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RESUMO 

A epilepsia é um distúrbio que se caracteriza por crises epilépticas recorrentes e 

espontâneas decorrentes de descargas neuronais anormais. Grande parte do nosso 

entendimento a respeito desse distúrbio se deu graças aos estudos em modelos de indução de 

crises por agentes químicos, tais como ácido caínico (AC), pilocarpina e pentilenotetrazol 

(PTZ). O uso dos modelos em roedores para screening de novas substâncias anticonvulsivas 

eleva o custo final de desenvolvimento de fármacos. Por isso o peixe-zebra vem se tornando 

um modelo animal complementar aos roedores, devido ao rápido desenvolvimento, o pequeno 

espaço requerido para manutenção e baixo custo por animal. A mangiferina é um ingrediente 

ativo do Vimang®, um extrato da Mangifera indica que tem apresentado fortes evidências de 

possuir propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias, além de estudos relacionados a efeitos 

antidiabéticos, antiHIV, anticâncer e antiapoptóticos.  Baseados nesses estudos o objetivo 

desse trabalho foi investigar o possível efeito neuroprotetor da mangiferina no modelo de 

convulsão induzido pelo ácido caínico em peixe-zebra. A avaliação do efeito da mangiferina 

na dose de 20 mg/kg per se, foi realizada através da análise do comportamento do animal ao 

longo de uma hora e trinta minutos. A avaliação do perfil de crise epiléptica induzida por AC 

foi feita ao longo de uma hora após os trinta minutos de pré-tratamento com a mangiferina. 

Na avaliação comportamental dos efeitos da mangiferina, o grupo tratado não apresentou 

diferença significativa em relação ao grupo controle em nenhum dos parâmetros analisados. 

Já quando se analisou o perfil de crises epilépticas dos animais tratados com a mangiferina 

observou-se uma diminuição na intensidade das crises analisada pela área sob a curva. O 

tempo em que os animais permaneceram nos escores maiores de crises foi significantemente 

menor no grupo mangiferina, entretanto, quando foi avaliado o tempo de latência para a 

convulsão (escore 5-6) não foi observada diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos. Portanto, baseado nos resultados encontrados pode-se sugerir que a mangiferina na 

dose testada apresentou respostas comportamentais que sugerem um efeito anticonvulsivante.



 

 

ABSTRACT 

Epilepsy is a disorder characterized by spontaneous seizures, characterized by abnormal 

neuronal discharges. Much of our understanding of this disorder occurred through studies in 

models of induction of seizures by chemical agents, such as models of kainic acid (KA), 

pilocarpine and pentylenetetrazol (PTZ). The use of rodent models for screening of new 

antiepileptic drugs increases the final cost of drugs development, therefore zebrafish has 

become an additional animal model to rodents due to the small space required for 

maintenance, rapid development and low cost per animal. The mangiferin is an active 

ingredient of Vimang®, an extract of Mangifera indica which has shown strong evidence of 

having antioxidant and anti-inflammatory properties, besides  studies related to antidiabetic, 

anti-HIV, anticancer and antiapoptotic effects. Based on these studies, the aim of this study 

was to investigate the possible neuroprotective effect of mangiferin in the seizure model 

induced by kainic acid in zebrafish. To evaluate the effect of the mangiferin (20 mg/kg) itself 

been done by examining the behavior of the animal during one hour and thirty minutes. The 

evaluation of behavioral seizure scores induced by KA occurred during one hour after thirty 

minutes of pretreatment with mangiferin. In the evaluation the behavioral effects of 

mangiferin, the treated group showed no significant difference when compared to the control 

group in any of the parameters analyzed. However, when we analyzed the intensity of 

seizures in animals treated with mangiferin it was observed a decrease in seizure profile in the 

graph area under the curve. The time in which the animals remained in the higher seizure 

scores was significantly lower in the mangiferin group, but there was no statistically 

significant difference in the latency time to seizure (score 5-6) between groups. Therefore, our 

results suggested that mangiferin, at dose tested, shows behavioral responses indicating an 

anticonvulsant effect. 
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1 INTRODUÇÃO 

A epilepsia é um transtorno neurológico caracterizado pela ocorrência de crises 

epilépticas recorrentes e espontâneas, as quais resultam da atividade neuronal hipersincrônica, 

excessiva e anormal que afeta cerca de 50 milhões de pessoas em todo o mundo. Tal distúrbio 

é uma desordem neurológica comum causada pelo desequilíbrio de processos excitatórios e 

inibitórios. Em humanos os tipos de crises manifestam-se em várias síndromes epilépticas, 

com determinantes genéticos e ambientais (Bradford, 1995, Stewart et al, 2012). Mesmo com 

o tratamento adequado muitos pacientes continuam a ter crises, o que é chamado de epilepsia 

refratária. 

Essa descarga elétrica excessiva pode iniciar como uma descarga local anormal e se 

propagar para as demais áreas do cérebro. O local em que a descarga se inicia e o grau que 

sua propagação atinge determinam os sintomas que serão manifestados. Tais sintomas podem 

variar de um lapso de atenção à perda de consciência. Sendo assim, as epilepsias podem ser 

divididas em duas principais categorias: crises parciais e generalizadas. Na crise parcial a 

descarga é local e geralmente permanece localizada e pode estar associadas a lesões cerebrais 

focais, sendo que sua incidência aumenta com a idade. As crises generalizadas envolvem o 

cérebro inteiro e são caracterizadas pela perda de consciência. Estas são subdivididas em 

tônico-clônicas, clônicas, mioclônicas, atônicas, tônicas e crises de ausência (Rang & Dale, 

2007, p.575). 

Embora a causa exata do desencadeamento de crises epilépticas ainda não esteja clara, 

há evidências que suportam o papel do glutamato, um neurotransmissor excitatório, nestas 

crises. Dentre essas evidências estão os altos níveis de glutamato que são encontrados nos 

pacientes epilépticos assim como em modelos experimentais e a redução da liberação de 

glutamato por drogas antiepilépticas como a carbamazepina, fenitoína, lamotrigina e 

gabapentina (Kao-Chang Lin et al, 2013). 

O glutamato é o principal transmissor excitatório do sistema nervoso central. Os 

receptores de glutamato são subdivididos em quatro subtipos, os receptores NMDA, AMPA, 

cainato e metabotrópicos, sendo os três primeiros receptores ionotrópicos (Rang & Dale, 

2007, p.575) (Figura 1). 

Até o momento, a grande maioria dos estudos acerca das epilepsias vem sendo 

realizados em roedores (Lothman et al, 1989, Mello et al, 1993, Lukasiuk et al, 2003) e/ou 
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em tecido humano obtido a partir de amostras cirúrgicas de pacientes portadores de epilepsia 

refratária (Prince et al, 1981, Schwartzkroin et al, 1984). Apesar de estudos mais recentes 

incorporarem abordagens com animais mutantes, grande parte de nosso conhecimento sobre 

epilepsias deriva de estudos em modelos de indução em roedores de crises por agentes 

químicos, tais como os modelos do AC, da pilocarpina e do PTZ. 

1.1 ÁCIDO CAÍNICO COMO MODELO DE INDUÇÃO DE CRISES EPILÉPTICAS 

O AC (Figura 2) é um análogo cíclico do L-glutamato e um agonista dos receptores 

ionotrópicos de cainato. Ele foi isolado e extraído no início de 1950, a partir de uma alga 

vermelha (Digenea simplex) encontradas em águas tropicais e subtropicais (Lévesquea et al, 

2013, Murakami et al, 1953). Apesar de ele ter sido utilizado com outra finalidade 

inicialmente, posteriormente observou-se que o AC induziu respostas excitatórias prolongadas 

nos neurônios corticais após serem submetidos à microiontoforese, então se evidenciou que 

ele pode induzir despolarizações intensas e, eventualmente, morte celular, fenômeno 

observado na epilepsia do lobo temporal (Lévesquea et al, 2013). Portanto, têm sido proposto 

que crises epilépticas induzidas pelo AC e morte neuronal estão ligadas à liberação patológica 

do glutamato. Então, baseado em semelhanças comportamentais e patológicas, o AC tem sido 

Figura 1: Ilustração da liberação do glutamato na fenda sináptica. O 

glutamato é liberado na fenda e atua sobre os receptores ionotrópicos NMDA, 

AMPA e cainato (representados na figura) e em receptores metabotrópicos. O AC 

atua como agonista dos receptores de cainato. (Adaptado de Basic Neurochemistry, 

7th Edition, 2006) 
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amplamente utilizado experimentalmente como indutor de modelo de epilepsia do lobo 

temporal, o tipo mais comum de epilepsia refratária (Kao-Chang Lin et al, 2013). 

 

 

 

 

Na experimentação animal o AC pode ser utilizado pela administração sistêmica, o que 

tem como vantagem em relação à via de administração por injeção intracerebral a 

possibilidade de tratar mais de um animal ao mesmo tempo, além de não necessitar de 

procedimentos cirúrgicos (Lévesquea et al, 2013). Entretanto, uma das razões que limita o 

sucesso em se descobrir novas estratégias para prevenir o desenvolvimento da epilepsia e da 

farmacorresistência se dá parcialmente pela falta de animais de experimentação que se 

aproximem das características da epilepsia em humanos, assim como o menor entendimento 

da fisiopatologia da farmacorresistência e epileptogênese (Stables et al, 2002). 

1.2 PEIXE-ZEBRA COMO MODELO DE CRISES EPILÉPTICAS 

O peixe-zebra (Danio rerio) é um pequeno teleósteo (3 a 4 cm) de água doce 

pertencente à família Cyprinidae. Tem sua origem no sul da Ásia, principalmente dos rios e 

córregos da Índia, Nepal, Bangladesh, Myanmar e Paquistão (Spence et al, 2008). Durante 

anos, foi amplamente utilizado como peixe ornamental e, a partir da década de 80, através dos 

trabalhos desenvolvidos por George Streisinger e seu grupo de pesquisa no Caltech 

(Pasadena, CA, USA), passou a ser também utilizado como modelo em estudos genéticos e de 

biologia do desenvolvimento. Atualmente, tornou-se um modelo experimental consolidado 

em diversas áreas do conhecimento, tais como, genética e genômica, teratologia e toxicologia 

(Vascotto, et al, 1997). 

Em relação aos modelos em mamíferos, inúmeros fatores favoreceram o uso do peixe-

zebra como modelo para diversos estudos, tais como: pequeno espaço requerido para 

Figura 2: Representação da fórmula estrutural do AC 
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manutenção, baixo custo por animal, rápido desenvolvimento e ciclo biológico, grande prole, 

embriões translúcidos e, principalmente, susceptibilidade à manipulação genética (Lele et al, 

1996). 

O peixe-zebra tornou-se um modelo animal utilizado em estudos comportamentais na 

área de neurociência (Gerlai et al, 2006, Blaser et al, 2006, Rosemberg et al, 2011). 

Semelhante ao teste de open field usado para roedores, o teste de novel tank, também 

conhecido como open tank (Figura 3), tem sido usado para a avaliação comportamental desse 

modelo animal. Esse teste visa avaliar a atividade exploratória vertical, que consiste na 

tendência do animal inicialmente mergulhar até o fundo e gradualmente explorar as áreas 

superiores do aquário (Rosemberg et al, 2011) 

 

 

Pelo fato de combinar a relevância de um vertebrado na escala de um invertebrado 

(Goldsmith, 2004), o peixe-zebra está se tornando um modelo animal complementar aos 

roedores principalmente para estudos translacionais em larga escala, o que favorece a 

descoberta de novos mecanismos envolvidos em diferentes aspectos fisiopatológicos 

relacionados à injúria cerebral, bem como na busca de estratégias terapêuticas inovadoras 

(Barbazuk et al, 2000, Ebarasi et al, 2011, Gerlai et al, 2000, Lieschke et al, 2007). Em 

abordagens envolvendo convulsão e sistema glutamatérgico, pela primeira vez foi descrito o 

perfil comportamental de crises convulsivas frente à administração de AC, similar ao de 

roedores (Alfaro et al, 2011). Além disso, já foi mostrado para esta espécie o padrão de 

expressão das subunidades dos receptores cainato em neurônios da retina e suas respostas 

fisiológicas ao glutamato (Nelson et al, 2001). 

Figura 3: Ilustração do aparato. O aparato consiste em um aquário de plástico em forma de 

trapézio com as dimensões representadas na figura (A). O aparato é virtualmente dividido 

horizontalmente em três áreas: topo, meio e fundo. Cada área é dividida verticalmente em cinco, 

totalizando 15 áreas (B). 
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1.3 MANGIFERINA E NEUROPROTEÇÃO 

A Mangiferina (Figura 4) é uma xantona abundantemente encontrada em frutas e 

córtex de caule da Mangifera indica L (Manga). Ela é o principal ingrediente que compõe o 

Vimang®, um extrato de Mangifera indica originário de Cuba (Ibarretxe et al, 2006) que 

pode ser encontrado tanto na forma de xarope como de creme para uso tópico. Esta molécula 

vem sendo estudada apresentando propriedades antioxidantes e antiapoptóticas, oferecendo 

suporte para aplicações em triagens clínicas envolvendo patologias relacionadas à 

excitotoxicidade e morte neuronal (Campos-Esparza et al, 2009). Essa excitoxicidade ocorre 

quando há alta concentração de glutamato na fenda sináptica, o que resulta na 

superestimulação de seus receptores e entrada excessiva de Ca2+ no terminal pós-sináptico, 

esse processo somado à liberação do Ca2+ das reservas intracelulares, elevam a concentração 

de Ca2+ ativando os mecanismos intracelulares de excitotoxicidade que culminam na morte 

neuronal (Sattler et al, 2000). Neste contexto, muitos mecanismos foram investigados no qual 

este polifenol se mostrou capaz de reduzir a formação de ROS, ativar enzimas antioxidantes e 

restaurar o potencial de membrana mitocondrial. 

Uma vez bem documentadas as evidências a respeito das propriedades antioxidantes, a 

mangiferina tem sido estudada com relação a diversas atividades farmacológicas incluindo 

antidiabética, antiHIV, anticâncer e anti-inflamatória (Garrido et al, 2004, Guha et al, 1996, 

Ichiki et al, 1998, Yoshimi et al, 2001, Leiro et al, 2004). A investigação em modelo 

experimental de cultura de células para estudo de excitotoxicidade glutamatérgica promovido 

por processo isquêmico também vem sendo realizada.  A morte celular causada pelo 

glutamato em cultura de células neuronais foi diminuída na presença de baixas concentrações 

desse polifenol na qual atenuaram o influxo de cálcio estresse oxidativo, bem como apoptose. 

Além disso, a mangiferina foi capaz de diminuir radicais livres e perda neuronal na região 

CA1 de hipocampo de ratos submetidos ao modelo de insulto de isquemia global (Leiro et al, 

2004).  

Figura 4: Representação da fórmula estrutural 

da mangiferina. Polifenol extraído da fruta e 

córtex do caule da Mangifera indica L. 
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Desta forma, considerando as evidências que indicam a mangiferina como uma 

importante molécula com atividade neuroprotetora, é relevante que se busque novos estudos 

terapêuticos relacionados ao tratamento de danos e disfunções no sistema nervoso central, 

inclusive eventos epilépticos. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Sendo o peixe-zebra um vertebrado suscetível a diferentes substâncias indutoras de 

crises epilépticas, como o AC, o presente projeto visa à utilização deste modelo já 

consolidado em nosso laboratório para avaliar os possíveis efeitos neuroprotetores 

promovidos pela mangiferina na indução de crises epilépticas. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Avaliar o efeito da mangiferina na dose de 20 mg/kg no perfil comportamental do 

peixe-zebra. 

Investigar o efeito do pré-tratamento (30min) da mangiferina na dose de 20 mg/kg no 

perfil da crise epiléptica dos animais injetados com AC. 
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RESUMO 

A epilepsia é um distúrbio que se caracteriza por crises epiléptica espontâneas, caracterizadas 

por descargas neuronais anormais. O uso dos modelos em roedores para screening de novas 

substâncias antiepilépticas eleva o custo final de desenvolvimento de fármacos, assim o peixe-

zebra tornou-se um modelo animal complementar aos roedores, devido a vantagens como o 

pequeno espaço requerido para manutenção e baixo custo por animal. A mangiferina é um 

ingrediente ativo do Vimang®, um extrato da Mangifera indica que tem apresentado fortes 

indícios de possuir propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias. Baseados nesses estudos o 

objetivo desse trabalho foi investigar o possível efeito neuroprotetor da mangiferina no 

modelo de crises epilépticas induzido pelo ácido caínico em peixe-zebra. A dose utilizada foi 

20 mg/kg, e seu efeito per se foi feito através da análise do comportamento do animal. A 

avaliação do perfil de crises induzidas por AC foi feita ao longo de uma hora após o pré-

tratamento com a mangiferina. Na avaliação comportamental dos efeitos da mangiferina o 

grupo tratado não apresentou diferença significativa em relação ao grupo controle. Já quando 

se analisou o perfil de crises dos animais tratados com a mangiferina observou-se uma 

diminuição no neste perfil analisada pela área sob a curva. O tempo em que os animais 
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permaneceram nos maiores escores de crises foi significantemente menor no grupo 

mangiferina, entretanto no tempo de latência para a convulsão (escore 5-6) não houve 

diferença significativa entre os grupos. Portanto, baseado nos resultados encontrados pode-se 

sugerir que a mangiferina na dose testada possui efeitos anticonvulsivantes. 

Palavras-chave: Ácido caínico; Epilepsia; Mangiferina; Peixe-zebra. 

1 INTRODUÇÃO 

As epilepsias são transtornos neurológicos caracterizados pela ocorrência de crises 

epilépticas espontâneas, as quais resultam da atividade neuronal hipersincrônica, excessiva e 

anormal. Atualmente cerca de 50 milhões de pessoas sofrem de epilepsia no mundo, sendo 

que a maioria encontra-se em países subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Até o 

momento, a grande maioria dos estudos acerca das epilepsias vem sendo realizados em 

roedores1, 2, 3 e/ou em tecido humano obtido a partir de amostras cirúrgicas de pacientes que 

sofrem de epilepsia refratária.4, 5 Apesar de trabalhos mais recentes incorporarem abordagens 

com animais mutantes, grande parte de nosso conhecimento sobre epilepsias deriva de estudos 

em modelos de indução de crises por agentes químicos, tais como os modelos do ácido 

caínico (AC), da pilocarpina e do pentilenotetrazol (PTZ). Dentre as diversas contribuições 

que estes modelos proporcionaram, podemos destacar a identificação de alterações na 

expressão de receptores ionotrópicos,6 morte neuronal induzida por crises epilépticas 

prolongadas,7 neurogênese hipocampal e plasticidade sináptica.8 Além disso, também 

tornaram-se importantes instrumentos no descobrimento e desenvolvimento pré-clínico de 

drogas antiepilépticas.9 No entanto, o uso dos modelos em roedores para screening de novas 

substâncias anticonvulsivas eleva o custo final de desenvolvimento de fármacos, visto que é 

necessário um elevado número de animais para realização dos testes bem como um alto custo 

para sua criação e manutenção. 

O peixe-zebra (Danio rerio) é um pequeno teleósteo (3 a 4 cm) de água doce 

pertencente à família Cyprinidae. Tem sua origem no sul da Ásia.10 A partir da década de 80, 

através dos trabalhos desenvolvidos por George Streisinger e seu grupo de pesquisa no 

Caltech (Pasadena, CA, USA), passou a ser utilizado como modelo experimental em estudos 

genéticos e de biologia do desenvolvimento. Atualmente, tornou-se um modelo experimental 

consolidado em diversas áreas do conhecimento, tais como, genética e genômica, teratologia e 

toxicologia.11 Em relação aos modelos em mamíferos, inúmeros fatores favoreceram o uso do 
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peixe-zebra como modelo experimental, tais como: pequeno espaço requerido para 

manutenção, baixo custo por animal, rápido desenvolvimento e ciclo biológico, grande prole, 

embriões translúcidos e, principalmente, susceptibilidade à manipulação genética.12 Além 

disso, em 2001 o Instituto Sanger iniciou o sequenciamento do genoma total, observando uma 

homologia de aproximadamente 70-80% com o genoma humano.13 

Pelo fato de combinar a relevância de um vertebrado na escala de um invertebrado15, o 

peixe-zebra vem se tornando um modelo animal complementar aos roedores principalmente 

para estudos translacionais em larga escala, o que favorece a descoberta de novos mecanismos 

envolvidos em diferentes aspectos fisiopatológicos relacionados à lesão cerebral, bem como 

na busca de estratégias terapêuticas inovadoras.14, 15, 16, 17, 18 

A mangiferina é uma xantona abundantemente encontrada em frutas e córtex de caule 

da Mangifera indica L (Manga).19 Esta molécula vem sendo estudada apresentando 

propriedades antioxidantes e antiapoptóticas, oferecendo suporte para aplicações em triagens 

clínicas envolvendo patologias relacionadas à excitotoxicidade e morte neuronal.20 Neste 

contexto muitos mecanismos foram investigados no qual este polifenol se mostrou capaz de 

reduzir a formação de espécies reativas de oxigênio (ROS), ativar enzimas antioxidantes e 

restaurar o potencial de membrana mitocontrial.20 Uma vez bem evodenciadas as 

propriedades antioxidantes, a mangiferina tem sido bem documentada em diversas atividades 

farmacológicas incluindo antidiabética, antiHIV, anticâncer e anti-inflamatória.21, 22, 23, 24, 25 A 

investigação em modelo experimental para estudo de excitotoxicidade glutamatérgica 

promovido por processo isquêmico também vem sendo realizada. A morte celular causada 

pelo glutamato em cultura de células neuronais foi diminuída na presença de baixas 

concentrações de mangiferina na qual atenuaram o influxo de cálcio, estresse oxidativo, bem 

como apoptose. Além disso, a mangiferina foi capaz de diminuir radicais livres e perda 

neuronal na região CA1 de hipocampo de ratos submetidos ao modelo de insulto de isquemia 

global.26 Desta forma, todas estas evidências indicam a mangiferina como uma importante 

molécula com atividade neuroprotetora na qual pode apresentar um importante valor 

terapêutico para o tratamento de danos e disfunções no sistema nervoso central. Sabendo que 

muitos fármacos neuroprotetores têm ação anticonvulsivante, esse estudo tem como objetivo 

avaliar o potencial anticonvulsivante da mangiferina em modelo de indução por AC em peixe-

zebra. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Considerações éticas (para pesquisas com animais) 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (n° 24471) e estão em conformidade com a Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA). 

2.2 Reagentes 

Ácido caínico (AC) foi adquirido da Tocris Bioscience®. Mangiferina e o 

Dimetilsulfóxido (DMSO) foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. 

2.3 Animais 

Foram utilizados peixes-zebra (Danio rerio) adultos (com aproximadamente 4-7 

meses de idade) do sexo masculino da linhagem heterogênea do fenótipo short-fin (SF), 

pesando em média 0,35g ± 0,02. Os animais foram obtidos de fornecedores especializados 

(Delphis, RS) e mantidos no ZebTEC® (Tecniplast) com temperatura (28°C±2), pH (7,2) e 

condutividade (500 µS/cm2) controlados, e aclimatados por duas semanas no biotério da 

universidade em condições otimizadas de manutenção. Foram utilizados 39 animais no total, 

24 para a avaliação comportamental e 15 para o modelo de indução de crises convulsivas. 

2.4 Tratamento com mangiferina 

A investigação do potencial efeito neuroprotetor da mangiferina (1,3,6,7-

tetrahydroxyxanthone-C2-beta-D-glucosideo) foi realizada através da exposição por injeção 

intraperitoneal do polifenol. Os peixes adultos foram anestesiados por imersão em 160 µg/mL 

de tricaína e após injetados intraperitonialmente (i.p.) com mangiferina. Previamente o 
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polifenol foi diluído (DMSO 50% como veículo) e injetado um volume de 7 µL em uma 

concentração de 20 mg/kg utilizando como referência estudos prévios.26 Foram feitos dois 

experimentos, o primeiro para avaliar se a mangiferina causaria algum efeito per se, então os 

animais foram submetidos ao pré-tratamento com mangiferina e após 30 min foram 

novamente injetados com PBS e seu comportamento monitorado. Para essa avaliação 

comportamental foram utilizados 24 animais, divididos em três grupos de 8 denominados 

grupo controle, grupo controle-DMSO e grupo mangiferina. Os animais foram injetados 

conforme a Figura 1. 

Já os demais animais, após o pré-tratamento com mangiferina, foram induzidos aos 

modelos de crises epilépticas que serão descritos. 

2.5 Avaliação comportamental 

A fim de se analisar os efeitos da mangiferina per se foi realizada uma avaliação da 

locomoção do animal através do teste de “open tank”. Nesse teste o animal é colocado em um 

aparato de plástico transparente em forma de trapézio contendo 1,5 litros de água. As 

dimensões são semelhantes as já descritas previamente.27, 28 Foi utilizada uma webcam 

(Logitech® HD Pro Webcam C920) para filmar os animais no período de uma hora e trinta 

minutos. A fim de manter o fundo homogêneo para a análise, foram colocadas folhas de papel 

amarelo atrás do aparato, e para aumentar o contraste do animal em relação ao fundo foram 

colocadas duas lâmpadas atrás da folha. 

Para a análise exploratória vertical o aparato foi virtualmente dividido horizontalmente 

em três áreas: topo, meio e fundo; e cada área foi dividida em cinco seções para a análise 

exploratória horizontal do peixe-zebra. 

A análise comportamental foi realizada em um computador portátil utilizando o 

software ANY-maze® (Stoelting CO, USA). Os parâmetros de exploração analisados foram a 

distância percorrida, velocidade média, ângulo de giro absoluto (que representa as variações 

na direção do animal), tempo imóvel e o tempo gasto no topo e no fundo. 
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2.6 Modelo de indução de crises epilépticas 

  Neste trabalho, foi utilizado o modelo do AC. As soluções foram diluídas em tampão 

fosfato PBS, pH 7.2 para o tratamento que foi previamente descrito.29 Trinta minutos após a 

injeção de mangiferina, os animais adultos foram novamente anestesiados por imersão em 

160µg/mL de tricaína e injetados com AC na concentração de 5 mg/kg. Foram utilizados 15 

animais também divididos em três grupos: grupo controle, grupo controle-DMSO e grupo 

mangiferina. Os animais foram injetados conforme a Figura 2. 

2.7 Escores de crises epilépticas 

Os peixes-zebra foram colocados individualmente em aparatos retangulares medindo 

9,5cm ×10cm ×10cm. Para determinar o score de convulsão os animais foram monitorados 

durante uma hora utilizando-se uma webcam (Logitech® HD Pro Webcam C920). Os scores 

foram quantificados conforme a escala abaixo (Tabela 1):29 

Os escores de crises epilépticas medidos ao logo de uma hora foram analisados em 

intervalos de 30 em 30 segundos até o minuto 20, em que foi registrado o maior score nesses 

intervalos de tempo. A partir desse minuto a análise foi realizada considerando o maior score 

no intervalo de um minuto até o minuto 45, após dividimos o tempo restante em intervalos de 

2,5 minutos. 

As análises dos escores das crises epilépticas foram feitas por 3 observadores 

independentes (teste cegos) treinados. 

2.8 Analise Estatística 

Os parâmetros de avaliação comportamental foram analisados utilizando ANOVA de 

uma via seguido do teste de Bonferroni e ANOVA de duas vias seguida pelo teste de 

Bonferroni. Os escores de crises epilépticas que os animais atingiram foram medido como 

mediana e intervalo interquartil. A latência para atingir a convulsão (escore 5-6) foi analisada 

usando ANOVA de uma via seguido do teste de Bonferroni. As análises foram realizadas 

utilizando-se o software Graph Pad Prism 6. 
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3 RESULTADOS 

3.1 Avaliação comportamental 

A análise comportamental mostrou uma diminuição estatisticamente significativa na 

locomoção do grupo DMSO nos parâmetros de distância percorrida (ANOVA de uma via, 

p<0,05, F=5,58) nos primeiros 30 minutos de teste em relação ao grupo controle, entretanto 

em relação ao grupo mangiferina não houve diferença significativa, assim como o grupo 

controle em relação ao grupo mangiferina (Figura 3A). No número de cruzamentos (ANOVA 

de uma via, p<0,05, F= 4,203) e na velocidade média (ANOVA de uma via, p<0,05, F= 5,54) 

os grupos seguiram o mesmo padrão (Figura 3A), ou seja, houve diminuição significativa do 

grupo DMSO em relação ao grupo controle, e as demais comparações não apresentaram 

diferença significativa. Por outro lado, nos 60 minutos seguintes não houve diferença 

significativa entre os grupos em nenhum parâmetro analisado (Figura 3B). A análise do tempo 

imóvel foi realizada ao decorrer do tempo de teste analisando-se intervalos de um minuto 

(ANOVA de duas vias). Apenas no intervalo da primeira meia hora houve diferença 

estatisticamente significativa no tempo do grupo DSMO em relação ao controle, já entre os 

grupos mangiferina e controle não houve diferença estatisticamente significativa (Figura 3C; 

3D). 

O tempo gasto pelo grupo nas diferentes áreas (topo, meio e fundo) durante uma hora 

no open tank foi representado pelo occupancy plot (Figura 4). E também não houve diferença 

significativa entre eles (ANOVA de uma via, p<0,05). 

3.2 Escores de Crises Epilépticas 

Na análise dos escores que cada grupo atingiu durante uma hora, os grupos controle e 

DMSO mostraram-se semelhantes, ao passo que os animais do grupo mangiferina atingiram 

escores menores ao longo de quase todo o tempo de teste (Figura 5A). Nos intervalos de 

tempo iniciais não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos, o que é 

mostrado no gráfico de área sob a curva no intervalo de 0 a 8 minutos (ANOVA de uma via, 

p<0,05) e no gráfico de latência para convulsão (escore 5-6) (Figura 5D). 
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Já no intervalo de 8 a 15 minutos houve uma diminuição significativa na área sob a 

curva do grupo mangiferina quando comparado com os demais grupos (ANOVA de uma via, 

p<0,05). Nos intervalos de 15 a 30 minutos, 30 a 45 minutos e 45 a 60 minutos (ANOVA de 

uma via, p<0,05) também houve diferença significativa do grupo mangiferina em relação ao 

grupo controle e DMSO, e da mesma forma que nos demais intervalos, não houve diferença 

significativa entre estes últimos grupos (Figura 5B).  

O gráfico de tempo em que os animais permaneceram em escore 5 e 6 (ANOVA de 

uma via, p<0,05) mostra que houve diminuição significativa entre os animais do grupo pré-

tratados com mangiferina em relação ao grupo DMSO e controle (Figura 5C). Já o tempo em 

que os grupos DSMO e controle permaneceram em escore 5 e 6 não apresentou diferença 

significativa entre eles. 

 

4 DISCUSSÃO 

Neste trabalho avaliamos o potencial efeito anticonvulsivo da mangiferina em modelo 

de ácido caínico. Para avaliar se a mangiferina causaria efeitos per se no peixe-zebra, foi 

analisada a locomoção dos animais ao decorrer de uma hora e trinta minutos. Durante os 

primeiros 30 minutos e os 60 minutos subsequentes o grupo mangiferina não apresentou 

diferença estatisticamente significativa ao grupo controle e ao grupo DMSO em nenhum dos 

parâmetros analisados. Esses dados mostram que a mangiferina per se não causa efeitos no 

comportamento do animal o que demonstra que o perfil de crise não foi influenciado por 

algum possível efeito desse polifenol. 

Conforme já descrito anteriormente, observamos os mesmos escores de crises em 

peixe-zebra29 ao longo de uma hora após o tratamento com 20mg/kg de mangiferina. O 

resultado mostra que houve uma diminuição no perfil de crises a partir do oitavo minuto 

aproximadamente nos animais submetidos ao pré-tratamento com a mangiferina. No gráfico 

(Figura 5A) pode-se observar que a linha que representa o grupo tratado permanece mais 

próxima do eixo x ao longo dos primeiros trinta minutos, o que representa que os animais 

atingiram escores menores que os animais controle. Nos minutos restantes o grupo 

mangiferina ainda se manteve em escores mais baixos. 
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A análise de intensidade de crises medida pela área sob curva mais uma vez evidencia 

o possível efeito anticonvulsivante dessa molécula. No intervalo de 8-15min há uma 

acentuada diferença entre os grupos, em que o grupo mangiferina apresenta níveis menores de 

crises. Da mesma forma, esse grupo apresenta diminuição significativa nos intervalos 

subsequentes (Figura 5B). 

O tempo que os animais permaneceram nos estágios 5 e 6, que representam o fenótipo 

clássico de convulsão, também foram analisados. Esses resultados também demonstram que 

os animais tratados permaneceram um tempo significativamente menor nos escores mais altos 

de crises. Estudos já correlacionam esses estágios com o status epilepticus (definido como 

crises ininterruptas contínuas durando mais de 30 min)30, portanto, a mangiferina mostrou-se 

capaz de diminuir o tempo em que os animais permaneceram nesse estado. O tempo de 

latência para convulsão (escore 5-6) entre os grupos não é estatisticamente significativo, 

resultado que já foi observado em outros estudos de indução de convulsão em peixe-zebra, 31 

provavelmente pelo fato de o animal ainda estar sob efeito da anestesia nos primeiros minutos 

e pela diferença de recuperação entre os animais. 

 

5 CONCLUSÃO 

Baseados nos resultados do perfil, intensidade de crises epilépticas e tempo em escores 

5 e 6, esse trabalho mostrou que a mangiferina na dose de 20 mg/kg possui um potencial 

efeito anticonvulsivante em peixe-zebra submetidos ao modelo de convulsão por AC. Juntos, 

esses resultados indicam que a mangiferina, do ponto de vista da análise dos escores 

comportamentais, possui um possível efeito anticonvulsivante, contudo são necessários outros 

estudos para corroborar suas evidências protetoras frente a indução de convulsão e para 

elucidar os mecanismos de ação dessa molécula. 
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Figura 1: Representação esquemática do protocolo experimental no Open Tank. A 

metodologia foi utilizada para avaliar os efeitos da mangiferina per se no perfil locomotor dos 

animais.  
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Figura 2: Representação esquemática do protocolo experimental da avaliação 

experimental no perfil de crises epilépticas. A metodologia foi utilizada para avaliar o perfil 

de crises induzidas pelo ácido caínico. 
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Tabela 1: Classificação dos escores de crises epilépticas induzidas por AC em peixes-zebra 

adultos. 
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Figura 3: Avaliação comportamental dos efeitos per se da mangiferina na dose de 20 

mg/kg. Os parâmetros de distância percorrida, número de cruzamentos e velocidade média ao 

decorrer de 30 minutos (A) e ao decorrer dos 60 minutos posteriores (B). A análise foi feita 

utilizando a ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni, *=p<0,05, n=8; O tempo 

imóvel foi analisado ao decorrer de 30 minutos (C) e ao decorrer dos 60 minutos posteriores 

(D). A análise foi feita utilizando a ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni, 

*=p<0,05, n=8. 
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Figura 4: Representação do occupancy plot mostrando o tempo de permanência em cada 

área do open tank. Cada figura representa um grupo: controle (A), DMSO (B) e mangiferina 

(C). 
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Figura 5: Avaliação do efeito da mangiferina no perfil de crises epilépticas induzidas por 

ácido caínico na dose de 5mg/kg. Perfil de crise avaliado ao decorrer de 60 minutos. A 

análise é representada pela mediana ± intervalo interquatil, n=5 (A). Intensidade de crise 

representada pela área sob a curva ao longo de cinco intervalos de tempo (B). Tempo em que 

os grupos permaneceram em escore 5 e 6 ao logo de 60 minutos. Análise foi realizada 

utilizando a ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni, *=p<0.05 (C). Tempo de 

latência de convulsão. Análise realizada utilizando a ANOVA de uma via, seguida pelo teste 

de Bonferroni, *=p<0,05 (D). 
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ESCORES  

Estágio I Imobilidade e hiperventilação. 

Estágio II Nado circular. 

Estágio III Movimentos erráticos (movimentos rápidos esquerda-direita). 

Estágio VI Contrações musculares anormais e espasmódicas. 

Estágio V Convulsões generalizada tipo-clônica. 

Estágio VI Perda de postura com espasmos por vários minutos. 

Estágio VII Morte 
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3 CONCLUSÃO 

Uma vez evidenciado que a mangiferina per se não interfere no comportamento do 

peixe-zebra, consequentemente não interferiu na análise do perfil de crise, esse estudo 

mostrou, baseado nos resultados do perfil de e intensidade de crise e tempo em escores 5 e 6, 

que a mangiferina na dose de 20 mg/kg possui um potencial efeito anticonvulsivante em 

peixe-zebra submetidos ao modelo de convulsão por AC. 
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4 PERSPECTVAS 

Tem-se ainda como perspectiva aumentar o grupo amostral nos experimentos de 

indução de crises epilépticas, bem como analisar o efeitos da mangiferina em peixes-zebra 

submetidos a outros modelos de crises, como o modelo induzido pelo PTZ já descritos pelo 

nosso grupo de pesquisa. 
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