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RESUMO

O Danio rerio ¢ um peixe teledsteo popularmente conhecido como zebrafish que tém
se destacado como modelo animal favoravel para investigagdes genéticas devido a
facilidade de manipulacdo in vivo, por sua transparéncia nas fases embriondria e larval
e por seu desenvolvimento externo. Recentemente, foi demonstrado que o zebrafish ¢
capaz de exibir padrdo comportamental e alteracdo da atividade eletrografica durante
crise epiléptica como visto em roedores, tornando-o um modelo promissor para as
investigagdes moleculares das epilepsias. Os estudos sobre os diferentes eventos ja
conhecidos das epilepsias no zebrafish estdo apenas comegando e, portanto, hd ainda
muito que ser investigado para uma melhor caracterizacdo deste modelo para estudos
em epilepsia. Estudos clinicos e em modelos animais mostraram que a crise epiléptica
eleva os niveis da interleucina-1 beta e induz morte neuronal. Nesse sentido, o
presente trabalho se propos a investigar (i) o perfil temporal de expressdo do transcrito
do gene da interleucina-1 beta (i//b) no cérebro imaturo e adulto do zebrafish apds a
inducdo de crise epiléptica pelo agente quimico Pentilenotetrazol por transcriptase
reversa-PCR quantitativa e também, sua relagdo da expressdo com a idade em que ¢
realizada a inducdo da crise no cérebro imaturo e (ii) a morte neuronal pela
histoquimica do Fluoro-Jade B (FJB) no cérebro imaturo e adulto do zebrafish apds a
inducdo de crise epiléptica pelo agente quimico Pentilenotetrazol. Neste trabalho
conseguimos estabelecer com sucesso as condi¢des ideais para o acasalamento desta
espécie e obtencdo de embrides e, para a criagdo de larvas. Além disso, padronizamos

o processamento histologico para a criosec¢do do cérebro do zebrafish. A andlise
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temporal do transcrito do gene i//b revelou um padrdo de expressdo similar ao
observado em roedores. A marcacdo por FJB ndo identificou inequivocadamente a

presenga de morte neuronal apos crise epiléptica.



ABSTRACT

Danio rerio is a teleost fish popular named as zebrafish that has emerged as a suitable
animal model for genetic investigations due to its features such as: facility for in vivo
manipulation, transparency during embryonic and larval stages and external
development. Recently, It was demonstrated that larvae and adult zebrafish (Danio
rerio) seizure model mimics the behavior, eletrographic and c-fos features that are well
established in rodent models of epilepsy, making the zebrafish as a promising model
for studying the molecular mechanisms underlying epilepsies. However, the potential
of the zebrafish model for epilepsy studies has been partly described since the
molecular changes and neuronal loss after seizure has not yet been investigated.
Proinflammatory cytokines, such as interleukin-1beta (i//b), has shown to be up-
regulated in surgical specimens of pharmacoresistent patients and in experimental
rodent models of seizure, however the profile of this cytokine in zebrafish model for
epilepsy is unknown. For this reason, and in view of the importance of inflammatory
response in the pathophysiology of epilepsy, we sought to investigate the temporal
transcript profile of interleukin-1b (i/1b), a proinflammatory cytokine, in adult and
immature (larvae) zebrafish brain after Pentylenetetrazole-evoked seizure, as well its
aged-related expression in the developing brain by reverse transcriptase-quantitative
PCR and neuronal death by Fluoro-Jade B (FJB) staining in adult zebrafish brain.
Zebrafish breeding was successfully established during this work as well as the
protocol for histological procedures using the zebrafish brain. Our results showed a

short up-regulation of i//6b mRNA levels after seizure in immature and adult zebrafish
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brain similar as with those patterns observed in rodent models. FIB did not show a

reliable neuronal death staining in the zebrafish brain after seizure.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais das epilepsias: definicao, epidemiologia, etiologia e classificacdo

As epilepsias formam um grupo de doencas neuroldgicas caracterizadas por crises
epilépticas, as quais podem ser definidas como um distirbio intermitente do sistema nervoso
central causado por uma descarga elétrica anormal, subita e sincronizada de um grupo de
neurdnios provocando crises epilépticas espontaneas e recorrentes ao longo da vida do
paciente (Berg et al., 2010). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (2009), sua
prevaléncia ¢ de aproximadamente 0,8% sendo a segunda doenca neurologica mais comum
na populacdo mundial, com maior incidéncia em paises subdesenvolvidos e sendo mais
frequente nos primeiros anos de vida. Em decorréncia da atividade epiléptica recorrente,
além dos impactos psicossociais, as fungdes cognitivas podem ser comprometidas ao longo
do tempo (Berg et al., 2010).

Em 2010 foi apresentado uma nova proposta de organizagdo da terminologia e
classificagdo das crises epilépticas, epilepsias e sindromes epilépticas por uma comissdo da
Liga Internacional Contra a Epilepsia (/nternational League Against Epilepsy, ILAE) (Berg
et al., 2010). Esta nova organizacdo da classificacdo baseia-se nos avangos das ultimas duas
décadas dos achados video-eletroencefalograficos (video-EEG), neuroimagem e da genética
a fim de atualizar a Classificagdo da ILAE de 1989 (Berg et al., 2010). Pela nova proposta,
as crises epilépticas sdo classificadas em relagdo a sua localizacdo em duas categorias dentre
as quais incluem varios subtipos, sdo estas: (I) Generalizadas - as descargas elétricas podem

se originar em diferentes regides no cérebro e podem se espalhar atingindo regides distantes



21

do local do foco epiléptico, que englobam os dois hemisférios cerebrais, mas ndo
necessariamente envolve todo o cortex; (II) Focal - as crises se originam em redes neuronais
que estdo limitadas a um Unico hemisfério (figura 1) (Berg et al., 2010). As caracteristicas
das crises dependem do local de inicio, da sua duracdo (breve ou longa) e frequéncia,
portanto, a sintomatologia pode ser extremamente variada (Berg et al., 2010). Desta forma o
conceito de epilepsia abrange um grande grupo de entidades neurologicas cujo ponto em
comum ¢ a presenga de crises epilépticas recorrentes (Berg ef al., 2010).

As epilepsias sdo classificadas de acordo com a sua etiologia, isto €, o processo
(enddgeno ou exdgeno) que desencadeou a atividade epiléptica, em trés grandes categorias:
(I) Genética (idiopatica) - mutagio génica ' , anomalia cromossdmica ou
predisposicio/background genético’; (IT) Estrutural/metabdlica (Sintomética) - presenca de
uma lesdo como, por exemplo, trauma, infec¢do, acidente vascular cerebral (AVC),
malformagdo, entre outros; e (III) Desconhecida (criptogénica) quando ndo ha nenhuma
lesdo identificavel ou nenhuma causa genética provavel que explique a origem para a
ocorréncia das crises epilépticas, através dos métodos diagndsticos atualmente disponiveis
(Berg et al., 2010). As sindromes epilépticas’ ou sindromes eletroclinicas por sua vez,
relaciona o conjunto de diferententes entidades clinicas que tem em comum a idade de

inicio das crises, o padrdo eletroclinico e a etiologia (Engel et al., 2006; Engel et al., 2009).

" Como, por exemplo, mutagdes pontuais (de novo ou heranca mendeliana) em genes de canais idnicos de
sodio (SCN1A), de potassio (KCNQI) e da subunidade 1 A do receptor de GABA (GABRA1).

? Padrdo de heranga complexa ou multifatorial em que polimorfismos do tipo SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) em genes candidatos podem aumentar ou diminuir a susceptibilidade de ocorréncia de uma
crise.

3 Exemplos de sindromes epilépticas: sindrome de West; sindrome de Otaharra; sindrome de Lennox-Gastaut;
sindrome de Doose; sindrome de Landau-Kleffner, sindrome de Dravet.
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Aqueles que ndo se enquadram na classificacdo de sindrome epiléptica sdo denominados de

constelagdes (Engel et al., 2006; Engel ef al., 2009).

Tipica

Atipica

Tonico-Clonica

Auséncia com

Auséncia caracteristicas especiais
Tonico ) ) )
Mioclonias palpebrais
Generalizada
Atonico
Auséncia mioclonica
Clonica
Mioclénica tonica
Mioclonica
CRISES
Mioclonica atonica
Alteragao da consciéncia
Focal Sem compromentimento da consciéncia

Envolve os dois hemisférios, crises convulsivas

Figura 1: Classificacdo das crises epiléticas (modificado, Liga Internacional de Epilepsia,
ILAE, 2010).
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1.2 Neurotransmissio, epilepsia e drogas antiepilépticas

Para compreender como ¢ gerada a atividade elétrica neuronal anormal durante a
crise epiléptica faz-se necessario compreender primeiramente o mecanismo normal da
comunicagdo neuronal. Os neurdnios formam circuitos ou redes neuronais que comunicam
entre si através das sinapses elétricas e as sinapses quimicas em resposta a um estimulo
(Gazzaniga, Ivry e Mangun, 1998). Nas sinapses elétricas, a transmissdo do impulso da-se
pela passagem instantdnea da corrente elétrica entre duas células através de estruturas
denominadas jungdes gap ou jungdes comunicantes (Gazzaniga, Ivry e Mangun, 1998). Na
sinapse quimica por sua vez, a transmissdo do impulso envolve a liberacdo de
neurotransmissores do terminal pré-sindptico na fenda sindptica e a sua ligagdo aos
receptores especificos no terminal pods-sindptico desencadeando eventos que levam a
despolarizagdo (excitacdo) ou a hiperpolarizacdo (inibicdo) do potencial de membrana
(Gazzaniga, Ivry e Mangun, 1998).

O 4cido gama-aminobutirico (GABA) e o glutamato sdo os principais
neurotransmissores no sistema nervoso central (SNC) (Petroff, 2002; Foster ¢ Kemp, 2005;
Alvestad et al., 2011). O glutamato possui agdo excitatoria enquanto o GABA possui agao
inibitoria e, portanto, o equilibrio na acdo destes dois neurotransmissores ¢ de fundamental
importincia para a homeostase do SNC (Petroff, 2002; Foster e Kemp, 2005; Alvestad et
al., 2011). As crises epilépticas refletem, portanto, o desquilibrio transitério entre a
neurotransmissdo glutamatérgica e GABAérgica de um conjunto de neurdnios e, a corrente

elétrica, fruto da movimentagdo idnica através da membrana celular, pode ser detectada
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através do exame de eletroencefalograma (EEG) (Petroff, 2002; Foster e Kemp, 2005;
Alvestad et al., 2011).

Atualmente, o tratamento das epilepsias baseia-se na supressdao das crises pelo uso
de drogas antiepilépticas (DAEs) (Kwan et al., 2010). Muitos tipos de DAEs agem
alterando a neurotransmissdo, isto ¢, dependendo da neurotransmissdo alvo, as DAEs
podem simular a acdo de neurotransmissores em seus receptores pds-sinapticos, aumentar a
liberagdo de neurotransmissores, prevenir a sua recaptagdo e/ou reduzir a capacidade de um
neurotransmissor em se ligar aos seus receptores pos-sinapticos (antagonista) (Kwan et al.,
2010). Entretanto, aproximadamente 30% dos pacientes com epilepsia sdo refratarios* a
medicacdo e ainda ndo hia nenhum tratamento que possa prevenir ou interromper o
desenvolvimento das crises epilépticas (Kobayashi et al., 2003; Guedes et al., 2006;

Pitkénen, 2010; Kwan et al., 2010).

1.3 Epileptogénese

As epilepsias estruturais/metabodlicas geralmente desenvolvem-se em trés fases, sdo
elas: (1) fase aguda; (2) fase latente ou epileptogénese; e (3) fase cronica (Pitkdnen, 2010;
Pitkdnen e Lukasiuk, 2011). Um insulto precipitante inicial (IPI) como, por exemplo, AVC,
infeccdo no SNC, traumatismo cranio-encefalico dentre outros, pode contribuir para a

ocorréncia de uma crise epiléptica (Pitkdnen e Lukasiuk, 2011). O periodo que se segue apds

* Os pacientes adultos com epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM) é tipo mais frequente de
farmacorresisténcia a drogas antiepiléptica (Jerome Engle Jr, 2001; Alvestad et al., 2011).
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a primeira crise epiléptica ¢ chamado de fase latente ou epileptogénese. Nesta fase, ndo ha
qualquer manifestacdo de crise epiléptica, entretanto, em decorréncia da tentativa de
recuperagdo ao dano/injuria podem ocorrer uma série de alteragdes estruturais e moleculares
que eventualmente podem levar a ocorréncia de crises epilépticas espontaneas e recorrentes
tardiamente (Pitkdnen e Lukasiuk, 2011). A epileptogénese se refere, portanto, ao periodo
que comeca apds um IPI e termina com o aparecimento da primeira crise epiléptica
espontanea. Sendo assim, a epileptogénese, como o proprio nome indica, ¢ o ponto inicial da
reorganizacdo da rede epileptogénica e da modulacdo de expressdo génica em resposta a um
insulto durante um periodo variavel de tempo (dias, meses ou anos) (Pitkdnen e Sutula,
2002; Loscher e Brandt, 2010; Pitkédnen e Lukasiuk, 2011). Entretanto, alguns autores
afirmam que a epileptogénese por ser um processo dindmico e progressivo ndo termina com
o aparecimento da primeira crise espontdnea uma vez que as proprias crises podem agravar
este processo e, portanto, perpetuariam na fase crénica, quando as crises epilépticas tornam-
se espontdneas e recorrentes (Gitai et al, 2008; Pitkdnen e Sutula, 2002; Pitkdnen e
Lukasiuk, 2011).

O conhecimento sobre o processo epileptogénico advém dos modelos animais de
crises epilépticas espontineas (status epilepticus) que reproduzem a fenomenologia (insulto
inicial - fase latente - crises espontaneas) e as alteracdes histopatologicas encontradas em
espécimes cirurgicos de pacientes com epilepsia de lobo temporal mesial (ELTM) com
esclerose hipocampal (EH) farmacorresistentes (Leite et al., 1990; Lado ef al., 2000; Lado et
al., 2002; Pitkdnen e Sutula, 2002; Silva e Cavalheiro, 2004; Pitkdnen ef al., 2007; Pitkdnen
e Lukasiuk, 2011). Estas altera¢des incluem: neurodegeneragdo; ativacdo da gliose reativa;

neurogénese; brotamento das fibras musgosas (sprouting); quebra da barreira
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hematoencefalica (BHE); ativacdo de fatores de transcri¢do; e aumento da resposta
inflamatoéria (Pitkédnen e Sutula, 2002; Pitkdnen e Lukasiuk, 2011). Embora o acesso a esses
espécimes cirurgicos seja de extrema importancia, o estudo a partir do tecido hipocampal de
humanos fica limitado ao periodo cronico da doenga, ou seja, ao resultado final de um
processo patoldgico e, portanto, as alteragdes histopatologicas observadas na fase cronica
permitem apenas realizar estudos retrospectivos (Guedes et al., 2006). Neste sentido, os
modelos animais sdo de fundamental importancia para a realizagdo de estudos prospectivos
visando o acompanhamento temporal das alteracdes moleculares e estruturais durante a
epileptogénese de forma a estabelecer uma circuitaria anormal antes da primeira crise
espontanea (Guedes et al., 2006; Pitkdnen, 2010; Pitkdnen & Lukasiuk, 2011). A
epileptogénese ¢, portanto, uma fase que desperta grande interesse da comunidade cientifica
por representar uma oportunidade de tratamento que visa interromper ou modificar o

processo epileptogénico (Loscher e Brandt, 2010; Pitkdnen, 2010).

1.4 Resposta a crise no cérebro em desenvolvimento e no cérebro maduro

As crises podem acometer o individuo em qualquer fase da vida, porém sdo mais
frequentes durante a infancia (Lado ef al, 2000; Rakhade e Jesen, 2009; Frances Jesen,
2009). Esta maior incidéncia ¢ devido ao fato do cérebro imaturo ser mais susceptivel a
ocorréncia de crise epiléptica uma vez que essa fase do desenvolvimento ¢ marcada pelo
predominio de circuitos excitatorios que promove uma grande plasticidade neuronal, isto €,

remodelamento e formacao das conexdes sinapticas (Holmes & Ben-Hari, 1998). O GABA
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¢ o principal neurotransmissor inibitorio no cérebro adulto, entretanto, no inicio de
desenvolvimento o GABA atua como neurotransmissor excitatorio exercendo efeitos
tréficos, contribuindo assim para o a formacdo das conexdes sinapticas (Ganguly et al.,
2001; Yehezkel Ben-Ari, 2002). Entretanto, as consequéncias da crise epiléptica no cérebro
imaturo, diferentemente do cérebro maduro, ndo sdo necessariamente acompanhadas pela
morte neuronal (Lado ef al., 2000; Baram et al., 2002).

Estudos realizados em modelos animais mostraram que a taxa de morte neuronal ¢
baixa ou ausente no cérebro imaturo’ apds a crise epiléptica, porém néo significa que ndo
haverd impacto no desenvolvimento cognitivo (Baram ef al, 2002). O cérebro em
desenvolvimento ¢ altamente plastico e, portanto, as crises epilépticas podem promover
alteracdes de conectividade nas redes neuronais contribuindo assim para a formagdo de
circuitos neuronais anormais, aumentando o risco de desenvolvimento de crises
espontaneas e recorrentes tardiamente (Lado et al., 2000). Isto revela que a morte neuronal
ndo ¢ um fator sine qua non para epileptogénese, em outras palavras, a epileptogénese
acontece independentemente de ocorrer morte neuronal ou ndo (Lado et al.,, 2000; Baram et
al., 2002).

Sendo assim, hd um grande incentivo na identifica¢do de biomarcadores especificos
para fins terapéuticos, pois o tratamento com o uso de DAEs para o cérebro em

desenvolvimento pode ter consequéncias sobre o estado neurologico em longo prazo e pode

5L . , , .

E importante ressaltar que a morte celular programada ¢ um evento natural no cérebro em desenvolvimento
sendo fundamental para o estabelecimento do numero final de neurdnios como também, na formagdo da
circuitaria neuronal (Nijhawan ef al., 2000).
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ndo ser a estratégia mais adequada a ser administrada para o cérebro em desenvolvimento

uma vez as DAE podem interferir na fun¢do neuronal normal (Lado ef al., 2000).

1.4.1 Neuroinflamacao: a via da interleucina-1 beta

A investigagdo das vias moleculares associadas ao processo epileptogénico
despertou grande interesse na comunidade cientifica para investigacdo de biomarcadores,
isto ¢, como um indicador de um processo patologico (Pitkdnen, 2000; Pitkdnen, 2010;
Pitkdnen e Lukasiuk, 2011). Dentre as alteragdes vistas, tanto na epileptogénese quanto na
fase cronica, a resposta inflamatoria tem recebido atengdo especial por ser um potencial
alvo para intervengdo clinica (Vezzani e Granata, 2005; Vezzani ef al, 2008; Heida et al.,
2009; Vezzani et al, 2011; Ravizza et al, 2011; Vezzani ¢ Friedman, 2011; Pernot et al,
2011).

Estudos realizados em modelos animais demonstraram que a crise per se promove
aumento da resposta inflamatéria (Maroso et al, 2011). Apdés um insulto, as células
lesionadas expressam moléculas que sdo reconhecidas pelos receptores do sistema imune
natural ou inato e ativam vias de transducdo intracelulares que promovem a inflamacao
(Allan et al, 2005; Ravizza et al., 2008a; Rijkers et al., 2009). O sistema imune inato
apresenta receptores de reconhecimento contra patdogeno e também, receptores de
reconhecimento de moléculas enddgenas que sdo associadas ao perigo e que sdo liberadas
durante a lesdo celular ou estresse tais como, os receptores semelhantes a Toll (7o/! like-

receptors; TLRs). Os receptores semelhantes a TLRs sdo uma familia de receptores de
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reconhecimento padrdo, altamente conservados evolutivamente, expressos em muitos tipos
celulares e encontrados na superficie celular e em membranas intracelulares (Allan ef al,
2005; Maroso et al., 2011). A sinalizagdo por TLRs promove a ativagao fator de transcri¢ao
nuclear kappa B (NFxB), que ¢ requerido para a expressdo de citocinas pro-inflamatdrias
(Allan et al, 2005; Maroso et al., 2011).

As citocinas sdo mediadores da inflamacao, isto ¢, sdo moléculas responsaveis por
mediar a resposta entre as células lesionadas e o sistema imune (Allan et al, 2005). Sua
acdo ¢ iniciada pela ligacdo aos receptores de membrana especificos nas células-alvo na
qual desencadeia a ativagdo de uma via de sinalizacdo (Allan et al, 2005). Dentre as
citocinas, a interleucina- 1 (IL-1) ¢ a citocina pré-inflamatoria que mais tem sido
investigaada tanto em humanos como nos modelos animais (Vezzani & Granata, 2005;
Vezzani et al, 2008; Vezzani et al, 2011; Ravizza et al, 2011; Vezzani & Friedman, 2011;
Pernot et al, 2011).

Existem duas formas da IL-1, a IL-1a e a IL-1B, que s@o transcritos por genes
diferentes, mas possuem sequéncias altamente semelhantes (Allan et a/, 2005). Ambos os
polipeptideos, IL-1a e IL-1B, sdo sintetizados como precursores e sdo secretados como
proteinas maduras (Allan et a/, 2005). A forma ativa da IL-1f ¢ o produto clivado por uma
protease, a cisteina caspase-1, mas a [L-1a € ativa tanto como o precursor como o produto
clivado (Allan ef al, 2005). Portanto, as primeiras etapas de regulacdo da expressdo da /L-
1 ocorrem em nivel transcricional e pos-transcricional através da clivagem pela caspase-1
que €, por sua vez, ativada pelo complexo do inflamassomo.

Os efeitos bioldgicos da IL-1a e a IL-1P sdo semelhantes e ocorrem através da sua

ligacdo ao receptor de membrana IL-1 tipo I (IL-1r1) que promove a ativacdo de vias de
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transducdo de sinal (Allan et al, 2005). Além da IL-1a e IL-1p, existe um terceiro tipo de
ligante do IL-1rl, o antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra) (Allan et al, 2005). O IL-1ra
se liga ao IL-1rl, mas ¢ biologicamente inativo, de modo que ndo ativa nenhuma via de
transducao de sinal (Allan ef al/, 2005). Tanto a IL-1a, IL-1p e IL-1ra apresentam expressao
constitutiva, mas sdo encontrados em niveis baixos (mRNA e proteina) no cérebro (Allan et
al, 2005). Diversos estimulos podem aumentar ou diminuir a sua expressdo. Além disso,
tem sido observado que a /L-1f tem sua expressdo aumentada apoOs as crises epilépticas,
entretanto, se o seu papel possui um efeito epileptogénico ou protetor ainda ndo estd bem
esclarecido, pois a sua contribuicdo para ambos os efeitos ja foram relatados (Vezzani &
Granata, 2005; Vezzani et al, 2008; Pascoal, 2010; Vezzani et al, 2011; Ravizza et al,
2011; Vezzani & Friedman, 2011; Pernot ef al/, 2011). Entretanto, acredita-se que a
ativacdo da via de sinaliza¢do da IL-1B/1L-1r pode contribuir para um processo patologico
de hiperexcitabilidade neuronal se a dura¢do da ativagdo desta via exceder o limiar
homeostatico (Maroso et al., 2011). Porém, vale ressaltar que para compreender o papel da
IL-1P nas epilepsias € necessario conhecer em qual fase ela esta sendo analisada, ou seja, se
seu papel estd sendo investigado na fase aguda ou na fase cronica da epilepsia, pois o seu
papel em cada uma dessas fases pode ser diferente (Vezzani & Granata, 2005; Vezzani et
al, 2008; Pascoal, 2010; Vezzani et al, 2011; Ravizza et al, 2011; Vezzani & Friedman,

2011; Pernot et al, 2011).
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1.4.2 Morte neuronal em resposta a crise epiléptica

Sabe-se que a ocorréncia da crise epiléptica promove o aumento da liberagdo do
glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio do SNC que atua se ligando aos
receptores poOs-sinapticos N-metil D-aspartato (NMDA), o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propionato (AMPA), receptores de cainato e receptores metabotropicos (Lado et
al., 2000; Baram et al., 2002; Yehezkel Ben-Ari, 2008). A hiperexcitacdo prolongada pode
ocasionar a morte neuronal em consequéncia dos efeitos excitotoxicos decorrentes da
hiperativagdo dos receptores glutamatérgicos (Lado et al, 2000; Baram et al., 2002;
Yehezkel Ben-Ari, 2008). Além disso, alguns trabalhos mostraram que a IL-1B pode
contribuir para a morte celular, pois ela apresenta influencia na excitabilidade neuronal
aumentando a neurotransmissdo glutamatérgica (Viviani et al., 2003; Bernardino et al.,
2005; Allan et al, 2005), reduzindo a neurotransmissdo gabaérgica (Wang et al., 2000;
Allan et al, 2005), inibindo a recaptacdo de glutamato pelos astrécitos (Hu ef al., 1997; Hu
et al., 2000) e também, pela acdo neurotdxica promovida pela aplicagdo exogena de

citocinas (acdo sinérgica) (Chao et al., 1995; Hu et al., 1997; Hu et al., 2000).

1.5 Aplicacdo do Danio rerio para estudos em epilepsia

O Danio rerio, popularmente conhecido como zebrafish, peixe-paulistinha ou

peixe-zebra (figura 2), ¢ uma espécie de peixe vertebrado teledsteo que pertence a familia

Crypinidae. O zebrafish ¢ um peixe de agua doce nativo da regido sul do continente
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Asiatico, cujo ambiente natural € caracterizado por rios de dguas claras, de baixa correnteza
e baixa profundidade, sendo encontrado principalmente em plantagdes de arroz (Engeszer
et al., 2007; Lawrence, 2007; Spence et al., 2008). Esta espécie vive em cardumes
(Lawrence, 2007) e chega a medir, aproximadamente, 4-5 centimetros de comprimento e
lem de largura. Sua morfologia ¢ caracterizada por apresentar um corpo fusiforme com
listras longitudinais (5 a 7) que se estendem a partir do final do opérculo até nadadeira
caudal com boca projetada para cima (Barman, 1991, Schneider et al., 2009), conforme

pode ser observado na figura 2C.
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Figura 2: Morfologia do zebrafish (Danio rerio): larva com sete dias pos fertilizagdo (A),
jovem com um més de vida (B) e adulto com seis meses de vida (C). Fonte: arquivo pessoal
(LabZeb).

Como modelo animal para estudos genéticos, o zebrafish possui muitas vantagens,
dentre elas destacam-se o baixo custo, a facilidade de analise in vivo em relagdo aos estudos
que empregam roedores e o fato do zebrafish, por ser um vertebrado, estar evolutivamente
mais proximo de humanos do que a Drosophila melanogaster ou Caenorhabditis elegans.

O seu pequeno tamanho, ciclo de vida curto (fases embrionaria, larval e adulta) e sua alta

taxa de fecundagdo permitem que um grande niimero de peixes possa ser criado em um
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espago relativamente pequeno. Outro fator interessante é que o desenvolvimento externo
dessa espécie permite ndo s6 acompanhar as fases de desenvolvimento embrionario e larval
como também facilita a manipulagdo genética do embrido (figura 3). Somada a isso, sua
transparéncia possibilita a visualizagdo de sua anatomia com o uso de um microscopio
optico. (Driever e Fishman, 1996; Fishman, 2001; Key e Devine, 2003). Além dos aspectos
citados acima, aproximadamente, 70% dos genes desta espécie sdo homologos aos de
humanos com largas regides de conservada sintenia® (Barbazuk e al., 2000; Shin e

Fishman, 2002; Howe et al., 2013).

Zigoto 2 células 4 células 8 células
| /L l .
ﬁ 144 Tempo (h)
0 24 4% n

Figura 3: Estagio de desenvolvimento embriondrio do zebrafish conforme descrito por

Kimmel, 2001. Fonte: arquivo pessoal (LabZeb).

Em relacdo ao SNC do zebrafish, fortes evidéncias filogenéticas entre os grupos de

vertebrados (peixes, répteis, aves e mamiferos) indicam a provavel homologia entre o

6 e e . L. ~ . ~

A similaridade entre o genoma de duas espécies pode ser comparada em relagdo a localizagdo dos genes nos
cromossomos. As regides correspondentes em sintenia revelam que os genes estdo dispostos na mesma ordem
nos mesmos cromossomos em espécies diferentes.
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pallium lateral e pallium medial do telencéfalo de peixes teledsteos com o hipocampo e
amigdala de mamiferos, respectivamente (Rodriguez et al., 2002; Portavella e Vargas,
2005; Salas et al., 2006; Vargas e Portavella, 2009; Duran et al., 2010). Embora o processo
de desenvolvimento embrionario do telencéfalo de teledsteos seja por inversdo, a
homologia entre essas estruturas foi inicialmente sugerida através de estudos de anatomia
comparada e entdo confirmada por estudos embrioldgicos, comportamentais e funcionais
(Rodriguez et al., 2002; Portavella e Vargas, 2005; Salas et al., 2006; Vargas e Portavella,
2009; Duran et al., 2010).

A aplicagdo do zebrafish para estudos em epilepsia foi descrito por Baraban e
colaboradores em 2005. Em seu trabalho foram estabelecidos os fatores comportamentais,
eletrograficos e moleculares promovidos pela exposicdo de larvas com sete dias pds-
fertilizag¢do (dpf) ao agente quimico convulsivante pentilenotetrazol (PTZ), um antagonista
do receptor GABA, isto ¢, a ligacdo do PTZ aos receptores GABA, impede a liga¢do do
GABA e, consequentemente, ndo ativa a cascata de sinalizacdo (Baraban et al., 2005;
Hortopan et al., 2010). E importante destacar que o cérebro da larva com cinco dias apés a
fertilizagdo j& apresenta todos os tipos celulares necessarios para a geragdo de descargas
elétricas excitatorias (Hortopan et al., 2010). Neste estudo, Baraban e colaboradores
demonstraram que o PTZ elicita, de forma dose-dependente, crises epilépticas que foram
caracterizadas em trés fases: fase I - aumento da atividade do nado; fase II - movimentos
circulares vigorosos; e fase III — breves movimentos estereotipados que mimetizam crises
tonico-clonicas com posterior perda de postura. A analise eletrografica mostrou que o PTZ
evoca descargas ictais e interictais semelhantes aquelas observadas em mamiferos. A

expressao espacial do RNA mensageiro (RNAm) do gene c-fos, um conhecido marcador de
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atividade neuronal, foi investigada por hibridizacdo in situ e mostrou uma elevacao dos
niveis de transcrito deste gene, sendo este, um resultado semelhante aos observados nos
modelos roedores. O mesmo protocolo de indugdo foi realizado recentemente para o
zebrafish adulto (Pineda et al, 2011) e o padrdo do registro eletrografico apresentou
descargas ictais e interictais semelhantes aos vistos em humanos e roedores.

Embora o uso do zebrafish para estudos em epilepsia tenha sido validado por
Baraban e colaboradores (2005) ainda ha aspectos que precisam ser explorados para gerar
maiores conhecimentos sobre o zebrafish como modelo de crise epiléptica e comparar as
semelhancas com os outros modelos animais para o estudo em epilepsia. Neste sentido,
esse trabalho se prop0s a investigar se a crise epiléptica ¢ capaz de causar dois achados
importantes na epileptogénese de outros modelos, a morte neuronal e a alterag¢do o perfil da
expressdo do transcrito do gene interleucina- 1B (///-b) no cérebro imaturo e adulto do

zebrafish.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os marcadores da epileptogénese, ///-b e morte neuronal, no cérebro de

zebrafish para melhor caracterizar este modelo animal para pesquisas em epilepsia.

2.2 Objetivos especificos

(I) Investigar o padrdo de expressao temporal do transcrito do gene ///-b apds a crise

epiléptica induzida por PTZ no cérebro de zebrafish imaturo (larva com sete dias pds-

fertilizacdo) e adulto pela técnica da Transcriptase Reversa- PCR quantitativa;

(IT) Avaliar se o insulto promovido pelo PTZ ¢ capaz de induzir morte neuronal no cérebro

imaturo e adulto 24h pos-crise epiléptica, por meio da técnica histoquimica do Fluoro-Jade

B.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pela Comissido de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

UNICAMP, protocolo 2445-1 (anexo 1).

3.2 Cuidados e manutenc¢io do zebrafish em laboratorio

Os peixes adultos foram adquiridos em loja de pet shop convencional e passaram
por um periodo de quarentena. Durante a quarentena, os peixes foram observados
diariamente para a verificacdo de animais doentes, a fim de separé-los imediatamente dos
demais, evitando-se assim uma contamina¢do de todo o aquério. Os animais foram
abrigados em uma sala com controle de temperatura e do ciclo claro-escuro (fotoperiodo),
sendo o periodo de claridade de 14 horas e o periodo de escuro de 10 horas (Westerfield,
2000). Os animais foram mantidos em aquarios de 30 e 20 litros com uma densidade de 2-4
peixes/litro.

A maturidade sexual desta espécie ¢ atingida entre 3-6 meses de vida e a sua desova
estd associada ao fotoperiodo, portanto, a sua reproducdo ocorre geralmente nas primeiras
horas da luz do dia (Lawrence, 2007; Spence et al., 2008). A reproducdo em laboratorio
pode ser feita de acordo com o método descrito por Westerfield (2000) como também

podem ser colocados bolinhas de gude ou bolinhas de cerdmica no fundo dos aquarios para
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que, desta forma, os embrides fiquem protegidos evitando-se a sua predagdo pelos animais
adultos. Os embrides foram coletados e abrigados em placas de petri dentro de uma
incubadora para manter as condi¢des ideais de temperatura para sua eclosdo, que ocorre

entre 48-72 horas apo6s a fertilizacdo (tabela 1) (Kimmel, 1995; Westerfield, 2000).

Tabela 1: Estagio de vida e idade do zebrafish (modificado, Kimmel, 1995).

Embrido Oh - 72h apos a fertilizagdo
Larva 3 -29 dias
Jovem 30 dias - 3 meses
Adulto Reprodutivo > 3 meses

3.3 Induciio de crise epiléptica por Pentilenotetrazol (PTZ) e coleta dos cérebros

A indugdo da crise por PTZ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi realizada em
larvas (cérebro imaturo) com sete dias pds fertilizacdo (dpf), 15 dpf e em animais adultos
(cérebro maduro). Para a indugdo das crises epilépticas no cérebro imaturo, as larvas foram
colocadas em placas de cultura de 24 pocos preenchidas com uma solugdo de 15mM de
PTZ. Da mesma forma, os animais do grupo controle foram colocados em pogos da placa
contendo somente a dgua livre de PTZ. Em cada poco foi colocada uma tunica larva e, apos
20 minutos de exposicdo ao PTZ, as larvas experimentais foram transferidas para placas de
petri. E importante ressaltar que apds a exposi¢do ao PTZ, os animais passaram por duas

lavagens em placas de petri contendo 4gua de aquario para a remoc¢do de qualquer residuo



40

de PTZ do corpo do animal. O mesmo procedimento foi feito para os animais do grupo
controle. E importante destacar que o tempo de 20 minutos foi escolhido baseado no tempo
de exposi¢do em que foram obtidos os resultados comportamentais, eletrograficos e de
expressao génica no trabalho feito por Baraban e colaboradores (2005).

Para a inducdo das crises epilépticas no cérebro adulto, os peixes foram transferidos
individualmente para um becker de vidro de 200 ml contendo uma solu¢do de PTZ 15 mM.
Os animais permaneceram expostos ao PTZ até a ocorréncia da crise epiléptica. Os animais
adultos do grupo controle foram colocados em becker de vidro de 200 ml contendo dgua
livre de PTZ. Cada animal do grupo controle permaneceu o mesmo tempo que o animal do
grupo teste, desta forma, o experimento foi feito intercalando-se um animal teste com um
animal controle.

As coletas dos cérebros foram feitas para dois propositos: andlise histologica e
analise de RNAm do gene da i//b. Os tempos de coleta apos a inducdo de crise epiléptica
por PTZ estdo resumidos na tabela 2. Apds a indugdo, os animais adultos foram
anestesiados por hipotermia (crioanestesia), sacrificados por decapitagdo e seus cérebros
imediatamente retirados e congelados em nitrogénio liquido para posterior extracdo de
RNA total ou mergulhado em solucdo de paraformaldeido 4% (PBS, pH 7.4) para posterior
analise histologica. Para a coleta dos cérebros no caso das larvas, devido a dificuldade de
manipulagdo por causa do seu pequeno tamanho (aproximadamente 1cm, figura 2A), apds a
crioanestesia, a cabega inteira foi cortada e congelada em nitrogénio liquido para a extracao
do RNA total ou colocada em um tubo conico falcon de 15ml contendo solucdo de

paraformaldeido 4% para posterior analise histoldgica.
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Tabela 2: Tempo de coleta do cérebro apds a inducdo da crise por PTZ.

Idade da indugdo por Tempo de coleta do cérebro apds a

Animais PTZ inducio

Larva (cérebro .
. 7 dias 0.05h; 1 h; 6 h; 12h;24he48h
imaturo)

Adulto (cérebro > 3 meses 0.05h; 1 h; 6h; 12 h; 24 h ¢ 48 h

maduro)

3.4 Anilise do padriao comportamental durante a crise epiléptica

A andlise do padrdo comportamental durante a crise epiléptica em larvas e em
animais adultos foram feitas a partir de observacdo visual e baseadas nas fases descritas na
literatura (Baraban et al., 2005; Mussulini et al., 2013) (tabela 3). Este padrao
comportamental foi observado em todos os animais quando expostos ao PTZ. A partir da
analise comportamental, foi obtido o tempo entre a exposi¢ao ao PTZ até a ocorréncia da
primeira crise epiléptica (laténcia), assim como, o numero total de crises durante os 20

minutos de exposi¢do ao PTZ.



Tabela 3: Fases do padrdo comportamental durante a crise epiléptica em larvas e adultos.

Fases Larva Adulto
Fase 1 Aumento da atividade do nado ~ Aumento da atividade do nado e
aumento do movimento opercular
Fase 2 Movimentos circulares Nado rapido, com movimentos para
Vigorosos a direita e para a esquerda

Breves movimentos

Fase 3 . o
estereotipados que mimetizam
crises  tonico-clonicas  com
posterior perda de postura.

Fase 4 -

Fase 5 -

Referéncia  Baraban et al., 2005

Movimentos erraticos rdpidos para
esquerda e para a direita

Movimentos  estereotipados  que
mimetizam crises clonicas (contragao
muscular)

Movimentos  estereotipados  que
mimetizam crises tOnico-clonicas
com posterior perda de postura.

Mussulini ef al., 2013

3.5 Extraciao de RNA total

42

A extragdo de RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen,

Carlsbad, CA, EUA) de acordo com o protocolo descrito resumidamente a seguir: O tecido

foi macerado e homogeneizado em trizol em um microtubo de 1,5ml e incubado a

temperatura ambiente por 5 minutos; em seguida, ap6s a adi¢do do cloroférmio, foi

incubado a temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugado a 4°C a 12.000 RCF por 10



43

minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e entdo foi adicionado
alcool isopropilico, incubado a temperatura ambiente e centrifugado a 12.000 RCF em
temperatura 4° C por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, ¢ adicionado
etanol 75% e o material centrifugado a 7.600 RCF em temperatura 4° C por 10 minutos. Por
fim, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em agua milliQ. Apds a
extracdo, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria em equipamento Epoch

(BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA).

3.6 Eletroforese em gel de agarose para analise da qualidade do RNA

Ap6s a extragdo do RNA total, a fim de se verificar a qualidade e integridade do

material obtido, foram realizadas eletroforeses em gel de agarose 2% das amostras.

3.7 Reag¢ao em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR)

A sintese do cDNA a partir do RNA total foi realizada utilizando-se o kit High
Capacity (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA). Para a realizagdo da transcrigdo
reversa seguida de PCR todas as amostras foram ajustadas em 1 pg de RNA. O protocolo
da reagdo esta descrito resumidamente a seguir: 2 pl de Buffer (10x); 0,8 pl de dNTP mix

(25x, 100 mM); 1 pl da Multiscribe transcriptase reversa; 1 pg de RNA em volume final de
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20 pl completado com agua milliQ. As condi¢des de termociclagem utilizadas foram: 25° C

por 10 minutos, 37° C por 120 minutos e 85° C por 5 segundos.

3.8 Quantificacio relativa por PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

Para a andlise quantificacdo relativa a partir do RNAm foram utilizados cinco
amostras de cada tempo para o grupo controle e cinco amostras para o grupo experimental.
E importante destacar que cada amostra foi composta por um pool de dois cérebros para os
animais adultos e um pool de mais de 20 cabegas de larvas para a obten¢do de RNA total
em quantidade suficiente para a quantificacdo dos transcritos.

As reagdes de PCR quantitativa em tempo real foram realizadas pelo sistema
TagMan"™ (Applied Biosystems, Forster City, CA, EUA), que ¢ constituido por um par de
primers e uma sonda marcada com um fluoréforo. Os primers (assays) foram desenhados
com uma sonda marcada com o fluor6foro FAM para os genes de referéncias efla e bactin
e, para o gene interesse da i//b. Estes dois genes de referéncia foram escolhidos a partir dos
trabalhos da literatura que avaliaram os melhores genes de referéncia para diferentes
estagios de desenvolvimento e de acordo com o sexo para o zebrafish (Tang et al., 2007;
McCurley e Callard, 2008; Casadei et al., 2010). Os dois genes de referéncia normalizam a
expressdo do gene de interesse nas amostras. Antes de se iniciarem os experimentos de
quantificagdo relativa da expressdo, foi realizada a validacdo do sistema gene de
interesse/gene de referéncia, a fim de se verificar se as eficiéncias de amplificagdo sdo

semelhantes e proximas a 100%. Esse passo € essencial para que o gene de referéncia possa
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ser utilizado para normalizar os valores de expressdo relativa do gene de interesse. A
validag@o consiste na amplificacdo, tanto com os primers do gene de interesse quanto do
gene de referéncia e dos cDNAs de triplicatas de sete concentragdes diferentes (diluigdes
seriadas de cinco vezes) de uma amostra escolhida aleatoriamente. Em seguida, ¢
construida uma curva padrdo a partir do logaritmo da concentragdo das amostras pelo Ct
(Threshold Cycle: ciclo em que cada curva de amplificagdo atravessa o limiar de detecgao).
Nessa curva sdo obtidos os valores da inclinacdo (slope) da curva e da confiabilidade das
réplicas (R2). Dessa forma, a eficiéncia de um sistema ¢ calculada através da féormula: E =
10C14%P9) 1 Se as eficiéncias de amplificagdo forem semelhantes e proximas a 100% para
os genes de referéncia e de interesse, o sistema esta validado. A partir deste dado, ¢
escolhida a concentragdo de RNA a ser utilizado para a quantificagdo relativa (expressao).
Para a quantificacdo relativa do gene de interesse, as reagdes de PCR quantitativa
em tempo real foram realizadas em triplicata a partir de: 6,25 pL de TagMan Universal
PCR Master Mix 2x, 0,625 pL da solugdo de primers e sonda, 1,625 pL de agua e 4,0 pL de
cDNA (7,5ng/pL), sendo que no controle negativo, adicionaram-se 4,0 pL de 4gua ao invés
do cDNA. As condigdes 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
expressdo génica relativa foram obtidos pela andlise dos resultados no programa 7500

System SDS Software (Applied Biosystems, Forster City, CA, EUA).
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3.9 Analise estatistica

A andlise estatistica para a verificacdo da diferenca na expressdo do transcrito da
il1b foi feito comparando-se o grupo teste com o grupo controle para cada tempo e para
cada idade por meio do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney, uma via. O mesmo teste
estatistico foi também aplicado para a laténcia e niimero de crises. Foram consideradas
diferengas significativas quando obtido um p < 0,05. As andlises estatisticas e a confec¢ao

dos graficos foram realizados utilizado o programa GraphPad Prism® (Versao 5.0).

3.10 Processamento histologico

Para a analise histologica, quatro animais foram utilizados para o grupo controle e
quatro animais para o grupo experimental, 24 horas apo6s o insulto para o cérebro imaturo
(larva com sete dpf) e para o cérebro adulto. Os animais adultos e as larvas foram
anestesiados por crioanalgesia e os cérebros foram cuidadosamente retirados e colocados
em solucdo de paraformaldeido 4% em tampao fosfato (0,1 M; pH 7,4) por 24 horas. Para
eliminar artefatos de congelamento, os espécimes foram crioprotegidos em solucdo de
sacarose 10%, 20% e 30% em tampao fosfato (0,1 M; pH 7,4) permanecendo até afundar
em cada concentracdo e, em seguida, foram congelados em banho-maria gelo seco ou
nitrogénio liquido com N-hexano a -30°C. Foram obtidos cortes histologicos com 20 pm
de espessura, de orientacdo transversal, empregando-se o criostato (Leica — modelo
CM1100). Os cortes foram recolhidos diretamente sobre laminas gelatinizadas, coletando-

se dois cortes sequenciais, dispostos cada um em uma ldmina diferente. Este procedimento
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foi realizado sucessivamente até que se completassem oito cortes por lamina. Os cortes
histologicos seriados foram submetidos a duas técnicas histoquimicas, o cresil violeta e o
Fluoro-Jade B (FJ-B) sendo a primeira série submetida a reag@o histoquimica para FJ-B
para a avaliacdo dos neurdnios em degeneracdo e, a segunda série a coloracao de Nissl com

cresil violeta para a avaliacdo da citoarquitetura neuronal.

3.10.1 Histoquimica Cresil Violeta (Nissl)

A marcagdo com cresil violeta foi utilizada para avaliar a citoarquitetura neuronal
do telencéfalo do zebrafish. A coloragdo de Nissl com cresil violeta seguiu o seguinte
protocolo: Inicialmente, as laminas com os cortes obtidos foram imersas em agua destilada
por 1 minuto, em seguida foram imersas no corante Nissl por 3 segundos e lavados em agua
destilada em seguida. Apos a etapa de lavagem, os cortes foram desidratados através de
passagens rapidas em alcool 70%, 80% e 95% e, foram entdo diafanizados em xilol, e logo

em seguida as laminas foram montadas com Entellan (Merck).

3.10.2 Histoquimica Fluoro-Jade B

Para a marcag¢do para neurdnios com FJ-B seguiu-se o protocolo descrito por

Schumed e Hopkins (2000). Os cortes foram sequencialmente imersos em NaOH 1% em

etanol 80% (5 minutos), etanol 70% (2 minutos) e hidratados em 4gua destilada (2 minutos)
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A seguir foram transferidos para uma solu¢do de permanganato de potassio 0,06 % e
mantidos por 10 minutos sob agitacdo constante. Apds este procedimento, os cortes foram
mergulhados em agua destilada (2 minutos) e transferidos para uma solugcdo de FJ-B
0,0004% (20 minutos). Apos esta etapa de marcagdo, os cortes foram mergulhados por 3
vezes em agua destilada, durante 1 minuto cada. Logo apds a imersdo na ultima agua
destilada, o excesso de dgua da lamina foi retirado com o auxilio de papel absorvente. As
laminas foram transferidas para estufa a 50° C (30 minutos). Por fim, os cortes foram
imersos em xilol durante 1 minuto e, logo em seguida, as l&minas foram montadas com

Entellan (Merck).
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4. RESULTADOS

4.1. Reproduciao e cuidado dos embrides e larvas de zebrafish

O sucesso da reprodugdo e a criacdo de larvas em nosso laboratdrio exigiu uma série
de adaptacdes em relagdo aos procedimentos descritos por Westerfield (2005). Os aquérios
destinados para a reprodugdo continham bolas de gude para a prote¢do dos embrides. Os
aquarios com maior quantidade de embrides eram aqueles que continham peixes com idade
superior a cinco meses de vida. Os embrides eram coletados diariamente por sifonacdo com
o auxilio de uma peneira e permaneciam abrigados em placas de petri contendo dgua do
aquario dentro de uma incubadora até a eclosdo das larvas, isto €, entre 48 a 72 horas apos a
fertilizagdo. Logo apds a sua eclosdo, as larvas eram transferidas para os aquarios de
criacdo de larvas.

A fase larval mostrou ser a fase que exige um cuidado e atencdo especial por ser a
mais critica na sobrevivéncia destes animais em laboratdério. Constatamos que as larvas
apresentavam a melhor taxa de sobrevivéncia quando transferidas para um aquario
imediatamente apos a sua eclosdo. Outro ponto importante que notamos ser crucial para a
criacdo das larvas ¢ em relagdo a sua alimentacdo. Sabe-se que as larvas comecam a se
alimentar a partir de cinco dias de vida e que a sua principal fonte de alimentagdo sdo os
microorganismos, tais como, os paramécios e artémia (Westerfield, 2005). Portanto, os
aquarios de criacdo das larvas eram preparados com antecedéncia, isto €, antes da
transferéncia das larvas recém-eclodidas, para conter o micro-ambiente para sua

alimentacao.
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4.2. Perfil temporal de expressao do transcrito do gene i//b no cérebro imaturo e

adulto apés inducio da crise epiléptica

A avaliacdo do perfil temporal do transcrito da i//b apds da inducao crise epiléptica
apresentou um curto padrdo temporal de aumento de expressao no cérebro imaturo e adulto.
Para o cérebro imaturo (larvas com sete dpf), este aumento significativo foi observado logo
apos a indugdo da crise epiléptica (0.05 h, p = 0,04) e 1h apds a indugdo da crise epiléptica
no grupo teste (GT) (p = 0,02) em comparacdo com o grupo controle (GC) (figura 4A). A
analise estatistica revelou que ndo houve diferenca significativa dos niveis de expressao da
il1b no cérebro imaturo entre os grupos controle (GC) e teste (GT) nos tempos de 6h, 12h,
24h e 48h apods a inducdo da crise epiléptica. Para o cérebro adulto, houve um aumento
significativo dos niveis de expressdo da i//b logo apos a inducdo da crise epiléptica (0.05h;
p = 0,007) no grupo teste (GT) em compara¢do com o grupo controle (GC) e ndo houve
diferenca significativa entre os grupos controle (GC) e teste (GT) nos tempos 1h, 6h, 12h,
24h e 48h (figura 4B). A média + erro padrao da média (n = 5) obtidos foram: (1) Cérebro
imaturo: GCyosn 1,57+0,37 e GToosn 2,76+0,60 (p = 0,04); GCyy 1,44+0,35 ¢ GTin
2,46+0,17 (p = 0,02); GCep 2,15+0,45 e CTepn 2,55+0,60 (p = 0,26); GCi211,66 + 0,16 e
GTion 1,97+ 0,15(p = 0,11); GCosn 1,55+0,2 € GTa4n 1,76+0,45 (p = 0,42); GCyusn 1,00+0,06
€ GT43,0,93+0,11 (p = 0,27); (2) Cérebro adulto: GCy s, 0,93 + 0,10; e GTo.0sn 1,91+ 0,29
(p = 0,007); GCyj 0,96+0,04 ¢ GTyp 1,61£0,23 (p = 0,08); GCqp 1,12+0,08 ¢ CTen 1,41+
0,17 (p = 0,27); GCyan 1,14£0,12 € GTi2n 1,23+ 0,12 (p = 0,27); GCaosp 1,53+0,21 € GToan

1,38+ 0,13 (p = 0,50); GCasp, 0,92£0,05 e GTag, 1,07+0,15 (p = 0,42).
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Figura 4: Andlise do transcrito do gene il1b no cérebro imaturo (A) e adulto (B) apos
da indugdo de crise epiléptica por Pentilenotetrazol (15mM). GC: grupo controle e GT:

grupo teste. As barras verticais representam a média + erro padrdo da média (p <

0,05).
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4.3. Relacdo da expressdo do transcrito do gene i/lIb com a idade em que é

realizada a inducéo da crise epiléptica no cérebro em desenvolvimento

Evidéncias experimentais revelaram que hd uma relagdo entre a idade em que ¢
realizada a inducdo da crise no cérebro em desenvolvimento/imaturo com as consequéncias
moleculares (neuroinflamacgdo) e histopatologicas (gliose e morte neuronal) (Rizzi et
al.,2003; Jarvela et al., 2011). A fim de aprofundar o conhecimento sobre as semelhangas
do modelo de indugdo de crise do zebrafish com os demais modelos animais para estudos
em epilepsia, a inducdo da crise epiléptica foi realizada em larvas com 15 dpf para avaliar
resposta da expressao do transcrito da i//b e comprar com a idade de sete dpf. A avaliacao
do transcrito da i//b 1h apds da indugdo crise epiléptica em larvas com 15 dpf apresentou
de aumento de expressdo no grupo teste (GT) (p = 0,02) em comparacdo com o grupo
controle (GC) (figura 5). Embora seja evidente a diferenga dos niveis de expressao da i/1b,
apos a indugdo de crises epilépticas nas larvas com 15dpf e sete dpf, essa diferenca ndo foi
estatisticamente significante entre as idades de 15 dpf em relacdo as larvas com 7 dpf
(figura 6). A média =+ erro padrdo da média (n = 5) obtidos foram: 15 dpf GCi, 1,86 + 0,27

e GT, 3,63 £ 0,68.
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Figura 5: Andlise do transcrito do gene i//b em larvas com sete dpf e 15 dpf. GC: grupo
controle e GT: grupo teste. As barras verticais representam a média + erro padrao da média
(p <0,05). dpf: dias pos-fertilizacao.

4.4. Tempo de exposicio ao Pentilenotetrazol até a ocorréncia da primeira crise

epiléptica (laténcia)

O intervalo de tempo a partir do momento em que as larvas e os animais adultos
permaneceram expostos na solucdo de 15mM de Pentilenotetrazol até a ocorréncia da
primeira crise epiléptica foi significativamente maior para as larvas com sete dpf em
relagdo as larvas com 15 dpf e o animais adultos (figura 6). Os valores obtidos do tempo da
laténcia para cada idade foram: (i) 7dpf: 2,92 + 0,17 minutos; (i) 15dpf: 1,50 + 0,18

minutos; e adulto: 1,16 + 0,17 minutos (média + E.P.M.; n = 10). dpf: dias pos-fertilizagao
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Figura 6: Laténcia das larvas com 7 dpf, 15 dpf e adulto (n = 10). As barras verticais
representam a média + erro padrdo da média (p < 0.05). FJ-B

4.5. Nimero de crises epilépticas observadas durante o tempo de exposicio ao

Pentilenotetrazol

O numero de crises epilépticas observadas a partir do padrdo comportamental
caracteristico da crise epiléptica durante os 20 minutos de exposi¢do ao PTZ para as idades
de sete dpf e 15dpf foram: (i) 7dpf: 38,2+ 4,5 e (ii) 15dpf: 5,8+0,96 (média + E.P.M.; n =
6). As larvas com sete dpf apresentaram maior nimero de crises (6,5 vezes maior) em

relacdo as larvas com 15dpf (figura 7).
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Figura 7: Nuimero de crises epilépticas em larvas com 7 e 15 pdf durante 20 minutos de
exposicao ao Pentilenotetrazol (15mM; n = 6). As barras verticais representam a média +
erro padrao da média (p < 0,05). dpf: dias pds-fertilizagao

4.6. Morfologia neuronal do telencéfalo na larva e no zebrafish adulto

O ponto inicial para a andlise histologica foi a padronizagdo do congelamento do
cérebro do zebrafish para a obtencdo de cortes em criostato (vide pagina 26). A marcacao
com cresil violeta foi realizada para observar a morfologia neuronal (figura 8, 9 e 10) e
localizar regides do pallium lateral e pallium medial localizadas na regido dorsal do
telencélafo na larva e no zebrafish adulto. Entretanto, devido a indisponibilidade de um
atlas mais detalhado para o zebrafish (larva e adulto) ndo foi possivel identificar as regides

de interesse. Além disso, a citoarquitetura observada revelou que além de apresentar
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diferentes padrdes de distribuicdo neuronal da regido rostral para a caudal na larva (figura
11) e no adulto (figura 12), estes padrdes de distribuicdo ndo sdo semelhantes entre a larva

e o adulto.

Figura 8: Localizacdo do telencéfalo (seta) na larva de zebrafish com sete dias poOs-
fertilizagdo. Corte transversal do telencéfalo corado com cresil violeta (Nissl) no aumento
10x (A) e 20x (B).



57

Figura 9: Imagem panoramica de um corte transversal do telencéfalo do zebrafish adulto
corado com cresil violeta (Nissl) formada a partir de varias imagens fotografadas no
aumento de 10x.

Figura 10: Corte transversal da regido dorsal direita do telencéfalo do zebrafish adulto
corado com cresil violeta (Nissl) fotografadas no aumento de 10x (A) e 20x (B).
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Figura 11: Corte transversal da cabe¢a de uma larva com sete dias pds-fertilizacdo corado
com Cressil Violeta (Nissl) no aumento de 10x. A figura mostra a distribuicdo neuronal da
regido rostral para a caudal (A-C).

Figura 12: Corte transversal da regido dorsal direita do telencéfalo do zebrafish adulto
corado com Cressil Violeta (Nissl) no aumento de 10x. A figura mostra a distribuicao
neuronal da regido rostral para a caudal (A-D).
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4.7. Analise de morte neuronal através da histoquimica do Fluoro-Jade B no

cérebro adulto do zebrafish apés inducio de crise epiléptica por PTZ

A andlise de morte neuronal pela histoquimica do FJB foi feita a partir da regido
dorsal do telencéfalo no cérebro adulto (figura 12). A marcagdo por FJB nao identificou
morte neuronal apos crise epiléptica de modo inequivoco. Aparentemente, ndo houve

diferenca entre os grupos teste e controle embora tenha sido observado uma marcag¢do mais
forte pelo FJ-B nos animais do grupo teste (figura 13) em relagdo ao grupo controle (figura

14). Porém, faz-se necessario um grupo controle positivo para confirmar a intensidade de

marcacdo pelo FJ-B de células positivas.

Figura 12: Imagem panoramica de um corte transversal do telencéfalo do zebrafish adulto
area de

corado com cresil violeta (Nissl) formada a partir de varias imagens fotografadas no
A éarea do quadrado tracejado é a regido do pallium dorsal,

aumento de 10x .
interesse a ser analisada com a histoquimica do Fluoro-Jade B.



Figura 13: Corte transversal da regido dorsal do telencéfalo do zebrafish adulto marcado
com Fluro-Jade B grupo controle (A: aumento 10x; B: aumento 20x). Barra = 50 pm.

Figura 14: Corte transversal da regido dorsal telencéfalo do zebrafish adulto marcado com
Fluro-Jade B 24h apods a indugéo da crise epiléptica por PTZ (A: aumento 10x; B: aumento
20x). Barra = 50 um.
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5. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, o modelo animal zebrafish vem atraindo a aten¢do da
comunidade cientifica, pois, além dessa espécie ser um vertebrado e estar evolutivamente
mais proximo aos mamiferos, ¢ um organismo mais simples que possibilita inferir e
compreender processos que ocorrem em organismos mais complexos na escala evolutiva.
Nesse sentido, esse modelo animal ganhou destaque para os estudos comparativos de
neuroanatomia, neurobiologia, resposta imunolédgia, desenvolvimento embrionario, doencas
neurodegenerativas, dentre outros. Na ultima década, houve um aumento do nimero de
publicagdes cientificas utilizando o zebrafish para estudos em epilepsia. Ja ¢ conhecido que
este modelo apresenta alteracdo da atividade eletrografica, comportamental e molecular (c-
fos) durante a crise epiléptica assim como observados em roedores. Entretanto, ¢ importante
ressaltar que a epilepsia ¢ caracterizada por crises espontaneas e recorrentes €, no entanto, o
uso do zebrafish para estudos em epilepsia se da pela indugdo da crise aguda sem
recorréncia tardiamente’. Portanto, este modelo pode ser melhor caracterizado como um
modelo de crise per se, ao invés de um modelo de epilepsia. Os modelos animais de
inducdo de crise epiléptica sdo de grande contribuicdo para as investigagdes dos
mecanismos fisiopatologicos e moleculares durante a epileptogénese. Os roedores sdo os
principais modelos animais utilizados para experimentagdo e, apesar de conservarem
similaridades com as epilepsias humanas, guardam certa dificuldade de manipulacdo

experimental, principalmente quando se trata de manipulacdes genéticas. Neste sentido, o

7 A ex ~ . .
Até o momento ndo foram descritas na literatura.
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zebrafish oferece vantagens (alta taxa de reproducdo, reproducdo externa, desenvolvimento
externo e curto ciclo de vida) que contribuem para a realizacdao de estudos prévios servindo
com uma importante ferramenta para complementar e direcionar a investigacao a posteriori
em roedores. Varios trabalhos demonstram o potencial deste modelo para estudos em
epilepsia como, por exemplo, silenciamento (knockdown) de genes de canais i6nicos (Fein
et al., 2007; Chege et al., 2012), tratamento da crise epiléptica por estimulacdo do nervo
vago (Pineda et al., 2012), indugdo de crise por cainato (Alfaro ef al., 2011), indugdo de
crise por hipertermia (Hunt et al., 2012), mutagénese em larga escala para identificacao de
fenotipos resistentes a crise epiléptica (Baraban et al., 2007) e screening de DAE (Picher et
al., 2003; Kaufman et al., 2009). Além disso, Teng e colaboradores (2010) realizaram o
silenciamento (knockdown) do gene leucine-rich glioma inativado 1 (/gi/a) e mostraram
que o zebrafish ¢ um modelo genético favoravel para realizar investigagdes de genes
relacionados com a epilepsia. No entanto, ainda hd muito o que ser investigado,
principalmente para conhecer melhor esse modelo a fim de verificar se ele também
reproduz as alteragdes histopatologicas e moleculares vistas na epileptogénese que ja sao
bem estabelecidos em outros modelos animais. Neste sentido, o presente trabalho se propds
a investigar dois marcadores de epileptogénese, a neuroinflamagdo e morte neuronal, apos a

inducdo de crise epiléptica por PTZ no cérebro imaturo e adulto de zebrafish.

5.1. Reproducéo e criacio do zebrafish em laboratorio

Um dos pontos cruciais na realizagdo deste projeto foi a obtengdo de embrides para

a comparagao dos efeitos de crises epiléptica no cérebro imaturo e maduro de zebrafish. O
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inicio deste trabalho foi dedicado & manutencao e reprodu¢do dos peixes adultos visando a
obtencdo de embrides a fim de ser realizada a inducdo da crise em larvas com sete dpf. A
reproducdo dessa espécie em laboratério ndo ¢ um processo simples, pois ela exige
conhecimentos de diversos fatores que podem influenciar a sua reproducdo, tais como:
idade dos animais; densidade (niimero de peixes/L); porcentagem de macho/fémeas; pH;
niveis de amonia toxica; dieta e temperatura da dgua. Todo esse conhecimento ja exposto
na literatura precisou ser adaptado para as melhores condi¢des de criagdo dos animais em
nosso laboratorio.

Apos varios meses de adaptacdes, obtivemos sucesso ndo s6 na reprodu¢do como
também criagdo dos novos peixes de forma que hoje, podemos coletar embrides
diariamente ou de acordo com a necessidade, tanto para a criagdo desses animais como para
experimentacdo. Com o sucesso na reproducdo dos animais, deu-se inicio a indu¢do das
crises nas larvas com sete dpf e nos animais adultos para a avaliagdo por RT-qPCT do

transcrito da i//b e a analise histologica por FJB.

5.2. O perfil temporal de expressido do transcrito do gene i/llb apés a inducio de
crise epiléptica por Pentilenotetrazol no cérebro imaturo e adulto no modelo

zebrafish

Os resultados do perfil temporal do RNAm da i//b apresentou um curto padrio
temporal de superexpressdo (figura 4), semelhante ao observado em roedores. Minami e

colaboradores (1990) mostraram que o aumento da atividade neuronal decorrente da crise
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epiléptica induzida por PTZ foi capaz de promover um aumento rapido e transitério dos
niveis do RNAm do gene da [//-b no hipocampo de ratos adultos. Este aumento foi
detectado 30 minutos ap0s a crise epiléptica, retornando ao nivel basal de expressdo em trés
horas apds a crise epiléptica. Além disso, mostrou que o perfil temporal dos niveis de
RNAm do gene da ///-b no hipocampo ap6s a indugdo do SE por acido cainico, um
composto anadlogo do neurotransmissor glutamato, foi maior em relag¢do a indugao feita por
PTZ. O perfil temporal dos niveis d¢ RNAm do gene da [//-b no hipocampo apresentou
um aumento de expressdo em lh, 2h, 3h, 4h, 5h, 24h e, ndo houve diferenca em 72h apos a
inducdo de crise epiléptica por acido cainico em ratos adultos. Essa diferenca do perfil
temporal de transcritos do gene da ///-b apds a indugdo por PTZ e por 4cido cainico pode
ser devido a diferenca entre o mecanismo de acdo biologica de cada agente quimico
convulsivante. Além disso, Jarvela e colaboradores (2011) também mostraram que o perfil
temporal do RNAm da Il1-b ap6s a indug@o do SE por 4cido cainico em ratos com 21 dias
de vida, isto ¢, no cérebro em desenvolvimento, apresentou aumento significativo em
relacdo ao grupo controle em 4h, 8h e 24h e, ndo houve diferenca em 72h apds a inducao do
SE. Embora o curto padrdo temporal de expressdo da il/b no zebrafish seja semelhante aos
vistos em roedores, no zebrafish este perfil ¢ mais curto provavelmente devido a diferenga
entre o mecanismo de agdo bioldgica de cada agente quimico convulsivante como também,
o tipo de indugdo de crise, isto ¢, indugdo de crise epiléptica (zebrafish) e indugdo de SE
(roedores).

A ativacdo da expressdo da IL-1p tem sido relacionada com o produto da ac¢do da
ciclooxigenase-2 (COX-2) a prostaglandina E, (PGE;) (Samad et al., 2001; Dinarello,

2002; Ferri e Ferguson, 2005; Sang et al., 2005; Ravizza et al., 2008b; Claycomb et al.,
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2012). Existem linhas de evidéncia que relacionam o papel da COX-2 com varias alteragdes
neuroldgicas, incluindo as epilepsias (Vezzani e Granata, 2005; Dhir et al., 2006; Oliveira
et al., 2008). As enzimas ciclooxigenases (COXs) sdo responsaveis pela conversao do acido
araquidonico (AA) em prostaglandinas, mediadores do processo inflamatorio, sdo elas: a
COX-1; COX-2; e COX-3 (Oliveira et al., 2008). A agao de cada uma das COXs esta
associada a uma prostaglandina sintase (PGs) especifica, sendo a agdo da COX-2 associada
a prostaglandina E sintase (PGES) dando origem a PGE, (Vezzani e Granata, 2005; Dhir et
al., 2006; Oliveira et al., 2008).

A PGE; desempenha um papel central na excitabilidade neuronal e na modulagao da
sinalizagdo sinaptica em situagdes fisiologicas e patologicas (Chen, Magee e Bazan, 2002;
Chen e Bazan, 2005; Jung ef al., 2005). Estudos clinicos e experimentais mostraram que 0s
niveis de PGE; estdo aumentados apds a ocorréncia da crise epiléptica (Loscher e Siemes
1988, Navarro et al. 1989; Ravizza et al., 2008b). Trabalhos realizados em modelos
animais demonstraram que a diminui¢do dos niveis de PGE,, através de inibidores seletivos
da COX-2, atenuou a ocorréncia de crises espontaneas ap6s inducdo do SE pela pilocarpina
(Jung et al., 2006); aumentou o periodo de laténcia apds a indugdo de crise com PTZ, como
também atenuou o padrdo comportamental e atividade eletrografica das crises induzidas por
PTZ (Oliveira et al., 2008; Oliveira et al., 2009).

O sistema imunologico inato e adaptativo do peixe vertebrado teledsteo Danio rerio
se assemelha ao de vertebrados superiores em varios aspectos (Trede et al., 2001; Zarkadis

et al., 2001). Em relagdo ao sistema imune inato, o zebrafish codifica um gene ortologo® ao

8 , , . .. . ,
Gene ortélogo: gene de espécies distintas que possuem um ancestral em comum e que codificam proteinas
correspondentes.
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gene da IL-1p, a il-1b que possui func¢do analoga aos de mamiferos (Vojtech et al., 2012). A
IL-1B nos mamiferos, conforme apresentado anteriormente (vide pagina 9), pode ser
regulada em nivel de transcricdo e processamento pds-transcricional através da clivagem
pela enzima caspase-1. Recentemente, Vojetch e colaboradores (2012) mostraram que o
zebrafish possui duas caspases que clivam a il-1b, sdo elas, a caspase A e caspase B cujo
dominio catalitico apresenta 54% e 57% de semelhanca com a sequéncia dos aminoacidos
da caspase-1 e da caspase-5 de mamiferos, respectivamente.

Outro fator semelhante entre os sistemas imune inato do Danio rerio e de
mamiferos ¢ em relagdo aos TLRs. Todos os TLRs sdo glicoproteinas integrais de
membrana que contém um dominio Toll/IL-1 (TIR) na parte citoplasmética que inicia a
transducao do sinal (Xu et al., 2000). Os genes dos TLRs foram altamente conservados na
evolugio’ e ja foram identificadas a presenca de TLRs, TIR e proteinas adaptadoras no
zebrafish (Miejer et al., 2004). Além disso, a presenca de genes envolvidos com a
regulacdo da via NF-xkB no zebrafish demonstra que essa sinalizagdo foi conservada entre
os vertebrados (Chang, Chen e Nie, 2010).

Através da andlise comparativa do genoma ¢ possivel identificar potenciais genes
ortdlogos e regides conservadas em sintenia entre espécies diferentes que possuem um
ancestral comum. A comparacdo de sequéncias ou alinhamento (blast) entre o genoma do
zebrafish com a dos vertebrados superiores na escala evolutiva identificou sequéncias
altamente homologas aos genes a COX-1 e COX-2 e todos os dominios estruturais e

funcionais dessas enzimas mostraram ser conservados (Grosser et al., 2002; Pini et al.,

? Sendo encontrados em Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster.



67

2003; Ishikawa et al., 2006). Em 2006, Ishikawa e colaboradores identificaram uma
segunda isoforma da COX-2, a COX-2b e denominaram a COX-2 ja descrita como cox-2a.
Em seu trabalho foi demonstrado que sequéncia do gene da cox-2b apresenta uma
semelhanca de 70,5% com a do camundongo, sugerindo que esse ¢ um segundo gene
ortdlogo aos dos mamiferos. Além disso, as jun¢des éxon-intron das ciclooxigenases, por
serem altamente conservadas entre os mamiferos, também foram analisadas revelando que
as jungdes éxon-intron do gene da cox-2b do zebrafish ¢ idéntico com o gene da COX-2 dos
mamiferos, apresentando 10 éxons e nove introns. A partir da evidéncia de que a acdo da
COX-2 e da PGES ¢ regulada coordenadamente originando a PGE,, Pini e colaboradores
(2005) realizaram o silenciamento via morpholino antisense da PGES no zebrafish e
observaram uma inibicdo da inflamacdo. Além disso, observaram que a PGES ¢
coordenadamente regulada com a COX-2 durante a fase de desenvolvimento no processo
vascular.

Uma vez que a expressdo da COX-2 nos mamiferos ¢ regulada por uma variedade
de sinais que incluem citocinas, neurodegeneragdo, inflamagao dentre outros (Grosser et
al., 2002; Ishikawa et al., 2006) e, devido ao fato do sistema imunoldgico inato do
zebrafish apresentar vérias semelhancas com o dos vertebrados superiores (Trede et al.,
2001; Zarkadis et al., 2001), daremos continuidade a investigacdo da expressao dos genes
cox-2a, cox-2b, pge,, caspase A, caspase B e illr no zebrafish apds a crise epiléptica

induzida pelo PTZ.
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5.3. A relacao entre a idade de inducdo da crise no cérebro em desenvolvimento

com a expressao do transcrito do gene il1b

Evidéncias experimentais mostraram que existe uma relagdo entre a idade em que ¢
realizada a inducdo da crise epiléptica com as consequéncias moleculares
(neuroinflamacao) e histopatologicas (gliose e morte neuronal) (Rizzi et al., 2003; Jarvela
et al., 2011). O estudo realizado por Rizzi e colaboradores (2003) observou uma
superexpressao do transcrito do gene ///-b quatro horas ap6s a indugdo do SE por aplicagdo
do acido cainico em ratos com nove, 15 e 21 dias de vida, isto é, no cérebro em
desenvolvimento. Porém, este aumento foi maior nos animais com 21 dias de vida se
comparado com aos animais com 15 dias de vida e ndo houve alteracdo do nivel de
expressdo em ratos com nove dias de vida. Além disso, essa superexpressdao precede a
presenga de morte neuronal mostrando que ndo existe uma relagdo entre a expressdo da
IL1-B com a ocorréncia de lesdo neuronal no cérebro imaturo. Jarvela e colaboradores
(2011) mostraram também um aumento do RNAm da ///-b ap6s a indugdo do SE por 4cido
cainico em ratos com nove e 21 dias de vida porém, a expressdo nos ratos com 21 dias de
vida foi maior em relagdo aos ratos com nove dias de vida. Estes dados evidenciam que a
diferenga dos niveis de RNAm do gene da ///-b no cérebro em desenvolvimento estad
relacionado com a maturidade do cérebro, mostrando que existe uma relagao direta entre a
idade em que ¢ realizada a inducdo da crise com a sua expressao.

A fim de aprofundar o conhecimento sobre as semelhangas do modelo de inducao
de crise do zebrafish com os demais modelos animais para estudos em epilepsia, a inducao

da crise epiléptica foi também realizada em larvas com 15 dpf para avaliar resposta da
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expressdo do transcrito da i//h e comprar com os resultados obtidos da idade de sete dpf.
Nossos resultados revelaram um aumento significativo l1h apds a indugdo da crise nas
larvas 15dpf em relagdo ao grupo controle. Embora seja evidente uma diferenca dos niveis
de expressao da il1b ap6s a indugdo da crise nas larvas com 15dpf e sete dpf, essa diferenca
nao foi estatisticamente significante entre as idades de 15 dpf em relacdo as larvas com sete
dpf (figura 6). Este dado pode ser um indicativo de que existe uma relagdo entre a idade no
cérebro em desenvolvimento do zebrafish com a expressdo a i//b assim como o observado

no cérebro em desenvolvimento de roedores.

5.4. Laténcia e nimero de crises

A andlise da laténcia e o numero de crises epilépticas observadas durante os 20
minutos de exposi¢do das larvas ao PTZ foram realizadas para gerar maiores
conhecimentos sobre este modelo de indugdo de crise epiléptica.

A analise da laténcia, isto ¢, o tempo de exposicdo ao PTZ até a ocorréncia da
primeira crise epiléptica foi realizada através da observag¢do do padrido comportamental a
partir do contato do animal com o PTZ. Esta analise ndo foi feita a partir do registro
eletrogréafico, pois este método ndo seria o mais indicado para essa finalidade uma vez que
o registro pode ser realizado somente na larva imobilizada em agarose e no animal adulto
anestesiado, reduzindo assim a absor¢do de PTZ e aumentanto o tempo até a ocorréncia da
primeira crise (Baraban et al., 2005; Pineda ef al., 2011). Este trabalho ¢ o primeiro a

analisar a laténcia em larvas e os nossos resultados revelaram que a laténcia foi maior nas
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larvas com sete dpf se comparado com as larvas de 15 dpf e com os animais adultos
expostos a mesma concentragdo de PTZ (figura 7). O resultado da laténcia no zebrafish
adulto foi similar ao previamente descrito por Mussulini e colaboradores (2013).
Entretanto, uma vez que estes animais tinham diferentes estdgios de desenvolvimento, a
diferenga da laténcia entre as idades ¢ provavelmente devido a diferenca da absor¢do do
PTZ em cada fase. Sabe-se que zebrafish adulto absorve o PTZ a partir da 4gua circundante
através das guelras/branquias (Pineda ef al., 2011). No entanto, as larvas com cinco e sete
dpf absorvem o PTZ através de pele (respiragdo cutinea), o que torna mais lenta a absorcao
PTZ se comparado com adultos (Pineda ef al., 2011). Essa poderia ser uma explicacdo para
este achado.

O numero de crises epilépticas foi também analizado a partir da observacdo do
padrdo comportamental durante a exposi¢do ao PTZ. Entretanto, devido a falta do registro
eletrografico dos cérebros das larvas e do zebrafish adulto, o nimero de crises observadas
neste estudo pode representar um valor subestimado, pois ¢ conhecido que as crises
epilépticas podem ocorrer sem nenhuma manifestacio comportamental como vistos em
humanos e em modelos animais de crises de auséncia. Porém, o trabalho de Afrikanova e
colaboradores (2013) revelaram que a supressdo do padrao comportamental pelo uso DAEs
correspondia com a inibicdo da atividade eletrografica epileptiforme. Neste sentido, nossa
analise ¢ valida, pois revelou que as larvas apresentam sucessivos episddios de
comportamento caracteristicos de crises epilépticas durante os 20 minutos em que
permanecem expostas ao PTZ. Além disso, ¢ interessante notar que o niimero crises
epilépticas nas larvas com sete dpf foi, aproximadamente, seis vezes maior em relacdo as

larvas com 15 dpf (figura 7). Esta andlise ndo foi feita para os animais adultos, pois
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diferentemente das larvas, eles ndo sobrevivem se ficarem muito tempo expostos ao PTZ
(Mussulini ef al., 2013) e, portanto, 0s mesmos permanecem em exposi¢do até a ocorréncia
de uma Unica crise epiléptica.

A diferenca do numero de crises epilépticas observadas nestas duas idades no
cérebro em desenvolvimento do zebrafish foi um dado interessante que nos levou a refletir
se poderia exitir uma relagdo entre o nimero de crises com a expressdo da i//b. Entretanto,
ndo foi encontrado nenhum trabalho na literatura que fizesse essa associac¢do direta. Sabe-se
que os astrocitos e a microglia sdo os principais locais de produgdo da IL-18 no SNC e que
também hé4 uma relacdo entre a ativagdo da gliose (micréglia e astrocito) com a idade no
cérebro em desenvolvimento apos a inducao do SE (Rizzi et al., 2003; Jarvela et al., 2011).
Com isso, podemos fazer a relagdo entre o nimero de crises com a expressdao da IL-1B a
partir dos estudos encontrados na literatura a respeito do perfil temporal de ativagcdo da
gliose reativa. O trabalho de Sarkisian e colaboradores (1997) investigou se, as alteragdes
histopatologicas (morte celular e gliose) e cognitivas apds multiplas aplicagdes de acido
cainico, isto €, varios SE (varias crises prolongadas) no cérebro em desenvolvimento seria
semelhante as consequéncias observadas no cérebro adulto apds uma tUnica aplicacido de
acido cainico, ou seja, uma crise prolongada. No entanto, eles observaram que cérebro
imaturo € mais resistente ao dano em relagdo ao adulto mesmo ap6s varios episodios de SE.
Nossos resultados mostraram que embora o niimero de crises das larvas com sete dpf tenha
sido maior, os niveis de do transcrito do gene i//b foram consideravelmente menores em
relacdo as larvas com 15 dpf. Portanto, baseado nos nives de transcrito do gene i//b e no
nimero de crises, estes dados podem ser um indicativo de que as larvas com sete dpf sao

mais resistentes a inducdo de crise epiléptica em relacdo as larvas com 15 dpf. Além disso,
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podemos inferir um papel protetor do gene da i//b neste modelo uma vez que a os maiores

niveis dessa citocina correspondeu a um menor numero de crises epilépticas.

5.5. Marcag¢do de morte neuronal por Fluoro-Jade B apés inducdo de crise

epilépica no cérebro adulto do zebrafish

Nosso trabalho foi o primeiro estudo que buscou investigar a presenca de morte
neuronal apds a inducdo da crise epiléptica por PTZ no modelo animal de inducao de crise
epiléptica zebrafish. A principio, a avaliacdo de morte neuronal também seria realizada para
cérebro em desenvolvimento do zebrafish (larva com sete dpf), porém, além da dificuldade
da localizag¢do das regides de interesse e tendo em vista que em outros modelos animais o
cérebro em desenvolvimento ¢ mais resistente a lesdo provocada pela indugdo da crise
optou-se pela analise somente no zebrafish adulto.

O FJB ¢ um marcador especifico de neurénios em degeneragao que tem a vantagem
de ser tecnicamente simples em relacdo a técnica do TUNEL e mais confiavel para a
analise de morte neuronal em relagio a coloragio de Nissl'’ (Schumed e Hopkins, 2000).
Entretanto, nossos resultados ndo foram conclusivos devido a dificuldade de padronizacao

da marcacgao de células FJB positivas no cérebro adulto do zebrafish. Desta forma, os

10 - . , , . . iy eqe - - , .
A coloracdo de Nissl é uma técnica convencional que possibilita a observacdo de alteragcdes morfologicas
dos neurodnios e, a partir destas alteracdes, inferir o estado de degeneragdo dos neurdnios. Entretanto, os

artefatos de processamento podem produzir falsos positivos (Schumed e Hopkins, 2000).
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trabalhos futuros que visam investigar a morte neuronal neste modelo devem ser
direcionados para a realizacdo de uma dupla marcacdo por TUNEL e FJB. Além disso,
seria interessante avaliar também a ativacdo da gliose reativa e neurogénese e neste modelo.

Desta forma, o presente trabalho corresponde ao primeiro estudo dedicado a: (i)
descrever o perfil temporal de transcrito do gene i//h no cérebro imaturo e adulto; (ii)
analisar a relagdo da expressdo do transcrito do gene i//h em diferentes idades no cérebro
em desenvolvimento; (ii1) investigar o nimero de crises epilépticas durante a exposicao ao
PTZ; (iv) registrar a laténcia na fase larval; e (v) estudar se hd morte neuronal no modelo
de inducdo de crise epiléptica do zebrafish. Portanto, estes resultados contribuem para a

caracterizacao deste modelo para estudos em epilepsia.
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6. CONCLUSOES

* O perfil temporal do transcrito do gene il/b apresentou um curto periodo de
superexpressao no cérebro imaturo e no cérebro adulto do zebrafish apos a indugdo
de crises epilépticas, mostrando que o zebrafish apresenta um padrdao temporal de

expressdo similar ao observado em roedores.

* A diferenca dos niveis de expressdo da i//b apds a inducdo da crise nas larvas com

15dpf e sete dpf ndo foi estatisticamente significante entre as idades.

* A diferenca da laténcia entre as idades ¢ provavelmente devido a diferenga da forma

de absor¢do do PTZ de cada estagio de desenvolvimento.

* As larvas apresentam sucessivos episodios de comportamento caracteristicos de
crises epilépticas durante os 20 minutos em que permanecem expostas ao PTZ. O
nimero crises epilépticas observadas nas larvas com sete dpf foi, aproximadamente,

seis vezes maior em relagdo as larvas com 15 dpf.

*  Embora o nimero de crises das larvas com sete dpf tenha sido maior, os niveis de
expressao do transcrito do gene i//b foram consideravelmente menores em relagao
as larvas com 15 dpf. Portanto, baseado nos nives de transcritos do gene da il/b e
no nimero de crises, estes dados podem ser um indicativo de que as larvas com sete

dpf sdo mais resistentes a indugdo da crise epiléptica em relagcdo as larvas com 15
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dpf e com os animais adultos. Assim, podemos inferir um possivel papel protetor da
il1b neste modelo uma vez que a os maiores niveis de transcritos do gene da i//b

foram relacionados com um menor nimero de crises epilépticas.

A histoquimica por FJB ndo mostrou uma marcacdo confidvel de neurdnios em

degeneracdo em cérebro de zebrafish apos crise epiléptica.
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