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Resumo

Distarbios na sinalizacdo glutamatérgica sdo propostos como a causa de inimeras
patologias do sistema nervoso. O peixe-zebra tem sido considerado um eficiente modelo
na investigacdo das bases neuroquimicas de diversos transtornos, tais como a
esquizofrenia e a epilepsia. Diversos sistemas de neurotransmissdo ja foram
caracterizados em peixe-zebra, incluindo o sistema glutamatérgico. Além disto, um
vasto repertorio de respostas comportamentais a farmacos ja foram caracterizados em
especial em individuos adultos. Entretanto, pouca informacéo é disponivel a cerca da
capacidade de gerar resposta a classicas drogas de acao glutamatérgica em fases iniciais
do desenvolvimento em peixe-zebra. Ao longo do desenvolvimento, os receptores
glutamatérgicos apresentam uma ordenada variabilidade entre as subunidades que 0s
compdem, o que lhes confere diferentes propriedades farmacocinéticas e grau de
afinidade por seus ligantes. Desta forma, neste trabalho foi analisado o perfil de resposta
locomotora/comportamental do peixe-zebra ao antagonista glutamatérgico MK-801 em
diferentes doses nas idades de 30, 60, 120 dias pos-fertilizacdo (dpf) e 2 anos pds-
fertilizacdo(apf), bem como o efeito da pré-exposicdo a cafeina sobre os efeitos do MK-
801. Adicionalmente, foi analisado o perfil de expressdo das subunidades que compdem
o receptor NMDA em cérebro total de peixe-zebra ao longo do desenvolvimento. A
resposta locomotora ao acido cainico (KA) também foi avaliada em diferentes doses nas
idades de 7, 15 e 30 dpf. A pré-exposicao ao acido cainico em animais de 24 horas pds-
fertilizacdo (hpf) e 7 e 15 dpf foi confrontada pela exposicdo ao acido cainico aos 2
meses de vida do peixe-zebra. Os resultados encontrados neste trabalho demonstram
haver uma resposta idade-dependente na atividade locomotora do peixe-zebra, tanto
para MK-801 quanto para &cido cainico. O pico de resposta locomotora ao MK-801 foi
entre 60 e 120 dpf, o qual foi parcialmente prevenido pela pré-exposi¢éo a cafeina e foi
capaz de alterar de forma idade-dependente o tempo no topo do aquério, utilizado como
uma medida de ansiedade. A andlise de expressdo das subunidades dos receptores
NMDA em cérebro de peixe-zebra demonstrou que as subunidades NR2C e NR2D
possuem expressdo tardia em relacdo as subunidades NR1, NR2A e NR2B. Os animais
que foram expostos ao KA apresentaram alteragéo na atividade locomotora sem exibir
caracteristicas convulsivas classicas. Entretanto, a pre-exposicdo ao KA aos 7dpf foi
capaz de prevenir parcialmente os eventos convulsivos em resposta a injecdo de KA (6
mg/Kg, i.p) aos 2 meses pos-fertilizacéo.

Palavras chave: Peixe-zebra, Sistema Glutamatérgico, Desenvolvimento



Abstract

Disturbances in glutamatergic signaling have been proposed as the cause of many
diseases of the nervous system. The zebrafish has been considered as an efficient model
in the investigation of the neurochemical basis of various disorders, such as
schizophrenia and epilepsy. Several neurotransmitter systems have been characterized
in zebrafish, including the glutamatergic system. Moreover, a vast repertoire of
behavioral responses to drugs has been characterized in particular in adults. However,
little information is available about the ability to generate response to classic drugs of
glutamatergic action in the early stages of development in zebrafish. Throughout
development, ionotropic glutamate receptors have an orderly variability between the
subunits that compose them, giving them different pharmacokinetic properties and
degree of affinity for their ligands. In this way, we analyzed the locomotor/behavioral
profile of zebrafish in response to the glutamate receptor antagonist, MK-801, in
different doses in 30, 60, 120 days post-fertilization (dpf) and 2 years post-fertilization
animals, as well the effect of caffeine pre-exposure on MK-801 action. Additionally, we
analyzed the expression profile of subunits that comprise the NMDA receptor in whole
brain of zebrafish during development. Locomotor/behavioral response to kainic acid
(KA) was evaluated in different doses at ages 7, 15 and 30 dpf. Also, the pre-exposure
to kainic acid in 24 hours post-fertilization (hpf) and 7 and 15 dpf animals was
challenged by a second exposure to kainic acid at 2 months post-fertilization The results
demonstrated that zebrafish has an age-dependent response to MK-801 and kainic acid,
at least on the locomotor/behavior aspects. The peak of locomotor response to MK-801
occurred at 60-120 days post-fertilization, which was partially prevented by caffeine
and able to alter the time on upper zone of aquarium as a measure of anxiety. Analysis
of gene expression of NMDA receptor subunits in zebrafish brain demonstrated that
NR2C and NR2D subunits have later expression in comparison to subunits NR1, NR2A
and NR2B. The animals that were exposed to KA showed alterations in locomotor
activity without displaying classic convulsive characteristics. However, pre- exposure to
7dpf KA was able to partially prevent the seizure events in response to KA injection (6

mg / K) at 2 months post- fertilization.
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Parte |

1 Introducéo

1.1 Sistema Glutamatérgico

O glutamato é um aminoacido ndo essencial que possui importante papel no
metabolismo celular, contribuindo como substrato do ciclo do &cido citrico, ou no
metabolismo de compostos nitrogenados através da desaminacdo, processo no qual
libera seu grupo amina na forma de amdénia. No sistema nervoso, o glutamato é o
aminoéacido livre de maior abundancia, exercendo tanto fun¢bes metabdlicas quanto de
neurotransmissdo (BROSNAN; BROSNAN, 2012). A sintese do glutamato pode
acorrer a partir de uma série de precursores, tais como, 0 a-cetoglutarato ou
oxaloacetato provenientes do ciclo do acido citrico, da transaminacdo de outros
aminoacidos e da acdo da glutaminase (TYLICKI; BUNIK; STRUMILO, 2011).
Embora ndo se possa determinar uma dessas vias como responsavel especifica para o
montante do glutamato que atua como neurotransmissor, sabe-se que ha uma diferenca
de concentracdo de glutamato de acordo com as por¢cdes do botdo sinaptico
(NICHOLLS; ATTWELL, 1990). A porcéo intra-vesicular possui uma concentracdo de
100mM de glutamato, o que é dez vezes maior do que a encontrada no citosol de
terminais pré-sinapticos (NICHOLLS; ATTWELL, 1990). O glutamato atuante na
neurotransmissao é estocado em vesiculas e tem sua liberacdo para a fenda sinaptica
dependente de Ca* (NICHOLLS; SIHRA; SANCHEZ-PRIETO, 1987; WILKINSON;
NICHOLLS, 1989). O glutamato é conhecido por ser o principal neurotransmissor
excitatorio do sistema nervoso, participando em processos neurais de plasticidade
sinaptica, promocéao de alteracdes de longa duracéo na excitabilidade neuronal, como o
potencial de longa duracdo (LTP, do inglés Long-Term Potentiation) e a depresséo de
longa duragdo (LTD, do inglés Long-Term Depression), estando assim envolvido em
funcbes como aprendizado e memoria (MUKHERJEE; MANAHAN-VAUGHAN,
2012), além de estar envolvido em eventos relacionados a fase inicial do

desenvolvimento da rede neural.
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As concentragOes de glutamato na fenda sindptica podem ser controladas por sua
liberagdo via vesiculas, processo que sofre grande influéncia de neuromoduladores
como a adenosina, pela atividade de enzimas como a glutamato desidrogenase,
glutamina sintetase e glutamato descarboxilase (GAD, do inglés glutamic acid
decarboxylase) ou ainda pela recaptacdo do glutamato por transportadores especificos.
Os transportadores de glutamato se dividem em duas classes, os VGLUTS séo
transportadores dependentes do gradiente eletroquimico de protons, estdo localizados
nas membranas de vesiculas e sdo responsaveis pelo armazenamento do glutamato em
vesiculas (NEALE; COPELAND; SALT, 2013; SHIGERI; SEAL; SHIMAMOTO,
2004). Os transportadores de aminoacidos excitatorios dependentes de sodio (EAATS,
do inglés Excitatory amino-acid transporters) sdo responsaveis por auxiliar no termino
do sinal e na manutencao das concentracGes de glutamato (BELLOCCHIO et al., 2000).
Os EAATS sdo localizados na membrana plasmética de neurénios e células da glia e,
conforme suas afinidades por substratos especificos e sensibilidade para inibidores, sdo
classificados nos sub-tipos EAAT1-5 (O’SHEA et al, 2002; ZERANGUE;
KAVANAUGH, 1996) (Figura 1).

Figura 1-Transportadores Glutamatérgicos
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Fonte: (SHIGERI; SEAL; SHIMAMOTO, 2004)

Nota: Transporte de glutamato na fenda sinaptica. EAATS (excitatory amino acid transporters:), VGLUTS
(vesicular glutamate transporters).
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A acdo de neurotransmissdo do glutamato da-se pela sua ligacdo a receptores
presentes na membrana dos terminais sinapticos, estes estdo categorizados em duas
classes distintas; metabotropicos e ionotropicos. Os receptores metabotrdpicos
(mGluRs), sdo compostos por polipeptidios que possuem sete dominios trans-
membranas e sdo classificados em oito subtipos de acordo com seu segundo
mensageiro. Os mGIuRs sdo acoplados a proteina G e transmitem seu sinal de forma
indireta através de segundo mensageiro, tais como a fosfolipase C e o AMPc
(BERTRAND et al., 2002). Sua ativagdo resulta na modulagdo de uma variedade de
funcBes celulares, incluindo o fluxo de corrente através dos canais idnicos (CHU;
HABLITZ, 2000). Os receptores glutamatérgicos do tipo ionotropicos (iGIuR) sao
ligados a canais catidnicos néo seletivos que permitem o fluxo de K*, Na* e Ca*", em
resposta ao glutamato, mediando assim a vasta maioria da transmissao excitatoria no
cérebro (LOPACHIN et al., 2001). Os iGIuR estdo divididos em trés classes de acordo
com sua farmacologia e sua estrutura molecular: cainato, AMPA e NMDA. Suas
nomenclaturas sdo baseadas em seus agonistas farmacoldgicos de ligacdo especifica:
Acido cainico (KA, do inglés Kainic acid), Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazole propiénico (AMPA) e N-metil-D-aspartato (NMDA) (MELDRUM, 2000). Os
iIGIUR estdo presentes em terminais pés-sinapticos e quando ativados pelo ligante
estimulam a abertura de um canal idnico e a passagem dos ions provoca uma corrente
pos-sinaptica excitatdria que varia em velocidade e duracdo de acordo com o iGIuR
ativado (OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI, 1998).

Os receptores cainicos sdo ligados a canais permeaveis a cations que sdo
ativados por baixas concentracdes de acido cainico e que exibem ativacdo répida e
caracteristica dessensibilizacdo. Estes receptores sdo tetrameros compostos por arranjos
de cinco subunidades (KA1, KA2, GIuR5, GIuR6 e GIuR7). A composicdo dos
receptores pode variar conforme a estrutura cerebral em que esta localizado (WERNER
et al., 1991; WILDING; HUETTNER, 2001; WISDEN; SEEBURG, 1993). Receptores
do tipo cainato ndo possuem uma distribuicdo cerebral tdo ampla quanto os receptores
AMPA e NMDA e, geralmente, estdo co-localizados com estes (PINHEIRO; MULLE,
2006). Entretanto, had casos em que a neurotransmissdo € de exclusividade dos
receptores cainicos (HUETTNER, 2003; LEE; LEE; JEON, 2012). Nas por¢des pos-
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sindpticas, 0s receptores cainicos contribuem para as correntes excitatorias mesmo que
em menor escala (CASTILLO; MALENKA; NICOLL, 1997; MULLE et al., 1998), j&
nos terminais pré-sinapticos podem agir como moduladores da liberacdo de
neurotransmissores como GABA e glutamato (HUETTNER, 2003), sendo este papel
modulador dependente da concentragdo dos seus ligantes na fenda sindptica (DUNCAN
et al.,, 2011; GISABELLA; BOLSHAKOV; BENES, 2012; SCHMITZ; MELLOR,;
NICOLL, 2001). Mesmo sendo um tipo de receptor ionotropico, 0 receptor cainico
dispara acGes metabotropicas através da ativacdo de Proteina G e subsequente ativacédo
de Proteinas Quinase A e C (RODRIGUEZ-MORENO; SIHRA, 2007).

Os receptores NMDA sdo caracterizados pelo bloqueio voltagem-dependente
exercido pelo Mg?* extracelular (JOHNSON; ASCHER, 1990), pelos sitios de alta e
baixa afinidade por Ca*? (LIU; VON EULER, 1999) e pela menor atividade cinética em
ralacdo aos receptores AMPA (LESTER et al., 1990). Além disso, para exercer suas
funcBes é necessaria a co-ativacdo por dois ligantes: glutamato e glicina. Os receptores
NMDA formam heterdmeros compostos por duas subunidades do tipo NR1 e duas
subunidades do tipo NR2 ou NR3 ou ambas. A subunidade NR1 possui oito variagdes
produzidas por splicing alternativo (NR1A, NR1B, NR2A, NR2B, NR3A, NR3B,
NR4A e NR4B), a subunidade NR2 possui quatro isoformas (NR2A-NR2D) e a
subunidade NR3 duas (NR3A e NR3B) (SIMEONE; SANCHEZ; RHO, 2004;
STEPHENSON, 2006). O receptor NMDA pode apresentar diferentes propriedades
conforme a combinacdo das subunidades NR2 que irdo compor o receptor NMDA em
conjunto com as subunidades NR1(KUTSUWADA et al., 1992). Os receptores NMDA
estdo amplamente distribuidos em todo o sistema nervoso, com uma maior concentracao
na regido do hipocampo, sendo um dos receptores de neurotransmissores mais
fortemente regulado (OZAWA,; KAMIYA; TSUZUKI, 1998) (Figura 2).
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Figura 2- Subunidades que compdes o receptor NMDA

Di-heteromeric NMDARs Tri-heteromeric NMDARs
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Fonte: (GIELEN et al., 2009)

Nota: Exemplos de possiveis arranjos entre as subunidades para formacao do receptor NMDA.

1.2 Ontogenia dos receptores Glutamatérgicos: NMDA e Cainico

Durante a fase inicial de desenvolvimento do cérebro pode-se destacar processos
como proliferacdo, migracdo, organizacdo morfo-funcional e sinaptogénese. O
glutamato, assim como 0 GABA, desempenha um papel fundamental, agindo como um
fator paracrino, sendo liberado no meio extracelular de forma ndo convencional, ou seja,
ndo envolvendo uma comunicacdo sinaptica, e se difundindo de forma a atuar na
maturacdo e migracdo neuronal (MANENT et al., 2005). A modulacdo da migracao
exercida por esse neurotransmissor parece estar relacionada ao estabelecimento de
gradientes morfogénicos que guiam a migracdo dos neuroblastos para a regido alvo, ou
criando um substrato permissivo para migragdo, dando ao neuroblasto condigdes
necessarias para mobilidade (MANENT et al., 2005, 2006). A presenca de receptores
especificos em determinadas regides auxilia no tipo de migracdo que ocorrerd. Os
receptores NMDA atuam em especial em migracdes radiais de células piramidais do
hipocampo e células granulosas do cerebelo (MANENT et al., 2006). Uma exacerbagao
na concentracdo do neurotransmissor glutamato na fase embrionaria pode acarretar em
sérios danos na arquitetura da rede neural, ndo s6 causando danos imediatos, como
tambeém tornando o cérebro mais suscetivel a transtornos tardios que tenham como
gatilho fatores ambientais (KOH et al., 1999).

O papel do glutamato nos processos que desencadeiam na formacdo e
manutencdo da rede neural ao longo do desenvolvimento é crucial. No entanto as a¢des
do glutamato durante o desenvolvimento ndo dependem somente da sua concentragéo

na fenda sinaptica, mas também das propriedades de seus receptores, que mesmo sendo
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da mesma classe, podem apresentar diferentes atividades cinéticas ou afinidade pelos
seus ligantes, isso devido a possibilidade de serem formados de forma homomeérica ou
heteromérica por um conjunto variado de subunidades (COX; KUCENAS; VOIGT,
2005; GIELEN et al., 2009; HABERNY et al., 2002; KUMAR; SCHUCK; MAYER,
2011; MOTT et al., 2010; SIMEONE; SANCHEZ; RHO, 2004). Os receptores
ionotropicos sdo compostos por tetrameros a partir de suas subunidades. As
subunidades que irdo compor esses tetrameros podem variar de acordo com a regido do
cérebro ou a fase de desenvolvimento (GIELEN et al., 2009). Em experimento
realizado por Ritter e colaboradores (RITTER; VAZQUEZ; MEADOR-WOODRUFF,
2002), utilizando fatias do hipocampo de ratos, foi examinado os transcritos para as
subunidades dos receptores NMDA, AMPA e cainico por hibridizacao in situ, em varias
fases do desenvolvimento entre 1 e 35 dias pos-nascimento (DPN). Verificou-se que
quase todas as subunidades apresentaram um periodo de transicdo em que houve um
maior pico de expressdo entre 3 e 14DPN, periodos de maior plasticidade neural. Os
niveis de expressdao de cada subunidade ao longo do desenvolvimento tém sido
vinculados a um amadurecimento dos receptores glutamatérgicos, ja que esses niveis
tém impacto sobre a composicdo dos receptores e consequentemente em suas
propriedades farmacocinéticas (MONAGHAN; LARSEN, 1997; NANSEN et al., 2000;
PESIC et al., 2010).

Os receptores cainicos apresentam diferentes propriedades farmacocinéticas
conforme as subunidades que os compdem, por isso a variacdo no nivel de expressdo
dessas subunidades ao longo do desenvolvimento pode afetar suas respostas a farmacos
(SWANSON et al., 2002). Os receptores cainicos podem ser composto por
homodimeros ou heterodimeros. Nos receptores cainicos, as subunidades mais
expressas na fase neonatal, de forma geral, sdo KA2 e GIuR7, exceto na regido do
hipocampo onde ha alta expressdo da subunidade KA1 nos primeiros dias pés-
nascimento (HOLOPAINEN, 2008; RITTER; UNIS; MEADOR-WOODRUFF, 2001,
ZAMANILLO et al., 1999). A subunidade GIuR5 néo é detectada na fase embrionaria
no mesencéfalo e estriado, tendo seu maior pico de expressao nessas regides durantes a
segunda semana pds nascimento, ao contrario da subunidade GIuR6 que nessas regides
estd presente desde a fase embrionaria, e sofrendo um leve decrescimo nas fases
subsequentes. No hipocampo, Glur5 e GIuR6 aparecem com similar distribui¢do, ao
longo do desenvolvimento (LILLIU et al., 2002; RITTER; VAZQUEZ; MEADOR-
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WOODRUFF, 2002; WILDING; HUETTNER, 2001; WULLNER et al., 1997). A
expressdo da subunidade GIUR7 é detectada desde a fase embrionaria, alcan¢ando seu
maior pico na primeira semana pos-nascimento, seguida de decréscimo até a fase adulta,
quando é amplamente distribuida em todo o cérebro, porém com baixos niveis de
expressdo (LILLIU et al., 2002; SIMEONE; SANCHEZ; RHO, 2004). A subunidade
KA1 aparece com baixos niveis de expressdo desde a fase embrionaria, com um
pequeno aumento na segunda semana poOs-nascimento, e mantendo- se com baixos
niveis até a fase adulta, com presenca principalmente na regido do hipocampo. Ao
contrério da subunidade KA, a subunidade KA2, tem seus niveis de expressao
aumentados desde a fase embrionéria e se mantém com poucas variacdes até a fase
adulta, apresentando ampla distribuicdo em todo o cérebro (LILLIU et al., 2002;
RITTER; VAZQUEZ; MEADOR-WOODRUFF, 2002; SIMEONE; SANCHEZ; RHO,
2004; WILDING; HUETTNER, 2001; WULLNER et al., 1997)

Com relacdo aos receptores NMDA, sabe-se que as subunidades NR1
apresentam alto nivel de expressdo desde fases iniciais do desenvolvimento, por ser a
Unica subunidade capaz de formar homodimeros, enquanto NR2 e NR3, s6 podem
formar dimeros na presenca de NR1, sendo assim a auséncia da subunidade NR1 é letal
(FORREST et al., 1994; SCHULER et al., 2008). As subunidades NR2 e NR3
apresentam-se com maior variabilidade, com NR2B e NR2D exibindo alta expressdo no
inicio do desenvolvimento, tanto em ratos quanto em humanos, sofrendo um decréscimo
nas fases subsequentes, seguido de um aumento da expressdo das outras subunidades
(RITTER; UNIS; MEADOR-WOODRUFF, 2001; RITTER; VAZQUEZ; MEADOR-
WOODRUFF, 2002; SIMEONE; SANCHEZ; RHO, 2004). Esta variacdo na expressao
das subunidades ao longo da idade, também pode ser observada de acordo com a regiao
do cérebro (Figura 3), com algumas subunidades tendo predominancia em algumas
areas, como no caso da subunidade NR2A que em fases iniciais tem um nivel de
expressao quase nulo, e aparece expressa em niveis elevados, predominantemente no
prosencefalo, hipocampo e cerebelo em ratos adultos (AKAZAWA et al., 1994). A
subunidade NR2B que na fase inicial do desenvolvimento possui altos niveis de
expressao e € amplamente distribuido no sistema nervoso, em fases subsequentes, tem
seus niveis reduzidos e sua distribuicdo mais restrita ao cortex, hipocampo e bulbo
olfatorio (MONYER et al., 1994). A subunidade NR2C, que aparece apenas em fases

mais tardias do desenvolvimento tém sua distribuicdo predominantemente na regido do
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cerebelo (SIMEONE; SANCHEZ; RHO, 2004). A subunidade NR2D, que em neonatos
é amplamente distribuido, em adultos, apresenta uma queda em seus niveis de expressao
e sua distribuicdo se restringe ao nucleo talamico e hipotalamo, cértex, hipocampo e
nucleo cerebelar (AKAZAWA et al.,, 1994, MONYER et al., 1994; SIMEONE;
SANCHEZ; RHO, 2004). A subunidade NR3A estd restrita a fases iniciais de
desenvolvimento e a subunidade NR3B tem seus niveis aumentados ao longo do

desenvolvimento em neurdnios motores (GIELEN et al., 2009).

Figura 3 - Distribuicdao das subunidades NMDA em cérebro de camundongo
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Fonte: (GIELEN et al., 2009)

Nota: Padrdo de desenvolvimento da expressdo das subunidades do receptor NMDA no cérebro de
camundongo nos estagios pos-nascimento (0 dias pds-nascimento (P0), 2 semanas pés-nascimento (P14)
e Adulto).

1.3 Patologias associadas a distarbios na sinalizacdo glutamatérgica

O papel excitatério do glutamato no sistema nervoso, quando em excesso, pode
ser danoso, causando processos patologicos pelos quais as células nervosas sofrem
injurias, o que pode levar a apoptose. Esta estimulagdo excessiva causa um elevado
influxo de calcio na célula através de canais ionotropicos ativando uma série de enzimas
entre as quais, Fosfolipases, Endonucleases e Proteases de forma exacerbada, ativando
ou inibindo a fosforilacdo da Proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc
(CREB) (MALI; ZHANG; CHINTALA, 2011; MANEV et al, 1990). Essa
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neurotoxicidade causada por excesso de glutamato pode estar envolvida em uma série
de doencas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, entre outras (BLANDINI;
PORTER; GREENAMYRE, 1996; GORDON, 2010; HYND; SCOTT; DODD, 2004;
KONRADI; HECKERS, 2003). Algumas dessas doencas estdo associadas a perda
neuronal ao longo do envelhecimento, o que ndo € compativel com a velocidade em que
acontece excitotoxidade provocada pelo influxo de célcio via receptores
glutamatergicos (IKONOMIDOU; TURSKI, 1995). No entanto, evidencias sugerem
que a ativacdo dos receptores glutamatérgicos pode estar associada a um prejuizo no
metabolismo energético, além de estresse oxidativo, que culminariam em morte celular
(COYLE; PUTTFARCKEN, 1993; IKONOMIDOU; TURSKI, 1995, 1996; TURSKI,
TURSKI, 1993). Além disto, Estudos sobre distarbios do humor e ansiedade tém
demonstrado, que ha alteraces nos niveis de glutamato e no seu metabolismo, além de
mudangas volumétricas nas &reas cerebrais onde h& predominancia de neur6nios
glutamatérgicos (MUSAZZI et al., 2013). Disfungbes no sistema glutamatérgico
também estdo envolvidas na epilepsia, a qual é caracterizada pela ocorréncia de crises
convulsivas espontaneas, provocadas por descargas neuronais sincronizadas (NITECKA
etal., 1984).

Diferente de algumas doencas neuropsiquiatricas, a esquizofrenia ainda tem suas
bases pouco conhecidas. Entretanto, recentes avancos na identificacdo de genes
suscetiveis indicam que esta doenca possui impactos diretos na biologia molecular das
sinapses. A influéncia genética na biologia das sinapses inclui efeitos em receptores
(genes GRM3, CHRNA7 e G72), transducdo de sinal (gene RGS4) e regulacdo da
plasticidade e sinaptogénese (genes NRGI, dishindina, DISC1 e calcineurina), em
especial nas sinapses glutamatérgicas (HARRISON; WEINBERGER, 2005).

A sinalizagcao mediada pelos receptores NMDA parece ser influenciada direta ou
indiretamente pela maioria dos genes identificados por conferirem suscetibilidade a
patologia da esquizofrenia (HARRISON; WEINBERGER, 2005).

As disfungdes neuroquimicas com base na sinalizagcdo glutamatérgica compde
uma vasta gama de patologias com consequéncias fisiolégicas que impactam a salde
fisica dos individuos afetados e seus aspectos mentais incluindo a qualidade da
interacdo social, o pensamento, os sentimentos e o humor. A defini¢cdo do ponto inicial

ou dos multiplos fatores para o surgimento de tais patologias é extremamente dificil de
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ser realizado. Para uma composi¢do mais acurada destas disfuncbes faz-se necessario a
conciliacdo de diversas estratégias de pesquisa incluindo genética molecular, estudos
farmacologicos in vitro e in vivo, bem como dos fatores ambientais que possam
contribuir. A contribuicdo dos modelos animais para o estudo das bases neuroquimicas
de patologias € de fundamental importancia. Desta forma, nos proximos itens serdo
apresentados modelos animais que contribuem para o estudo do sistema glutamatérgico.

1.4 Modelos animais baseados na a¢do do antagonista de receptor
NMDA: MK-801

O uso MK-801 como modelo farmacolégico promove efeitos como, ataxia,
isolamento social, hiperatividade entre outros, o que o torna atrativo para a mimetizacao
dos sintomas positivos e negativos ao modelar a patologia da esquizofrenia (BAST et
al., 2000; HARGREAVES; CAIN, 1992; HYND; SCOTT,; DODD, 2004; MANAHAN-
VAUGHAN et al., 2008; RUNG et al., 2005). O antagonismo exercido pelo MK-801 ao
receptor NMDA ainda pode desencadear outras consequéncias como déficits de
aprendizado e memdria (FLINT; NOBLE; ULMEN, 2013; VAN DER STAAY et al.,
2011). Os efeitos comportamentais provocados pela administracdo do MK-801 s&o
mensurados por uma série de testes. Entre os testes mais utilizados estdo o labirinto em
cruz elevado (elevated Plus-maze) (HLINAK; KREJCI, 2002; PELLOW et al., 1985), 0
labirinto de Morris (Morris Water-maze) (AHLANDER et al., 1999; MORRIS, 1984) e
o Campo aberto (open-field) (CAREY; DAI; GUI, 1998; HALL; L, 1932). A
caracterizacdo das manifestacbes comportamentais exibidas por modelos animais
expostos a0 MK-801 demonstra a existéncia de variagcdes na intensidade da resposta,
dependente de idade, sexo e linhagem do modelo proposto (ANDINE et al., 1999;
FARLEY etal., 2012).

O efeito hiperlocomotor induzido pela administracdo de MK-801 parece estar
fortemente associado a modulagéo exercida pela adenosina. Agonistas de receptores A;
e A, neutralizam as alteracGes neurofisioldgicas e comportamentais induzidas por
antagonistas NMDA (FRASER et al., 1997). Foi demonstrado que o tratamento crénico
com cafeina é capaz de atenuar o efeito hiperlocomotor provocado pelo tratamento
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agudo com MK-801, evento denominado de tolerancia cruzada (DALL’IGNA et al.,
2003). Quando a administracdo da cafeina é efetuada na fase gestacional e neonatal, a
tolerancia cruzada exibida entre cafeina e MK-801 parece perdurar por algum tempo
mesmo apos o tratamento com cafeina ser interrompido (DA SILVA et al., 2005). Por
outro lado, Zamzow e colaboradores demonstraram em seu trabalho a importancia do
Ca®* no controle que o sistema glutamatérgico exerce sobre a liberacéo de adenosina na
fenda sinaptica (ZAMZOW,; BOSE; PARKINSON, 2009). Além disto, alguns
antagonistas de NMDA, como o MK-801, podem bloquear a liberacdo de adenosina
dependendo da seletividade para as subunidades formadoras do receptor NMDA
(ZAMZOW; BOSE; PARKINSON, 2009). Tudo isso sugere um grande envolvimento
da adenosina nas alteragbes comportamentais e locomotoras promovidas pela

administracdo de antagonistas glutamatérgicos.

Modelos que mimetizam sintomas relativos as disfuncbes no sistema
glutamatérgico ja foram desenvolvidos em ratos, primatas ndo humanos e nos Gltimos
anos o uso de peixe-zebra tem crescido devido a uma série de fatores que o tornam um
modelo animal muito atrativo. O uso do peixe-zebra para experimentos em neurociéncia
tem se consolidado em virtude do seu repertério comportamental e sua conservada
resposta a farmacos, o que permite tracar, de certa forma, um paralelo com outros
vertebrados (BUSKE; GERLAI, 2011; CHAMPAGNE et al., 2010). Recentemente, o
genoma do peixe-zebra foi sequenciado e foi identificado que 71% dos genes humanos

tém ao menos um ortélogo em peixe-zebra (HOWE et al., 2013).

Assim como em mamiferos, o peixe-zebra apresenta variabilidade no estagio de
desenvolvimento e na distribuicdo das subunidades que compdem o receptor NMDA
(COX; KUCENAS; VOIGT, 2005). Testes envolvendo a administracdo do MK-801,
demonstraram alteracGes no padrdo de nado e comportamento do peixe-zebra, tanto em
peixe adultos quanto em larvas (CHEN et al., 2010; SISON; GERLAI, 2010). A
exposicdo do peixe-zebra adulto a antagonistas ou agonistas glutamatérgicos gera
influéncia sobre sua atividade locomotora, levando tanto a um aumento da distancia
percorrida quanto a um padrdo circular no trajeto percorrido (RIEHL et al., 2011;
SEIBT et al., 2010; SWAIN; SIGSTAD; SCALZO, 2004). O comportamento de grupo,
natural no peixe-zebra, também é alterado pela administracdo do MK-801, levando a
uma diminuicao na interacdo social (SEIBT et al., 2011; SISON; GERLAI, 2010), bem

como, ja foi registrado um decréscimo na preferéncia por ambientes enriquecidos apos a
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exposicdo ao MK-801 (SWAIN; SIGSTAD; SCALZO, 2004). Tais informagGes ainda
sdo incipientes, mas contribuem para a consolidagéo do uso do peixe-zebra em estudos
sobre 0s mecanismos da sinalizacdo glutamatérgica envolvidos em doencas

neurologicas.

1.5 Modelos animais baseados na acdo do agonista de receptor Cainico:
Acido Cainico

A administracdo de acido cainico representa um dos modelos de epilepsia mais
amplamente utilizado nas fases iniciais do desenvolvimento, especialmente para
mimetizar a epilepsia de lobo temporal (HOLOPAINEN, 2008; NITECKA et al., 1984).
Foi demonstrado que roedores submetidos a inducdo de crises convulsivas por acido
cainico nas fases iniciais de desenvolvimento, quando na fase adulta, passaram a
apresentar episodios convulsivos espontaneos (ZHANG et al., 2004). Evidéncias tém
suportado a idéia de que o acido cainico leva a neurotoxicidade atraves da ativacdo de
receptores cainicos pré-sinapticos e a liberacdo de glutamato (ANDRADE-TALAVERA
et al., 2013; RODRIGUEZ-MORENO; SIHRA, 2004). Crises convulsivas ocorrem em
decorréncia de uma atividade neural sincronica excessiva, podendo ser desencadeada
por uma série de fatores, os quais podem ser mimetizados pela administracdo do
agonista do receptor cainico/AMPA. A magnitude das crises convulsivas em animais
modelos geralmente sdo medidas pela perda neuronal ou por escores comportamentais,
que se sucedem progressivamente conforme a intensidade da crise (imobilidade, rigidez,
movimentos circulares, clonus dos membros anteriores, quedas e Ténico-clonus (saltos)
(MCKHANN et al., 2003). No entanto foi observado que a sensibilidade crises
convulsivas e toxicidade provocadas pelo acido cainico pode diferir entre as linhagens
utilizadas. Por um longo tempo, roedores vem sendo usados como modelos de epilepsia,
no entanto, em estudos recentes, o peixe-zebra tém tido sucesso tanto em larvas quanto
em adultos como modelos para crises convulsivas, 0 que permite uma correlagcdo da
atividade cerebral usando modelos animais de epilepsia (ALFARO; RIPOLL-GOMEZ;
BURGOS, 2011). O cérebro de animais que sofreram crises convulsivas pode passar
por subsequentes processos, tais como, morte neuronal resposta neuroprotetora mediada
e finalmente por um processo de mudancas na conectividade celular, reorganizagéo
sinaptica e neurogénese (BENGZON et al., 1997; HOLOPAINEN, 2008; KOKAIA,
2011; SADGROVE; CHAD; GRAY, 2005). No entanto, diferente do padrdo observado

em animais adultos, animais mais jovens ndo apresentam reducdo na proliferacdo
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neural, isso tanto para roedores quanto para peixe-zebra, dando indicativos que animais
com a rede neural ainda imatura apresentam maior resisténcia aos danos provocados por
acido cainico (HAAS et al., 2001; NITECKA et al., 1984, SADGROVE; CHAD;
GRAY, 2005; TANDON et al., 1999).

1.5 Justificativa
O sistema glutamatérgico esta envolvido em um conjunto de processos gque sao

cruciais na fase inicial do desenvolvimento do sistema nervoso (MANENT et al., 2006).
Disturbios ocorridos nessa fase perturbam uma série de passos altamente regulados,
podendo acarretar em uma reorganizacao da rede neural, culminando em uma série de
consequéncias futuras (HOLOPAINEN, 2008; KOH et al., 1999; PARENT et al., 1997).
Embora modelos animais ndo possam simular todos os sintomas de transtornos do
sistema nervoso central, o uso de modelos que possam responder de forma contundente
aos estimulos propostos, representa um grande ganho na investigacdo dos mecanismos

envolvidos na ocorréncia de diversas patologias.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a resposta locomotora e comportamental a agonistas e antagonistas de
receptores glutamatergicos ao longo do desenvolvimento do peixe-zebra (Danio rerio),
correlacionado com a expressdo cerebral de subunidades de receptores NMDA e com

estagios de convulséo.
2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a relacdo idade/dose-resposta ao MK-801 sobre o perfil locomotor do
peixe-zebra em diferentes fases do desenvolvimento.

e Avaliar o efeito do tratamento prévio com cafeina sobre o perfil locomotor
induzido por MK-801 em peixes-zebra.

e Avaliar a relagdo idade/dose-resposta ao MK-801 sobre o tempo no topo do
aquario, como medida de comportamento ansioso em peixe-zebra em diferentes
fases do desenvolvimento.

e Avaliar a relacdo dose-resposta ao acido cainico sobre o perfil locomotor do
peixe-zebra em diferentes fases do desenvolvimento.

e Avaliar o efeito do tratamento prévio com acido cainico em fases iniciais do
desenvolvimento do peixe-zebra sobre a inducdo de convulsdo em animais

adultos
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3 Resultados

3.1 Artigo Cientifico: Evaluation of age-dependent response to NMDA
receptor antagonism in zebrafish. Menezes FP, Kist LW, Bogo MR,

Bonan CD e Da Silva R. Artigo a ser submetido ao periddico Zebrafish -
Mary Ann Liebert, Inc.
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ABSTRACT
Imbalances in glutamatergic signaling have been proposed as the cause of a number of
neurological disturbances. The use of MK-801, an NMDA receptor antagonist, to mimic features
of these neurological disturbances is shown effective both in mammals and in fish. However,
the variability of the subunit comprising the NMDA receptor during development alters the
pharmacokinetic properties of the receptor and leads to different answers to this drug. Here, we
checked the developmental locomotors response of zebrafish to MK-801 (1, 5 and 20 uM) and
the challenge by caffeine exposure. Also the NMDA receptor subunits gene expression was
analyzed through the development (7 to 120-day-post-fertilization (dpf)). Zebrafish displayed an
age-dependent response to MK-801 with a peak response at 60 and 120 dpf. The magnitude of
hyperlocomotion promoted by MK-801 and the cross-tolerance with caffeine was much less
powerful for zebrafish than for rodents. The verification of expression levels in zebrafish NMDA
receptors subunits shows that NR1 is expressed more steadily throughout development, while
the NR2 subunits vary in accordance to the stage of development. The developmental
locomotors response to MK-801 could be a consequence of differential expression of NMDA
receptor, especially NR2C subunits, while NR2A and NR2B appear to be also important. This
result of developmental response to MK-801 is a crucial component in the consolidation of

zebrafish as a suitable model to study glutamatergic neurotransmission in early phases.
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1. Introduction
As the main excitatory neurotransmitter, glutamate is strongly related to process such as
development of normal synaptic connections, learning and memory (Aronica et al., 2011;
Herlenius and Lagercrantz, 2004; Peng et al., 2011; Szapiro et al.,, 2003). Changes in
glutamatergic transmission are proposed as possible causes of a series of psychiatric disorders,
such as schizophrenia (Seillier and Giuffrida, 2009). Some symptoms of psychiatric disorders
can be mimicked by use of glutamatergic agonists or antagonists in animal models. The
classical use of MK-801, a non-competitive NMDA receptor antagonist (Dizolcipine maleate),
can exacerbated hyperlocomotion as the main feature in rodents (Andiné et al., 1999).
Glutamatergic neurotransmission is implicated in a number of important neural processes
during initial phase of development, participating in the formation of the neural network,
assisting in neuronal migration, proliferation and control of neuronal survival and in subsequent
processes of life-span (Ikonomidou et al., 1999). The direct or indirect interventions on normal
glutamatergic neurotransmission in early stages of development can reflect on the behavior in
adulthood (Zhang et al., 2004). Also, the treatment of rodents with adenosine blockers, like
caffeine, during early embryonic and neonatal/juvenile life alters the classical locomotors
response to MK-801, evidencing the liability of this system and the consequences of indirect
interventions (Da Silva et al., 2005; Dall'lgna et al., 2003).
In mammals, responses to drugs that act on the NMDA receptors can vary depending on the
stage of development (Bandarchi et al., 1994; Kaindl and Ikonomidou, 2007; Zhu and Batrr,
2001). These differences can be explained by the variation in the expression of the subunits of
the NMDA receptors, which seems to follow a sequential pattern of increase and decrease
according to the stage of development in mammalian models (Colwell et al., 1998; Watanabe et
al., 1992). The study of the temporal pattern of expression of NMDA receptors in early
development in mammals, exhibits some limitations due to the intrauterine embryonic
development.
Zebrafish (Danio rerio) displays external fertilization and development, which facilitates the
observation of early stages through a transparent egg. Several features of glutamatergic system
were already characterized in zebrafish, such as the presence of excitatory aminoacids

transporters and receptors, underlining the use of this animal as a suitable model to study
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glutamatergic neurotransmission, especially in early stages of development (Cox et al., 2005;
Rico et al., 2010). Like mammals, zebrafish presents variability in the expression of the NMDA
receptor subunit during the development (Cox et al., 2005; Erreger et al., 2007; Lujan et al.,
2005; Manent et al.,, 2005). In previous studies, a series of behavioral changes in adult
zebrafish were observed when exposed to MK-801, such as circular swimming
hyperlocomotion, erratic movement and cognitive deficits (Blank et al., 2009; Seibt et al., 2010;
Sison and Gerlai, 2010; Swain et al., 2004). However, poor information is available about the
response to MK-801 in early development of zebrafish. Moreover, the relation between the
expression pattern of the NMDA receptor subunits in early stages of development and their
influence on developmental response to MK-801 is a crucial component in the consolidation of
zebrafish as a suitable model to study glutamatergic neurotransmission in early phases.

2. Material and Methods

2.1 Animals and housing

The animals used are from the sixth generation of our breeding stock held at the Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul, Brazil. The animals were kept on a shelf for
automated tanks ZEBTEC, (Tecniplast Group Buguggiate (VA) Italy) in a ratio of 5 animals/L, .
All protocols followed Brazilian legislation and were approved by the Institutional Animal Care
Committee (12/00319—CEUA PUCRS).

2.2 Exposure to MK-801

The animals (30-60-120-day-post-fertilization (dpf) and 2-year-post-fertilization (ypf)) were
individually exposed by 30 minutes before tests to 300 ml of MK-801 solution (1, 5 or 20 uM;
Sigma Aldrich, USA) diluted in reconstituted water (water from osmose reverse plus marine salt
0.4ppt) in aquariums of 12x 12 x 7cm (W x H x D) (Seibt et al., 2010). Control animals undergo
the same protocol in free-drug reconstituted water.

After exposure to MK-801 or reconstituted water, the animals were taken immediately to the test

apparatus.

2.3 Exposure to cafeine
In order to check if MK-801 response in zebrafish is also affected by adenosine blockers,
animals were housed during 14 days, before reaching 120 dpf, in solution caffeine at 100uM

diluted in water system and renewed each three days or reconstituted water (Capiotti et al.,
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2011). At 120dpf the animals was exposed by immersion in aquariums of 12x 12 x 7cm (W x H
x D) containing 300ml of the solution MK-801 5uM diluted in reconstituted water or free-drug
water. After exposure to MK-801 or reconstituted water, the animals was lead immediately for
the test apparatus.

2.4 Locomotor and behavior analyses

The locomotion and behavior tests were conducted in a vertical tank 20 x 20 x 7 cm (W x H X
D), containing water system (free of drugs) at 27°C. The animals were tested individually, and
their behaviors were recorded by a front camera during 330 seconds. The first 30 seconds were
considered acclimation. After the test, the video was analyzed using ANY-Maze software
(Stoelting Co., Wode Dale, IL, USA). The tank was virtually divided horizontally into three equal
zones, and the following behavior patterns were measured: distance traveled and time spent in
the upper zone (considered a parameter of anxiety).

2.5 Analysis of gene expression by semi-quantitative RT-PCR

The analysis of gene expression was carried out by a semi-quantitative reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR) assay using 4 sets of polled brains (60, 20, 10, 5 and 5
brains from 7-15-30-60 and 120-dpf, respectively). Total RNA of whole brains (7, 15, 30, 60 and
120 dpf) were isolated with Trizol® reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in accordance to the
manufacturer’s instructions. The total RNA was quantified by spectrophotometry (A260/280 nm)
and after treated with Deoxyribonuclease | (Invitrogen) to eliminate genomic DNA contamination
in accordance to the manufacturer’s instructions. The cDNA was synthesized with ImProm-11™
Reverse Transcription System (Promega) from 1 ug total RNA, following the manufacturer’s
instruction (n-4). After, cDNAs of each time point were pooled to minimize variations. PCR
reactions were performed using 25 ng of the pooled cDNAs, 0.1 uM of each reverse and
forward primers (Table 1, (Tang et al., 2007)), 0.2 yM dNTP, 1x PCR Buffer, 2 mM MgCI, and
0.25 U Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen) in a total volume of 20 yL. The PCR cycling
conditions were: an initial polymerase activation step for 1 min at 94 °C, 40 cycles of 30s at 94
°C for denaturation, 30s at 60 °C for annealing and 45s at 72 °C for elongation. Post-extension
at 72 °C was performed for 10 min. For each set of PCR reactions, a negative control was
included. PCR products were analyzed on 1% agarose gel, containing GelRed® (Biotium) and

visualized under ultraviolet light. -actin was used as a constitutive gene.
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2.5 Statistical Analysis
Data were expressed as mean + standard error of mean. The data were analyzed by
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by post hoc Tukey's considering p < 0.05 as

statistically different for locomotor and behavioural experiments.

3. Results

The registration of travelled distance after MK-801 exposure in animals of 30dpf up to 2ypf,
revealed that 30-day-old zebrafish is insensitive to MK-801 in all doses tested (Figl.A). In
animals aged 60, 120dpf and 2ypf, MK-801 promote an increase in locomotor activity, as
measured by distance traveled, especially in animals exposed to a dose of 5 uM. In general,
animals of 60,120 dpf and 2ypf showed an inverted U-shaped response as the drug
concentration. (Figl.BCD) [F(3.41)=6.321, p=0.0013; F(3;27)=7,358; p=0.0009; F3.20=3.328,
p=0.0404, respectively].

The magnitude of response to MK-801 appears to be lower than the classical hyperactivity in
rodents. The dose 5 UM promoted an increase of 27%, 41% and 34% in the travelled distance
of 60 and 120 days-old animals and 2-year-old animals, respectively, in relation to control
animal (Fig.1.BCD).

Time on upper zone was not altered by MK-801 when 30-day-old and 2-year-old
animals were evaluated (Fig.2AD). The analyses of variance from the time on upper zone from
60-day-old animals after 5 and 20 uM of MK-801 revealed that the animals spent 91,3% and
72,9%, respectively of the total test time respectively, while control spend just 13,62% of the
test total time in the aquarium’s upper portion. [F (; 35 =18.33, p=0.0001] (Fig.2B). For 120-day-
old animals, the spent time on upper zone after exposure to 20uM of MK-801 was 35% of the
total test time while control group stayed 4.82% of the total test time in the aquarium’s upper
portion [F (3..=4.510, p=0.01] (Fig.2C).

The pre-treatment with caffeine (100uM) during 14-days did not altered the basal
travelled distance, while reduced the hyperlocomotion induced by MK-801 at 5uM in 120-days
old animals (Fig.3).

The pattern of expression of NMDA receptor subunit revealed the presence of
transcripts for the NR1 subunit and its paralogue in all stages of development (Figure 4). NR2

subunits and its paralogues had a variation in the expression according to the phase of the
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development (Figure 4). In 7dpf, no NR2 subunit transcripts were detected. At 15dpf, transcripts
were observed for NR2B1 subunit. Transcripts from brain of 30 and 60-day-old zebrafish
presented the same profile, expressing NR2A.2 and NR2B.1 and 2. In 120dpf zebrafish, all
tested NR2 genes were expressed. The presence of transcripts for constitutive gene B-actin

was observed in all ages (Figure 4).

Discussion

In this study we show that there is an age-dependent response to the NMDA antagonist MK-801
in zebrafish. One of the behavioral response to the administration of MK-801 is characterized by
hyperlocomotion, that can be counteracted by adenosine blockers (Da Silva et al.,, 2005;
Dall'lgna et al., 2003).The locomotor responses induced by this NMDA receptor antagonist is
recognized by compensation in neurotransmission, as it causes an increased release of
glutamate, which will act on non-NMDA receptors (Liu and Moghaddam, 1995; Moghaddam et
al., 1997). Previous works in rodents corroborate our results showing that there is an age-
dependent response to MK-801, with a lower response in very young animals, a peak response
at intermediate ages and a slight decline at older ages (Eckle et al., 2007; Jacobs et al., 2000;
Uehara et al., 2009). We also presented an age-dependent anxiolitic response, characterized
by the increase in time spent at the top of the aquarium, which is one of the striking features of
the anxiolytic effect induced by acute administration of MK-801 (Jessa et al., 1996; Plaznik et
al., 1994; Seibt et al., 2011).

Although chronic treatment with glutamatergic receptor antagonists reveal a sharp increase in
the number and distribution of the NMDA receptor via the membrane translocation of protein,
(Rao and Craig, 1997) in the short term it is not possible to discern any changes in the
availability of the NMDA receptor in the synaptic cleft of hippocampal neurons (Carroll et al.,
1999; Fong et al., 2002). The locomotor profile of response to MK-801 in zebrafish can be a
consequence to differential NMDA receptors subunits through the ages. Here, we detected NR1
subunits in all ages tested, which is in agreement with the fact that its absence in neonatal
phases is lethal (Cox et al., 2005; Forrest et al., 1994; Zhu and Barr, 2001). The NR2 subunits
that comprise NMDA receptors could vary in accordance with neural structure or due to
ontogenetic processes such as synaptic maturation and refinement of circuits. The channel

blocking properties displayed by MK-801 depend on the NR2 subunit composition of the
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NMDAR complex (Cull-Candy and Leszkiewicz, 2004; Dumas, 2005; Monaghan and Larsen,
1997; Ritter et al., 2001). In rodents, the NR2C subunits are present in later stages of
development and has higher affinity than NR2A and NR2B. However displayed slower rates of
block and unblock by MK-801 than NR2A and NR2B, these later with the largest presence in
early stages of development (Gielen et al., 2009; Monaghan and Larsen, 1997). As in rodents,
the presence of a transient expression of NR2 subunits was also observed in zebrafish (Table
2). The NR2C and NR2D subunits appeared to be strongly expressed just in 120-day-old
animals, which is in agreement to the response to MK-801 at this age. This response to MK-801
could receive contribution from the other NR2 subunits via formation of di-or tri-heteromeric
structures. However, in 60-day-old and 2-year-old animals, we also detected high locomotor
activity that could be a response to NR2A and NR2B subunits expression. While we know that
detection of transcripts does not necessarily mean synthesis of protein, the profile of gene
expression shown here brings interesting information to the scenario of MK-801 response
during the development. The peak response to MK-801 occurred at 60 and 120-day-old
animals, but this increase in locomotor activity was less powerful than in rodents, which
evidences the need to standarize the use of MK-801 in models using zebrafish (Da Silva et al.,
2005; Dall'lgna et al., 2003).

The response to MK-801 can be affected by the interaction between glutamatergic system and
the adenosine, which appears as one of the ways in which the glutamatergic system may
indirectly influence the dynamics of other neurotransmitters, including dopamine. In this context,
we highlight the impact of adenosine concentration on glutamatergic signaling, which could
cause indirect impact on dopaminergic regions, due to the interactions of A,s,-D, and A;-D;
receptors (Ferré et al., 2007; Karcz-Kubicha et al., 2003; Klyuch et al., 2012; Mandryk et al.,
2005). The fact that chronic exposure to caffeine affects the hiperlocomotor response to MK-
801, reinforces the idea of an indirect impact of the glutamatergic system via
dopamine/adenosine interaction (Dall’lgna et al., 2003; Mandryk et al., 2005). Previous studies
evidenced the diminished responsiveness of adenosine receptors when administration of
caffeine is held in a chronic way due to a change in their levels of expression (Svenningsson et
al., 1999), which may be one of the pathways by which is observed cross-tolerance between

these neurotransmitter/neuromodulator systems.

32



Summarizing, zebrafish displays an age- dependent response to MK-801 with a peak response
in 60 and 120 dpf. This response could be a consequence of full expression of NMDA receptor,
especially NR2C subunits, while NR2A and NR2B appear to be also important. As in rodents,
adenosine signaling appears to be important to MK-801 response. These results contributed to
the picture of zebrafish locomotor/behavior responses to MK-801 and its use to the study of
glutamatergic system during normal development and dysfunction, especially considering the

difficulty to establish a parallel of age/brain development between fish and rodents.
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Figure 1. The effect of MK-801 on locomotor activity of zebrafish. A. 30 dpf, B. 60 dpf, C. 120
dpf e D. 2 ypf. Each bar represent the mean + S.E.M. of groups of at least 8 animals. *p <0,05,
**p<0.01 vs water system. ( One Way Anova).
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Figure 3. Influence of pre-treatment with Caffeine on the effects of MK-801 on locomotor
activity: Animals with 120 dpf, Caffeine (100uM) attenuated the hyperlocomotion caused by
exposure to MK-801 (5uM). Each bar represents the mean + S.E.M. for groups of at least 8

animals. *p<0.05 vs water system. ( One Way Anova).

Table 1. Primer sequences for RT-PCR experiments

Sequence Forward Reverse

ZN1.1.RH* 5-CCAGAAGCGGTACGAGCAGGTGTT-3' | 5-GCGGTGTAGGAGACCGGAGTGGGC-3’

ZN1.2.RH* 5-TGCGCCTGGTTCTGTTCGCCTTTC-3 5-TTCAGTATGCTCCTGACCTGAACA-3’
ZN2A.1.RH* 5-TGGCGTCCATATCGATATGAAGAA-3 5-GGTCATTGCTTTCATGCGGACTGA-3’
ZN2A.2.RH* | 5-GTGTGGAACGGCATGGTGGGAGAG-3’ 5-CCAGAGGAAAGCGAGTGTGAGAGA-3
ZN2B.1.RH* 5-TCATCGAGACCGCGATCAGTGTGA-3’ 5-AAATCATTGGGATTCTGAAACTTC-3’
ZN2B.2.RH* 5-AATCGCTGCTTGGCAGACGGACGA-3’ 5-GCTTTGCATCATGGATCATGGAAA-3’
ZN2C.1.RH* 5-GGCTTCTACAAACGTGCAGATATG-3’ 5-CCTTCTTGTCACTAAGCCCAGACA-3’
ZN2C.2.RH* 5-ACAGTCTCACCTTCTGCCTTCCTG-3’ 5-AACAACTTTAACCGTTAAAAGCTA-3
ZN2D.1.RH* | 5-GAGCCGTACAGTCCAGCTGTGTGG-3 5-ACTCACCCGACTAAAAGCCAGTAA-3’
ZN2D.2.RH* | 5-CGAAGCCTACAGAGCGGCAAGAGT-3 5-TGAGTCCTGACACAGTGTCGATGT-3’

B-actin** 5-CGAGCTGTCTTCCCATCCA-3’ 5-TCACCAACGTAGCTGTCTTTCTG-3’

* Cox et al.(2005)

** Tang et al. (2007)
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Table 2. Comparative NMDA receptor subunits gene expression in different stages of

development in rat and zebrafish

Zebrafish* Rat**
Larvae'/Neonate NR1-2B NR1- 2B - 2D
Young?P14 NR1-2A-2B NR1-2A-2B-2C-2D

Adult¥/Adult

NR1-2A-2B-2C-2D

NR1-2A-2B-2C-2D

1: 7-15dpf; 2: 30-60dpf; 3: After 120dpf

* Figura 4
**Gielen et al. (2009)
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3.2 Artigo Cientifico: Tolerance to seizure induced by kainic acid is
produced in a specific period of zebrafish development. Menezes FP,
Rico EP e Da Silva RS. Artigo aceito para publicagdo no periédico Progress in
Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry, Special Issue on
Zebrafish Models, 2014 Apr 15. pii: S0278-5846(14)00080-3. doi:
10.1016/j.pnpbp.2014.04.00.
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1. Introduction

Epilepsy i a disorder characterized by recument seizumes. The
electrical disturbance during a seizure can have several conseguences
dependingon the mammitude of the seizure and the brain region affected.
Anti-epileptic drugs are available, but they often worsen other clinical
factors [Mula and Sander, 2007; Frye et al, 2013). Them is no consensus
of optimal treatment strategy when neonates and children are consid-
ered (Slaughter et al. 2013) increasing the need of basic neurohiokogy
studies especially during the eady development.

The majordevelopmental disorders mving rizeto epilepsy are disor-
ders of neuronal migration, including those that may Favor the develop-
ment of primary generlized or focal epilepsies at later stages in life
[Koyama et al, 2012). The animal modeling of this pathogenesis is an
invaluahble way tocontribute either to the mechanistic understanding
or to the improverment of treatment alternatives. In animal models,
seizures induced by administration of kainic acid [KA)] lead to neuronal
death due to neurotoxicity caused by excessive influx of Ca*? mesulted
from increased excitatory synapses (Henshall, 2007; Zhang et al.
2011). It was observed that cell death induced by seizumes in structures
such as dentate gyrus is followed by particular process of neumgenesis

* Cornesponding author at: Faculdade de Bioc@ncie, FUCEE, Asemida lpiranga, 6621,
S8 19-500, Porio Alegre, RS, Brazil Tel: +55 51 3300 2800w 158; foc + 56 51 3300 3612
E-mymil oo romame i badipuors br (RS Do Sha).

hitpy s e g 10,1006 prpbp 200404 002
2 B-584600 7014 Elsevier Inc. All rights reserved.

and reorganization of the neural network, both in adult animals and
neonates [Kokaia 2011; Parent et al, 1997). Unlike the mature brain,
the immature postnatal brain appears to be more resistant to cell
death after brain injury induced by comvulsion and somehow reacts
with seizures, reducing neuronal proliferation (Haas et al 2001; Ribak
and Mavetta, 1994; Sadgrove et al, 2005).

As areflex oft he excitatory and inhibitory imbalance, the behavioral
responses to pharmacology-induced seizume have long been cont ribut-
ing tothe scenario of epilepsy in animal models, both mdents and fish
[Baraban et al. 2005; Koh et al., 1999). In larvae of zebrafish, it has
beenreported that exposure to pentylenetetrazole (FIZ ) induces stahs
epilepticus like seizure behavior activity accompanied by epileptiform
discharges, expression of c-fos and reduced cell proliferation (Bamban
et al, 2007; Kim et al. 2010). Kainic acid injected in adult zebrafish
was pllowed by dose-dependent behavioral seizures while in larvae
the observation of Features of seizures is poordy characterzed despite
the registration of epileptiform discharges accompanied by cell prolifer-
ation decline [AlGm etal. 2011; Kim et al. 2010).

The zebrafish brain can be divided in three regions, the forebrain, the
midbrain, and the hindbrain. The zebrafish forebrain is composed by
telencephalon and diencephalon, being the former the main responsible
far high brain functions, especially those displayed by dopaminergic sig-
naling [Salgado et al. 2012; Wilson and Houart, 2004). Elect rodes to
remster the electrical activities of neurons through patential difference
across the forebrain of zebrafish have been wsed in FTZ-induced seizure

Please cite this article as: Menezes FP, et al, Tolerance to seizure induced by kainic acid is produced in a specific period of zebrafish d evelopment,
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studies [Pinedaet al, 2011 ). Epileptiform waves accompanied by loss of
cells under kainic acid exposure have been detected especially in the
telencephalic and diencephalic areas, and medial tectal proliferation
zane inlarval zebrafish [Kim et al. 2010).

The study of the mechanizm underlining the origin and progress of
seizure is still mandatory to contribute to the management of this
disorder. In this way zebrafish has been proposed as asimple and useful
vertlebrate model For the induction of seizures allowing high-thmoughput
drug screening. However, the use ofzebrafish in the very beginningof the
development to chamacterize the behavioral features of kainic acid expo-
sume and the evaluation of the long lasting effects of eardy exposure to
this pro-comulzant agent are still poorly studied. For this reason we
aimed to characterize (1] the effect of different doses of kainic acid on
the lecomotor activity and seizure scores through the initial ages of
zebmafish and (11} the effect of pre-exposition to kainic acid in the re-
sponse to this pro-comvulsant in later phase.

2. Material and methods
2.1, Animals and howsing

The animals used are from the sicth genemtion of our breeding stock
held at the Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul Brazil
The animals were kepton ashelflor automated tanks ZEETEC [Tecniplast
Group Bugugriate [(WA] Ealy) in aratio of 5 animals'L. Animals were kept
on a daymight cycle of 14:10 h and fed three times daily with flaked fish
food that was supplemented with live arternia All protocols followed
Brazilian legislation and were approved by the Institutional Animal Care
Committes | 12,00319—CEUA PUCRS )

2.2 Exposure o kainic odd

The animals were individually exposed to kainic acid [Sigma Aldrich,
UEA) in reconstituted water [water From osmose reverse plus marine
salt) during 31 min by immersion in vertical aguariums size 5= 5«
2 om {w = h = d) or 24-well culture plate Controls were kept in free-
dmug reconstituted water. A dose-response cunve of KA (100, 300 and
S00pM) was perfformed to eachage analyzed [ 7, 15 and 30 day post-
fertilization [dpf) ).

2.3, Locomotor achvity

The lecomator activity of animals exposed to KA was reconded by a
fromt camera (15 and 30 dpl.n = 6) or top camera [7dpl.n = &) and
after, it was analyzed by ANY-maze software [Stoelting Co.. Wood
Dale, USA). The distance traveled was reconded during 30 min of KA
exposure, the first 1 min was considered acclimatization. The overall
analysis was demonstrated as total distance traveled (m) during the
30 min or divided into 6 blocks of 5 min, to check for changes in the
looomoto activity owver time.

24, Pre-exposure fo koinic acid

Animals aged 24 hour post-fertilization (hpf), 7and 15 dpf (n= 9]
were exposed to KA 500 pM diluted in water during 30 min, as de-
scribed previowsly (item 2.1). Afer the exposure, animals were housed
in contrmol condition [dmg-free) until reach 2 month post-fertilization
[mpf]. The later exposure to KA soourred at 2mpf by intraperitoneal
[ip.) injection (6 mg ke, injection volume of 10 pl) (Alfaro et al.,
2011) Al animals were previously anesthetized by immersion in
100 pe/ml of tricaine [M5222). KA [Sigma Aldrch, USA) was diluted
in phosphate-buffered zaline [ FBS] for treatment purposes.

2.5, Seiqure scores

Throughout the period of pre-exposume to KA, the behavior of the
larvae was maonitored for posible manifest ation of some of the convul-
sivestages chacterized in previous works (Baraban et al, 2005). At the
sepond exposure (2 months later] the Following swimming behavior
was classified as seizure score, using the scale: Stage I, immobility and
hyperventilation of the animal; Stage 11, whirlpeolike swimming
behavior; Stage 1L rapid movements from right to left; Stage 1V, abnor-
mal and spasmodic muscular contractions; Stage V, rapid whole-body
clonus-like convulsions; Stage V0 sinking to the bottom of the tank
and spasms for several minutes; and Stage VIL death (Alfam et al.,
2011; Barahan et al_, 2005).

2.6, Srafistics

Data are presented as means 4 standard ermors of the mean [SEM).
The distance traveled acmes-time [blocks of 5 min) was analyzed by
two-way analysis of variance and total distance traveled was analyzed
by one-way analysizs of varance followed by Bonferroni' s post hoc.
Omne-way analysis of varance was performed to assess the differences
in zeizure scores between groups followed by MNewman-Keuls
[Graphpad Soltware, Inc., La Jolla CA USAL A “p-value < 005 indicates
statistical significance.

3. Results

The analysis of the total distance traveled by animals exposed to KA
showed different responses in acconrdance with age [Fig. 1). Seven dpf
animals exposed to KA exhibited lower locomator activity when com-
pared to control animals in all doses tested (Fig. 1B) [F(3;34) = 10062,
P 0.0001). The acrmoss-time analysis of 7 dpfanimals shows that this
reduction of distance traveled cocumed most of the time of KA exposure
with exception of bleck 1 {5 min ) and block 1V (20 min] (Fg. 1A) Anal-
ysis of locomotor activity from 15 dpfanimals exposed to KA showed a
significant increase at the dose of 500 ph during the first 4 blocks of anal-
ysis, when compared to the control group (Fg 16, D) [F(3;31) =7108, p
< 0 D009) Exposure to KA caused no significant effect on locomation in
30 dpf animals in any of the tested doses [Fg. 1E F) [F[3;32] = 05115,
p = 0677] None of the animals exposed to KA in all doses tested exdibit-
ed event s attributable to seizure con Sdering the scores defined in previous
imeestigations (AlEmetal. 20110

The 7 dpfanimals pre-exposed to KA became less susceptible toa
second exposure to KA at 2mpl (Fig. 2). The behavioral changes from
7 dpf pre-exposed animals mached seizure score 111 over 30 min,
which were lesser than animals that did not undergo prior exposure
|F(3;20) = 5607, p < 0001]. Groups of 24 hpfand 15 dpl pre-exposed
animals reached the highest seizure scores V/VI through the 30 min
post-injection similary to control animals (Fig 2).

4. Discussion

The typical profile of body movements during a seizure is one of the
most desired Features in animal models, since it confirms the crisizina
simple way. Zebrafish has been used successfully to model the most
common features of seizure through classic pro-convulzant, such as
pentylenetetrazole and kainic acid [Alfam et al. 2001 ; Baraban et al.,
2007, 2005). The origin and consequences of first convulsive events,
especially during brain development. are key stepsto help the manage-
ment of this pathology, although the modeling is difficult to design.
Here, we defined two appmaches to contribute to the modeling of
seizume crisis in developing zebrafish. In the first approach, 7,15 and
30 dpflamvae were exposed for 30 min to KA diluted into the water,
while its locomotion and general behavior were recorded. On the
basis of the available litemture we could suggest that the kainate is
able to reach their cellular target inzebrafish larvae on the doses used

Pleaze citethis article as: Menezes FP, et al, Tolerance to seizure induced by kainic acid is produced in a specific peried of zebrafish development.
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userd were Stage L immot ity and h yperventilation of the ammal; Stage 11 whirkpoo)-lie
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here [Kim et al, 2010). Although the animals have not shown specific
manifestations of previously documented stofus epilephicus, even
though the concentration used was 10 times higher than those able to
alter neuronal discharges [Kim et al., 2010, we observed intriguing
differences in locomotor activity between the ages tested. Animals
exposed to kainic acid at 7 dpl showed hypoactivity compared to the
cantrol group, leading us to imply that this age in 2ebrafish could come-
spond to the stage of development in mdents wherme glutamatergc hip-
pocam pal cells typically exhibit inhibitory neurst mnsmisson mediated
via GABA [Ambrogini et al., 2004; Gutiérrez, 2003; Ye et al., 2000). In
thiz documented phase, presynaptic GABA release can be modulated
by kainic receptors after KA administration [Ambrogini et al., 2004;
Coszart et al, 2001 ; Fiszman et al., 2007 Gutiémez, 2003; Lauri et al.,
2006; Mathew et al. 2008; Ye etal., 2000] and could be the reason of
the decreased locomotor activity of 2ebrafish larva at 7 dpl On the
other hand, 15 dpfzebrafish exhibited hyperlocomat or activity at the
highest dose tested, without any other feature of seizure, and 30 dpf
zebrafish had no effect on lecomator activity. These different responses
could be correlated with the state of neuronal development. inwhich
the level of response to the stimuli 2eem:s to follow the normal matura-
tion of neurotransmitter systems [Ye et al, 2000). One possibility For
thiztemporal difference could be linked to different levels of expression
ofthe subunits that comprize ghitamatergic receptors in the course of
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development [Lilliu et al_ 2002; Ritter et al_, 2002). Difterent arrange-
ments in the composition of these receptors cause changes in their
phammacokinetics, thus generating different levels of response [Fisher
and Mott, 2011 ; Mott et al_, 2010).

Az expected, animals exposed to KA by intraperitoneal injections at
2 months post-fertilization exhibited the characteristic profile of
seizume fitting the defined scores published by Alfaro and co-workers
[Alfaroet al,2011). While one of the explanations to this strong me-
sponse at this developmental phase of zebrafish could be the matura-
tion of glutamatergic system, we should be aware of the more direct
way ol kainicacid delivery and dose Asa second ap proach we evaluated
if an early exposure to KA, despite the weak locomotor response, is able
toaffect the adult response to KA In this way we submitted embryos
and larvae of zebrafizh to KA and raised them until 2 mpfwhen they
received an ip injection of KA The KA pre-exposition was able to de-
crease the intensity of seizure score just on those animals pre-exposed
to KA at 7 dpt |t has been observed that seizures can alfect the level of
expression of some receptors, and that the ooccumrence of seizure during
critical stages of brain development may confer some resistance to
subzequent seizures induced by drugs [Tandon et al, 2002). The over-
stimulation of stimulatory synapses generates an increase of inhibitory
patheerays in the immature brain by increasing the release of CABA,
which isstrongly related topmliferation, migration. differentiation, syn-
apse maturation, and cell death (Avallone et al, 2006; Chwens and
Kriegstein, 2002a, 2002b; Sihra and Rodriguez-Moreno, 2011]. In this
way the resistance seen hem could be associated to the fact that the
age at which the animals were exposed cormesponds to the mast impor-
tant pericd ofneural efinement ofzebmafish brain which could result in
a long lasting effect (Baraban et al., 2005%; Di Marco et al, 2009; Fox and
Wong, 2005, Wei et al., 2012).

5. Conclusion

In summary, z2ebrafizh larvae despite the previous registered
epileptiform discharges and reduced cell proliferation (Alfaroet al.,
2011; Kim et al, 2010) after kainic acid exposure did not present
classic behavior/locomotor activity related to seizure until 7 dpk,
while at 15 dpf the increase of locomaotor activity was registered
bt not accompanied by classic featums of seizure. The exposure to
kainic acid at 7 dpfwasable to promote tolerance to the repeated expo-
sure at jivenilefadult stage of development indicating that this former
period can be crucial to the neural refinement and conseguences to
the occumence of later comeulsive events,
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Parte III

4 Discussao

Os receptores glutamatérgicos tém sido alvo de terapias para uma série de
doengas neurolodgicas, ocorridas tanto em fase inicial do desenvolvimento quanto na
fase adulta. Os receptores glutamatérgicos ionotrépicos apresentam variagdes quanto as
subunidades que os comp@e e seguem ndo apenas uma cronologia, como também um
controle de distribuicdo ao longo do desenvolvimento do sistema nervoso, o qual pode
ser visto em mamiferos e em peixe-zebra (COX; KUCENAS; VOIGT, 2005; GIELEN
etal., 2009; RITTER; VAZQUEZ; MEADOR-WOODRUFF, 2002).

O primeiro resultado apresentado nesta dissertacdo indica que a resposta
comportamental ao MK-801, a qual é caracterizada principalmente pela
hiperlocomocéo, foi alcancada em animais com 60, 120 dias pos-fertilizacdo e 2 anos
pos-fertilizacdo. A hiperlocomocao foi acompanhada por um aumento no tempo no topo
do aquario, o qual tem sido um indicativo de acdo ansiolitica. Animais mais jovens
(30dpf) ndo apresentaram diferenca na distancia percorrida ou padréo de exploracédo em
relacdo aos animais controle. Estas diferentes respostas comportamentais ao longo do
desenvolvimento podem estar ligadas a variacdo das subunidades que compdes o0s
receptores NMDA, visto que diferentes arranjos entre as subunidades que compdes
esses receptores alteram significativamente suas propriedades farmacocinéticas e
sensibilidade (BOWIE, 2012; SWANSON et al., 2002). Os resultados da expressao das
subunidades do receptor NMDA, em peixe-zebra, revelam a presenca da subunidade
NR1 em todas as idades testadas, corroborando com trabalhos anteriores realizados com
roedores, que indicam a subunidade NR1 como uma unidade fundamental para
formacdo de dimeros funcionais na formacdo do receptor NMDA (GIELEN et al.,
2009). As subunidades NR2 apresentaram maior variabilidade nos niveis de expressdo
ao longo do desenvolvimento, o que pode explicar a variabilidade nas respostas a
administracdo de MK-801, visto que as subunidades NR2 sdo determinantes no grau de
afinidade dos receptores NMDA a este farmaco (MONAGHAN; LARSEN, 1997).

Ainda sobre a resposta ao MK-801, foi possivel verificar que o bloqueio de

receptores adenosinérgicos atraves da pré-exposicdo a cafeina foi capaz de prevenir
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parcialmente a hiperlocomocéo induzida por MK-801. Tal resposta se assemelha aquela
vista em roedores onde ocorre uma toleréncia cruzada entre a cafeina e 0 MK-
801(DALL’IGNA et al., 2003), reforcando a interacdo dos sistemas glutamatergico e

purinérgico e o paralelo entre as respostas a farmacos entre roedores e o peixe-zebra.

O segundo conjunto de resultados € relativo a resposta ao acido cainico e seu uso
para modelar a epilepsia. Embora a administragdo de &cido cainico nas fases iniciais do
desenvolvimento j& tenha sido demonstrada ser capaz de gerar descargas neuronais
epileptiformes suficientes para interferir nos processos de proliferacdo neural (KIM et
al., 2010), a locomocdo destes animais ndo foi alterada de forma caracteristica. Além
disso, nas idades e doses testadas ndo foram registrados comportamentos epileptiformes
como aqueles caracterizadas para outras drogas em fases iniciais do desenvolvimento do
peixe-zebra (BARABAN et al., 2005). Nossos resultados revelaram que peixe-zebra
exposto ao KA (100, 300 e 500 uM) aos 7dpf (dias apds a fecundacdo) apresentou
atividade locomotora menor em relacdo aos controles, enquanto que 0s animais
expostos aos 15 (KA 100 e 300 uM) e 30 dpf (KA 100, 300 e 500 uM) ndo exibiram
nenhuma diferenca significante em relacdo ao controle. Uma possibilidade para essa
diferenca temporal na resposta ao &cido cainico é o fato de que em fases iniciais do
desenvolvimento neural, células tipicamente excitatdrias exibem predominantemente
neurotransmisséo via GABA (AMBROGINI et al., 2004; LAURI et al., 2006). Sendo
assim, a influéncia do acido cainico na liberagdo pré-sindptica do neurotransmissor
GABA um dos fatores contribuintes para essa resposta hipolocomotora aos 7 dpf
(COSSART et al., 2001; FISZMAN et al., 2007). Aos 15 dpf o KA na dose mais alta
testada (500 uM) foi capaz de aumentar significativamente a distancia percorrida,
apesar de ndo apresentar outros indicios visuais de convuls&o.

Os animais que foram expostos ao KA aos 7dpf, mostraram-se resistentes a uma
segunda exposic¢do ao KA (6 mg/Kg, i.p.) aos 2mpf, em comparagcdo com animais néo
expostos nas fases iniciais. Por outro lado animais expostos a 24hpf e 15dpf, nédo
exibiram diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Neste caso, 0 estado de
maturagdo dos neurdnios e o periodo de refinamento da rede neural devem ser
considerados como possiveis desencadeadores desse quadro (BARABAN et al., 2005;
DI MARCO et al., 2009; WElI et al., 2012).
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5 Consideracgdes Finais

Ao longo do desenvolvimento dos experimentos que compdem este trabalho

foram encontrados resultados que culminaram nas seguintes conclusdes:

(1) Assim como em mamiferos o peixe-zebra apresenta seus niveis de expressdo das
subunidades que compdes o receptor NMDA sob um coordenado padrédo de distribuicéo
e cronologia ao longo do desenvolvimento que podem refletir na resposta diferenciada

ao MK-801 ao longo do desenvolvimento;

(2) Assim como em roedores, 0 peixe-zebra demonstrou ter a resposta hiperlocomotora,

provocada pela exposicdo ao MK-801, atenuada pela pré-exposicdo cronica a cafeina;

(3) Apesar de registros anteriores de ondas epileptiformes em larvas de peixe-zebra
expostas ao acido cainico, ndo hé alteragdes comportamentais relacionaveis a convulséo
e ndo ha um padrdo de locomoc¢do também atribuivel a esta condi¢cdo quando o KA ¢é

diluido na agua dos animais; e

(4) O peixe-zebra demonstrou ter uma fase critica em que uma perturbacdo na
sinalizacdo glutamatérgica, pela administracdo de acido cainico diluido na agua, pode
causar efeitos permanentes na rede neural, acarretando em diferenciada sensibilidade a

uma segunda exposic¢do ao acido cainico conhecidamente indutora de convulséo.

Este conjunto de resultados reforca a ideia da necessidade de estudos sobre a
suscetibilidade do sistema nervoso em desenvolvimento as intervencbes ao sistema
glutamatérgico e seus reflexos em parametros comportamentais e locomotores que

possam ser utilizados na modelagem de patologias utilizando o peixe zebra.
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ANEXO A — Parecer da banca examinadora

Parecer descritivo da Dissertacdo de Fabiano Peres Menezes

Trata-se de um interessante trabalho que avaliou 2 ontogenia das respostas comportamentais

a agentes glutamatérgicos, assim com a expressdo de diversas subunidades dos receptores
NMDA em peixe zebra.

De modo geral, a dissertacdo é bem escrita, bem organizada e contém informac8es
aprofundadas e relevantes. A revisdo da literatura também cobriu bem a area.

O trabalho tem o mérito de cobrir uma drea em que hd ainda poucos dados, usando um
protocolo bem feito por ter testado varias doses de MK-801 e em diversas fases do
desenvolvimento, avaliando 3 parametros comportamentais diferentes (locomocao, altura no
aquario e convulsdo por kainato). Do ponto de vista metodolégico, so senti falta da avaliagao
do efeito da cafeina cronica sobre o aumento da altura no aquério com MK-801.

Quanto aos artigos, estdo bem estruturados e bem escritos, mas carecem de revisdo da lingua
inglesa.

Por todos esse motivos, considero o aluno aprovado, fazendo jus ao titulo de mestre.
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FACULDADE DE BIOCIENCIAS

CIENCIAS

FICHA DE AVALIAGCAO DE DISSERTACAO

Aluno (a): FABIANO PERES MENEZES
Orientador (a): Rosane Souza da Silva

Titulo: “Avaliagdo da sinalizagdo glutamatérgica ao longo do desenvolvimento do peixe-zebra (Danio
rerio) e suas implicagées comportamentais e motoras”

Avaliador (a): Diogo Losch de Oliveira

1. APRESENTACAO FORMAL DO TEXTO:
1.1. Qualidade de apresentagio de figuras e tabelas:

( ) Plenamente Satisfatéria (X) Satisfatéria ( ) Insuficiente
1.2. Correcdo ortografica e gramatical:

( ) Plenamente Satisfatéria Q(J Satisfatdria ( ) Insuficiente
1.3. Caracteristica da linguagem quanto a precisdo e objetividade?

(>J Plenamente Satisfatoria () Satisfatéria ( ) Insuficiente

2. ORIGINALIDADE E RELEVANCIA DA PESQUISA:
2.1. O trabalho constitui-se em pesquisa original?

£3:Sim ( ) Ndo

2.2. 0 trabalho apresenta relevancia cientifica?
@; Sim ( ) Nao

3. A REVISAO BIBLIOGRAFICA E SUFICIENTE E ADEQUADA AOS OBJETOS PROPOSTOS?
(A-Sim () Parcialmente ( ) Nio

4. A METODOLOGIA E ADEQUADA AOS OBJETIVOS PROPOSTOS?
@d.Sim ( ) Parcialmente ( ) Ndo

5. 0S RESULTADOS ALCANCADOS SAO RELEVANTES E CONSISTENTES?
©Q Sim ( ) Parcialmente ( ) Nao

6. DISCUSSAO E CONCLUSAO:
6.1. Os resultados sio discutidos com argumentagdo relevante e consistente?

£4) Sim ( ) Parcialmente () Nao
6.2. As conclusdes sio consistentes?
. Sim ( ) Parcialmente ( ) Nao

8. ELABORE E ANEXE A ESTA FICHA UM PARECER DESCRITIVO SOBRE O TRABALHO.
INDIQUE NO QUADRO ABAIXO SE CONSIDERA 0 ALUNO (A) APROVADO OU REPROVADO

A Provaoo
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ASSINATURA:
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Av. Ipiranga, 6681- P. 12 - sala 204 - CEP 90619-900
Porto Alegre - RS - Brasil

Fone: (51) 3320-3912 - Fax (51) 3320-3568

E-mail: bcm@pucrs.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAOQ EM CB: BIOGQUIMICA
RUA RAMIRO BARCELOS, 2600 - ANEXO
FONE: 051 3316 5539 - FAX 051 3318 5540
CEP 90035-003 - PORTO ALEGRE- RS

Porto Alegre, 22 de agosto de 2011.

A Profa. Dra. Nadia Schroder
Coordenadora do PPG em Biologia Celular e Molecular
Pontificia Universidade Catédlica do Rio Grande do Sul

PARECER DESCRITIVO DE DISSERTAGAO DE MESTRADO

Titulo: Avaliacdo da sinalizacéo glutamatérgica ao longo do desenvolvimento
do peixe-zebra (Danio rerio) e suas implicagdes comportamentais e motoras.
Autor: Fabiano Peres Menezes

Orientador: Profa. Dra. Rosane Souza da Silva

A presente dissertacéo procurou avaliar as alteragdes comportamentais
induzidas pelo tratamento com Mk-801 ao longo do desenvolvimento em
peixe-zebra. Allém disso, procurou também avaliar a expressdo das
subunidades de receptores glutamatérgicos do tipe NMDA ao longe do
desenvolvimento em peixe-zebra. A dissertac@o esta bem escrita e apresenta
uma revisdo da literatura cientifica adequada. A metodologia esta adequada
aos objetivos propostos e a discussdo engloba os resultados obtidos sem
existéncia de especulacdes. Finalmente, considerc a dissertacdo excelente
no que diz respeito a sua producdo cientifica, sendo que os resultados
apresentados serviram como base para a publicacdo de artigos cientificos, os
guais contribuirdo para a divulgacdo da linha de pesquisa desenvolvida pelo
grupo. Abaixo seguem algumas sugestdes:

- Parte |, Introducéo (pag. 11): sugiro atualizar a nomenclatura dos
transportadores de glutamato (de GLT-1 para EAATZ2, por exemplo).
Também surgido incluir todos os membros na descricdo (EATT1-5) e
mencionar que esta classificacdo é utilizada para os sub-tipos descritos
somente para mamiferos.

- Parte |, Introducdo (pag. 13): enfatizar que a classificacdo e
variabilidade de subunidades descrita no segundo paragrafo referem-se
somente aquelas subunidades descritas para mamiferos.

- Parte |l, Resultados, Artigos cientifico 1 (pag. 32): Na secc¢éo 3.
Results, ao final do segundo paragrafo, a sentencga “at 5uM for both and at
20 uM for 120 days-old animals” parece confusa.

- Parte Il, Resultados, Artigos cientifico 1: como sugest@o, seria
interessante para a interpretacdo dos achados relativos as alteracGes
comportamentais induzidas pelo MK-801, incluir no artigo a expresséo das
subunidades do receptor NMDA nos animais de 2 anos de idade (pag. 45).
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Sem para o momento, sou de parecer favoravel a aprovacéo do aluno.

PPG em Ciéncias Biolégicas Bioquimica
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
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CENTRO UNIVERSITARIO .

FRANCISCANO IgRPGPE

Erd-Beitorka de Fos Grodwopbo, Pesquisn & Extersdn

Santa Maria, 28/02/2014
Ao Programa de Pos-graduacdo em Biologia Celular e Molecular
Sra. Profa. Dra. Nadja Schoroder

Em atencao a sua solicitacao, envio o parecer da dissertacao do aluno Fabiano Perez
Menezes. Aproveito a oportunidade para reiterar o meu agradecimento pela indicagdo nessa

avaliacdo e a minha disponibilidade para futuros trabalhos.
Atenciosamente

Carina Rodrigues Boeck

Parecer descritivo
Aluno: Fabiano Perez Menezes

Titulo: Avaliacdo da sinalizacdo glutamatérgica ao longo do desenvolvimento do peixe-zebra

(Danio rerio) e suas implicacdes comportamentais e motoras

Abaixo descrevo as minhas consideracdes:

Resumo: Apresenta de forma geral o trabalho. Os objetivos devem estar claramente
apresentados. Os demais itens foram contemplados mantendo uma ldgica que abrange os
pontos principais do estudo.

Sugestdo de correcdo: apos escolher a sigla KA para o acido cainico, manté-la sempre que citar

a substancia. Na descricdo metodologica esta descrito que sera avaliada a atividade
locomoatora apos KA, mas na apresentacdo dos resultados o aluno fala de convulsdes. O que foi
avaliado? Isso deve estar especificado. Incluir uma frase de discussdo/conclusio.

indice de Figuras: Sugestio de correciio: adicionar todas as figuras apresentadas no trabalho.

Lista de Siglas: Sugestdo de correcao: ordenar alfabeticamente. NMDA também & sigla do

inglés N-Methil-D-aspartate.



CENTRO UNIVERSITARIO .

FRANCISCANO I?RPG PE

Pro-Beltoria de Pos GrodeagBa, Pesquizn & Exteresdo

Introducdo: Sugestdo de correcdo: adicionar legenda para a figura 1. A nota que consta nas

figuras 2 e 3 pode ser a sua legenda. Desde que dissertacOes e teses sdo trabalhos de
conclusdo disponiveis a comunidade em geral, ndo somente académica, sugiro adaptar as
figuras e traduzir os termos que nelas aparecem. Acrescentar ao final da introducdo um
paragrafo de justificativa.

Artigos: incluir quais foram os fatores de comparacao utilizados para a analise estatistica de
duas vias. Ha referéncias para as doses escolhidas de KA?

Discussao: peco que o aluno seja menos direto na constatacdo biologica/funcional dos
receptores NMDA ao relacionar o efeito observado com a expressdo das subunidades. E
importante ter atencdo no que se refere a translocacéo do receptor depois da proteina estar
organizado. A acdo do receptor na célula depende da sua disponihilidade na membrana
plasmatica, isso inclui translocacdo e ancoramento. As afirmaces a respeito da
farmacocinética do MK-801, feita pelo autor na discussdo do Artigo 1 e na dissertacao,
direciona a um entendimento equivocado, de que a expressao do receptor esta diretamente
relacionado a sua atividade. Peco que ao discutir tais resultados, acrescente dados de
translocacdo e ancoramento. Sugiro que em trabalhos futuros seja avaliado o conteudo do
receptor no tecido cerebral e a sua atividade, pois complementaria os dados obtidos aqui e
também possibilitaria abranger as acdes de pesquisa que envolva os receptores NMDA no
modelo animal do peixe zebra.

Sugestdo de correcdo: o primeiro paragrafo da discussdo € uma justificativa. Sugiro coloca-lo

ao final da introducéao.

Consideragdes finais: o trabalho esta adequadamente apresentado, seguindo um pensamento
I6gico na sua organizacdo e descricdo dos itens. E inovador e extremamente importante para o
conhecimento do funcionamento cerebral nesse modelo animal tao bem explorado na
atualidade. Tenho certeza de que os trabalhos serdo publicados brevemente.
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