F3 F4
176,0 190,0 105,0 88,0 105,0 90,0
60,0 90,0 180,0 225,0 180,0 210,0
135,0 150,0 120,0 135,0 165,0 180,0
180,0 135,0 180,0 120,0 180,0 135,0
120,0 195,0 75,0 180,0 120,0 255,0
165,0 165,0 135,0 180,0 135,0 150,0




Tabela 8- Amplitude da média de pontas observadas no EEG da regido frontal antes,

durante e ap0s a infusdo de uroguanilina(2p/pg/min) em seis animais

ANTES DURANTE APOS
45,730 57,580 35,950
22,280 53,070 47,090
24,860 39,590 46,590
45,930 57,250 45,360
37,090 39,970 59,170
47,060 46,170 41,250




Tabela 9- Amplitude da média de pontas observadas no EEG da regido frontal antes,

durante e ap0s a infusdo de uroguanilina(6p/pg/min) em cinco animais.

ANTES DURANTE APOS
39,50 40,440 40,440
33,70 50,730 69,880
45,33 64,970 51,410
37,87 46,870 41,370
35,64 62,730 42,000




Tabela 10- Amplitude absoluta média do espectro alfa do EEG de cinco animais
submetidos a infusdo intracisternal de salina (2pg/pl/min) em trés momentos: antes,

durante e ap0s a infusdo.Os valores sdo expressos em pV.

ANTES DURANTE APOS

F3 F4 F3 F4 F3 F4
130,430 143,470 189,130 195,650 182,610 195,650
163,040 136,950 143,470 143,470 91,300 88,630
130,430 117,400 136,950 130,430 147,470 143,470
202,170 143,470 215,210 130,430 143,470 97,820
104,340 123,910 104,340 130,430 104,340 123,910




Na tabela 11 sdo observadas as amplitudes absolutas médias do espectro teta
do EEG de cinco animais submetidos a infusdo intracisternal de salina(2pg/pl/min) em

trés momentos: antes, durante e ap6s a infusdo (uV).

As amplitudes médias absolutas dos espectros alfa e teta do EEG sob efeito
da uroguanilina nas doses de 2pg/pl/min e 6p/pg/min, sdo vistas na tabela 12 incluindo

o erro da média.

Tabela 11- Amplitudes absolutas médias do espectro teta do EEG de cinco animais
submetidos a infusdo intracisternal de salina(2pg/pl/min) em trés momentos: antes,

durante e apos a infusdo. Os valores estdo expressos em V.

ANTES DURANTE APOS

F3 F4 F3 F4 F3 F4
117,390 130,420 182,610 195,0 195,650 215,210
176,090 163,040 150,000 156,52 104,350 104,350
136,960 110,870 117,390 110,87 123,910 117,390
182,610 247,830 221,730 150,0 136,960 91,300
110,870 150,000 104,350 117,39 84,780 110,870




Tabela 12 - Amplitudes médias absolutas dos espectros alfa e teta do EEG sob efeito da

uroguanilina nas doses de 2pg/pl/min e 6p/pg/min, incluindo o erro da média. Valores

expressos em PV (microvolts).

Amplitude Absoluta (uV£SD

ALFA Controle Controle
Uro 2 Uro 6

F3 139.3 £18.6 138.0+11.9
147.5+13.0 141.0+11.2

F4 154.7+15.9 189.0+33.7
170.0£23.8 189.0+46.3

TETA Controle Controle
Uro 2 Uro 6

F3 152.5+34.7 174 £10.1
127.5+49.3 147+9.9

F4 174.2+23.9 237+£25.2
152.5+9.8 198+42.7

A Figura 20 demonstra o nimero de pontas por minuto observadas na
infusdo intracisternal de uroguanilina nas duas doses. O efeito da infusdo de
uroguanilina na cisterna magna sobre a amplitude das pontas registrado com eletrodos

inseridos na regido frontal (F3 e F4). ¢ visto na figura 21 P<0.05, ANOVA com Tukey.
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Figura 20 - Numero de pontas por minuto observadas na infusdo intracisternal de

uroguanilina nas duas doses
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Figura 21 - Efeito da infusdo de uroguanilina na cisterna magna sobre a amplitude das
pontas registrado com eletrodos inseridos na regido frontal (F3 e F4). P<0.05, ANOVA

com Tukey



O efeito da infusdo de uroguanilina ( 2pg/pl/min ou 6pug/ul/min) na cisterna
magna sobre o nimero de pontas por minuto registradas por eletrodos implantados na
regido frontal (F3-F4). ¢ visto na figura 22 .
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Figura 22. Efeito da infusdo de uroguanilina ( 2pg/ul/min ou 6ug/ul/min) na cisterna
magna sobre o nimero de pontas por minuto registradas por eletrodos implantados na
regido frontal (F3-F4). Test t pareado bicaldal com nivel de significancia de 5%. As
informagdes sdo expressas como media = de seis (2pg/pl/min) e cinco (6pg/ul/min)

animais.

A figura 23 demonstra um EEG representativo do registro dos efeitos em

ratos anestesiados sob o efeito da infusdo de salina.
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Figure 23. EEG representative do registro dos efeitos em ratos anestesiados da infus@o de salina:
controle (A),durante 6pL/min infusdo de salina(B) e vinte minutos apos o término da infusdo de
salina infusdo (C). Os outros tracados representam a mesma seqiiéncia de eventos para a infusdo de

uroguanilina (2pg/pl/min) (E,F,G) uroguanylin (6pg/pl/min) (H,1,J).



A figura 24 mostra o numero de pontas por minuto observadas na infusao
intracisternal nos grupos 1: controle 1 (antes da infusdo de uroguanilina 2ug/pl/min); 2:
infusdo de uroguanilina 2pg/ul/min; 3: controle 2 (antes da infusdo de uroguanilina
6pg/ul/min); 4: Infusdo de uroguanilina 6ug/ul/min; 5. Infusdo de nedocromil sédio; 6:

Infusdo de nedocromil so6dio + uroguanilina.

110+

90+

704 ir#

50 1

30 [

Amplitude (1V)

10

_10- Control Uro2 Ned Ned+Uro2 Control Uro6

Figura 24 — Representag¢do do nimero de pontas por minuto observadas na infusao
intracisternal nos grupos 1: controle 1 (antes da infusdo de uroguanilina 2pg/pul/min); 2:
infusdo de uroguanilina 2pug/ul/min; 3: controle 2 (antes da infusdo de uroguanilina
opg/ul/min); 4: Infusdo de uroguanilina 6pug/pl/min; 5. Infusdo de nedocromil sodio; 6:

Infusdo de nedocromil so6dio + uroguanilina.



6. Discussao

A 1idéia central do nosso trabalho surgiu através de trés
observagdes sobre os peptideos guanilina e uroguanilina. Primeiramente,
vimos que estes hormonios atuam na regulacdo de fluidos do intestino e do
rim através de mecanismos sinalizadores envolvendo canais de CI (Forte et
al.,2000). Uma segunda observacao também nos chamou atenc¢do: copias de
RNAm codificando guanilina e uroguanilina estariam presentes em tecidos
extra-intestinais e extra-renais, como no sistema nervoso central (Fan et al.,
1997). A terceira observacao diz respeito a semelhanga entre os sistemas de
transporte eletroliticos renal, e cerebral (Angeletti et al., 1997). Estas
informacgdes sugerem um possivel papel fisiologico destes peptideos no
equilibrio eletrolitico do tecido cerebral, envolvendo sinalizacdo de canais de
CI', entretanto nenhum estudo foi realizado neste sistema, e existe pouca ou
nenhuma informag¢do acerca dos mecanismos envolvidos na regulacdo de
fluidos cerebrais. Portanto, considerando as observag¢des aqui relatadas, o
presente estudo avaliou a acdo neurofisioldgica dos peptideos guanilina e
uroguanilina a nivel cerebral, a partir da avaliacdo eletrofisioldgica de
animais submetidos a infusdo intracisternal, investigando possiveis
mecanismos de agdo pelo uso de antagonistas especificos de canais de CI".

No presente trabalho, o registro do EEG foi um instrumento que
ofereceu  uma medida sensivel, objetiva e, continua dos efeitos
neurofisiologicos dos peptideos estudados. Os métodos comumente utilizados
em estudos animais in Vivo para o registro da atividade neuronal sdo: (1)
registro de potenciais evocados de nervos periféricos e areas corticais,(2)
registros neuronais extracelulares de descargas de potencial de agdo (pontas)
que refletem a excitabilidade dos neur6nios em face de estimulos e (3)
registros intracelulares de potenciais pos-sinapticos e potenciais de acao (

Hinz-Vahle et alli., 2002)



6.1 Avaliacéo eletrofisioldgica da infuséo intracisternal de guanilina

A descricdo dos efeitos eletrofisiolégicos da guanilina e da
uroguanilina em cérebro de ratos in vivo é um estudo pioneiro, pois, até
entdo, relatou-se os efeitos destes hormonios em rim perfundido isolado
(Fonteles et al., 1998; Carrithers at al., 1999), em células neuroendocrinas
pancreaticas in vitro (John et al., 1998), sobre a secrecdo intestinal (Joo et al.
1998), sobre a broncoconstri¢ao in vivo( Ohbayashi et al., 1998), dentre
outros trabalhos desenvolvidos nestes mesmos tecidos citados.

Os resultados com a guanilina demonstram que o peptideo
administrado via intracisternal promoveu alteracdes na amplitude e o
aparecimento de pontas, porém ndo houve significancia estatistica. De
acordo com a Federacdo Internacional das Sociedades para
Eletroencefalografia e Neurofisiologia Clinica (IFSECN) (1974), uma
ponta se apresenta de forma transiente, claramente distinta da atividade de
“background”(atividade de fundo, o ritmo predominante do EEG), com um
pico e uma duracdo de 20 a 70 ms; o componente principal ¢ geralmente
negativo; a diferenca da atividade de ‘“background” ¢ baseada na
morfologia e amplitude das ondas ( Niedermeyer, 1999).McCormick et
allii, em 2001, descrevem pontas interactais, como sendo breves (80—-200
ms); grandes pontas agudas no EEG que ocorrem isoladamente sobre a
atividade de “background”, diferente da atividade normal. Elas aparecem
em uma subpopulacdo de pacientes com epilepsia focal e ndo estdo
associadas com mudancas francas nas habilidades cognitivas ou
comportamentais. Pontas interictais podem servir para localizar focos
epilépticos, mas nem sempre siao detectadas no foco primario onde a

epilepsia se origina.



As amplitudes médias absolutas dos espectros de onda alfa e
teta, na regido frontal sofreram um discreto incremento, durante e apds a
infusdo intracisternal de guanilina. Segundo Douglas (2002), o cortex
frontal medeia fungdes corticais de grande importancia, sua desativagdo ¢é
uma caracteristica definida do sono, os anestésicos tem o poder de
prejudicar suas fungdes. Lopes da Silva e colaboradores (Niedermeyer,
1999), descrevem o ritmo alfa, que acontece na freqiiéncia de 8 — 13 Hz,
como presente durante um estado de relaxamento e redug¢do da atencao
visual, e sugerem que ele se origina e se propaga principalmente no cortex

cerebral.

6.2 Avaliacdo eletrofisiologica da infusdo intracisternal de

uroguanilina

A uroguanilina demonstra possuir um espectro de agdo bioldgico
maior do que a guanilina, visto que ela exibe residuos acidicos adicionais, que
conferem a ela a propriedade de alta poténcia e eficacia sob condi¢des acidas
da superficie das mucosas de células epiteliais (Forte,1999). Estas diferencas
também sugerem diferentes receptores para cada peptideo, o receptor
guanilato ciclase nas células T84, por exemplo, parece ser seletivo para a
uroguanilina, pois ele foi dez vezes mais potente que a guanilina em estimular
o acimulo de GMPc ou inibir a ligacao I-ST (Hamra et al., 1993). De acordo
com Forte (1999), o primeiro receptor identificado foi o GC-C, ligante da
guanilina, isolado do intestino do rato, j& a uroguanilina parece ter maior
afinidade por um outro receptor de guanilato ciclase. Isto levanta a hipotese
de que a uroguanilina apresentou uma melhor performance nestes
experimentos, devido a presenga de receptores especificos situados no tecido
cerebral, com maior afinidade para este peptideo. Outro ponto a ser

observado, € que a uroguanilina evidenciou um maior surgimento de pontas



em comparacao a guanilina, sendo que a amplitude destas pontas aumentou
significativamente na dose maior (6ug/pl/min) comparando-se com o0s

controles. Seu efeito demonstrou ser dose dependente.

6.3 Avaliacdo do bloqueador de canais de ClI : acido niflimico

Para investigar o causa do aparecimento de pontas no EEG de
ratos que sofreram infusdo intracisternal de uroguanilina, utilizamos duas
substancias que tém apresentado propriedades inibitérias sob canais de CI".

Estudos tém relatado que os peptideos do tipo guanilina agem se
ligando ao receptor especifico guanilato ciclase, estimulando a producao e
o acimulo de GMPc, promovendo assim, a abertura do canal de CI', o que
leva ao efluxo de CI” (Fan et al, 1997). Desta forma o peptideo seria
responsavel pela secrecdo de eletrolitos, equilibrando o pH e o volume dos
fluidos. No SNC, encontramos alguns tipos de diferentes canais de CI,
como aqueles ativados por ligantes, que sdo os neurotransmissores GABA
e glicina, capazes de regular a excitabilidade neuronal (Jentsch, 2001). Um
outro tipo de canal de CI™ presente no cérebro, que se relaciona aos
peptideos aqui estudados, ¢ o CFRT, que parece estar relacionado a
regulacdo dos canais i0nicos sensiveis a acido (ASICs) presentes em
cérebros de rato, camundongo ¢ homem (Hong-Long et allii., 2002). Um
terceiro tipo de canal encontrado sistema nervoso central, o canal CIC-2 (
da familia CIC de canais de CI") ¢ abundantemente expresso em células
piramidais do hipocampo e em células de Purkinje do cerebelo e menos
expresso em outros neurodnios e glia. Schmidt-Rose et al.(1997) cita que
CIC-2 pode desempenhar papéis no controle do volume celular e na
concentracdo de cloreto intracelular, o que seria importante para a

transmissao sinaptica em certos neurdnios. Supomos que o mecanismo de



acao da guanilina e/ou da uroguanilina seja baseado em um ou mais de um
destes exemplares de canal aqui citados.

Primeiramente, para investigar o possivel mecanismo de ag¢ao por
canais de CI, empregamos um bloqueador, o &cido niflimico. Cai et
al.(2002), investigando os mecanismos de acdo dos moduladores de CFRT,
cita que bloqueadores possuidores da caracteristica “very fast speed”, isto €,
um bloqueador de canal que diminua amplitude da corrente e aumente o ruido
na abertura do canal, assim interferindo com o processo, seria uma das
alternativas no estudo dos mecanismos de a¢do do CFRT. Ele frisa que o
acido niflimico apresenta esta caracteristica e sobretudo, se dissocia
rapidamente do canal.

Os resultados foram negativos em relacdo ao acido niflimico,
entretanto ndo se deve descartar a possibilidade deste agente desempenhar o
papel de inibicdo do peptideo, haja visto, um crescente nimero de trabalhos
correlacionando o canal CFRT ao acido niflimico. Necessita-se de um
estudo mais detalhado acerca destes mecanismos ¢ também em relagdo a
diferentes doses do bloqueador quando administradas intracisternalmente.

Um importante dado foi observado durante a infusdo de
uroguanilina, com o pré-tratamento de &cido niflimico, o aparecimento de
ritmos rapidos (20 — 50 Hz), também chamados de oscilagdes gama, que estdo
relacionados a estados de atencdo e também a sonhos no estado de

movimento radpido dos olhos (REM) (Niedermeyer, 1999).

6.4 Avaliacéo do inibidor de correntes de CI : nedocromil sédico

Na busca do bloqueador ideal capaz de demonstrar inibi¢ao
sob canais de Cl°, decidimos utilizar o nedocromil sodico, uma droga
antiinflamatoria empregada no tratamento de doencas respiratérias

obstrutivas como a asma, a partir de um estudo demonstrado por Alton e



Norris em 1996, no qual ¢ descrita a capacidade do nedocromil em inibir o
efluxo de CI” em células da superficie da mucosa do epitélio pulmonar.
Neste trabalho, ele comenta que a droga age através destes mecanismos,
mediando a liberagdo de mastdcitos, bem como, também age sob
neuronios sensoriais e eferentes.

O resultado deste experimento foi bastante promissor, o
nedocromil parece ter inibido o aparecimento das pontas do EEG nos animais
pré-tratados com a droga que receberam a infusdo de uroguanilina. Isso nos
leva a concluir que a uroguanilina atua sobre a fisiologia cerebral
possivelmente através de mecanismos que envolvem canais de CI". Essa
afirmativa pode ser considerada prematura, haja vista, a pequena amostra
testada; contudo, ela abre caminho para maiores estudos, onde seja possivel
investigar com profundidade os mecanismos envolvidos. Uma boa alternativa
seria um estudo para avaliacdo de potenciais intracelulares.

O estudo da pressdo intracraniana, que seria parte complementar
do trabalho, foi inviabilizado devido a falta de equipamentos podendo vir a
integrar parte do aprofundamento da pesquisa no futuro. D’Este et al.(2000),
estudando a expressao de guanilina em adeno-hipéfise de ratos, sugerem um
papel regulatorio da guanilina no trafego de fluidos entre veias portas
hipotalamo-hipofiseais e o LCR, em dire¢do ao espago subaracnoide e o
terceiro ventriculo. Outro pardmetro interessante a ser comparado, seria em
relacdo aos peptideos natriuréticos cerebrais, hormonios produzidos
primariamente no ventriculo cardiaco, que parecem estar envolvidos em uma
variedade de processos homeostaticos e também se ligam a receptores do tipo

guanilato ciclase (Chusho et al., 2000).



6.5 Avaliacdo do modelo experimental

O modelo experimental utilizado no estudo, que inclui a
colocagdo da canula-guia nos animais, a avaliagao eletrofisioldgica das
infusdes dos peptideos e o pré-tratamento com drogas bloqueadoras, foi
adaptado as condicdes do laboratério de metabolismo renal da Unidade de
Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceara.

O modelo da cirurgia estereotaxica proposto foi criado nos
moldes de um trabalho destinado a coleta de LCR desenvolvido por
Consiglio & Lucion (2000), e foi realizado sem dificuldades. Existem
muitos outros modelos para infusdo de drogas no cérebro dentro da
literatura cientifica, entretanto este modelo foi escolhido pela praticidade e
eficiéncia, de 10 animais submetidos a cirurgia, oito tiveram LCR coletado
da canula-guia apo6s dois dias da cirurgia.

A andlise do EEG ¢ uma interessante abordagem do estudo
neurofarmacologico de uma substancia, sobretudo quando esta demonstra
um potencial epilepitogénico; se hd envolvimento de canais, sobretudo
aqueles ativados por ligantes, como no nosso trabalho, onde suspeitamos
que o peptideo estudado possa conter esta caracteristica. E uma técnica que
nao requer muita tecnologia e pode-se treinar uma pessoa a usa-la num
espago de tempo pequeno. Tem ainda a grande vantagem de nao ser
invasiva e ser econdmica. A sua resolugdo rapida ¢ a consisténcia dos seus
resultados sdo de enorme ajuda na identificacdo de eventos cerebrais
rapidos e complexos como 0s processos cognitivos. Contudo a sua maior
deficiéncia reside ainda na sua incapacidade de apontar a fonte da atividade
cerebral.

A utilizagdo de possiveis drogas bloqueadoras, complementou e

enriqueceu o nosso estudo. A partir dos resultados obtidos existe a



possibilidade de se investigar melhor os componentes moleculares envolvidos

no mecanismo de acdo do hormonio.



7-Conclusoes

Os peptideos guanilina e uroguanilina demonstraram exercer

atividades eletrofisiologicas sobre o sistema nervoso central.

A uroguanilina induziu o surgimento de pontas no EEG.

O nedocromil sédico bloqueou o aparecimento de pontas durante

a infusao de uroguanilina.

Os resultados com o nedocromil sugerem que os mecanismo de
acdo dos peptideos guanilina e uroguanilina envolvem canais i6nicos de

Cl.

Um estudo mais aprofundado, com um maior nimero de animais,
e investigacoes a nivel intracelular elucidard com clareza os mecanismos e

as fun¢des destes peptideos no sistema nervoso central.
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