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INTRODUCAO

A epilepsia € uma desordem neurologica caracterizada por crises
epilépticas recorrentes. Estudos prévios de nosso laboratorio demonstraram
qgue, durante crises epilépticas prolongadas induzidas por PTZ em zebrafish,
ocorre um desacoplamento entre a oxidacao de glicose e a sintese de ATP,
medido através do consumo de oxigénio. Com o objetivo de entender onde
esta ocorrendo este desacoplamento, o presente trabalho tem como objetivo
caracterizar a atividade do complexo | da cadeia transportadora de elétrons e
avaliar seu funcionamento em animais submetidos a crises epilépticas
prolongadas induzidas por PTZ. Além disso, avaliou-se tambem o estado
oxiredutor do SNC de zebrafish ap0s crises epilépticas prolongadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar a atividade do complexo | mitocondrial em encéfalo de zebrafish
adulto.

- Avaliar o impacto de crises convulsivas prolongadas sobre a atividade do
complexo | e o balanco oxidativo.
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Figura 3: Avaliacdo da atividade do complexo | da cadeia respiratoria e producdo de espécies
reativas de oxigénio.

(A) A atividade do complexo | diminui 33% no grupo PTZ quando comparado ao controle. (B) Houve
aumento do consumo de oxigénio para a formacao das espécies reativas de oxigénio quando
houve completa inibicao dos complexos | e Ill. Os dados estao representados como média + S.E.M
e foram analisados pelo Teste-t. O simbolo * representa diferenca estatistica (p<0.05). Nos
parametros A e B utilizou-se n=4.

METODOLOGIA

Zebrafish adultos (112 animais) foram utilizados (protocolo CEUA —
28043). Grupos controle e tratado (PTZ 10 mM - 20 min) foram anestesiados
com tricaina (160 pg/mL) e mortos por decapitacdo. Seus encéfalos foram
removidos e dissecados. As amostras foram dissociadas mecanicamente no
tampao HBSS e submetidas ao equipamento Oroboros®(figura 1) para
obtencdo das medidas de respirometria (2 cérebros/amostra). A respiracao
maxima foi obtida por adicao gradual do desacoplador FCCP (0,1 mM). Para
avaliar a atividade do complexo |, foi adicionado rotenona as amostras tratadas
com FCCP (n=4). Para avaliar o estado REDOX cerebral foram realizadas as
seguintes medidas: potencial antioxidante total (TRAP); atividade da
superoxido dismutase (SOD); atividade da catalase (CAT); grupamentos tiol
total (-SH); glutationa reduzida (GSH); atividade da glutationa Peroxidase (GPx);
e espécies reativas do acido tiobarbitdrico (TBARS). Para tanto, utilizou-se um
pool de 5 encéfalos de zebrafish por amostra homogeneizado em tampao PBS
(oH 7,4) (n = 8). A proteina foi quantificada por Bradford. A analise estatistica
foi realizada por teste T (p < 0,05).
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Figura 1: Grafico ilustrativo referente aos parametros fundamentais da funcdo mitocondrial.
Respiracdo basal, producdo de ATP, respiracdao maxima, vazamento de protons e respiracao
extramitocondrial.

(A) (B) (C)

TRAP Atividade SOD Atividade CAT
=120 80 - 4
= £ —_ p=
£ o * T 60 G 37
2 L 2 2
o o o
L 60- o 40 o 2
= 40- 3 =
E *E 20 - *E 14
o J
Z 20 =} =2
& 0' T 0' T O' T
Controle PTZ Controle PTZ Controle PTZ

Figura 4: Avaliacdo do potencial redutor total (TRAP) e da atividade da SOD e CAT.

(A) No grupo PTZ houve uma reducdao de 25% do potencial antioxidante total (TRAP). (B) A
atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) aumentou em 30% no PTZ e (C) a atividade da
catalase (CAT) permaneceu inalterada. Os dados estdo representados como média + S.E.M e foram
analisados por Teste-t. * = p < 0.05. N=8.
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Figura 2: Curva de concentragOes de Rotenona, Malonato e Antimicina A e avaliagao do consumo de
oxigénio em homogenato de cérebro de zebrafish.

Baseado nos resultados obtidos, foram escolhidas as seguintes concentracdes de Rotenona
(0.05uM ), Malonato (10mM) e antimicina A (2.5uM ). Os dados estao representados como média
+S.E.M. N=4,
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Figura 5: Avaliagao da atividade da GPx e medidas da glutationa, TBARS e sulfidril total reduzido.

(A) A atividade da enzima Glutationa peroxidase (GPx) aumentou em 30%. (B) A Glutationa
reduzida diminuiu em 25%. (C) Houve aumento de 30% na formacao de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e (D) houve uma reducdo de 30% nos grupamentos —SH (sulfidrilas).

CONCLUSAO
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Este estudo demonstra que o complexo | esta alterado quando o animal
é submetido a crises convulsivas de 20 minutos e que a producao de espécies
reativas de oxigénio esta aumentada. Esses resultados sugerem que o
desacoplamento entre a oxidacao da glicose e a producao de ATP pode estar
ocorrendo no complexo |. Os danos oxidativos ocorreram quando 0s animais
foram submetidos a crises epilépticas induzidas. Isto € evidenciado atraves dos
resultados do teste TBARS e Sulfidrilas Reduzidas Totais. As enzimas GPx e SOD
e o antioxidante Glutationa sdao os provaveis mecanismos envolvidos neste
estresse oxidativo.

Como perspectiva, pretende-se avaliar a atividade da glutationa
redutase, o balanco NADPH/NADP* e ATP/ADP, bem como a atividade da via
das pentoses fosfato.
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