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Resumo

A epilepsia é a condicdo neurologica grave de maior incidéncia no
mundo. E caracterizada por crises convulsivas recorrentes, provenientes de
descargas neuronais sincrénicas. Disturbios na sinalizagdo neuronal na fase
inicial do desenvolvimento podem acarretar em aumento na suscetibilidade a
crises convulsivas na fase adulta, assim como crises convulsivas na fase inicial
do desenvolvimento podem acarretar em alteracbes nos sistemas de
neurotransmissdo. A sinalizacdo adenosinérgica reconhecidamente € capaz
de agir como um anticonvulsivante endodgeno, através de sua funcao
neuromoduladora. Perturbagdes na sinalizagdo adenosinérgica em fases inicias
do desenvolvimento acarretam em alteracbes na suscetibilidade a crises
convulsivas de forma condicional ao estagio de desenvolvimento em que a
perturbagao ocorre e tempo de exposigao ao agente perturbador.

Nos quatro capitulos integrantes dessa tese foram abordados, sob
diferentes aspectos, fatores que influenciam a susceptibilidade a crise
convulsiva provocada pela exposicdo ao pentilenotetrazol (PTZ) utilizando
peixe-zebra. No primeiro capitulo, foi analisada a influéncia da temperatura na
sensibilidade do peixe-zebra ao PTZ, bem como a capacidade do antagonista
MK-801 de reverter os efeitos provocados pela hipertermia na suscetibilidade a
crises convulsivas induzidas por PTZ. Além de serem verificadas as possiveis
diferengas na suscetibilidade a crises convulsivas em fungdo do género ou
peso.

No segundo capitulo, foi descrito o uso do bloqueio molecular transitério
através da técnica de morfolinos para bloquear a tradugdo dos transcritos
correspondentes aos receptores adenosinérgicos A; e Aa no inicio da
embriogénese. Os animais que sofreram o bloqueio transitério foram avaliados
quanto a taxa de sobrevivéncia e morfologia até os 7 dias pés-fertilizagao (dpf)
e atividade locomotora e suscetibilidade a crises convulsivas provocadas por
PTZ aos 7 dpf e na fase adulta.

No terceiro capitulo, foi descrito o uso da técnica de morfolinos para
bloquear a traducdo dos transcritos correspondentes a enzima ecto-5'-
nucleotidase (e5'nt) e transportadores concentrativos de nucleosideo tipo 2
(CNT2) no inicio da embriogénese. Os animais que sofreram o bloqueio
transitério foram avaliados quanto a taxa de sobrevivéncia e morfologia aos 7
dpf e atividade locomotora e suscetibilidade a crises convulsivas provocadas
por PTZ aos 7dpf e na fase adulta.

No quarto capitulo, foi abordado o efeito da microinjecdo de 8-
Ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX), antagonista do receptor Ay; ZM241385
antagonista do receptor Aya; cafeina, antagonista nao-seletivo dos receptores
de adenosina; dipiridamol, bloqueador do transportador equilibrativo de
nucleosideo (ENT) e Adenosina 5'-(a,B-metileno)difosfato (AMPCP), inibidor da
enzima ecto-5’-nucleotidase, nos ovos do peixe-zebra (1 hora pos-fertilizagao).
Os animais expostos a estes farmacos foram avaliados quanto a taxa de



sobrevivéncia, morfologia, atividade locomotora aos 7 dpf e suscetibilidade a
crises convulsivas provocadas por PTZ aos 7dpf e na fase adulta.

Nossos resultados apontam que a hipertermia aumenta a suscetibilidade
do peixe-zebra a crises convulsivas provocadas por PTZ e que esse efeito é
prevenido pela administragcdo de MK-801. Além disso, nao houve diferenga na
suscetibilidade do PTZ dependente de género ou massa corporal.

Nossos resultados indicam que perturbacbes na sinalizagao
adenosinérgica através de bloqueio via morfolinos ou nas doses mais altas dos
farmacos acima citados, provocaram diminuicdo na taxa de sobrevivéncia e
altas taxas de alteragdes morfolégicas. Nenhuma das abordagens provocou
alteracbes na atividade locomotora na fase inicial do desenvolvimento,
enquanto que na fase adulta foram verificadas alteracdes pontuais. Aos 7dpf
nenhum dos alvos bloqueados por morfolinos provocou alteragdo na
suscetibilidade a crises convulsivas provocadas por PTZ, enquanto que entre
os alvos bloqueados por farmacos houve alteracao principalmente em animais
microinjetados com DPCPX, Cafeina e Dipiridamol. Ja na fase adulta todos os
alvos bloqueados por morfolinos desencadearam em maior suscetibilidade a
crises convulsivas enquanto os bloqueados por farmacos exibiram alteragcbes
em doses e estagio de convulsao especificos.

Esses resultados corroboram com uma série de estudos que reportam a
importancia da sinalizagdo adenosinérgica na fase inicial do desenvolvimento,
bem como os efeitos deletérios provenientes de perturbagdes tanto exdgenas
quanto enddgenas nessa via de sinalizagao.

Palavras — Chave: Adenosina, Crise convulsiva, Desenvolvimento e
Hipertermia



Abstract

Epilepsy is the most serious neurological condition in the world. It is
characterized by recurrent seizures from synchronous neuronal discharges.
Disturbances in neuronal signaling in the early stages of development may lead
to increased susceptibility to seizures in adulthood, as well as seizures in the
early stages of development may lead to alterations in neurotransmission
systems.

Adenosinergic signaling is known to act as an endogenous
anticonvulsant through its neuromodulatory function. Disturbances in
adenosinergic signaling in early stages of development lead to changes in the
susceptibility to seizures conditionally at the stage of development in which the
disturbance occurs, and time of exposure to the disturbing agent.

In the four chapters of this thesis, it was discussed about factors that
influence the susceptibility to pentylenetetrazole (PTZ)-induced seizure under
different aspects using zebrafish. In the first chapter, it was analyzed the
influence of temperature on zebrafish sensitivity to PTZ as well as the ability of
the MK-801 antagonist to reverse the effects of hyperthermia on susceptibility to
PTZ-induced seizures. In addition, it was verifyed possible differences in the
susceptibility to seizures according to gender or weight.

In the second chapter, it was used transient molecular blockade through
the morpholine technique to block the translation of the transcripts
corresponding to the adenosinergic A; and Aza receptors at the beginning of
embryogenesis. The animals that underwent transient blockade were evaluated
for survival rate and morphology, at 7 days post-fertilization (dpf) and locomotor
activity and susceptibility to seizures caused by PTZ at 7 dpf and in adulthood.

In the third chapter, it was used the morpholine technique to block the
translation of the transcripts corresponding to the enzyme ecto-5'-nucleotidase
and concentrative nucleoside transporters type 2 (CNT2) at the beginning of
embryogenesis. The animals that underwent transient blockade were evaluated
for survival rate and morphology at 7 days post-fertilization (dpf) and locomotor
activity and susceptibility to seizures caused by PTZ at 7 dpf and in adulthood.

In the fourth chapter, it was performed microinjection of the 8-
Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine  (DPCPX), antagonist of A; receptor;
ZM241385, A,a antagonist; caffeine, non-selective adenosine receptor
antagonist; dipyridamole, equilibrative nucleoside transporter blocker (ENT) and
Adenosine 5 '- (a, B-methylene) diphosphate (AMPCP), ecto-5'-nucleotidase
enzyme inhibitor, in zebrafish eggs (1 hour post -fertilization). The animals
exposed to these drugs were evaluated for survival rate, morphology and
locomotor activity at 7 dpf and susceptibility to seizures caused by PTZ at 7 dpf
and in adulthood.

These results indicated that hyperthermia increases the susceptibility of
zebrafish to PTZ-induced seizures and that this effect is prevented by the



administration of MK-801. In addition, there was no difference in susceptibility to
PTZ dependent on gender or body mass.

These results indicated that disturbances in adenosinergic signaling
through blockade via morpholine or in the higher doses of the drugs mentioned
above, caused a decrease in the survival rate and high rates of morphological
changes. None of the approaches caused alterations in the locomotor activity in
the initial phase of development, whereas in the adult phase, there were
occasional changes. At 7dpf, none of the targets blocked by morpholine caused
alterations in the susceptibility to seizures caused by PTZ, whereas among the
targets blocked by drugs there was alteration mainly in animals microinjected
with DPCPX, Caffeine and Dipyridamole. However, in the adult phase all the
targets blocked by morpholine triggered in greater susceptibility to seizures,
while those blocked by drugs showed changes in specific doses and seizure
stage.

These results corroborate a series of studies that report the importance
of adenosinergic signaling in the early stages of development as well as the
deleterious effects of both exogenous and endogenous perturbations in this
signaling pathway.

Key-words: Adenosine; Development; Hyperthermia; Seizure.
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1 Introducéao

1.1 Crise Convulsiva
Crises convulsivas sado manifestacbes anormais transitérias da
sinalizagdo neurologica causada por despolarizagdo sincrénica, ritmica ou
excessiva da rede neuronal (BROMFIELD; CAVAZOS; SIRVEN, 2006; FISHER et al.,

2014).

De forma geral, as crises convulsivas podem ser classificadas de acordo com
sua abrangéncia no sistema nervoso central: 1) Focal (parcial) com prevaléncia em
uma area de ativagao delimitada a uma pequena porcéo, geralmente localizada no
cortex de um dos hemisférios cerebrais, o que implica em sintomas relacionados a
processos efetuados por essa regidao; 2) Generalizada atinge simultaneamente
varias regides do cérebro nos dois hemisférios cerebrais, caracterizando-se por
uma hiperexcitabilidade que abrange todo o cérebro; 3) Nao-classificada ou
desconhecida, destina-se aos casos em que as outras manifestacbes sao
conhecidas, porém o momento inicial da crise € desconhecido (FALCO-WALTER;
SCHEFFER; FISHER, 2017; SHORVON, 2011). (Figura 1).

Durante a comunicagao sinaptica, o balanco entre os sistemas inibitoérios e
excitatérios garantem ao sistema uma resposta apropriada aos estimulos, sem que
haja uma exacerbagéo na sinalizagéo. Desequilibrios nas atividades dos sistemas
de neurotransmissdo sao observados durante as crises convulsivas, levando a
alteragdes no fluxo dos ions de sédio, potassio, cloro e calcio (SOMJEN, 2002). Os
neurotransmissores glutamato e acido gama aminobutirico (GABA) séao

respectivamente 0s neurotransmissores excitatérios e inibitérios de maior
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abundancia no sistema nervoso, sendo assim 0s maiores responsaveis na
manutencdo do balango entre excitacao e inibicao através do influxo e efluxo de
ions (Na*, K*, Ca®* ou CI) através de seus receptores ionotrépicos (RAIMONDO et
al., 2015). A magnitude dos efeitos de crises convulsivas esta diretamente
relacionada a plasticidade do sistema nervoso central e a capacidade dos sistemas
de neuromodulagdo em controlar a sinalizagdo exacerbada (BATEUP et al., 2013;
ILIE; RAIMONDO; AKERMAN, 2012a; TCHEKALAROVA; KUBOVA; MARES,

2007, 2010).

FIGURA 1 - CLASSIFICACAO DOS TIPOS DE CRISES CONVULSIVAS. MODIFICADO DE
FALCO-WALTER ET AL. (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2017). ILAE-
INTERNATIONAL LEAGUE AGAINST EPILEPSY

1.1.1 Epilepsia

Epilepsia € o nome dado para uma doenga neural caracterizada
predominantemente por crises convulsivas recorrentes e imprevisiveis, capazes de

interromper o funcionamento normal do cérebro (FISHER et al., 2005, 2014).

14



Segundo Falco-Walter e colaboradores, a epilepsia existe quando ha uma crise
epilética e o cérebro demonstra uma patologica e duradora tendéncia a ter crises

convulsivas recorrente (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2017).

A epilepsia esta entre as condi¢gdes neuroldgicas grave mais comum no mundo,
e uma importante causa de mortalidade e incapacidade nos paises em
desenvolvimento (BURNEO; TELLEZ-ZENTENO; WIEBE, 2005). A epilepsia afeta
cerca de 50 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo que 80% desses vivem
em paises em desenvolvimento. Embora em alguns casos o uso de farmacos
antiepiléticos nao se mostre efetivo contra as crises epiléticas, cerca de 70% dos
pacientes que recebem tratamento, apresentam remissdo em longo prazo ou
auséncia de convulsdes dentro do prazo de 5 anos apods o diagnéstico (MEYER et
al., 2010). Apesar do tratamento para epilepsia ndo apresentar um alto custo e seu
diagndstico ndo demandar tecnologias avangadas, a maioria dos individuos com
epilepsia, nos paises pobres, ndo recebe o tratamento adequado (BURNEO;
TELLEZ-ZENTENO; WIEBE, 2005; CHISHOLM, 2005; MEYER et al., 2010).

Assim como as crises convulsivas, as epilepsias podem ser classificadas como:
1) parcial (focal); 2) generalizada; 3) uma combinacao de parcial e generalizada; e
4) desconhecida. As epilepsias ainda podem ser classificadas de acordo com sua
etiologia: 1) Estrutural, causada por uma anormalidade estrutural do cérebro
decorrentes de cistos, tumores, entre outros (ETTINGER, 1994); 2) Genética,
variagdes geneticas ou um conjunto de polimorfismos geralmente relacionados a
genes codificantes de proteinas fundamentais no processo de neurogénese e
formacdo de rede neural (SANCHEZ-CARPINTERO ABAD; SANMARTI
VILAPLANA; SERRATOSA FERNANDEZ, 2007); 3) Metabdlica, causada por

doencgas metabdlicas (O'BRIEN, 1998); 4) Imune, mediada por agdo de anticorpos
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(DEVINSKY; SCHEIN; NAJJAR, 2013); 5) Infecciosa, causada por doengas
infecciosas crénicas como HIV e toxoplasmose (VEZZANI et al., 2016); e 6) Nao-
conhecida, pacientes com etiologia n&o muito clara (FALCO-WALTER;

SCHEFFER; FISHER, 2017).

1.1.2 Crises convulsivas no desenvolvimento do Sistema Nervoso
Central

Durante a fase inicial de desenvolvimento do cérebro pode-se destacar
processos como proliferagdo, migragdo, organizagdo morfofuncional e
sinaptogénese (URBAN; GUILLEMOT, 2014). O glutamato, assim como o GABA,
desempenha um papel fundamental, agindo como um fator paracrino, sendo
liberado no meio extracelular de forma ndo convencional, ou seja, ndo envolvendo
uma comunicagao sinaptica, e se difundindo de forma a atuar na maturacido e
migracao neuronal (MANENT et al., 2005). O equilibrio entre esses sistemas de
neurotransmissdo € fundamental nesses processos, e pode sofrer grande
influéncia das atividades moduladoras exercidas por receptores adenosinérgicos
(ZIMMERMANN, 2006). Durante a fase inicial de desenvolvimento, o sistema
nervoso esta passando por um periodo critico de maturagao e organizagao da rede
neural que, ao ser perturbado, pode acarretar em danos que podem ser
permanentes, tais como, atrofia hipocampal retardada e edema hipocampal, além
da alteracdo na motilidade dos dendritos (SHI et al., 2007; VANLANDINGHAM et
al., 1998).

Disturbios na sinalizacdo neuronal em cérebros imaturos, ocasionados por

episodios de convulsdo, também podem acarretar em uma maior tendéncia para



desenvolvimento de um quadro epiléptico na fase adulta (DULAC et al., 2007; KOH
et al., 1999). Além da suscetibilidade a agentes convulsivos, modelos que sofreram
crises convulsivas na fase inicial do desenvolvimento, apresentam algumas
disfungdes comportamentais, como prejuizo na cogni¢cdo, memodria € um grau
maior de ansiedade (HOLMES, 2009; HOLMES et al., 1998; HUANG et al., 2002;
SAYIN; SUTULA; STAFSTROM, 2004; SHI et al., 2007).

Existe uma série de diferencas na ocorréncia de episddios epilépticos
convulsivos em cérebros imaturos e cérebros adultos, como a etiologia, a
suscetibilidade e as consequéncias. Estudos anteriores reportam a existéncia de
uma idade-dependéncia quanto a ocorréncia das crises convulsivas, onde nos
primeiros estagios do desenvolvimento ha uma maior suscetibilidade que diminui
ao longo do desenvolvimento (DULAC et al.,, 2007). Tanto as causas das
convulsdes quanto as regides cerebrais atingidas também diferem entre cérebros
imaturos e adultos, podendo ser resultado das mudancgas na plasticidade cerebral
e ontogenia dos sistemas de neurotransmissao (WEISSINGER et al., 2005). Em
modelos animais que mimetizam essa patologia foi observado que diferente do
padrdao apresentado em animais adultos, animais mais jovens nao apresentam
reducdo na proliferacdo neural, dando indicativos que animais com a rede neural
ainda imatura apresentam maior resisténcia aos danos provocados pela crise
convulsiva (HAAS et al., 2001; NITECKA et al., 1984; SADGROVE; CHAD; GRAY,

2005; TANDON et al., 1999).
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1.2 Adenosina e crises convulsivas
1.2.1 Adenosina

A adenosina € um nucleosideo enddégeno do grupo das purinas, € constituida
de uma adenina e uma ribose (SMOLENSKI et al., 1998). Presente tanto intra
quanto extracelularmente em uma variedade de tipos celulares, a adenosina pode
desempenhar importante papel como sinalizador metabdlico e modulador

neuroquimico (CUNHA, 2001; FENSTER et al., 1998).

A sinalizagdo realizada pela adenosina da-se através de sua ligacdo aos
receptores purinérgicos do tipo P1 (A1, Az, A € Az (RIBEIRO; SEBASTIAO,
2010). Os receptores de adenosina sao proteinas transmembrana ligadas a
proteinas Gi (inibitérias) ou proteinas Gs (facilitatérias) (CUNHA, 2001;

FREDHOLM et al., 2005).

Dentre os quatro subtipos de receptores purinérgicos P1, os receptores A e A3
sédo de carater inibidor e os receptores Aza e Agg facilitador (FREDHOLM et al.,
2005). Os receptores A¢ e Az, além de apresentarem maior distribuigdo no corpo,
apresentam alta afinidade pelo ligante, enquanto os receptores Azg € A3 sdo de
menor afinidade (SEBASTIAO; RIBEIRO, 2000). A determinacdo de prevaléncia de
acgao inibitoria ou facilitatéria da adenosina é dependente de sua concentracéo no
meio extracelular. Receptores A; s&o predominantemente ativados em
concentracbes basais de adenosina enquanto que a facilitacdo exercida pelos
receptores Aa prevalece em concentracbes mais elevadas de adenosina, uma
consequéncia dos valores distantes de afinidade pela adenosina para cada

receptor, 70 nM e 150 nM, respectivamente (CORREIA-DE-SA; TIMOTEO;
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RIBEIRO, 1996; DUNWIDDIE; MASINO, 2001). A disponibilidade de adenosina
extracelular pode ser mediada pela cascata da hidrélise do ATP, ADP e AMP até
adenosina realizada por acdo das enzimas da familia das ecto-nucleosideo
trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDases 1, 2, 3 e 8) que se encontram ancoradas
na membrana celular, possuindo seu sitio ativo voltado para o meio extracelular,
ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), fosfatase alcalina, e como
ultimo passo a Ecto-5-nucleotidase responsavel pela desfosforilagdo do
nucleotideo monofosfatado, AMP, gerando fosfato livre e adenosina (ROBSON,;
SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006; ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012).
Os transportadores de nucleosideos equilibrativos (ENT) transportam a adenosina
de forma bidirecional e independente de concentragdo, podendo tanto liberar
quanto recaptar a adenosina (DUNWIDDIE; DIAO, 2000; PINTO-DUARTE et al.,
2005; YOUNG et al.,, 2008). Além de transportadores concentrativos (CNT2)
responsaveis pela recaptacdo de adenosina para o meio intracelular (GRAY;
OWEN; GIACOMINI, 2004). A recaptagao da adenosina para o meio interno pode
ser influenciada por agdo da adenosina quinase (ADK) que fosforila a adenosina a
AMP (ETHERINGTON et al.,, 2009; PARK; GUPTA, 2008) ou por acédo da
adenosina deaminase (ADA) convertendo adenosina em inosina, diminuindo assim
a concentragao intracelular de adenosina, o que provoca a recaptacdo para o
restabelecimento do equilibrio das concentracbes intra e extracelulares
(ANTONIOLI et al.,, 2012). Além da recaptacdo da adenosina, esta pode ser
hidrolisada por agdo de uma ecto-adenosina deaminase (Ecto-ADA), a qual
converte extracelularmente a adenosina a inosina (GRACIA et al., 2011). (Figura

2).
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Alguns estudos reportam ainda que o receptor a ser ativado pela adenosina
pode sofrer influéncia do mecanismo provedor de adenosina no meio extracelular
(MELANI et al., 2012). Sendo que, sob condigdes basais, inibidores da enzima
ecto-5'-nucleotidase acarretam em aumento dos niveis de ATP, sem diminuir a
concentragcdo de adenosina no meio extracelular, a qual é mantida via
transportadores bidirecionais ENTs, além de ativar preponderantemente receptores
A1 (MELANI et al., 2012; WALL; DALE, 2008). Sob condi¢cdes de hipoxia ou de
isquemia as concentracbes extracelulares de adenosina exibem um aumento
significativo, tendo como sua principal fonte a cascata de hidrolise de ATP,
realizada pelas enzimas E-NTPDases, das quais a enzima ecto-5’-nucleotidase ¢ a
considerada a enzima marca-passo da formagao de adenosina (HART et al., 2008;
PEDATA et al.,, 2001; ZIMMERMANN, 2001, 2006). Altas concentracbes de
adenosina no meio extracelular geram significativo aumento da ativacédo dos
receptores Aza € que em alguns tecidos como estriado e valvulas adrticas esta
maior ativacdo esta vinculada com a relacdo de proximidade entre a ecto-5'-
nucleotidase e o receptor Ap (AUGUSTO et al.,, 2013; MAHMUT et al., 2015;

PEDATA et al., 2001).

Uma das principais fungdes celulares desempenhadas pela adenosina é a de
mensageiro intracelular de desbalango energético, tendo assim um importante
papel homeostatico (CUNHA, 2001; YAO et al.,, 2010). A adenosina tem sua
formacao determinada pelo balango entre as reagdes que formam e utilizam ATP,
principal moeda energética do metabolismo, sendo assim, a concentragcao
intracelular de adenosina €& consequéncia do estado metabdlico (LOMAX;

HENDERSON, 1973).
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No sistema nervoso, a adenosina atua como um neuromodulador capaz de
influenciar diretamente na sinalizagdo exercida por alguns neurotransmissores
como dopamina, serotonina, acetilcolina e glutamato, e na diminuicdo da atividade
neural via hiperpolarizagao pds-sinaptica (DUNWIDDIE; MASINO, 2001). A inibicdo
da excitabilidade neuronal e transmissédo sinaptica, exercida via receptores Aj,
pode ser realizada na regido pré-sinaptica, inibindo a entrada de calcio, evitando
assim a liberagdo de neurotransmissores para a fenda (SEBASTIAO; RIBEIRO,
2000). Outra forma de inibicdo da excitabilidade € via terminais pds-sinapticos,
abrindo os canais de potassio, levando assim a uma hiperpolarizagao
(SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009a, 2009b). Por estarem presentes em uma maior
quantidade de estruturas neurais, as agdes inibitorias da ativacao de receptores A4
parecem ser preponderantes (DIXON et al., 1996). No entanto, a ativagdo de
receptores Apa exerce grande influéncia na neuromodulagéo, através da ativagao
da Adenilato ciclase, aumento do influxo de calcio e ativagao paralela da Proteina
quinase C (DIXON et al., 1996). De fato, na regidao cerebral estriatopalidal, a
abundancia dos receptores Aja, em neurbnios gabaérgicos, promove
preponderancia da acdo da adenosina neste subtipo de receptor (SEBASTIAO;
RIBEIRO, 1996). Quando ambos receptores estdo presentes na mesma
terminacdo sinaptica pode ocorrer formagao de heterbmeros, em tal situacdo o
receptor Aza pode agir como um modulador dos receptores A4, e assim, diminuir a
afinidade do receptor A4 pelo ligante (CIRUELA et al., 2006; FERRE et al., 2008).
Tais interagdes estruturais para o controle da neurotransmissao néo estao restritas
aos receptores de mesmo ligante. A formagdo de heterdmeros envolvendo

receptores P1 inclui os heterdbmeros Axa/D, e Axpa/mGlus 0s quais tem a afinidade
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por seus ligantes modificada devido a ativacéo dos receptores A,a (FERRE et al.,

2007a, 2007b).

FIGURA 2 - MECANISMOS ENVOLVIDOS NA CONCENTRAGAO EXTRACELULAR DE
ADENOSINA. MODIFICADO DE TiLLEY E BOUCHER (TILLEY; BOUCHER, 2005).

1.2.2 Adenosina e sua influéncia no desenvolvimento

A fase inicial do desenvolvimento embrionario € uma delicada e suscetivel
janela temporal a qual intervengdes causadas por agentes exdgenos ou
endégenos podem acarretar em alteragbes que podem ser de natureza

morfoldgica, cognitiva ou fisiolégica (LANE; GARDNER, 2005; SHIOTA, 2009).
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Estas alteragbes, em sua maioria de carater considerado negativo, podem ser de
pequena escala, sendo quase que indetectaveis ou de grande escala, podendo
perdurar até a fase adulta ou acarretar em interrupcdo do desenvolvimento do
embrido (GLOVER; AHMED-SALIM; CAPRON, 2016; PERERA; HERBSTMAN,
2011). Eventos celulares que sao altamente relacionadas com o desenvolvimento
normal do embrido, tais como sintese proteica, diferenciacédo celular, metabolismo
e dinamica do citoesqueleto, sofrem grande influéncia da regulagdo homeostatica,
regulagcdo essa em grande parte controlada pela acdo da adenosina (LANE;
GARDNER, 2000, 2005; RIVKEES; WENDLER, 2017; RIVKEES et al., 2001). As
perturbagdes capazes de alterar a sinalizagdo adenosinérgica durante a fase
embrionaria podem ser tanto de natureza enddgena quanto exdégena, tais como
estresse, consumo de alcool ou altas doses de cafeina (LUTTE et al.,, 2015;

RIVKEES et al., 2001; SILVA et al., 2013; ZHAO; RIVKEES, 2001)

1.2.3 Sinalizacdo adenosinérgica na crise convulsiva

Os efeitos anticonvulsivantes mediados por receptores adenosinérgicos
foram observados quando o uso de agonistas ou antagonistas adenosinérgicos
diminuiram ou retardaram os efeitos produzidos por farmacos pré-convulsivantes
(GEORGIEV; JOHANSSON; FREDHOLM, 1993; GUILLET; DUNHAM, 1995). Além
disto, foi visto que a administragdo de adenosina exdégena diminuiu a extensao das
descargas neuronais poés-crises, por atenuar a despolarizagdo de membrana
provocada por receptores GABAa (ILIE; RAIMONDO; AKERMAN, 2012b). A
ativagdo dos receptores Aza, pelo agonista 5'-(N-ciclopropil)-carboxamido-

adenosina (CPCA), suprime os efeitos convulsivos em ratos propensos a crises
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epiléticas por modificagdo genética (HUBER et al., 2002). A exposicdo a
antagonistas purinérgicos, como a cafeina, durante a fase inicial de
desenvolvimento, parece ter uma variada gama de fatores que podem influenciar
em seus efeitos tardios, além de provocar diferentes graus de sensibilidade de
acordo com o pro-convulsivante utilizado na fase adulta (GUILLET; DUNHAM,
1995). Outros fatores como a fase de desenvolvimento e o tempo de exposigao a
antagonistas adenosinérgicos podem determinar o tipo de resposta obtida na fase
adulta, podendo aumentar a sensibilidade a convulsivantes ou aumentar o limiar de
tolerancia a estes (GEORGIEV; JOHANSSON; FREDHOLM, 1993; GUILLET,

1995; SZOT; SANDERS; MURRAY, 1987)

A reducao na concentragao de adenosina na fenda sinaptica através do uso
de um inibidor da enzima ecto-5’-nucleotidase promove um efeito pré-convulsivante
(ZHANG; FRANKLIN; MURRAY, 1993). Ainda assim, apds a inducdo de crises
convulsivas por terapia eletroconvulsiva ou utilizando pentilenotetrazol (PTZ), nao
foi observada nenhuma mudanca na atividade de hidrélise de AMP (SIEBEL et al.,
2011; ZHANG; FRANKLIN; MURRAY, 1993). No entanto, em avaliagdes de
sinaptossomas de hipocampo e cértex de ratos que sofreram indugdo de crises
convulsivas por exposi¢cdo a pilocarpina ou acido cainico foi observado um
aumento na atividade da enzima ecto-5-nucleotidase (BONAN et al., 2000; DE

PAULA COGNATO et al., 2005)

Os niveis de adenosina na fenda sinaptica podem variar conforme a regidao do
cérebro e o estado metabdlico (AUGUSTO et al, 2013). Sob condi¢des
fisiolégicas, a adenosina disponivel na fenda pode ter origem via transportadores

equilibrativos, através da cascata de hidrélise de ATP e mais recentemente tem
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sido sugerido que a adenosina pode ser liberada de forma vesicular (CORTI et al.,
2013; MELANI et al., 2012), enquanto que, durante situacdes de estresse
fisiologico, como isquemia e crises convulsivas epiléticas, a adenosina liberada na
fenda €& preponderantemente fruto da hidrdlise do ATP por ectoenzimas

(AUGUSTO et al., 2013; MELANI et al., 2012).

Em crises convulsivas provocadas por hipertermia foi observada uma variagéao
na quantidade de receptores de adenosina (LEON-NAVARRO; ALBASANZ;
MARTIN, 2015). Entretanto, em modelos de crise convulsivas utilizando acido
cainico foi observada uma diminuigao dos receptores A na regido CA1 e CA3 do
hipocampo de ratos e nenhuma diferengca significativa em outras areas
(EKONOMOU et al., 2000). J& em modelos de crises convulsivas, utilizando
pentilenotetrazol, a densidade de receptores A; teve um aumento na regiao
hipocampal e wuma diminuicdo na regido do estriado (ANGELATOU;
PAGONOPOULOU; KOSTOPOULOS, 1991). Além disto, a bicuculina, um
antagonista dos receptores GABA,, foi capaz de diminuir densidade dos receptores

de adenosina Aza em ratos (DORIAT et al., 1999).

1.3 Modelos de Crise convulsiva em peixe-zebra

A magnitude das crises convulsivas em animais modelos geralmente sao
medidas pela perda neuronal, eletroencefalogramas ou por escores
comportamentais, que se sucedem progressivamente conforme a intensidade da
crise (imobilidade, rigidez, movimentos circulares, clonus dos membros anteriores,
quedas e Tonico-clénico) (MCKHANN et al., 2003). Por um longo tempo, roedores

vem sendo usados para modelar a patologia da epilepsia, no entanto, em estudos
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recentes, o peixe-zebra, tanto na fase larval quanto na adulta, tem se mostrado

efetivo em virtude dos fendtipos comparaveis a mamiferos (Tabela 1) (ALFARO;

RIPOLL-GOMEZ; BURGOS, 2011; STEWART et al., 2012). O uso do peixe-zebra

como animal modelo de crise epilética convulsiva tem se mostrado uma promissora

ferramenta para o entendimento dos mecanismos bioquimicos, celulares e

moleculares envolvidos na génese dessa patologia.

TABELA 1 - EXEMPLOS DE FENOTIPOS REGISTRADOS EM MODELOS DE ROEDORES E PEIXE-ZEBRA
RELACIONADOS A EPILEPSIA EM HUMANOS. MODIFICADO DE STEWART ET AL. (STEWART ET AL.,

2012)
Quadro Clinico Modelos em Modelos em peixe-zebra
roedores
Sintomas Resposta Resposta neurofisiologica
L neurofisiologica aumentada em larvas e adultos
Neurofisiologicos
aumentada em ratos e
- Hiperatividade camundongos
Aumento da expressdo de c-fos
cerebral .
Aumento da em encéfalo de larvas e adultos
expressdo de c-fos em
cérebro de ratos e
camundongos
Sintomas Crise convulsiva em Hiperatividade/comportamento

Comportamentais

- Convulsoes/Crises

ratos e camundongos

convulsivo em larvas e adultos

Prejuizos

Comportamentais

Perda da postura em
camundongos e ratos

Epilepsia nao-
motora e crise de
auséncia em ratos e
camundongos

Imobilidade com perda de
postura corporal e insensibilidade
ao toque

O peixe-zebra exibe um repertorio de respostas a indutores de convulsdao que

podem facilmente ser comparados com as respostas observadas em roedores. O

antagonista GABAérgico, pentilenotetrazol, é o farmaco mais utilizado para indugao

de crises convulsivas em peixe-zebra, tendo sido caracterizado em uma série de
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trabalhos, onde foi possivel determinar diferentes graus de severidade das crises ao
longo do tempo de exposicdo (BARABAN et al., 2005; DA SILVA; BONAN; VIANNA,
2016; KUNDAP et al., 2017; MUSSULINI et al., 2013). Outros pré-convulsivantes
classicamente utilizados em mamiferos também se mostraram eficientes na indugao
de crises convulsivas em peixe-zebra. Animais expostos ao acido cainico, via inje¢cao
intraperitoneal, exibiram um repertério comportamental bem semelhante aos
observados com indugao via PTZ, com o grau de severidade e o tempo para alcangar
cada estagio convulsivo seguindo uma escala progressiva de acordo com a dose
aplicada (ALFARO; RIPOLL-GOMEZ; BURGOS, 2011; MENEZES; RICO; DA SILVA,
2014).

Larvas expostas ao acido domdico, um agonista do receptor cainico, durante a
primeira hora poés-fertilizagdo, exibiram maior suscetibilidade a crises convulsivas
provocadas por exposicdo ao PTZ aos 7 dias-pés-fertilizagdo (dpf) (TIEDEKEN;
RAMSDELL, 2007). Tém sido evidenciado a existéncia de um estagio especifico no
desenvolvimento em que larvas pré-expostas a doses sub-convulsivantes de acido
cainico exibiram maior resisténcia a doses convulsivantes de acido cainico na fase
adulta (MENEZES; RICO; DA SILVA, 2014).

A exposigdo do peixe-zebra a estimulos convulsivantes durante a fase inicial de
desenvolvimento tem exibido uma variada gama de respostas, que podem diferir em
virtude da fase do desenvolvimento escolhida, tamanho da janela de exposigéo,
agente convulsivante, entre outros fatores (BARABAN et al., 2005; HUNT et al.,
2012b; MENEZES; RICO; DA SILVA, 2014). Modelos de indugdo a convulsao por
hipertermia em larvas de peixe-zebra mimetizam o mais comum tipo de crise
convulsiva ocorrente em criangas e demonstram através de registros

eletroencefalograficos uma resposta idade-dependente (HUNT et al., 2012b).
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2 Objetivo

2.10bjetivo Geral

Avaliar os efeitos do bloqueio da sinalizagdo adenosinérgica na fase inicial de
desenvolvimento do peixe-zebra sobre o estagio convulsivo na fase larval e adulta e

avaliar se tais intervengdes alteram parametros morfolégicos e locomotores.
2.1.1 Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia do género e da massa corporal na suscetibilidade do peixe-

zebra a crises convulsivas mediada por pentilenotetrazol.

Avaliar a influéncia da temperatura na suscetibilidade do peixe-zebra a crises

convulsivas mediada por pentilenotetrazol.

Avaliar o efeito do pré-tratamento com antagonistas glutamatérgicos sobre a
suscetibilidade do peixe-zebra a crises convulsivas mediada por pentilenotetrazol em

temperatura elevada.

Avaliar os efeitos do bloqueio da tradugao de receptores adenosinérgicos A1 e Asa
da ecto-5'-nucleotidase e do transportador concentrativo de nucleosideo em embrides
de peixe-zebra sobre a taxa de sobrevivéncia, morfologia geral e locomogao na fase

larval e adulta.

Avaliar os efeitos do bloqueio da tradugao de receptores adenosinérgicos A4 e Aga,
da ecto-5'-nucleotidase e do transportador concentrativo de nucleosideo em embrides
de peixe-zebra sobre a convulsdo mediada por pentilenotetrazol na fase larval e

adulta.

Avaliar os efeitos do antagonismo de receptores adenosinérgicos A1 e Asa da
inibicdo da ecto-5’-nucleotidase e da inibicdo do transportador equilibrativo de
nucleosideo em embrides de peixe-zebra sobre a convulsdo mediada por

pentilenotetrazol na fase larval e adulta.



3 Resultados
3.1 Capitulo |

I Artigo Cientifico Original

The influence of temperature on adult zebrafish sensitivity to pentylenetetrazole.
Autores: Fabiano Peres Menezes, Rosane Souza Da Silva

Artigo publicado no periddico - Epilepsy Research 135 (2017) 14-18

doi.org/10.1016/j.eplepsyres.2017.05.009

Qualis CAPES: B2
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3.2 Capitulo I

I Artigo Cientifico Original

Transient Disruption of Adenosine Signaling During Embryogenesis Triggers a Pro-
epileptic Phenotype in Adult Zebrafish

Autores: Fabiano Peres Menezes, Felipe Machado Torresini, Laura Roesler Nery e
Rosane Souza da Silva

Artigo publicado no periédico - Molecular Neurobiology

https://doi.org/10.1007/s12035-017-0850-6
Qualis CAPES: A;

Area: CBI
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3.3 Capitulo Il
I Artigo Cientifico Original

Early and transitory block of concentrative nucleoside transporter type 2 and ecto-5’-
nucleotidase increases the susceptibility of adult zebrafish to seizure.

Autores: Fabiano Peres Menezes, Felipe Machado Torresini e Rosane Souza da Silva
A ser submetido ao periddico — Neuroscience

Qualis CAPES: B1
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3.4 Capitulo IV

I Artigo Cientifico Original

Pharmacological manipulation of extracellular adenosine metabolism during early
development affects seizure susceptibility in adult zebrafish

Autores: Fabiano Peres Menezes, Felipe Machado Torresini € Rosane Souza da Silva

A ser submetido ao periddico: Neurochemistry International

Qualis CAPES: B1
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4 Discussao e Conclusao

As crises convulsivas sao a manifestagao resultante de uma exacerbacido na
sinalizagdo neuronal, podendo ser resultado de um trauma, uma patologia, uma
intoxicagdo ou uma pré-disposicdo genética (FISHER et al.,, 2005). Durante a fase
infantil, a convulsdo febril & o disturbio convulsivo mais comum em todo o mundo
(WHO, 2017). Embora ndo sejam totalmente claro quais sdo os mecanismos pelos
quais a hipertermia é capaz de desencadear crises convulsivas, alguns trabalhos
reportam que a inibicdo de canais de calcio TRPV4 foi capaz de atenuar as crises
convulsivas provocadas por hipertermia, devido a inibicdo do influxo do calcio via
TRPV4 e pela influéncia que esse canal exerce sobre os receptores NMDA (HUNT et
al., 2012a; SHIBASAKI et al., 2007). Nos resultados exibidos no primeiro capitulo
desse documento foi possivel verificar que o género e uma pequena variagédo na
massa corporal ndo foram capazes de mudar comportamentalmente a sensibilidade
do peixe-zebra ao PTZ. Enquanto os testes para verificar a influéncia da temperatura
na resposta do peixe-zebra a exposi¢cao ao PTZ demonstram que, em uma faixa de
22°C até 30°C, houve um aumento crescente na sensibilidade do peixe-zebra ao PTZ,
mensurada a partir do tempo necessario para alcancgar os escores pré-estabelecidos
(MUSSULINI et al., 2013). Considerando que a temperatura ideal do ambiente de
criacdo do peixe-zebra fica em torno de 26-27°C, pode-se dizer que a hipertermia
causou um efeito pro-convulsivo (BARAM; GERTH; SCHULTZ, 1997;
WESTERFIELD, 2007). Estudos prévios em ratos e peixe-zebra demonstram que

canais de calcio participam ativamente nos processos desencadeadores de crises
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convulsivas provocadas por hipertermia (GHADIMKHANI et al., 2016; HUNT et al.,
2012a; SHIBASAKI et al., 2007)

O tratamento prévio com antagonistas glutamatérgicos corrobora com a ideia de
que canais de calcio tem grande influéncia nas crises convulsivas provocadas por
hipertermia, visto que enquanto o antagonista cainico (DNQX) n&o causou efeito na
maior sensibilidade ao PTZ provocada pelo aumento de temperatura, o antagonista
NMDA (MK-801) foi capaz de abolir totalmente esse efeito (HUNT et al., 20123;
MORIMOTO et al., 1995).

Esse trabalho além de apresentar resultados contundentes quanto a participacao
dos receptores NMDA no efeito potencializador da hipertermia sobre crises
convulsivas provocados via exposicdo ao PTZ serviu de suporte para que fosse
possivel realizar os testes de sensibilidade ao PTZ nos trabalhos seguintes sem que
fosse necessaria a separagdo dos animais por género. Uma vez que os resultados
apontaram para inexisténcia de diferenga entre os géneros e massa corporal para
suscebilidade a crises convulsivas provocadas pelo PTZ.

Nos trés ultimos capitulos apresentados aqui, nos quais foram mensuradas a
letalidade e a teratogenicidade da intervencdo na sinalizagdo adenosinérgica por
diferentes métodos, foi possivel evidenciar a participacdo dos receptores A e Aga,
além da enzima ecto-5’-nucleotidase e dos transportadores ENT e CNT2 referente a
esses parametros.

O bloqueio dos receptores A; em ambas as abordagens, molecular e
farmacoldgica, ndo causou diminuigdo na taxa de sobrevivéncia das larvas, tdo pouco
causou prejuizos morfoldgicos evidentes. Esses achados corroboram com trabalhos
anteriores que demonstram que sob condicdées normais, a auséncia do receptor A4

durante o desenvolvimento embrionario ndo causa alteragdes deletérias evidentes
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(BUSCARIOLLO et al., 2011; WENDLER et al., 2007). No entanto, em testes usando
agonistas do receptor A1 em ratos, foram observados efeitos deletérios ao embrido,
principalmente na formagédo da estrutura cardiaca (RITCHIE et al., 2016; ZHAO;
RIVKEES, 2001).

O bloqueio dos receptores A,a tanto via farmacos quanto molecular, através da
técnica de morfolino, exibiu resultados altamente prejudiciais ao desenvolvimento
embrionario. Embora uma série de estudos aponte a participagdo dos receptores
Aoa em processos fundamentais para o desenvolvimento embrionario como
proliferacdo e diferenciagdo, até o momento em nossas pesquisas foram
encontrados poucos relatos cientificos que suportem que a inibicdo ou bloqueio
génico especifico do receptor Aa tenha causado elevada taxa de mortalidade ou
ma-formagao (ESCUDERO et al., 2013; KAEBISCH et al., 2015; MOMOI et al.,
2008). Trabalhos que reportam inibicdo do receptor A,a na fase embrionaria
indicam efeitos prejudiciais na fungdo e formacao cardiovascular (MOMOI et al.,
2008). Entretanto, BOEHMLER et al (2009) demonstrou que no peixe-zebra o
receptor Aoa possui genes paralogos, o que poderia ser um fator determinante para
os resultados encontrados. Nos testes utilizando morfolinos, em que foi possivel
bloquear individualmente e de forma especifica cada um dos transcritos para o
receptor Aoa, 0s resultados apontam para papeis diferentes entre os receptores
Aoan € Aops, UMa vez que o bloqueio dos transcritos do gene Adora2aa nao exibiu
prejuizos ao desenvolvimento das larvas enquanto o bloqueio dos transcritos do
gene Adorazab foi extremamente danoso. O bloqueio de ambos Azaa € Agag pOr co-
injecao, resultou em efeitos semelhantes aos observados em Ayag individualmente.

Estes achados acerca dos efeitos dos receptores A; e Axp ha embriogénese se
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inter-relacionam quando observamos os efeitos provocados pela exposicdo de
embrides a cafeina, um antagonista ndo seletivo para os receptores de adenosina.

Nos resultados em embrides microinjetados com cafeina, antagonista ndo seletivo
dos receptores de adenosina, exibiram uma taxa de sobrevivéncia dose dependente,
além de significativa alteragdo morfologica nas larvas. O carater teratogénico exibido
pela cafeina tem sido encontrado em outros trabalhos usando diferentes modelos
animais, incluindo o peixe-zebra (LI et al., 2012; MA et al., 2014; SOUZA et al., 2016).
De forma linear, o conjunto de dados encontrados até aqui, além de relatos de
trabalhos anteriores, poderia levar a hipotese de que os efeitos teratogénicos
causados pela cafeina na fase embrionaria sdo causados via inibicado dos receptores
Aza. Contudo ndo podemos descartar uma série de fatores como compensagao por
upregulation (regulacédo ascendente) desses receptores (HUANG et al., 2005; LOPES;
CUNHA; RIBEIRO, 1999).

A ecto-5’-nucleotidase e transportadores concentrativos de nucleosideo tipo 2,
proteinas envolvidos no controle extracelular da adenosina, avaliados quanto a
influéncia no desenvolvimento embrionario, apresentaram um alto nivel de nocividade
em larvas que sofreram o bloqueio via morfolinos. No entanto esses efeitos nao foram
tdo acentuados, quando da utilizagao de farmacos inibidores da ecto-5’-nucleotidase,
e bloqueadores do transportador equilibrativo de nucleosideo. A enzima ecto-5’-
nucleotidase é relatada como sendo a principal fonte de adenosina para ativacdo dos
receptores Aza (AUGUSTO et al., 2013). Os resultados encontrados com a inibi¢ao da
enzima ecto-5-nucleotidase demonstram que a e5nt foi capaz de causar efeitos
proximos aos observados em larvas que sofreram bloqueio dos receptores Asa.

A inibicao especifica do transportador CNT2, o qual nesse trabalho foi realizada

apenas através do bloqueio via morfolinos provocou baixas taxas de sobrevivéncia e
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altos indice de ma-formacgao. O bloqueio do CNT2 impede a recaptacdo da adenosina
para o meio intracelular, aumentando assim as concentragdes de adenosina no meio
extracelular. No entanto, alguns eventos ndo podem ser descartados na explicagao
para os resultados encontrados, como por exemplo, uma compensacgao no transporte
via outros transportadores, CNT3 e ENTs, uma maior atividade da enzima ecto-
adenosine deaminase, ou ainda um aumento na ativagcao de receptores A devido ao
elevado nivel de adenosina extracelular (RITCHIE et al., 2016). Efeitos semelhantes
foram vistos em embrides microinjetados com a dose mais elevada de dipiridamol. O
bloqueio dos transportadores ENTs utilizando dipiridamol € capaz de aumentar
significativamente a concentragdo de adenosina extracelular (PARK; GIDDAY, 1990).
Reforgando a ideia de que um aumento exacerbado da adenosina extracelular na fase
embrionaria pode acarretar em efeito danoso para o desenvolvimento do embrido

(RIVKEES; WENDLER, 2011; TURNER et al., 2002).

As consequéncias para o sistema nervoso, a longo e curto prazo, provenientes de
perturbagdes na sinalizagdo adenosinergica durante as fases inicias do
desenvolvimento tem sido alvo de muitos estudos (RIVKEES; WENDLER, 2017;
TCHEKALAROVA; KUBOVA; MARES, 2014). Os testes de atividade locomotora
realizados em peixe-zebra tém como uma das finalidades avaliar um possivel estado
de ansiedade, levando em conta os resultados obtidos de parametros como,
velocidade de nado, tempo no fundo do aquario e mobilidade, que em conjunto
podem atestar o estado de ansiedade. Além disto, estes dados atestam a nao
manifestacdo de qualquer prejuizo na locomogao capaz de interferir na avaliagdo dos
estagios de crise convulsiva (BLASER; ROSEMBERG, 2012; KALUEFF et al., 2013).

Nos testes de atividade locomotora realizados em larvas, apenas nos animais em que
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foi efetuado o bloqueio por meio de co-injecdo de morfolinos para os transcritos dos
receptores Azaa € Agpg, Obteve-se uma mobilidade reduzida em relagdo aos animais
utilizados como controle. Embora, os animais que apresentaram qualquer tipo visivel
de limitacao fisica tenham sido descartados para os testes motores, ndo pode ser
descartado algum prejuizo muscular sutil como explicagdo para esse resultado. Entre
0s animais adultos, foram realizados testes locomotores apenas em animais com
bloqueio via morfolinos, dentre os quais os A{MO apresentaram mobilidade reduzida
e maior tempo no fundo do aquario, e os A,aaMO exibiram velocidade média elevada.
Em animais com bloqueio génico direcionado a ecto-5-nucleotidase, a velocidade
meédia e a mobilidade foram reduzidas e o tempo no fundo do aquario foi maior em
comparagao aos animais controle. Embora estes resultados reafirmem os efeitos em
longo prazo provocados pelas alteragdes na sinalizacdo adenosinérgica, nado é
possivel atribuir a esses resultados um comportamento de ansiedade.

O papel da adenosina como um anticonvulsivante endogeno tem sido
amplamente estudado nos ultimos anos devido a sua capacidade de interferir na
liberacdo e atividade pds-sinaptica de outros neurotransmissores (DUNWIDDIE;
MASINO, 2001; GOUDER; FRITSCHY; BOISON, 2003; ILIE; RAIMONDO;
AKERMAN, 2012b; SIEBEL et al., 2015). Os efeitos tardios de intervencbes da
sinalizacdo adenosinérgica durante a fase inicial de desenvolvimento também tém
sido alvo de muitos estudos (GEORGIEV; JOHANSSON; FREDHOLM, 1993;
GUILLET, 1995; TCHEKALAROVA; KUBOVA; MARES, 2007).

No presente estudo foi possivel observar que as intervengbes na sinalizacao
adenosinérgica na fase embrionaria resultaram em alteragdes no sistema nervoso
capazes de causar, no peixe-zebra, maior suscetibilidade a crises convulsivas

induzidas pela exposi¢ao ao PTZ, mesmo em um longo periodo apds a interrupgao da
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sinalizagdo. Nos testes de suscetibilidade ao PTZ aos 7dpf os animais microinjetados
com morfolinos ndo se mostraram mais sensiveis ao PTZ, enquanto que as larvas
expostas a farmacos apresentaram alteragcdes na suscetibilidade a crises convulsivas,
alcangando os estagios de convulsdo em menos tempo naqueles animais tratados
com antagonista A1 (DPCPX) e inibidor da ecto-5-nucleotidase. Além disso, larvas
tratadas com cafeina (0.5 mg/kg) e dipiridamol (0.05 mg/kg) apresentaram aumento
no tempo de laténcia para crise convulsiva e larvas tratadas com cafeina (1 mg/kg) e
dipiridamol (2.5 mg/kg), apresentaram maior sensibilidade, observada pela diminuigéo
do tempo de laténcia para alcangar os estagios de convulsao.

Em animais adultos expostos ao PTZ foi possivel observar que o bloqueio dos
transcritos dos receptores A; e Aoa, € da e5’nt e CNT2 provocou um contundente
aumento na suscetibilidade a crises convulsivas. Em animais adultos microinjetados
na fase embrionaria com farmacos de acao nos receptores A; e Aga, Na enzima e5’nt
e do transportador ENT1, os efeitos ndo foram tdo proeminentes. As alteragcdes mais
contundentes foram observadas principalmente em animais expostos ao ZM241385 e
ao dipiridamol, onde houve claramente uma diminuicdo no tempo de laténcia para
alcangar os estagios de convulsao.

A capacidade da adenosina de interferir na liberagcdo e sinalizacdo de outros
sistemas de neurotransmissdo como gabaérgico, glutamatérgico e dopaminérgico faz
com que perturbacbes em suas concentragdbes possam causar alteracoes
significativas na sinalizagdo exercida por esses neurotransmissores, principalmente
na fase inicial do desenvolvimento (ACQUAS; TANDA; DI CHIARA, 2002; DELIC,;
ZIMMERMANN, 2010; FERREIRA et al., 2014; FREDHOLM; SVENNINGSSON, 2003;
POPOLI et al., 2003). A sinalizagao exercida pelo GABA e glutamato durante a fase

inicial de desenvolvimento esta diretamente relacionada a processos de extrema
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importancia para formagdo da rede neural, tais como migragcdo e proliferacdo
(MANENT et al., 2005; MANENT; REPRESA, 2007; SILVA et al., 2013).

Alguns estudos relacionam crises convulsivas na fase inicial do desenvolvimento
e suscetibilidade a crises convulsivas a alteragbes nas sinalizagdes glutamatergica,
adenosinérgica e gabaérgicas (HORTOPAN; DINDAY; BARABAN, 2010; LEON-
NAVARRO; ALBASANZ; MARTIN, 2015; ZHANG et al., 2004).

O conjunto de dados apresentados ao longo desse documento demostram que
houve algumas discrepancias nos efeitos entre as duas abordagens escolhidas para o
bloqueio dos mecanismos envolvidos na sinalizagdo adenosinérgica. A diferencga
encontrada entre as duas abordagens pode estar relacionada a diferengca de
especificidade e afinidade aos alvos selecionados em peixe-zebra e ao tempo que
cada tratamento permanece ativo no embrido. Alguns estudos demonstram que a
acao de morfolinos no bloqueio da traducdo de proteinas ja pode ser observada no
periodo entre 24-48h apds a aplicagao, atingindo seu apice no terceiro dia. A partir do
dia 5, embora o bloqueio ainda ocorra, a eficacia do morfolino comega a diminuir, com
a normalizagdo ocorrendo cerca de 6 dias apos a aplicagdo (BILL et al., 2009;
NASEVICIUS; EKKER, 2000). Enquanto os farmacos possuem meia-vida de horas,
que pode variar em fungdo do metabolismo (Tabela 2). Essa diferenga entre as duas
abordagens é extremamente significativa, em virtude da velocidade que o peixe-zebra
se desenvolve durante a embriogénese, alcangando o estagio de segmentagao entre

10 e 24 horas apos a fecundacgao (KIMMEL et al., 1995; WESTERFIELD, 2007).
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TABELA 2 - MEIA-VIDA DOS FARMACOS MICROINJETADOS

Farmaco Meia-vida Referéncia
Dipiridamol 12h (MAHONY; COX; BJORNSSON, 1983)
(humanos)
5h
AMPF?P (BHATTARAI et al., 2015)
(AOPCP) (Ratos)
2.36h
DPCPX (LU et al., 2014)
(Humanos)
5.7h
Cafeina (STATLAND; DEMAS, 1980)
(Humanos)
4h
Zm241385 (POUCHER et al., 1996)

(Cachorro e Gato)

Mesmo apresentando algumas diferengas, ha concordancia entre os resultados
encontrados em ambas as abordagens, ou seja, disturbios na sinalizagao
adenosinérgica durante a fase inicial do desenvolvimento resultam em consequéncias
danosas a longo prazo. As alteragdes provocadas pela alteracdo na sinalizagao
normal exercida pela adenosina durante essa fase, tem efeitos duradouros suficiente
para de influenciar no comportamento de animais adultos, além de modificar a
sensibilidade ao pentilenotetrazol, farmaco utilizado para inducdo de crises
convulsivas.

Tais dados poderao contribuir para o embasamento a cerca da suscetibilidade do

cérebro imaturo a intervengdes no tdbnus adenosinérgico, as quais podem ocorrer em
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situagdes corriqueiras, tais como a exposi¢cao a cafeina ou situagdes emergenciais,
tais como uma hipoxia neonatal.

Uma série de estudos tem demonstrado uma crescente conscientizagcédo de que a
cafeina pode ser um fator de risco para o desenvolvimento anormal do cérebro, em
grande parte por sua agdo nos receptores adenosinérgicos (DOYLE et al., 2010;
SILVA et al.,, 2013). O aumento da suscetibilidade a crises convulsivas em peixe-
zebra adultos, em virtude da perturbagdo na via adenosinérgica, suporta diretamente
a importdncia de ndo interferir na sinalizagdo adenosinérgica durante
desenvolvimento cerebral, mesmo que ndo seja observada nenhuma anormalidade
fenotipica evidente. Este trabalho traz a tona a importancia de uma reavaliacdo das
consequéncias, do consumo de produtos, por gestantes, como a cafeina, bem como
exacerbado estresse fisioldgico, que podem interferir na sinalizagdo adenosinérgica
durante a gestagdo. A avaliagdo de possiveis danos a capacidade cognitiva ao longo
do desenvolvimento em individuos que foram expostos de alguma forma a agentes
exdgenos, de acdo adenosinergica, durante a fase embrionaria podem ajudar a
elucidar de forma mais criteriosa a real extensdo dos efeitos dessa abordagem. Por
todo conteudo discutido nesse trabalho, fica evidente que a adenosina tem um
importante papel na formacao da rede neural e que perturbagcdes na sua sinalizagao

durante esse processo é altamente danoso e permanente.
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Anexo B — Trabalhos realizados durante o doutorado, que
nao compdem a tese.
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