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RESUMO

A epilepsia € um disturbio que se caracteriza por crises epilépticas recorrentes e
espontaneas decorrentes de descargas neuronais anormais. Grande parte do nosso
entendimento a respeito desse distlrbio se deu gracas aos estudos em modelos de inducédo de
crises por agentes quimicos, tais como &cido cainico (AC), pilocarpina e pentilenotetrazol
(PTZ). O uso dos modelos em roedores para screening de novas substancias anticonvulsivas
eleva o custo final de desenvolvimento de farmacos. Por isso 0 peixe-zebra vem se tornando
um modelo animal complementar aos roedores, devido ao rapido desenvolvimento, o pequeno
espaco requerido para manutencdo e baixo custo por animal. A mangiferina € um ingrediente
ativo do Vimang®, um extrato da Mangifera indica que tem apresentado fortes evidéncias de
possuir propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, além de estudos relacionados a efeitos
antidiabéticos, antiHIV, anticancer e antiapoptoticos. Baseados nesses estudos o objetivo
desse trabalho foi investigar o possivel efeito neuroprotetor da mangiferina no modelo de
convulsdo induzido pelo &cido cainico em peixe-zebra. A avaliagdo do efeito da mangiferina
na dose de 20 mg/kg per se, foi realizada através da analise do comportamento do animal ao
longo de uma hora e trinta minutos. A avaliacdo do perfil de crise epiléptica induzida por AC
foi feita ao longo de uma hora apds os trinta minutos de pré-tratamento com a mangiferina.
Na avaliagdo comportamental dos efeitos da mangiferina, o grupo tratado ndo apresentou
diferenga significativa em relagdo ao grupo controle em nenhum dos parametros analisados.
Ja quando se analisou o perfil de crises epilépticas dos animais tratados com a mangiferina
observou-se uma diminuicdo na intensidade das crises analisada pela area sob a curva. O
tempo em que 0s animais permaneceram nos escores maiores de crises foi significantemente
menor no grupo mangiferina, entretanto, quando foi avaliado o tempo de laténcia para a
convulsdo (escore 5-6) ndo foi observada diferenca 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 INTRODUCAO

A epilepsia € um transtorno neuroldgico caracterizado pela ocorréncia de crises
epilépticas recorrentes e espontaneas, as quais resultam da atividade neuronal hipersincronica,
excessiva e anormal que afeta cerca de 50 milhdes de pessoas em todo 0 mundo. Tal distarbio
é uma desordem neurolégica comum causada pelo desequilibrio de processos excitatorios e
inibitérios. Em humanos os tipos de crises manifestam-se em vérias sindromes epilépticas,
com determinantes genéticos e ambientais (Bradford, 1995, Stewart et al, 2012). Mesmo com
o0 tratamento adequado muitos pacientes continuam a ter crises, o que é chamado de epilepsia

refrataria.

Essa descarga elétrica excessiva pode iniciar como uma descarga local anormal e se
propagar para as demais areas do cérebro. O local em que a descarga se inicia € 0 grau que
sua propagacao atinge determinam os sintomas que serdo manifestados. Tais sintomas podem
variar de um lapso de atencdo a perda de consciéncia. 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 lesdes cerebrais
focais, sendo que sua incidéncia aumenta com a idade. As crises generalizadas envolvem o
cérebro inteiro e sdo caracterizadas pela perda de consciéncia. Estas sdo subdivididas em
ténico-clonicas, clénicas, miocldnicas, atdnicas, tonicas e crises de auséncia (Rang & Dale,
2007, p.575).

Embora a causa exata do desencadeamento de crises epilépticas ainda ndo esteja clara,
ha evidéncias que suportam o papel do glutamato, um neurotransmissor excitatério, nestas
crises. Dentre essas evidéncias estdo os altos niveis de glutamato que sdo encontrados nos
pacientes epilépticos assim como em modelos experimentais e a reducdo da liberacdo de
glutamato por drogas antiepilépticas como a carbamazepina, fenitoina, lamotrigina e

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

O glutamato é o principal transmissor excitatorio do sistema nervoso central. Os
receptores de glutamato sdo subdivididos em quatro subtipos, os receptores NMDA, AMPA,
cainato e metabotropicos, sendo o0s trés primeiros receptores ionotropicos (Rang & Dale,
2007, p.575) (Figura 1).

Até 0 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 cirurgicas de pacientes portadores de epilepsia
refrataria (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 inducdo em roedores de crises por agentes

quimicos, tais como os modelos do AC, da pilocarpina e do PTZ.
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sinaptico
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Figura 1: llustracdo da liberacdo do glutamato na fenda sinaptica. O
glutamato é liberado na fenda e atua sobre os receptores ionotrépicos NMDA,
AMPA e cainato (representados na figura) e em receptores metabotrépicos. O AC
atua como agonista dos receptores de cainato. (Adaptado de Basic Neurochemistry,
7th Edition, 2006)

1.1 ACIDO CAINICO COMO MODELO DE INDUCAO DE CRISES EPILEPTICAS

O AC (Figura 2) € um analogo ciclico do L-glutamato e um agonista dos receptores
ionotrépicos de cainato. Ele foi isolado e extraido no inicio de 1950, a partir de uma alga
vermelha (Digenea simplex) encontradas em aguas 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 excitatorias prolongadas
nos neurdnios corticais apds serem submetidos a microiontoforese, entdo se evidenciou que
ele pode induzir despolarizagbes intensas e, eventualmente, morte celular, fendmeno
observado na epilepsia do lobo temporal (Lévesquea et al, 2013). Portanto, tém sido proposto
que crises epilepticas induzidas pelo AC e morte neuronal estéo ligadas a liberagao patoldgica

do glutamato. Entdo, baseado em semelhangas comportamentais e patologicas, 0 AC tem sido
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amplamente utilizado experimentalmente como indutor de modelo de epilepsia do lobo

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

OH
o L

N OH

H O

Figura 2: Representacdo da formula estrutural do AC

Na experimentacdo animal o AC pode ser utilizado pela administracdo sistémica, o que
tem como vantagem em relacdo a via de administracdo por injecdo intracerebral a
possibilidade de tratar mais de um animal ao mesmo tempo, além de ndo necessitar de
procedimentos cirurgicos (Lévesquea et al, 2013). Entretanto, uma das razdes que limita o
sucesso em se descobrir novas estratégias para prevenir o desenvolvimento da epilepsia e da
farmacorresisténcia se da parcialmente pela falta de animais de experimentacdo que se
aproximem das caracteristicas da epilepsia em humanos, assim como o0 menor entendimento

da fisiopatologia da farmacorresisténcia e epileptogénese (Stables et al, 2002).
1.2 PEIXE-ZEBRA COMO MODELO DE CRISES EPILEPTICAS

O peixe-zebra (Danio rerio) € um pequeno teledsteo (3 a 4 cm) de agua doce
pertencente & familia Cyprinidae. Tem sua origem no sul da Asia, principalmente dos rios e
corregos da India, Nepal, Bangladesh, Myanmar e Paquistdo (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 areas do conhecimento, tais como, genética e gendmica, teratologia e toxicologia
(Vascotto, et al, 1997).

Em relagdo aos modelos em mamiferos, inimeros fatores favoreceram o uso do peixe-

zebra como modelo para diversos estudos, tais como: pequeno espago requerido para
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manutencdo, baixo custo por animal, rpido desenvolvimento e ciclo biolégico, grande prole,
embrides translucidos e, principalmente, susceptibilidade a manipulacdo genética (Lele et al,
1996).

O peixe-zebra tornou-se um modelo animal utilizado em estudos comportamentais na
area de neurociéncia (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 avaliagdo comportamental desse
modelo animal. Esse teste visa avaliar a atividade exploratoria vertical, que consiste na
tendéncia do animal inicialmente mergulhar até o fundo e gradualmente explorar as areas

superiores do aquario (Rosemberg et al, 2011)

830

>
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Figura 3: llustracdo do aparato. O aparato consiste em um aquério de plastico em forma de
trapézio com as dimensdes representadas na figura (A). O aparato é virtualmente dividido
horizontalmente em trés &reas: topo, meio e fundo. Cada &rea é dividida verticalmente em cinco,
totalizando 15 areas (B).

Pelo fato de combinar a relevancia de um vertebrado na escala de um invertebrado
(Goldsmith, 2004), o peixe-zebra esta 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 fisiopatoldgicos
relacionados a injuria cerebral, bem como na busca de estratégias terapéuticas inovadoras
(Barbazuk et al, 2000, Ebarasi et al, 2011, Gerlai et al, 2000, Lieschke et al, 2007). Em
abordagens envolvendo convulsdo e sistema glutamatérgico, pela primeira vez foi descrito o
perfil comportamental de crises convulsivas frente a administracdo de AC, similar ao de
roedores (Alfaro et al, 2011). Além disso, ja foi mostrado para esta espécie o padrdo de
expressao das subunidades dos receptores cainato em neurbnios da retina e suas respostas

fisiolégicas ao glutamato (Nelson et al, 2001).
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1.3 MANGIFERINA E NEUROPROTECAO

A Mangiferina (Figura 4) é uma xantona abundantemente encontrada em frutas e
cortex de caule da Mangifera indica L (Manga). Ela é o principal ingrediente que compde 0
Vimang®, um extrato de Mangifera indica originario de Cuba (Ibarretxe et al, 2006) que
pode ser encontrado tanto na forma de xarope como de creme para uso topico. Esta molécula
vem sendo estudada apresentando propriedades antioxidantes e antiapoptoticas, oferecendo
suporte para aplicacbes em triagens clinicas envolvendo patologias relacionadas a
excitotoxicidade e morte neuronal (Campos-Esparza et al, 2009). Essa excitoxicidade ocorre
quando ha alta concentracdo de glutamato na fenda sinaptica, o que resulta na
superestimulagio de seus receptores e entrada excessiva de Ca?* no terminal pds-sinaptico,
esse processo somado a liberagdo do Ca?* das reservas intracelulares, elevam a concentracéo
de Ca?" 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 formacédo de ROS, ativar enzimas antioxidantes e

restaurar o potencial de membrana mitocondrial.
HO 0 OH
o I XD
o] OH
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HO
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Figura 4: Representacdo da formula estrutural
da mangiferina. Polifenol extraido da fruta e
cortex do caule da Mangifera indica L.

Uma vez bem documentadas as evidéncias a respeito das propriedades antioxidantes, a
mangiferina tem sido estudada com relacdo a diversas atividades farmacoldgicas incluindo
antidiabética, antiHIV, anticancer e anti-inflamatéria (Garrido et al, 2004, Guha et al, 1996,
Ichiki et al, 1998, Yoshimi et al, 2001, Leiro et al, 2004). A investigacdo em modelo
experimental de cultura de células para estudo de excitotoxicidade glutamatérgica promovido
por processo isquémico também vem sendo realizada. A morte celular causada pelo
glutamato em cultura de células neuronais foi diminuida na presenca de baixas concentragdes
desse polifenol na qual atenuaram o influxo de célcio estresse oxidativo, bem como apoptose.
Além disso, a mangiferina foi capaz de diminuir radicais livres e perda neuronal na regido
CA1 de hipocampo de ratos submetidos ao modelo de insulto de isquemia global (Leiro et al,
2004).
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Desta forma, considerando as evidéncias que indicam a mangiferina como uma
importante molécula com atividade neuroprotetora, é relevante que se busque novos estudos
terapéuticos relacionados ao tratamento de danos e disfungbes no sistema nervoso central,

inclusive eventos epilépticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sendo o peixe-zebra um vertebrado suscetivel a diferentes substancias indutoras de
crises epilépticas, como o AC, o presente projeto visa a utilizacdo deste modelo ja
consolidado em nosso laboratorio para avaliar os possiveis efeitos neuroprotetores

promovidos pela mangiferina na inducéo de crises epilépticas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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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ARTIGO CIENTIFICO

O artigo intitulado “Avaliacdo do Potencial Efeito Protetor da Mangiferina no Modelo
de Crise Epiléptica Induzido Pelo Acido Cainico em Peixe-Zebra Adulto” foi formatado
conforme normas para publicacdo junto ao periédico Seizure: the Journal of the British

Epilepsy Association.
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RESUMO

A epilepsia é um distdrbio que se caracteriza por crises epiléptica espontaneas, caracterizadas
por descargas neuronais anormais. O uso dos modelos em roedores para screening de novas
substancias antiepilépticas eleva o custo final de desenvolvimento de farmacos, assim o peixe-
zebra tornou-se um modelo animal complementar aos roedores, devido a vantagens como 0
pequeno espaco requerido para manutencdo e baixo custo por animal. A mangiferina é um
ingrediente ativo do Vimang®, um extrato da Mangifera indica que tem apresentado fortes
indicios de possuir propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias. Baseados nesses estudos o
objetivo desse trabalho foi investigar o possivel efeito neuroprotetor da mangiferina no
modelo de crises epilépticas induzido pelo acido cainico em peixe-zebra. A dose utilizada foi
20 mg/kg, e seu efeito per se foi feito através da analise do comportamento do animal. A
avaliacdo do perfil de crises induzidas por AC foi feita ao longo de uma hora apos o pré-
tratamento com a mangiferina. Na avaliacdo comportamental dos efeitos da mangiferina o
grupo tratado ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. Ja quando
se analisou o perfil de crises dos animais tratados com a mangiferina observou-se uma

diminuicdo no neste perfil analisada pela area sob a curva. O tempo em que 0s animais
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permaneceram nos maiores escores de crises foi significantemente menor no grupo
mangiferina, entretanto no tempo de laténcia para a convulsdo (escore 5-6) ndo houve
diferenca significativa entre os grupos. Portanto, baseado nos resultados encontrados pode-se

sugerir que a mangiferina na dose testada possui efeitos anticonvulsivantes.
Palavras-chave: Acido cainico; Epilepsia; Mangiferina; Peixe-zebra.

1 INTRODUCAO

As epilepsias sdo transtornos neurologicos caracterizados pela ocorréncia de crises
epilépticas espontaneas, as quais resultam da atividade neuronal hipersincrénica, excessiva e
anormal. Atualmente cerca de 50 milhGes de pessoas sofrem de epilepsia no mundo, sendo
gue a maioria encontra-se em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Até o
momento, a grande maioria dos estudos acerca das epilepsias vem sendo realizados em
roedores® 2 2 e/ou em tecido humano obtido a partir de amostras cirdrgicas de pacientes que
sofrem de epilepsia refrataria.* > Apesar de trabalhos mais recentes incorporarem abordagens
com animais mutantes, grande parte de nosso conhecimento sobre epilepsias deriva de estudos
em modelos de inducdo de crises por agentes quimicos, tais como os modelos do acido
cainico (AC), da pilocarpina e do pentilenotetrazol (PTZ). Dentre as diversas contribuices
que estes modelos proporcionaram, podemos destacar a identificacdo de alteracBes na
expressdo de receptores ionotropicos,® morte neuronal induzida por crises epilépticas
prolongadas,” neurogénese hipocampal e plasticidade sindptica.® Além disso, também
tornaram-se importantes instrumentos no descobrimento e desenvolvimento pré-clinico de
drogas antiepilépticas.® No entanto, o uso dos modelos em roedores para screening de novas
substancias anticonvulsivas eleva o custo final de desenvolvimento de farmacos, visto que é
necessario um elevado nimero de animais para realizacdo dos testes bem como um alto custo

para sua criacdo e manutencao.

O peixe-zebra (Danio rerio) € um pequeno teledsteo (3 a 4 cm) de agua doce
pertencente a familia Cyprinidae. Tem sua origem no sul da Asia.’® 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 areas do conhecimento, tais como, genética e gendmica, teratologia e

toxicologia.'* Em relacdo aos modelos em mamiferos, inimeros fatores favoreceram o uso do
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peixe-zebra como modelo experimental, tais como: pequeno espago requerido para
manutencdo, baixo custo por animal, rpido desenvolvimento e ciclo biolégico, grande prole,
embrides translicidos e, principalmente, susceptibilidade & manipulacio genética.'? Além
disso, em 2001 o Instituto Sanger iniciou o sequenciamento do genoma total, observando uma

homologia de aproximadamente 70-80% com o genoma humano.3

Pelo fato de combinar a relevancia de um vertebrado na escala de um invertebrado®®, 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 fisiopatologicos relacionados a lesdo cerebral, bem como

na busca de estratégias terapéuticas inovadoras.# 1% 16.17.18

A mangiferina é uma xantona abundantemente encontrada em frutas e cortex de caule
da Mangifera indica L (Manga).!® Esta molécula vem sendo estudada apresentando
propriedades antioxidantes e antiapoptoéticas, oferecendo suporte para aplicagdes em triagens
clinicas envolvendo patologias relacionadas & excitotoxicidade e morte neuronal.?® Neste
contexto muitos mecanismos foram investigados no qual este polifenol se mostrou capaz de
reduzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), ativar enzimas antioxidantes e
restaurar o potencial de membrana mitocontrial.?®® Uma vez bem evodenciadas as
propriedades antioxidantes, a mangiferina tem sido bem documentada em diversas atividades
farmacoldgicas incluindo antidiabética, antiHIV, anticancer e anti-inflamatéria.?t 22 232425 A
investigacdo em modelo experimental para estudo de excitotoxicidade glutamatérgica
promovido por processo isquémico também vem sendo realizada. A morte celular causada
pelo glutamato em cultura de células neuronais foi diminuida na presenca de baixas
concentracfes de mangiferina na qual atenuaram o influxo de calcio, estresse oxidativo, bem
como apoptose. Além disso, a mangiferina foi capaz de diminuir radicais livres e perda
neuronal na regido CA1 de hipocampo de ratos submetidos ao modelo de insulto de isquemia
global.?® Desta forma, todas estas evidéncias indicam a mangiferina como uma importante
molécula com atividade neuroprotetora na qual pode apresentar um importante valor
terapéutico para o tratamento de danos e disfungdes no sistema nervoso central. Sabendo que
muitos farmacos neuroprotetores tém acdo anticonvulsivante, esse estudo tem como objetivo
avaliar o potencial anticonvulsivante da mangiferina em modelo de inducdo por AC em peixe-

zebra.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Consideracdes éticas (para pesquisas com animais)

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (n° 24471) e estdo em conformidade com a Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA).

2.2 Reagentes

Acido cainico (AC) foi adquirido da Tocris Bioscience®. Mangiferina e o
Dimetilsulfoxido (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 heterogénea do fenotipo short-fin (SF),
pesando em média 0,359 + 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 pS/cm?) controlados, e aclimatados por duas semanas no biotério da
universidade em condicdes otimizadas de manutencdo. Foram utilizados 39 animais no total,

24 para a avaliacdo comportamental e 15 para 0 modelo de inducéo de crises convulsivas.

2.4  Tratamento com mangiferina

A investigacdo do potencial efeito neuroprotetor da mangiferina (1,3,6,7-
tetrahydroxyxanthone-C2-beta-D-glucosideo) foi realizada através da exposi¢do por injecdo
intraperitoneal do polifenol. Os peixes adultos foram anestesiados por imersédo em 160 pg/mL

de tricaina e apo0s injetados intraperitonialmente (i.p.) com mangiferina. Previamente o
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polifenol foi diluido (DMSO 50% como veiculo) e injetado um volume de 7 uL em uma
concentracdo de 20 mg/kg utilizando como referéncia estudos prévios.?® Foram feitos dois
experimentos, o0 primeiro para avaliar se a mangiferina causaria algum efeito per se, entdo os
animais foram submetidos ao pré-tratamento com mangiferina e apds 30 min foram
novamente injetados com PBS e seu comportamento monitorado. Para essa avaliacdo
comportamental foram utilizados 24 animais, divididos em trés grupos de 8 denominados
grupo controle, grupo controle-DMSO e grupo mangiferina. Os animais foram injetados

conforme a Figura 1.

J& os demais animais, apds o pré-tratamento com mangiferina, foram induzidos aos

modelos de crises epilépticas que serdo descritos.

2.5 Avaliacdo comportamental

A fim de se analisar os efeitos da mangiferina per se foi realizada uma avaliacdo da
locomocéo do animal atraves do teste de “open tank”. Nesse teste o animal é colocado em um
aparato de plastico transparente em forma de trapézio contendo 1,5 litros de agua. As
dimensdes sdo semelhantes as ja descritas previamente.?” 2 Foi utilizada uma webcam
(Logitech® HD Pro Webcam C920) para filmar os animais no periodo de uma hora e trinta
minutos. A fim de manter o fundo homogéneo para a analise, foram colocadas folhas de papel
amarelo atrds do aparato, e para aumentar o contraste do animal em relacdo ao fundo foram

colocadas duas lampadas atras da folha.

Para a andlise exploratdria vertical o aparato foi virtualmente dividido horizontalmente
em trés areas: topo, meio e fundo; e cada area foi dividida em cinco secdes para a analise

exploratdria horizontal do peixe-zebra.

A analise comportamental foi realizada em um computador portatil utilizando o
software ANY-maze® (Stoelting CO, USA). Os parametros de exploracdo analisados foram a
distancia percorrida, velocidade média, angulo de giro absoluto (que representa as variacdes

na direcdo do animal), tempo imovel e o tempo gasto no topo e no fundo.
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2.6 Modelo de inducéo de crises epilépticas

Neste trabalho, foi utilizado o modelo do AC. As solugdes foram diluidas em tampéo
fosfato PBS, pH 7.2 para o tratamento que foi previamente descrito.?® Trinta minutos apds a
injecdo de mangiferina, os animais adultos foram novamente anestesiados por imersdo em
160pg/mL de tricaina e injetados com AC na concentragdo de 5 mg/kg. Foram utilizados 15
animais também divididos em trés 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 x10cm x10cm. Para determinar o score de convulsdo 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):%°

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 andlise foi realizada considerando o maior score
no intervalo de um minuto até o minuto 45, ap6s dividimos o tempo restante em intervalos de

2,5 minutos.

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

independentes (teste cegos) treinados.

2.8 Analise Estatistica

Os pardmetros de avaliacdo 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 laténcia para atingir a convulsao (escore 5-6) foi analisada
usando ANOVA de uma via seguido do teste de Bonferroni. As analises foram realizadas

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

3.1 Avaliagdo comportamental

A analise comportamental mostrou uma diminuicdo estatisticamente significativa na
locomocdo do grupo DMSO nos parametros de distancia percorrida (ANOVA de uma via,
p<0,05, F=5,58) nos primeiros 30 minutos de teste em relacdo ao grupo controle, entretanto
em relacdo ao grupo mangiferina ndo houve diferenga significativa, assim como o grupo
controle em relacdo ao grupo mangiferina (Figura 3A). No nimero 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)
0S grupos seguiram o mesmo padrao (Figura 3A), ou seja, houve diminuicao significativa do
grupo DMSO em relagdo ao grupo controle, e as demais comparacfes ndo apresentaram
diferenca significativa. Por outro lado, nos 60 minutos seguintes ndo houve diferenca
significativa entre os grupos em nenhum parametro analisado (Figura 3B). A analise do tempo
imével 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 diferenca
estatisticamente significativa no tempo do grupo DSMO em relacdo ao controle, ja entre os
grupos mangiferina e controle ndo houve diferenca estatisticamente significativa (Figura 3C;
3D).

O tempo gasto pelo grupo nas diferentes areas (topo, meio e fundo) durante uma hora
no open tank foi representado pelo occupancy plot (Figura 4). E também ndo houve diferenca

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

3.2 Escores de Crises Epilépticas

Na analise 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 ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos, o que €é
mostrado no grafico de area sob a curva no intervalo de 0 a 8 minutos (ANOVA de uma via,

p<0,05) e no grafico de laténcia para convulsdo (escore 5-6) (Figura 5D).



24

J& no intervalo de 8 a 15 minutos houve uma diminuicdo significativa na area 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 diferenca significativa do grupo mangiferina em relacdo ao
grupo controle e DMSO, e da mesma forma que nos demais intervalos, ndo houve diferenca
significativa entre estes ultimos grupos (Figura 5B).

O grafico de tempo em que 0s animais permaneceram em escore 5 e 6 (ANOVA de
uma via, p<0,05) mostra que houve diminuicdo significativa entre os animais do grupo pré-
tratados com mangiferina em relacdo ao grupo DMSO e controle (Figura 5C). J& o tempo em
que os grupos DSMO e controle permaneceram em escore 5 € 6 ndo apresentou diferenca

significativa entre eles.

4 DISCUSSAO

Neste trabalho avaliamos o potencial efeito anticonvulsivo da mangiferina em modelo
de acido cainico. Para avaliar se a mangiferina causaria efeitos per se no peixe-zebra, foi
analisada a locomoc¢do dos animais ao decorrer de uma hora e trinta minutos. Durante 0s
primeiros 30 minutos e 0s 60 minutos subsequentes o grupo mangiferina ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa ao grupo controle e ao grupo DMSO em nenhum dos
parametros analisados. Esses dados mostram que a mangiferina per se ndo causa efeitos no
comportamento do animal o que demonstra que o perfil de crise ndo foi influenciado por

algum possivel efeito desse polifenol.

Conforme ja descrito anteriormente, observamos 0s mesmos escores de crises em
peixe-zebra®® ao longo de uma hora apds o tratamento com 20mg/kg de mangiferina. O
resultado mostra que houve uma diminui¢cdo no perfil de crises a partir do oitavo minuto
aproximadamente nos animais submetidos ao pré-tratamento com a mangiferina. No grafico
(Figura 5A) pode-se observar que a linha que representa o grupo tratado permanece mais
préxima do eixo x ao longo dos primeiros trinta minutos, o0 que representa que 0s animais
atingiram escores menores que 0s animais controle. Nos minutos restantes 0 grupo

mangiferina ainda se manteve em escores mais baixos.
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A andlise de intensidade de crises medida pela area sob curva mais uma vez evidencia
0 possivel efeito anticonvulsivante dessa molécula. No intervalo de 8-15min h& uma
acentuada diferenca entre 0s grupos, em que o grupo mangiferina apresenta niveis menores de
crises. Da mesma forma, esse grupo apresenta diminuicdo significativa nos intervalos

subsequentes (Figura 5B).

O tempo que 0s animais permaneceram nos estagios 5 e 6, que representam o fenotipo
classico de convulsdo, também foram analisados. Esses resultados também demonstram que
0s animais tratados permaneceram um tempo significativamente menor nos escores mais altos
de crises. Estudos ja correlacionam esses estagios com o status epilepticus (definido como
crises ininterruptas continuas durando mais de 30 min), portanto, a mangiferina mostrou-se
capaz de diminuir o tempo em que 0s animais permaneceram nesse estado. O tempo de
laténcia para convulsdo (escore 5-6) entre os grupos ndo é estatisticamente significativo,
resultado que ja foi observado em outros estudos de indugdo de convulsdo em peixe-zebra, 3
provavelmente pelo fato de o animal ainda estar sob efeito da anestesia nos primeiros minutos

e pela diferenca de recuperacdo entre 0s animais.

5 CONCLUSAO

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 convulsdo por AC. Juntos,
esses resultados indicam que a mangiferina, do ponto de vista da analise dos escores
comportamentais, possui um possivel efeito anticonvulsivante, contudo sdo necessarios outros
estudos para corroborar suas evidéncias protetoras frente a inducdo de convulsdo e para

elucidar os mecanismos de acdo dessa molécula.
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Figura 1: Representacdo esquematica 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: Representacdo esquemdtica do protocolo experimental da avaliacio
experimental no perfil de crises epilépticas. A metodologia foi utilizada para avaliar o perfil
de crises induzidas pelo acido cainico.
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Tabela 1: Classificacdo dos escores de crises epilépticas induzidas por AC em peixes-zebra
adultos.
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Figura 3: Avaliagdo comportamental dos efeitos per se da mangiferina na dose de 20
mg/kg. Os parametros de distancia percorrida, nimero de cruzamentos e velocidade média ao
decorrer de 30 minutos (A) e ao decorrer dos 60 minutos posteriores (B). A analise foi feita
utilizando a ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni, *=p<0,05, n=8; O tempo
imovel foi analisado ao decorrer de 30 minutos (C) e ao decorrer dos 60 minutos posteriores
(D). A andlise foi feita utilizando a ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni,
*=p<0,05, n=8.
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Figura 4: Representacédo do occupancy plot mostrando o tempo de permanéncia em cada
area do open tank. Cada figura representa um grupo: controle (A), DMSO (B) e mangiferina

(©).
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Figura 5: Avaliacdo do efeito da mangiferina no perfil de crises epilépticas induzidas por
acido cainico na dose de 5mg/kg. Perfil de crise avaliado ao decorrer de 60 minutos. A
analise é representada pela mediana + intervalo interquatil, n=5 (A). Intensidade de crise
representada pela area sob a curva ao longo de cinco intervalos de tempo (B). Tempo em que
0S grupos permaneceram em escore 5 e 6 ao logo de 60 minutos. Analise foi realizada
utilizando a ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni, *=p<0.05 (C). Tempo de
laténcia de convulsdo. Andlise realizada utilizando a ANOVA de uma via, seguida pelo teste
de Bonferroni, *=p<0,05 (D).
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ESCORES

Estagio | Imobilidade e hiperventilacéo.

Estéagio Il Nado circular.

Estéagio Il Movimentos erraticos (movimentos rapidos esquerda-direita).
Estagio VI Contragfes musculares anormais e espasmodicas.

Estagio V Convulsdes generalizada tipo-clonica.

Estagio VI Perda de postura com espasmos por varios minutos.

Estagio VII Morte
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3 CONCLUSAO

Uma vez evidenciado que a mangiferina per se néo interfere no comportamento do
peixe-zebra, consequentemente ndo interferiu na analise 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 convulséo por AC.
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4 PERSPECTVAS

Tem-se ainda como perspectiva aumentar o grupo amostral nos experimentos de
inducdo 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 ja descritos pelo
Nosso grupo de pesquisa.
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