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RESUMO

O uso de modelos animais tem trazido grandes beneficios para o
conhecimento dos processos bioldégicos normais, bem como para uma maior
compreensao das doengas humanas, inclusive as epilepsias. Embora os modelos
de roedores sejam 0s mais usados para explorar 0s mecanismos que permeiam a
epileptogénese, 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 experimentacao cientifica,
principalmente no que se refere a manipulacdo genética.O Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (BDNF, do inglés, BrainDerivedNeurotrophicFactor) é a
neurotrofina de maior abundancia no sistema nervoso central e que esta
relacionada a plasticidade neuronal. Sabe-se que 0s niveis de transcritos
eproteicos desta neurotrofina estdo alterados nas epilepsias, tanto em humanos
quanto em modelos animais; porém, o seu papel nesta condicdo ainda é
controverso. Os principais objetivos deste estudo foram (i) investigar o perfil
temporal de transcritos dos genes bdnfe seus receptores ntrk2a e ntrk2b apés
crise epiléptica aguda e (ii) apds crises epilépticas repetitivas por meioda técnica
da PCR quantitativa (qQPCR) usando-se o sistema TagMan™ (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 po6s-crise aguda e (i) uma semana apoés

inducao de crise diaria por cinco dias consecutivos. Os resultados mostraram que
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as crises epilépticas modificaram o perfil de expressdo das neurotrofinas e
apontou para um aumento dos niveis de RNAm do gene bdnf no tempo 0,05h (p=
0,01) que ndo é descrito em outros modelos. E importante salientar que
essesresultados mostram que, no encéfalo do zebrafish, as neurotrofinas estéo
relacionadas com uma atividade neuronal anormal como em outros modelos
animais e em humanos. Este é o primeiroestudo a investigar os niveis de
transcritos do gene bdnf e seus receptores no encéfalo do zebrafish, contribuindo

para a caracterizacdo 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 (gPCR)
using TagMan™ system (Applied Biosystems, Foster City), (i) after a single seizure
and (i) 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. INTRODUCAO

1.1. As epilepsias

As epilepsias encontram-se entre as doengas neuroldgicas mais comuns,
que atingem aproximadamente 2% da populacdo geral, e por isso sao
consideradas, pela Organizagcdo Mundial de Saude, um problema de saude
publica (1). As epilepsiassao uma condicao crbnica, caracterizada pela presenca
de crises epilépticas recorrentes, na auséncia de eventos externos
desencadeantes, como por exemplo febre, drogas ou disturbios metabdlicos (2).
Essas crises epilépticas sdo caracterizadas por uma descarga elétrica anormal,
sincronizada e subita dos neurbnios cerebrais e que causa um disturbio

intermitente no sistema nervoso central (3, 4).

AlnternationalLeagueAgaisntEpilepsy  (ILAE)  propbe a  seguinte

classificacao das epilepsiasquando considerada sua etiologia:

e Genéticas (antiga classificacao idiopatica) —epilepsias com

predisposicao genética;

o Estrutural-metabdlica (antiga classificagdo sintomatica) —epilepsias

com lesao identificavel no cérebro;

e Desconhecida (antiga classificagao criptogénica) —epilepsias se uma

lesao identificavel ou sem causa genética provavel que se relaciona

com a origem das crises epilépticas.

29



Ja as crises epilépticas sdo classificadas em generalizadas, focais ou

desconhecidas (5).

A classificagdo das epilepsias € baseada nas semelhangcas em relacao aos
sinais clinicos ou neuroldgicos, histérico familiar, prognéstico, idade de inicio,
achados eletroencefalograficos e o tipo de crise. As crises epilépticas podem ter
origens diferentes e dependendo da area afetada podem apresentar sintomas

motores, sensoriais ou mentais associados ou ndo a consciéncia (6, 7).

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

importancia

A forma de maior ocorréncia entre os adultos € a epilepsia do lobo temporal
(ELT). A ELT é uma sindrome de grande importancia clinica, ndo somente porque
apresenta uma alta incidéncia, mas por ser frequentemente refrataria ao
tratamento medicamentoso, sendo necesséaria, muitas vezes,a intervencao
cirdrgica 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 espontaneas recorrentes originadas do lobo temporal lateral ou medial.

Cerca de 60% de todos os casos de ELT correspondem a epilepsia do lobo
temporal medial (ELTM) (6), que apresenta um perfil clinico bem definido e cujas

crises epilépticas mais caracteristicas sdo as parciais complexas. Estas podem
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apresentar auras, sensacdes epigastricas ascendentes, medo subito, crises

autonGmicas (como palpitacoes e piloerecao) e sensacgdes tipo déja 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 recorréncia familiar, mas baixa frequéncia de crises febris conhecida
como ELTM familiar (ELTMF) (8) epara a qual ha uma predisposicao genética
para o desenvolvimento da lesdo hipocampal. De fato, um Jlocus (18p11.31) foi
recentemente descrito para este tipo de epilepsia familiar (10). As crises
epilépticas na ELTM séo originadas nas estruturas mediais do cérebro (como o
hipocampo, amigdala e o giro parahipocampal) e é comum a associacdo com a

esclerose hipocampal (EH) (11, 12).

As principais alteragbes estruturais encontradas na EH sao alteragbes
histolégicas como a perda neuronal, principalmente nas areas CA1, CA3 (as
células da regiao CA2 sao mais resistentes), dispersdo das células granulares do
giro denteado e gliose (caracterizada pela hipertrofia e proliferacdo de corpos

celulares gliais) (13-15).

Uma pequena porcentagem das ELT pode ser representada pela Epilepsia
do Lobo Temporal Lateral Autossdbmica Dominante (ADPEAF -
AutosomalDominantPartialEpilepsywithAuditoryFeatures). A caracteristica da
ADPEAFséao as crises parciais que estdo associadas a auras auditivas ou
sensoriais, que sao alucinagdes de vozes, pessoas, musicas, cheiros e até gostos,

que podem durar de um a dois minutos (16). E importante ressaltar que o gene
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LGI1 (leucine-rich, glioma-inactivated 1 gene) localizado no cromossomo 10924 foi
clonado e identificado como responséavel pela ADPEAF (17), uma sindrome com
recorréncia familiar caracterizada por fenémenos auditivos, mas com bom controle

das crises (18).

1.3. Os modelos animais em epilepsia

O uso de modelos animais tem trazido grandes beneficios para o
conhecimento dos processos biolégicos normais, bem como para uma maior

compreensao das doencas humanas.

Nas ultimas décadas houve uma busca frequente de novos modelos
animais que imitem as caracteristicas patoldégicas das epilepsias, de forma a
melhorar os conhecimentos basicos da doenca (19). A utilizacdo de animais
experimentais pode ajudar em uma maior compreensdo dos mecanismos
moleculares e funcionais, resultando em novas e avancadas estratégias para o

tratamento de doengas (7).

Varios tipos de animais ja foram utilizados para o estudo das epilepsias,
Como macacos, gatos, cachorros, peixes, coelhos e roedores, sendo que 0s mais

comuns sao 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 fenébmenos da epilepsia.

A primeira seria induzir uma crise aguda, onde somente havera crise epiléptica na
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presenca de um indutor, € a segunda abordagem € a inducéo de varias crises em

intervalos de tempo variaveis (19).

Os modelos experimentais para induzir uma crise aguda utilizam drogas
convulsivantes ou estimulacao elétrica, lembrando sempre que o modelo agudo
reproduz a crise epiléptica e ndo a epilepsia (23). Em roedores, uma droga
bastante utilizada é o acidoCainico. Essa droga tem uma acao glutamatérgica e,
quando injetada no hipocampo de roedores, estimula ostatus epilepticus(estado de
mal epiléptico) (24).A inducdo do statusepilepticus no rato adulto promove uma
série de alteracbes que resultam na ocorréncia de crises espontdneas que
reproduz a fenomenologia encontrada na ELTM em humanos (insulto inicial — fase
latente — aparecimento espontaneo das crises). Outro modelo muito conhecido e
utilizado € o abrasamento ou Kindling(forma inglesa), que consiste em um
aumento da excitabilidade neuronal, transformando esses neurbnios em
“neurdnios patoldégicos” que sao capazes de gerar crises epilépticas espontaneas.
O abrasamento é caracterizado pela estimulagao elétrica ou quimica, de varias
estruturas do sistema limbico, como o hipocampo e a amigdala, por repetidas

vezes (7).

Ha ainda outro modelo experimental que mimetiza a ELTM e que utiliza
apilocarpina, um potente agonista muscarinicoisolado 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
alteracoes comportamentais e eletrograficas que podem ser divididas em trés

periodos distintos:
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e Periodo agudo, o animal evolui progressivamente para o status

epilepticus, (que pode durar até 24h);

e Periodo silencioso, caracterizado pela normalizacao progressiva do

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

e Periodo crbnico, aparecimento de crises epilépticas esponténeas e

recorrentes (26).

Todos esses modelos tém sido de grande importancia na geragao de
maiores conhecimentos sobre lesdes estruturais e mecanismos moleculares

envolvidos na geragao de um cérebro cronicamente epiléptico.

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

epilepsias, 0 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 doengas humanas e cresce o nimero de
pesquisadores que 0 empregam nas investigacoes cientificas. Este pequeno peixe
€ um tele6steo de agua-doce cujo tamanho varia de 4 a 5 centimetros (28,
29).Originario da india Oriental e Bangladesh, o Danioreriopertence & familia
Cyprinidae. Estetem um comportamento ativo e pacifico,vive em grupos de no
minimo, 10 exemplares. E um peixe muito resistente, tanto em relagdo a doencas

(respeitando-se a manutencdao do aquario) quanto em relacdo aos diferentes
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parametros de agua. E uma espécie bastante conhecida por seu uso ornamental

(28, 30).

Por ser um vertebrado, o zebrafish é muito mais préoximo de humanos do
que os vermes e insetos. Por isso, os 6érgaos desse vertebrado séao
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 doencas humanas como para fins terapéuticos (31).

Por suas vantagens, o zebrafish tornou-se o principal modelo
experimental para o estudo do desenvolvimento de vertebrados (32). As
caracteristicas basicas de sua embriogénese sao bem conhecidas, assim como o

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

Foi somente apdés a publicagdo do trabalho de George Streisinger, no
comeco da década de 80 (35),que o zebrafish ficou conhecido como um modelo
animal para manipulacdes genéticas (36). Dentre as caracteristicas favoraveis que
este peixe possui, podemos citar: 0 baixo custo quando comparado com o de
modelos em roedores, o rapido desenvolvimento do embrido, desenvolvimento
extra-Utero e transparéncia nas fases de embrido e larvas (o que facilita a
visualizacdo e manipulagdo genética nesta fase) e a grande quantidade de ovos

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

Além dos aspectos ja citados, é importante salientar que os genes ortélogos

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

Sanger e outros consoércios (http://www.sanger.ac.uk/Projects/D rerio) iniciaram o
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sequenciamento do genoma do zebrafish. Embora totalmente sequenciado, mas
ndao completamente anotado, este projeto mostrou que o zebrafish possui
aproximadamente 85% de seus genes similares aos de humanos contendo largas
regides de conservada sintonia entre os cromossomos do peixe e o0os dos
mamiferos. Este pequeno peixe possui 25 pares de cromossomos, e existem

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

Nos ultimos anos o uso do zebrafish para estudos envolvendo
manipulagdes genéticas cresceu muito. Da necessidade de se organizar os dados
obtidos e facilitar a difusao de informagodes foi criada uma rede de informagdes na
web sobre o zebrafish, na qual laboratérios do mundo inteiro podem depositar

informacgdes sobre esta espécie e/ou localizar importantes informacoes (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 poés-fertilizacdo (7dpf) foram expostas ao
Pentilenotetrazol (PTZ) edescreveram o comportamento, os achados
eletrogréaficos e moleculares provocados por esse agente convulsivante(27, 42). O

comportamento evocado pela exposi¢cdo ao PTZ foi descrito como:
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e Fase 1 -aumento de atividade do nado;
e Fase 2 — movimentos circulares vigorosos e

e Fase 3 — breves movimentos estereotipados que lembram uma

crise tdnico-clénica 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
eletroencefalografica que mimetizam crises epilépticas humanas e de modelos
animais (evocando descargas ictais e interictais) e induz um aumento dos niveis
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 eletrograficos, sendo as mais efetivas, o acido valproico,
o diazepan e o clonazepan (27). E importante destacar que o zebrafish também
tem sido descrito como um étimo modelo para screening de DAEs, sendo possivel
a observacdo da diminuicdo dos efeitos das crises epilépticas induzidas por PTZ

para 13 das 14 drogas testadas (43).

Recentemente, Hunt e colaboradores (44) descreveram achados
eletrograficos, em larvas de zebrafish, induzido por hipertermia. Neste estudo
larvas com 5 dias pés fertilizacao (dpf) mostraram atividade neural similar as de
crises epilépticas com um pico de atividade em 33,510,3°C, mas com atividades

alteradas com temperaturas a partir de 25,5+0,3°C (44).

37



O primeiro artigo relacionando zebrafish como um modelo genético para o
estudo das epilepsias foi publicado em 2010, e caracterizou 0 comportamento e o
fendtipo associados com a técnica de knockdowndo gene [gila,por meio da
técnica de morfolinos(45). E interessante citar que no ano seguinte, esse mesmo
grupo de pesquisadores mostrou que apesar do gene /gi1 ser duplicado no
zebrafish (Igila e Igilb), esses genes manifestam diferentes fendtipos quando
manipulados pela técnica deknockdown. Por exemplo, o knockdown do gene Igila
produziu um fendtipo 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). J& o knockdown do gene
lgi1bproduziu hidrocefalia, anormalidades no desenvolvimento, mas nao induziu a

comportamentos estereotipados de crises eplépticas (46).

Ha ainda muito que se estudar e explorar neste “novo” modelo animal, pois
as investigacoes sobre diferentes eventos ja& conhecidos em outros modelos
animais de epilepsia estdo apenas comegando 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 comeco dos anos 50, foi descoberta a primeira neurotrofina: o Fator de
Crescimento do Nervo (NGF - NerveGrowthFactor) que promove a sobrevivéncia e

crescimento dos neurdnios sensoriais e simpaticos (47).
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As neurotrofinas (NT) fazem parte de uma familia de proteinas (48) que tém
como funcdo impedir a apoptose (morte celular programada) e induzir a
diferenciacao celular de células progenitoras para a formag¢éo de novos neurdnios,
estimulando e controlando a neurogénese (49, 50). Essas moléculas atuam em
diferentes regides do Sistema Nervoso Central (SNC) e Periférico (SNP), sendo
que no SNC, atuam principalmente no hipocampo, uma importante regido

relacionada com a memoria (47, 51).

Existem quatro neurotrofinas que sao expressas em mamiferos:

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

e BDNF - Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro

(BrainDerivedNeurotrophicFactor) (53);

e NT-3 — Neurotrofina 3 (Neurotrophin-3) (54); e

e NT-4 — Neurotrofina 4 (Neurotrophin-4) (55).

Os receptores para essas neurotrofinas sdo: o p75N"

— Receptor de
neurotrofinas p75 (p75 neurotrophin receptor), membro da familia de receptores

do fator de necrose tumoral e a famila do Trk - Receptor de
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TropomiosinaQuinase (Tropomyosin-receptorkinase), que sao receptores de

tirosina quinase. Este ultimo se divide em trés tipos:
e TrkA = NTRK1
e TrkB = NTRK2
e TrkC = NTRK3

Cada uma dessas neurotrofinas se liga a um ou mais membros da familia
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 p75" "(Figura 1)(50, 56, 57).
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Figura 1- Interagcées entre neurotrofinas e receptor. Essa figura ilustra as
interacoes importantes de cada uma das quatros neurotrofinas dos mamiferos.

5" 'mas nao aos receptores da familia Trk.

Cada pro-neurotrofina se liga ao p7
ApoOs a maturacao através da protedlise das pro-neurotrofinas, cada neurotrofina
madura é capaz de ligar e ativar o p75"'", porém apresenta interacées especificas
com os trés 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 eficiéncia. Por simplicidade, apenas as principais isoformas dos
receptores Trk sao representadas. Emendas diferenciais geram isoformas de TrkB e
TrkC, que tém dominios citoplasmaticos truncados nos quais faltam sitios de
tirosina quinase. O dominio extracelular de cada receptor Trk resulta na expressao
de receptores de peptideos pequenos com insercoes entre a imunoglobulina
transmembranar e dominios que afetam a especificidade de ligante. Essa
especificidade do ligante também é afetada pela presenca de p75"™". (Figura
retirada e modificada do artigo de Reichardt, 2006).
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As formas maduras das neurotrofinas se ligam aos seus receptores
especificos de tirosina-quinase (Trk), promovem sua dimerizacao e ativacao. Ja a
ligacdo das neurotrofinas maduras ao receptor p75" "desencadeia cascatas de
sobrevivéncia neuronal, e por sua vez a ligacdo de pré-neurotrofinas ativa

cascatas apoptoticas (58).

Através das neurotrofinas, a cascata de Ras, Rap-1, MAPK (MAP quinase),
Pl-3-kinase (phosphatidy! inositol-3 kinase) e PLC-y (phopholipase C-C-y) sao
ativadas. Estas vias de sinalizacao estao envolvidas nao apenas em mecanismos
patolégicos como também na modulacdo da plasticidade fisioldgica, como por
exemplo, a ativagdo da MAPK pela NGF na regido CA1 dos roedores facilitando a

meméria dos mesmos (59).

Um papel importante das neurotrofinas é a plasticidade sinaptica que, se
relacionadas as epilepsias, podem agir tanto como fatores promotores de
epileptogénese quanto como substancias anti-epileptogénicas endogenas (60). A
atividade de crise epiléptica pode causar alteracées na expressao de fatores de
crescimento que duram desde a fase aguda até a fase cronica da epileptogénese

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

As neurotrofinas apresentam expressdes diferenciadas ao longo do
desenvolvimento do SNC. No caso da NT-3, os niveis sdo maiores nas fases
iniciais e diminuem ao longo do desenvolvimentodurante o desenvolvimento do
sistema nervoso. Quanto aos niveis de BDNF e NGF, ocorre o contrario, havendo

um aumento da expressdo durante o desenvolvimento. Estas trés moléculas
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apresentam a expressao que regulam o desenvolvimento e todas sdo expressas

no hipocampo adulto (63).

Em peixe foram descritas outras duas NTs que ndo sdo encontradas em
mamiferos: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 familia das NTs que foi descoberto em 1982 por
Barde e colaboradores € o BDNF (brain-derivedneurotroficfactor), foi purificado a

partir de cérebro de porco (53).

O gene BDNF esté localizado, em humanos, no brago curto do cromossomo
11 (11p14.1). Este gene é composto por quatro exons-5" (exons | — IV) que sao
associados com promotores distintos e um exon-3’ que codifica a proteina madura
(exon V). Os exons |, Il e lll sdo expressos predominantemente no cérebro,

enquanto o exon IV é encontrado no coracao e pulméao (47).

O BDNF é considerado a principal NT do cérebro, sendo descrito como a
neurotrofina mais abundante no SNC, tanto em relagdo a quantidade quanto a sua
distribuicdo, podendo ser encontrado em uma maior quantidade no hipocampo,
cerebelo e cortex cerebral de crianca e jovem adulto (66). O BDNF é produzido

principalmente pela glia e nos nucleos neuronais (67).
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Sua fungcdo € controlar a sobrevivéncia dos neurdnios ja existentes e
potencializar a diferenciacdo e crescimento dos neurdnios novos (neurogénese).
Esta especialmente envolvido nos processos de aprendizagem e memdria
(plasticidade neuronal). Esta molécula participa ainda da regulacdo de
mecanismos celulares, crescimento dos axénios e dendritos (sinapse) e da

expressao de proteinas (50, 68).

As alterac6es nos niveis desta neurotrofina estdo correlacionadas com uma
série de doengas neuroldgicas, tais como, depressao, epilepsia, doenca de

Alzheimer, Huntington e Parkinson (69).

1.4.2. BDNF e Epilepsia

Estudos com roedores adultos mostram que o BDNF é amplamente
distribuido no cérebro destes animais, masapresenta niveis mais altos em
estruturas como a formacao hipocampal (47). Apesar de haver discordancia sobre
o papel do BDNF na epilepsia, estudos da acao enddgena (70)e exdgena (71)do

BDNF sugerem que o mesmo tenha um papel protetor.

O aumento da sintese de BDNF desencadeada por insultos em certas
populacées neuronais também parece ser uma resposta protetora, como uma
tentativa de impedir a morte neuronal além da reorganizagéo sinaptica (72). O
fator de crescimento BDNF participa diretamente da formag&o normal e aberrante
das fibras musgosas e, por isso, é importante no processo epileptogénico. Sua

expressao é normalmente encontrada elevada em modelos animais de epilepsia e
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em humanos (73). A expressao hipocampal de BDNF induzida por crises
epilépticas pode constituir um mecanismo regulatério endégeno capaz de reprimir

a epileptogénese hipocampal (74).

Outro papel estudado do BDNF sédo seus efeitos na excitabilidade. A
aplicagdo de NT-8 e BDNF em cultura de neurfnios hipocampais promove
aumento do calcio intracelular e rapidamente aumenta a atividade sinaptica, sendo
que esta regulagéo esta relacionada a canais de célcio voltagem-dependentes do
tipo Q e L (75, 76). A ativacdo de receptores muscarinicos e nicotinicos no
hipocampo causa alteragbes em todas as neurotrofinas. French e colaboradores
(77), verificaram que existe um aumento de RNAm de NGF e BDNF e uma
diminuicao do RNAm de NT-3 apo6s administracdo de carbacol e pilocarpina.
Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos utilizando o modelo de
pilocarpina (78, 79). As alteragcdes nos niveis de expressao 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 a pilocarpina por um

periodo de seis horas durante duas semanas (80).

Na ELT humana sabe-se que o aumento de expressdo de RNAm de
neurotrofinas pelas células granulares esta correlacionada tanto com a densidade
neuronal (inversamente proporcional a expressdao de BDNF) quanto com a
quantidade de brotamento (diretamente proporcional a expressao de BDNF e NT-

3) (81).
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Além disso, sabe-se que a cascata de sinalizacdo promovida pela ligacao
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 producao das NTs (82).

1.5. Justificativa

O modelo do zebrafish em estudos de epilepsia € novo e, portanto, pouco
se sabe sobre as alteracGes promovidas por crises epilépticas agudas ou
repetitivas neste animal. Sendo assim, faz-se necesséria a caracterizagdo deste
modelo quanto a marcadores que sao amplamente conhecidos em outros
modelos, como por exemplo os roedores. O conhecimento gerado por este
trabalho contribui para a caracterizagdo do zebrafish como modelo para estudos
das epilepsias, além de fornecer dados para uma maior compreensao dos estudos
em desenvolvimento pelo nosso grupo e outros que utilizam o modelo do zebrafish

induzido a crise epiléptica por PTZ.
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2. OBJETIVOS

1. Estabelecer a concentracao 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 apds a indugéo 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-gPCR uma semana apds a ultima crise.
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3. METODOS

3.1. Aquisicdao e Manutencao dos animais

Os peixes adultos foram adquiridos em lojas convencionais e passaram por
um periodo de quarentena em aquario de 30L (no maximo 3 peixes por litro de

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

As condicoes de manutencao dos aquarios foramadaptadas de acordo com
o livro: “The Zebrafish Book” (83) descrito resumidamente a seguir: agua corrente
tratada com AquaSafe (Tetra, Blacksburg, Virginia, Germany)de acordo com a
instrucdo do fabricante. Este produto visa retirar o cloro e alguns metais pesados
que possam ser encontrados na agua. A temperatura da agua foi mantidade a
25°C e a qualidade foi determinada por pH: * 6,8, Alcalinidade: 50 — 100 mg/l de
CaCos, Amdnia < 0,02 mg/l e Nitrito < 0,1 mg/l. A limpeza foi realizada através de
troca semanal do escoamento de 1/3 da agua total do aquario e as paredes
higienizadas com esponja. A condigdode iluminagao foi 14 horas de luz e 10 horas
de escuro controlada por um temporizador e a alimentacao foi realizada trés vezes
ao dia (as 8h da manha: racédo flocada; 12h: ovos de artémia sem casca e 17h:

racao flocada).
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3.2. Inducao da epilepsia no zebrafish com PTZ

Por ocasidao da experimentagdo, 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 agua sem PTZ (animais controle). A indugdo das crises
epilépticas por PTZ possui trés fases distintas, ja& descritas anteriormente em

larvas (27). Este padréo foi usado para a analise do padrao em adulto.

3.3. Grupos experimentais e coleta dos encéfalos

Crise Unica: os animais foram divididos em dois grupos: (i) PTZ — animais
induzidos a crise epiléptica e (i) CNT — animais controle sem crise epiléptica. A
coleta dos encéfalos ocorreu nos tempos 0,05h (logo apds a indugdo da crise
epiléptica), 12h, 24h, 48h e 72h pd6s-inducao de crise epiléptica e apds os animais
serem crioanestesiados. Cada tempo de investigacao 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 analise 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 aquisicao de encéfalos.
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Crises repetitivas: foi estabelecido um anico experimento com um protocolo
de inducao de crises diarias (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 d&gua por igual periodo que o
experimental. Neste protocolo, os encéfalos foram coletados uma semana apés o
quinto dia de exposicdo ao PTZ e cada grupo foi composto por um n=6 (12
encéfalos). E importante salientar que foi tomado o cuidado de excluir da

casuistica aqueles peixes que nao apresentaram as trés fases da criseepiléptica.

3.4. Analise molecular dos genes bdnfe ntkr2

3.4.1. Protocolo de Extracao do RNA Total

A extracdo 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 concentragéo do
RNA total extraido de cada amostra foi medida por densidade éptica através da
espectroscopia em equipamento NanoVue (GE Healthcare, Buckinghamshine, UK)

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

Adicionou-se500 pL de Trizol para cada 50-100mg de tecido macerado.
Ap6s a maceracao, colocou-seos 500uL restantes (desta forma usou-se 1ml de
Trizol para cada 100mg de tecido); incubou-se em temperatura ambiente por 5min;

adicionou-seo cloroférmio (1/5 do volume de Trizol). Para 1ml = 200ul; agitou-se
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otubovigorosamente por 15s com as maos; incubou-se em temperatura ambiente
por 2-3min; centrifugou-se por ndo mais do que 12000G por 15min (4°C); tranferiu-
se a fase aquosa (~60% do volume de Trizol) para um novo tubo; adicionaram-se
500uL de alcool isopropilico para cada 1ml de Trizol, misturando o tubo por
inversao; incubou-se por 10min em temperatura ambiente; centrifugou-se por ndo
mais do que 12000G por 10min (4°C); descartou-se 0 sobrenadante por inversao
do tubo, tomando o cuidado para nao perder o pellet; adicionou-se 1ml de etanol
75% gelado; colocou-se no Vortex; centrifugou-se por nao mais do que 7500G por
10min (4°C); descartou-se o sobrenadante por inversdo do tubo. Com cuidado
para ndo 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 uL de agua DEPC.

3.4.2. Protocolo da RT (Transcriptase Reversa)

Para a sintese de cDNAutilizou-se a enzima SuperScript Il (Invitrogen)
seguindo o protocolo: Adicionou-se 1ug de RNA; 0,5uL dNTP (mix 10mM); 0,5uL
Random Primer (250ng) e; 5,0uL de agua Milli Q; deixou-sepor 5 minutos a 65°C e
imediatamente apds esse tempo, colocou-se no gelo por 1 minuto e meio;
acrescentou-se 2uL de Buffer 5x; 0,5uL de DTT 0,1M e por fim 0,5uL da enzima
SuperScript lll; colocou-se em um termociclador com condi¢cdo 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 maquina.
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3.4.3. Protocolo da PCR em Tempo Real

Para a andlise dos transcritos dos genesbdnf, nirk2a e ntrk2b foiutilizada a
técnica da PCR quantitativa (qPCR) por meio dosistema TagMan™
(AppliedBiosystems, Foster City) em equipamento de Real Time 7500
(AppliedBiosystems, Foster City). O sistema TagMan é constituido por um par de
primers e uma sonda marcada com um fluoréforo. No caso desse estudo foram
usadas sondas para os genesbadnf, ntrk2a e ntrk2bque foram marcadas com o
fluor6foro FAM. Como controle endégeno foram selecionados os genes 18S e
eflapara normalizar a expressdo do gene de interesse nas diferentes amostras.
Os dois controles enddgenos foram avaliados pelo programa DataAssist’™
Software v.3.01 (AppliedBiosystems, Foster City), que se fundamenta nos
principios estabelecidos de Vandesompele e colaboradores (84) para a escolha do
controle enddégeno mais estavel, ou seja, apresentam uma menor variacdo de
expressao entre as amostras. Foi realizada a validacao do sistema gene de
interesse / controle enddgeno, a fim de verificar se as eficiéncias de amplificacao
de ambos os genes sao semelhantes e proximas a 100%. Para a quantificacdo
relativa do gene selecionado, as reacées de PCR em tempo real foram realizadas
em ftriplicatas a partir de: 6,25uL de TagMan Universal PCR Master Mix 2x,
0,625uL da solucao de primerse sonda, 1,625uL de agua e 4,0uL de cDNA (50ng),
sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 pL de agua ao invés do cDNA.
As condicdes de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10
minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os valores da

expressao génica relativa foram obtidos pela andlise dos resultados no programa
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7500 System SDS Software (AppliedBiosystems, Foster City). ) e pela

quantificacéo relativa (QR) foi determinada pela equacdoQR = 27244¢ (85).

3.4.4. Analise estatistica

Para a andlise de significancia do perfil dos transcritos apds crise aguda
nos diferentes tempos foi empregado o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis.
Para a andlise do transcrito ap0s crises repetitivas foi empregado o teste nao

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

3.5. Comité de Etica

Este projeto est4 de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —

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

4.1. Adequacao dos cuidados e manutencao dos animais

A quarentena (83) garantiu que peixes doentes nao fossem utilizados, pois
estes poderiam interferir nos resultados obtidos. Ainda em relacdo aos cuidados
diarios, foi estabelecida uma rotina na qual os peixes foram alimentados com
comida flocada para adultos (TetraMin) duas vezes por dia (as 8h00 e as 17h00)
de segunda a sexta-feira e, nos finais de semana, apenas uma vez. Além disso,
introduzimos ovo sem casca de artémia como suplementacao alimentar uma vez
ao dia (11h30), sete dias por semana. A limpeza dos aquarios foi realizada uma
vez por semana, com troca parcial da agua. Os animais foram mantidos em ciclo
claro (14 horas) e escuro (10 horas) e em agua com pH entre 6,2 e 7,0 e com
temperatura de 25°C. A limpeza dos filtros e os testes da agua (pH e aménia) do
aquario foram feitos uma vez por semana. Também foi estabelecida uma rotina de
observacdo do comportamento dos peixes bem como da aparéncia exterior dos
mesmos com o objetivo de isolar animais com comportamento alterado ou com
sinais de enfermidades visiveis na pele ou nos olhos. Esses cuidados garantiram
uma rapida intervencdo e esse isolamento evitou que um numero maior de

animais fosse contaminado.
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4.2. Inducao de crises por PTZ e obtencao do encéfalo

Inicialmente foi realizado um estudo piloto para testar se a concentragéao
usada nas larvas poderiam elicitar crises epilépticas também em animais adultos.
Isso se fez necessario, pois no inicio deste trabalho ndo havia trabalhos que
evidenciassem que concentracées de 15mM seria capaz de elicitar as trés fases
descritas por Baraban e colaboradores (27) em animais adultos. Uma solugao
contendo 15mM de PTZ em volume final de 200ml de agua de aquéario 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
trés fases descritas por Baraban e colaboradores (27). Usamos trés animais para
o piloto com 15mM de PTZ e, como foi possivel ver as trés fases da crise,
consideramos que esta também seria a concentragdo a ser usada em nossa
experimentacdo 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. Extracao de RNA total do encéfalo de zebrafish

A concentracao de RNA foi medida pelo espectofotdometroNanoVue (GE —
General Electric) e sua qualidade avaliada por meio da eletroforese em gel de

agarose 10% (Figura 2).
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Figura 2-Imagem de gel de agarose para exemplificar a integridade do RNA total obtido a
partir de tecido cerebral total de zebrafish. CNT - animal controle; PTZ - animal apos crise
epiléptica induzida por pentilenotetrazol.

4.4 RT-gPCR

Os controles enddgenos foram avaliados e segundo o DataAssist™

Software v.3.01 (AppliedBiosystems, Foster City), esses genes sao eficientes para
o estudo.Para verificar se as eficiéncias de amplificacdo dos genes badnf, ntrk2a,
ntrk2b e dos controles endbégenos 78S eeflasao proximas a 100% foi realizada
uma validacao destes genes. O melhor resultado obtido foi para a concentracao
de 2ng para todos os genes alvo e controlesenddgenos.Os resultados obtidos com
a andlise dos transcritos para cada genee tempo de ambos 0s conjuntos de
experimentacdo (experimento 1 e 2)para o endoégeno 78Sestdo resumidos nas

Tabelas 1:
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Tabela 1 - Média da quantificacao relativa (QR) dos genes bdnf, ntrk2a e
nirk2b para o controle enddogeno 78S nos diferentes tempos poés crise
epiléptica induzida por PTZ.

Experimento 1 Experimento 2

GENE TEMPO GRUPO
QR média QR min QR max QR média QR min QR max
PTZ 0,832 0,007 0,013 2,993 1,922 3,034
0,05h
CNT 0,214 0,02 0,037 0,795 0,172 0,205
PTZ 0,289 0,148 0,089 0,792 0,383 0,310
12h
CNT 0,307 0,031 0,044 0,409 0,110 0,206
PTZ 0,487 0,29 0,292 1,042 0,550 0,569
Bdnf 24h
CNT 0,256 0,048 0,045 0,704 0,146 0,178
PTZ 0,808 0,428 0,298 0,734 0,314 0,174
48h
CNT 0,320 0,166 0,233 0,438 0,015 0,027
PTZ 0,266 0,055 0,091 0,252 0,130 0,254
72h
CNT 0,263 0,075 0,057 0,264 0,155 0,157
PTZ 0,122 0,021 0,023 0,122 0,021 0,023
0,05h
CNT 0,220 0,089 0,048 0,220 0,089 0,048
PTZ 0,207 0,158 0,147 0,608 0,199 0,180
12h
CNT 0,475 0,047 0,071 0,360 0,090 0,173
PTZ 0,138 0,104 0,071 1,316 0,700 0,601
ntrk2a 24h
CNT 0,138 0,081 0,125 0,849 0,355 0,252
PTZ 0,147 0,107 0,079 1,021 0,387 0,223
48h
CNT 0,086 0,030 0,042 0,560 0,090 0,105
PTZ 0,123 0,012 0,019 0,204 0,117 0,232
72h
CNT 0,239 0,070 0,110 0,217 0,128 0,183
PTZ 0,243 0,107 0,066 0,122 0,021 0,023
ntrk2b 0,05h
CNT 0,253 0,055 0,106 0,220 0,089 0,048
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PTZ

12h

CNT

PTZ
24h

CNT

PTZ
48h

CNT

PTZ
72h

CNT

0,453
0,577
0,575
0,367
0,388
0,232
0,360

0,357

0,159
0,056
0,337
0,090
0,163
0,120
0,058

0,068

0,100
0,062
0,382
0,094
0,265
0,166
0,052

0,066

0,608
0,360
1,316
0,849
1,021
0,560
0,204

0,217

0,199
0,090
0,700
0,355
0,387
0,090
0,117

0,128

0,180
0,173
0,601
0,252
0,223
0,105
0,232

0,183

Na visualizagdo grafica destes resultados (Graficos 1, 2 e 3) pode-se

observar um aumento dos transcritos do gene bdnmo grupo PTZ em comparagao

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

comparados com 0s receptores ntrk2a e nirk2b, os mesmos ndo acompanham

esse aumento. Nos tempos 12h, 24h e 48h nao ha diferenca significante entre o

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

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

0S grupos.
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Grafico 1 - Anadlise dos transcritos do gene bdnf em encéfalo de zebrafish em
diferentes tempos apods 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 endégeno78S. Valores representados

pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 2 - Analise dos transcritos do gene nirk2a em encéfalo de zebrafish em
diferentes tempos apods 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 endégeno78S. Valores representados

pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 3 - Analise dos transcritos do gene nitrk2b em encéfalo de zebrafish em

diferentes tempos apos 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 endogeno18S. Valores representados

pela Média + Erro Padrao da Média.

A comparacgao entre a relacao ligante/receptor para os genes badnf, ntrk2a e

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

visualizada nos gréficos 4 e 5. As barras verticais mostram o erro padrédo das

médias da quantificacdo relativa.
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Grafico 4 - Relacaoentre os niveis de transcritos do ligante/receptor no encéfalo de

zebrafish adulto apds inducao de crise epiléptica por pentilenotetrazol. 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

endogeno 18S. Valores representados pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 5 - Relacao entre os niveis de transcritos do ligante/receptor no encéfalo de
zebrafish adulto apés inducao 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 endégeno 78S. Valores representados pela Média + Erro Padrao da

Média.
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Os resultados obtidos com a analise dos transcritos para cada gene e
tempo de ambos o0s conjuntos de experimentacdao (experimento 1 e 2)para o
enddgeno EF1Aestdo resumidos nas Tabelas 2:

Tabela 2 - Média da quantificacao relativa (QR) dos genes bdnf, ntrk2a e
nirk2b para o controle enddégeno efla nos diferentes tempos pds crise
epiléptica induzida por PTZ.

Experimento 1 Experimento 2
GENE TEMPO GRUPO

QR média QR min QR max QR média QR min QR max

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

CNT 0,247 0,049 0,047 0,312 0,143 0,256
PTZ 0,429 0,168 0,087 0,183 0,050 0,053

12h
CNT 0,158 0,044 0,085 0,131 0,038 0,054
PTZ 0,871 0,323 0,274 0,248 0,041 0,060

Bdnf 24h
CNT 0,604 0,447 0,270 0,296 0,049 0,066
PTZ 0,639 0,385 0,724 0,217 0,043 0,056

48h
CNT 0,800 0,280 0,200 0,218 0,070 0,088
PTZ 0,628 0,292 0,417 0,163 0,037 0,052

72h
CNT 0,243 0,009 0,011 0,193 0,069 0,041
PTZ 0,255 0,027 0,026 0,313 0,053 0,062

0,05h

CNT 0,322 0,058 0,033 0,490 0,263 0,510
PTZ 0,327 0,092 0,068 0,198 0,072 0,042

12h
CNT 0,313 0,072 0,101 0,154 0,047 0,059

ntrk2a

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

24h
CNT 0,285 0,074 0,074 0,462 0,133 0,076
PTZ 0,113 0,049 0,081 0,405 0,093 0,091

48h
CNT 0,301 0,048 0,040 0,373 0,157 0,151
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PTZ

72h
CNT
PTZ

0,05h

CNT
PTZ

12h
CNT
PTZ

ntrk2b 24h
CNT
PTZ

48h
CNT
PTZ

72h
CNT

0,367

0,288

0,302
0,206
0,522
0,208
0,747
0,623
0,595
0,505
0,604

0,240

0,143

0,050

0,185
0,061
0,224
0,049
0,316
0,465
0,551
0,263
0,287

0,011

0,081

0,059

0,125
0,051
0,243
0,077
0,249
0,341
1,091
0,495
0,263

0,018

0,167

0,204

0,165
0,330
0,126
0,114
0,159
0,155
0,138
0,110
0,106

0,124

0,054

0,071

0,093
0,167
0,056
0,064
0,024
0,044
0,021
0,042
0,049

0,043

0,078

0,092

0,105
0,326
0,035
0,044
0,026
0,026
0,026
0,037
0,052

0,057

Os resultados obtidos com o controle enddégeno effia nao foram

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

possivel identificar uma tendéncia de aumento do bdnfo tempo 0,05h. Pode-se

observar que este aumento ndo foi acompanhado pelos receptores ntrk2. E

possivel observar que nos tempos 12h e 72h existe uma tendéncia de aumento no

grupo PTZ em comparacdo com o grupo CNT para os genes badnf e ntrk2b, mas

para o receptor ntrk2a nao ha diferenca. No entanto para os tempos de 24h e 48h

nao ha diferenca significativa para nenhum dos genes. Os graficos 6, 7, 8, 9 e 10

nos mostram esses resultados.
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Grafico 6 - Analise dos transcritos do gene bdnf em encéfalo de zebrafish em
diferentes tempos apods 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 endégenoEF1A. Valores representados
pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 7 - Anadlise dos transcritos do gene nirk2a em encéfalo de zebrafish em
diferentes tempos apods 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 endégenoEF1A. Valores representados
pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 8 - Analise dos transcritos do gene nirk2b em encéfalo de zebrafish em
diferentes tempos apods 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 endégenoEF1A. Valores representados

pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 9 - Relacaoentre os niveis de transcritos do ligante/receptor no encéfalo de
zebrafish adulto apds inducao de crise epiléptica por pentilenotetrazol. 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
endogenoEF1A. Valores representados pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 10 - Relacao entre os niveis de transcritos do ligante/receptor no encéfalo
de zebrafish adulto apds inducao 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 endogenoEF1A. Valores representados pela Média *

Erro Padrao da Média.

Para o protocolo de crises repetidas os valores obtidos usando-se o
controle enddgeno 78S como normalizadorforam: uma diminuigdo significativa
para o gene bdnfdo grupo PTZ em relagdo ao grupo CNT (RQprz = 0,03 + 0,01,
RQcnt = 0,47 £ 0,08) (p = 0,002) e nenhuma diferenca entre os seus receptores
(ntrk2a: RQptz = 0,45 £ 0,06, RQcnt = 0,41 £ 0,08 e nirk2b: RQprz = 0,59 + 0,05,

RQcnt = 0,49 + 0,05), conforme pode ser visualizados nos graficos de 11 a 15.
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Grafico 11 - Anadlise dos transcritos do gene bdnf em encéfalo de zebrafish apos
crises epilépticasrepetidas induzidas por pentilenotetrazol (grupo PTZ) quando
comparado com o grupo controle (CNT). O gene alvo foi normalizado com o
controle enddgeno 18S. Valores representados pela Média + Erro Padrao da Média (p
= 0,0022).
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Grafico 12 - Analise dos transcritos do gene nirk2a em encéfalo de zebrafish apos
crises epilépticasrepetidas induzidas por pentilenotetrazol (grupo PTZ) quando
comparado com o grupo controle (CNT). O gene alvo foi normalizado com o
controle enddgeno 78S. Valores representados pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 13 - Analise dos transcritos do gene nitrk2b em encéfalo de zebrafish apos
crises epilépticasrepetidas induzidas por pentilenotetrazol (grupo PTZ) quando
comparado com o grupo controle (CNT). O gene alvo foi normalizado com o
controle enddgeno 78S. Valores representados pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 14 - Relacaoentre os niveis de transcritos do ligante/receptor no encéfalo de
zebrafish adulto apés inducao de crises epilépticas repetidas por pentilenotetrazol.
O gene alvo foi normalizado com o controle endégeno 78S.Valores representados
pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 15 - Relacao entre os niveis de transcritos do ligante/receptor no encéfalo
de Zzebrafish adulto apés inducao de crises epilépticas repetidas
porpentilenotetrazol para o grupo controle. O gene alvo foi normalizado com o
controle enddgeno 718S.Valores representados pela Média + Erro Padrao da Média.

Os resultados obtidos usando-se o gene effa como controle endégeno
foram:ntrk2a: RQprz = 1,06 * 0,69, RQcnt = 0,35 £ 0,04 e nirk2b: RQprz = 0,87 +
0,61, RQcnt = 0,26 £ 0,04. J& para o gene bdnfo resultado mostrou uma tendéncia
de diminuicdo (RQp7z = 0,17 £ 0,15 e RQc¢nt = 0,34 + 0,07). Nos graficos 16, 17,
18, 19 e 20 os resultados podem ser observados. A barra vertical mostra o erro

padrao da média da quantificagao relativa.
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Grafico 16 - Andlise dos transcritos do gene bdnf em encéfalo de zebrafish apés
crises epilépticasrepetidas induzidas por pentilenotetrazol (grupo PTZ) quando
comparado com o grupo controle (CNT). O gene alvo foi normalizado com o
controle endogenoefia. Valores representados pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 17 - Analise dos transcritos do gene nirk2a em encéfalo de zebrafish ap6s
crises epilépticasrepetidas induzidas por pentilenotetrazol (grupo PTZ) quando
comparado com o grupo controle (CNT). O gene alvo foi normalizado com o
controle endégenoefia. Valores representados pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 18 - Analise dos transcritos do gene nirk2b em encéfalo de zebrafish apés
crises epilépticasrepetidas induzidas por pentilenotetrazol (grupo PTZ) quando
comparado com o grupo controle (CNT). O gene alvo foi normalizado com o
controle enddgenoefia. Valores representados pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 19 - Relacaoentre os niveis de transcritos do ligante/receptor no encéfalo de
zebrafish adulto apds inducao de crises epilépticas repetidas por pentilenotetrazol.
O gene alvo foi normalizado com o controle endégenoefia.Valores representados

pela Média + Erro Padrao da Média.
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Grafico 20 - Relacao entre os niveis de transcritos do ligante/receptor no encéfalo
de zebrafish adulto apoés inducao de crises epilépticas repetidas
porpentilenotetrazol para o grupo controle. O gene alvo foi normalizado com o
controle endogenoefia.Valores representados pela Média + Erro Padrao da Média.
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5. DISCUSSAO

O zebrafish € um modelo animal que apresenta muitas vantagens ao ser
utilizado como modelo experimentale tem sido reconhecido para estudos de
doencas humanas,incluindo as relacionadas aoSNC, como as epilepsias (27, 86,

87).

Neste estudo foramestabelecidas as condicbes ideais de manutencao e
cuidados dos animais para o nosso ambiente de laboratério. As condicdes
adequadas para o Laboratério de Zebrafish (LabZeb) foram aquelas descritas na
secdao de métodos. Resumidamente: foi mantida uma densidade de 3 peixes por
litro de agua, comsifonagem(retirada de dejetos liberados pelos animais) realizada
uma vez por dia,a limpeza das paredes dos aquarios € realizada uma vez por
semana, juntamente com a troca de 1/3 da 4gua.A amdnia é controlada com essa
troca da agua e o auxilio de bactérias que transformam o nitrato em nitrito. O
controle do pH é feito com teste préprio para aquario 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 alimentacdo dos peixes é realizada
trés vezes por dia: de manh& e fim da tarde com racéo flocada TetraMin e na hora
do almogo com ovos de artémia sem casca. Ter uma alimentacdo com artémia é
muito importante para os filhotes e para os peixes que estdo se reproduzindo,
pois, principalmente as fémeasnecessitam de mais proteina para a producédo dos

ovos.A temperatura ideal para manter o aquario € 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 aquarios com no maximo 25°C

(44).

Em 2005, Baraban e colaboradores mostraram que larvas de 7
dpfapresentam padrdes eletrograficos, comportamentais e moleculares muito
similares aos vistos em outros modelos de epilepsia. As trés fases do
comportamento descritas neste estudo foram usadas como parémetro para
induzirmos crises epilépticas em animais adultos em nosso laboratério, visto que
no inicio deste estudo nada havia sido publicado a respeito. Os peixes adultos
expostos ao PTZna concentracdo de 15mM apresentam as mesmas trés fases
descritas por Barabanet al. (27), mascom um diferencial: o de ser possivel analisar
mais detalhadamente o que ocorrenessas diversas fases. A crise comeca com o
aumento da atividade do nado, giros de 180° de um lado para o outro com a
aceleracéo da respiracao; desta fase pode-se notar que 0os movimentos tornam-se
mais vigorosos com movimentos circulares e verticais evoluindo para breves
movimentos similares a uma crise ténico-clénica com posterior perda de postura.
Alguns peixes apresentaram hiperemiaapés alguns segundos expostos ao
PTZ.lsso pode ter ocorrido por causa de uma maior circulagdo sanguinea (88).
Portanto,0 peixe adulto apresenta crise epiléptica muito similar a das larvas

descrita previamente (27).

A sinalizacdo BDNF/ NTKRB tem sido implicada na epileptogénese (89),

assim como o aumento dos niveis de RNAm e protéicos destas neurotrofinas apés
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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 n&o € conhecido. Porque o gene ntrk2 é duplicado
no zebrafish, neste estudo foram investigados ambos 0s genes, nirk2a e ntrk2b,
pois 0s mesmos poderiam apresentar diferentes padroes de expressao (40, 45,

46).

Em modelo animal de ratos com administracdo intracerebroventricular de
acido cainico, no 4°. dia pés-injecao, houve um aumento de 179% dos niveis de
BDNF no hipocampo quando comparado com um hipocampo controle. Esse valor
tende a diminuir com 45 dias (98%) e 120 dias (37%) apds a administracéao
doacido cainico(91). Em outroestudo, Garcia e colaboradores (61), também
usando o modelo de &cido cainicoem ratos, demonstrarampor meio de
hibridizacdo in situ, um aumento do BDNF principalmente nas areas CA1 e CA3
uma semana apOs a injecdo deste agente convulsivante (61). Distribuido
amplamente no cérebro de roedores adultos, o BDNF, apresenta niveis mais altos
em estruturas associadas com a epilepsia e a plasticidade sinaptica, como a
formagao hipocampal (47). O fator de crescimento BDNF também € tido como
molécula-chave no processo epileptogénico, ja que participa diretamente da
formagao normal e aberrante das fibras musgosas e € normalmente encontrado

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

O aumento estimulado por crise epiléptica com retorno escalonado até aos
niveis basais, também pode ser visto no perfil obtido em nosso estudo, ainda que

o tempo de ocorréncia seja diferente, revelando-se muito mais precoce no caso do
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peixe (gréficos 1, 2, 3 e 7). E ainda relevante notar que o padrdo de resposta do
RNAm do bdnftenha sido tdo intenso no tempo 0,05h (p=0,01), evidenciando uma
clara diferenga no tempo diferente de resposta entre bdnf e os receptores ntkr2 no

zebrafish.

Apesar de haver discordancia sobre o real papel do BDNF nas epilepsias,
estudos da acao enddgena (70)e exdgena (71)do BDNF sugerem que o mesmo
tenha um papel protetor. O aumento da sintese de BDNF desencadeada por
insultos em certas populagcdes 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 s&o aplicados em cultura de neurbnios hipocampais
promovemaumento do célcio intracelular e rapidamente um aumentoda atividade

sindptica (75, 76).

Em relacdo aos receptores, existem dois receptores diferentes para o
BDNF: o ntrk2 e o p75, sendo que cada receptor atua em uma via de sinalizacao

gerando uma resposta celular diferente, como descrito na figura 3.
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O BDNF quando se liga ao receptor NTRKZ2gera vias de sinalizagao de
diferenciacao celular, sobrevivéncia celulare plasticidade, prevenindo a apoptose
(82). No entanto, sabe-se que a cascata de sinalizagdo promovida pela ligacdo do
BDNF ao seu outro receptor,p75, desencadeia principalmente uma via de
sinalizacao de apoptose, mas € importante destacar que esse mesmo receptor
pode também desencadear uma via de sobrevivéncia celular (50).Nesse estudo,
nds nao investigamos o gene p75; no entanto, esta descrito que este pode estar
aumentado logo apds a inducdo de crises, como visto no modelo de status
epilepticuscom o uso da pilocarpina em rato. Neste modelo de pilocarpina, a
expressao proteica do p75 encontra-se aumentada no hipocampo logo apds a
inducao da crise permanecendoassim até o 7° dia (com o0 seu maior pico no 3°
dia) e diminuindo consideravelmente ap6s o 14° dia deindugcdo (92). Roux e
colaboradores (92) investigaram a morte neuronal por meio da técnica deTUNEL e
mostraram que nesse mesmo periodo de elevada expressdo do p75 existe
também um elevado grau de morte neuronal. Em um outro estudo, ap6s inducao
de crises com pilocarpina, em camundongos knockout para o receptor p75houve
uma reducao 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 sinalizacdo de sobrevivéncia celular, ele parece estar mais envolvido com a
sinalizacao de apoptose.Apesar da forma madura do BDNF ter baixa afinidade
pelo receptor p75, esta poderia ser uma via de agdo para o bdnf neste tempo
0,05h (94), mostrando um padrao mais complexo de interagdo entre neurotrofinas

e seus receptores (95).
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Em nosso estudo nos tempos 12h, 24h e 48hapds a crise epilética nao
encontramos diferenca significante entre o ligantee os receptores, mas existe uma
tendéncia de aumento para o gene bdnf e o gene nirk2bno grupo PTZ
comparando com o grupoCNT.Essa relagdo entre ligante e receptor pode estar
desencadeando vias de sinalizacdo de diferenciagcdo e sobrevivéncia celular e
plasticidade (72).Nenhuma diferenca de aumento foi encontrada no tempo 72h

entre ambos os grupos.

E importante ressaltar que apesar do nUmero de amostras ser
representativo (06 encéfalos por tempo em cada experimento independente) é
possivel observar que ha variacao (representada pelas barras de erronos graficos
1-4, 6, 8 e 9) entre as amostras do mesmo grupo e tempo. Este fator poderia ser o
motivo das diferencas nao terem sido estatisticamente significantes, apesar do
visivel aumento dado pelos valores da média da quantificacao relativa (tabelas 1e
2). Desta forma, poderiamos chamar a atencdo e destacar que estudos
envolvendo animais adultos fornecidos comercialmente devem ter um tamanho

amostral suficiente para minimizar a grande variacao individual.

Em nosso estudo, usamos dois controles endégenos para a normalizacao
da RT-gPCR, ambosconsiderados estaveis dentre nove genes analisados para
controle endégeno em tecidos de zebrafish (96, 97) e também pelo DataAssist™
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

variagdo, consideramos os dados que foram iguais em pelo menos trés, dos
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quatro resultados obtidos (experimentos 1 e 2 para ambos os controles
enddgenos). As pequenas diferencas 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 diminuicdo do bdnmo grupo PTZ quando comparado com o grupoCNT
(gréficos 11 e 16). O tempo analisado foi de uma semana apés o término da
inducdo com o PTZ. Ao contrario dos nossos resultados, crises por abrasamento
aumentam os niveis de BDNF no hipocampo de ratos dois dias apds a inducéo
das crises epilépticas e sé diminuem quando ha administracdo da NT-3 nos
hipocampos abrasados eletricamente e nos controles (98). Apds crises por
abrasamento ha um aumento transitério do RNAm e proteinasdos receptores da
familia Trk no hipocampo(99). Os nossos resultados com o protocolo de crises
epilépticas repetidas também apontam, para uma tendéncia de aumento desses
mesmos transcritos. A diminuigcdo do gene bdnf associado com o aumento dos
receptores trkb,podem estar também representando uma resposta ao estresse de
manipulagao diaria ao qual o animal foi submetido. Em roedores, foi demonstrado
que o estresse cronico aumentou o RNAm dos receptores TrkB e diminuiu o

RNAm do BDNF (100).

Este estudo nao teve a intengdo de responder qualquer controvérsia em
relagdo ao papel das neurotrofinas na epileptogénese, mas sim, verificar se a
inducdo de crise epiléptica poderia alterar os niveis 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 elevagdo dos niveis do bdnfcomo visto em outros
modelos de epilepsia, mas com um pico de expressdo no tempo 0,05h (61, 91).
Em relacédo ao protocolo de crises repetidas, novos estudos sdo necessarios para
esclarecer e explorar essa diferenca de niveis de transcrito dos genes bdnf e
ntrk2. Sabemos que outras investigagdes serdo necessarias a fim de se gerar um
maior conhecimento sobre as respostas das NTs a insultos, como as crises
epilépticas Unicas ou repetitivas. Investigacbes como analise do receptor p75,
localizagdo morfoldégica das alteracbes de expressdao das neurotrofinas no
encéfalo do zebrafish adulto ou até mesmo imaturo, sdo algumas das abordagens
que precisam ser realizadas. Outra abordagem e que ja estd em andamento em
nosso laboratério é a investigacdo de morte neuronal como consequéncia das
crises epilépticas induzidas por PTZ. Um estudo piloto aponta para um pequeno
aumento no numero de células neuronais marcadas por Fluoro-Jade B (um
marcador especifico de células neuronais em degeneracdo) no encéfalo dos
animais adultos que foram expostos ao PTZ e que foram analisados por esta
histoquimica ap6s 24h da crise epiléptica. Neste sentido, faz-se importante
analisar o receptor p75 e outros genes da via de inducdo de apoptose para
corroborar ou ndo a hipétese de que imediatamente apds a crise, o bdnf poderia

estar agindo via receptor p75 na sinalizagéo de apoptose.

Os estudos da expressdo de transcritos em diferentes tempos poés-crise
epiléptica e pos crises repetidas nunca foram descritos no modelo do zebrafish,

portanto 0 nosso estudo é o primeiro que visa entender o padrdo temporal de
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expressao do bdnf e seus receptores neste modelo, para entdo buscarmos

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

1.

A inducao de crise epiléptica pelo agente PTZ na concentragdo 15mM em
animais adultos mostrou que o padrdo 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 periodo de 2-3 minutos apds entrarem em contato com o agente

convulsivante;

O perfil de transcrito dos genes bdnf e ntrk2 em diferentes tempos apés a

inducéo de crise epiléptica por PTZ mostrou:

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

insulto que néo foi acompanhado pelos seus receptores nitrk2;

2.2. Um aumento de expressédo nos tempos 24 e 48h apds a inducgéo

da crise epiléptica;

2.3. O perfil descrito neste estudo € similar ao encontrado para os
modelos de roedores, no entanto, a relagdo entre o gene bdnf no
tempo 0,05h e seu receptor nktr2 foi diferenciada e ndo é descrita em

outros modelos
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3.0 perfil de transcrito dos genes badnf e ntrk2no protocolo de indugao de crises
epilépticas repetitivas mostrou uma diminuicdo do transcrito do gene bdnfo

grupoPTZ em comparagédo com o grupo CNT.

4. Este é o primeiro estudo que descreve as alteracdes dos transcritos das NT no
encéfalo do zebrafish adulto apds a indugédo de crises epilépticas unicas e
repetitivas e contribui para uma melhor caracterizacdo deste modelo nos

estudos das epilepsias.
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