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“É que o analista, no decorrer das suas explanações acerca do amor como fator patogênico, na 

segunda-feira anterior, tratara justamente da epilepsia; esse mal que a humanidade, em tempos 

pré-analíticos, considerara ora uma prova sagrada, até mesmo profética, ora uma possessão do 

demônio, o dr. Krokowski qualificara-o em termos poéticos, mas também inexoravelmente 

científicos, como equivalente do amor e como orgasmo do cérebro;” 

 
Thomas Mann (1875 – 1955) 

Livro: A montanha mágica, capítulo: Dança macabra, p. 411 
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RESUMO 

As epilepsias afetam aproximadamente 1% da população mundial, sendo que 80% dos 

pacientes habitam países subdesenvolvidos ou em desenvolvimento e de 20 a 30% ou não tem 

acesso ou não respondem aos tratamentos disponíveis. As epilepsias causam grande prejuízo à 

qualidade de vida dos pacientes pelos sintomas associados e os problemas acometem também 

familiares e cuidadores visto que essas doenças ainda são muito estigmatizadas. Embora as 

etiologias das epilepsias sejam conhecidas em sua maioria, algumas causas desconhecidas 

desencadeiam episódios de crises epilépticas. O metabolismo encefálico de forma geral é 

investigado para esclarecimento da fisiopatologia de várias doenças neurodegenerativas, mais 

especificamente a função e/ou disfunção mitocondrial vem tendo muito mais atenção da 

comunidade científica. A disfunção mitocondrial é apontada como um fator de risco em alguns 

tipos de epilepsias genéticas, mas em casos de epilepsias adquiridas o seu papel permanece 

elusivo. Técnicas sofisticadas como a respirometria de alta resolução são empregadas e 

aprimoradas constantemente para a avaliação da função mitocondrial. Nesse contexto, 

avaliamos por meio de diferentes estratégias investigativas o efeito de indutores de crises 

epilépticas em modelos animais (peixe-zebra e camundongos) sobre a função mitocondrial. As 

questões deste estudo são: i) Os indutores de crises promovem danos mitocôndrias durante e 

após as crises epilépticas? ii) O pentilenotetrazol possui algum outro efeito sobre mitocôndrias 

além do estresse oxidativo já demonstrado? Os resultados observados mostram que o efeito 

agudo de pentilenotetrazol in vitro quando adicionado ao meio contendo células intactas e 

dissociadas de tecido encefálico de peixe-zebra aumenta a eficiência de acoplamento (p/O2), o 

que pode indicar uma hidrólise aumentada de ATP neuronal. Também observamos aumento na 

capacidade de reserva no grupo status epilepticus induzido por ácido caínico in vivo, o que pode 

estar relacionado à capacidade mitocondrial de responder a um aumento na demanda de energia, 

especialmente em neurônios. Além disso, buscamos entender o papel das variações da 

concentração Ca2+ empregando concentrações de 500nm (repouso) e 5µM (ativação) em 

homogeneizado de tecido encefálico de peixe-zebra adulto. Nós observamos que a 

bioenergética mitocondrial é prejudicada de forma concentração-dependente, o estado 3, estado 

4 e o desacoplamento são diminuídos pela presença de ambas concentrações de Ca2+, 

corroborando com a diminuição do controle respiratório, indicativo de integridade 

mitocondrial. No entanto, o entendimento do papel do Ca2+ no metabolismo encefálico e na 

bioenergética permanece como perspectiva deste trabalho. Após, realizamos o isolamento de 

mitocôndrias a partir de fígado e encéfalo de camundongos e observamos que as mesmas 

mitocôndrias são afetadas quando expostas diretamente ao pentilenotetrazol, especificamente o 

complexo I é inibido, independente de desidrogenases e transporte e por mecanismo diferente 

a inibição causada por rotenona. Inferimos que as mitocôndrias encefálicas são mais sensíveis 

ao pentilenotetrazol porque concentrações mais baixas foram capazes de diminuir a atividade 

do complexo I em comparação com as mitocôndrias hepáticas. Por fim, o presente trabalho traz 

evidências que sustentam o conceito de que crises epilépticas estão relacionadas com 

comprometimento de funções mitocondriais, o que de forma translacional pode indicar 

contribuição da disfunção mitocondrial para a condição clínica de pacientes diagnosticados com 

epilepsias adquiridas. Isto é, indica-se considerar o dano mitocondrial como parte da 

fisiopatologia de epilepsias adquiridas. Dessa forma, a prevenção e/ou o reparo do dano 

mitocondrial podem ser estratégias de prevenção e tratamento adicionados às diretrizes clínicas. 

 

Palavras-chave: peixe-zebra, camundongo, encéfalo, mitocôndria, bioenergética 
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ABSTRACT 

Epilepsies affect approximately 1% of the world population, 80% of the patients live in 

underdeveloped or developing countries and 20% to 30% either do not have access to or do not 

respond to available treatments. Epilepsies impair the quality of life of patients due to associated 

symptoms; the problems also affect family members and caregivers as these diseases are still 

highly stigmatized. Although the etiologies of epilepsies are mostly known, some unknown 

causes trigger seizure episodes. Brain metabolism, in general, is investigated to clarify the 

pathophysiology of several neurodegenerative diseases. More specifically, mitochondrial 

function and/or dysfunction has been receiving much more attention from the scientific 

community. Mitochondrial dysfunction is identified as a risk factor in some types of genetic 

epilepsies, but its role remains elusive in cases of acquired epilepsies. Sophisticated techniques 

such as high-resolution respirometry are constantly applied and improved to assess 

mitochondrial function. In this context, we evaluated through different investigative strategies 

the effect of SE inducers in animal models (zebrafish and mice) on mitochondrial function. The 

questions of this study are: i) Do seizure inducers promote mitochondrial damage during and 

after epileptic seizures? ii) Does pentylenetetrazole have any other effects on mitochondria 

besides the oxidative stress already reported? We observed that the acute exposure to PTZ in 

vitro in the medium containing intact and dissociated cells from zebrafish brain tissue increases 

the coupling efficiency (p/O2), which may indicate an increased hydrolysis of neuronal ATP. 

We also observed an increase in reserve capacity in the SE group induced by kainic acid in vivo, 

which may be related to the mitochondrial ability to respond to an increase in energy demand, 

especially neurons. We also sought to understand the role of variations in Ca2+ concentration 

using concentrations of 500nm (resting) and 5µM (activation) in adult zebrafish brain tissue 

homogenate. We observed that mitochondrial bioenergetics is concentration-dependently 

impaired, state 3, state 4 and uncoupled are impaired by the presence of both concentrations of 

Ca2+, corroborating to the decrease in respiratory control, indicative of mitochondrial integrity. 

However, the understanding of the role of Ca2+ in brain metabolism and bioenergetics remains 

a perspective of this work. Afterwards, we performed the isolation of mitochondria from the 

liver and brain of mice and observed that the same mitochondria are affected when directly 

exposed to PTZ, specifically complex I is inhibited, independent of dehydrogenases and 

transport and by a different mechanism of the inhibition caused by rotenone. We imply that 

brain mitochondria are more sensitive to pentylenetetrazole because lower concentrations were 

able to impair complex I activity compared to liver mitochondria. Finally, the present work 

provides evidence that supports the concept that epileptic seizures are related to impairment of 

mitochondrial functions, which in a translational way may indicate the contribution of 

mitochondrial dysfunction to the clinical condition of patients diagnosed with acquired 

epilepsies. In other words, we should consider mitochondrial damage as part of the 

pathophysiology of acquired epilepsies. Thus, the prevention and/or repair of mitochondrial 

damage can be prevention and treatment strategies added to clinical guidelines. 

 
 

Keywords: zebrafish, mouse, brain, mitochondria, bioenergetics 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. EPILEPSIAS 

As epilepsias compõem um grupo de doenças neurológicas não-transmissíveis 

caracterizadas por recorrentes eventos de descargas elétricas anormais e excessivas no encéfalo, 

desencadeando crises epilépticas, também conhecidas como convulsões, que são um dos tipos 

de epilepsias; as crises epilépticas podem ser parciais, que atingem partes específicas do 

encéfalo, ou generalizadas, normalmente associadas à perda da consciência e controle 

autônomo (WHO, 2021). 

Do ponto de vista histórico, um dos primeiros relatos conhecidos sobre as epilepsias 

foi feito há mais de 3000 anos – entre 1067 a 1046 a.C. Os sinais característicos desencadeados 

no paciente causavam estranhamento às outras pessoas, um dos possíveis motivos era pelo 

contexto cultural de forte alinhamento às crenças. Dessa forma, a crise epiléptica foi descrita 

como um evento em que os pacientes eram possuídos por demônios e fantasmas – os termos 

“to seize”, do inglês agarrar, ou “to possess”, possuir, e na voz passiva “be possessed”, 

possuído(a), indicam a origem do termo “seizure” que significa convulsão/apreensão (Wilson 

& Reynolds, 1990). A desassociação das epilepsias com eventos divinos ou sobrenaturais 

iniciou com Hipócrates (460-390 a.C.). Ele questionou as definições anteriores e apresentou 

conceitos mais lúcidos e evidentes em relação a possível etiologia, sintomas, prognóstico e 

terapia para essas condições (Magiorkinis et al., 2010). Já nos séculos XVI e XVII, Paracelso, 

le Pois e Sylvius começaram a investigar mais profundamente as causas das epilepsias e então 

definidas como uma desordem idiopática (que não tem relação com outra doença) (Panteliadis 

et al., 2017). Curiosamente, doenças mentais despertam atenção quando afetam pessoas 

conhecidas e admiradas; algumas personalidades que marcaram a história, como Napoleão 

Bonaparte (1769-1821) e o escritor russo Fiódor Dostoiévski (1821-1881) conviviam com 

episódios de crises epilépticas. Artistas destacados, diagnosticados com epilepsia, contribuíram 

para estreitar a associação das epilepsias com a criatividade para composição musical e poética 

tornando esse um intrigante fenômeno para a comunidade científica (Chirchiglia et al., 2019). 

Um dos mais renomados escritores brasileiros, Joaquim Maria Machado de Assis (1835–1909), 

sofria com crises epilépticas e muito do enigma em torno da sua personalidade se deu pela sua 

tentativa legítima de esconder a sua condição de saúde da sociedade indiscreta. Naqueles anos, 

o que reflete até hoje, os termos empregados para descrever um paciente com epilepsia não 

eram coerentes e a mídia acabava associando as epilepsias até com a criminalidade. Inclusive, 

a recomendação aos pacientes de não casar e não gerar filhos foi difundida para evitar 
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“proliferar esses genes problemáticos” (Yacubian & Caboclo, 2011). A despeito do estigma 

perturbador para personalidades em evidência e influentes, ao menos a curiosidade sobre essa 

desordem intrigante contribuiu para despertar um interesse maior no entendimento 

fisiopatológico; e por volta desse momento, com contribuição do expressivo avanço 

tecnológico, as pesquisas aprofundaram. 

As pesquisas avançaram consideravelmente no século XIX, quando foram descritos 

diferentes tipos de epilepsias e o diagnóstico passou a ser realizado com auxílio da 

eletroencefalografia (EEG). Além disso, ao longo dos anos foram incorporadas outras 

estratégias de diagnóstico, tais como tomografia computadorizada, ressonância magnética e 

tomografia por emissão de pósitrons (Panteliadis et al., 2017). 

Atualmente, a classificação das epilepsias é ajustada de acordo com a respectiva 

fisiopatologia e é frequentemente revisada pela Liga Internacional Contra a Epilepsia 

(International League Against Epilepsy - ILAE), sendo a organização norteadora do diagnóstico 

e do tratamento, e colaboradora da divulgação científica; de qualquer forma, é necessário 

salientar o consenso que existem formas de epilepsias não classificadas (Fisher et al., 2017). A 

etiologia das epilepsias é organizada nas seguintes categorias: epilepsia idiopática, 

presumivelmente de origem genética; epilepsia sintomática, de causa genética ou adquirida; 

epilepsia provocada, causada por fatores ambientais; e epilepsia criptogênica, de causa não 

identificada. As causas potenciais, propriamente ditas, são excepcionalmente variadas, como: 

tumores encefálicos, infecções encefálicas, traumas, febre entre inúmeras outras (Shorvon, 

2011). 

A prevalência de epilepsias no mundo atualmente varia de 4 a 10 a cada 1000 pessoas. 

Aproximadamente 50 milhões de pessoas de todas as idades, são portadoras de epilepsia, sendo 

que destes, 80% estão em países subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (WHO, 2021). 

Dados epidemiológicos são escassos no que concerne as epilepsias no Brasil. Em 1986, na 

cidade de São Paulo, a prevalência de epilepsias era em média de 11,9 a cada 1000 habitantes 

(Junior et al., 1986). Em 1992, em indivíduos acima de 1 ano a prevalência era de 16,5 a cada 

1000 habitantes na área urbana de Porto Alegre (Fernandes et al., 1992); Em 2004 a prevalência 

de epilepsias na população urbana de São José do Rio Preto – SP era de 18,6 a cada 1000 

habitantes (Borges et al., 2004). Em outro estudo conduzido por Noronha e colaboradores em 

2007 no estado de São Paulo, a prevalência ao longo da vida era de 9,2 a cada 1000 habitantes 

e a prevalência de epilepsias ativas de 5,4 a cada 1000 habitantes, sendo maior em classes 

sociais mais carentes (7,5 a cada 1000 em comparação com 1,6 a cada 1000 para as classes mais 
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favorecidas) e a prevalência também foi maior em idosos (8,5 a cada 1000 habitantes). Desses 

pacientes, 38% com epilepsias ativas receberam o tratamento inadequado sendo que 19% 

receberam o correto tratamento, indicando epilepsias refratárias (Noronha et al., 2007). 

O aprimoramento da abordagem terapêutica diminuiu globalmente a mortalidade, a 

prevalência e as incapacidades geradas pelas epilepsias, de acordo com o seguimento de uma 

análise sistemática no período de 1990 a 2016. No entanto, recursos insuficientes geram falhas 

no tratamento, o que pode explicar a maior proporção de epilepsias graves e mortalidade em 

pacientes vivendo em países subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, comparado a pacientes 

em países desenvolvidos (Beghi et al., 2019). Uma das formas de controle das epilepsias são os 

tratamentos farmacológicos que, por sua vez, são geralmente seguros, eficazes, de baixo custo 

e acessíveis. Porém, aproximadamente 20 a 30% dos pacientes diagnosticados, principalmente 

crianças e adolescentes, ou não tem acesso ao tratamento ou apresentam síndromes epilépticas 

farmacorresistentes (WHO, 2021). 

Ademais, devido as características das epilepsias os pacientes estão mais sujeitos ao 

desemprego, demissões e incapacidades (Souza et al., 2018). As crises epilépticas não 

controladas, em detrimento da qualidade de vida dos pacientes, agravam pela complexa relação 

com outras comorbidades (Hingray et al., 2019; Kanner, 2016; Watkins et al., 2019). Na 

verdade, algumas comorbidades são 8 vezes mais frequentes em pacientes portadores de 

epilepsias comparados à população geral, entre elas: depressão, ansiedade, demência, 

enxaqueca, doenças cardíacas, úlceras e artrites (Keezer et al., 2016). A longo prazo o problema 

ultrapassa o âmbito pessoal e provoca impactos negativos na vida familiar, profissional e social. 

Os familiares e cuidadores, dependendo da gravidade da condição do paciente, podem sofrer 

consequências proporcionais em função da atenção e preocupação dispendida com o paciente 

(Baranowski, 2018; Edelstein et al., 2019); inclusive em crianças e adolescentes que podem 

apresentar desabilidades intelectuais e deficiências sensoriais (Olusanya et al., 2020). Mesmo 

diante de tantos avanços nos diagnósticos e tratamentos – que vão além do alcance 

farmacológico – ainda hoje, por influência cultural e histórica, principalmente os pacientes 

acometidos por epilepsia, mas seguramente também familiares e cuidadores sofrem 

preconceitos pelo estigma relacionado às crises epilépticas, o que indica a necessidade de 

entendimento e comunicação dessas condições (Chakraborty et al., 2021). 

Enquanto as epilepsias de etiologia conhecida podem ser tratadas seguindo o Protocolo 

Clínico e Diretrizes Terapêuticas da Epilepsia (PORTARIA CONJUNTA Nº 17, DE 21 DE 

JUNHO DE 2018); outros casos permanecem sob investigação, como os de etiologia indefinida 
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e de episódios refratários. São exemplos de investigação recente de potenciais estratégias 

terapêuticas: a microbiota como um alvo terapêutico e a disbiose como potencial e complexo 

fator de risco para desencadeamento de crises epilépticas (Lum et al., 2020); a dieta cetogênica 

– mesmo que o mecanismo de ação não esteja esclarecido – para tratamento de pacientes que 

apresentam crises refratárias (Dabke & Das, 2020; Meira et al., 2019; Wells et al., 2020; 

Zarnowska, 2020); o tratamento com canabidiol frente às epilepsias refratárias em crianças e 

adolescentes (Hausman-Kedem et al., 2018; Raucci et al., 2020); a memantina como potencial 

neuroprotetora evitando a neurodegeneração diante de status epilepticus (SE) (Zenki et al., 

2018); abordagens não farmacológicas como a efetividade estimulação vagal (Rydenhag & 

Ben-menachem, 2018) e intervenção cirúrgica em pacientes com epilepsia do lobo temporal 

(Zimmermann et al., 2020). 

Motivados pela pandemia causada pelo SARS-CoV-2, recentemente algumas 

investigações especulam se epilepsias são fatores de risco para o desenvolvimento mais grave 

da COVID-19 (Millevert et al., 2021); no entanto, devido às informações limitantes, a cautela 

e cuidado com pacientes diagnosticados com epilepsias segue com recomendações ainda mais 

preventivas visto a possibilidade da manifestação de estresse, depressão, ansiedade e aumento 

de frequências de crises (Asadi-pooya et al., 2021; French et al., 2020; Van Hees et al., 2020). 

Por outro lado, mesmo que se apresente em casos raros, crises epilépticas podem ser causadas 

por complicações da COVID-19, como principalmente por: febre, hipóxia, descarga de 

citocinas e eventos cerebrovasculares (Nikbakht et al., 2020; Vohora et al., 2020). 

Diante do atual cenário, é impreterível o entendimento pleno do mecanismo 

bioquímico desencadeador e mantedor de crises epilépticas assim como as consequentes 

perturbações. Só com o domínio integral da (s) fisiopatologia (s) será possível o aprimoramento 

da estratégia e conduta terapêutica realizada pelos profissionais da saúde a fim de controle 

absoluto diante das epilepsias; bem como contribuir para estreitar a lacuna entre a associação 

dos mecanismos biológicos com os sinais e sintomas físicos e subjetivos dos pacientes. 

 
1.2. MODELOS EXPERIMENTAIS PARA ESTUDO DAS EPILEPSIAS 

A investigação sobre epilepsias lança mão de distintas estratégias experimentais a fim 

de obter modelos racionais com potencial condição translacional. 

Uma das estratégias validadas in vitro é o emprego de baixas concentrações de Mg2+ 

em meio de cultura. Isto é, um meio de cultura ausente de 1 mM de MgCl2 promove atividade 

epileptiforme e consequente aumento de concentrações de Ca2+ intracelular em neurônios (Kim 
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et al., 2016). Dessa forma, respostas celulares são indicativos de possíveis mecanismos que 

ocorrem em uma crise epiléptica. Empregando essa condição, Deshpande e colaboradores 

identificaram que endocanabinoides promovem inibição de status SE in vitro mediante ativação 

de receptores canabinóides do tipo 1 (CB1) (Deshpande et al., 2007). Em outro estudo, 

Nagarkatti e colaboradores determinaram as alterações na dinâmica do Ca2+ no modelo de SE 

in vitro ao longo do tempo e observaram que após SE in vitro, dantrolene, via inibição de 

receptor de rianodina, impediu o aumento das concentrações de Ca2+ intracelular, diminuiu a 

morte neuronal e evitou a manifestação de descargas epileptiformes recorrentes e espontâneas 

(Nagarkatti et al., 2010). Sun e colaboradores observaram a regulação positiva do microRNA- 

134 – definido pelo papel na progressão de epilepsias – e reversão da regulação quando presente 

o antagonista (Ant-134) em cultura de neurônios expostos a baixos níveis de Mg2+ (Sun et al., 

2017). 

Similarmente, modelos de SE validados in vitro são empregados para investigação do 

metabolismo encefálico diante de desafio em meio despolarizante ou composto indutor de 

epilepsia. Por exemplo, Eloqayli e colaboradores empregaram 10mM de pentilenotetrazol 

(PTZ) – um antagonista receptores de ácido γ-aminobutírico (GABAA) – em cultura de 

neurônios de camundongos e relacionaram com prejuízo nas funções mitocôndrias e 

metabólicas (Eloqayli et al., 2002). O mesmo grupo de pesquisa observou prejuízos metabólicos 

causados por 10mM de PTZ in vitro também em cultura de astrócitos de camundongos (Qu et 

al., 2005). Empregando 40mM de PTZ em cultura de neurônios de Helix aspersa, Giachello e 

colaboradores observaram a consequente atividade epileptiforme e aumento da fosforilação da 

sinapsina (Giachello et al., 2013). Zang e colaboradores empregaram astrócitos de hipocampo 

de rato e trataram com 10 mM de PTZ em intervalos de tempo até 24h. O tratamento com PTZ 

aumentou a expressão de mRNA e a proteína de pleiotrofina que pode estar envolvida na 

epileptogênese (Zhang et al., 2014). A investigação in vitro também colabora para prospectar 

compostos potencialmente neuroprotetores, como no caso do composto JM-20 que apresentou 

efeitos protetores em neurônios granulares cerebelares de ratos quando adicionado ao meio 

contento também glutamato e 40Mm de PTZ (Nuñez-figueredo et al., 2014). Em outro estudo, 

Sheng e colaboradores observaram efeitos protetores do composto otofilosídeo N (isolado de 

Cynanchum otophyllum) diante da lesão neuronal induzida por PTZ empregando neurônios 

corticais de camundongos in vitro (Sheng et al., 2016). 

No que diz respeito aos modelos in vivo, a disponibilidade de sistemas biológicos 

complexos comparáveis a humanos para estudo de epilepsia, como principalmente ratos, 
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camundongos e peixe-zebra, proporcionam desenvolver aprofundados estudos neuroquímicos 

e comportamentais. Tradicionalmente o uso de indutores de crises epilépticas, mimetizando 

epilepsias adquiridas, e modelos genéticos knockout em roedores foram e continuam sendo os 

modelos mais aplicados. Dentre os indutores de crises epilépticas em roedores frequentemente 

empregados estão a pilocarpina, um agonista colinérgico muscarínico que induz SE (Pasquetti 

et al., 2019); a combinação lítio-pilocarpina, vantajosa pela redução da mortalidade dos animais 

(Hillert et al., 2014; Imran et al., 2015; Lévesque et al., 2016; Zenki et al., 2018); o ácido 

caínico, um agonista de receptores cainato e agonista parcial de receptores AMPA (ácido α- 

amino-3-hidróxi-5-metil-4-isoxazol propiônico) (Burtscher et al., 2015; Cavalheiro et al., 1982; 

Zaja-Milatovic et al., 2008; Y. Zhang et al., 2020); ácido homocisteíco, um agonista de 

receptores N-metil-D-aspartato (NMDARs) (Folbergrová et al., 2005, 2007, 2010); o já 

mencionado PTZ (Branco et al., 2013; Hansen et al., 2004; Huang et al., 2001; B. H. Wang et 

al., 2018; Zhu et al., 2016), entre outros. 

Modelos emergentes como o peixe-zebra estão sendo amplamente empregados na área 

biomédica e em neurociências (Fontana et al., 2018; Kalueff et al., 2014; Teame et al., 2019); 

e especificamente pela possibilidade de induzir epilepsias agudas e modelar epilepsias genéticas 

(Grone & Baraban, 2015; Mussulini et al., 2016). O uso de modelos alternativos a roedores 

pode preencher lacunas científicas relacionada aos mecanismos neuroquímicos e características 

comportamentais ainda sob investigação (Kundap et al., 2017). 

Também conhecido como paulistinha ou do inglês zebrafish, o peixe-zebra (Danio 

rerio) é um peixe teleósteo pertencente à família Cyprinidae, natural do sul da Ásia – Índia, 

Bangladesh e Nepal – onde a variação de temperatura é ampla, entre 6 a 38 ºC, indicando que 

esse animal se caracteriza pela capacidade adaptativa de sobrevivência nessas diferentes 

condições; na idade adulta tem tamanho aproximado de 3 a 4 cm e vive em média de 3 anos e 

6 meses, chegando a 5 anos (Spence et al., 2008). As vantagens no emprego do peixe-zebra em 

relação a outros modelos se dão pelo seu tamanho reduzido, possibilidade de obtenção de 

considerável número de ovos diariamente, custo e espaço menores para manutenção e 

versatilidade e dualidade larva-adulto (Grone & Baraban, 2015); a fertilização externa, os 

embriões transparentes e o rápido desenvolvimento larval – sendo de 48h a 72h para a eclosão 

e então alcançar o estágio larval (Kimmel et al., 1995), bem como a permeabilidade do córion 

por substâncias do meio (Vallverdú-Queralt et al., 2015) propiciam também estudos sobre 

desenvolvimento, ensaios toxicológicos, de teratogenicidade (Braga et al., 2015; Cerbaro et al., 

2020; Grünspan et al., 2018), na área ecotoxicológica (Bhagat et al., 2020; Fu et al., 2021; Juan- 
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García et al., 2021; Koual et al., 2021; Lerebours et al., 2010); e screening de drogas 

antiepilépticas (Afrikanova et al., 2013; Baraban et al., 2007; Santana et al., 2012). 

Porém, os Sistema Nervoso Central (SNC) e imune são imaturos durante as fases de 

desenvolvimento bem como as respostas comportamentais são simplificadas (Wong et al., 

2010); por sua vez, o peixe-zebra adulto possui estrutura encefálica conhecida (Braga et al., 

2013) e visualmente dividida em: telencéfalo, tectum óptico, cerebelo (Zenki et al., 2014). O 

SNC é desenvolvido e as respostas comportamentais mais complexas em relação à larva 

(Baggio et al., 2018; Dos Santos et al., 2020; Zenki et al., 2020). Esses fatores contribuem para 

a aplicação do modelo animal em investigação de inúmeras doenças neurodegenetarivas 

(Martín-Jiménez et al., 2015) e inclusive as epilepsias (Kundap et al., 2017; Mussulini et al., 

2013). Existe também a possibilidade de edição gênica por técnicas como Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) associated protein 9 (Cas9) (CRISPR/Cas9) 

que possibilitam a geração de linhagens mutantes (Grone & Baraban, 2015; Hoshijima et al., 

2019) e que apresentam epilepsias (Baraban et al., 2013; Zabinyakov et al., 2017). Ademais, o 

completo genoma do peixe-zebra foi codificado e comparado ao genoma humano, e observou- 

se que aproximadamente 70% dos genes humanos possui um ortólogo no peixe-zebra (Howe et 

al., 2013). Nesse sentido, no aspecto translacional, a neurotransmissão modulatória – mediada 

por receptores acoplados a proteína G - é um objeto de investigação em doenças 

neurodegenerativas e sabe-se que no peixe-zebra maior quantidade desse receptores são 

expressos quando comparado aos mamíferos; porém, muitos receptores, alvo de ligação e 

sinalização como por exemplo GABA, glutamato, serotonina, dopamina e noradrenalina são 

muito semelhantes (Panula et al., 2010; Rico et al., 2011). Para modelos de SE induzido em 

peixe-zebra adulto, emprega-se principalmente: ácido caínico (Mussulini et al., 2018) e PTZ 

(Mussulini et al., 2013), que também é aplicado em larvas (Afrikanova et al., 2013; Sheng et 

al., 2016). É possível também a indução de crises epilépticas por hipertermia em larva, 

considerando a febre uma das causas das epilepsias (Hunt et al., 2012). O peixe-zebra é um 

modelo apropriado para identificar uma ampla variedade de anticonvulsivantes potenciais 

(Berghmans et al., 2007). Em formas genéticas de epilepsia: larvas de peixe-zebra – com 4 a 6 

dias pós-fertilização (dpf) - são empregadas no modelo de Síndrome de Dravet – anteriormente 

conhecida como epilepsia mioclônica severa da infância – lançando mão da linhagem mutante 

Scn1Lab (para canal de sódio voltagem dependente) os quais apresentam hiperatividade com 

comportamento convulsivo, sendo um exemplo de modelo genético (Kumar et al., 2016). A 

hibridização in situ – uma técnica que possibilita a identificação dos locais de expressão de 



8  

genes específicos de interesse – foi padronizada em embriões de peixe-zebra (Thisse & Thisse, 

2008) e aplicada no esclarecimento da fisiopatologia de epilepsias focais (Swaminathan et al., 

2018). 

Diante de todas essas estratégicas de investigação e modelos comentados, algumas 

questões permanecem com aspectos a serem explorados e esclarecidos, como por exemplo o 

papel do metabolismo encefálico e as funções mitocôndrias na fisiopatologia das epilepsias 

(Kovács et al., 2018). Enquanto alguns trabalhos indicam alterações bioenergéticas envolvidas 

nas epilepsias (Burtscher et al., 2015, 2018; Carrasco-Pozo et al., 2015; Rahn et al., 2014) há 

evidências que demonstram o contrário (Imran et al., 2015). 

 
1.3. MITOCÔNDRIA 

1.3.1. Origem, características e funções 

Importantes teorias e evidências sustentaram o conhecimento da origem da 

mitocôndria; hipóteses surgiram entre o século XX até os anos 1960 quando se propôs que 

organelas eucarióticas, incluindo mitocôndrias e cloroplastos, evoluíram de bactérias 

endossimbióticas (Sagan, 1967). Nos anos 70 e 80, análises filogenéticas de genes e proteínas 

evidenciaram a origem endossimbiótica das mitocôndrias pela proveniência procariótica que se 

diferenciava das características nucleares eucariótica (Bonen et al., 1977; Yang et al., 1985). 

Dessa forma, a célula eucariota anaeróbia primitiva evoluiu com uma bactéria púrpura 

endossimbiótica – da classe alphaproteobacteria – e obteve então a capacidade de realizar 

catabolismo aeróbio com auxílio da maquinaria bacteriana (Roger et al., 2017). Em 1898, Carl 

Benda nomeou as organelas que observara no citoplasma celular de mitocôndria (do grego 

mitos (fio) e chondros (grãos)) (Benda, 1898). 

Mesmo que a maioria das proteínas mitocondriais sejam codificadas no núcleo celular, 

em função da sua origem bacteriana, as mitocôndrias possuem características condizentes e 

peculiares: a maquinarias genética – conhecido como DNA mitocondrial – sintetiza 13 

proteínas que compõem a cadeia transportadora de elétrons (Kramer & Bressan, 2018). Isso é 

relevante, por exemplo, para a clínica, visto que é possível que o DNA mitocondrial seja um 

alvo de antibióticos provocando disfunção mitocondrial (Kalghatgi et al., 2013; Yin et al., 

2018); e por outro lado um alvo terapêutico para a remissão de alguns tipos de câncer via 

mitocôndria (Lamb et al., 2015). 

A morfologia das mitocôndrias presentes nas células se caracteriza pela presença de 

membrana externa que limita com o ambiente citoplasmático e membrana interna que bordeia 
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a matriz mitocondrial (Brandt et al., 2017). As mitocôndrias interagem com as demais organelas 

e membranas da célula (Lackner, 2019). São organelas dinâmicas que possuem maquinaria para 

as atividades antagônicas de fissão e fusão. Esses processos ocorrem em relação à demanda 

energética celular e também como um controle de qualidade, isto é, eliminação de organelas 

disfuncionais por mitofagia (Westermann, 2010). Em neurônios o transporte de mitocôndrias 

nos axônios é particularmente crucial visto que as organelas podem ser encaminhadas a locais 

de maior demanda energética (Hollenbeck & Saxton, 2005). As funcionalidades mitocondriais 

alteram de acordo com regiões encefálicas (Petersen et al., 2019). Além disso, evidências 

indicam a união estável de complexos mitocondriais em supercomplexos ou respirassomos 

(Cruciat et al., 2000; Schägger & Pfeiffer, 2000); mas isso não necessariamente promove 

aumento da performance bioenergética (Lobo-Jarne et al., 2018; Mourier et al., 2014). 

A biossíntese de ATP é, sem dúvida, a mais conhecida e reportada função das 

mitocôndrias, mas essas organelas desempenham outras funções no contexto celular, como: 

homeostase do Ca2+, controle de apoptose, produção e detoxificação de espécies reativas de 

oxigênio (ERO), metabolismo e biossíntese de substratos (Herst et al., 2017). 

O Ca2+, por sua vez, possui versátil função sinalizadora, controlando o metabolismo, 

viabilidade celular, envolvido na fertilização, proliferação celular, contração, secreção, entre 

outros (Berridge et al., 2000; Rizzuto et al., 2012). A manutenção da concentração de Ca2+ 

intracelular se dá através do aprimorado sistema de transporte (Bernardi & von Stockum, 2012). 

A concentração de Ca2+ no citoplasma é mantida em torno de 100 nM quando em repouso, e 

pode aumentar até a 1μM em situações de ativação, em contraste com a concentração 

extracelular de aproximadamente 1-2 mM (Berridge et al., 2000; Kannurpatti, 2017); essas 

concentração variam de acordo com o tipo celular (Fernandez-sanz et al., 2019). No processo 

de tamponamento do Ca2+ realizado pelas mitocôndrias, o Ca2+ passa através das membranas 

mitocôndrias externa e interna: transportadores – canais iônicos dependente de voltagem 

(VDAC – voltage dependent anion channel) – localizados na membrana externa das 

mitocôndrias são essenciais para a captação de Ca2+ para o espaço intermenbrana ou liberação 

para o citosol e inclusive, a abertura dos canais é controla pelas concentrações de Ca2+ (Báthori 

et al., 2006; Shoshan-Barmatz et al., 2010). O Ca2+ entra na matrix mitocondrial via o 

transportador mitocondrial uniporter de Ca2+ (MCU – Mitochondrial calcium uniporter) 

(Baughman et al., 2011; Drago et al., 2011; Marchi & Pinton, 2014; Pan et al., 2013; Stefani et 

al., 2014); e então o Ca2+ atua como cofator e modula desidrogenases do ciclo do ácido cítrico 

– glicerol 3-fosfato desidrogenase, piruvato desidrogenase, isocitrato desidrogenase e 
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oxoglutarato desidrogenase – , a F1–FO ATP sintase inclusive possui sítio de ligação para Ca2+ 

na subunidade β sendo a biossíntese de ATP também regulada de acordo com as concentrações 

de Ca2+ (Fernandez-sanz et al., 2019; Nichols & Denton, 1995). Na matriz mitocondrial o 

acúmulo da maior quantidade de Ca2+ ocorre pela formação de precipitados com fosfato 

(Starkov, 2010); o efluxo do excesso de Ca2+ da matriz mitocondrial ocorre através de 

trocadores Na+-Ca2+ (mNCX) e H+-Ca2+ (mHCX) de forma lenta para o citoplasma (Crompton 

et al., 1977; Kannurpatti, 2017; Rizzuto et al., 2012). Ademais, alterações na homeostase de 

Ca2+ são características de doenças neurodegenerativas, como na doença de Huntington 

(Cherubini et al., 2020). 

A mitocôndria tem um papel na apoptose que por sua vez trata-se de um processo 

comum em distintas situações: fisiológicas, patológicas e em tratamentos específicos (Kerr et 

al., 1972; Lockshin & Williams, 1964). O processo ocorre por meio da ativação de uma cascata 

sinalizadora (Galluzzi et al., 2012) e o controle está estreitamente relacionado ao influxo de 

Ca2+ nas mitocôndrias (Hajnóczky et al., 2003; Rapizzi et al., 2002). O acumulo excessivo de 

Ca2+ na mitocôndria provoca a liberação de algumas proteínas – citocromo c, Smac/Diablo, 

fator indutor de apoptose (AIF – apoptosis-inducing factor), endonuclease G – através de poro 

de transição de permeabilidade (PTP). Normalmente essas proteínas pró-apoptóticas situam no 

espaço intermembrana e que quando liberadas para o citosol e/ou núcleo provocam ativação de 

caspases e nuclease ou inativando inibidores do processo (Contreras et al., 2010; Gupta et al., 

2009; Halestrap, 2009; X. Wang, 2009). 

A produção de ERO é inerente ao processo de respiração celular (Cadenas & Davies, 

2000); já o desequilíbrio da homeostase redox – excessivo aumento de ERO – compõe a 

regulação da sinalização celular (Hamanaka & Chandel, 2010; Murphy, 2009) e parte da 

resposta imune (West et al., 2011). Porém, o continuo desequilíbrio sem a neutralização das 

ERO causa subsequente estresse oxidativo e desencadeia danos e disfunções mitocondriais, 

associados à doenças neurodegenerativas (Jiang et al., 2016) e também às epilepsias 

(Ambrogini et al., 2019; Liang et al., 2012; Pearson-Smith & Patel, 2017; Waldbaum & Patel, 

2010). 

O metabolismo, por sua vez, também pode ser regulado nas mitocôndrias; na matriz 

mitocondrial estão localizadas as enzimas do ciclo do ácido cítrico que a partir da oxidação de 

piruvato geram coenzimas reduzidas (NADH e FADH2) subsequentemente essas doam elétrons 

à cadeia transportadora de elétrons com a finalidade de biossintetizar ATP e ocorre também 

parte das vias biossintéticas da pirimidina e dos lipídios (β-oxidação do ácido graxo), de 



11  

aminoácidos e cofatores (Nunnari & Suomalainen, 2012); e síntese de heme e aglomerados de 

Fe-S (Lill & Mühlenhoff, 2008). 

As mitocôndrias interagem com praticamente todas as outras organelas, dessa forma 

existe uma influência mitocondrial refletida no contexto celular (Lackner, 2019). As funções 

mitocondriais comentadas até então, na verdade, podem ocorrer de forma interconectada 

(Nunnari & Suomalainen, 2012). O metabolismo é adaptável à demanda energética em 

situações normais e em doenças (Smith et al., 2018). 

 
1.3.2. Sistema de transporte de elétrons e fosforilação oxidativa 

Na membrana interna estão localizados os complexos proteicos –complexos I ao IV - 

responsáveis pelo sistema de transporte de elétrons. O sistema leva elétrons a partir de 

coenzimas reduzidas – NADH e FADH2 – até o aceptor final, o oxigênio molecular (O2). Esse 

processo ocorre concomitantemente ao bombeando de H+ para o espaço intermembranas. A 

fosforilação oxidativa (OXPHOS), por sua vez, é promovida pela F1Fo-ATP sintase, também 

identificada como complexo V, com sua característica catalítica rotativa. O acúmulo de H+ no 

espaço intermembranas gera a força próton-motriz crucial para a biossíntese de ATP a partir de 

ADP e Pi (Leslie et al., 1999). 

 
1.3.3. Bioenergética mitocondrial 

Ao analisar restritamente o consumo de O2 pelas células sabemos que se trata de uma 

reação de transferência final de elétrons no complexo IV da cadeia respiratória para o (O2), 

reduzindo-o a H2O. Com essa medida de consumo podemos inferir outras informações sobre as 

funções mitocôndrias (Makrecka-Kuka et al., 2015). Incluindo função e disfunção de 

complexos da cadeia transportadora de elétrons (Jaber et al., 2020). 

Diferentes amostras podem ser empregadas para medir o consumo de O2, como: 

células intactas, células permeabilizadas, homogenato de tecido, mitocôndrias isoladas, entre 

outras (Larsen et al., 2014; Makrecka-Kuka et al., 2015). A avaliação do consumo de O2 

empregando células intactas – vantajosas pela manutenção do ambiente celular – designa as 

taxas de: respiração celular de rotina, eficiência de acoplamento (p/O2), vazamento de prótons 

(H+ leak), capacidade do sistema de transferência de elétrons/respiração máxima (CTE), 

capacidade respiratória de reserva (CRR) e consumo de oxigênio residual (COR), obtidas com 

a adição de substratos e inibidores da cadeia transportadora de elétrons (Brand & Nicholls, 

2011). O modelo esquemático está representado na figura 1. 
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Figura 1. Figura representativa do fluxo de consumo de O2 no protocolo de controle de acoplamento. 

O fluxo de consumo de O2 (denominado rotina) é medido após a estabilização do fluxo respiratório. Em 

seguida, é adicionada oligomicina (um inibidor da ATP sintase) para obter a eficiência de acoplamento 

(p/O2) e vazamento de H+ (H+ leak). Em seguida, adiciona-se cianeto de carbonil-4- (trifluorometoxi) 

fenil-hidrazona (FCCP), um protonóforo e desacoplador de fosforilação oxidativa, para obteção da 

capacidade de transferência máxima de elétrons/respiração (CTE) do sistema e a capacidade respiratória 

de reserva (CRR). A CRR é calculada pela diferença entre rotina e CTE. Ao final, Rotenona (um inibidor 

do complexo I, concentração final de 0,5 µM) e antimicina-A (um inibidor do complexo III, 

concentração final de 2,5 µM) são adicionados para determinar o consumo de oxigênio residual (COR), 

o qual é subtraído de todas as variáveis anteriores. 

 

Já a análise empregando mitocôndrias isoladas – vantajosas para investigação de 

mecanismos – avaliam os estados respiratórios (Brand & Nicholls, 2011). Os estados 

respiratórios foram definidos primeiramente por Chance e Willians em 1955 e são divididos de 

acordo com características respiratórias, suas características estão apresentadas na Tabela 1. 

Experimentalmente os estados 3 e 4 são os mais relevantes: o estado 3 (estado fosforilante) 

representa o consumo de O2 pelas mitocôndrias em meio contendo substratos oxidáveis e ADP, 

o estado 4 (estado não-fosforilante) representa a depleção do ATP e diminuição do consumo de 

oxigênio (Chance & Williams, 1955). 

 
Tabela 1. Estados Respiratórios na mitocôndria 
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 Estado 1 Estado 2 Estado 3 Estado 4 Estado 5 

Características Aeróbico Aeróbico Aeróbico Aeróbico Anaeróbico 

Nível de ADP Baixo Alto Alto Baixo Alto 

Nível de 

substrato 

Baixo- 

endógeno 

Aproximadamente 

0 

Alto Alto Alto 

Taxa 

respiratória 

Lenta Lenta Rápida Rápida 0 

Taxa limitante 

do 

componente 

Aceptor de 

fosfato 

Substrato Cadeia 

respiratória 

Aceptor de 

fosfato 

Oxigênio 

Traduzida e adaptada de (Chance & Williams, 1955). 

 

O RCR (do inglês, respiratory control ratio) corresponde a um índice para controle da 

taxa respiratória. Se dá pela divisão do estado 3 pelo estado 4. É empregado para determinar a 

qualidade da preparação amostral de mitocôndria (Brand & Nicholls, 2011). 

O estudo da bioenergética em tecido encefálico é peculiar devido a sua composição 

heterogênea – composta por neurônios e células não neuronais – diferentes de outros tecidos 

com composição homogênea frequentemente avaliados como: cardíaco, muscular, hepático, 

esse fator pode determinar diferentes características mitocondriais (Fecher et al., 2019). Dessa 

forma, os protocolos empenham-se para o isolamento mitocondrial em encéfalo de rato (Sims 

& Anderson, 2008) e sinaptossomas de encéfalo de ratos (Dunkley et al., 2008) e camundongos 

(Choi et al., 2009). 

 
1.4. DISFUNÇÃO MITOCONDRIAL E EPILEPSIAS 

A disfunção mitocondrial é determinada por alterações prejudiciais em uma ou mais 

das variadas funções mitocondriais conhecidas. A disfunção mitocondrial pode ser avaliada em 

diferentes modelos, tecidos e preparações de amostra. Um aspecto primordial é a determinação 

da função mitocondrial, garantido por controles ao longo do processo experimental (Brand & 

Nicholls, 2011). Ao que as evidências indicam disfunções mitocondriais promovem prejuízo 

bioenergético e de transcrição, mutação em DNA mitocondrial, mutação genética e proteica, 

alteração da dinâmica mitocondrial, associação de proteínas mutadas, entre outras (Chaturvedi 

& Beal, 2013). 

Os motivos para a investigação da disfunção mitocondrial em neurociências é a sua 

relação com o envelhecimento (Brandt et al., 2017) e com a maioria das doenças 

neurodegenerativas (Chaturvedi & Beal, 2013; Karbowski & Neutzner, 2012). É um consenso 
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o papel da disfunção mitocondrial na fisiopatologia da doença de Alzheimer, Esclerose Lateral 

Amiotrófica (ELA) (De Luna et al., 2020), doença de Charcot-Marie-Tooth, doença de 

Parkinson, epilepsias, entre outras desordens também relacionadas com o envelhecimento 

(Brandt et al., 2017; Chaturvedi & Beal, 2013; Civera-Tregón et al., 2021; Devine & Kittler, 

2018; Herst et al., 2017). No entanto, permanece elusivo o nível da contribuição da disfunção 

mitocondrial em doenças como as epilepsias adquiridas e se a mitocôndria e o metabolismo 

encefálico são potenciais alvos terapêuticos (Kudin et al., 2009; Lim & Thomas, 2020). 

A diminuição da atividade do complexo I com consequente prejuízos no processo de 

OXPHOS foram especuladas como parte da fisiopatologia de doenças neurodegenerativas 

(Schapira, 1998); e deficiências no complexo I é um dos problemas mais frequente associados 

a doenças mitocondriais (Mimaki et al., 2012), ou pelo menos mais conhecidos e estudados. A 

diminuição da atividade do complexo I está evidenciado em pacientes diagnosticados com 

doença de Parkinson (Schapira et al., 1989) e doença de Alzheimer (Holper et al., 2019). 

Relacionado a esse fato, em pesquisa, a inibição do complexo I induzida por rotenona, é uma 

estratégia para investigação da doença de Parkinson visto que reproduz parte das características 

fisiopatológicas (Johnson & Bobrovskaya, 2015). Ademais, vem sendo testada a promissora 

proteção mitocondrial realizada por alguns compostos como guanosina (da Silva et al., 2020), 

fitoquímicos: polifenóis e substâncias endógenas carnitina, coenzima- Q10, ácidos graxos 

polissaturados, entre outros (Pogačnik et al., 2020). Enquanto outras linhas observam do ponto 

de vista da inflamação e a disfunção mitocondrial e os potencial protetores (Visentin et al., 

2020). 

Sugere-se que as epilepsias, tanto as de cunho genético como as epilepsias adquiridas, 

têm em comum a disfunção mitocondrial (Zsurka & Kunz, 2015). Verificou-se diminuição da 

atividade do complexo I (~ 60%) em mitocôndrias do córtex de ratos em modelo de epilepsia 

induzida por ácido homocisteico durante a fase aguda das crises e até 5 semanas após as crises 

agudas (Folbergrová et al., 2007, 2010). Embora atualmente nenhum tratamento para epilepsias 

que tenha como alvo a mitocôndria seja empregado, inúmeros compostos estão sendo 

investigados (Rahman, 2019). Mitocôndrias são hoje alvo de estudos para ação de compostos 

para o tratamento de doenças neurodegenerativas, a estratégia consiste em emprego de 

antioxidantes para proteção do dano mitocondrial como a coenzima Q10; compostos que 

promovem aumento da biogênese mitocondrial via ativação de fatores de transcrição como, por 

exemplo, antidiabéticos pioglitazona e rosiglitazona via receptores gamma ativados por 

proliferadores de peroxissoma (PPARγ), hipolipemiantes como bezafibrato e tiazolidinedionas, 
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que aumentam a expressão de PGC1α, resveratrol e viniferina que ativam SIRT1(sirtuína-1) 

via PGC1α, entre outros (Murphy & Hartley, 2018). 

Comparado às outras doenças neurodegenerativas citadas, a investigação da relação 

disfunção mitocondrial e epilepsias pode ser encontrada mais recentemente com o termo 

“epilepsia mitocondrial” que foi cunhado para pacientes que apresentam episódios – em maioria 

refratários – de crises epilépticas e com pobre prognóstico. Esforços estão sendo 

desempenhados com o intuito de padronizar modelos de disfunção mitocondrial; por exemplo, 

empregando inibidores de complexos mitocondriais em peixe-zebra (Byrnes et al., 2018). E 

apenas recentemente – Chan e colaboradores em 2019 – desenvolveram um modelo para 

investigação de “epilepsia mitocondrial” empregando inibidores de complexos – como a 

rotenona – e enzimas (Chan et al., 2019). Outro ponto a considerar é o impacto de 

anticonvulsivantes e seu benefício no que concerne a atividade mitocondrial; é o caso do 

sulforafano, um composto com atividade anticonvulsivante, ação antioxidante e promotor da 

função mitocondrial (Carrasco-Pozo et al., 2015). 

Uma outra razão para investigação do papel mitocondrial nas epilepsias se dá porque 

a neurotransmissão glutamatérgica é o principal sistema excitatório no encéfalo, de modo que 

a hiperexcitabilidade glutamatérgica demanda um pronunciado desempenho mitocondrial para 

biossíntese de ATP como no caso das crises epilépticas (Khatri & Man, 2013). O glutamato, 

por sua vez, é um aminoácido que além de ser o principal neurotransmissor excitatório atua 

como substrato energético e precursor do neurotransmissor inibitório ácido γ-aminobutírico, o 

GABA. A neurotransmissão sináptica glutamatérgica coordena eventos fisiológicos, como 

memória e aprendizado, desenvolvimento e envelhecimento e proliferação e migração celular 

(Niciu et al., 2012). Enquanto que alterações no funcionamento da neurotransmissão 

glutamatérgica estão envolvidos em evento como morte neuronal e suas consequências como 

as doenças neurodegenerativas (Khatri & Man, 2013). 



16  

2. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

 
 

Nós consideramos a necessidade de um melhor entendimento dos mecanismos 

neuroquímicos das epilepsias como uma possível contribuição para os casos das epilepsias de 

causas desconhecidas e ajuste dos protocolos para os pacientes farmacorresistentes. Atualmente 

o papel mitocondrial diante de crises epilépticas permanece elusivo. 

Nesse sentido e relacionado a dados prévios obtidos em nosso grupo de pesquisa, nós 

hipotetizamos que a disfunção mitocondrial está relacionada com crises epilépticas, ou seja, 

pode contribuir com a fisiopatologia das epilepsias. Queremos determinar se as mitocôndrias 

encefálicas são afetadas diante de exposições a compostos empregados em modelos animais de 

epilepsia. O entendimento desse aspecto pode indicar as mitocôndrias como um alvo 

terapêutico ou de proteção/prevenção diante de epilepsias. 
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3. OBJETIVO GERAL 

Avaliar a bioenergética mitocondrial diante da exposição a agentes indutores de crises 

epilépticas em modelos animais. 

 
3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Padronizar e avaliar a qualidade da dissociação celular de tecido encefálico de peixe- 

zebra adulto para uso na respirometria de alta resolução; 

• Avaliar o efeito de indutores de crises convulsivas in vitro e in vivo sobre a respiração 

mitocondrial em tecido encefálico dissociado de peixe-zebra adulto; 

• Padronizar o preparo de homogeneizado de tecido encefálico de peixe-zebra adulto e 

avaliar os efeitos da exposição a diferentes concentrações de Ca2+ sobre a respiração 

mitocondrial; 

• Avaliar os efeitos do PTZ sobre os complexos mitocondriais em fígado e encéfalo de 

camundongos. 
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CAPÍTULO I 

 

 
An optimized method for adult zebrafish brain-tissue dissociation that allows access 

mitochondrial function under healthy and epileptic conditions 

Luana Moro1, Giovana Rech1, Amanda Martins Linazzi, Thainá Garbino dos Santos, Diogo 
 

Losch de Oliveira 

 
1 Dual-first authorship: these authors contributed equally to the present work. 

 

Artigo publicado no periódico: Brain Research, 2021. 

 

Tema: Avaliação de métodos de dissociação celular (mecânicos e enzimáticos) para 

dissociação de encéfalo de peixe-zebra adulto para posterior avaliação dos efeitos de indutores 

de crises epilépticas sobre a bioenergética. 

Objetivos: Avaliar a melhor técnica para dissociação de encéfalo de peixe-zebra adulto; avaliar 

os efeitos de   agentes   indutores   de   crises   epilépticas   sobre   a   bioenergética. 

Principal conclusão: A dissociação mecânica com pasteur de vidro foi a técnica mais 

adequada para avaliação bioenergética em respirometria de alta resolução. A exposição in vitro 

a 20mM de PTZ induziu aumento do consumo de oxigênio nas amostras de dissociado 

encefálico de peixe-zebra adulto. A indução in vivo de crises epilépticas prolongadas do tipo 

SE aumentou a capacidade de reserva mitocondrial em amostras de dissociado encefálico de 

peixe-zebra adulto. 

Contribuição à formação do aluno: Este trabalho contribuiu para o desenvolvimento das 

minhas habilidades com o modelo peixe-zebra, como o cuidado na criação, a manipulação e a 

otimização do método de dissociação de tecido encefálico. Compreendi a metodologia de 

indução de crises convulsivas e os scores. Ademais aprendi a realizar e aprimorar as habilidades 

na realização da técnica de respirometria de alta resolução. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Direitos autorais deste trabalho cedidos, mediante publicação, 

para o periódico científico Brain Research 

DOI: 10.1016/j.brainres.2021.14749 
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CAPÍTULO II 

 

Ca2+ exposure reduces oxygen flux in zebrafish brain homogenate 

 
 

Manuscrito em preparação 

 
 

Tema: O papel do Ca2+ como sinalizador está envolvido em vários mecanismos fisiológicos e 

fisiopatológicos. No caso da epileptogênese, a hiperexcitabilidade desencadeando excesso de 

neurotransmissão característico de crises convulsivas pode estar relacionado com as vias de 

sinalização de Ca2+. Ademais o excesso de Ca2+ mitocondrial e o excesso de espécies reativas 

de oxigênio produzidas podem causar morte neuronal e crises convulsivas. A investigação da 

sinalização pelo cálcio Ca2+ na epileptogênese objetiva esclarecer mecanismos neuroquímicos 

envolvidos nessa condição. 

Objetivo: Avaliar o efeito de diferentes concentrações de Ca2+ sobre a função mitocondrial em 

homogeneizado de tecido encefálico de peixe-zebra adulto. 

Conclusões parciais: O Ca2 + nas concentrações testadas (500nM e 50µM) causou diminuição 

da taxa respiratória mitocondrial avaliada no homogeneizado de tecido encefálico de peixe- 

zebra adulto. 

Contribuição à formação do aluno: Este trabalho contribuiu para o contínuo desenvolvimento 

das minhas habilidades com o modelo peixe-zebra, e com a padronização do método de 

homogeneização de tecido encefálico. Defini o método de preparo de amostra e o apliquei para 

investigar os efeitos do Ca2+ na bioenergética empregando a técnica de respirometria de alta 

resolução para homogeneizado. 
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CAPÍTULO III 

 
 

Pentylenetetrazole inhibits specifically mitochondrial complex I 

 
 

Giovana Recha,b, Thibaut Moliniéb, Diogo Losch de Oliveiraa, Arnaud Mourierb 

Artigo a ser submetido ao periódico: Biochimica et Biophysica Acta – Bioenergetics 

 
Tema: Despolarizantes são amplamente utilizados para indução de crises epilépticas em 

modelos animais. A disfunção mitocondrial está relacionada ao processo de epileptogênese, 

mas o esclarecimento do completo papel mitocondrial ainda está sob investigação. Dessa forma, 

o efeito de despolarizantes sobre a mitocôndria isolada se faz de alto interesse na investigação. 

Objetivo: Investigar o efeito do PTZ na bioenergética das mitocôndrias intactas e 

permeabilizadas de encéfalo e fígado de camundongos e avaliar o impacto nos complexos 

mitocondriais. 

Principal conclusão: O PTZ se mostrou seletivo na inibição da atividade de complexo I 

independente de desidrogenases e transportadores em mitocôndrias de encéfalo e fígado de 

camundongos, não sendo observado alterações no complexo II nos mesmos tecidos. 

Contribuição à formação do aluno: Este trabalho proporcionou o refinamento do domínio 

técnico no que concerne o isolamento e avaliação da qualidade de mitocôndrias de fígado e 

encéfalo de camundongos; e a investigação do efeito de despolarizante PTZ em uma curva de 

concentrações em funções bioenergéticas e complexos mitocondriais. 
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4. DISCUSSÃO 

As epilepsias são investigadas constantemente em vista da ampla variedade de 

possíveis causas e prognósticos e para o aprimoramento das abordagens terapêuticas. Por sua 

vez as formas de epilepsias sem causa definida necessitam investigações mais aprofundadas 

para nortear as diretrizes de controle e tratamento. Em relação a fisiopatologia das epilepsias, 

as descargas elétricas anormais e excessivas no encéfalo demandam uma expressiva quantidade 

de energia ao encéfalo. Por sua vez, as mitocôndrias exercem funções fundamentais para a 

manutenção da atividade neuronal normal, como fornecimento de energia e tamponamento de 

Ca2+ (Devine & Kittler, 2018); já a investigação do papel da disfunção mitocondrial na 

fisiopatologia de epilepsias ainda não é totalmente esclarecida, especialmente para as epilepsias 

adquiridas (Zsurka & Kunz, 2015). Esse contexto justifica os nossos objetivos em contribuir 

para o melhor entendimento do papel mitocondrial diante de crises convulsivas em modelos 

animais. O objetivo de investigar a bioenergética mitocondrial em modelos de epilepsias almeja 

promover novos dados sobre mecanismos fisiopatológicos e novos possíveis alvos terapêuticos. 

Até o nosso conhecimento, poucos trabalhos investigaram o perfil bioenergético do 

tecido encefálico de peixe-zebra. Em um dos estudos na área toxicológica, o modelo para 

avaliação da respiração mitocondrial avalia o impacto da exposição de diferentes concentrações 

de urânio em fibras musculares e no tecido encefálico, no entanto o mesmo não apresenta 

detalhes metodológicos em relação a preparação da amostra (Lerebours et al., 2010). Nosso 

grupo de pesquisa é um dos primeiros a trabalhar com diferentes métodos de preparo de tecido 

encefálico de peixe-zebra para avaliação da bioenergética mitocondrial. Nós verificamos na 

literatura que diferentes amostras são usadas para acessar o perfil respiratório, como por 

exemplo: células intactas, células permeabilizadas, homogeneizado total, mitocôndrias isoladas 

(Makrecka-Kuka et al., 2015). A escolha do método de preparo de amostra empregado para o 

respectivo modelo (celular ou animal) deve levar em consideração as vantagens e limitações 

para avaliação da respirometria (Brand & Nicholls, 2011). Ademais, priorizou-se o 

desenvolvimento de protocolos para o uso do menor número de animais possíveis para os 

ensaios de respirometria. 

No capítulo I nós empregamos o peixe-zebra adultos, considerando as suas vantagens 

para este trabalho, o tamanho reduzido do encéfalo (aproximadamente 5 mg de massa), 

possibilitou mensurar o perfil respiratório total do tecido, diferente de quando se trabalha com 

roedores que possuem encéfalo maior, e em que a amostragem é necessária pra essa análise 

(Mourier et al., 2014); por outro lado, sabemos também que o pequeno tamanho do encéfalo de 
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peixe-zebra limita por exemplo a avaliação das diferentes estruturas isoladas como realizado 

em roedores (Cavalcanti-de-Albuquerque et al., 2018). Na primeira parte do trabalho avaliamos 

potenciais métodos de dissociação de tecido encefálico total e observamos que a dissociação 

por pipeta Pasteur de vidro com ponta polida gerou um dissociado encefálico com maior 

número de células viáveis quando comparado aos demais métodos de dissociação (mecânico 

por pistilo e enzimático com colagenase e tripsina, independentes). A literatura descreve 

algumas desvantagens para o emprego de apenas enzimas para dissociar o tecido encefálico 

(Maric e Barker, 2004); por exemplo, no caso da tripsina (concentração de 0.072% e 40 min de 

incubação) pode haver inativação de NMDARs (Allen et al., 1988). Enquanto que a comparação 

dos métodos mecânicos, o uso do pistilo produziu maior variabilidade entre as preparações, 

com essas observações foi possível definir pelo método de dissociação com Pasteur de vidro 

com ponta polida para preparação das amostras. 

Na segunda parte do trabalho, o método de dissociação otimizado foi aplicado para 

investigarmos a função mitocondrial em condições de exposição a compostos indutores de 

crises epilépticas. O tratamento com PTZ in vitro aumentou significativamente a p/O2, o que 

pode indicar uma hidrólise aumentada de ATP neuronal, uma vez que o tratamento agudo de 

PTZ pode levar a um aumento do influxo de Ca2 + e Na+, levando a uma elevação nas ATPases 

Na+/K+ e Ca2+ (Carrasco-Pozo et al., 2015). 

O modelo de SE induzido por ácido caínico in vivo apresentou aumento na CTE o que 

está relacionado à capacidade mitocondrial de responder a um aumento na demanda de energia, 

especialmente neurônios, quando experimentamos uma demanda de ATP (Yadava & Nicholls, 

2007). 

Os tratamentos agudos empregando PTZ e NDMA em meio livre de Mg2+ tem o 

sentido de acessar a respiração celular no momento em que as mesmas são expostas aos agentes. 

Nós hipotetizamos que seria possível detectar se alguma variável está sendo interferidas e/ou 

alteradas no tal momento. O que é diferente de induzir a crise por exposição ou injeção 

empregando animal vivo e proceder com a dissecação do encéfalo e processamento da amostra. 

Esse objetivo deriva de perspectivas de trabalhos prévios do grupo, sendo que, por exemplo, a 

caracterização comportamental dos efeitos do PTZ em peixe-zebra já está bem fundamentada 

(Mussulini et al., 2013), entretanto a bioenergética com exposição aguda permanecia elusiva. 

Embora tenhamos relatado aqui que variáveis mitocondriais são alteradas em algumas 

condições epilépticas, alguns questionamentos motivaram o estudo indicado no capítulo II. Para 

tal, nós otimizamos o protocolo para obtenção do homogenato total de encéfalo de peixe-zebra 
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adulto, com o intuito de investigar aspectos inerentes às mitocôndrias. O perfil respiratório do 

homogeneizado nos permite avaliar os estados respiratórios, para isso testamos, primeiramente, 

diferentes quantidades de massa tecidual (5mg, 10mg e 15mg). Observamos que o emprego de 

5mg de tecido é o suficiente para o ensaio ser realizado sem intercorrências, isto é, sem a 

necessidade de interrupção do experimento para reposição de O2 na chamber por consequência 

do seu consumo excessivo. A correspondência da massa tecidual sugerida para esse protocolo 

corresponde a 0,2 a 0,5 mg de proteínas. Um excesso de proteína correspondente a um maior 

conteúdo de tecido empregado (10 e 15mg de tecido) prejudicam o andamento experimental, 

sendo necessário abrir várias vezes (média de 4 vezes para 15mg) a chamber para reposição do 

O2 consumido pelo excesso de amostra. Comparado as células dissociadas, preparar o 

homogeneizado é conveniente pela rapidez que assegura melhor a manutenção da qualidade 

mitocôndrias e por necessitar de homogeneizações em mini potter para rompimento da 

membrana celular empregando 1 encéfalo, sem necessidade de pool. Outro detalhe 

metodológico importante verificado trata-se da normalização de dados. O fluxo de O2 das 

células dissociadas empregadas no capítulo I foi normalizado por massa tecidual (mg de tecido), 

sendo um viés metodológicos por causa da massa reduzida se a pesagem do tecido não for 

realizada de forma adequada. No que diz respeito ao homogeneizado de tecido encefálico de 

peixe-zebra, foi possível a normalização por massa de proteína (mg de proteína), o que 

assegurou menores chances de vieses metodológicos pela maior precisão. O homogeneizado 

constitui um conjunto de elementos celulares de tecido encefálico livres, visto que a 

homogeneização gera o rompimento de membrana celulares, tem-se mitocôndrias disponíveis 

no meio, além disso, se considera também a presença de traços de células sanguíneas. 

Diferentemente de espécies de mamíferos, em peixes a mitocôndria é importante para a 

diferenciação dos eritrócitos (Davuluri et al., 2016). 

Após a padronização do perfil respiratório do homogeneizado, o mesmo foi empregado 

para avaliar o efeito de concentrações de Ca2+ em mitocôndrias de peixe-zebra. Esse objetivo 

foi pensando de acordo com a linha de pesquisa que busca o entendimento da fisiopatologia das 

epilepsias. A elevação dos níveis intracelulares de Ca2+ é um dos processos celulares 

desencadeador da ativação neuronal excessiva e hipersincrônica e entender o papel do Ca2+ 

como segundo mensageiro na indução e manutenção das epilepsias pode fornecer novas 

perspectivas (DeLorenzo et al., 2005). Durante o período de repouso, os neurônios possuem 

baixas concentrações de Ca+2 intracelulares e durante a ativação excessiva, como no caso das 

crises epilépticas, as concentrações se elevam, dessa forma empregamos duas concentrações 
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baseadas em literatura (500nm e 5µM) para representar ambas situações (Berridge et al., 2000). 

Observou-se diminuição da taxa respiratória de forma concentração-dependente nos grupos 

tratados com concentrações de Ca2+. Em um estudo empregando mitocôndrias isoladas de 

tecido encefálico de ratos os autores também observaram diminuição do taxa respiratória 

causada pela exposição a concentrações crescentes de Ca2+ (Pandya et al., 2013). De acordo 

com os dados obtidos no nosso trabalho o estado 3, estado 4 e o desacoplamento foram 

diminuídos pela presença de ambas concentrações de Ca2+. Corroborando, o controle 

respiratório, indicativo de integridade mitocôndria, também diminuiu nos grupos expostos a 

Ca2+. De todo modo, um excessivo acumulo de Ca2+ no interior da mitocôndria, que ocorre em 

casos de despolarização recorrente, em crises epilépticas por exemplo, desencadeia a falha 

mitocondrial e morte neuronal (Kramer & Bressan, 2018; Steinlein, 2014). Ademais, em alguns 

tipos de epilepsias os sistemas de sinalização por Ca2+ estão alterados (Bergantin, 2021). Estão 

em aberto algumas questões que geraram perspectivas para continuidade e melhor conclusão 

deste trabalho. Entre elas a avaliação de uma curva de concentração de Ca2+, com concentrações 

menores às avaliadas, seguido da avaliação bioenergética, mas dessa vez na presença e ausência 

de quelantes e inibidores de transporte de Ca2+. Pretendemos avaliar a atividade das enzimas 

moduladas por Ca2+ (como piruvato desidrogenase e do ciclo do ácido cítrico) diante das 

concentrações expostas. 

O capítulo III compõe a etapa referente ao doutorado sanduíche, realizado no Institut 

de Biochimie et Génétique Cellulaires na Université de Bordeaux na França, em que um dos 

objetivos foi aprimorar os conhecimentos e aprender técnicas de avaliação de função 

mitocondrial, principalmente o isolamento mitocondrial para emprego em respirometria. Dessa 

forma, a estratégia foi isolar mitocôndrias de fígado e encéfalo de camundongos e avaliar o 

efeito da exposição aguda ao PTZ na bioenergética mitocondrial. Um dos motivos desta escolha 

foi pelo protocolo de isolamento mitocondrial estar muito bem consolidado em literatura. E 

isolamento de mitocôndrias de fígado de camundongo nos serviu de controle e para comparação 

por estar muito bem estabelecido no laboratório visitado. Outra justificativa do emprego de 

ambos os tecidos se deu porque mitocôndrias do fígado e do encéfalo respondem de maneiras 

diferentes aos tratamentos; por exemplo, as mitocôndrias hepáticas são menos sensíveis do que 

as mitocôndrias encefálicas em relação à despolarização induzida por Ca2+ (Vergun & 

Reynolds, 2005). Ademais, o encéfalo é preferencialmente objeto de investigação para indução 

de crises epilépticas por PTZ, enquanto que o impacto do PTZ nas mitocôndrias do fígado foi 

menos investigado (Yu et al., 1998). Levamos em consideração também que as mitocôndrias 
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isoladas do encéfalo compõem uma preparação que advém de diferentes tipos celulares 

(neurônios e glia), enquanto que o tecido hepático tem composição homogênea. O PTZ, por sua 

vez, é composto clássica e amplamente empregado em modelos animais de investigação. Os 

modelos animais atuais para investigação da epilepsia são indispensáveis para a descoberta e 

desenvolvimento de novas drogas antiepilépticas. No entanto, o mecanismo completo de ação 

do PTZ ainda precisa ser compreendido para em última instância obter novos medicamentos 

antiepilépticos e protocolos de tratamento aprimorados. 

Na primeira etapa nós encontramos o perfil de fluxo de O2 das mitocôndrias isoladas 

por meio da adição de substratos que geram consumo de O2 vinculado ao complexo I (piruvato, 

malato e glutamato) e complexo II (succinato e rotenona), separadamente. Em termos de perfil 

bioenergético observado neste trabalho, as mitocôndrias isoladas de encéfalo apresentaram 

menor fluxo de O2 para complexo I do que para complexo II e o perfil oposto foi detectado nas 

mitocôndrias do fígado, corroborando como dados prévios, no caso do fígado (Mourier et al., 

2014). De acordo com nossas buscas, essas observações para mitocôndrias encefálicas não são 

descritas na literatura em trabalho empregando mitocôndrias isoladas de encéfalo de ratos 

(Crescenzo et al., 2019). Uma vez conhecido e estabelecido o perfil respiratório das 

mitocôndrias isoladas de ambos tecidos, partimos para a etapa de tratamento agudo com PTZ 

em mitocôndrias isoladas. 

O PTZ foi o agente de escolha para investigação também por ser amplamente 

empregados na indução de crises convulsivas. Além da sua função como antagonista 

GABAérgico, o PTZ aumenta a produção de espécies reativas de oxigênio no encéfalo como 

consequência da indução de crises convulsivas (Waldbaum & Patel, 2010; Zhu et al., 2016). 

Além disso, o PTZ é uma molécula pequena (138,17 g/mol) e lipofílica que pode atravessar 

membranas e foi detectada no encéfalo de peixe-zebra adulto (Mussulini et al., 2013), mas o 

efeito sobre mitocôndrias não tinha sido testado até então. Sendo assim, testamos diferentes 

concentrações de PTZ em mitocôndrias intactas e permeabilizadas de fígados e encéfalo de 

camundongos. Nós questionamos o seguinte: o PTZ causa algum outro efeito sobre 

mitocôndrias além do estresse oxidativo já descrito? 

Como as concentrações de PTZ usadas em estudos com modelos in vitro e in vivo 

variam amplamente (de 10 a 40 mM) (Eloqayli et al., 2002; Giachello et al., 2013; Ibhazehiebo 

et al., 2018; Nuñez-figueredo et al., 2014; Podlasz et al., 2018; Rahn et al., 2014; Sheng et al., 

2016; S. Zhang et al., 2014) nós resolvemos realizar uma curva de titulação do PTZ, iniciando 

em 2,5 até 40mM. Os testes foram realizados em preparações de mitocôndrias no estado 
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fosforilativo (estado 3), em três condições independentes de substratos: piruvato, glutamato e 

malato; succinato e rotenona; succinato. Nesses experimentos, observamos que o PTZ diminui 

a atividade do complexo I pelo menor fluxo de O2 na condição de substratos para tal complexo. 

Em seguida, fixamos as concentrações de PTZ em 5, 10 e 20mM para investigar o efeito do 

PTZ nos estados fosforilativo (estado 3), não fosforilativo (estado 4) e desacoplado. As 

concentrações de 10 mM e 20mM de PTZ diminuíram a respiração dependente do complexo I 

em mitocôndrias de encéfalo. Em mitocôndrias de fígado, somente a concentração de 20 mM 

reduziu a respiração. Podemos inferir que as mitocôndrias encefálicas são mais sensíveis ao 

PTZ porque concentrações mais baixas foram capazes de inibir o complexo I em comparação 

com as mitocôndrias hepáticas. De qualquer forma, o prejuízo nas funções mitocondriais 

hepáticas, mesmo que em concentrações mais altas podem sugerir um efeito inespecífico (Yu 

et al., 1998). 

Salienta-se que a respiração mitocondrial depende também de atividades de 

desidrogenase e transporte de coenzimas da matriz mitocondrial. A permeabilização de 

mitocôndrias demonstra o efeito independente desses processos citados, pois os complexos 

estão expostos ao meio e para esse experimento adicionamos coenzimas e substratos reduzidos 

em concentrações saturadas, conforme descrito anteriormente (Mourier et al., 2014). Da mesma 

forma, a presença de PTZ diminuiu a respiração em relação a presença de NADH e NADH e 

succinato, mas a respiração foi semelhante quando o succinato foi substrato em concentrações 

saturadas. Assim, encontramos diminuição do fluxo relacionado ao complexo I causada por 

PTZ independente de enzimas da matriz e transportadores. 

Ademais, nós descartamos a hipótese de que o mecanismo de ação do PTZ no 

complexo I é semelhante ao da inibição por rotenona pois avaliamos o consumo de O2 das 

mitocôndrias intactas empregando succinato e PTZ em comparação com succinato e rotenona. 

Os fluxos respiratórios para as mitocôndrias do encéfalo e do fígado mostraram-se distintos 

quando o succinato e PTZ foram testados em comparação com o succinato e rotenona. A 

rotenona é inibidor seletivo do complexo I (Okun et al., 1999); enquanto que a diminuição da 

atividade do complexo I por PTZ é exercia por diferente mecanismo. 

Como achado importante deste estudo, indicamos efeitos adicionais do PTZ, que 

mesmo sendo um composto amplamente empregado em pesquisa científica não possui o 

completo mecanismo de ação elucidado. Os dados obtidos podem proporcionar uma nova visão 

do mecanismo de ação do PTZ e colaborar em futuras investigações mais um recurso para, 
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presumivelmente, compreender a fisiopatologia em modelos de epilepsias e facilitar novos 

alvos de investigação como as mitocôndrias. 

Esse caminho parece ser promissor, visto que a disfunção mitocondrial causa mais de 

50 doenças diferentes que atingem pacientes em todas as fases da vida (Pagliarini et al., 2008). 

E a mitocôndria é um alvo terapêutico para compor o tratamento de doenças 

neurodegenerativas, principalmente visando o aprimoramento da bioenergética (Murphy & 

Hartley, 2018). Mas, avanços nos protocolos de tratamento de epilepsias são necessários 

(Rahman, 2019). 

Para finalizar, sugerimos que o PTZ pode ser considerado como um inibidor do 

complexo I em investigações futuras. Naturalmente, esse achado colabora para desenhar 

estratégias farmacológicas para um alvo específico mitocondrial, não necessariamente como o 

principal ou único mecanismo de ação, mas como um adicional. Resumindo o conhecimento 

atual: PTZ inibe o receptor GABAA (Huang et al., 2001), promove a produção de espécies 

reativas de oxigênio (Zhu et al., 2016) e inibe o complexo mitocondrial I. Consideramos que 

são necessárias mais investigações sobre: a seletividade de PTZ nas mitocôndrias do fígado e 

do encéfalo, a correlação da produção de espécies reativas de oxigênio e inibição do complexo 

I e a contribuição da inibição do complexo I para o SE. Sendo assim, uma das importantes 

questões geradas é: a inibição de complexo I compõem o efeito do PTZ para indução da crise? 

O presente trabalho traz evidências que sustentam o conceito de que crises epilépticas 

estão relacionadas com comprometimento de funções mitocondriais, o que de forma 

translacional pode indicar contribuição da disfunção mitocondrial para a condição clínica de 

pacientes diagnosticados com epilepsias adquiridas. Isto é, indica-se considerar o dano 

mitocondrial como parte da fisiopatologia de epilepsias adquiridas. Dessa forma, a prevenção 

e/ou o reparo do dano mitocondrial podem ser estratégias de prevenção e tratamento 

adicionados às diretrizes clínicas. 
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5. CONCLUSÕES 

Este trabalho mostrou a otimização de método de dissociação celular de tecido 

encefálico de peixe-zebra adulto para emprego em respirometria. Com isso destacamos a 

dissociação mecânica com pipeta Pasteur de vidro com ponta polida como o método mais 

adequado. A respirometria das células dissociadas obtidas e expostas de forma aguda a 20mM 

de PTZ apresentaram aumento significativo da p/O2 e após SE induzido por ácido caínico 

aumento significativo da CTE. 

O emprego do homogeneizado de tecido encefálico de peixe-zebra adulto possibilita a 

avaliação dos estados respiratórios e necessita de um menor número de animais por 

experimento quando comparado às células dissociadas. A exposição do homogenato a 

concentrações de 500nM e 5µM de Ca2+ livre promoveu diminuição significativa nos estados 

respiratórios, indicando disfunções mitocondriais também pela diminuição significativa do 

RCR. 

Empregamos mitocôndrias isoladas de fígado e encéfalo e observamos que são 

afetadas quando expostas a PTZ de forma concentração dependente, especificamente o 

complexo I tem sua atividade diminuída, constatada pela diminuição do fluxo de O2, de forma 

direta e independente de desidrogenases e transporte. Desta forma, concluímos que esse 

composto, empregado para induzir crises epilépticas em modelos animais, pode causar também 

disfunção mitocondrial e sugerimos que esse fato seja levado em consideração nas próximas 

investigações. 
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6. PERSPECTIVAS 

• Realizar curva de concentração de Ca2+ e avaliar a bioenergética de mitocôndrias de 

peixe-zebra na presença e ausência de quelantes. 

• Avaliar a bioenergética mitocondrial na presença de inibidores de transporte de Ca2+. 

• Avaliar a atividade das enzimas moduladas por Ca2+ como piruvato desidrogenase e do 

ciclo do ácido cítrico diante das concentrações de Ca2+ expostas. 

• Avaliar o estresse oxidativo mitocondrial diante do tratamento com PTZ. 

• Avaliar compostos com potencial função modulatória o e/ou protetora do complexo I 

em modelos de epilepsia adquirida. 

• Empregar inibidores de complexo I e avaliar potencial atividade epileptiforme em 

modelos animais. 

• Avaliar a correlação da produção de espécies reativas de oxigênio e inibição do 

complexo I induzida pelo PTZ. 

• Otimização de um protocolo para isolamento de sinaptossoma e mitocôndrias do tecido 

encefálico de peixe-zebra adulto. 
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