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RESUMO 

 

O uso de modelos animais tem trazido grandes benefícios para o 

conhecimento dos processos biológicos normais, bem como para uma maior 

compreensão das doenças humanas, inclusive as epilepsias. Embora os modelos 

de roedores sejam os mais usados para explorar os mecanismos que permeiam a 

epileptogênese, recentemente, um novo modelo animal foi proposto para o estudo 

das epilepsias, o Daniorerio.Popularmente conhecido como zebrafish, este 

pequeno peixe possui muitas vantagens para a experimentação científica, 

principalmente no que se refere à manipulação genética.O Fator Neurotrófico 

Derivado do Cérebro (BDNF, do inglês, BrainDerivedNeurotrophicFactor) é a 

neurotrofina de maior abundância no sistema nervoso central e que está 

relacionada à plasticidade neuronal. Sabe-se que os níveis de transcritos 

eproteicos desta neurotrofina estão alterados nas epilepsias, tanto em humanos 

quanto em modelos animais; porém, o seu papel nesta condição ainda é 

controverso. Os principais objetivos deste estudo foram (i) investigar o perfil 

temporal de transcritos dos genes bdnfe seus receptores ntrk2a e ntrk2b após 

crise epiléptica aguda e (ii) após crises epilépticas repetitivas por meioda técnica 

da PCR quantitativa (qPCR) usando-se o sistema TaqManTM (AppliedBiosystems, 

Foster City). As crises epilépticas foram induzidas quimicamente por 

Pentilenotetrazol (PTZ) em animais adultos e seus encéfaloscoletados nos 

tempos: (i) 0,05h, 12h, 24h, 48h, 72h pós-crise aguda e (ii) uma semana após 

indução de crise diária por cinco dias consecutivos. Os resultados mostraram que 
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as crises epilépticas modificaram o perfil de expressão das neurotrofinas e 

apontou para um aumento dos níveis de RNAm do gene bdnf no tempo 0,05h (p= 

0,01) que não é descrito em outros modelos. É importante salientar que 

essesresultados mostram que, no encéfalo do zebrafish, as neurotrofinas estão 

relacionadas com uma atividade neuronal anormal como em outros modelos 

animais e em humanos. Este é o primeiroestudo a investigar os níveis de 

transcritos do gene bdnf e seus receptores no encéfalo do zebrafish, contribuindo 

para a caracterização deste animal como modelo para estudos das epilepsias. 
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ABSTRACT 

 

Animal models have been contributing to a better understanding of human 

diseases, including epilepsies. Although rodent models are common organisms 

used to investigate the mechanisms underlying epileptogenesis, recently, 

Daniorerio has gained attention as a promising model for epilepsy studies. Popular 

named as zebrafish, this little fish has many advantages for scientific investigation, 

especially those related to genetic manipulations. BDNF (Brain Derived 

Neurotrophic Factor)is the main neurotropic factor in the central nervous system 

and it is related to neuronal plasticity. It has been reported that both BDNF 

transcript and protein levels are increased after seizures in patients and 

experimental models; however, the temporal transcript profile of the BDNF in the 

zebrafish brain is unknown. The main aim of this study was to investigate the 

transcripts profile of bdnf, and ntrk2antrk2b genes by quantitative PCR (qPCR) 

using TaqManTM system (Applied Biosystems, Foster City), (i) after a single seizure 

and (ii) repetitive seizures. Seizures were chemically induced by 

Pentylenetetrazole (PTZ) in adult animals and their brains collected at (i) 0,05h, 

12h, 24h, 48h, 72h after acute seizure and (ii) one week after singleseizure/day by 

five consecutive days. Our results showed that in the zebrafish brain, changes in 

neurotrophins transcript levels were related to an abnormal neuronal activity as 

seems in other experimental models and patients and presented an increase of 

bdnf mRNA levels at 0,05h (p=0.01) described for the first time.This is the first 
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study exploring transcript profile of neurotrophins in zebrafish brain and contributes 

to characterize it as a model for epilepsy studies. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. As epilepsias 

As epilepsias encontram-se entre as doenças neurológicas mais comuns, 

que atingem aproximadamente 2% da população geral, e por isso são 

consideradas, pela Organização Mundial de Saúde, um problema de saúde 

pública (1). As epilepsiassão uma condição crônica, caracterizada pela presença 

de crises epilépticas recorrentes, na ausência de eventos externos 

desencadeantes, como por exemplo febre, drogas ou distúrbios metabólicos (2). 

Essas crises epilépticas são caracterizadas por uma descarga elétrica anormal, 

sincronizada e súbita dos neurônios cerebrais e que causa um distúrbio 

intermitente no sistema nervoso central (3, 4). 

AInternationalLeagueAgaisntEpilepsy (ILAE) propõe a seguinte 

classificação das epilepsiasquando considerada sua etiologia: 

 Genéticas (antiga classificação idiopática) –epilepsias com 

predisposição genética; 

 Estrutural-metabólica (antiga classificação sintomática) –epilepsias 

com lesão identificável no cérebro; 

 Desconhecida (antiga classificação criptogênica) –epilepsias se uma 

lesão identificável ou sem causa genética provável que se relaciona 

com a origem das crises epilépticas. 
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Já as crises epilépticas são classificadas em generalizadas, focais ou 

desconhecidas (5). 

A classificação das epilepsias é baseada nas semelhanças em relação aos 

sinais clínicos ou neurológicos, histórico familiar, prognóstico, idade de início, 

achados eletroencefalográficos e o tipo de crise. As crises epilépticas podem ter 

origens diferentes e dependendo da área afetada podem apresentar sintomas 

motores, sensoriais ou mentais associados ou não à consciência (6, 7). 

 

1.2. As formas mais comuns de epilepsia em adulto e sua 

importância 

A forma de maior ocorrência entre os adultos é a epilepsia do lobo temporal 

(ELT). A ELT é uma síndrome de grande importância clínica, não somente porque 

apresenta uma alta incidência, mas por ser frequentemente refratária ao 

tratamento medicamentoso, sendo necessária, muitas vezes,a intervenção 

cirúrgica para a retirada do foco epiléptico como forma de controle das crises (6, 

8). A ELT foi definida pela ILAE, em 1989, como a epilepsia caracterizada por 

crises espontâneas recorrentes originadas do lobo temporal lateral ou medial. 

Cerca de 60% de todos os casos de ELT correspondem à epilepsia do lobo 

temporal medial (ELTM) (6), que apresenta um perfil clínico bem definido e cujas 

crises epilépticas mais características são as parciais complexas. Estas podem 
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apresentar auras, sensações epigástricas ascendentes, medo súbito, crises 

autonômicas (como palpitações e piloereção) e sensações tipo déjà vu(6, 9). 

A ELTM tem sido associada a um insulto inicialcomo crise febril e traumas; 

no entanto, em 2001, Kobayashi e colaboradoresidentificaram um tipo distinto de 

ELTM com recorrência familiar, mas baixa frequência de crises febris conhecida 

como ELTM familiar (ELTMF) (8) epara a qual há uma predisposição genética 

para o desenvolvimento da lesão hipocampal. De fato, um locus (18p11.31) foi  

recentemente descrito para este tipo de epilepsia familiar (10). As crises 

epilépticas na ELTM são originadas nas estruturas mediais do cérebro (como o 

hipocampo, amígdala e o giro parahipocampal) e é comum a associação com a 

esclerose hipocampal (EH) (11, 12). 

As principais alterações estruturais encontradas na EH são alterações 

histológicas como a perda neuronal, principalmente nas áreas CA1, CA3 (as 

células da região CA2 são mais resistentes),  dispersão das células granulares do 

giro denteado e gliose (caracterizada pela hipertrofia e proliferação de corpos 

celulares gliais) (13-15). 

Uma pequena porcentagem das ELT pode ser representada pela Epilepsia 

do Lobo Temporal Lateral Autossômica Dominante (ADPEAF - 

AutosomalDominantPartialEpilepsywithAuditoryFeatures). A característica da 

ADPEAFsão as crises parciais que estão associadas a auras auditivas ou 

sensoriais, que são alucinações de vozes, pessoas, músicas, cheiros e até gostos, 

que podem durar de um a dois minutos (16). É importante ressaltar que o gene 
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LGI1 (leucine-rich, glioma-inactivated 1 gene) localizado no cromossomo 10q24 foi 

clonado e identificado como responsável pela ADPEAF (17), uma síndrome com 

recorrência familiar caracterizada por fenômenos auditivos, mas com bom controle 

das crises (18). 

 

1.3. Os modelos animais em epilepsia 

O uso de modelos animais tem trazido grandes benefícios para o 

conhecimento dos processos biológicos normais, bem como para uma maior 

compreensão das doenças humanas.  

Nas últimas décadas houve uma busca frequente de novos modelos 

animais que imitem as características patológicas das epilepsias, de forma a 

melhorar os conhecimentos básicos da doença (19). A utilização de animais 

experimentais pode ajudar em uma maior compreensão dos mecanismos 

moleculares e funcionais, resultando em novas e avançadas estratégias para o 

tratamento de doenças (7). 

Vários tipos de animais já foram utilizados para o estudo das epilepsias, 

como macacos, gatos, cachorros, peixes, coelhos e roedores, sendo que os mais 

comuns são os roedores, como ratos e camundongos (20-22).  

A escolha de um modelo animal depende dos objetivos do trabalho. 

Existem duas abordagens diferentes para se estudar os fenômenos da epilepsia. 

A primeira seria induzir uma crise aguda, onde somente haverá crise epiléptica na 
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presença de um indutor, e a segunda abordagem é a indução de várias crises em 

intervalos de tempo variáveis (19). 

Os modelos experimentais para induzir uma crise aguda utilizam drogas 

convulsivantes ou estimulação elétrica, lembrando sempre que o modelo agudo 

reproduz a crise epiléptica e não a epilepsia (23). Em roedores, uma droga 

bastante utilizada é o ácidoCaínico. Essa droga tem uma ação glutamatérgica e, 

quando injetada no hipocampo de roedores, estimula ostatus epilepticus(estado de 

mal epiléptico) (24).A indução do statusepilepticus no rato adulto promove uma 

série de alterações que resultam na ocorrência de crises espontâneas que 

reproduz a fenomenologia encontrada na ELTM em humanos (insulto inicial – fase 

latente – aparecimento espontâneo das crises). Outro modelo muito conhecido e 

utilizado é o abrasamento ou Kindling(forma inglesa), que consiste em um 

aumento da excitabilidade neuronal, transformando esses neurônios em 

―neurônios patológicos‖ que são capazes de gerar crises epilépticas espontâneas. 

O abrasamento é caracterizado pela estimulação elétrica ou química, de várias 

estruturas do sistema límbico, como o hipocampo e a amígdala, por repetidas 

vezes (7). 

Há ainda outro modelo experimental que mimetiza a ELTM e que utiliza 

apilocarpina, um potente agonista muscarínicoisolado de folhas da planta 

Jaborandi (P. mycrophyllus), que como droga convulsivanteé capaz de imitar uma 

crise parcial complexa da ELT (7, 25, 26). A pilocarpina em ratos promove 

alterações comportamentais e eletrográficas que podem ser divididas em três 

períodos distintos:  
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 Período agudo, o animal evolui progressivamente para o status 

epilepticus, (que pode durar até 24h); 

 Período silencioso, caracterizado pela normalização progressiva do 

comportamento e do EEG (pode ter uma duração de 4 a 44 dias); 

 Período crônico, aparecimento de crises epilépticas espontâneas e 

recorrentes (26). 

Todos esses modelos têm sido de grande importância na geração de 

maiores conhecimentos sobre lesões estruturais e mecanismos moleculares 

envolvidos na geração de um cérebro cronicamente epiléptico.  

Recentemente, um novo modelo animal foi proposto para o estudo das 

epilepsias, o Daniorerio (27). 

 

1.3.1. O modelo do Daniorerio (Zebrafish) 

O Daniorerio,também conhecido como zebrafish ou peixe Paulistinha, tem 

sido utilizado para estudos de diferentes doenças humanas e cresce o número de 

pesquisadores que o empregam nas investigações científicas. Este pequeno peixe 

é um teleósteo de água-doce cujo tamanho varia de 4 a 5 centímetros (28, 

29).Originário da Índia Oriental e Bangladesh, o Danioreriopertence à família 

Cyprinidae. Estetem um comportamento ativo e pacífico,vive em grupos de no 

mínimo, 10 exemplares. É um peixe muito resistente, tanto em relação a doenças 

(respeitando-se a manutenção do aquário) quanto em relação aos diferentes 
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parâmetros de água. É uma espécie bastante conhecida por seu uso ornamental 

(28, 30).   

Por ser um vertebrado, o zebrafish é muito mais próximo de humanos do 

que os vermes e insetos. Por isso, os órgãos desse vertebrado são 

morfologicamente e funcionalmente parecidos com os dos seres humanos e, 

portanto esse modelo animal pode ser usado para caracterizar mecanismos e vias 

relevantes tanto para as doenças humanas como para fins terapêuticos (31). 

Por suas vantagens, o zebrafish tornou-se o principal modelo 

experimental para o estudo do desenvolvimento de vertebrados (32). As 

características básicas de sua embriogênese são bem conhecidas, assim como o 

destino celular durante o seu desenvolvimento (33, 34).  

Foi somente após a publicação do trabalho de George Streisinger, no 

começo da década de 80 (35),que o zebrafish ficou conhecido como um modelo 

animal para manipulações genéticas (36). Dentre as características favoráveis que 

este peixe possui, podemos citar: o baixo custo quando comparado com o de 

modelos em roedores, o rápido desenvolvimento do embrião, desenvolvimento 

extra-útero e transparência nas fases de embrião e larvas (o que facilita a 

visualização e manipulação genética nesta fase) e a grande quantidade de ovos 

que é obtida diariamente (200-300 ovos) (29, 37, 38).  

Além dos aspectos já citados, é importante salientar que os genes ortólogos 

deste peixe existem para a maioria dos genes humanos. Em 2001, o Instituto 

Sanger e outros consórcios (http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio) iniciaram o 

http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio
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sequenciamento do genoma do zebrafish. Embora totalmente sequenciado, mas 

não completamente anotado, este projeto mostrou que o zebrafish possui 

aproximadamente 85% de seus genes similares aos de humanos contendo largas 

regiões de conservada sintonia entre os cromossomos do peixe e os dos 

mamíferos. Este pequeno peixe possui 25 pares de cromossomos, e existem 

aproximadamente 20% de genes duplicados(31, 39, 40).  

Nos últimos anos o uso do zebrafish para estudos envolvendo 

manipulações genéticas cresceu muito. Da necessidade de se organizar os dados 

obtidos e facilitar a difusão de informações foi criada uma rede de informações na 

web sobre o zebrafish, na qual laboratórios do mundo inteiro podem depositar 

informações sobre esta espécie e/ou localizar importantes informações (41).  

 

1.3.2. Zebrafish e estudos das epilepsias 

Em 2005, Baraban e colaboradores (27) mostraram que ozebrafish poderia 

ser um novo modelo animal utilizado para pesquisas em epilepsia. Neste estudo, 

larvas dezebrafish com sete dias pós-fertilização (7dpf) foram expostas ao 

Pentilenotetrazol (PTZ) edescreveram o comportamento, os achados 

eletrográficos e moleculares provocados por esse agente convulsivante(27, 42). O 

comportamento evocado pela exposição ao PTZ foi descrito como:  
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 Fase 1 - aumento de atividade do nado; 

 Fase 2 – movimentos circulares vigorosos e  

 Fase 3 – breves movimentos estereotipados que lembram uma  

    crise tônico-clônica com posterior perda de postura. 

 

Além disso, tais autores mostraram que o PTZ promove crise de forma 

dose-dependente, é capaz de exibir comportamentos e atividade 

eletroencefalográfica que mimetizam crises epilépticas humanas e de modelos 

animais (evocando descargas ictais e interictais) e induz um aumento dos níveis 

de RNAm do gene c-fos (que é um marcador de atividade neuronal). Neste 

mesmo ficou evidenciado que drogas anti-epilépticas (DAEs) foram capazes de 

interromper os achados eletrográficos, sendo as mais efetivas,  o ácido valpróico, 

o diazepan e o clonazepan (27). É importante destacar que o zebrafish também 

tem sido descrito como um ótimo modelo para screening de DAEs, sendo possível 

a observação da diminuição dos efeitos das crises epilépticas induzidas por PTZ 

para 13 das 14 drogas testadas (43). 

Recentemente, Hunt e colaboradores (44) descreveram achados 

eletrográficos, em larvas de zebrafish, induzido por hipertermia. Neste estudo 

larvas com 5 dias pós fertilização (dpf) mostraram atividade neural similar às de 

crises epilépticas com um pico de atividade em 33,5±0,3°C, mas com atividades 

alteradas com temperaturas a partir de 25,5±0,3°C (44). 
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O primeiro artigo relacionando zebrafish como um modelo genético para o 

estudo das epilepsias foi publicado em 2010, e caracterizou o comportamento e o 

fenótipo associados com a técnica de knockdowndo gene lgi1a,por meio da 

técnica de morfolinos(45). É interessante citar que no ano seguinte, esse mesmo 

grupo de pesquisadores mostrou que apesar do gene lgi1 ser duplicado no 

zebrafish (lgi1a e lgi1b), esses genes manifestam diferentes fenótipos quando 

manipulados pela técnica deknockdown. Por exemplo, o knockdown do gene lgi1a 

produziu um fenótipo caracterizado por um desenvolvimento anormal, perda 

celular nos olhos e cérebro, anormalidades na cauda e hiperatividade do nado e 

comportamento que mimetiza crise epiléptica (45). Já o knockdown do gene 

lgi1bproduziu hidrocefalia, anormalidades no desenvolvimento, mas não induziu à 

comportamentos estereotipados de crises eplépticas (46). 

Há ainda muito que se estudar e explorar neste ―novo‖ modelo animal, pois 

as investigações sobre diferentes eventos já conhecidos em outros modelos 

animais de epilepsia estão apenas começando no zebrafish. Os modelos animais 

nos fornecem uma oportunidade para melhor entendimento dos eventos 

moleculares e estruturais que permeiam as epilepsias (23). 

 

1.4. Neurotrofinas 

No começo dos anos 50, foi descoberta a primeira neurotrofina: o Fator de 

Crescimento do Nervo (NGF - NerveGrowthFactor) que promove a sobrevivência e 

crescimento dos neurônios sensoriais e simpáticos (47). 
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As neurotrofinas (NT) fazem parte de uma família de proteínas (48) que têm 

como função impedir a apoptose (morte celular programada) e induzir a 

diferenciação celular de células progenitoras para a formação de novos neurônios, 

estimulando e controlando a neurogênese (49, 50). Essas moléculas atuam em 

diferentes regiões do Sistema Nervoso Central (SNC) e Periférico (SNP), sendo 

que no SNC, atuam principalmente no hipocampo, uma importante região 

relacionada com a memória (47, 51).  

 

 

Existem quatro neurotrofinas que são expressas em mamíferos:  

 NGF - Fator de Crescimento do Nervo (NerveGrowthFactor) (52); 

 BDNF – Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro 

(BrainDerivedNeurotrophicFactor) (53); 

 NT-3 – Neurotrofina 3 (Neurotrophin-3) (54); e 

 NT-4 – Neurotrofina 4 (Neurotrophin-4) (55). 

 

Os receptores para essas neurotrofinas são: o p75NTR – Receptor de 

neurotrofinas p75 (p75 neurotrophin receptor), membro da família de receptores 

do fator de necrose tumoral e a família do Trk – Receptor de 
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TropomiosinaQuinase(Tropomyosin-receptorkinase), que são receptores de 

tirosina quinase. Este último se divide em três tipos: 

 TrkA = NTRK1 

 TrkB = NTRK2 

 TrkC = NTRK3 

Cada uma dessas neurotrofinas se liga a um ou mais membros da família 

Trk, por exemplo, as neurotrofinas NGF e NT-3 se ligam com o receptor TrkA; as 

neurotrofinas BDNF, NT-3 e NT-4 utilizam o receptor TrkB e, a NT-3 também pode 

ativaro receptor TrkC. Além disso, todas essas neurotrofinas se ligam, com uma 

menor afinidade,ao receptor p75NTR(Figura 1)(50, 56, 57). 
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Figura 1– Interações entre neurotrofinas e receptor. Essa figura ilustra as 

interações importantes de cada uma das quatros neurotrofinas dos mamíferos. 

Cada pró-neurotrofina se liga ao p75NTR, mas não aos receptores da família Trk. 

Após a maturação através da proteólise das pró-neurotrofinas, cada neurotrofina 

madura é capaz de ligar e ativar o p75NTR, porém apresenta interações específicas 

com os três receptores Trk. A NGF se liga especificamente ao receptor TrkA; o 

BDNF e a NT-4 reconhecem o receptor TrkB; a NT-3 ativa o receptor TrkC. Em 

alguns contextos celulares, a NT-3 é também capaz de ativar TrkA e TrkB, mas com 

uma menor eficiência. Por simplicidade, apenas as principais isoformas dos 

receptores Trk são representadas. Emendas diferenciais geram isoformas de TrkB e 

TrkC, que têm domínios citoplasmáticos truncados nos quais faltam sítios de 

tirosina quinase. O domínio extracelular de cada receptor Trk resulta na expressão 

de receptores de peptídeos pequenos com inserções entre a imunoglobulina 

transmembranar e domínios que afetam a especificidade de ligante. Essa 

especificidade do ligante também é afetada pela presença de p75NTR. (Figura 

retirada e modificada do artigo de Reichardt, 2006). 
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As formas maduras das neurotrofinas se ligam aos seus receptores 

específicos de tirosina-quinase (Trk), promovem sua dimerização e ativação. Já a 

ligação das neurotrofinas maduras ao receptor p75NTRdesencadeia cascatas de 

sobrevivência neuronal, e por sua vez a ligação de pró-neurotrofinas ativa 

cascatas apoptóticas (58). 

Através das neurotrofinas, a cascata de Ras, Rap-1, MAPK (MAP quinase), 

PI-3-kinase (phosphatidyl inositol-3 kinase) e PLC-y (phopholipase C-C-y) são 

ativadas. Estas vias de sinalização estão envolvidas não apenas em mecanismos 

patológicos como também na modulação da plasticidade fisiológica, como por 

exemplo, a ativação da MAPK pela NGF na região CA1 dos roedores facilitando a 

memória dos mesmos (59).  

 Um papel importante das neurotrofinas é a plasticidade sináptica que, se 

relacionadas às epilepsias, podem agir tanto como fatores promotores de 

epileptogênese quanto como substâncias anti-epileptogênicas endógenas (60). A 

atividade de crise epiléptica pode causar alterações na expressão de fatores de 

crescimento que duram desde a fase aguda até a fase crônica da epileptogênese 

(61) e, também, pode alterar a expressão dos receptores de NTs (62). 

As neurotrofinas apresentam expressões diferenciadas ao longo do 

desenvolvimento do SNC. No caso da NT-3, os níveis são maiores nas fases 

iniciais e diminuem ao longo do desenvolvimentodurante o desenvolvimento do 

sistema nervoso. Quanto aos níveis de BDNF e NGF, ocorre o contrário, havendo 

um aumento da expressão durante o desenvolvimento. Estas três moléculas 
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apresentam a expressão que regulam o desenvolvimento e todas são expressas 

no hipocampo adulto (63). 

Em peixe foram descritas outras duas NTs que não são encontradas em 

mamíferos:a NT-6 – Neurotrofina 6 (Neurotrophin-6) e a NT-7 – Neurotrofina 7 

(Neurotrophin-7)(64, 65). 

 

1.4.1. BDNF 

O segundo membro da família das NTs que foi descoberto em 1982 por 

Barde e colaboradores é o BDNF (brain-derivedneurotroficfactor), foi purificado a 

partir de cérebro de porco (53).  

O gene BDNF está localizado, em humanos, no braço curto do cromossomo 

11 (11p14.1). Este gene é composto por quatro exons-5’ (exons I – IV) que são 

associados com promotores distintos e um exon-3’ que codifica a proteína madura 

(exon V). Os exons I, II e III são expressos predominantemente no cérebro, 

enquanto o exon IV é encontrado no coração e pulmão (47). 

O BDNF é considerado a principal NT do cérebro, sendo descrito como a 

neurotrofina mais abundante no SNC, tanto em relação à quantidade quanto a sua 

distribuição, podendo ser encontrado em uma maior quantidade no hipocampo, 

cerebelo e córtex cerebral de criança e jovem adulto (66). O BDNF é produzido 

principalmente pela glia e nos núcleos neuronais (67). 
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Sua função é controlar a sobrevivência dos neurônios já existentes e 

potencializar a diferenciação e crescimento dos neurônios novos (neurogênese). 

Está especialmente envolvido nos processos de aprendizagem e memória 

(plasticidade neuronal). Esta molécula participa ainda da regulação de 

mecanismos celulares, crescimento dos axônios e dendritos (sinapse) e da 

expressão de proteínas (50, 68). 

As alterações nos níveis desta neurotrofina estão correlacionadas com uma 

série de doenças neurológicas, tais como, depressão, epilepsia, doença de 

Alzheimer, Huntington e Parkinson (69). 

 

1.4.2. BDNF e Epilepsia 

Estudos com roedores adultos mostram que o BDNF é amplamente 

distribuído no cérebro destes animais, masapresenta níveis mais altos em 

estruturas como a formação hipocampal (47). Apesar de haver discordância sobre 

o papel do BDNF na epilepsia, estudos da ação endógena (70)e exógena (71)do 

BDNF sugerem que o mesmo tenha um papel protetor. 

O aumento da síntese de BDNF desencadeada por insultos em certas 

populações neuronais também parece ser uma resposta protetora, como uma 

tentativa de impedir a morte neuronal além da reorganização sináptica (72). O 

fator de crescimento BDNF participa diretamente da formação normal e aberrante 

das fibras musgosas e, por isso, é importante no processo epileptogênico. Sua 

expressão é normalmente encontrada elevada em modelos animais de epilepsia e 
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em humanos (73). A expressão hipocampal de BDNF induzida por crises 

epilépticas pode constituir um mecanismo regulatório endógeno capaz de reprimir 

a epileptogênese hipocampal (74).  

Outro papel estudado do BDNF são seus efeitos na excitabilidade. A 

aplicação de NT-3 e BDNF em cultura de neurônios hipocampais promove 

aumento do cálcio intracelular e rapidamente aumenta a atividade sináptica, sendo 

que esta regulação está relacionada a canais de cálcio voltagem-dependentes do 

tipo Q e L (75, 76). A ativação de receptores muscarínicos e nicotínicos no 

hipocampo causa alterações em todas as neurotrofinas. French e colaboradores 

(77), verificaram que existe um aumento de RNAm de NGF e BDNF e uma 

diminuição do RNAm de NT-3 após administração de carbacol e pilocarpina. 

Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos utilizando o modelo de 

pilocarpina (78, 79). As alterações nos níveis de expressão das neurotrofinas que 

ocorrem in vivo também podem acontecer in vitro, como visto em experimentos de 

cultura de fatias hipocampais de rato que ficaram expostas à pilocarpina por um 

período de seis horas durante duas semanas (80). 

 Na ELT humana sabe-se que o aumento de expressão de RNAm de 

neurotrofinas pelas células granulares está correlacionada tanto com a densidade 

neuronal (inversamente proporcional à expressão de BDNF) quanto com a 

quantidade de brotamento (diretamente proporcional à expressão de BDNF e NT-

3) (81). 
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Além disso, sabe-se que a cascata de sinalização promovida pela ligação 

do BDNF ao seu receptor TrkB previne a apoptose. Ressalte-se que, 

principalmente depois do cérebro ser exposto a algum tipo de insulto, o plexo 

coroide apresenta um importante papel na produção das NTs (82). 

 

1.5. Justificativa 

O modelo do zebrafish em estudos de epilepsia é novo e, portanto, pouco 

se sabe sobre as alterações promovidas por crises epilépticas agudas ou 

repetitivas neste animal. Sendo assim, faz-se necessária a caracterização deste 

modelo quanto a marcadores que são amplamente conhecidos em outros 

modelos, como por exemplo os roedores. O conhecimento gerado por este 

trabalho contribui para a caracterização do zebrafish como modelo para estudos 

das epilepsias, além de fornecer dados para uma maior compreensão dos estudos 

em desenvolvimento pelo nosso grupo e outros que utilizam o modelo do zebrafish 

induzido à crise epiléptica por PTZ. 
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2. OBJETIVOS 

 

1. Estabelecer a concentração e caracterizar o comportamento da crise 

epiléptica completa em animais adultos expostos de forma aguda ao 

PTZ; 

2. Avaliar o perfil dos transcritos dos genes bdnf e ntrk2por RT-qPCR 

em diferentes tempos após a indução de crise epiléptica por PTZ; 

3. Expor o zebrafish adulto a crises epilépticas induzidas por PTZ 

recorrentes e analisar o perfil dos transcritos dos genes bdnf e ntrk2 

por RT-qPCR uma semana após a última crise. 
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3. MÉTODOS 

 

3.1. Aquisição e Manutenção dos animais 

Os peixes adultos foram adquiridos em lojas convencionais e passaram por 

um período de quarentena em aquário de 30L (no máximo 3 peixes por litro de 

água) antes de serem usados nos estudos (83). 

As condições de manutenção dos aquários foramadaptadas de acordo com 

o livro: ―The Zebrafish Book‖ (83) descrito resumidamente a seguir: água corrente 

tratada com AquaSafe (Tetra, Blacksburg, Virginia, Germany)de acordo com a 

instrução do fabricante. Este produto visa retirar o cloro e alguns metais pesados 

que possam ser encontrados na água. A temperatura da água foi mantidade a 

25oC e a qualidade foi determinada por pH: ± 6,8, Alcalinidade: 50 – 100 mg/l de 

CaCo3, Amônia < 0,02 mg/l e Nitrito < 0,1 mg/l. A limpeza foi realizada através de 

troca semanal do escoamento de 1/3 da água total do aquário e as paredes 

higienizadas com esponja. A condiçãode iluminação foi 14 horas de luz e 10 horas 

de escuro controlada por um temporizador e a alimentação foi realizada três vezes 

ao dia (às 8h da manhã: ração flocada; 12h: ovos de artêmia sem casca e 17h: 

ração flocada). 
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3.2. Indução da epilepsia no zebrafish com PTZ 

Por ocasião da experimentação, os animais adultos foram transferidos 

individualmente para um becker de vidro com volume final de 200ml contendo 

15mM de PTZ (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) (animais experimentais) 

ou em becker com água sem PTZ (animais controle). A indução das crises 

epilépticas por PTZ possui três fases distintas, já descritas anteriormente em 

larvas (27). Este padrão foi usado para a análise do padrão em adulto.  

 

3.3. Grupos experimentais e coleta dos encéfalos 

Crise única: os animais foram divididos em dois grupos: (i) PTZ – animais 

induzidos à crise epiléptica e (ii) CNT – animais controle sem crise epiléptica. A 

coleta dos encéfalos ocorreu nos tempos 0,05h (logo após a indução da crise 

epiléptica), 12h, 24h, 48h e 72h pós-indução de crise epiléptica e após os animais 

serem crioanestesiados. Cada tempo de investigação foi composto por um n=3 

(seisencéfalos). Um pool de dois encéfalosfoi usado para compor uma amostra de 

modo a se obter RNA total em quantidade suficiente para a análise dos transcritos 

dos genes de interesse.  

Devido a heterogeneidade entre os animais, um segundo conjunto 

independente de animais também foi dividido em grupo PTZ e CNT (nomeado de 

experimento 2) e manipulados da mesma forma que o primeiro (nomeado de 

experimento 1). Portanto, neste estudo foram realizados dois conjuntos 

independentes para o mesmo tratamento e aquisição de encéfalos. 
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Crises repetitivas: foi estabelecido um único experimento com um protocolo 

de indução de crises diárias (1x dia) durante cinco dias consecutivos para o grupo 

PTZ. Os animais controle também foram manipulados sendo retirados de seu 

ambiente para um becker somente com água por igual período que o 

experimental. Neste protocolo, os encéfalos foram coletados uma semana após o 

quinto dia de exposição ao PTZ e cada grupo foi composto por um n=6 (12 

encéfalos). É importante salientar que foi tomado o cuidado de excluir da 

casuística aqueles peixes que não apresentaram as três fases da criseepiléptica. 

 

3.4. Análise molecular dos genes bdnfe ntkr2 

 

  3.4.1. Protocolo de Extração do RNA Total 

A extração do RNA total do encéfalo de todos as animais foi realizada pelo 

método TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA), segundo o protocolo recomendado 

pelo fabricante (1ml do reagente para cada 100mg de tecido). A concentração do 

RNA total extraído de cada amostra foi medida por densidade óptica através da 

espectroscopia em equipamento NanoVue (GE Healthcare, Buckinghamshine, UK) 

e a qualidade do RNA checada por gel de eletroforese.  Resumidamente:  

Adicionou-se500 µL de Trizol para cada 50-100mg de tecido macerado. 

Após a maceração, colocou-seos 500µL restantes (desta forma usou-se 1ml de 

Trizol para cada 100mg de tecido); incubou-se em temperatura ambiente por 5min; 

adicionou-seo clorofórmio (1/5 do volume de Trizol). Para 1ml = 200µl; agitou-se 
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otubovigorosamente por 15s com as mãos; incubou-se em temperatura ambiente 

por 2-3min; centrifugou-se por não mais do que 12000G por 15min (4°C); tranferiu-

se a fase aquosa (~60% do volume de Trizol) para um novo tubo; adicionaram-se 

500µL de álcool isopropílico para cada 1ml de Trizol, misturando o tubo por 

inversão; incubou-se por 10min em temperatura ambiente; centrifugou-se por não 

mais do que 12000G por 10min (4°C); descartou-se o sobrenadante por inversão 

do tubo, tomando o cuidado para não perder o pellet; adicionou-se 1ml de etanol 

75% gelado; colocou-se no Vortex; centrifugou-se por não mais do que 7500G por 

10min (4°C); descartou-se o sobrenadante por inversão do tubo. Com cuidado 

para não perder o pellet; em um papel absorvente deixou-se o tubo emborcado 

para baixo com tampa aberta para secar por cerca de 10 minutos; ressuspendeu-

se em aproximadamente 20 µL de água DEPC. 

 

3.4.2. Protocolo da RT (Transcriptase Reversa) 

Para a síntese de cDNAutilizou-se a enzima SuperScript III (Invitrogen) 

seguindo o protocolo: Adicionou-se 1μg de RNA; 0,5μL dNTP (mix 10mM); 0,5μL 

Random Primer (250ng) e; 5,0μL de água Milli Q; deixou-sepor 5 minutos a 65°C e 

imediatamente após esse tempo, colocou-se no gelo por 1 minuto e meio; 

acrescentou-se 2μL de Buffer 5x; 0,5μL de DTT 0,1M e por fim 0,5μL da enzima 

SuperScript III; colocou-se em um termociclador com condição de ciclagem: 5 

minutos a 25°C, 1 hora a 50°C, 15 minutos a 70°C e deixou-se resfriar até 4°C 

antes de retirar da máquina. 
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 3.4.3. Protocolo da PCR em Tempo Real 

Para a análise dos transcritos dos genesbdnf, ntrk2a e ntrk2b foiutilizada a 

técnica da PCR quantitativa (qPCR) por meio dosistema TaqManTM 

(AppliedBiosystems, Foster City) em equipamento de Real Time 7500 

(AppliedBiosystems, Foster City). O sistema TaqMan é constituído por um par de 

primers e uma sonda marcada com um fluoróforo. No caso desse estudo foram 

usadas sondas para os genesbdnf, ntrk2a e ntrk2bque foram marcadas com o 

fluoróforo FAM. Como controle endógeno foram selecionados os genes 18S e 

ef1apara normalizar a expressão do gene de interesse nas diferentes amostras. 

Os dois controles endógenos foram avaliados pelo programa DataAssistTM 

Software v.3.01 (AppliedBiosystems, Foster City), que se fundamenta nos 

princípios estabelecidos de Vandesompele e colaboradores (84) para a escolha do 

controle endógeno mais estável, ou seja, apresentam uma menor variação de 

expressão entre as amostras. Foi realizada a validação do sistema gene de 

interesse / controle endógeno, a fim de verificar se as eficiências de amplificação 

de ambos os genes são semelhantes e próximas a 100%. Para a quantificação 

relativa do gene selecionado, as reações de PCR em tempo real foram realizadas 

em triplicatas a partir de: 6,25μL de TaqMan Universal PCR Master Mix 2x, 

0,625μL da solução de primerse sonda, 1,625μL de água e 4,0μL de cDNA (50ng), 

sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 μL de água ao invés do cDNA. 

As condições de ciclagem utilizadas foram: 50oC por 2 minutos, 95oC por 10 

minutos e 40 ciclos de 95oC por 15 segundos e 60oC por 1 minuto. Os valores da 

expressão gênica relativa foram obtidos pela análise dos resultados no programa 



 

______________________________________________________________________ 

54 

7500 System SDS Software (AppliedBiosystems, Foster City). ) e pela 

quantificação relativa (QR) foi determinada pela equação          (85). 

 

3.4.4. Análise estatística 

Para a análise de significância do perfil dos transcritos após crise aguda 

nos diferentes tempos foi empregado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis. 

Para a análise do transcrito após crises repetitivas foi empregado o teste não 

paramétrico Mann-Whitney.Foi considerado significativo um p≤ 0,05. 

 

3.5. Comitê de Ética 

Este projeto está de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), 

tendo sido aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais –

CEUA/UNICAMP em 09 de agosto e 2010, protocolo 2222-1.  
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4. RESULTADOS 

 

 4.1. Adequação dos cuidados e manutenção dos animais 

A quarentena (83) garantiu que peixes doentes não fossem utilizados, pois 

estes poderiam interferir nos resultados obtidos. Ainda em relação aos cuidados 

diários, foi estabelecida uma rotina na qual os peixes foram alimentados com 

comida flocada para adultos (TetraMin) duas vezes por dia (às 8h00 e às 17h00) 

de segunda à sexta-feira e, nos finais de semana, apenas uma vez. Além disso, 

introduzimos ovo sem casca de artêmia como suplementação alimentar uma vez 

ao dia (11h30), sete dias por semana. A limpeza dos aquários foi realizada uma 

vez por semana, com troca parcial da água.  Os animais foram mantidos em ciclo 

claro (14 horas) e escuro (10 horas) e em água com pH entre 6,2 e 7,0 e com 

temperatura de 25°C. A limpeza dos filtros e os testes da água (pH e amônia) do 

aquário foram feitos uma vez por semana. Também foi estabelecida uma rotina de 

observação do comportamento dos peixes bem como da aparência exterior dos 

mesmos com o objetivo de isolar animais com comportamento alterado ou com 

sinais de enfermidades visíveis na pele ou nos olhos. Esses cuidados garantiram 

uma rápida intervenção e esse isolamento evitou que um número maior de 

animais fosse contaminado.  
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4.2. Indução de crises por PTZ e obtenção do encéfalo 

Inicialmente foi realizado um estudo piloto para testar se a concentração 

usada nas larvas poderiam elicitar crises epilépticas também em animais adultos. 

Isso se fez necessário, pois no início deste trabalho não havia trabalhos que 

evidenciassem que concentrações de 15mM seria capaz de elicitar as três fases 

descritas por Baraban e colaboradores (27) em animais adultos. Uma solução 

contendo 15mM de PTZ em volume final de 200ml de água de aquário em 

temperatura 25°C foi preparada em um becker de vidro. Um peixe adulto foi 

colocado neste ambiente e observado se seu comportamento iria apresentar as 

três fases descritas por Baraban e colaboradores (27). Usamos três animais para 

o piloto com 15mM de PTZ e, como foi possível ver as três fases da crise, 

consideramos que esta também seria a concentração a ser usada em nossa 

experimentação com animais adultos. Ao serem expostos ao PTZ, os animais 

levam em torno de 2-3 minutos para apresentar todas as fases da crise epiléptica 

descritas no modelo.  

 

4.3. Extração de RNA total do encéfalo de zebrafish 

A concentração de RNA foi medida pelo espectofotômetroNanoVue (GE – 

General Electric) e sua qualidade avaliada por meio da eletroforese em gel de 

agarose 10% (Figura 2). 
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Tabela 1 - Média da quantificação relativa (QR) dos genes bdnf, ntrk2a e 

ntrk2b para o controle endógeno 18S nos diferentes tempos pós crise 

epiléptica induzida por PTZ. 

 

GENE TEMPO GRUPO 

Experimento 1 Experimento 2 

QR média QR mín QR máx QR média QR mín QR máx 

         

Bdnf 

0,05h 
PTZ 0,832 0,007 0,013 2,993 1,922 3,034 

CNT 0,214 0,02 0,037 0,795 0,172 0,205 

12h 
PTZ 0,289 0,148 0,089 0,792 0,383 0,310 

CNT 0,307 0,031 0,044 0,409 0,110 0,206 

24h 
PTZ 0,487 0,29 0,292 1,042 0,550 0,569 

CNT 0,256 0,048 0,045 0,704 0,146 0,178 

48h 
PTZ 0,808 0,428 0,298 0,734 0,314 0,174 

CNT 0,320 0,166 0,233 0,438 0,015 0,027 

72h 
PTZ 0,266 0,055 0,091 0,252 0,130 0,254 

CNT 0,263 0,075 0,057 0,264 0,155 0,157 

         

ntrk2a 

0,05h 
PTZ 0,122 0,021 0,023 0,122 0,021 0,023 

CNT 0,220 0,089 0,048 0,220 0,089 0,048 

12h 
PTZ 0,207 0,158 0,147 0,608 0,199 0,180 

CNT 0,475 0,047 0,071 0,360 0,090 0,173 

24h 
PTZ 0,138 0,104 0,071 1,316 0,700 0,601 

CNT 0,138 0,081 0,125 0,849 0,355 0,252 

48h 
PTZ 0,147 0,107 0,079 1,021 0,387 0,223 

CNT 0,086 0,030 0,042 0,560 0,090 0,105 

72h 
PTZ 0,123 0,012 0,019 0,204 0,117 0,232 

CNT 0,239 0,070 0,110 0,217 0,128 0,183 

         

ntrk2b 0,05h 
PTZ 0,243 0,107 0,066 0,122 0,021 0,023 

CNT 0,253 0,055 0,106 0,220 0,089 0,048 
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Na visualização gráfica destes resultados (Gráficos 1, 2 e 3) pode-se 

observar um aumento dos transcritos do gene bdnfno grupo PTZ em comparação 

ao grupo CNT no tempo 0,05h (p=0,017) após as crises epilépticas, mas, se 

comparados com os receptores ntrk2a e ntrk2b, os mesmos não acompanham 

esse aumento. Nos tempos 12h, 24h e 48h não há diferença significante entre o 

ligantee os receptores, mas existe uma tendência de aumento para o bdnf e o 

ntrk2b.Nenhuma diferença de aumento foi encontrada no tempo 72h entre ambos 

os grupos.  

12h 
PTZ 0,453 0,159 0,100 0,608 0,199 0,180 

CNT 0,577 0,056 0,062 0,360 0,090 0,173 

24h 
PTZ 0,575 0,337 0,382 1,316 0,700 0,601 

CNT 0,367 0,090 0,094 0,849 0,355 0,252 

48h 
PTZ 0,388 0,163 0,265 1,021 0,387 0,223 

CNT 0,232 0,120 0,166 0,560 0,090 0,105 

72h 
PTZ 0,360 0,058 0,052 0,204 0,117 0,232 

CNT 0,357 0,068 0,066 0,217 0,128 0,183 
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Gráfico 3 - Análise dos transcritos do gene ntrk2b em encéfalo de zebrafish em 

diferentes tempos após crise epiléptica induzida por pentilenotetrazol quando 

comparado com o grupo controle. Em A, os resultados obtidos com animais do 

experimento 1 e em B, os resultados obtidos com os animais do experimento 2. O 

gene alvo foi normalizado com o controle endógeno18S. Valores representados 

pela Média ± Erro Padrão da Média. 

 

 

 

A comparação entre a relação ligante/receptor para os genes bdnf, ntrk2a e 

ntrk2b no grupo PTZ e no grupo CNTpara o controle endógeno 18S,pode ser 

visualizada nos gráficos 4 e 5. As barras verticais mostram o erro padrão das 

médias da quantificação relativa. 
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 Os resultados obtidos com a análise dos transcritos para cada gene e 

tempo de ambos os conjuntos de experimentação (experimento 1 e 2)para o 

endógeno EF1Aestão resumidos nas Tabelas 2: 

 

 

Tabela 2 - Média da quantificação relativa (QR) dos genes bdnf, ntrk2a e 

ntrk2b para o controle endógeno ef1a nos diferentes tempos pós crise 

epiléptica induzida por PTZ. 

 

GENE TEMPO GRUPO 

Experimento 1 Experimento 2 

QR média QR mín QR máx QR média QR mín QR máx 

         

Bdnf 

0,05h 
PTZ 1,352 0,369 0,229 0,251 0,062 0,072 

CNT 0,247 0,049 0,047 0,312 0,143 0,256 

12h 
PTZ 0,429 0,168 0,087 0,183 0,050 0,053 

CNT 0,158 0,044 0,085 0,131 0,038 0,054 

24h 
PTZ 0,871 0,323 0,274 0,248 0,041 0,060 

CNT 0,604 0,447 0,270 0,296 0,049 0,066 

48h 
PTZ 0,639 0,385 0,724 0,217 0,043 0,056 

CNT 0,800 0,280 0,200 0,218 0,070 0,088 

72h 
PTZ 0,628 0,292 0,417 0,163 0,037 0,052 

CNT 0,243 0,009 0,011 0,193 0,069 0,041 

         

ntrk2a 

0,05h 
PTZ 0,255 0,027 0,026 0,313 0,053 0,062 

CNT 0,322 0,058 0,033 0,490 0,263 0,510 

12h 
PTZ 0,327 0,092 0,068 0,198 0,072 0,042 

CNT 0,313 0,072 0,101 0,154 0,047 0,059 

24h 
PTZ 0,282 0,019 0,032 0,417 0,073 0,070 

CNT 0,285 0,074 0,074 0,462 0,133 0,076 

48h 
PTZ 0,113 0,049 0,081 0,405 0,093 0,091 

CNT 0,301 0,048 0,040 0,373 0,157 0,151 
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Os resultados obtidos com o controle endógeno ef1a não foram 

estatisticamente significativos (p>0.05 para todos os genes analisados), mas é 

possível identificar uma tendência de aumento do bdnfno tempo 0,05h. Pode-se 

observar que este aumento não foi acompanhado pelos receptores ntrk2. É 

possível observar que nos tempos 12h e 72h existe uma tendência de aumento no 

grupo PTZ em comparação com o grupo CNT para os genes bdnf e ntrk2b, mas 

para o receptor ntrk2a não há diferença. No entanto para os tempos de 24h e 48h 

não há diferença significativa para nenhum dos genes. Os gráficos 6, 7, 8, 9 e 10 

nos mostram esses resultados.  

 

72h 
PTZ 0,367 0,143 0,081 0,167 0,054 0,078 

CNT 0,288 0,050 0,059 0,204 0,071 0,092 

         

ntrk2b 

0,05h 
PTZ 0,302 0,185 0,125 0,165 0,093 0,105 

CNT 0,206 0,061 0,051 0,330 0,167 0,326 

12h 
PTZ 0,522 0,224 0,243 0,126 0,056 0,035 

CNT 0,208 0,049 0,077 0,114 0,064 0,044 

24h 
PTZ 0,747 0,316 0,249 0,159 0,024 0,026 

CNT 0,623 0,465 0,341 0,155 0,044 0,026 

48h 
PTZ 0,595 0,551 1,091 0,138 0,021 0,026 

CNT 0,505 0,263 0,495 0,110 0,042 0,037 

72h 
PTZ 0,604 0,287 0,263 0,106 0,049 0,052 

CNT 0,240 0,011 0,018 0,124 0,043 0,057 
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Gráfico 10 - Relação entre os níveis de transcritos do ligante/receptor no encéfalo 

de zebrafish adulto após indução de crise epiléptica por pentilenotetrazol para o 

grupo controle. Em A, os resultados obtidos com animais do experimento 1 e em B, 

os resultados obtidos com os animais do experimento 2. O gene alvo foi 

normalizado com o controle endógenoEF1A. Valores representados pela Média ± 

Erro Padrão da Média. 

 

 

Para o protocolo de crises repetidas os valores obtidos usando-se o 

controle endógeno 18S como normalizadorforam: uma diminuição significativa 

para o gene bdnfdo grupo PTZ em relação ao grupo CNT (RQPTZ = 0,03 ± 0,01, 

RQCNT = 0,47 ± 0,08) (p = 0,002) e nenhuma diferença entre os seus receptores 

(ntrk2a: RQPTZ = 0,45 ± 0,06, RQCNT = 0,41 ± 0,08 e ntrk2b: RQPTZ = 0,59 ± 0,05, 

RQCNT = 0,49 ± 0,05), conforme pode ser visualizados nos gráficos de 11 a 15. 
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Gráfico 15 - Relação entre os níveis de transcritos do ligante/receptor no encéfalo 

de zebrafish adulto após indução de crises epilépticas repetidas 

porpentilenotetrazol para o grupo controle. O gene alvo foi normalizado com o 

controle endógeno18S.Valores representados pela Média ± Erro Padrão da Média. 

 

 

Os resultados obtidos usando-se o gene ef1a como controle endógeno 

foram:ntrk2a: RQPTZ = 1,06 ± 0,69, RQCNT = 0,35 ± 0,04 e ntrk2b: RQPTZ = 0,87 ± 

0,61, RQCNT = 0,26 ± 0,04. Já para o gene bdnfo resultado mostrou uma tendência 

de diminuição (RQPTZ = 0,17 ± 0,15 e RQCNT = 0,34 ± 0,07). Nos gráficos 16, 17, 

18, 19 e 20 os resultados podem ser observados. A barra vertical mostra o erro 

padrão da média da quantificação relativa. 
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Gráfico 16 - Análise dos transcritos do gene bdnf em encéfalo de zebrafish após 

crises epilépticasrepetidas induzidas por pentilenotetrazol (grupo PTZ) quando 

comparado com o grupo controle (CNT). O gene alvo foi normalizado com o 

controle endógenoef1a. Valores representados pela Média ± Erro Padrão da Média. 

 

Gráfico 17 - Análise dos transcritos do gene ntrk2a em encéfalo de zebrafish após 

crises epilépticasrepetidas induzidas por pentilenotetrazol (grupo PTZ) quando 

comparado com o grupo controle (CNT). O gene alvo foi normalizado com o 

controle endógenoef1a. Valores representados pela Média ± Erro Padrão da Média. 
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Gráfico 18 - Análise dos transcritos do gene ntrk2b em encéfalo de zebrafish após 

crises epilépticasrepetidas induzidas por pentilenotetrazol (grupo PTZ) quando 

comparado com o grupo controle (CNT). O gene alvo foi normalizado com o 

controle endógenoef1a. Valores representados pela Média ± Erro Padrão da Média. 

 

Gráfico 19 - Relaçãoentre os níveis de transcritos do ligante/receptor no encéfalo de 

zebrafish adulto após indução de crises epilépticas repetidas por pentilenotetrazol. 

O gene alvo foi normalizado com o controle endógenoef1a.Valores representados 

pela Média ± Erro Padrão da Média. 
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Gráfico 20 - Relação entre os níveis de transcritos do ligante/receptor no encéfalo 

de zebrafish adulto após indução de crises epilépticas repetidas 

porpentilenotetrazol para o grupo controle. O gene alvo foi normalizado com o 

controle endógenoef1a.Valores representados pela Média ± Erro Padrão da Média. 
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5. DISCUSSÃO 

 

O zebrafish é um modelo animal que apresenta muitas vantagens ao ser 

utilizado como modelo experimentale tem sido reconhecido para estudos de 

doenças humanas,incluindo as relacionadas aoSNC, como as epilepsias (27, 86, 

87). 

Neste estudo foramestabelecidas as condições ideais de manutenção e 

cuidados dos animais para o nosso ambiente de laboratório. As condições 

adequadas para o Laboratório de Zebrafish (LabZeb) foram aquelas descritas na 

seção de métodos. Resumidamente: foi mantida uma densidade de 3 peixes por 

litro de água, comsifonagem(retirada de dejetos liberados pelos animais) realizada 

uma vez por dia,a limpeza das paredes dos aquários é realizada uma vez por 

semana, juntamente com a troca de 1/3 da água.A amônia é controlada com essa 

troca da água e o auxílio de bactérias que transformam o nitrato em nitrito. O 

controle do pH é feito com teste próprio para aquário e mantido entre 6,6 e 7,0. E, 

para manter o pH nessa faixa, utilizamos um tipo de pedra de jardim chamada 

dolomita que ajuda a aumentar o pH (83).A alimentação dos peixes é realizada 

três vezes por dia: de manhã e fim da tarde com ração flocada TetraMin e na hora 

do almoço com ovos de artêmia sem casca. Ter uma alimentação com artêmia é 

muito importante para os filhotes e para os peixes que estão se reproduzindo, 

pois, principalmente as fêmeasnecessitam de mais proteína para a produção dos 

ovos.A temperatura ideal para manter o aquário é entre 26°C e 28°C. Mas Hunt e 
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colaboradores em um artigo de 2012 descreveram que larvas podem ter uma 

atividade neuronal aumentada a partir de 25,5±0,3°C. Como esse nosso estudo 

envolve crise epiléptica optamos por manter os aquários com no máximo 25°C 

(44). 

Em 2005, Baraban e colaboradores mostraram que larvas de 7 

dpfapresentam padrões eletrográficos, comportamentais e moleculares muito 

similares aos vistos em outros modelos de epilepsia. As três fases do 

comportamento descritas neste estudo foram usadas como parâmetro para 

induzirmos crises epilépticas em animais adultos em nosso laboratório, visto que 

no início deste estudo nada havia sido publicado a respeito. Os peixes adultos 

expostos ao PTZna concentração de 15mM apresentam as mesmas três fases 

descritas por Barabanet al. (27), mascom um diferencial: o de ser possível analisar 

mais detalhadamente o que ocorrenessas diversas fases. A crise começa com o 

aumento da atividade do nado, giros de 180° de um lado para o outro com a 

aceleração da respiração; desta fase pode-se notar que os movimentos tornam-se 

mais vigorosos com movimentos circulares e verticais evoluindo para breves 

movimentos similares a uma crise tônico-clônica com posterior perda de postura. 

Alguns peixes apresentaram hiperemiaapós alguns segundos expostos ao 

PTZ.Isso pode ter ocorrido por causa de uma maior circulação sanguínea (88). 

Portanto,o peixe adulto apresenta crise epiléptica muito similar a das larvas 

descrita previamente (27). 

A sinalização BDNF/ NTKRB tem sido implicada na epileptogênese (89), 

assim como o aumento dos níveis de RNAm e protéicos destas neurotrofinas após 
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crise epiléptica tem sido descrito em diferentes modelos animais (90).No entanto, 

o impacto de crises epilépticas sobre o perfil de transcritos dos genes bdnf e ntkr2 

no cerebro do zebrafish ainda não é conhecido. Porque o gene ntrk2 é duplicado 

no zebrafish, neste estudo foram investigados ambos os genes, ntrk2a e ntrk2b, 

pois os mesmos poderiam apresentar diferentes padrões de expressão (40, 45, 

46). 

Em modelo animal de ratos com administração intracerebroventricular de 

ácido caínico, no 4º. dia pós-injeção, houve um aumento de 179% dos níveis de 

BDNF no hipocampo quando comparado com um hipocampo controle. Esse valor 

tende a diminuir com 45 dias (98%) e 120 dias (37%) após a administração 

doácido caínico(91). Em outroestudo, Garcia e colaboradores (61), também 

usando o modelo de ácido caínicoem ratos, demonstrarampor meio de 

hibridização in situ, um aumento do BDNF principalmente nas áreas CA1 e CA3 

uma semana após a injeção deste agente convulsivante (61). Distribuído 

amplamente no cérebro de roedores adultos, o BDNF, apresenta níveis mais altos 

em estruturas associadas com a epilepsia e a plasticidade sináptica, como a 

formação hipocampal (47). O fator de crescimento BDNF também é tido como 

molécula-chave no processo epileptogênico, já que participa diretamente da 

formação normal e aberrante das fibras musgosas e é normalmente encontrado 

com expressão elevada em modelos animais de epilepsia e em humanos (73).   

O aumento estimulado por crise epiléptica com retorno escalonado até aos 

níveis basais, também pode ser visto no perfil obtido em nosso estudo, ainda que 

o tempo de ocorrência seja diferente, revelando-se muito mais precoce no caso do 
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peixe (gráficos 1, 2, 3 e 7). É ainda relevante notar que o padrão de resposta do 

RNAm do bdnf tenha sido tão intenso no tempo 0,05h (p=0,01), evidenciando uma 

clara diferença no tempo diferente de resposta entre bdnf e os receptores ntkr2 no 

zebrafish.  

Apesar de haver discordância sobre o real papel do BDNF nas epilepsias, 

estudos da ação endógena (70)e exógena (71)do BDNF sugerem que o mesmo 

tenha um papel protetor.O aumento da síntese de BDNF desencadeada por 

insultos em certas populações neuronais também parece ser uma resposta 

protetora, em uma tentativa de impedir a morte neuronal (72). 

Por outro lado, o BDNF parece ter também um papel na excitabilidade, pois 

quando NT-3 e BDNF são aplicados em cultura de neurônios hipocampais 

promovemaumento do cálcio intracelular e rapidamente um aumentoda atividade 

sináptica (75, 76).  

Em relação aos receptores, existem dois receptores diferentes para o 

BDNF: o ntrk2 e o p75, sendo que cada receptor atua em uma via de sinalização 

gerando uma resposta celular diferente, como descrito na figura 3. 



 

______________________________________________________________________ 

79 

 
Figura 3–Figura da via de sinalização do bdnf, retirada de 
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?map04722 
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O BDNF quando se liga ao receptor NTRK2gera vias de sinalização de 

diferenciação celular, sobrevivência celulare plasticidade, prevenindo a apoptose 

(82). No entanto, sabe-se que a cascata de sinalização promovida pela ligação do 

BDNF ao seu outro receptor,p75, desencadeia principalmente uma via de 

sinalização de apoptose, mas é importante destacar que esse mesmo receptor 

pode também desencadear uma via de sobrevivência celular (50).Nesse estudo, 

nós não investigamos o gene p75; no entanto, está descrito que este pode estar 

aumentado logo após a indução de crises, como visto no modelo de status 

epilepticuscom o uso da pilocarpina em rato. Neste modelo de pilocarpina, a 

expressão proteica do p75 encontra-se aumentada no hipocampo logo após a 

indução da crise permanecendoassim até o 7° dia (com o seu maior pico no 3° 

dia) e diminuindo consideravelmente após o 14° dia deindução (92). Roux e 

colaboradores (92) investigaram a morte neuronal por meio da técnica deTUNEL e 

mostraram que nesse mesmo período de elevada expressão do p75 existe 

também um elevado grau de morte neuronal. Em um outro estudo, após indução 

de crises com pilocarpina, em camundongos knockout para o receptor p75houve 

uma redução de 80% da morte neuronal se comparados com os camundongos do 

tipo selvagem (93).Portanto, apesar do p75 também estar relacionado com a via 

de sinalização de sobrevivência celular, ele parece estar mais envolvido com a 

sinalização de apoptose.Apesar da forma madura do BDNF ter baixa afinidade 

pelo receptor p75, esta poderia ser uma via de ação para o bdnf neste tempo 

0,05h (94), mostrando um padrão mais complexo de interação entre neurotrofinas 

e seus receptores (95). 
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Em nosso estudo nos tempos 12h, 24h e 48hapós a crise epilética não 

encontramos diferença significante entre o ligantee os receptores, mas existe uma 

tendência de aumento para o gene bdnf e o gene ntrk2bno grupo PTZ 

comparando com o grupoCNT.Essa relação entre ligante e receptor pode estar 

desencadeando vias de sinalização de diferenciação e sobrevivência celular e 

plasticidade (72).Nenhuma diferença de aumento foi encontrada no tempo 72h 

entre ambos os grupos.  

É importante ressaltar que apesar do número de amostras ser 

representativo (06 encéfalos por tempo em cada experimento independente) é 

possível observar que há variação (representada pelas barras de erronos gráficos 

1-4, 6, 8 e 9) entre as amostras do mesmo grupo e tempo. Este fator poderia ser o 

motivo das diferenças não terem sido estatisticamente significantes, apesar do 

visível aumento dado pelos valores da média da quantificação relativa (tabelas 1e 

2). Desta forma, poderíamos chamar a atenção e destacar que estudos 

envolvendo animais adultos fornecidos comercialmente devem ter um tamanho 

amostral suficiente para minimizar a grande variação individual.  

Em nosso estudo, usamos dois controles endógenos para a normalização 

da RT-qPCR, ambosconsiderados estáveis dentre nove genes analisados para 

controle endógeno em tecidos de zebrafish (96, 97) e também pelo DataAssistTM 

Software v.3.01 (AppliedBiosystems, Foster City).Além disso, realizamos uma 

segunda bateria de experimentos (experimento 2) com um grupo independente de 

animais, que confirmaram os resultados obtidos previamente. Por causa dessa 

variação, consideramos os dados que foram iguais em pelo menos três, dos 
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quatro resultados obtidos (experimentos 1 e 2 para ambos os controles 

endógenos). As pequenas diferenças entre o experimento 1 e 2 se devem, 

provavelmente ao fato dos peixes serem de épocas de quarentenas diferentes. 

No protocolo de crises epilépticas repetidas, os nossos resultados apontam 

uma diminuição do bdnfno grupo PTZ quando comparado com o grupoCNT 

(gráficos 11 e 16). O tempo analisado foi de uma semana após o término da 

indução com o PTZ. Ao contrário dos nossos resultados, crises por abrasamento 

aumentam os níveis de BDNF no hipocampo de ratos dois dias após a indução 

das crises epilépticas e só diminuem quando há administração da NT-3 nos 

hipocampos abrasados eletricamente e nos controles (98). Após crises por 

abrasamento há um aumento transitório do RNAm e proteínasdos receptores da 

família Trk no hipocampo(99). Os nossos resultados com o protocolo de crises 

epilépticas repetidas também apontam, para uma tendência de aumento desses 

mesmos transcritos. A diminuição do gene bdnf associado com o aumento dos 

receptores trkb,podem estar também representando uma resposta ao estresse de 

manipulação diária ao qual o animal foi submetido. Em roedores, foi demonstrado 

que o estresse crônico aumentou o RNAm dos receptores TrkB e diminuiu o 

RNAm do BDNF (100). 

Este estudo não teve a intenção de responder qualquer controvérsia em 

relação ao papel das neurotrofinas na epileptogênese, mas sim, verificar se a 

indução de crise epiléptica poderia alterar os níveis de transcrito do bdnf e seus 

receptores ntrk2 no encéfalo do zebrafish adulto, como é visto em outros modelos 

animais. Nossos resultados mostraram que embora temporalmente mais curto, o 
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zebrafish apresenta uma elevação dos níveis do bdnfcomo visto em outros 

modelos de epilepsia, mas com um pico de expressão no tempo 0,05h (61, 91). 

Em relação ao protocolo de crises repetidas, novos estudos são necessários para 

esclarecer e explorar essa diferença de níveis de transcrito dos genes bdnf e 

ntrk2.  Sabemos que outras investigações serão necessárias a fim de se gerar um 

maior conhecimento sobre as respostas das NTs a insultos, como as crises 

epilépticas únicas ou repetitivas. Investigações como análise do receptor p75, 

localização morfológica das alterações de expressão das neurotrofinas no 

encéfalo do zebrafish adulto ou até mesmo imaturo, são algumas das abordagens 

que precisam ser realizadas. Outra abordagem e que já está em andamento em 

nosso laboratório é a investigação de morte neuronal como consequência das 

crises epilépticas induzidas por PTZ. Um estudo piloto aponta para um pequeno 

aumento no número de células neuronais marcadas por Fluoro-Jade B (um 

marcador específico de células neuronais em degeneração) no encéfalo dos 

animais adultos que foram expostos ao PTZ e que foram analisados por esta 

histoquímica após 24h da crise epiléptica. Neste sentido, faz-se importante 

analisar o receptor p75 e outros genes da via de indução de apoptose para 

corroborar ou não a hipótese de que imediatamente após a crise, o bdnf poderia 

estar agindo via receptor p75 na sinalização de apoptose. 

Os estudos da expressão de transcritos em diferentes tempos pós-crise 

epiléptica e pós crises repetidas nunca foram descritos no modelo do zebrafish, 

portanto o nosso estudo é o primeiro que visa entender o padrão temporal de 
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expressão do bdnf e seus receptores neste modelo, para então buscarmos 

compreender qual o papel das neurotrofinas na epilepsia.  
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6. CONCLUSÕES 

 

1. A indução de crise epiléptica pelo agente PTZ na concentração 15mM em 

animais adultos mostrou que o padrão comportamental nesses animais foi 

similar ao comportamento das larvas descrito por Baraban e colaboradores 

(27), sendo que os animais apresentaram o comportamento completo em 

um período de 2-3 minutos após entrarem em contato com o agente 

convulsivante; 

 

2. O perfil de transcrito dos genes bdnf e ntrk2 em diferentes tempos após a 

indução de crise epiléptica por PTZ mostrou: 

2.1. Um aumento do transcrito do gene bdnf imediatamente após o 

insulto que não foi acompanhado pelos seus receptores ntrk2; 

2.2. Um aumento de expressão nos tempos 24 e 48h após a indução 

da crise epiléptica; 

2.3. O perfil descrito neste estudo é similar ao encontrado para os 

modelos de roedores, no entanto, a relação entre o gene bdnf no 

tempo 0,05h e seu receptor nktr2 foi diferenciada e não é descrita em 

outros modelos 
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3.O perfil de transcrito dos genes bdnf e ntrk2no protocolo de indução de crises 

epilépticas repetitivas mostrou uma diminuição do transcrito do gene bdnfno 

grupoPTZ em comparação com o grupo CNT. 

 

4. Este é o primeiro estudo que descreve as alterações dos transcritos das NT no 

encéfalo do zebrafish adulto após a indução de crises epilépticas únicas e 

repetitivas e contribui para uma melhor caracterização deste modelo nos 

estudos das epilepsias. 
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