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RESUMO 

 

A epilepsia, caracterizada pela ocorrência de crises convulsivas 
espontâneas e recorrentes, é umas das principais doenças neurológicas 
crônicas, afetando em torno de 1% da população mundial. A adenosina é um 
modulador endógeno da excitabilidade neuronal e apresenta propriedades 
anticonvulsivantes. Sendo assim, a modulação da via de sinalização 
adenosinérgica pode apresentar um efeito importante na epilepsia. Neste 
estudo, nós caracterizamos diferentes aspectos da sinalização adenosinérgica 
em modelo de crise convulsiva induzida por pentilenotetrazol (PTZ) em peixe-
zebra. Nossos resultados demonstram um aumento nas atividades da 
adenosina desaminase (ADA), responsável pela desaminação de adenosina 
em inosina, logo após uma crise convulsiva. Além disso, foi observado que os 
fármacos antiepilépticos gabapentina, fenitoína e ácido valpróico preveniram o 
efeito estimulatório promovido pelo PTZ sobre as atividades da adenosina 
desaminase. Neste estudo, também analisamos o efeito de diferentes 
moduladores da sinalização adenosinérgica no controle do desenvolvimento de 
convulsões induzidas por PTZ. Nossos resultados demonstraram que a 
ativação de receptores de adenosina do tipo A1 tem importante participação no 
controle de crises convulsivas em peixe-zebra. Além disso, observamos que as 
enzimas ecto-5´-nucleotidase e ADA, além dos transportadores de 
nucleosídeos estão diretamente envolvidos no controle dos níveis 
extracelulares de adenosina e, consequentemente, no controle do 
desenvolvimento de crises convulsivas neste teleósteo. Além disso, 
esclarecemos a ocorrência de dados controversos relacionados à via de 
sinalização mTOR em estresse oxidativo. Estudos sugeriram a ativação desta 
via em estresse oxidativo baseados na interpretação equivocada da 
fosforilação das proteínas RSK e MSK pelo anticorpo anti-fosfo-Thr389-S6K, 
além da fosforilação da proteína S6, regulada neste caso pela via de 
sinalização MAPK. Este estudo pode contribuir para um maior entendimento 
das vias de sinalização envolvidas nos mecanismos de controle de crises 
convulsivas e representar uma alternativa para o desenvolvimento de fármacos 
antiepilépticos, aumentando as opções terapêuticas em epilepsia. Nossos 
resultados também podem contribuir para futuros estudos referentes à 
caracterização e modulação da via de sinalização TOR em peixe-zebra. 
 

Palavras-chave: adenosina, crise convulsiva, estresse oxidativo, peixe-
zebra,TOR.  
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ABSTRACT 
 

Epilepsy, characterized by the occurrence of spontaneous and recurrent 
seizures, is one of the main chronic neurological diseases, affecting around 1% 
of the world's population. Adenosine is an endogenous modulator of neuronal 
excitability and has anticonvulsant properties. Thus, the modulation of 
adenosinergic signalling pathway may presents important effects on epilepsy. In 
this study we characterize different aspects of the adenosinergic signaling in a 
model of seizures induced by pentylenetetrazole (PTZ) in zebrafish. In this 
study we also analyzed the effect of different modulators of adenosinergic 
signaling on controlling the development of seizures. Our results showed that 
the activation of type A1 adenosine receptors has an important role in controlling 
seizures in zebrafish. Furthermore, we observed that ecto-5´-nucleotidase and 
ADA enzymes, in addition to nucleoside transporters, are directly involved in 
controlling extracellular adenosine levels and, consequently, in controlling the 
development of seizures in this teleost. In addition, we clarified the occurrence 
of controversial data related to the mTOR signaling pathway in oxidative stress. 
Previous studies have suggested the activation of this pathway in oxidative 
stress based on the misinterpretation of the phosphorylation of RSK and MSK 
proteins through the antibody anti-phospho-Thr389-S6K, in addition to protein 
S6 phosphorylation, regulated by the MAPK signaling pathway in this case. 
Therefore, these findings might contribute for a better understanding about the 
signaling pathways involved in the mechanisms of seizure control and 
represents na alternative for the development of antiepileptic drugs, increasing 
the therapeutic options in epilepsia. Our results may also contribute to future 
studies on the characterization and modulation of TOR signaling pathway in 
zebrafish. 
 
Keywords: adenosine, seizures, oxidative stress, zebrafish, TOR. 
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ERK- proteína quinase regulada por sinais extracelulares 

GABA - ácido gama-aminobutírico 

GPI – glicosilfosfatidilinositol 

ILAE – Liga internacional contra a epilepsia 

K+ - potássio 

MAPK – proteína quinase ativada por mitógenos 

Mg+2 - magnésio 

mSin1 - proteína de interação da quinase de mamíferos ativada por estresse 1 

mTOR - alvo da rapamicina em mamíferos 

mTORC1/mTORC2 - complexo mTOR 1/2 

MSK -  quinase regulada por mitógenos e estresse 

Na+ - sódio 

NMDA - N-metil-D-aspartato 
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NTPDase - nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase 

PI3K – quinase fosfatidilinositol-3  

PRAS40 - substrato de AKT rico em prolina de 40 KDa 

Protor 1/2 - proteína observada com rictor 1/2 

PTZ – pentilenotetrazol 

Raptor - proteína associada reguladora de mTOR 

Rictor - proteína associada insensível à rapamicina 

RSK - quinase ribossomal S6 90 KDa 

S6K1 – quinase ribossomal S6 1 

S6 - proteína ribossômica S6 

SNC - sistema nervoso central  

TOR - alvo da rapamicina 

TSC1 - complexo de esclerose tuberosa 1 

TSC2 - complexo de esclerose tuberosa 2 

Tti1/Tel2 - proteína 1 que interage com Tel2/proteína reguladora de telômero 2 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Epilepsia 

 

A epilepsia é caracterizada pela ocorrência de crises convulsivas 

espontâneas e recorrentes, sendo uma das principais doenças neurológicas 

crônicas, afetando em torno de 50 milhões de pessoas no mundo (Pitkanen, 

2010). As crises convulsivas ocorrem a partir de descargas neuronais 

excessivas e sincrônicas e são manifestadas por alguns sintomas transitórios, 

como perda de consciência e alterações motoras, sensitivas e sensoriais 

(Fisher et al., 2005). A ocorrência de crises convulsivas recorrentes é 

característica da epilepsia, porém crises convulsivas únicas podem ocorrer em 

indivíduos não epilépticos (Goldberg & Coulter, 2013).   

De acordo com a International League Against Epilepsy (ILAE), a 

epilepsia pode ser de origem genética, estrutural ou metabólica, ou ainda não 

ter causa definida (Berg et al., 2010). Na epilepsia de origem genética, as 

convulsões resultam de alterações genéticas que levam principalmente às 

disfunções em canais iônicos dependentes de voltagem (Na+, K+, Ca2+, Cl−) ou 

ativados por ligante (receptores nicotínicos e GABAA) (Deng et al., 2013). A 

epilepsia do tipo estrutural ou metabólica é caracterizada pelo surgimento de 

crises convulsivas a partir de um insulto prévio ou patologia do sistema nervoso 

central (SNC), como, por exemplo, trauma, infecção e tumores (Berg et al., 

2010). A partir destes insultos, ocorre um evento conhecido como 

epileptogênese, que se trata de um processo longo, contínuo e progressivo, 

que pode levar meses a anos, culminando com o quadro de hiperexcitabilidade 

neuronal e a manifestação de convulsões (Goldberg & Coulter, 2013). A 

epileptogênese envolve perda neuronal, plasticidade axonal e dendrítica e 

reorganização das membranas celulares e da matriz extracelular, podendo 

ainda ocorrer formação de novos circuitos neuronais excitatórios e a perda 

seletiva de neurônios gabaérgicos (Jutila et al., 2002; Pitkanen, 2002; Dudek & 

Sutula, 2007; Dudek & Staley, 2007). As alterações genéticas, estruturais ou 

metabólicas são as principais causas da epilepsia, mas apesar dos amplos 

recursos de neurodiagnóstico atualmente disponíveis, muitos pacientes com 
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epilepsia não possuem nenhuma alteração neurológica claramente identificada, 

não sendo possível determinar a causa da patologia (Bialer & White, 2010).  

As crises convulsivas que caracterizam a epilepsia podem ser 

classificadas como generalizadas ou focais, de acordo com a abrangência da 

descarga neuronal (Berg et al., 2010). As crises generalizadas acometem a 

área cerebral como um todo, e podem ser do tipo, clônica, tônica, tônico-

clônica, mioclônica, atônica e de ausência, conforme as manifestações motoras 

evidenciadas. As convulsões classificadas como focais apresentam descarga 

neuronal restrita a um hemisfério cerebral e o indivíduo pode ter ou não 

alterações motoras e de consciência (Berg et al., 2010).   

A epilepsia é tratada principalmente através do uso de fármacos, com o 

objetivo de inibir a ocorrência de crises convulsivas.  Estes fármacos provocam 

a diminuição dos disparos neuronais repetitivos, através da modulação de 

canais iônicos dependentes de voltagem, potencialização da neurotransmissão 

inibitória gabaérgica e diminuição da neurotransmissão excitatória 

glutamatérgica (Bialer & White, 2010). Entre os principais fármacos 

antiepilépticos disponíveis atualmente, encontram-se a gabapentina, a fenitoína 

e o ácido valpróico.  

A gabapentina atua aumentando a sinalização gabaérgica e modulando 

canais de Ca+2 (Parker et al., 2004; Rogawski & Bazil, 2008). Estudos mostram 

que a gabapentina liga-se a receptores GABAB e controla a síntese, liberação, 

degradação e recaptação do neurotransmissor GABA (Petroff et al., 2000; 

Bertrand et al., 2001; Errante et al., 2002; Parker et al., 2004). Sabe-se também 

que a gabapentina liga-se a subunidade α2δ de canais de Ca+2 pré-sinápticos, 

inibindo o influxo de Ca+2 e restaurando a liberação de neurotransmissores 

excitatórios a níveis fisiológicos, através da diminuição de sua liberação 

excessiva, a qual é característica em crises convulsivas (Bayer et al., 2004; 

Dooley et al., 2007; Rogawski & Bazil, 2008). O principal mecanismo de ação 

da fenitoína é a modulação dos canais de Na+ dependentes de voltagem 

(Rogawski & Loscher, 2004a,b). A fenitoína reconhece canais de Na+ abertos e 

os bloqueia, impedindo a propagação de descargas neuronais excessivas 

(Rogawski & Loscher 2004a,b). Este fármaco também pode agir através da 

ativação da liberação de GABA e diminuição da liberação de glutamato 
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(Cunningham et al., 2000; Yang et al., 2007). O ácido valpróico atua na 

modulação de canais iônicos e inibição da sinalização glutamatérgica 

(Owens & Nemeroff, 2003; Gobbi & Janiri, 2006). Além disso, o ácido valpróico 

aumenta a sinalização gabaérgica, através de diversos mecanismos, como 

aumento da síntese e diminuição da degradação de GABA (Johannessen, 

2000; Chateauvieux et al., 2010).  

Apesar da grande variedade de fármacos antiepilépticos disponíveis 

atualmente, somente cerca de 60-70% dos pacientes com epilepsia têm total 

supressão das crises convulsivas (Stefan & Hopfengartner, 2009).  No caso de 

pacientes que não respondem a medicamentos, buscam-se alternativas não 

farmacológicas, como cirurgias para ressecção do foco epileptogênico e dieta 

cetogênica (Elger & Schimidt, 2008). Estudos têm buscado novas alternativas 

terapêuticas com o uso de fármacos que apresentam efeito anticonvulsivante, 

por meio de mecanismos independentes das vias de ação dos fármacos 

antiepilépticos clássicos (Wong, 2010). Entre as vias de sinalização atualmente 

vistas como potenciais alvos terapêuticos em epilepsia está a sinalização 

purinérgica, principalmente através da modulação dos níveis de adenosina 

(Boison, 2012). 
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1.2  Sistema purinérgico 

 

A sinalização mediada por purinas constitui uma rota comum de 

comunicação celular, envolvida em muitas condições fisiológicas e patológicas. 

A adenosina e o ATP são os principais agonistas endógenos do sistema 

purinérgico e atuam através da ativação de receptores P1 e P2, 

respectivamente (Abbracchio et al., 2009). O ATP, classicamente conhecido 

por seu papel central no metabolismo energético, atua como um 

neurotransmissor excitatório de resposta rápida e apresenta efeitos tróficos 

importantes na proliferação, diferenciação e morte celular durante o 

desenvolvimento e a regeneração, assim como em condições patológicas 

(Burnstock, 1972; Burnstock, 2012). A adenosina atua como um 

neuromodulador endógeno da atividade neuronal, e está envolvida em diversos 

processos no SNC, como inflamação e modulação da atividade neuronal 

(Boison, 2007; Boison, 2010).  

O ATP é sintetizado e armazenado em terminais pré-sinápticos e co-

liberado na fenda sináptica por meio de estímulos nervosos (Burnstock, 2004; 

North & Verkhratsky, 2006). Este nucleotídeo atua como neurotransmissor de 

resposta rápida através dos receptores P2X, enquanto seus efeitos tróficos 

(proliferação, diferenciação e migração celular) são exercidos através dos 

receptores P2Y (Burnstock & Kennedy, 1985; Fields & Burnstock, 2006; 

Burnstock & Verkhratsky, 2010). O grupo de receptores P2X é composto por 

sete (P2X1-7) subtipos de receptores ionotrópicos com permeabilidade rápida e 

seletiva para cátions (Na+, K+ e Ca2+). Estes receptores encontram-se 

amplamente distribuídos em neurônios e células gliais e são ativados 

principalmente por ATP (Burnstock, 2012). O grupo P2Y consiste em oito 

subtipos de receptores metabotrópicos (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, 

P2Y13 e P2Y14) que estão presentes em vários tecidos e sistemas, como 

epitelial, muscular, cardíaco, nervoso e imunológico (Abbracchio et al., 2006). 

No sistema nervoso central e periférico, os receptores P2Y controlam canais de 

Ca2+ e K+ e a liberação de outros neurotransmissores, como glutamato, 

serotonina, dopamina e noradrenalina (Hussl & Boehm, 2006). Os receptores 

P2Y podem ser ativados por diversos nucleotídeos, tais como ATP, ADP, UTP 
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e UDP (Abbracchio et al., 2006). Além de atuar em receptores do tipo P2, o 

ATP liberado no espaço extracelular pode ser convertido em adenosina, 

através de sua hidrólise por enzimas ectonucleotidases (Zimmermann, 2001; 

Zimmermann et al., 2012) (Figura 1). 

  A hidrólise dos nucleotídeos extracelulares ocorre por uma cascata de 

reações que resulta na formação do respectivo nucleosídeo e fosfato livre. As 

enzimas que catalisam essa reação são as ectonucleotidases, dentre as quais 

se destacam as nucleosídeo trifosfato difosfoidrolases (NTPDases) e a ecto-5’- 

nucleotidase (Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012). Esse grupo de 

enzimas inclui também a família das E-NPPs (ectonucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterases) e as fosfatases alcalinas (Zimmermann et al., 

2012). A família das NTPDases realiza a hidrólise de nucleotídeos trifosfatados 

e difosfatados, produzindo o respectivo nucleotídeo monofosfatado e fosfato 

inorgânico e é composta por oito membros (NTPDases 1-8) (Knowles, 2011).   

Quatro membros das  NTPDases (1, 2, 3, 8) estão localizados na superfície 

das células, com um sítio catalítico extracelular (Bigonesse et al., 2004; Marcus 

et al., 2005; Shukla et al., 2005; Belcher et al., 2006). As NTPDases 5 e 6 

apresentam localização intracelular e as NTPDases 4 e 7 estão localizadas no 

meio intracelular com seus sítios ativos direcionados para o lúmen das 

organelas citoplasmáticas (Wang & Guidotti,1998; Trombetta & Helenius, 1999; 

Braun et al., 2000; Shi et al., 2001). As NTPDases compartilham 5 domínios 

altamente conservados, denominados regiões conservadas de apirase 

(Zimmermann, 2001; Robson et al., 2006).  

A hidrólise extracelular de nucleotídeos a seus respectivos nucleosídeos 

é feita pela ecto-5´-nucleotidase, que hidrolisa ribo e desoxirribonucleotídeos 

5´monofosfatados, incluindo AMP,CMP,UMP, IMP e GMP (Zimmermann, 

1992). Esta enzima é uma proteína homodimérica ancorada à membrana 

plasmática por um glicosilfosfatidilinositol (GPI) e tem seu sítio catalítico voltado 

para o meio extracelular (Bianchi & Spychala, 2003). A ecto-5´-nucleotidase 

também pode ser encontrada na forma solúvel (Vogel et al., 1992; 

Zimmermann et al., 2012). O nucleotídeo AMP é o que tem a hidrólise mais 

eficiente e a produção de adenosina a partir de AMP extracelular é a principal 

função da enzima ecto-5´-nucleotidase. A hidrólise de AMP pela ecto-5´-
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nucleotidase representa um mecanismo extremamente importante no controle 

dos níveis extracelulares de adenosina (Knapp et al., 2012). Além de ser 

produzida a partir da hidrólise do ATP, a adenosina pode ser diretamente 

liberada no meio extracelular através de transportadores de nucleosídeos (King 

et al., 2006; Bonan, 2012). Em peixe-zebra, diversos estudos identificaram e 

caracterizaram a atividade e expressão gênica das enzimas NTPDase e 5´-

nucleotidase (Rico et al., 2003; Senger et al., 2004). Rosemberg et al. (2010) 

verificaram a presença de diferentes membros da família das NTPDases e 

demonstraram a expressão destas enzimas (NTPDases 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8) em 

amostras de encéfalo, coração e fígado. As NTPDase1 e NTPDase2 também 

foram encontradas em fotorreceptores, células horizontais e células 

ganglionares em retina de peixe-zebra (Ricatti et al., 2009).  

A adenosina atua como um modulador da atividade neuronal, através da 

ativação de receptores metabotrópicos P1, subdivididos em A1, A2A, (de maior 

distribuição e afinidade pela adenosina) A2B e A3 (de menor distribuição e 

afinidade pela adenosina) (Fredholm et al., 2005). A ativação de receptores A1 

pré-sinápticos diminui o funcionamento das sinapses excitatórias através da 

inibição da liberação de glutamato (Burnstock et al., 2011). A ativação pós-

sináptica de receptores A1 leva a estabilização do potencial de membrana 

através do controle do fluxo de Ca+2 e K+ (Boison, 2005; Fredholm et al., 2005). 

A ativação de receptores A2A leva a ativação da adenilato ciclase, levando ao 

aumento nos níveis intracelulares de AMPc (Popoli & Pepponi, 2012). Os 

receptores A2A participam também do controle da liberação e recaptação de 

neurotransmissores, como glutamato (Lopes et al., 2002) e GABA (Cristóvão-

Ferreira et al., 2009). Os receptores A2A estão envolvidos em processos de 

neurodegeneração e imunossupressão, entre outros (Fredholm, 2010). A 

ativação de receptores A2A pode levar a efeitos citotóxicos, devido ao aumento 

na sinalização glutamatérgica. Porém, a ativação destes receptores também 

está envolvida no aumento dos níveis de fatores neurotróficos (Sebastião & 

Ribeiro, 2009). A ativação de receptores A2B tem efeito anti-inflamatório, 

através do estímulo da produção de interleucina-10 (Koscsó et al., 2013). A 

deficiência genética de receptores A2B leva ao aumento da inflamação e 

diminuição da sobrevivência em modelos de sepse em roedores (Csóka et al., 
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2010). Os receptores do tipo A3 estão claramente envolvidos em processos de 

dano cerebral, como hipóxia e inflamação (Chen et al., 2006; Lee et al., 2006; 

Pugliese et al., 2007). Estudos demonstram que receptores A3 também estão 

envolvidos nos mecanismos de crescimento celular e apoptose e têm sua 

expressão aumentada em células tumorais (Gessi et al., 2011; Di Virgilio, 

2012). A ativação do receptor A3 durante severa isquemia retarda a 

recuperação da transmissão sináptica, um processo que está relacionado com 

a internalização de receptores AMPA, o que poderia ter potencial neuroprotetor 

(Dennis et al., 2011). Estudos mostraram a expressão gênica de receptores de 

adenosina em peixe-zebra, no qual foram identificados dois genes codificantes 

para o receptor A2A e um gene codificante para o receptor A2B (Boehmler et al., 

2009). Os receptores A1, A2A.1, A2A.2 e A2B são expressos desde 24 horas após 

a fertilização em peixe-zebra (Capiotti et al., 2011).   

A concentração de adenosina pode ser controlada a partir de sua 

hidrólise pela adenosina desaminase (ADA), fosforilação a AMP pela 

adenosina quinase (AK) ou através de sua liberação e recaptação celular 

através de transportadores de nucleosídeos (King et al., 2006; Boison, 2012). A 

ADA é encontrada tanto no meio citosólico quanto na membrana celular e 

catalisa a desaminação hidrolítica da adenosina e também da 2´-

deoxiadenosina em inosina e 2´-deoxinosina, respectivamente (Boison, 2012). 

A ADA apresenta diferentes subtipos e está presente em diferentes tecidos, 

principalmente no sistema gastrointestinal, encéfalo e timo (Maier et al., 2005; 

Sauer et al., 2012).  A ADA1 e uma enzima monomérica encontrada em forma 

solúvel ou associada a uma proteína (CD26). O complexo ADA1/CD26 constitui 

uma ecto-ADA, que se encontra ancorada a membrana celular e é responsável 

pela hidrólise da adenosina extracelular. Alem de sua função enzimática, a 

ADA1 pode interagir com receptores de adenosina do tipo A1, aumentando sua 

afinidade de ligação à adenosina e facilitando assim a transdução de sinal 

através desses receptores (Ciruela et al., 1996). A ADA2 é encontrada 

principalmente no plasma sanguíneo. Outro tipo de ADA, a ADAL (adenosina 

desaminase “like”) também participa da desaminação da adenosina, porém não 

está devidamente caracterizada (Maier et al., 2005). A deficiência de ADA no 

organismo leva ao aumento nos níveis de adenosina e está associada ao 
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aumento da apoptose e bloqueio da diferenciação de timócitos, causando 

linfopenia e anormalidades neurológicas (Nofech-Mozes et al., 2007;Gaspar et 

al.,2009; Poliani et al., 2009). 

 Estudos já identificaram a presença de atividade de desaminação de 

adenosina em fração citosólica e de membrana em encéfalo de peixe-zebra 

(Rosemberg et al., 2008). A expressão de distintos genes relacionados à ADA 

(ADA1, ADAL e dois ortólogos da ADA2) foi verificada em diferentes tecidos 

(encéfalo, brânquias, coração, fígado, esqueleto, músculo e rim) de peixe-zebra 

(Rosemberg et al., 2007).  

 

 

 

Figura 1: Representação esquemática da sinalização purinérgica. O ATP 

liberado liga-se a receptores P2, subdivididos em P2X e P2Y. A degradação do 

ATP pelas ectonucleotidases origina a adenosina, que atua em receptores P1, 

subdivididos em A1, A2A, A2B e A3 e tem seus níveis controlados pela adenosina 

desaminase (ADA), adenosina quinase (AK) e transportadores de 

nucleosídeos.  
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1.2.1 Sistema purinérgico e epilepsia 

 

Diversos estudos têm mostrado a ação neuroprotetora da adenosina, 

claramente identificada como um neuromodulador endógeno da excitabilidade 

neuronal (Dunwiddie, 1980; Fredholm & Hedqvist, 1980; Boison, 2010). O 

tratamento com o análogo de adenosina N6-(3-methoxyl-4-hydroxybenzyl) (B2) 

promoveu efeitos neuroprotetores em roedores submetidos a crises 

convulsivas induzidas por 4-aminopiridina, PTZ, picrotoxina, ácido caínico e 

estricnina (Li et al., 2013).  Roedores pré-tratados com B2 tiveram maior 

latência para o início das crises convulsivas, menor ocorrência de convulsões, 

menor duração destas convulsões e menor mortalidade quando comparados a 

roedores que não receberam pré-tratamento (Li et al., 2013). O implante de 

células tronco modificadas para maior liberação de adenosina em hipocampo 

de roedores antes da indução de kindling induziu a uma diminuição da 

epileptogênese (Li et al., 2007). Além disso, o implante destas células após 

status epilepticus induzido por ácido caínico em roedores preveniu o 

surgimento de crises convulsivas recorrentes (Li et al., 2009).  

O importante efeito anticonvulsivante da adenosina ocorre através de 

mecanismos independentes das vias de ação de fármacos antiepilépticos 

clássicos (Masino & Geiger, 2008). O efeito anticonvulsivante da adenosina 

ocorre principalmente através da ativação de receptores A1, que induz a 

inibição pré-sináptica, através da redução do influxo de Ca2+, e reduz a 

excitabilidade da membrana pós-sináptica, aumentando a liberação de K+ 

(Fredholm et al., 2005). Foram testados os efeitos dos antagonistas A1 

(DPCPX) e A2A (SCH58261) no potencial anticonvulsivante de B2 na crise 

convulsiva induzida por PTZ. A administração de DPCPX impediu a ação 

anticonvulsivante do análogo de adenosina, enquanto a aplicação de 

SCH58261 não mostrou influencia, evidenciando o papel dos receptores A1 

como anticonvulsivantes (Li et al., 2013). Diferentemente das características 

bem conhecidas dos receptores A1, estudos já atribuíram diferentes 

propriedades anticonvulsivantes e pró-convulsivantes aos receptores A2A 

(Boison, 2007).  Os receptores A2B e A3, de menor afinidade e abundância, não 
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têm sido considerados potenciais alvos terapêuticos em epilepsia (Boison, 

2005, 2007). 

A ativação de receptores A1 pela adenosina confere neuroproteção, 

interrompendo ou diminuindo a duração de crises convulsivas e aumentando a 

sobrevivência neuronal (Gouder et al., 2004; Boison, 2006). Entretanto, o ATP, 

através da ativação de receptores P2X7, apresenta efeitos pró- convulsivantes 

(Klaft et al., 2012). Em crises convulsivas, aumentam os níveis extracelulares 

de ATP, que é rapidamente degradado em adenosina, contribuindo 

significativamente para a atividade inibitória produzida pela ativação de 

receptores A1 (Pascual et al., 2005). Enquanto o ATP apresenta ação 

convulsivante, sua subsequente degradação em adenosina pode inibir a 

generalização do foco epiléptico e levar à diminuição da duração da crise 

convulsiva (Klaft et al., 2012). Consequentemente, a modulação dos níveis de 

ATP e adenosina através das ectonucleotidases e transportadores bidirecionais 

de nucleotídeos e nucleosídeos formam um importante mecanismo no controle 

da epilepsia e representam alvos para terapias farmacológicas (Bonan, 2012; 

Cognato & Bonan, 2010).   

Roedores com epilepsia de lobo temporal induzida por pilocarpina e 

ácido caínico apresentaram maior atividade das ectonucleotidases na fase 

crônica da doença (Bonan et al., 2000b; Vianna et al., 2005). Fármacos 

antiepiléticos, como carbamazepina, ácido valprócio e fenitoína, foram capazes 

de prevenir as alterações nas atividades ectonucleotidásicas induzidas pelo 

modelo da pilocarpina (Cognato et al., 2007). Estudos têm demonstrado um 

prejuízo de memória em ratos adultos previamente submetidos a uma crise no 

período neonatal com ácido caínico, o que foi acompanhado por um aumento 

na hidrólise de ATP em sinaptossomas hipocampais (Cognato et al., 2011). O 

aumento na hidrólise de ATP, ADP e AMP induzido pelo modelo da pilocarpina 

em ratos adultos não foi observado em animais jovens (de Paula Cognato et 

al., 2005).  Em modelo de kindling induzido por PTZ, os ratos mais resistentes 

às crises convulsivas apresentavam maior hidrólise de ATP (Bonan et al., 

2000a). Bruno e colaboradores (2002) observaram um aumento significativo na 

hidrólise de ATP, ADP e AMP em soro de ratos 24 horas após uma única 

injeção de PTZ. Resultados similares foram observados quando os animais 
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foram submetidos ao kindling com PTZ (Bruno et al., 2003). Oses e 

colaboradores (2007) sugeriram que as atividades das nucleotidases solúveis 

de líquido cérebro-espinhal podem ser utilizadas como marcadores bioquímicos 

da lesão neuronal causada por crises epilépticas agudas, uma vez que essas 

enzimas tiveram suas atividades aumentadas 10 minutos após crise convulsiva 

induzida por PTZ.  Recentemente, foi demonstrado que a dieta cetogênica não 

preveniu as alterações da via das ectonucleotidases após status epilepticus 

induzido pelo modelo de lítio-pilocarpina (Da Silveira et al., 2013). 

A concentração de adenosina pode ser controlada também através de 

sua fosforilação à AMP pela AK ou desaminação a inosina pela ADA (Boison, 

2012) A AK é a principal enzima relacionada à eliminação de adenosina em 

condições fisiológicas, já a ADA contribui para a eliminação de adenosina em 

condições de estresse, quando os níveis de adenosina estão elevados (Latini & 

Pedata, 2001; Boison, 2006). A indução de um único episódio de crise 

convulsiva elevou a atividade da ADA em peixe-zebra. O pré-tratamento dos 

animais com fármacos antiepilépticos impediu esta ativação (Siebel et al., 

2013, Capítulo I). Além disso, após sucessivos episódios, a atividade da ADA 

encontrou-se diminuída (Siebel et al., 2011). Portanto, a administração de 

moduladores da ADA também tem se mostrado uma estratégia de ação eficaz 

em diversos modelos de epilepsia (Dupere et al., 1999; Southam et al., 2002). 

 

1.3 mTOR  

 

A via de sinalização mTOR é modulada por diversos sinais e funciona 

como um mecanismo regulador central do crescimento, metabolismo e 

sobrevivência celular, controlando a transcrição e tradução de proteínas 

importantes para estes processos celulares (Wong, 2010). Hormônios, como a 

insulina, e nutrientes, como aminoácidos, medeiam seus efeitos celulares 

através desta via (Laplante & Sabatini, 2012). A mTOR é uma serina-treonina 

quinase atípica que pertence à família PI3K e interage com diversas proteínas, 

formando dois complexos distintos, mTORC1 e mTORC2 (Laplante & Sabatini, 

2012).  Estes dois complexos compartilham a subunidade catalítica mTOR, 

mLST8, DEPTOR e o complexo Tti1/Tel2 (Kim et al., 2003; Peterson et al., 
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2009; Kaizuka et al., 2010).  Em contraste, raptor e PRAS40 são específicos de 

mTORC1 (Hara et al., 2002; Wang et al., 2007), enquanto rictor, mSin1 e 

protor1/2 são específicos de mTORC2 (Sarbassov et al., 2004; Frias et al., 

2006; Pearce et al., 2011). O mTORC1, sensível à rapamicina, é o complexo 

melhor caracterizado e tem como característica marcante a sensibilidade a um 

grande número e diversidade de sinais (Laplante & Sabatini, 2012). O 

mTORC1 integra as principais vias de sinalizadores intracelulares e 

extracelulares como fatores de crescimento, estresse, status energético e 

aminoácidos, no controle de processos celulares essenciais, como síntese 

lipídica e de proteínas e autofagia (Laplante & Sabatini, 2012).  

A proteína S6K1 (quinase ribossomal S6 1)  é um substrato do complexo 

mTORC1 (Figura 2). Este complexo regula a ativação de S6K1 através de sua 

fosforilação no resíduo T389 (Thr389).  A ativação da S6K1 regula a 

fosforilação de outros substratos, como a proteína ribossomal S6 (S6), para 

promover a síntese protéica e o crescimento e proliferação celular (Dann et al., 

2007; Magnuson et al., 2012). A proteína S6K1 é um membro da família de 

serina-treonina quinases conhecidas como AGC. Esta família inclui as 

MAPKAPKs (proteínas quinase ativadas por MAPKs), a MSK (quinase ativada 

por mitógeno e estresse) e a RSK (quinase ribossomal S6), que têm alta 

homologia com S6K1 e que também regulam a ativação da proteína S6 

(Casas-Terradellas et al., 2008). Em muitos estudos da via de sinalização 

mTOR, a ativação de S6K1 é medida através de sua fosforilação em T389 e 

pelo aumento na fosforilação de seu substrato S6 (Casas-Terradellas et al., 

2008).  Em modelos de estresse oxidativo, alguns estudos mostram a ativação, 

enquanto outros mostram a inibição da via da mTOR através da análise das 

proteínas S6K1 e S6 (Chen et al., 2010; Gutierrez-Uzquiza et al., 2012).  Estes 

resultados controversos podem ter ocorrido devido à fosforilação das proteínas 

RSK e MSK pelo anticorpo anti-fosfo-Thr389-S6K, além da fosforilação da 

proteína S6, que poderia estar sendo regulada pela via de sinalização MAPK, e 

não pela via da mTOR.  
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Figura 2: Via de sinalização mTOR. A proteína mTOR forma dois complexos: 

mTORC1 e mTORC2 (não representado). A mTOR é regulada por vários 

estímulos fisiológicos e patológicos através de vias de sinalização upstream e 

proteínas intermediárias (TSC1, TSC2 e Rheb). A mTOR ativa várias proteínas 

envolvidas na regulação da síntese protéica, crescimento e proliferação celular, 

plasticidade sináptica e expressão de canais iônicos.  
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1.4 Peixe-zebra 

 

O peixe-zebra ou zebrafish (Danio rerio) é conhecido principalmente por 

seu rápido desenvolvimento e fácil manipulação genética e farmacológica, além 

de vantagens em manutenção em relação a outros animais modelo (Dahm & 

Geisler, 2006). O peixe-zebra foi inicialmente empregado no estudo da biologia 

do desenvolvimento e genética, além de testes farmacológicos e toxicológicos 

em larga escala (Goldsmith, 2004; Feitsma & Cuppen, 2008). Recentemente, 

seu genoma foi completamente sequenciado e comparado ao de humanos. A 

comparação direta entre genes codificadores de proteínas em humanos e 

peixe-zebra revela que aproximadamente 82% dos genes relacionados com 

doenças humanas tem ao menos um ortólogo em peixe-zebra (Howe et al., 

2013). Além disso, modelos de diversas doenças humanas como, por exemplo, 

doenças neurológicas, cardíacas, e câncer, já foram desenvolvidos em peixe-

zebra (Shepard et al., 2005; Lieschke & Currie, 2007; Dahme et al., 2009; 

Hortopan et al., 2010).  

Recentemente, o peixe-zebra vem emergindo rapidamente como um 

importante modelo para estudos neurológicos e comportamentais. O SNC do 

peixe-zebra apresenta menor complexidade, porém organização geral e 

circuitos neuronais semelhantes aos observados em mamíferos (Sager et al., 

2010). A presença dos principais neurotransmissores encontrados em 

mamíferos, incluindo aminoácidos (glutamato, GABA, glicina), monoaminas 

(histamina, dopamina, norepinefrina, epinefrina, serotonina, melatonina) e 

acetilcolina, entre outros, bem como seus mecanismos de ação já foram 

descritos (Rinkwitz et al., 2010). Esse teleósteo apresenta os sistemas motor, 

sensitivo e endócrino bem desenvolvidos, alta sensibilidade a alterações 

ambientais e manipulações farmacológicas e um amplo espectro de fenótipos 

comportamentais conhecidos (Egan et al., 2009; Cachat et al., 2010; Sager et 

al., 2010; Burne et al., 2011). 

O peixe-zebra também tem se mostrado um eficiente modelo 

experimental para o estudo da epilepsia. As crises convulsivas induzidas pela 

exposição a agentes convulsivantes apresentam aspectos característicos de 

convulsões que ocorrem em humanos: descargas neuronais excessivas e 
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alterações comportamentais progressivas (Baraban et al., 2005). Larvas de 

peixe-zebra e também animais adultos desenvolveram padrões 

eletroencefalográficos correspondentes às fases ictal e inter-ictal da crise 

convulsiva quando expostos ao agente convulsivante PTZ (Baraban et al., 

2005; Pineda et al., 2011; Afrikanova et al., 2013). Animais adultos tratados 

com ácido caínico também apresentaram crises convulsivas evidentes, que 

foram inibidas pelo pré-tratamento com antagonistas glutamatérgicos (Alfaro et 

al., 2011). A resposta a tratamentos farmacológicos também é evidente no 

peixe-zebra. Larvas que foram previamente tratadas com fármacos 

antiepilépticos tiveram crises convulsivas mais amenas quando expostas ao 

agente convulsivante (Baraban et al., 2005; Berghmans et al., 2007). Em 

animais adultos, o pré-tratamento com ácido valpróico teve efeito 

anticonvulsivante e preveniu déficits cognitivos causados pela exposição ao 

PTZ (Lee et al., 2010). No modelo de indução de crise convulsiva através da 

absorção de PTZ adicionado à água, os níveis de PTZ no encéfalo do peixe-

zebra dependem da concentração e tempo de exposição à droga, perfil similar 

ao verificado em modelos de injeção de PTZ em roedores (Mussulini et al., 

2013).  

O peixe-zebra também tem sido utilizado na caracterização de novos 

alvos farmacológicos. A sinalização adenosinérgica em peixe-zebra também 

vem sendo estudada. Um estudo recente mostrou que, assim como em 

roedores, o bloqueio de receptores A1 induz ansiedade enquanto o bloqueio de 

receptores A2A provocou hiperlocomoção (Maximino et al., 2011). Em modelo 

de estresse agudo, ocorreu o aumento na expressão dos receptores A1, A2A e 

A2B, sugerindo o aumento da sinalização adenosinérgica como um possível 

mecanismo para o restabelecimento da homeostase após episódio de estresse 

(Piato et al., 2011). Além disso, já foi verificada a diminuição da hidrólise de 

adenosina após sucessivos episódios de crises convulsivas em peixe - zebra. 

No entanto, após um único episódio de crise convulsiva, houve aumento na 

atividade da ADA, efeito que foi impedido pelo pré-tratamento com fármacos 

antiepilépticos. Estes resultados mostram que a ADA é diferentemente 

modulada em crises convulsivas em peixe-zebra, apresentando diferentes 
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respostas conforme o modelo experimental (Siebel et al., 2011; 2013, Capítulo 

I).   

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Considerando que a adenosina tem um importante efeito neuromodulador e 

que sua modulação tem se mostrado uma alternativa potencial para o 

tratamento em epilepsia, o objetivo geral deste estudo é verificar a participação 

da sinalização adenosinérgica em crises convulsivas induzidas por PTZ em 

peixes-zebra.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

- Verificar o efeito de fármacos antiepilépticos sobre as alterações promovidas 

por crise convulsiva induzida por PTZ na atividade e expressão das 

ectonucleotidases e ADA em peixes-zebra adultos. 

- Avaliar os efeitos de agonistas e antagonistas seletivos ou não-seletivos dos 

receptores de adenosina em parâmetros comportamentais de crises 

convulsivas induzidas por PTZ em peixes-zebra adultos. 

- Avaliar os efeitos de inibidores de transportadores de nucleosídeos e das 

enzimas ecto-5’-nucleotidase e ADA em parâmetros comportamentais de crises 

convulsivas induzidas por PTZ em peixes-zebra adultos. 

- Avaliar, em cultura celular, as vias de sinalização mTORC1 e MAPK em 

resposta ao estresse oxidativo.  

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

3. RESULTADOS 
 

CAPÍTULO I 
 
 
 
 
 
 
 
 

ARTIGO CIENTÍFICO 

 

 

 

 

 

 

Antiepileptic drugs prevent changes in adenosine deamination during 

acute seizure episodes in adult zebrafish 

 

 

 

 

 

 

Anna Maria Siebel, Ângelo Luis Piato, Isabel Costa Schaefer,  

Laura Roesler Nery, Maurício Reis Bogo, Carla Denise Bonan.  

 

 

 

 

 

Artigo publicado no periódico  

Pharmacology Biochemistry and Behavior 104:20-26. 2013 

(doi: 10.1016/j.pbb.2012.12.021) 

 



18 

 

 

 

 

 



19 

 

 

 

 

 
 
 



20 

 

 
 
 
 
 

 
 



21 

 

 
 
 
 
 
 
 



22 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



23 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



24 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



25 

 

CAPÍTULO II 

 

 

 

 

 

 

ARTIGO CIENTÍFICO 

 

 

 

 

 

 

Role of adenosine signaling on PTZ-induced seizures in zebrafish 

 

 

 

 

 

 

 

Anna Maria Siebel, Katiucia Marquez Capiotti, Juliana Zanetti Frantz, Rosane 

Souza da Silva, Carla Denise Bonan.  

 

 

 

 

Artigo submetido ao periódico Epilepsia  

 

 

 

 



26 

 

 

 



27 

 

 

 

 

 



28 

 

 

 

 

 



29 

 

 

 

 



30 

 

 

 

 

 



31 

 

 

 

 

 



32 

 

 

 

 



33 

 

 

 

 



34 

 

 

 



35 

 

 

 

 

 



36 

 

 

 

 

 



37 

 

 

 

 



38 

 

 

 



39 

 

 

 



40 

 

 

 



41 

 

 

 

 

 



42 

 

 

 

 



43 

 

 

 

 



44 

 

 

 

 

  



45 

 

 

 

 



46 

 

 

 

 



47 

 

 

Table 1: Pretreatments with adenosinergic drugs on PTZ-induced seizures 

in zebrafish 

Drug Doses Vehicle Reference 

Valproate 100,200,500 mg/kg Saline Cloix et al., 2009 

Caffeine 46,69,92 mg/kg Saline Luszczk et al., 2006 

DPCPX 3,10,15 mg/kg DMSO 3% Southam et al., 2002 

CPA 1,2,4 mg/kg Saline Mares, 2010 

ZM 241385 1,2,5 mg/kg Saline Mares, 2010 

CGS 21680 1,2,5 mg/kg DMSO 3% Mares, 2010  

AMPCP 100,150,200 mg/kg Saline Southam et al., 2002 

EHNA 75,100,150 mg/kg Saline Southam et al., 2002 

Dipyridamole 5, 10, 20 mg/kg Saline Akula et al., 2008 
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4. Discussão 

 

A epilepsia é uma das principais doenças crônicas do SNC, atingindo em 

torno de 1% da população mundial (Pitkanen, 2010). Os pacientes com 

epilepsia apresentam predisposição crônica à ocorrência de crises convulsivas, 

sendo necessário o tratamento contínuo com fármacos antiepilépticos 

(Pitkanen, 2010). Estes fármacos constituem a principal opção no tratamento 

da epilepsia e têm como objetivo impedir a ocorrência de crises convulsivas, 

porém não levam à cura e não impedem o agravamento da doença (Bialer & 

White, 2010). Os mecanismos que envolvem a ocorrência das descargas 

neuronais súbitas, excessivas e sincrônicas características das crises 

convulsivas não estão completamente esclarecidos (Badawy et al., 2012). 

Sabe-se que ocorre o aumento súbito de sinapses excitatórias e falhas nos 

mecanismos inibitórios, que podem envolver alterações em propriedades 

neuronais intrínsecas, como instabilidade da membrana, disfunções nos canais 

iônicos, e capacidade neuronal de manter e propagar o estímulo (Elger & 

Schmidt, 2008). 

    Atualmente, existem diversos fármacos antiepilépticos disponíveis, 

porém muitos compostos atuam por meio de um mesmo mecanismo (Bialer & 

White, 2010). Estes fármacos atuam principalmente reduzindo a excitabilidade 

elétrica das membranas celulares, controlando canais iônicos e também por 

meio da potencialização da neurotransmissão gabaérgica e redução da 

neurotransmissão glutamatérgica (Rogawski & Löscher 2004a,b). Mesmo com 

o avanço no desenvolvimento de novos fármacos e a grande variedade de 

fármacos antiepilépticos disponíveis, em torno de 30% dos pacientes com 

epilepsia não respondem de maneira satisfatória aos tratamentos 

farmacológicos disponíveis, não alcançando a total supressão das crises 

convulsivas (Stefan & Hopfengartner, 2009). Além disso, apenas 10% dos 

pacientes com epilepsia decorrente de lesões no SNC respondem de maneira 

positiva ao tratamento farmacológico. Nestes casos, a principal alternativa é a 

cirurgia para ressecção do foco epileptogênico (Wiebe  et al., 2001; Duncan et 

al., 2006). Para que se possa obter o efetivo controle das crises convulsivas em 

pacientes epilépticos, é necessária a melhor caracterização das diferentes vias 
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de sinalização envolvidas na ocorrência de crises convulsivas. A identificação 

dos diferentes mecanismos envolvidos permitirá buscar tratamentos que atuem 

em outras vias de sinalização distintas daquelas moduladas por fármacos 

antiepilépticos clássicos, o que poderá aumentar as opções terapêuticas para a 

epilepsia.  

 A adenosina, claramente identificada como um neuromodulador 

endógeno da excitabilidade neuronal, teve sua ação neuroprotetora identificada 

há mais de 20 anos, quando estudos mostraram que seus níveis aumentavam 

rapidamente durante crises convulsivas e contribuíam para o término da 

convulsão (Dragunow et al.,1985; Dragunow, 1991; During & Spencer,1992). 

Em crises convulsivas, além do aumento nos níveis extracelulares de 

adenosina, também ocorre o aumento nos níveis de ATP (Pascual et al., 2005). 

Diferentemente da adenosina, o ATP pode apresentar efeitos pró-

convulsivantes, porém sua rápida degradação à adenosina pode inibir a 

generalização do foco epiléptico e levar à diminuição da duração da crise 

convulsiva (Klaft et al., 2012). Assim, o ATP tem propriedades excitatórias, mas 

é também substrato para a produção de um modulador com efeitos inibitórios 

(Klaft et al., 2012). As ectonucleotidases, família de enzimas que inclui as 

NTPDases e a  ecto-5’-nucleotidase, são responsáveis pela degradação do 

ATP em adenosina. Sendo assim, a modulação dos níveis de ATP e adenosina 

através das ectonucleotidases constitui um importante mecanismo no controle 

da epilepsia e pode ser um alvo para terapias farmacológicas (Bonan, 2012; 

Cognato & Bonan, 2010).  

 Durante nossos estudos, verificamos que a indução de um único 

episódio de crise convulsiva em peixe–zebra não provoca alterações na 

hidrólise de ATP, ADP e AMP pelas ectonucleotidases (Siebel et al., 2013, 

Capítulo I). Em estudo anterior, também não foi verificada alteração na 

atividade enzimática das ectonucleotidases imediatamente após sucessivas 

crises convulsivas em peixe–zebra (Siebel et al., 2011). Nossos resultados 

estão de acordo com estudos prévios em roedores, que mostram não haver 

alterações na atividade das ectonucleotidases após uma única exposição ao 

PTZ (Bonan et al., 2000b). Entretanto, em modelo kindling induzido por PTZ foi 

verificada uma maior atividade das ectonucleotidases em animais que eram 
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mais resistentes à ocorrência de crises convulsivas (Bonan et al., 2000a). 

Estudos anteriores demonstraram que roedores com epilepsia de lobo temporal 

induzida por pilocarpina e ácido caínico apresentaram um aumento na 

atividade das ectonucleotidases na fase crônica da doença (Bonan et al., 

2000b; Vianna et al., 2005). Além disso, ratos submetidos a um único episódio 

de crise convulsiva aos 7 dias de vida apresentaram um aumento na hidrólise 

extracelular de ATP em sinaptossomas hipocampais na vida adulta (Cognato et 

al., 2011). Estes resultados sugerem que episódios agudos de crises 

convulsivas não provocam alterações imediatas na atividade das 

ectonucleotidases. Portanto, estes achados indicam que as ectonucleotidases 

são alteradas de maneira tardia e prolongada na fase crônica da doença, como 

um possível mecanismo de adaptação resultante da plasticidade sináptica 

induzida por esta condição. 

 Durante crises convulsivas, nas quais ocorre o aumento nos níveis de 

adenosina, a atividade da ADA torna-se um mecanismo importante no controle 

dos níveis deste nucleosídeo (Latini & Pedata, 2001; Boison, 2006). Em nosso 

estudo, identificamos um aumento significativo na atividade da ADA logo após 

um único episódio de crise convulsiva induzida por PTZ (Siebel et al., 2013, 

Capítulo I). Esse aumento na atividade da ADA foi prevenido pelo pré-

tratamento dos animais com fármacos antiepilépticos.  A supressão do 

aumento da atividade da ADA coincidiu com o efeito anticonvulsivante dos 

fármacos antiepilépticos em peixe–zebra. Animais tratados com fármacos 

antiepilépticos antes da indução da crise convulsiva não tiveram aumento na 

atividade da ADA e levaram mais tempo para atingir o estágio tônico-clônico da 

crise convulsiva quando comparados aos animais diretamente expostos ao 

PTZ. Outro estudo do nosso grupo mostrou uma diminuição na atividade da 

ADA após episódios sucessivos de crises convulsivas (Siebel et al., 2011). 

Estes resultados mostram que a ADA tem diferentes respostas a crises 

convulsivas, estando ativada imediatamente após o primeiro episódio e inibida 

ao final de várias convulsões recorrentes. Além disso, mostramos que a ADA é 

sensível à modulação por fármacos antiepilépticos. Estes resultados mostram 

que a atividade de desaminação da adenosina pela ADA pode ter importante 

participação no desenvolvimento de crises convulsivas.  
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Devido ao importante efeito da adenosina na atividade neuronal, 

estudamos o papel dos diferentes mecanismos envolvidos na sinalização 

adenosinérgica em crises convulsivas em peixe-zebra. Portanto, neste estudo 

analisamos o efeito de agonistas e antagonistas seletivos e não-seletivos dos 

receptores de adenosina em parâmetros comportamentais de crises 

convulsivas induzidas por PTZ. Estudos prévios mostram que a ação 

anticonvulsivante da adenosina ocorre principalmente através da ativação de 

receptores de adenosina A1, que induz a inibição pré-sináptica por meio da 

redução do influxo de Ca+2, e reduz a excitabilidade da membrana pós-

sináptica, aumentando a liberação de K+ (Fredholm et al., 2005). 

Diferentemente das características bem esclarecidas dos receptores A1, 

estudos já demonstraram diferentes propriedades, anticonvulsivantes e pró- 

convulsivantes dos receptores A2A (Boison, 2007).  Enquanto os receptores A1 

e A2A têm sido frequentemente estudados, os receptores A2B e A3, de menor 

afinidade e abundância, não têm sido considerados alvos terapêuticos na 

epilepsia (Boison, 2005, 2007).   

Alguns estudos mostram que a cafeína, um antagonista não-seletivo de 

receptores de adenosina, pode diminuir o limiar convulsivo em pacientes com 

epilepsia (Kaufman & Sachdeo 2003). Além disso, a cafeína diminuiu o efeito 

protetor de fármacos antiepilépticos clássicos em modelo de epilepsia induzida 

por eletrochoque em camundongos (Chrooeciñska-Krawczyk et al., 2011). Em 

zebrafish, o tratamento agudo com cafeína induziu crises convulsivas (Wong et 

al., 2010). Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com cafeína 

apresenta efeitos pró-convulsivantes em crises convulsivas induzidas por PTZ 

em peixe-zebra, acelerando o desenvolvimento da crise convulsiva. Animais 

que receberam cafeína antes da exposição ao PTZ atingiram o estágio tônico-

clônico da crise convulsiva mais rapidamente que os animais que não 

receberam tratamento. Este efeito pró-convulsivante da cafeína ocorreu 

possivelmente através do bloqueio de receptores A1. A inibição de receptores 

A1 por metilxantinas pode contribuir diretamente para a ictogênese e para a 

generalização do foco epiléptico (Boison, 2011).  

Nossos resultados reforçam o papel da adenosina no controle de crises 

convulsivas, principalmente através de receptores A1. Estudos mostram que 
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agonistas de receptores A1 promovem o aumento da latência para o início de 

crises convulsivas, diminuição na incidência de convulsões, menor duração das 

convulsões e diminuição da mortalidade em diferentes modelos animais de 

crises convulsivas (Li et al., 2013). No nosso estudo, o agonista de receptores 

A1 (CPA) apresentou efeitos anticonvulsivantes, uma vez que aumentou a 

latência para o início do estágio tônico-clônico das crises convulsivas. Já o 

antagonista A1 (DPCPX) diminuiu a latência para o estágio tônico-clônico, 

mostrando efeito pró-convulsivante. Estes resultados confirmam a ação 

anticonvulsivante da adenosina através de receptores A1 em peixe-zebra.  

A participação dos receptores A2A nas crises convulsivas não está 

devidamente esclarecida. Hosseinmardi et al. (2007) demonstrou que o pré-

tratamento com antagonista de receptores A2A (ZM 241385) não teve efeito na 

ocorrência de crises convulsivas em roedores. Porém, o pré-tratamento com o 

agonista A2A (CGS 21680) aumentou a descarga neuronal durante as 

convulsões (Hosseinmardi et al., 2007). Estes resultados são contrários a outro 

estudo, que mostrou o efeito anticonvulsivante do uso de agonista A2A (Huber 

et al., 2002).  Em nosso estudo, o agonista (CGS 21680) e o antagonista (ZM 

241385) de receptores A2A não provocaram alterações nos parâmetros 

comportamentais das crises convulsivas. Portanto, nossos resultados reforçam 

a ideia de que a modulação de crises convulsivas por adenosina ocorre 

necessariamente por meio da ativação de receptores A1.  

O aumento nos níveis de adenosina durante crises convulsivas pode 

ocorrer através da degradação de nucleotídeos pelas ectonucleotidases ou 

através de sua liberação por transportadores de nucleosídeos (King et al., 

2006; Bonan, 2012). Apesar da importante ação neuromoduladora da 

adenosina, os mecanismos envolvidos no aumento dos níveis deste 

nucleosídeo em crises convulsivas não estão devidamente identificados.   

Estudo prévio mostrou que a deleção genética e a inibição farmacológica da 

ecto-5’-nucleotidase não tiveram efeito na ativação de receptores A1, sugerindo 

que a adenosina extracelular não é gerada a partir da hidrólise de ATP e sim 

liberada pelos neurônios diretamente no espaço extracelular (Klyuch et al., 

2012). Porém, outro estudo mostrou a supressão da atividade sináptica através 

da liberação, por astrócitos, de ATP e sua consequente degradação em 
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adenosina (Pascual et al., 2005). Considerando o importante papel dos 

transportadores de nucleosídeos e das ectonucleotidases na sinalização 

adenosinérgica, nós avaliamos o efeito de moduladores destes mecanismos 

em parâmetros comportamentais de crises convulsivas induzidas por PTZ. 

Nossos resultados mostraram que a inibição da produção de adenosina a partir 

da hidrólise de nucleotídeos apresenta efeito pró-convulsivante. O tratamento 

com inibidor da ecto-5´-nucleotidase (AMPCP) antes da exposição ao PTZ fez 

com que os animais atingissem o estágio tônico-clônico da crise convulsiva 

mais rapidamente do que os animais que não receberam este pré-tratamento. 

Estes resultados reforçam a teoria de que a hidrólise extracelular de 

nucleotídeos pelas ectonucleotidases é um mecanismo importante no controle 

dos níveis de adenosina e, consequentemente, no desenvolvimento de crises 

convulsivas.   

Outro mecanismo importante no controle nos níveis extracelulares de 

adenosina envolve a ação dos transportadores de nucleosídeos. Nossos 

resultados mostraram que a inibição de transportadores de nucleosídeos 

através do pré-tratamento com dipiridamol provocou o aumento na latência 

para o início do estágio tônico-clônico da crise convulsiva.  Nossos resultados 

sugerem a ação anticonvulsivante da inibição de transportadores de 

nucleosídeos em peixe–zebra. O inibidor de transportador de nucleosídeos 

retarda a eliminação da adenosina do espaço extracelular ao bloquear a 

recaptação da adenosina, provocando um efeito neuroprotetor contra crises 

convulsivas (George & Kulkarni, 1997).  

Em situações de aumento nos níveis de adenosina, como o que ocorre 

em crises convulsivas, outro mecanismo essencial na sinalização 

adenosinérgica é o controle dos níveis de adenosina através de sua 

degradação pela ADA (Latini & Pedata, 2001). Nossos estudos anteriores 

mostraram que a atividade da ADA é regulada de diferentes maneiras logo 

após uma única convulsão ou após vários episódios sucessivos de crises 

convulsivas. Porém, existem poucos estudos mostrando o efeito da modulação 

farmacológica da ADA em crises convulsivas.  Nossos resultados mostraram 

que a inibição da ADA promove a supressão de crises convulsivas em peixe-

zebra. Animais pré-tratados com EHNA demoraram mais tempo para atingir o 
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estágio tônico-clônico da crise convulsiva quando comparados a animais que 

não receberam este pré-tratamento. Um estudo anterior havia mostrado um 

efeito neuroprotetor da inibição da ADA através do tratamento com EHNA em 

modelo de epilepsia genética e em crises convulsivas induzidas por PTZ 

(Southam et al., 2002).  

De forma conjunta, nossos resultados mostraram a importância das 

enzimas ectonucleotidases e ADA, além dos transportadores de nucleosídeos, 

no controle dos níveis de adenosina e, consequentemente, no controle do 

desenvolvimento de crises convulsivas em peixe-zebra. Além disso, mostramos 

que o efeito anticonvulsivante da adenosina em peixe-zebra ocorre, 

necessariamente, através de receptores A1.  

O segundo objetivo geral deste estudo foi esclarecer os diferentes 

resultados encontrados em análises da via de sinalização TOR, visando futuros 

estudos envolvendo esta via de sinalização em peixe-zebra. Diversos estudos 

mostraram o envolvimento da sinalização por mTOR/S6K na resposta celular 

ao estresse oxidativo. Porém, enquanto alguns estudos mostraram a inibição 

desta via em situações de insulto oxidativo, outros mostraram sua ativação (Jin 

et al., 2009; Alexander et al., 2010; Cully et al., 2010; Gutierrez-Uzquita et al., 

2012). Nós investigamos a resposta das proteínas S6K1 e S6 ao estresse 

oxidativo induzido por H2O2, em diferentes tipos celulares. Para analisar a 

ativação de S6K1, utilizamos um anticorpo anti-phospho-Thr389-S6K1, 

frequentemente utilizado em diferentes estudos da via mTORC1. Nós 

verificamos que este anticorpo reconhece uma proteína de 80-90 KDa, que é 

rapidamente fosforilada em resposta ao estresse oxidativo. Porém, este 

aumento na fosforilação de S6K1 não apresentou alterações quando as células 

foram pré-tratadas com inibidores da via mTORC1. Este resultado de ativação 

também permaneceu inalterado após knockdown da proteína S6K1, mostrando 

que a proteína que estava sendo reconhecida pelo anticorpo não era a S6K1. 

Além disso, a fosforilação da proteína S6 em S235/S236 não foi diminuída 

quando foram utilizados inibidores de mTORC1 ou quando foi feito o 

knockdown da proteína S6K1. Devido à grande homologia entre as proteínas 

S6K1, RSK e MSK, o anticorpo poderia estar reconhecendo a fosforilação de 

proteínas RSK e MSK. Nós demonstramos que o estresse oxidativo induzia a 
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fosforilação de RSK e MSK em resíduos homólogos ao Thr389 de S6K1. 

Nossos resultados também mostraram que esta fosforilação era dependente da 

atividade das proteínas MAPK, p38 e ERK. Experimentos com fibroblastos 

knockout para p38 confirmaram esta hipótese. Portanto, nossos resultados 

mostraram que a via de sinalização S6K1 não é ativada em condições de 

estresse oxidativo, conforme alguns estudos prévios haviam sugerido. Estes 

resultados contraditórios podem ser atribuídos a interpretação de resultados 

obtidos a partir da detecção inespecífica de proteínas RSK e MSK pelo 

anticorpo phospho-Thr389-S6K1 e por resultados mostrando a fosforilação de 

S6, que responde a via de sinalização MAPK, além da via mTORC1. Além 

disso, nossos resultados evidenciaram que o estresse oxidativo induzido por 

H2O2 provoca, especificamente, a ativação da via MAPK, através das proteínas 

ERK, p38, RSK e MSK.   

De forma conjunta, nossos resultados podem contribuir para um maior 

entendimento das vias de sinalização envolvidas nos mecanismos de controle 

de crises convulsivas e representar uma alternativa para o desenvolvimento de 

fármacos antiepilépticos, aumentando as opções terapêuticas em epilepsia. 

Nossos resultados também podem contribuir para futuros estudos referentes à 

caracterização e modulação da via de sinalização TOR em peixe-zebra.  
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