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Resumo

Epilepsia é uma desordem neuroldgica que afeta 3% da populacdo mundial, com 30%
de pacientes refratarios. O zebrafish surge como um modelo animal para novos estudos,
que buscam melhor compreender as alteragcbes comportamentais e fisiologicas, através
da utilizacdo de drogas pré-convulsivas. Considerando que horménios gonadais podem
influenciar na refratariedade, este estudo visa analisar o perfil convulsivo e
comportamental no protocolo de convulsdo induzida por acido cainico, a partir da
comparagdo entre machos e fémeas. Foram observadas diferengas entre géneros no
desenvolvimento e manutencdo das crises convulsivas, nos indices de mortalidade e na
permanéncia em status epilepticus. Ao avaliar um perfil de recuperacdo, percebeu-se
que animais convulsionados mantem alteracbes em parametros de tempo e episodios de
imobilidade em relacdo ao controle, e que em alguns casos a convulsédo pode se manter

por até 4 dias ap0s a injecdo, mas sem apontar diferenca entre 0s géneros.
Palavras-chave: convulséo; 4cido cainico; zebrafish; género.
Abreviagio: Acido Cainico (AC).

Observacao: Este trabalho segue as normas do periddico Epilepsy Research.



1.Introducéo

A epilepsia é uma desordem neuroldgica caracterizada por crises convulsivas
recorrentes e espontaneas, associadas com alteracbes comportamentais e
neurobioldgicas (Fisher et. al, 2005). Atinge em torno de 3% da populagdo mundial,
sendo tema de interesse de muitos pesquisadores desde tempos remotos. Os resultados
mais contundentes foram e sdo obtidos através do uso de farmacos epileptogénicos,
como pilocarpina, pentilenotetrazol (PTZ) e acido cainico (AC), através da geracdo de
perfis de escores comportamentais. Apesar dos avancos cientificos obtidos, 30% dos
pacientes afetados ainda permanecem refratarios aos tratamentos desenvolvidos
(Loscher, 2011).

Caso sejam analisados os trabalhos realizados até entdo, percebe-se que pouca
atencdo foi dada as diferencas que existem entre géneros. Machos e fémeas por vezes
apresentam resultados diferentes quando submetidos aos mesmos protocolos, como em
alguns estudos que mostram a capacidade neuroprotetora do estrogeno, diminuindo a
intensidade das crises convulsivas e protegendo dos danos cerebrais (Morales, 2011).
A0 mesmo tempo, outros resultados s&o mais complexos, mostrando que sdo muitos 0s
fatores capazes de influenciar tais crises, como idade, nivel hormonal e regido cerebral
envolvida (Veliskova, 2006). Mesmo assim, as pesquisas realizadas tém focado em
machos adultos ou ratas fémeas ovariectomizadas e ignorado o fato de que estes
representam apenas uma parcela da populagdo e ndo o todo, o que pode ser uma das
causas para a alta porcentagem de pacientes que ndo respondem aos tratamentos
empregados. Além disso, tém-se o problema do modelo animal, centralizado no
constante uso de roedores, ao passo que inlmeras alternativas surgem (Loscher and

Schimidt, 2011).



Como boa opgdo, o zebrafish (Danio rerio) mostra-se um facilitador para estes
estudos, ja que apresenta baixos custos, facil manutencdo, necessidade de menores
quantidades de farmacos e uma maior agilidade na obtencdo de resultados propicios ao
desenvolvimento de novas drogas, 0 que pode ser posteriormente transposto a modelos
animais mais dispendiosos até chegar aos seres humanos. Trata-se de um pequeno
teledsteo de agua doce, que nos ultimos tempos tem atingido posicdo de grande
relevancia na pesquisa biomédica, sendo considerado um modelo emergente de
vertebrados em muitos campos cientificos, inclusive para neurociéncias, onde tem sido
utilizado em modelos de epilepsia. Em 2011, Alfaro et. al desenvolveram um protocolo
de conwulsdo em zebrafish com AC, que busca expandir os conhecimentos pré-
existentes sobre a epilepsia.

Outro ponto pouco abordado pela literatura é o periodo pdés-ictal, sendo este
definido como as manifestagfes anormais que ocorrem entre o fim de uma convulsdo e
0 retorno ao comportamento habitual do individuo (Fischer and Engel Jr., 2010). Neste
contexto, a tarefa comportamental de open tank (similar ao campo aberto para
roedores), desenvolvida para avaliar o comportamento exploratério e locomotor do
zebrafish (Rosemberg et al., 2011), poderia ser utilizada para acessar se ha este periodo
pos-ictal no modelo de indugdo de crise convulsiva por AC neste teledsteo.

Portanto, o objetivo deste estudo é fazer uma comparagdo entre machos e
fémeas, observando padrbes convulsivos e o periodo pos-ictal em um modelo de
convulséo induzida por AC em zebfrafish adulto.
2.Material e Métodos:

2.1 Animais
Quarenta animais foram utilizados, 50% de fémeas e 50% de machos, obtidos

comercialmente de uma petshop local (Delphis), apresentando alta heterogeneidade
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genética. Doze animais foram utilizados no experimento 1, mais doze animais no
experimento 2 e dezesseis animais no experimento 3. Todos 0s animais eram maduros
sexualmente, medindo em média 4 cm, e pesando entre 0,28 e 0,32 gramas. Foram
aclimatados por duas semanas, em aquarios de 25 litros, sendo separados por sexo para
pesagem um dia antes da realizacdo dos experimentos. Todos 0s tanques s&o mantidos
com &gua de osmose reversa, adicionados de solugdo de sal marinho 18g/L Instant
Ocean® e sob filtragdo mecanica e quimica a uma temperatura de 26 + 2°C e pH entre
6,8 e 7,5 (ajustado com solucdo de bicarbonato 18g/L). A iluminacdo da sala é provida
por ldmpadas fluorescentes com ciclo de claro/escuro de 14/10 horas, controladas por
reldgio digital (7:00 h - 21:00 h). Os animais sdo alimentados as 8:00 h com ragdo
comercial (Alcon BASIC®, Alcon, Brasil), as 17:00 h os animais recebem artémia
criada em nosso proprio laboratério (alimentacdo padréo ouro). Todos os procedimentos
estdo de acordo com o projeto nimero CEP- 14652, aprovado por esta universidade.
2.2 InjecAo de Acido Cainico

Previamente separados entre machos e fémeas (50% para cada grupo), pelas
diferencas morfologicas entre eles, através de uma analise cuidadosa dos
experimentadores, 0s animais foram injetados intraperitonialmente ( i.p.) com uma dose
de 5 mg/kg de AC ou (n=22), no caso dos animais controle (n=18), com uma solucéo de
PBS. O volume da injeg&o era sempre de 10 uL. Para precisar-se tal volume, utilizou-se
a microseringa Hamilton®, adaptada a agulha de injecdo dentival, no intuito de
minimizar o dano ao animal. Antes da injecdo, 0s animais eram anestesiados por
imersdo em tricaina 160 ug/mL.
2.3 Analise de Escores

Zebrafish injetados eram postos individualmente em béqueres com capacidade de

600 mL, em 500 mL de &gua e observados ao longo de 60 minutos, com o objetivo de
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analisar as atividades convulsivas apresentadas pelos mesmos. Foi utilizado o padréo de
escores para convulsdes induzidas por AC de Alfaro et al., de 2011, onde observa-se
0s seguintes comportamentos: Estagio (1), imobilidade e hiperventilacdo do animal,
Estagio (2), nado em circulos; Estagio (3), movimentos rapidos da direita para a
esquerda; Estagio (4), contracbes musculares anormais e espasmadicas; Estagio (5),
movimentos agitados do corpo inteiro como convulsdes clonicas; Estagio (6), queda ao
fundo do aquario e espasmos por um longo tempo; Estagio (7), morte.
2.4 Andlise Comportamental

Os animais foram submetidos ao teste comportamental do Open Tank no quarto e no
sétimo dias ap6s a injecdao. Tal procedimento trata-se de colocar os animais em um
aquario trapezoidal, virtualmente dividido em trés partes (topo, meio e fundo) para
validar a atividade de exploracdo, assim como possiveis efeitos colaterais da convulsao,
como imobilidade, alteracdo no padréo de velocidade e que podem vir a afetar distancia
percorrida (Rosemberg et al., 2011). Cada animal foi posto individualmente no tanque e
observado ao longo de seis minutos, a dgua era trocada para cada peixe. Utilizou-se, em
um computador, o software ANY-maze (Stoelting CO, USA) para gravar a atividade
natatoria dos animais em uma taxa de 30 quadros/segundo. Os dados de video foram
usados para determinar medidas relevantes, como a exploragdo vertical ao longo do
tempo, o tempo gasto em cada area e as transicdes entre elas. Ainda outros pontos foram
medidos ao longo do teste, distancia percorrida, velocidade média e tempo de
imobilidade.
2.5 Andlise Estatistica

A curva de escores convulsivos foi representada por mediana + intervalo interquartil
por ser um dado ndo paramétrico. A area sob a curva e laténcia para escore 5 foram

representadas por média + erro padrdo e analisados por teste-t (comparagdo apenas entre
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machos e fémeas convulsionados), conforme Mussulini et al., 2013. Total de animais
que apresentaram status epilepticus assim como a mortalidade foram representados por
porcentagem e comparados por Qui-quadrado. O comportamento foi representado por
média * erro padrdo e analisado por ANOVA de duas vias seguida por teste de
Bonferroni. Unico parametro representado por mediana * intervalo neste caso foi o
nimero de episddios de imobilidade. Considerou-se em todos os casos p < 0.05
estatisticamente significante.

3.Resultados:

Analisando-se os escores convulsivos dos machos, percebe-se que estes seguem
uma curva de crescimento até atingir certa estabilidade (Fig. 1.A). As maiores
alteracOes sdo observadas nos minutos iniciais, com a elevacéo de escores até em torno
dos 20 minutos; em 30 minutos, atingem escore 5 e a partir de entdo, seguem em uma
leve variacdo entre 3 a 6 até o final da observacéo.

As fémeas tendem a ser mais constantes no que se refere a permanéncia dos
escores 5 e 6. Ocorre um rapido crescimento de escores nos tempos inicias. Em torno de
10 minutos, grande parte ja atingiu escore 5, sendo que em 20 minutos, todas ja
convulsionaram. A partir desse tempo sdo observadas alteragfes entre os escores 5 e 6.
Ap6s 30 minutos, ocorre o predominio do escore 6, atingindo um platdé e com algumas

manifestacOes de escore 5 (Fig.1.B).

A analise do grafico da area sob a curva no intervalo de tempo de 50 a 60
minutos mostra diferenca estatistica (p<0.05) entre machos e fémeas (Fig. 2). Os
machos apresentam uma area de 48,50 + 3,167 u.a., enquanto as fémeas 57,50 + 0,944
u.a., 0 que permite sugerir maior resisténcia dos machos atingir e permanecer nos

escores convulsivos elevados (escore 5 e 6) no fim do periodo de observagao.



A laténcia para o escore 5, ndo apresentou diferenca estatistica entre os géneros.
O tempo médio para os machos foi de 24 + 3,055 min, enquanto o tempo para as fémeas
foi de 16,25 £ 2,631 min para convulsionarem (Fig. 3).

Dentro das variagdes de uma crise convulsiva tem-se o Status epilepticus (SE),
situacdo na qual a convulsdo pode se estender por 30 minutos ou mais (Sierra et al.,
2012). Neste trabalho, 100% das fémeas apresentaram SE, enquanto que 0s machos,
apenas 60% (Fig. 4) (p<0.05). Quanto a mortalidade ao fim de sete dias de observacdes,
obteve-se 25% para as fémeas e 40% para 0os machos (Fig. 5) (p<0.05).

No quarto dia apds a injegdo, os animais foram avaliados através da tarefa
comportamental de open tank, no qual se observou que machos e fémeas apresentavam-
se de forma semelhante. Com 66% de animais sem presenca de escores convulsivos, e
33% apresentando escore 6, ou seja, ainda em crise convulsiva. Tal fato mostra a
intensidade de uma crise convulsiva induzida por AC, na qual os animais podem
permanecer por dias em estado convulsivo. Entre outros pardmetros analisados visando
ver um retorno a um comportamento similar ao controle, ndo foi possivel observar
diferenca significativa entre distancia percorrida, velocidade meédia, tdo pouco na
velocidade méaxima apesar de apresentar séria tendéncia a alteracdes (Fig. 6 A-C). Os
Unicos parametros analisados que apontaram diferenca estatistica entre 0s grupos
tratados e controles foram tempo total de imobilidade e episddios de imobilidade, mas
sem diferenca entre género (Fig. 6 D-E) (p<0.05).
4.Discusséao:

Em sua utilizagdo como modelo animal, o zebrafish tem sido usado largamente
para estudar crises epilépticas, desde trabalhos envolvendo varreduras de farmacos
(Berghmans et al., 2007) até aqueles que envolvem a busca por maior compreensao dos

mecanismos relacionados as crises convulsivas (Baraban et al., 2007; Hortopan et al.,
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2011). Dentre as muitas drogas pro-convulsivas ja testadas, temos como um modelo
emergente a utilizagdo de AC na inducdo de convulsdo do tipo tdnico-clonica em
zebrafish. Contudo, os estudos realizados tém focado na utilizagcdo de machos adultos,
sem levar em consideracdo as possiveis diferengas que podem ocorrer entre géneros,
fato este que j& foi apontado por diversos estudos realizados com roedores e humanos
(Morales, 2011). Mediante tais fatos, nosso trabalho se propds a ser o primeiro a
mostrar as possiveis diferengas entre machos e fémeas de zebrafish adulto, do ponto de
vista do desenvolvimento de uma crise convulsiva e do periodo pos-ictal em termos
comportamentais.

Perante o0s resultados deste estudo, observou-se que os padrdes de crise
convulsiva diferem entre géneros, ja que as fémeas atingem rapidamente os escores
convulsivos, mantendo um platd em torno de 5 e 6, enquanto 0s machos apresentam
valores mais moderados e regressdes a escores ndo convulsivos ao decorrer do tempo
(Figura 1). Fato este comprovado quando se analisa o grafico de &rea sob a curva
(Figura 2), onde os machos apresentam uma menor area em relacdo as fémeas, o que
mostra sua maior resisténcia frente aos escores convulsivos, principalmente nos ultimos
10 min de analise. Observa-se uma tendéncia de maior sensibilidade das fémeas no
quesito de laténcia, contudo ndo ha diferenca significativa, o que pode ser devido a
utilizacdo de intervalos de tempo muito longos durante a observacdo, ndo permitindo a

visualizagdo de variagdes mais sutis dentro dos dez minutos de cada intervalo.

Outro resultado que segue este padrdo de diferencas é o status epilepticus, onde
todas as fémeas atingem-no, enquanto apenas 60% dos machos apresentam esta situagdo
onde a crise convulsiva estende-se por mais de 30 minutos. Quanto aos dados de

mortalidade durante os sete dias seguintes a injecdo, as fémeas mostraram-se mais
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resistentes, com valores menores se comparado aos machos. Tal fato poderia ser
justificado por estudos anteriores que mostram a capacidade neuroprotetora e de
diminuicdo de danos frente a insultos de excitotoxicidade, através dos hormdnios
femininos estrégeno e progesterona (Veliskova, 2006). Importante ressaltar que tais
estudos foram realizados em roedores e humanos e em futuras analises poder-se-a

averiguar se esta premissa é verdadeira no que cabe ao zebrafish.

A utilizacdo da dose de 5 mg/kg de acido cainico mostrou-se eficiente frente aos
objetivos deste estudo, ja que se pretendia observar a geracdo de crises convulsivas, sem
uma mortalidade exacerbada. Utilizando-se como base o estudo de Alfaro et al., de
2011, buscamos uma dose que se adequa-se as condicBes experimentais de nosso
laboratorio, assim como da linhagem teste utilizada. Neste estudo usou-se a linhagem
shot-fin, sendo no estudo referéncia o long-fin. Importante ressaltar tais diferencas, ja
que estudos atuais demonstram que dependendo da linhagem adotada em um estudo
especifico pode se obter resultados diferentes para moléculas alvo-testadas. Encontrou-
se diferenca na mortalidade ao comparar-se machos e fémeas, 40% e 25%
respectivamente. Contudo em termos de mortalidade total obteve-se 33% de
mortalidade a qual é aceitavel para testes envolvendo convulsdo e que ndo diferem do
artigo de Alfaro et. al., 2011.

Para a avaliacdo do periodo pos-ictal optamos pela utilizacdo da tarefa
comportamental de open tank, observando o estado dos animais no quarto e sétimo dia
apoés a injecdo. Avaliou-se 0 comportamento dos animais submetidos ao protocolo de
convulsdo, observando se retornariam a niveis similares ao controle através dos dados
como imobilidade, velocidade média e distancia percorrida. Pode-se ver que uma parte

dos animais (33%) continuava apresentando sinais de crise convulsiva, mesmo quatro
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dias apés a injecao de AC, o que corrobora com o fato de que as crises induzidas por
este farmaco tendem a se estender por varios dias. Contudo, a maioria dos animais
(66%) ja apresentava comportamento semelhante ao controle, com nado normal e
exploracdo do aquario.

Antes de debater os resultados comportamentais aqui encontrados é importante
ressaltar que o n experimental para tal analise encontrou-se em 6 decorrente da
mortalidade de cada um dos grupos tratados. Este n restrito pode justificar as tendéncias
observadas nas Figuras 6 A-C, e, além disso, explicar os grandes desvios vistos em
todos os parametros (mesmos nos que apresentam diferenca). Caso leve-se em
consideracdo que 33% dos animais no quarto dia de ambos os grupos ainda
apresentavam escore 6 de convulsdo, hd provavelmente subgrupos dentro desta analise
comportamental. Contudo, subdividir tais grupos poderia comprometer eticamente a
analise e entendeu-se que é fundamental ampliar o n experimental antes de qualquer
conclusdo contundente do ponto de vista de recuperagdo comportamental.
5.Concluséo:

Sendo assim, existem diferencas entre machos e fémeas neste protocolo de crise
convulsiva induzida por &acido cainico, principalmente nas respostas comportamentais
observadas ap6s a injecdo do farmaco pro-convulsivante. Contudo, ainda sao
necessarios estudos de caracterizacdo hormonal em zebrafish para confirmar com

precisao a influéncia dos hormdonios sobre estes resultados.

13



6.Figuras:
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Figura 2
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Figura 4
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Figura6 C
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Figura6 E
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7.Legendas:

Figura 1. Perfil convulsivo: Perfil da progresséo dos escores de convulsées ao longo
do tempo. Primeiros 10 minutos de observacao divididos em dois intervalos de 5 min.
Tempo restante em intervalos de 10 min. (A) representa a progressdo dos zebrafish

machos e (B) fémeas submetidos ao protocolo de convulséo.

Figura 2. Intensidade da crise convulsiva: A intensidade da crise convulsiva foi
comparada pela média + erro do somatério da area sob a curva do perfil convulsivo de
cada animal em cada um dos intervalos de tempo testados. O teste-t indica diferenca
significativa (*), entre 0s géneros no Gltimo intervalo de tempo analisado, apontando

uma maior intensidade de crise no grupo de peixes fémea.

Figura 3. Laténcia para escore 5: Nao foi observada diferenca estatistica na laténcia

para escore 5 entre machos e fémeas.

Figura 4. Porcentagem de animais que atingem status epilepticus (SE): Teste qui-
quadrado aponta diferenca estatistica (*) entre os géneros, com maior porcentagem de

fémeas em comparagdo com 0s machos.

Figura 5. Mortalidade: O teste de qui-quadrado aponta diferenca estatistica (*) entre
machos e fémeas na porcentagem de mortalidade, com valor mais elevado para as

fémeas.

Figura 6. Parametros comportamentais: Parametros de analise comportamental
durante o periodo pos-ictal. Nao foi observada diferenca estatistica entre as distancias
percorridas (A), velocidade média (B) e velocidade maxima (C) nos diferentes dias de
observacdo. ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Bonferroni indica diferenca

significativa entre os animais tratados e seus respectivos controles (*) no tempo total de
20



imobilidade (D) e episodios de imobilidade (E), tanto 4 dias, quanto 7 dias apos a
injecdo de AC. Contudo ndo foi possivel observar diferenca entre os géneros, tdo pouco
diferenca entre 0 mesmo grupo ao comparar-se o quarto e o sétimo dia. Tal fato ndo

indica um recuperacgao dos animais mesmo 7 dias apds a injecao.
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