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RESUMO 

 

 Epilepsia é um grupo de desordens neurológicas caracterizada por 

crises epilépticas recorrentes não provocadas, afligindo 50 milhões de pessoas 

no mundo. Embora grande parte dos casos possa ser controlada através de 

medicação um número significativo de pacientes torna-se refratários apesar do 

tratamento com drogas anticonvulsivantes. Apesar do desenvolvimento bem-

sucedido de várias novas drogas antiepilépticas, a busca por novas terapias 

com maior eficácia e tolerabilidade ainda permanece um objetivo importante. O 

modelo de epilepsia induzido por pilocarpina tem sido amplamente utilizado em 

roedores para o estudo da patogênese da epilepsia do lobo temporal. Embora 

estes estudos com modelos animais tenham aumentado nossa compreensão 

das bases patológicas da epilepsia, os complexos mecanismos epileptogênicas 

e a geração de crises epilépticas ainda não foram completamente elucidados. 

Ultimamente, foram desenvolvidos estudos avaliando as características 

comportamentais de peixe-zebra e peixe-zebra (Danio rerio). Esse vertebrado é 

um modelo experimental que vem se consolidando em áreas da ciência por ter 

características bastante atrativas como pequeno custo e espaço requerido para 

manutenção, homologia genética e anatômica tornando-se de grande valia 

para uma maior compreensão dos mecanismos envolvidos nas crises 

epilépticas.  A partir disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar e caracterizar 

comportalmentalmente as crises epilépticas induzidas por pilocarpina em peixe-

zebra adulto. Para isso, os animais foram pré-tratados com uma curva de 

concentrações de pilocarpina nas doses de 150, 200, 300, 350 e 400 mg/Kg e 

filmados por 30 minutos. Com a maior dose foi observado um perfil claro de 

crise tônico-clônica. O uso do anticonvulsivo escopolamina na dose de 1mg/Kg, 
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ip, 30 minutos antes da aplicação de PILO na maior concentração 400mg/Kg 

mostrou-se capaz de prevenir a crise tônico-clônica  induzida pela PILO. A 

avaliação comportamental pós-crise foi realizada no aparato open-tank três 

dias após a crise quando os animais foram filmados por 6 minutos. Foram 

analisados distância percorrida, tempo móvel, tempo no topo e tempo no fundo. 

Os resultados deste estudo permitiram uma caracterização temporal das 

manifestações comportamentais das crises epliepticas em peixe-zebra adulto 

induzidas por diferentes concentrações de pilocarpina. 
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ABSTRACT 

 Epilepsy is a group of neurological disorders characterized by recurrent 

seizures. It affect about 50 million people worldwide, therefore a public health 

problem of great importance. While most cases can be controlled through 

medication, a significant number of patients continue to have seizures despite 

treatment with anticonvulsant drugs. Despite the successful development of 

several new antiepileptic drugs, the search for new and more effective therapies 

and greater tolerability remains an important goal. The pilocarpine model has 

been extensively used in rodents for the study of neural molecular cascades 

and mechanisms involved in the pathogenesis of temporal lobe epilepsy. 

Although studies with animal models have increased our understanding of the 

pathological bases of epilepsy, the epileptogenic complex mechanisms and the 

generation of epileptic seizures have not yet been fully elucidated. Lately, 

studies evaluating behavioral characteristics of zebrafish (Danio rerio) were 

developed. This vertebrate is an experimental model that has been 

consolidated in various areas of science for having very attractive features as 

small cost and space requirements for maintenance, rapid development and life 

cycle, large offspring, translucent embryos and susceptibility to manipulation 

and microinjection. Hence, the use of new models becomes of huge value to a 

greater understanding of the mechanisms involved in this pathology and thus 

the zebrafish emerges as a complementary alternative for the study of seizures 

and epilepsy. This study aimed to evaluate and characterize the seizures 

induced by pilocarpine in adult zebrafish. First, animals were treated with a 

pilocarpine at different concentrations (150, 200, 300 and 400 mg/kg) and 

filmed for 30 minutes. Tonic-clonic seizures were observed in the higher dose. 

When scopolamine, an anticholinergic anticonvulsant, was injected 30 minutes 

before the higher dose treatment, the pilocarpine-induced seizure was 

prevented. The post seizure behavioral evaluation was performed in the open-

tank apparatus three days after injection and filmed for 6 minutes.   Measures 

analyzed in open-tank were distance traveled, moving time and time at the top 

and in the background. Taken together, our results allowed a temporal 

characterization of the seizures behavioral manifestations induced by different 

concentrations of pilocarpine in adult zebrafish.   
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INTRODUÇÃO 

1.1 Epilepsias 

 As epilepsias referem-se a um grupo etiológica e clinicamente diverso, 

de transtornos neurológicos caracterizados por crises epilépticas recorrentes, 

as quais resultam da atividade neuronal excessiva, anormal e hipersincrônica 

(Engel, 2001). Trata-se de uma disfunção cerebral caracterizada clinicamente 

por alterações subjetivas ou comportamentais súbitas (crises epilépticas), com 

tendência a se repetirem por toda a vida do paciente (Nabbout and Dulac, 

2008). 

A epilepsia é uma dos distúrbios neurológicos mais frequentes atingindo, 

segundo a World Health Organization (WHO), aproximadamente 50 milhões de 

pessoas no mundo (Organization, 2012; Sander, 2003). As taxas de incidência 

e prevalência em países desenvolvidos são de 50 casos por 100.000 

habitantes e 700 casos a cada 100.000 habitantes, respectivamente. Esses 

dados são geralmente muito mais altos em países em desenvolvimento. 

Segundo a WHO, 80% dos casos são encontrados em países de baixa e média 

renda (Organization, 2012; Thurman et al., 2011), sendo, portanto, um 

problema de saúde pública de grande importância.  

Embora grande parte dos casos possa ser controlada através de 

medicação, um número significativo de pacientes torna-se refratários, ou seja, 

torna-se resistente aos medicamentos, continuando a ter crises apesar do 

tratamento com as drogas anticonvulsivantes. Todos pacientes com epilepsia, 

tanto controlada quanto refratária, tem que lidar não somente com as crises 

epilépticas, mas também com muitas outras comorbidades médicas que podem 
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estar associadas com a epilepsia. Durante o curso da epilepsia, quase todos os 

pacientes experienciam alguma condição médica como depressão, ansiedade 

ou psicose (Hermann et al., 2000). A maior prevalência para depressão ocorre 

para pacientes com epilepsia com origem no lobo frontal e temporal, 

principalmente entre pacientes com crises epilépticas não controladas (Victoroff 

et al., 1994). Pacientes com epilepsia possuem entre 3 a 7 vezes maior 

incidência de depressão, e muitos relatos tem proposto a depressão também 

como um fator de risco significante para a primeira crise epiléptica não 

provocada (Hesdorffer et al., 2000). Além disso, estes pacientes também 

possuem o dobro de chance de desenvolver epilepsia refratária (Hitiris et al., 

2007). Além das desordens psiquiátricas, muitos pacientes com epilepsia 

apresentam um baixo desempenho cognitivo (Motamedi and Meador, 2003).  

As epilepsias podem ser classificadas etiologicamente em idiopáticas, 

sintomáticas ou criptogênicas. As idiopáticas geralmente surgem de 

anormalidades genéticas que levam a alterações neuronais. Não há lesão 

cerebral estrutural ou outros sintomas neurológicos relacionados. Epilepsias 

sintomáticas (ou adquiridas) resultam dos efeitos de uma ou mais lesões 

patológicas identificáveis, ou um defeito no metabolismo causando lesão 

generalizada ao cérebro (Engel, 1996; Engel, 2001). Os fatores de risco mais 

comuns são doença cerebrovascular, tumores cerebrais, alcoolismo, lesões 

traumáticas da cabeça, malformações no desenvolvimento cortical, herança 

genética e infecções do sistema nervoso central (Scorza et al., 

2009).  Epilepsias criptogênicas envolvem condições etiológicas difíceis ou 

impossíveis de serem determinadas durante a avaliação e não há suspeitas de 

causas genéticas (Engel, 1996; Engel, 2001). 
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As crises epilépticas podem ainda ser classificadas de acordo com a 

região cerebral afetada. As crises epilépticas generalizadas afetam ambos os 

hemisférios cerebrais, visto que as crises focais afetam parte de um dos 

hemisférios ou parte de um dos lobos cerebrais. (Centre, 2012; Engel, 2001).  

As crises generalizadas induzem uma perda de consciência e causam 

alterações na atividade elétrica total ou pelo menos uma grande parte do 

cérebro. Aproximadamente 90% dos pacientes com epilepsia sofrem de crises 

epilépticas generalizadas do tipo tônico-clônicas e muitos apresentam formas 

múltiplas desta desordem. Além disso, aproximadamente 30% dos pacientes 

com epilepsia são refratários aos tratamentos farmacológicos disponíveis 

(Caulder et al., 2014; Scorza et al., 2009). 

O cérebro é dividido em dois hemisférios, cada um consistindo de cinco 

lobos - o frontal, temporal, parietal, occipital e o lobo da ínsula. Os sintomas 

das crises focais variam de acordo com o lobo afetado. A epilepsia do lobo 

temporal é a forma mais comum de epilepsia na população adulta, sendo 

responsável por 40% dos casos (Gastaut et al., 1975; Lowe et al., 1998). Sua 

importância clínica decorre não somente de sua elevada prevalência, mas 

também por ser refratária a maioria dos tratamentos farmacológicos disponíveis 

atualmente (Puttachary et al., 2015). 

 

1.2 Epilepsia do Lobo Temporal 

 Dentre as síndromes epilépticas refratárias, a epilepsia do lobo temporal 

destaca-se por ser a mais frequente em pacientes adultos, sendo que, neste 
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caso, a remoção cirúrgica do foco epiléptico torna-se a única alternativa de 

tratamento (Engel, 1993). 

 Dentre os agentes etiológicos, a esclerose hipocampal é encontrada em 

50-70% dos pacientes portadores de epilepsia do lobo temporal (Engel, 1996). 

Do ponto de vista anatomopatológico a esclerose hipocampal caracteriza-se 

por perda neuronal e gliose reativa, especialmente das células das regiões CA1 

e da região hilar, com relativa preservação de região CA2, subiculum e giro 

denteado (McNamara, 1994). Associado à perda neuronal, observa-se também 

a dispersão das células granulares. Esta é caracterizada pela perda da 

justaposição habitual das células granulares na camada granular do giro 

denteado, produzindo aumento da sua espessura e dos espaços intercelulares 

(El Bahh et al., 1999; Houser, 1990). Adicionalmente, observa-se uma 

importante reorganização axonal, caracterizada por brotamentos de sinapses 

colaterais das células granulares (as fibras musgosas) na região da camada 

molecular interna do giro denteado (Babb et al., 1991; Tauck and Nadler, 

1985).  

 Apesar da relação entre esclerose hipocampal e epilepsia do lobo 

temporal estar bem estabelecida, o mecanismo exato pelo qual a esclerose 

hipocampal participa da gênese das crises epilépticas ainda é tema de grande 

debate. Já em 1954 havia a proposta de que a esclerose hipocampal poderia 

estar associada a uma história prévia de injúria precipitante inicial ocorrida em 

fases precoces do desenvolvimento cerebral (Meyer et al., 1954). Dentre as 

injúrias, destacam-se as crises epilépticas prolongadas (status epilepticus) e as 

convulsões febris (Mathern et al., 2002). Atualmente, sabe-se que cerca de 

80% dos pacientes portadores de epilepsia do lobo temporal possuem história 
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de convulsões febris e/ou status epilepticus durante os primeiros anos de vida 

(Falconer, 1971; French et al., 1993; Mathern et al., 1995; VanLandingham et 

al., 1998). 

 O dano cerebral resultante da crise epiléptica é um processo dinâmico 

composto por múltiplos fatores que contribuem para a morte neuronal. Estes 

podem incluir fatores genéticos, disfunção mitocondrial induzida por 

excitotoxicidade, níveis alterados de citocinas e stress oxidativo (Curia et al., 

2008; Scorza et al., 2009). Apesar da ocorrência comum e da gravidade, as 

bases celulares e moleculares da epilepsia ainda são largamente 

desconhecidas (Banerjee et al., 2009; Elger and Schmidt, 2008). Mesmo com 

uma diversidade de drogas antiepilépticas atualmente disponíveis, 

aproximadamente 30% dos pacientes com epilepsia apresentam crises 

epilépticas refratárias. Nos últimos anos, tem se explorado combinações de 

estratégias neuroprotetoras e antiepileptogênicas que são efetivas para 

prevenção e tratamento de epilepsias. Além disso, estudos atuais com modelos 

animais tem aumentado nossa compreensão sobre as bases patológicas da 

epilepsia, fornecendo um grande conhecimento sobre a farmacologia das 

drogas empregadas como anticonvulsivos  (Bialer and White, 2010) e se 

tornando de grande importância nas pesquisas desta desordem.  

1.3 Modelos Animais de Epilepsia do Lobo Temporal 

Os mecanismos complexos epileptogênicos e a geração das crises em 

epilepsia do lobo temporal e outras formas de epilepsia ainda não foram 

totalmente elucidados. Essa compreensão não pode ser totalmente obtida 
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apenas através de estudos clínicos com seres humanos. Portanto, a utilização 

de modelos animais adequados se torna essencial.  

O ácido caínico (AC) foi um dos primeiros compostos utilizados para 

mimetizar modelos de epilepsia do lobo temporal em roedores.  Como um 

análogo do neurotransmissor excitatório glutamato, o AC provoca a 

despolarização neuronal, levando à crises epilépticas e de frequencia variável. 

O AC tem a característica de causar lesões restritas ao hipocampo, ao 

contrário de pilocarpina, que também pode produzir lesões em áreas 

neocorticais. Exatamente por isso a pilocarpina se torna bastante útil, pois as 

áreas extrahipocampais também estão significativamente comprometidas em 

pacientes com epilepsia do lobo temporal (Kandratavicius et al., 2014). 

O modelo de pilocarpina tem sido amplamente utilizado em roedores 

para o estudo dos mecanismos neurais e das cascatas moleculares envolvidas 

na patogênese da epilepsia do lobo temporal (Alsharafi and Xiao, 2015; 

Cavalheiro, 1995; Leite et al., 1990; Turski et al., 1983a; Turski et al., 1983b; 

van der Hel et al., 2014).  

Acredita-se que as crises epilépticas em paciente com epilepsia do lobo 

temporal podem ter sua origem, entre outras estruturas, no hipocampo. A 

relação com essa região não está totalmente esclarecida, mas uma causa 

possível seriam as massivas inervações colinérgicas que se projetam para o 

hipocampo. Isso porque a ativação repetitiva das fibras colinérgicas resulta na 

excitação contínua de neurônios do hipocampo (Friedman et al., 2007; Yaari 

and Jensen, 1989).  
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Quando administrada em altas doses (>300mg/Kg), a pilocarpina, que é 

um agonista do sistema colinérgico, promove episódios ictais prolongados que 

ao eletroencefalograma (EEG) mostram-se com aumento de, complexidade e 

amplitude, resultando em status epilepticus, SE). Estudos prévios mostraram 

que a pilocarpina induz um aumento nos níveis de glutamato no hipocampo, 

seguido pelo aparecimento da crise epiléptica que pode ser desencadeada e 

mantida pela ativação dos receptores M1 (colinérgico) e NMDA 

(glutamatérgico) (Nagao et al., 1996; Smolders et al., 1997).  

 Turski, Cavalheiro et al.(1983a) mostrou, pela primeira vez, a indução de 

crises epilépticas e ocorrência de alterações neuropatológicas induzidas por 

pilocarpina em ratos. Neste trabalho, foi sugerida a relação causal entre a 

estimulação excessiva de receptores colinérgicos e dano cerebral, além de 

caracterizar as respostas comportamentais da crise epiléptica. A atividade 

eletrográfica foi realizada comprovando-se através deste registro a atividade 

epileptiforme no cérebro.  

 Observou-se também que ratos sujeitos ao dano estrutural do cérebro 

induzido por status epilepticus desencadeado pela administração sistêmica de 

PILO podem apresentar o desenvolvimento de crises epilepticas espontâneas 

depois de um período de latência entre 14-15 dias, mimetizando a epilepsia em 

pacientes (Cavalheiro et al., 1991). 

 

1.4 Peixe-Zebra 

 O peixe-zebra ou zebrafish (Danio rerio) é um pequeno teleósteo (3-4 

cm) da família Cyprinidae, sendo uma espécie bastante conhecida pelo seu 
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uso como peixe ornamental. O pioneiro a estudar esta espécie foi George 

Streisinger que, no final da década de 60, aplicou as técnicas de análise 

mutacional para estudar o desenvolvimento embrionário deste peixe (Grunwald 

and Eisen, 2002). Atualmente, o peixe-zebra é um modelo experimental 

consolidado em diversas áreas da ciência, tais como: genética e genômica, 

biologia do desenvolvimento, teratologia, comportamento, toxicologia e 

neurociências (Vascotto et al., 1997). Este peixe se tornou um modelo 

experimental bastante atrativo para muitas áreas da ciência devido a 

características favoráveis que possui, as quais pode-se citar: pequeno custo e 

espaço requerido para manutenção, rápido desenvolvimento e ciclo biológico, 

grande prole, embriões translúcidos e suscetíveis à manipulação e 

microinjeção (Lele and Krone, 1996). O interesse pela espécie pode ser 

observado pelo número crescente de laboratórios que tem utilizado este animal 

como modelo experimental em suas pesquisas (Sprague et al., 2001).  

 Nos últimos anos, houve um progresso considerável na genética e 

genômica do peixe-zebra. Em 2001, o Instituto Sanger iniciou o 

sequenciamento do genoma total do peixe-zebra (Stern and Zon, 2003; Vogel, 

2000), atualmente, já havendo concluído este sequenciamento (Howe et al., 

2013). Além disso, grandes segmentos dos cromossomos do peixe-zebra estão 

em sintonia com os cromossomos humanos e de camundongo, e muitos genes 

apresentam um alto grau de similaridade, quando comparados em sua 

sequência (Barbazuk et al., 2000). O peixe-zebra se tornou o principal modelo 

experimental para o estudo do desenvolvimento de vertebrados (Anderson and 

Ingham, 2003). Recentemente, estudos avaliando características 

comportamentais do peixe-zebra foram desenvolvidos (Gerlai et al., 2000; Guo, 
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2004). A maioria dos trabalhos avaliou o efeito de pesticidas, drogas e 

xenobióticos na atividade comportamental desta espécie (Levin and Chen, 

2004; Swain et al., 2004) . Alguns estudos também observaram a importância 

do comportamento inato e adquirido em modelos de agressão, sociabilidade e 

sua preferência por ambientes claros ou escuros (Serra et al., 1999). 

 Devido às vantagens de se usar o peixe-zebra como modelo 

experimental, o efeito agudo e crônico de diversas substâncias tóxicas pode 

ser avaliado facilmente (Gerlai et al., 2000). Devido ao pequeno espaço 

requerido por estes animais, uma quantidade menor de toxinas é empregada 

nos testes toxicológicos. Além disso, o efeito e a acumulação de diversas 

substâncias químicas vêm sendo testados no peixe-zebra desde o final dos 

anos 70 (Lele and Krone, 1996). Atualmente, muitos estudos são realizados 

nesta espécie para estudar as bases moleculares em neurobiologia, 

identificando genes envolvidos na formação de circuitos neuronais, no 

comportamento e nos mecanismos envolvidos na neuropatogênese (Guo, 

2004; Vascotto et al., 1997). Muitos sistemas de neurotransmissão já foram 

identificados no peixe-zebra tais como: glutamatérgico (Edwards and Michel, 

2002), colinérgico (Behra et al., 2002), dopaminérgico (Boehmler et al., 2004), 

serotoninérgico (Rink and Guo, 2004), histaminérgico (Kaslin and Panula, 

2001), gabaérgico (Kim et al., 2004) e purinérgico (Kucenas et al., 2003; Rico et 

al., 2003; Senger et al., 2004).  

Neste sentido, atualmente novas abordagens estão sendo aplicadas 

para o avanço nesta área de pesquisa. Com isso, o uso de novos modelos se 

torna de grande valia para uma maior compreensão dos mecanismos 

envolvidos nesta patologia e, logo, o peixe-zebra surge como uma alternativa 
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complementar para o estudo de crises epiléticas e da epilepsia. Este pequeno 

teleósteo vem sendo cada vez mais utilizado como organismo modelo para o 

entendimento dos mecanismos da epilepsia. Diversos estudos apontam que 

crises epilépticas induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) na larva (Baraban et al., 

2005) e no adulto (Mussulini et al., 2013; Pineda et al., 2011; Wong et al., 2010) 

de peixe-zebra causaram alterações comportamentais e eletrográficas como as 

vistas em crises epilépticas. O peixe-zebra também apresentou respostas na 

utilização de drogas antiepilépticas, desde que alterações comportamentais 

foram suprimidas em larva com o pré-tratamento de fármacos antiepilépticos 

(Baraban et al., 2005; Berghmans et al., 2007).  

Além disso, já foi visto que diversos fármacos pró-convulsivos, entre eles 

o PTZ e o AC, causaram diminuição da proliferação neuronal no cérebro 

imaturo (em desenvolvimento) do peixe-zebra (animais testados em 5 e 15 dias 

pós-fertilização) de idade (Kim et al., 2010). Também, foi visto em peixe-zebra 

adulto que a administração de AC desencadeia crises epilépticas similares as 

encontradas em roedores e que este efeito é dose-dependente, onde diversas 

doses de AC desencadearam uma sequência de mudanças comportamentais e 

as maiores doses culminaram em crises clônicas (Alfaro et al., 2011).  

Até o momento, apenas um trabalho testou o efeito da pilocarpina em 

pesquisas com peixe-zebra (Vermoesen et al., 2011), com a utilização no 

modelo em larva, para a verificação de parâmetros comportamentais, avaliando 

o aumento da atividade locomotora, sendo que cada larva se encontrava 

alocada em um poço em uma placa de 96 poços. Portanto, esta dissertação se 

propôs a estudar os efeitos em peixe-zebra adulto, já que o adulto por 

apresentar maior tamanho e fenótipo comportamental mais complexo nos 
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permite futuros estudos com um grau de complexidade muito maior para ser 

aplicado em pesquisas translacionais. 
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OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 O objetivo deste trabalho foi realizar uma caracterização da crise 

epiléptica induzida por diferentes doses de pilocarpina em peixe-zebra adulto.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

- Analisar a intensidade da crise epiléptica induzida por diferentes doses de 

pilocarpina. 

- Caracterizar o perfil de escores das crises epilépticas apresentadas pelos 

animais induzidas por diferentes concentrações de pilocarpina. 

- Determinar possíveis mudanças comportamentais ocasionadas pela indução 

da crise epiléptica em peixe-zebra adulto. 

- Estabelecer a mortalidade induzida por diferentes concentrações de 

pilocarpina em peixe-zebra. 

- Verificar o efeito do pré-tratamento com escopolamina sobre as 

manifestações das crises epilépticas induzidas por pilocarpina em peixe-zebra 

adulto. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais 

 Peixes-zebra adultos foram adquiridos de um distribuidor local (Delphis, 

RS, Brasil) e aclimatados durante, pelo menos, duas semanas no biotério do 

Departamento de Bioquímica/UFRGS, em aquários de 30 litros, com uma 

densidade de dois animais/L. Os animais foram alimentados quatro vezes ao 

dia com Artemia salina, e mantidos nos aquários de aclimatação com aeração 

e filtragem constante, temperatura de 28±1 °C, ciclo claro/escuro de 14/10 h e 

pH =7,5. Foram realizadas trocas parciais de água (50% do volume total) 

semanalmente. 

 Para a realização deste projeto utilizamos animais com o peso entre 

0,35g e 0,60g, de ambos os sexos. 

 

3.2 Indução de crise epiléptica 

 Para a avaliação do perfil das crises epiléticas, os animais foram 

tratados com diferentes doses de pilocarpina (150, 200, 300, 350, 400 mg/Kg), 

(Sigma, St Louis, MO, USA). A PILO foi diluída em tampão salina fosfato (PBS) 

na concentração de 0,3M. Os animais foram anestesiados por imersão em 

tricaína (160 µg ⁄ mL), (Sigma, St Louis, MO, USA), e após, injetados (via 

intraperitoneal) com as respectivas doses de pilocarpina. Em seguida, os 

animais foram colocados individualmente em aquários de 1,5 litros (a água 

utilizada se encontrava nos mesmos parâmetros que nos aquários de 

manutenção dos peixes no biotério) e filmados durante 30min. para posterior 

análise do perfil das crises epiléticas. Um outro grupo de animais foi pré-tratado 
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com escopolamina, na dose de 1mg/Kg (Yuce et al., 2014), (Sigma, St Louis, 

MO, USA), 30min antes da injeção de pilocarpina (400mg/Kg). Os escores das 

crises epiléticas (Tabela 1) foram avaliados segundo (Alfaro et al., 2011). 

Tabela 1. Escores das crises epiléticas (Modificado de Alfaro et al., 2011). 

Escore Descrição 

Escore I Imobilidade e aumento da frequência de 

abertura opercular. 

Escore II Comportamento natatório em forma de 

redemoinho. 

Escore III Movimentos rápidos da direita para 

esquerda. 

Escore IV Clonia e movimentos tônicos e anormal. 

Escore V Clonias rápidas de corpo inteiro. 

Escore VI Crises tônicas. 

Escore VII Morte. 

 

3.3 Avaliação do perfil da atividade exploratória e locomotora 

 Para avaliarmos possíveis mudanças no perfil exploratório e locomotor 

induzidas pela crise epiléptica, os animais foram submetidos ao teste do open-

tank para a verificação de mudanças no perfil locomotor quanto à exposição 

em um novo paradigma (Rosemberg et al., 2011) 3 dias após a administração 

de PILO. Os animais foram colocados individualmente no open-tank, e filmados 

durante 6min. A análise comportamental foi realizada pelo software (ANY-

maze®, Stoelting CO, USA). Os parâmetros analisados foram: distância 

percorrida, tempo móvel, tempo no topo e tempo de permanência do animal no 

fundo do aparato. 
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3.4 Análise Estatística 

 Para a análise do perfil da crise epiléptica na Fig.1 plotamos os escores 

de crises epilépticas de cada grupo injetado com PILO, ao longo de 1800s, 

como mediana e intervalo interquartil. Nesta mesma figura, realizamos a 

análise da intensidade da crise em três intervalos de tempo (0-600, 600-1200 e 

1200-1800s) onde coletamos as áreas sob as curvas formadas no gráfico do 

perfil dos escores, para cada indivíduo testado e em cada dose de injeção, e 

plotamos em gráficos separados como média + erro padrão. Nos gráficos de 

Frequência Acumulada na Fig.2, foram analisadas as porcentagens de animais, 

separados por dose injetada, que atingiram um determinado escore de crise 

epiléptica, ao longo do tempo. Os dados de sobrevivência dos grupos testados 

Tabela 2 foram apresentados como porcentagem de indivíduos que 

sobreviveram até 24 h após a aplicação dos fármacos. 

 Com relação aos testes estatísticos, os dados de intensidade da de crise 

epiléptica (0-600, 600-1200 e 1200-1800s), a latência dos animais para atingir 

o escore V e a análise dos dados do perfil locomotor coletados no open-tank 

foram analisados pela ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de 

Tukey e expressos como média ± erro padrão da média (SEM), p≤0,05 

considerado estatisticamente significante. Para a análise estatística dos dados 

foi utilizado o software (GraphPad Software, San Diego California, USA). 
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RESULTADOS 

Avaliação do perfil de crise epiléptica 

 Verifica-se na Fig.1 que após a injeção de pilocarpina os animais que 

atingem os mais altos escores da crise epiléptica são os dos grupos Pilo 350 e 

Pilo 400 mg/kg, enquanto os outros grupos com concentrações menores de 

pilocarpina apresentaram escores intermediários. O grupo PILO 150 apresenta 

seu maior escore II em 600s, enquanto o grupo PILO 200 atinge o pico do 

escore II em 300s e o escore III em 1200s. A maior média de escore atingida 

pelos indivíduos do grupo PILO 300 é o escore IV, enquanto os indivíduos tanto 

do grupo PILO 350 quanto do PILO 400 atingiram o escore VI, sendo que o 

grupo PILO 400 alcança este escore em 900s enquanto o grupo PILO 350 só 

ao final do teste. A Fig.1 nos mostra que os escores V e VI, que são os mais 

altos e característicos da crise tônico-clônica, foram atingidos principalmente 

pelas doses de 350 e 400 mg/Kg.   

 Também podemos ver que a intensidade da crise epiléptica apresenta 

valores crescentes junto com o aumento da dose aplicada F(5,62) = 87.19, 

p<0,0001, sendo maiores os valores do grupo PILO 400 (2108±80,91) e 

prevenindo este efeito com o grupo Escop./PILO 400 (56,25±39,46) no 

intervalo entre 0-600s. No intervalo entre 600-1200s, podemos constatar um 

perfil semelhante da crise epiléptica (F(5,61) = 24.44, p<0,0001; PILO150 = 

425±86,27, PILO400 = 3100±199,1 e Escop./Pilo400= 300±238,9). Já no último 

intervalo analisado 1200-1800s, F(5,62) = 18.68, p<0,0001, verificamos 

igualmente que a intensidade da crise epiléptica se intensifica com o aumento 

da dose testada (PILO150 = 475±93,84, PILO400=3250±151,5 com a 
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prevenção do efeito causado pela injeção da escopolamina Escop./PILO400= 

450±408,8. 

 Com o aumento das doses de PILO uma maior porcentagem dos 

animais apresenta escores de crises altos em tempos menores. No gráfico de 

frequência acumulada PILO150 (Fig. 2) pode-se observar que uma 

porcentagem menor que 10% dos animais chegou ao escore III (maior escore 

apresentado neste grupo) a partir de 900s de teste e 90% dos animais 

apresentou escore II e todos o escore I. No grupo PILO200 podemos ver que 

aproximadamente 16% dos indivíduos chegaram ao escore IV, e até os 1800s 

todos apresentaram escore III ou menor. No gráfico PILO300 podemos ver que 

este grupo apresentou aproximadamente 50% dos indivíduos atingindo escore 

IV até 900s (100% atingiu escore III ou menor até 1200s). Também em 1200s, 

50% dos animais atingiram o escore V (primeira dose a apresentar indivíduos 

neste escore) e valores semelhantes para o escore VI. Já o grupo PILO350, 

50% dos animais apresentaram escore V no tempo de 600s chegando a 

aproximadamente 57% no tempo 1200s. 57% dos indivíduos atingiram o 

escore VI em 1800s, já tendo 30% dos animais apresentado este escore em 

600s, permanecendo este valor até 1200s quando outros indivíduos 

apresentam este escore. O grupo PILO400, sendo a maior dose injetada de 

pilocarpina 400mg/Kg, apresenta mais de 70% dos animais no tempo 450s com 

escore V permanecendo este valor até o final do teste. Este grupo mostrou um 

número maior de animais apresentando uma crise epiléptica mais severa e já 

em 400s temos 40% dos animais com escore VI chegando a 75% em 900s, a 

partir deste tempo não houve outros animais que mostraram este escore. 

Pode-se ver que o grupo PILO400 (maior dose) apresentou 70% dos indivíduos 
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no escore V no tempo de 450s e o grupo PILO300 possuiu somente 50% dos 

animais testados atingindo o escore V no tempo de 1200s (similar ao grupo 

PILO350), em um tempo muito maior quando comparado ao PILO400, 

enquanto nenhum indivíduo em doses menores e no grupo Escop./PILO400 

atingiu este escore. Além disso, vemos que doses maiores levaram a um maior 

número de indivíduos com escore VI (crise tônica) em tempo menor enquanto 

doses menores não apresentaram este perfil, sendo este efeito novamente 

revertido pela aplicação da escopolamina prévia a injeção de pilocarpina.  

  Na Figura 3 pode-se verificar o efeito das doses de pilocarpina sobre a 

chegada dos animais no escore V em tempos diferentes F(5,48)=209.5, 

p<0,0001. O grupo PILO400 (400±25) apresentou uma latência menor para o 

escore V, um dos maiores escores comportamentais da crise epiléptica, em 

tempo menor que o do grupo PILO300 (700±63,25) e estatisticamente igual ao 

grupo PILO350 (600±103,5), enquanto os outros grupos não atingiram este 

escore e a escopolamina aparece atuando como um inibidor da crise epiléptica 

revertendo o efeito da PILO. A tabela 2 mostra os dados de sobrevivência dos 

animais após a injeção de PILO nas diferentes doses e no grupo injetado com 

escopolamina + pilocarpina. Nas doses de 150, 200, 300 e Escop./PILO 400 

mg/Kg os animais apresentaram 100% de sobrevivência enquanto as doses de 

350 e 400 mg/Kg apresentaram 83% e 66% de sobrevivência respectivamente. 

 

Avaliação do perfil exploratório e locomotor 

 Quando os animais foram submetidos ao aparato open-tank (Fig, 4), 

para a avaliação de seu perfil locomotor (exploratório), estes não apresentaram 
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diferença estatística significante quanto à distância percorrida F(5,54)=1.077, 

p=0,38 e tempo móvel no aparato F(5,54)=0.89, p=0.48, entre todos os grupos, 

durante o tempo de teste. O grupo Escopolamina/PILO400 (61,19±12,57) 

apresentou um maior tempo de permanência no topo quando comparado ao 

grupo controle (14,51±4,88; todos os outros grupos não apresentam diferença 

estatística quando comparados ao grupo controle) F(5,54)=15.91, p<0,0001. 

Por conseguinte, os animais apresentarm um menor tempo de permanência no 

fundo do aparato quando comparado aos grupos injetados com PILO 

(PILO400= 348±5,04; Escop./PILO400= 256,9±21,10), mas não apresentaram 

diferença quando comparado ao controle (294,2±27,38) F(5,54)=4.5,p=0,0017.  
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DISCUSSÃO 

 O presente estudo demonstrou que o peixe-zebra adulto apresenta um 

perfil de crises epilépticas desencadeado pela injeção i.p. de PILO também 

encontrado com a utilização de outras drogas já testadas como o PTZ e o AC. 

Baraban, Taylor et al.(2005) demonstrou que o PTZ desencadeia crises 

epilépticas na larva do peixe-zebra. Mais recentemente, diversos estudos tem 

utilizado o peixe-zebra adulto, realizando análises como parâmetros 

comportamentais, avaliação eletrofisiológica em animais imobilizados e 

expressão de c-fos no SNC (Afrikanova et al., 2013; Pineda et al., 2011). 

Vermoesen, Serruys et al. (2011) apresentou os efeitos pró-convulsivos da 

pilocarpina na larva do peixe-zebra, mas até o momento nenhum trabalho havia 

estudado a indução de crises epilépticas no adulto.  

 Algumas das diferenças de se trabalhar com o modelo adulto quando 

comparado ao larval são a quantidade de material biológico de um único 

indivíduo, sistema gabaérgico ainda não totalmente desenvolvido em juvenil, 

logo, a busca de terapias em juvenil pode não sobrepor as mesmas vias que no 

adulto. Além disso, o fenótipo comportamental mais complexo do adulto 

quando comparado ao da larva, se torna mais adequado para se realizar uma 

classificação do perfil das crises epilépticas e da intensidade das crises em 

adulto mais detalhada. 

 Alfaro, Ripoll-Gomez et al (2011) categorizou o perfil das crises 

epilépticas em peixe-zebra adulto, utilizando o modelo químico de AC para a 

indução de crise. Em nosso trabalho, encontramos o perfil das crises 

epilépticas induzido por PILO bastante semelhante ao encontrado no AC, 



34 

 

enquanto o escore VI descrito em nosso trabalho se assemelha mais ao escore 

V no modelo de pentilenotetrazol (PTZ) descrito por (Mussulini et al., 2013), em 

comparação na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Comparação entre escores de crises em diferentes modelos. 

Autor Alfaro et al. 2011 Mussulini et al. 
2013 

Pinto et al. 
(Dados não 
publicados) 

Escore I Imobilidade e 
hiperventilação 

do animal 

Atividade 
natatória 

aumentada e alta 
frequência de 
movimentos 
operculares. 

Imobilidade e 
hiperventilação 

do animal. 

Escore II Comportamento 
natatório em 

forma de 
redemoinho. 

Nado explosivo, 
movimentos 

esquerda-direita e 
movimentos 

erráticos. 

Comportamento 
natatório em 

forma de 
redemoinho. 

Escore III Movimentos 
rápidos da direita 
para esquerda. 

Movimento 
circular. 

Movimentos 
rápidos da direita 
para esquerda. 

Escore IV Contrações 
musculares 
anormais e 

espasmódicas. 

Comportamento 
semelhante a 

crises clônicas. 

Clonia e 
movimentos 
tônicos  e 
anormal. 

Escore V Convulsões 
clônicas de corpo 

inteiro. 

Queda para o 
fundo do tanque e 

comportamento 
de crises tônica. 

Clonias rápidas 
de corpo inteiro. 

Escore VI Mergulho para o 
fundo do tanque e 

espasmos 
durante vários 

minutos. 

 Crises tônicas. 

 

 O perfil apresentado pelo peixe-zebra após as diferentes doses 

aplicadas mostrou um claro efeito de dose sobre o perfil de crise epiléptica, 

com os animais apresentando maiores escores de crises epilépticas nas 
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maiores doses de pilocarpina aplicadas e que a injeção de escopolamina prévia 

ao tratamento com PILO previniu um perfil comportamental de crises em peixe-

zebra. Os escores encontrados se assemelham ao de outros trabalhos 

publicados na literatura reforçando o uso destes parâmetros comportamentais 

como descritores confiáveis para a análise das crises neste modelo. Como 

vimos na dose de 150 mg/Kg os animais apresentaram basicamente uma 

alternância entre escores I e II ao longo do tempo enquanto o grupo 200 mg/Kg 

também apresentou os escores III e IV. Com a aplicação de uma dose maior de 

300 mg/Kg uma parcela de 40% dos animais entrou em escore V e VI, sendo 

que a aplicação de 350 mg/Kg levou mais de 50% dos animais a estes escores 

ao longo de 1800s. Já no grupo 400mg/kg, maior dose de pilocarpina injetada, 

os indivíduos atingiram o escore V em apenas 450s, sendo estes 

representados por 70% dos indivíduos testados neste grupo. Este resultado se 

assemelha ao encontrado em trabalhos com roedores (Turski et al., 1983a; 

Turski et al., 1984) onde a aplicação de diferentes doses leva a crises epiléticas 

de diferentes perfis e intensidades como o relatado em nosso trabalho com 

peixe-zebra. 

 Uma medida bastante utilizada em outros trabalhos para avaliação da 

crise epiléptica e da atividade antiepiléptica de fármacos em modelo com 

roedores é o tempo que os indivíduos levam para atingir o estágio onde 

apresentam o perfil comportamental semelhante a crises clônicas, que 

denominamos como latência para o escore V (Fig. 3). Os animais 

apresentaram uma latência reduzida para a entrada no escore V na dose de 

400 mg/Kg quando comparado ao grupo 300 mg/Kg, sendo que nos grupos 

150, 200 e Escop./Pilo 400 mg/Kg não observamos a ocorrência deste escore. 
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Este resultado nos indica que a injeção de escopolamina pode prevenir o 

aparecimento do fenótipo comportamental similar à crise epiléptica induzida 

pelas doses mais altas de pilocarpina, além de indicar o aumento da 

intensidade do da crise epiléptica na maior dose testada. 

 O nosso trabalho mostrou que o mecanismo de ação da escopolamina é 

conservado em peixe-zebra uma vez que a escopolamina foi capaz de prevenir 

o fenótipo comportamental de crises em peixe-zebra, mas ainda falta 

comprovarmos os efeitos elétricos sobre os neurônios, uma vez que não 

realizamos registro eletroencefalográfico. Através da perspectiva farmacológica 

tentamos verificar a ação da pilocarpina e da crise epiléptica sobre o sistema 

colinérgico, para isso a escopolamina, como um antagonista muscarínico, foi 

utilizada. Sabendo que a pilocarpina e a escopolamina poderiam estar atuando 

sobre o sistema periférico, estudos futuros com butiril escopolamina 

(antagonista muscarínico que não ultrapassa a barreira hematoencefálica) se 

faz necessário para a verificação dos efeitos específicos sobre o SNC. 

 Vimos também que a mortalidade do grupo 400 mg/Kg (Tabela 2) foi 

similar ao de roedores 400mg/Kg e fica por volta de 40% dos animais. Portanto 

não aumentamos a dose de pilocarpina, pois este grupo reproduziu com 

grande semelhança os parâmetros de roedores (porcentagem de animais que 

desenvolveram crises epilépticas, porcentagem de animais que não tiveram 

crises e a mortalidade) e é a dose mais utilizada para modelo de crise 

epiléptica/epilepsia em roedores, pois há a uma mortalidade mediana dos 

indivíduos. 
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 No intuito de avaliar o perfil comportamental dos animais, foi necessário 

dar um prazo de recuperação aos mesmos. Sabe-se que a janela de 

recuperação fisiológica de pacientes humanos pode demorar até 48 h e o 

período pós-ictal dura de 6 a 48h. Então baseado neste dado escolhemos 

avaliar três dias após a injeção com pilocarpina. Quanto a avaliação 

comportamental, três dias após a indução da crise, mostramos que o peixe-

zebra não apresentou mudanças quanto ao perfil exploratório no open-tank 

sobre diversos parâmetros medidos como tempo móvel, distância percorrida, 

tempo no topo e tempo no fundo do aparato. Apesar disso, houve uma 

tendência dos animais diminuírem o tempo no topo do aparato ao longo de 

doses maiores. O resultado mostra que a escopolamina apresenta um efeito no 

sistema nervoso central do peixe-zebra e que pode reverter uma pequena 

tendência dos grupos submetidos unicamente à injeção de pilocarpina de 

apresentar menor tempo no topo e maior tempo no fundo, apesar desta 

pequena diferença não ser estatisticamente significante na comparação destes 

grupos com o grupo controle. Os resultados nos indicam que o grupo injetado 

com escopolamina apresentou algum déficit comportamental visto que os 

animais passaram mais tempo explorando o topo e menos tempo o fundo. 

Como descrito por (Stewart et al., 2011) o open-tank pode ser um paradigma 

comportamental para se medir um fenótipo comportamental de ansiedade em 

peixe-zebra, onde a maior permanência do animal no topo representaria efeitos 

ansiolíticos enquanto que a maior permanência do animal no fundo 

representaria um estado ansioso, já que a superfície da coluna de água seria 

um ambiente mais aversivo ao animal por ser um lugar onde este se encontra 

mais vulnerável à predação e o animal só gastaria mais tempo neste ambiente 
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se estivesse menos ansioso quando comparado a outros grupos. Logo, como 

visto por (Zarrindast et al., 2011), a injeção de escopolamina em roedores 

apresentou efeito ansiolítico que poderia se assemelhar aos encontrados em 

nosso trabalho e cujo efeito poderia estar influindo sobre as mudanças 

exploratórias no open-tank encontradas por nós no grupo onde a escopolamina 

foi aplicada. 
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CONCLUSÃO 

 Os resultados deste estudo permitiram uma caracterização temporal das 

manifestações comportamentais do peixe-zebra adulto ao serem injetados com 

diferentes concentrações com pilocarpina. Neste trabalho podemos concluir 

que a dose mais adequada para a utilização em futuras investigações é a de 

400 mg/kg, onde aproximadamente 75%  dos animais exibiram um perfil de 

crise tônico-clônica bastante intenso, apresentando uma taxa de mortalidade 

similar a verificada em roedores. 

 Também podemos concluir que os animais apresentaram seu 

comportamento alterado pela escopolamina, assim como em roedores, 

mostrando a conservação da ação dos receptores em peixe-zebra. 
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ANEXO 

 

LEGENDAS DAS FIGURAS 

 

Fig. 1: Efeito de diferentes concentrações de pilocarpina sobre o perfil de 

crises epilépticas. Os escores das crises foram avaliados segundo a 

(Tabela1.) após a indução da crise com doses de 150, 200, 300, 350, 400 

mg/Kg de pilocarpina e sobre o bloqueio da crise ocasionado pela injeção de 

escopolamina anteriormente a injeção de 400 mg/Kg de pilocarpina, ao longo 

do tempo. Intensidade da crise avaliada utilizando-se as áreas sob a curva dos 

gráficos de cada animal individualmente e dividida em três intervalos de tempo 

(0-600s, 600-1200s e 1200-1800s). Perfil da crise: avaliados segundo média ± 

erro padrão ao longo do tempo. Intensidade da crise: média ± desvio padrão, 

letras diferentes indicam diferença estatística (p≤0,05, ANOVA de uma via 

seguido do teste post hoc de Tukey). 

 

Fig. 2: Frequência acumulada dos escores de crise epiléptica ao longo do 

tempo. Porcentagem dos animais de cada tratamento que apresenta um 

determinado escore da crise epiléptica (Tabela 1.) após a indução da crise, ao 

longo de 30min. 

 

Fig. 3: Latência para o escore V. Barras representam média ± erro padrão do 

intervalo de tempo até os indivíduos atingirem o escore V (Tabela1.) nos 
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diferentes tratamentos. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via 

seguida do teste post hoc de Tukey, considerando p≤0,05 significante; letras 

diferentes significando diferença entre os grupos; # Não Observado). 

 

Fig. 4: Perfil locomotor 3 dias após a injeção de pilocarpina (200, 300, 350, 

400), escopolamina/pilo e grupo controle, dos animais expostos ao 

aparato open-tank. Os animais foram filmados durante 6min. após serem 

colocados no aparato para análise posterior.  Os gráficos apresentam a 

distância total percorrida, o tempo móvel, o tempo no topo e o tempo no fundo 

gasto por cada grupo testado no tempo total de teste.  Os dados são expressos 

como média ± SEM, * indica diferença estatística comparada ao grupo controle 

e letras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos (p≤0,05, 

ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Tukey). 
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Tabela 2. Sobrevivência dos animais até 24h após tratamento. 

 Sobrevivência (%) 

Controle 100 

Pilo 150 100 

Pilo 200 100 

Pilo 300 100 

Pilo 350 83 

Pio 400 66 

Escop./Pilo 400 100 
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