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RESUMO

As epilepsias sdo um conjunto de distlrbios que incorrem sobre o sistema nervoso
central que apresentam como caracteristica crises recorrentes causadas por descargas
neuronais anormais, hipersicrénicas e que ocorrem de maneira transitéria. Em todo o mundo,
aproximadamente 1% da populacao (65 milhdes de pessoas) tem epilepsia, sendo que paises
menos desenvolvidos apresentam uma maior incidéncia. Algumas crises epilépticas, como as
convulsdes, apresentadas por pacientes com epilepsia podem gerar prejuizos cognitivos como
uma maior incidéncia de depresséo, déficit de atencdo, comprometimento da aprendizagem,
entre outros transtornos. As crises epilépticas sdo também motivo de estigmatizagdo, que em
muitos casos, leva ao isolamento social. Por se tratar de um conjunto de transtornos que
comprometem o funcionamento cerebral, o tratamento das epilepsias € complexo e variado,
com respostas distintas entre os pacientes. O tratamento com farmacos antiepilépticos
apresenta bons resultados e se mostra eficiente para a maioria dos pacientes. No entanto, uma
parcela dos pacientes ndo responde ao tratamento com farmacos antiepilépticos, necessitando
de outras intervengfes para cessar as crises e mesmo, reverter os danos causados por elas.
Os tratamentos nédo farmacolégicos mais comumente utilizados envolvem dietas, estimulacéo
neural e remocao cirdrgica da area epileptogénica. O tratamento com exercicio fisico e com o
enriguecimento ambiental em modelos animais de epilepsia em roedores tém se mostrado
eficazes na prevencdo do surgimento e também na reducdo do numero de crises. Neste
contexto, 0 objetivo da presente tese foi avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre o
padrdo de crise epiléptica e sobre o comportamento do peixe zebra submetido a crises
epilépticas induzidas por PTZ, além de identificar fatores que influenciam a resposta do peixe
zebra no teste de claro/escuro visando acessar o comportamento tipo ansiedade, tendo em
vista que os testes presentes na literatura apresentam discrepancias quanto a preferéncia
neste modelo. A altura da coluna de agua se mostrou determinante na escolha do peixe zebra
quando exposto a um compartimento branco e outro preto, com o0s animais preferindo o
compartimento preto apenas na menor coluna de agua testada. Frente a um aqudario com o
fundo inclinado que gera um compartimento mais profundo do que o outro, mais uma vez a
altura da coluna da a&gua se mostrou relevante, mas neste caso 0s animais pareceram
enfrentar um paradigma entre permanecer no compartimento mais profundo (quando este era
preto ou no aquario transparente) ou permanecer no compartimento preto (quando o lado
branco foi configurado para ser mais profundo). A intensidade luminosa utilizada também se
mostrou um parametro determinante na resposta do peixe zebra no teste de claro/escuro. Com
uma iluminacéo de 70 lux e uma profundidade de 4 cm os animais permaneceram mais tempo
no compartimento preto. Utilizando 100 lux de iluminagdo os animais passam mais tempo
explorando o compartimento branco. Quando utilizamos 200 lux de iluminagdo ou 100 lux no
centro de um compartimento e 200 lux no outro lado do aquario, 0os animais ndo apresentam
preferéncia por nenhum dos lados. A crise epiléptica induzida por PTZ em peixe zebra se
mostrou menos intensa nos animais que forma mantidos a um aquario contendo
enriqguecimento ambiental do que aquela apresentada por animais mantidos em aquarios
padrdo. O enriquecimento ambiental gera alteracdo do padrdo exploratério do peixe zebra e
previne as alteracfes observadas na locomocdo dos animais submetidos ao modelo de crises
induzidas por PTZ. As crises induzidas por PTZ tende a alterar a interacdo social do peixe
zebra, enquanto o enriguecimento ambiental previne tal mudanca comportamental. As crises
induzidas por PTZ, assim como, a exposi¢do por uma semana ao modelo de enriquecimento
ambiental, ndo alteram o comportamento tipo ansioso do peixe zebra quando testado no teste
de claro/escuro. Com base nos nossos achados, podemos concluir que o enriquecimento
ambiental se configura em uma intervengdo com potencial importante na prevencdo e no
tratamento de crises epilépticas, além de apresentar potencial para recuperar alteracfes
cognitivas geradas pelas crises epilépticas.



ABSTRACT

Epilepsies are a group of disorders that affects the central nervous system, which have in
common recurrent seizures that occur transiently and are caused by abnormal and
hypersynchronic neuronal discharges. Throughout the world, about 1% of the population (65
million people) have epilepsy, whereas less developed countries have a higher incidence.
Seizures presented by patients with epilepsy can lead to cognitive impairments as a higher
incidence of depression, attention deficit, learning impairment, among other disorders. Seizures
also generate stigmatization, which in many cases leads to social isolation. Since the cause of
epilepsy is multifactorial, the treatment is complex and varied, with different responses between
patients. Treatment with antiepileptic drugs gives good results being effective for most patients.
However, a number of patients do not respond to treatment with AEDs, requiring further
intervention to end the crisis and even reverse the damage caused by them. The non-
pharmacological treatments most commonly used involve diets, neural stimulation and surgical
removal of the epileptogenic area. Treatment with physical exercise and environmental
enrichment have shown to be effective in preventing the onset and in reducing the number of
seizures in rodents. In this context, the objective of this thesis was to evaluate the effects of
environmental enrichment on the seizure pattern and behavior induced by PTZ in zebrafish . In
addition, we aimed to identify factors that influence the zebrafish response in the light/dark test
in order to access the anxiety like behavior. The height of the water column has shown critical
for zebrafish in choosing between a black and a white compartment. Animals preferred the
black side of the aquarium only in the lowest tested water column. Facing a tank with an
inclined bottom that generates a deeper side than the other, again the height of the water
column has shown significant. In this case the animals appeared to experience a paradigm
between remain in the deeper compartment (when it was black or transparent aquarium) or in
the black compartment (when the white side was set to be deeper). The light intensity used
during the test also proved to be a decisive factor in zebrafish response in the light/dark test.
Under an illumination of 70 lux and a depth of 4 cm have remained longer in the black
compartment. Using a lighting of 100 lux, animals spend more time exploring the white
compartment. When we use 200 lux lighting throughout the entire aquarium or 100 lux in the
center of one side and 200 lux in the other side, animals show no preference for neither side.
The seizure induced by PTZ in zebrafish was less severe in animals maintained in
environmental enrichment than that presented by animals kept in standard aquariums. The
environmental enrichment changes the exploratory pattern of zebrafish and prevents the
changes observed in the locomotion of animals submitted to the seizure model with PTZ. The
PTZ-induced seizure tends to change the social interaction of the zebra fish while the
environmental enrichment prevented this behavioral change. The seizure by PTZ as well as
exposure for a week on environmental enrichment, do not changed the anxiety-like behavior of
zebrafish when tested in the light/dark test. Based on our findings, we conclude that
environmental enrichment consists of an intervention with significant potential in the prevention
and treatment of seizures, with potential to recover cognitive changes induced by epileptic
seizures.



LISTA DE ABREVIATURAS

BE - barren environment

BE+PTZ - barren environment with PTZ-induced seizures

EA - enriguecimento ambiental

EE - enriched environment

EE+PTZ - enriched environment with PTZ-induced seizures

FAEs - farmacos antiepilépticos

PTZ - pentilenotetrazol

SE - status epilepticus



I. INTRODUCAO

1. Epilepsias: aspectos gerais e epidemiologia

As epilepsias séo definidas como um conjunto de transtornos que alteram
temporariamente o funcionamento cerebral, caracterizadas por crises
epilépticas recorrentes. As crises epilépticas, por sua vez, sdo caracterizadas
por uma atividade neuronal excessiva e hipersincrénica que podem levar a
alteracdes da consciéncia com ou sem perda de memoéria e com intensidade e
duracéo variaveis (BAULAC et al., 2015; ENGEL, 2001). As crises podem ser
provocadas por diferentes fatores que gerem um desequilibrio entre os
sistemas de neurotransmissdo excitatérios e inibitorios. Tal desequilibrio da
homeostase cerebral pode ser gerado por uma hiperatividade dos neurdnios
excitatérios, uma diminuicdo da atividade dos neurénios inibitérios ou ambos os
fatores. As crises convulsivas apresentam manifestacdes tdnico-clénicas
enquanto as crises de auséncia afetam o SNC sem apresentar manifestacdes
motoras. As crises podem ser classificadas segundo a abrangéncia sobre o
SNC, sendo que crises focais ou parciais afetam uma regido restrita do cérebro
(podendo ou ndo gerar perda de consciéncia), enquanto as crises
generalizadas acometem ambos hemisférios cerebrais e sdo acompanhadas
de perda de consciéncia (ELGER; SCHMIDT, 2008). Crises focais, quando n&o

interrompidas, podem gerar crises secundariamente generalizadas.

Estima-se que 65 milhdes de pessoas (aproximadamente 1% da populagéo
mundial) tenham epilepsia, sendo que a grande maioria desses pacientes é de

paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (SHINNAR; PELLOCK, 2002;



THURMAN et al., 2011). A incidéncia de epilepsia € maior durante 0s anos
iniciais de vida, diminuindo durante a fase adulta e voltando a aumentar apés
0s 60 anos de idade (SIDENVALL, R. et al., 1993; STEPHEN; BRODIE, 2000).
O namero de individuos que apresentarao uma crise sem causa definida até os
80 anos de idade esta entre 5% e 10%, sendo que destes, aproximadamente
metade apresentara uma segunda crise, condicdo para que 0 paciente seja
considerado epiléptico (BERG, 2008; WILDEN; COHEN-GADOL, 2012). O
desenvolvimento da epilepsia pode ser gerado por uma ampla gama de fatores
que incluem infeccBes do SNC, traumatismos cranio-encefalicos, desordens
metabolicas, tumores cerebrais, convulsées neonatais, convulsdes febris,
malformacBes congénitas e incidéncia familiar de epilepsia (COWAN, 2002).
Além dos fatores mencionados, o surgimento da epilepsia na maior parte dos
pacientes apresenta etiologia desconhecida (BERG et al., 1999; WAALER et

al., 2000).

2. Prejuizos cerebrais induzidos por crises epilépticas

Diversos trabalhos tém demonstrado que as crises epilépticas podem
alterar a estrutura e a funcionalidade do sistema nervoso central (TURKER et

al., 2014).

Ao acompanhar 136 pacientes com epilepsia severa ao longo de mais de
10 anos, THOMPSON; DUNCAN (2005) observaram que a convulsao (crise
ténico-clénica generalizada) pode levar ao prejuizo cognitivo. Esta avaliagéo foi
realizada através de testes de memoria e de habilidades de execucdo além do

guociente de inteligéncia. Além disso, pacientes com epilepsia apresentam



uma maior incidéncia de co-morbidades como depresséao, déficit de atencao,
alteracbes comportamentais, comprometimento no aprendizado em no
desenvolvimento social (KAPLAN, P. W., 2011; PLIOPLYS; DUNN; CAPLAN,
2007; REILLY, 2011). Mais de 10% dos individuos com epilepsia do lobo
temporal desenvolvem transtorno obsessivo-compulsivo; adicionalmente, cerca
de 14% dos pacientes com este tipo de epilepsia apresentam desordem do
panico (DE OLIVEIRA et al., 2010). Embora as técnicas disponiveis atualmente
nao permitam a obtencdo de resultados conclusivos, alguns trabalhos tém
sugerido que crises epilépticas podem induzir morte neuronal em pacientes,
uma vez que foi observado um aumento sistémico de marcadores da
neurodegeneracdo apds eventos convulsivos (ROCHA et al., 2007). Desta
forma, € plausivel hipotetizar que a neurodegeneracédo esteja relacionada com
as alteracdes cognitivas e comportamentais observadas em pacientes com
certos tipos de epilepsia, uma vez que em modelos animais, ja foi demonstrado
gue a morte neuronal esta correlacionada com estes processos (HICKS et al.,

1993; SUN et al., 2015).

Além das complicacBes diretamente ligas as crises epilépticas, individuos
com epilepsia apresentam complicacGes relacionadas a estigmatizacdo e ao

isolamento social (AK et al., 2015; VITEVA, 2013).

3. Tratamento das epilepsias

O objetivo dos tratamentos antiepilépticos € a remissdo completa das
crises, sem gerar ou gerando o minimo possivel de efeitos colaterais. O

principal tratamento e que em geral apresenta bons resultados é a utilizacdo de



farmacos antiepilépticos (FAEs) (ARZIMANOGLOU, 2002; WHELESS;
CLARKE; CARPENTER, 2005). Por se tratar de um conjunto de transtornos
gue alteram o funcionamento cerebral, o tratamento da epilepsia € complexo e
influencia os pacientes de maneira distinta. Geralmente, a primeira opcéao de
tratamento é os FAES, que séo eficazes na reducdo ou mesmo na extingao das
crises epilépticas para aproximadamente dois ter¢cos dos pacientes. Apesar da
efetividade em uma grande parcela dos pacientes, nem todos os farmacos
funcionam para todos os tipos de crise epiléptica ou mesmo para todos 0s
pacientes. Neste sentido, o desenvolvimento de tratamentos nao
farmacolégicos que possam cessar as crises ou mesmo diminuir sua
ocorréncia, e reverter 0s danos cognitivos relacionados a epilepsia, constituem

um importante foco de estudo (ELGER; SCHMIDT, 2008).

4. Tratamento farmacol6gico das epilepsias

Existe uma ampla gama de FAEs, sendo que alguns séo eficazes no
controle de uma grande variedade de crises epilépticas e outros possuem
especificidade sobre tipos especificos de crises e sindromes epilépticas. Os
FAEs convencionalmente utilizados, como fenobarbital, primidona,
carbamazepina, fenitoina e valproato séo eficazes sobre a grande maioria das
crises, diminuindo ou mesmo cessando a ocorréncia das crises (BERKOVIC et

al., 2007; MARSON et al., 2007; STEINHOFF et al., 2013).

Aproximadamente um terco dos pacientes ndo apresenta resultados
satisfatorios quando tratados com FAEs, mesmo ap0s a substituicdo do

farmaco por uma que tenha como alvo um mecanismo de acéo diferente ou



quando duas ou mais substancias sao utilizadas de maneira combinada
(KWAN; BRODIE, 2000). Quando nao tratadas, as crises epilépticas tendem a
se repetir por toda a vida do paciente (NABBOUT; DULAC, 2008). Apés o
tratamento das crises com farmacos antiepilépticos, em alguns casos, é
possivel reduzir gradativamente a dose e a frequéncia de administracdo do
medicamento ou até mesmo cessar sua utilizacdo ao longo dos anos. Para
individuo que apresentam refratariedade aos farmacos antiepilépticos,
tratamentos com dietas restritivas, estimulacdo neural e até mesmo a cirurgia
para remocdo do foco epileptogénico sdo utilizados visando melhorar a
qualidade de vida do paciente (CERVENKA; KOSSOFF, 2013; CONNOR et

al., 2012; DE TISl et al., 2011).

4.1. Complicagdes causadas pela utilizagdo de FAEs

Além de néo ser eficaz no tratamento de cerca de um terco dos pacientes, o
tratamento com FAEs ndo apresenta beneficios para individuos que tiveram
comprometimentos cognitivos e comportamentais em decorréncia das crises
epilépticas sofridas previamente. Adicionalmente, FAEs quando administrados
em periodos especificos do desenvolvimento, podem prejudicar a maturacao
do SNC (CHEN et al., 2009; FARWELL et al., 1990) além de levar a alteractes
cognitivas e comportamentais (HERMANN et al., 2010; HOLMES, 1997). Outro
efeito indesejado de alguns FAEs é o desenvolvimento de
hiperhomocisteinemia (acumulo do aminoacido homocisteina), que esta
relacionada com o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(BELCASTRO et al., 2010). Alguns dos principais FAEs levam a alteragcédo do

peso corporal nos pacientes. Topiramato, felbamato e zonisamida levam a uma
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diminuicdo da massa corpérea (BEN-MENACHEM et al., 2003; BITON, 2003;
KETTER; POST; THEODORE, 1999), enquanto valproato, carbamazepina,
gabapentina, pregabalina e vigabratina induzem ganho de peso (ARROYO et
al., 2004; DRIELING et al., 2007; EASTER; O'BRYAN-TEAR; VERITY, 1997;
ISOJARVI et al.,, 2001; MAGGIONI et al., 2005; VERROTTI et al., 2002).
Dentre as alteracdes de massa corporal, 0 aumento de peso € 0 mais
preocupante, uma vez que pode levar ao desenvolvimento ou ao agravamento
de fatores de risco de diversas doencas (ADAMS et al., 2014; DE MUTSERT
et al.,, 2014; SCHLESINGER et al., 2013). A utilizacdo de farmacos que levem
a um aumento de peso € ainda mais critica para individuos epilépticos que
geralmente apresentam outros fatores de risco para o desenvolvimento de
sobrepeso e obesidade, como: sedentarismo, depressdo e alteracdes
psiquiatricas associadas a epilepsia. Estd bem estabelecido que individuos
obesos apresentam uma maior propensdo ao desenvolvimento de dislipidemia,
aumento da resisténcia a insulina, hipertensdo, diabetes mellitus e
aterosclerose (DUBINION; DA SILVA; HALL, 2010; GREENWOOD;

WINOCUR, 2005; IASO/IOTF; MCTIGUE et al., 2006).

1. Tratamentos ndo-farmacolégicos

O tratamento com dietas é eficaz para aproximadamente metade dos
pacientes que apresentam refratariedade a farmacos antiepilépticos, reduzindo
em cerca de 50% a frequéncia de surgimento de crises (CERVENKA;
KOSSOFF, 2013; KOSSOFF, 2004). Dietas cetogénicas consistem em uma
ingestao predominante de lipideos (aproximadamente 90% da ingesta), com

quantidades de proteinas e carboidratos reduzidas. A dieta modificada de
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Atkins também vem sendo utilizada para o controle de crises epilépticas,
consistindo em uma ingesta de lipideos e proteinas que correspondem a
aproximadamente o dobro da dieta normal e restricdo quase total de
carboidratos (CERVENKA; KOSSOFF, 2013; KOSSOFF; DORWARD, 2008;
KOSSOFF et al.,, 2008). Mais recentemente, a dieta com baixo indice
glicémico, que consiste em ingesta de aproximadamente metade da quantidade
de carboidratos e o dobro da quantidade de lipideos da dieta normal também
tem mostrado resultados satisfatorios no controle de crises (CERVENKA,;

KOSSOFF, 2013).

Assim como o tratamento com dietas, a estimulacdo neural € eficaz na
reducdo da ocorréncia de crise epilépticas para a metade dos pacientes
refratarios ao tratamento medicamentoso (MORRIS et al., 2013). A estimulagéo
do nervo vago € realizada por um gerador de pulsos elétricos que apds
implantado no paciente pode ser ajustado pelo neurologista, sem necessidade
de novas intervengdes cirlrgicas. Os pulsos apresentam, em geral, uma
amplitude de 1 a 3 mA, frequéncia de 30 hertz e duragéo de 0,5 milissegundos

(ZAAIMI et al., 2009; ZAAIMI et al., 2005).

Outra opcdo de tratamento nao-farmacolégico, frequentemente utilizada
para casos mais graves de refratariedade, € a remocdo da area epiléptica
(BERGEN, 2006; DE TISI et al., 2011). Embora a cirurgia envolva riscos ao
paciente, a mortalidade € menor do que a observada em pacientes com
epilepsia severa. A maior parte dos pacientes submetidos a cirdrgica néo
desenvolvem novas crises epilépticas quando utilizado um tratamento com

FAEs apos a intervencéo cirargica (BERG, 2004). Dependendo da epilepsia, o
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indice de remissdo para os pacientes que nao utilizam tratamento com FAEs
apos a cirurgia pode ser de 28% (DE TISI et al., 2011). A cirurgia geralmente
apresenta melhora na qualidade de vida dos pacientes, embora, dependendo
da area removida, pode estar relacionada com perdas cognitivas e

comprometimento das funcdes exercidas pela area cerebral removida.

5. Tratamentos dos danos neuronais e cognitivos causados pelas

crises epilépticas

Pesquisas investigando os efeitos da atividade fisica e do enriquecimento
ambiental (EA), tem apresentado beneficios sobre a neurogénese, a memoria,
o aprendizado, a ansiedade, o estresse cronico, transtornos de humor e crises
epilépticas (CHENG et al.,, 2012; CORDOVA; LOSS; DE OLIVEIRA, 2013;
DISHMAN et al., 2006; HUTCHINSON et al.,, 2012; KRAMER; ERICKSON,
2007; SALVANES et al., 2013; SIMAO; PORTO; NUNES, 2012; WOOD;
GLYNN; MORTON, 2011). A neurogénese consiste em um processo fisioldgico
que ocorre durante toda a vida (MING; SONG, 2011) e esta relacionada com a
melhora cognitiva (GROSS, 2000; KAPLAN, M. S., 2001; KLEINDIENST et al.,
2005). Durante a fase adulta de vertebrados, este processo se restringe a
determinadas regides do SNC (ZUPANC, 2001a;2001b), sendo que em
mamiferos, ocorre principalmente na regido do giro denteado do hipocampo e
na zona subventricular (INTA et al., 2016). Mesmo ocorrendo durante a fase
adulta, a taxa de surgimento de novos neurdnios em mamiferos néo é capaz de
reverter 0s prejuizos cognitivos e comportamentais causados por eventos que
levem a uma expressiva perda neuronal, como traumatismos e doencas

neurodegenerativas (ZUPANC, 2001a). Algumas neurotrofinas como o NGF
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(nerve growth fator) e BDNF (brain-derived neurotriphic factor) apresentam uma
grande influéncia sobre a neurogénese e sua producdo € aumentada pelo
aumento dos niveis de atividade fisica e pela exposicdo a ambientes
enriquecidos (BECHARA; KELLY, 2013; BIRCH; MCGARRY; KELLY, 2013;
HONG; LEE; KIM, 2015; SLEIMAN et al., 2016). A capacidade do exercicio
fisico e do ambiente enriquecido em diminuir o surgimento e a severidade de
crises epilépticas (ARIDA, R. et al., 1999; ARIDA, R. M. et al., 2013; YANG et
al., 2016) além de gerar beneficios sobre a neurogénese (GARTHE; ROEDER;
KEMPERMANN, 2016; NOKIA et al., 2016; VAN PRAAG et al., 1999), tornam
estas estratégias importantes instrumentos no tratamento dos danos cognitivos

causados pelas crises epilépticas.

6. Enriquecimento ambiental

Os protocolos de enriguecimento ambiental (EA) consistem na estimulacao
fisica, sensorial, nutricional ocupacional e/ou social com o intuito de
proporcionar aos animais a manifestacdo de comportamentos mais proximos
daqueles observado em co-especificos na natureza (BLOOMSMITH; BRENT;
SCHAPIRO, 1991). Para roedores, o EA é geralmente criado com o aumento
do tamanho das caixas moradia, 0 aumento no numero de animais por caixa,
com a adicéo de brinquedos, tuneis, escada e rodas de corrida (CLEMENSON;
DENG; GAGE, 2015). A investigagéo da influéncia do EA em animais tem seus
primeiros registros na década de 60, quando BENNETT et al. (1996)
demonstraram que o EA altera de maneira importante a morfologia e a
fisiologia cerebral. Desde ent&o, outros estudos tém demonstrado que o EA é

uma intervencdo capaz de induzir alteragbes anatdbmicas, moleculares,
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cognitivas e comportamentais (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006;
SALE; BERARDI; MAFFEI, 2009). O EA é capaz de gerar beneficios inclusive
frente a modelos experimentais de doencas degenerativas, danos cerebrais e
desordens do SNC. ILIN; RICHTER-LEVIN (2009), demonstraram que ratos
submetidos a um protocolo de estresse na fase jovem, apresentam alteracdes
no padrdo exploratorio, na ansiedade e na memodria semelhantes aos
observados em pacientes depressivos e que estas alteracbes ndo sao
observadas em animais mantidos em ambiente enriquecido durante o més
subsequente ao protocolo de estresse. Ratos expostos a um ambiente
enriquecido por uma hora diaria durante dois meses, quando submetidos a um
modelo de hipdxia isquemia no sétimo dia de vida pds-natal, ndo apresentaram
0 comprometimento ha memoaria espacial observado nos animais mantidos em

ambiente padrdo (PEREIRA et al., 2007).

6.1. Enriquecimento ambiental e crises epilépticas

Utilizando um protocolo de EA de 21 dias, YOUNG et al. (1999)
demonstraram que esta estratégia € capaz de induzir neurogénese além de
levar a uma diminuicdo da apoptose espontanea que ocorre no hipocampo.
Neste mesmo trabalho, foi demonstrado que o EA se mostra eficaz na
prevencdo das crises epilépticas induzidas por acido cainico em ratos. Em
outro estudo investigando os efeitos do EA sobre a geracdo de crise
epilépticas, AUVERGNE et al. (2002) demonstraram que o EA utilizado por 4
semanas aumenta a resisténcia no desenvolvimento de crises epilépticas em
animais submetidos ao modelo de kindling elétrico. A exposicao de ratos ao EA

€ capaz de reverter as alteragcbes no padrdo exploratorio observado em
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animais submetidos ao modelo de status epilepticus (SE) induzido por acido
cainico durante periodos iniciais de vida. Além disso, neste mesmo estudo, o
EA levou a alteracdes em genes especificos relacionados com a plasticidade
sinaptica, a proliferacdo celular e a consolidacdo da memoadria (KOH et al.,
2005). Utilizando o modelo de SE induzido por LiCl-pilocarpina, RUTTEN et al.
(2002) encontraram um comprometimento na memaoria espacial que persistiu
até a idade adulta, enquanto animais expostos ao EA, apés a inducdo do SE,
apresentaram uma melhora significativa no desempenho no labirinto aquatico
de Morris. Estes achados, demonstram a importancia e a versatilidade da
utilizacao do EA, se apresentando como uma intervencdo nao invasiva e capaz
de induzir melhorias em parametros moleculares, anatdémicos, cognitivos e
comportamentais em individuos saudaveis e em pacientes acometidos por

injarias que acometem o SNC.

6.2. Enriquecimento ambiental e peixe zebra (Danio rerio)

7

O peixe zebra é um teleésteo da familia Cyprinidae que na idade adulta
chega a 3-4 cm de comprimento. Algumas caracteristicas favoraveis a este
modelo frente a outros animais de laboratério despertaram o interesse
crescente cientifico por esta espécie (SPRAGUE et al.,, 2003). Entre estas
vantagens, podemos citar o baixo custo de manutengéo, a possibilidade de
criacdo em espacos menores do que os utilizados para roedores, a grande
prole, a facilidade de manipulacdo e o fato dos animais serem translicidos
durante a fase embrionaria (LELE; KRONE, 1996). Devido ao seu pequeno
porte, estudos com administracdo de farmacos injetaveis requerem

quantidades significativamente menores do que as necessarias para estudos
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em roedores. Além disso, farmacos solUveis em agua podem ser facilmente
administrados através da agua do aquario, sem a utilizacdo de técnicas
invasivas. Outro fator que favorece a utilizacdo do peixe zebra como modelo
experimental € o fato de possuir 0 sequenciamento genético disponivel e um
alto grau de similaridade com o genoma humano e de roedores (BARBAZUK et
al., 2000). Ja foi demonstrado que quando o peixe zebra pode escolher entre
um ambiente padrdo e um ambiente enriquecido, os animais preferem
permanecer no compartimento contendo plantas e pedras no fundo
(SCHROEDER et al., 2014). A investigacdo dos efeitos da utilizacdo do EA
para peixe zebra € bastante restrita e os efeitos benéficos observados em
outros modelos animais ainda precisam ser comprovados. A manutencdo dos
animais em EA levou a uma diminuicdo do tempo gasto no compartimento
branco no teste de branco e preto quando comparados com animais mantidos
em ambiente padrdo (MANUEL et al., 2015), além de diminuir a locomocéo e
aumentar o nivel de cortisol e a proliferacao celular no telencéfalo dos animais
(VON KROGH et al., 2010). O EA se mostrou eficaz em aumentar a taxa de
fertilidade e de fecundidade dos animais mantidos nesse ambiente, quando
comparadas as taxas dos animais mantidos em aquarios padrao (WAFER et
al.,, 2016). Assim como em outros modelos animais, a capacidade de
aprendizado aparenta ser aumentada pela manutencdo do peixe zebra em EA

(SPENCE; MAGURRAN; SMITH, 2011).

7. Testes comportamentais em peixe zebra

Com o0 aumento do interesse em pesquisas com 0O peixe zebra houve

também uma crescente necessidade do desenvolvimento de testes
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comportamentais para avaliar as possiveis alteracbes geradas pelos
tratamentos empregados. Neste sentido, alguns autores tém proposto testes
comportamentais criados especificamente para o peixe zebra, no entanto, a
grande maioria dos testes se constitui em adaptacdes de teste bem
estabelecidos para roedores. No presente trabalho avaliamos o padréo

exploratdrio, a interacdo com co-especificos e a escototaxia.

7.1. Open Tank

O teste de Open Tank se prop0e a avaliar a locomocao e a exploracdo dos
peixes, sendo que inicialmente os animais passam mais tempo no fundo do
aguario (similar ao comportamento dos roedores de explorar proximo a parede
no campo aberto) e progressivamente passam a explorar a parte superior
(similar ao que ocorre com a exploracdo do centro da arena no campo aberto
para roedores) (EGAN et al., 2009; ROSEMBERG et al., 2011). Este padrdo
comportamental foi observado em animais controle e em animais submetidos a
tratamentos com diferentes composto ansiolitico e ansiogénicos (BENCAN;
SLEDGE; LEVIN, 2009; CACHAT et al, 2010; EGAN et al., 2009;
GROSSMAN et al., 2010; LEVIN; BENCAN; CERUTTI, 2007; ROSEMBERG

et al., 2011).

7.2. Preferéncia Social

A preferéncia social do peixe zebra tem sido avaliada por diferentes
protocolos (DREOSTI et al., 2015; PHAM et al., 2012; SAVERINO; GERLAI,
2008). No ambiente natural, o peixe zebra é um animal de cardume. A

convivéncia em cardume gera algumas vantagens, incluindo a diminuicdo do
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risco de predacao, facilidade na reproducdo da espécie, vigilancia do grupo,
troca de informacfes entre os individuos e a alimentacdo (GRIFFITHS et al.,
2004; LEDESMA; MCROBERT, 2008; MORRELL; JAMES, 2008). Desta
forma, quando é oferecida a opcdo de estar proximo a um co-especifico
(ambiente seguro) ou isolado (ambiente aversivo), 0s animais passam mais
tempo interagido com outros animais da mesma espécie. O teste de
preferéncia social tem por objetivo, avaliar o tempo de interacdo do animal que
estd sendo testado com outros animais da mesma espécie. Neste teste, 0
animal é exposto a um aquario que fica posicionado no centro e faz divisa com
dois aquarios posicionados em suas laterais. Em dos aquarios laterais contém
um ou mais animais da mesma espécie, enquanto o outro compartimento
permanece vazio, com predador, com objetos ou com animais da mesma
espécie com alteracdes genéticas que alterem seu fendtipo (alteracdes no
padrdo das listras ou da cor) (BARBA-ESCOBEDO; GOULD, 2012;
ENGESZER; RYAN; PARICHY, 2004; GROSSMAN et al., 2010; SAVERINO;
GERLAI, 2008; TOMS; ECHEVARRIA, 2014). Animais controle, mantidos em
temperatura ambiente e criados em grupos, quando testados individualmente,
tendem a passar mais tempo préximos ao compartimento contendo um ou mais
co-especificos (DREOSTI et al.,, 2015; PHAM et al., 2012; SAVERINO;

GERLAI, 2008).

7.3. Claro/escuro

Em roedores, o teste de claro/escuro, estd bem estabelecido como uma
ferramenta para avaliar o comportamento tipo ansioso dos animais(ARRANT;

SCHRAMM-SAPYTA; KUHN, 2013). Por possuirem habitos noturnos, roedores
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tendem a explorar mais o compartimento escuro (seguro), passando pouco
tempo no compartimento claro (aversivo). Neste teste, aos animais Ssao
expostos a uma arena que é composta por um compartimento escuro (que
pode ou ndo ser fechado no topo) e outro compartimento que é mais claro e
mais amplo. Os dois compartimentos sdo separados por uma parede central,
gue possui uma porta que possibilita a livre exploracdo entre eles. O tempo de
exploracdo em cada compartimento e 0 numero de trocas de um
compartimento para o outro sédo registrados e servem como indicativo dos
niveis de ansiedade dos animais. Fundamentados neste teste, alguns
pesquisadores tém proposto um aquario configurado com um compartimento
claro/branco e outro escuro/preto, para avaliar a ansiedade em peixe zebra. Em
um primeiro trabalho, SERRA; MEDALHA; MATTIOLI (1999) encontraram uma
clara preferéncia pelo lado escuro do aparato, com 0s animais quase nao
explorando o compartimento claro. Baseados neste primeiro trabalho, outros
pesquisadores buscaram avaliar a preferéncia do peixe zebra no teste
claro/escuro, sendo que MAXIMINO; DE BRITO; et al. (2010) e BLASER;
CHADWICK; MCGINNIS (2010) também demonstraram uma preferéncia do
peixe zebra pelo lado escuro do aparato. No entanto, alguns trabalhos
encontraram uma aversao pelo compartimento escuro, sendo que 0s peixes
passaram aproximadamente 60% do tempo no lado claro (CHAMPAGNE et al.,
2010; GERLAI et al., 2000). A aversao ao compartimento escuro, se mostrou
ainda maior em peixes jovens (seis dias apos a fertilizacdo), onde os animais
permaneceram menos de 1/10 do tempo total do teste neste compartimento
(STEENBERGEN; RICHARDSON; CHAMPAGNE, 2011). Adicionalmente,

BLASER et al. (2010) identificaram duas populagdes distintas de peixes, sendo
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gque uma apresenta uma evidente preferéncia pelo compartimento escuro e
outra na qual a preferéncia por este compartimento ndo é tdo intensa. Estes
resultados conflitantes podem estar relacionados a variagcbes no aparato
utilizado ou mesmo por diferencas nos protocolos (como por exemplo: tempo
de avaliacdo, ambientacdo com o aparato e hora do dia que os animais foram
testados). WANG et al. (2014) demonstraram que o horario em que o teste é
realizado, pode influenciar de maneira decisiva a preferéncia do peixe zebra
pelo compartimento claro ou escuro. Neste trabalho, os animais passam mais
tempo no compartimento claro durante o periodo correspondente ao dia (8h-
18h). Gradativamente, a preferéncia passou a se pelo compartimento escuro
(apds as 20h, correspondente a noite, horario em que as luzes eram apagadas
durante o periodo de aclimatacdo antes do inicio dos experimentos) e atingindo
um pico de preferéncia por esse compartimento as 2h da manha. A altura do
nivel da agua também se mostrou determinante sobre a escolha do peixe zebra
entre dois compartimentos. Os animais preferem permanecer em
compartimentos que possibilitem ficar mais longe da superficie do que
compartimentos com pedras no fundo do aquario (BLASER;
GOLDSTEINHOLM, 2012; BLASER; ROSEMBERG, 2012). Este
comportamento provavelmente estd relacionado com a necessidade de, na
natureza, evitar ataques aéreos de predadores, gerando um tempo de fuga
maior e a possibilidade de se abrigar proximo a substratos no fundo. Em fungéo
da diversidade de reposta do peixe zebra quando exposto a um aquario
metade branco e metade preto, € fundamental determinar os fatores que levam
a alteracdo da resposta, para que este teste seja utilizado com maior

reprodutibilidade. Sendo o comportamento tipo ansiedade um dos fatores que
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podem ser alterados pelas crises induzidas pot PTZ, € fundamental melhor
caracterizar o teste de claro/escuro para avaliar este parametro em animais

submetidos a modelos de crises epilépticas.
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[I. Objetivos

Objetivo geral

Esta tese de doutorado teve como objetivo avaliar os efeitos do
enriguecimento ambiental sobre o padrdo de crises epiépticas e
comportamento induzidos por PTZ na fase adulta, além de identificar fatores
gue influenciam a resposta do peixe zebra no teste de claro/escuro visando

acessar o comportamento tipo ansiedade.

Objetivos especificos

Capitulo |

e Caracterizar os fatores que podem estar relacionados com as
discrepancias encontradas no teste de claro/escuro proposto para o
peixe zebra.

e Propor um protocolo replicavel de teste comportamental de claro/escuro

para o peixe zebra.

Capitulo Il

e Avaliar a influéncia exercida pelo enriqguecimento ambiental sobre o

padrao de crises epiléticas induzidas por PTZ em peixe zebra;
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e Avaliar a influéncia da crise epiléptica induzida por PTZ sobre a
atividade locomocdo e exploratéria do peixe zebra e a possivel
prevencao destas alteragfes através do enriquecimento ambiental.

e Avaliar possiveis alteracdes na preferéncia por co-especificos de peixes
zebra adultos submetidos a crise epiléptica induzida por PTZ em animais
previamente expostos a um protocolo de enriqguecimento ambiental.

e Verificar a influéncia da crise epiléptica induzida por PTZ sobre a
preferéncia do peixe zebra adulto, submetido a um protocolo de

enriguecimento ambiental, no teste de claro/escuro.
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Highlights

+ Alterations in water column depth modify zebrafish preference in the
black/white test

« Different light intensity changes zebrafish preference in the black/white
test
» Zebrafish preference for black or white was influenced by variation in the

experimental conditions

Currently, the black/white preference test has been used to evaluate anxiety-
like behaviors in zebrafish. However, several inconsistent results have been
reported across literature. Since animal behavior can be influenced by several
environmental factors, the main goal of the present study was to investigate the
influence of different water column depths and light intensities on zebrafish
behavioral responses in the black/white test. On a 4 cm water column depth,
animals spent more time in the black than in the white compartment. However,
when animals were tested in an 8 cm water column, no significant difference
was found. Using an inclined acrylic floor inside the aquarium, animals spent
more time in the deep compartment when this was black. However, there is no
difference in time spent in each compartment when the deeper compartment
was white. For light intensity test, animals showed preference for the white
compartment only when both compartments were illuminated with 100 lux. For

the others illumination settings, there was no difference in the compartment
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preference. In conclusion, our results suggest that variations in water column
depth and light intensity can modulate zebrafish preference in the black/white
test. These variations may be implicated in the discrepancies observed in

literature.

Keywords: black/white test; zebrafish preference
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In the last decade, zebrafish has become an emergent vertebrate
experimental model for studies in behavioral neuroscience [25]. This model has
been proposed for the assessment of several psychiatric disorders, with
putative application in drug development research [11]. Since zebrafish shares
a high degree of genetic homology with human genome [10] and presents
neurotransmitter systems evolutionarily conserved [18], it has been employed
for studies evaluating the neurobiological basis of behavior [25]. In this context,
a large number of behavioral tasks have been proposed and developed for this
species, which includes tests for learning and memory [5, 12], social behavior

[6], locomotion and exploration [19], and anxiety-like behaviors [1, 4, 14, 20].

The most common task proposed for measuring anxiety-like behaviors in
zebrafish is the black/white preference test. It consists in a tank with one side
covered in black and other side white [22], and it was based on the zebrafish
natural aversive quality for the brightly lit environments, which shapes a conflict
situation in which the animal must deal with its natural tendency to explore in

the face of an unpleasant environment.

Although a preference for the darker portion of the apparatus was initially
proposed by [22] and further validated by Maximino and colleagues [13, 15],
behavioral responses in this task appear to be very variable across literature.[9]
observed a preference for the light environment instead dark one using an
apparatus illuminated with diffuse light from fluorescent lights and other
covered with cardboard paper on all sides and the top. Similar results were
obtained by [7], in which animals exposed to a black/transparent tank spent

more time on the transparent side of the apparatus. Another interesting result
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was observed by Blaser, et al. [1] by using a black- and white-divided
apparatus. Authors observed two distinct populations of zebrafish: one
presenting a high-avoidance response for the white compartment and another
one showing a low-avoidance behavior. Although the discrepancy observed in
the literature regarding zebrafish preference is frequently attributed to different
configurations and dimensions of the tank (black/transparent instead
black/white tank) [14], it is possible that other factors such as the water column
depth and illumination levels inside the apparatus can be strongly affecting the

zebrafish behavioral responses in the black/white test [17, 21].

This hypothesis may be corroborated by the works performed by
Stephenson, et al. [23] and Blaser and Goldsteinholm [2]. In the first article,
authors observed that zebrafish spend more time in the white half of a rotative
cylindrical glass tank when animals were submitted to lower illumination levels
in the apparatus. In contrast, when higher illumination levels were applied,
animals preferred the black half. Thus, it is possible that the preference of
zebrafish for dark environments may be an escape response induced by higher
illumination levels on the apparatus. The second work observed that zebrafish
presents a strong preference for deeper areas of a visual cliff modified
apparatus, which appears to be driven by an avoidance of the water surface.
Therefore, it is also possible that zebrafish are driven to approach to the black
compartment (supposed to be safer) due to elevated anxiety levels induced by

a reduced water column depth.

Although these two above mentioned works points to notion that water

column depth and illumination levels can modulate the zebrafish behavioral
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response, the influence of these two variables on zebrafish preference in the
black/white test was not verified. Thus, the main goal of the present study was
to investigate the influences of different light intensities and water column
depths on behavioral responses of zebrafish in the black/white preference test.
These two parameters were chosen because they consist in variables that are
often superficially described across zebrafish behavioral studies using

black/white test.
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METHODS

Subjects

Adult (>8 months) wild-type zebrafish of both sexes (120 animals) were
used. Animals were acquired from a commercial supplier (Delphis, RS, Brazil).
Before the onset of behavioral tests, animals were acclimated during 2 weeks
in a 10 L aquarium with a recirculating filtration system at a density of 3
animals/liter. The temperature was kept at 28 + 1 °C and the pH at 7,5 + 0,5. A
14/10-h light/dark cycle was used. The ammonia levels were equivalent to 0
ppm and the conductivity equal to 500 ps/cm. Animals were fed 3 times a day
with live Artemia sp. (Artémia Salina do RN, Brazil). The manipulation and
animal care were conducted according to the National Institute of Heath Guide
For Care and Use of Laboratory Animals and aimed to minimize the number of
animals used as well the discomfort or suffering. All experimental procedures
were approved by Ethic Committee of Universidade Federal do Rio Grande do

Sul (protocol number #26568).

Apparatus

For all experiments, the size of the tanks was 30 cm x 15 cm x 10 cm (length x
width x depth). Two different tanks were used. One tank was divided in two
distinct compartments, one side white and other black covered. Both
compartments were covered with contact paper (black/white) stuck inside the

aquarium to avoid reflection of animals in the wall (to avoid a putative social
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interaction with the mirror image). The other tank was totally transparent
(named as “transparent tank”), which was hidden behind a frosted acrylic wall to
prevent the visualization of the experimenter by animals. Since the facility tanks
had a white floor, a pilot study was performed using a black/white tank with
white floor or a half white and a half black floor. There was no difference
between these two test tanks (data not shown), thus a white acrylic floor was
used for all experiments. In Experiments 1 and 2, the illumination in the center
of each compartment was 70+2 lux (room illumination). In Experiment 3, the
light intensity in the center of each compartment was setting up to 100 or 200
lux (see detailed description bellow). Figure 1 illustrates the experimental

design and the apparatuses used for each experiment.

Testing Procedures

Animals were fed 1 hour before the beginning of the test and they were
habituated with the experimental room for at least 30 minutes in a 3 L tanks at a
density of 3 animals/L. In order to avoid the stress response resulting from
animal isolation, always remaining 3 animals in each home tank at the end of
the test (these animals were not used for the experiments). For all tests,
animals were individually introduced in the center of the apparatus. Animal
behavior was recorded during 360 seconds. Each experimental group
corresponds to the sum of 3 different animal batches, which were tested in

different experimental days. This procedure was performed to reduce the
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influence of the testing day on the animal response. All tests were performed

between 9:00 am and 12:00 am.

Experiment 1

In order to evaluate the influence of water column depth on zebrafish
preferential response in the black/white preference test, animals were tested

under two different water columns depths: 8 or 4 cm depth.

Experiment 2

In order to assess whether our fish showed the natural preference for deep
environments already described in the literature, animals were tested in a
transparent tank with an inclined acrylic floor put inside the aquarium for
generating different water column depths: 2x4 cm and 4x8 cm (paradigm 1)
(Fig. 1). In order to evaluate the influence of water column depth over the
zebrafish context preference (black/white), this inclined acrylic floor was put
inside the black/white tank (Fig. 1). The depth was fixed at 2x4 cm for paradigm
2 and 4x8 cm for paradigm 3. For both experimental paradigms, each

compartment was tested as deeper.

Experiment 3
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In order to evaluate the influence of light intensity on the context preference of
zebrafish, animals were submitted to two different testing paradigms. For the
paradigm 1, equal light intensities (100 or 200 lux) were applied for both
compartments of the apparatus. For the paradigm 2, fish were subjected to
different light intensities between compartments: 100 lux for the white
compartment and 200 lux for the black; or 200 lux for white compartment and
200 lux for the black. The light intensity was measured in the center of each
compartment by using a lux meter. For all paradigms, the water column depth

was 4 cm.

Behavioral measures

For all experiments, the video was recorded at 30 frames per second by using
a video camera connected to a computer. The following end point parameters
were analyzed: the total time spent in each compartment, the total number of
midline crossings. The ANY-Maze® video-tracking system (Stoelting, CO) was
used for all behavioral measures. For each behavioral test the N was equal to

10.

Statistical Analysis

Each Experiment was statistically analyzed independently. The percentage of
total time spent in each compartment and the total number of midline crossings

were expressed as mean + S.E.M. For Experiment 2, data on the number of
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midline crossings were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey post
hoc test. Another data were analyzed by Student’s single-sample ttest.

Differences were considered significant when P < 0.05.
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RESULTS

Experiment 1

On a 4 cm water column depth, animals spent more time in the black than in the
white compartment (p=0.0015, t=4,734; Fig. 2A). When animals were tested in
an 8 cm depth water column, no significant difference was found in the
percentage of the total time spent in each compartment (p=0.8742, t=0,1634;
Fig. 2B). The number of midline crossings was similar for both water column

depths (16.3+2.7 for 4 cm; 20.6+2.4 for 8 cm; p=0.2529, t=0,9636 Fig.

2C).

Experiment 2 — Paradigm 1

When fish were exposed to the transparent tank with an inclined acrylic floor
inside the aquarium, animals spent more time in the deep than in the shallow
compartment (p<0.0001 for 4x8 cm, t=6,640 Fig. 3A; p=0.0001 for 2x4 cm,

t=5,563; Fig. 3D).

Experiment 2 — Paradigms 2 and 3

For both water column depths, when black compartment was defined as
deep animals spent more time in this compartment when compared to the white

(p=0.0015 for 4x8 cm; p=0.0013 for 2x4 cm). However, when the deeper
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compartment was the white, there is no difference in the percentage of time
spent in each compartment by animals (p=0.0015 for 4x8 cm; p=0.0013 for 2x4

cm).

In comparison to the transparent tank, animals exposed to the tank with
the white compartment as deeper presented an increased number of midline
crossings (p=0.0311). However, when black compartment was defined as
deeper the number of midline crossings performed by animals did not differ
from the white deeper and transparent configurations (F;27=3.735; p=0.2089
and 0,6112, respectively). Results were very similar for both water column

depths (2x4 and 4x8 cm) (Fig. 3C and F).

Experiment 3 — Paradigms 1 and 2

In the illumination test, animals showed preference for the white compartment
only when 100 lux was applied for both compartments (p=0.0210, t=2,791 Fig.
4E). For the others illumination settings, animals did not show preference for
any compartment of the tank (Fig. 4A p=0.8413, t=0,2069; B p=0.2287, t=1,292;
and D p=0.0936, t=1,875). There is no difference in the number of midline
crossings when animals were exposed to 200 lux in one compartment and 100
lux in another, independently of the compartment color (p=0.3001, Fig. 4C).
Animals submitted to a light intensity of 200 lux for both compartment presented
a slight increase in the number of midline crossings when compared to animals

exposed to 100 lux (p=0.0411, Fig. 4F).
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DISCUSSION

Here we demonstrated that zebrafish behavioral response in the balck/white
test could be modulated by variations in the light intensities and water column
depths. Although several works have already extensively evaluated the
zebrafish behavior in the black/white preference test, discrepancies regarding
fish preference have been reported in the literature. These discrepancies are
often attributed to different configurations of the tank (such as black/white or
black/transparent divided tanks) [14], however variations in the experimental
conditions across literature can also strongly influence the preference of

zebrafish in this task.

In this context, our first working hypothesis was that variations in the
water column depth could modify the zebrafish response in the black/white
preference test. In Experiment 1, animals demonstrated a strong preference for
the black compartment (Fig. 2) of the tank when a reduced water column depth
(4 cm) was used. However, when animals were submitted to an 8 cm water
column depth, both sides of the apparatus were explored equally. This result is
in contrast with previous works performed by Maximino, et al. [13] and Stewart,
et al. [24], where both authors reported a higher preference of zebrafish for the
black compartment in a 10 and 12 cm water column depth, respectively. The
discrepancy between literature and result observed in our work may be
attributed to differences in the apparatus illumination during the test, since
Stewart, et al. [24] used a 500 lux of light intensity to perform the test and we

used 75 lux. However, further studies are warranted for evaluating the
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interaction between light intensity and water column depth on preferential

response of zebrafish in the black/white test.

The absence of zebrafish preference in our 8 cm water column depth
may be supported by the fact that adult zebrafish tend to avoid water surface
and, consequently, spent more time in deeper areas of a visual cliff modified
apparatus Blaser and Goldsteinholm [2]. Moreover, Frisch and Anderson [8]
showed that shallow water induces a significant increase in circulating levels of
cortisol in coral trout 30 min after the onset of the stressor, which remained
elevated during 4 h. Thus, it is possible to hypothesize that the shallow water
used in the Experiment 1 could induce an elevation of cortisol levels in
zebrafish, which may increase the anxiety levels, and consequently exacerbate
the preference of animals by the black compartment (which is supposed to be

the safer compartment).

In experiment 2, we investigated the influence of a depth gradient on
zebrafish preferential response. Our results revealed a clear influence of the
depth gradient on the zebrafish preferential response. While animals spent
more time in the black compartment when it was set as deep, there was no
difference in the time spent in each compartment when white was defined as
deep (Fig. 3B and D). This data may suggest that animals may exhibit a
putative choice’s conflict when two distinct stimuli are introduced: preference
for the context (black/white) or depth. This hypothesis may be plausible since
animals presented an elevated number of midline crossings when the white
compartment was set deep (Fig. 3C and F). In addition, this result points the

notion that the aversion of animals by the white compartment (or approach for
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the black compartment) may be a conditional response induced by fear- or
anxiety-inducing stimulus. This speculation may be supported by fact that when
animals were tested in the transparent tank, they clearly preferred the deep
side of the apparatus, similar to previous works [2, 9]. Similar results was
reported by Blaser and Rosemberg [4]. Authors observed a significant overall
avoidance of fish for the shallow side of the apparatus when they used a
transparent tank. However, in contrast with our results these authors did not
observe a significantly influence of water column depth on color preference,

which may be due to the distinct volume of water used in each apparatus.

The experiment 3 was designed to test our hypothesis that different light
intensities may also influence the preferential responses of zebrafish in the
black/white test. For this, we used a water column depth of 4 cm. Although we
expected a clearly preference for the less illuminated side of the apparatus,
animals spent similar time in each compartment when we applied high light
intensity for both compartments (200 lux) or alternated low/high light intensities
(100/200 lux, respectively) between compartments (Fig. 4A, B and D). The
most surprisingly result was found when 100 lux was applied for both sides,
animals spend more time in the white compartment rather than in the black
one. This result was opposite to those found in Experiment 1, where we used a
room illumination of 75 lux. Although it is an unexpected result, it provides
some explanations for the differences in preferential response of zebrafish for
black/white compartments found in the literature. Light intensity-induced
fluctuations in the zebrafish preference for black compartment was already

found by Stephenson, et al. [23]. Moreover, other studies have demonstrated
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that zebrafish exhibited phototaxis (preference for light) when illumination was
manipulated [3], however, the variation of light intensity was around 10 fold.
Some morphological studies have demonstrated that photoreceptor density is
not constant across the zebrafish retina and rod cells are twofold more
populated in the ventral than in dorsal retina [16]. It is possible that zebrafish
possess a higher degree of responsiveness to small variations in environmental
light intensity, which in turn may account for the differences in the behavioral
responses between Experiment 1 and 3. Other hypothesis is that zebrafish,
due to its diurnal activity, presents less aversion to bright environments than

that observed in rodents, which have a predominantly nocturnal activity.

In the present work, we show that variation in water column depth is crucial
over the zebrafish response when exposed to a new apparatuses. Additionally,
light intensity may change the zebrafish preference in a black/white aquarium.
These findings, in addition to provide important information about the zebrafish
preference, help to understanding the differences found in literature when
testing anxiety-like behavior through the black/white test. In addition, the
current report highlights the importance of researches for taking a rigid control
of each interfering factors as well as emphasizes the need to develop a more
detailed and standardized protocol to evaluate the zebrafish behavior in the
back/white test. Moreover, since zebrafish is a relatively recent animal model
for Behavioral Neuroscience, the present work reinforces the importance of
authors in describing in detail all experimental procedures employed for
zebrafish behavioral studies, in order to allow the data replication as well as the

increase of its relevance for the scientific community.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Diagram illustrating the experimental design. In Experiment 1, animals
were exposed to the black/white tank with two different depths: 4 or 8 cm. In
Experiment 2 animals were submitted to a depth gradient, which was generated
by an incline floor put inside de apparatus (black/white or transparent tanks).
The Experiment 3 was designed to investigate the influence of different light

intensities on the zebrafish behavioral responses.
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Fig. 2. Effect of different depths on zebrafish behavioral responses in the
black/white test. Data were presented as the percent of total time spent in white
or black compartments and the number of midline crossings for each

configuration. * indicates p<0.05; N = 10.
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Fig. 3. Effects of different depths gradient on zebrafish behavioral responses
in the black/white test. Data were shown as the percent of total time spent in
each compartment and the number of midline crossing for each configurations:

4 cm x 2 cm depths (A-C) and 8 cm x 4 cm depths (D-F). * indicates p < 0.05;
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Fig. 4. Effect of different light intensities on zebrafish behavioral responses in
the black/white test. Data show the percent of total time spent in each
compartments under: A) 200 lux in white and 100 lux in black compartment; B)
100 lux in white and 200 lux in black compartment; C) 200 lux in both sides;

and D) 100 lux in both sides. * indicates p<0.05; N = 10.
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Abstract

Epileptic seizures concern a set of disorders caused by excessive, abnormal
and hypersynchronous electrical discharges in the brain. Epileptic seizures may
lead to cognitive impairments when occurred during brain development. About
one third of patients with epilepsy are refractory to antiepileptic drugs.
Environmental enrichment has provided cognitive, sensorial and social stimuli
with a potential use for preventing and treating injuries of central nervous
system. In this context, the main goal of this study was to evaluate the effects of
enriched environment on behavioral and seizure profile of zebrafish submitted
to PTZ-induced seizures. Animals maintained for a week under environmental
enrichment presented a less severe seizure pattern when compared to animals
maintained in barren environment. Additionally, environmental enrichment
reduced the time and the frequency that animals expressed scores IV (clonic
seizure-like behavior) and V (fall to the bottom of the tank, tonic seizure-like
behavior) of seizure induced by PTZ. The PTZ-induced seizure altered
zebrafish locomotion in open tank test when tested 24h after the seizure
induction. Anxiety-like behavior was not altered in zebrafish subjected to PTZ-
induced seizure neither to exposition to enriched environment for a week when
tested in black/white test 3 days after seizure induction. Social preference test
also showed no statistical difference between groups when tested seven days

after seizure induction.

Keywords: zebrafish, pentylenetetrazol, environmental enrichment, epilepsy.
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Introduction

Epileptic seizures are induced by a wide range of factors including febrile
episodes, head injuries, central nervous system infections, and genetic
diseases [19]. They are usually triggered by an imbalance between cerebral
excitatory and inhibitory neurotransmitter systems, which can lead to excessive,
abnormal and hypersynchronous electrical discharges in the brain [10, 13].
According to World Health Organization, 2.4 million people are diagnosed with
epilepsy and/or epileptic seizures each year and approximately 50 million

people currently live with epilepsy worldwide.

In many cases, seizures are associated with cognitive impairments that can
affect the normal life of the individual, reducing the life quality, generating
depression, social stigma in addition to the stress of living with the possibility of
unexpected seizures [1, 27]. The high incidence and the damage that may be
caused by seizure increase the requirement to find treatments that could
prevent crises and/or reduce the damage induced by them [14]. The treatment
of epilepsy with antiepileptic drugs is effective for most patients, however, have
no effect on recovering cognitive damages caused by seizures. Additionally,
some antiepileptic drug can induces cognitive losses and alterations in
behavioral functions [1]. A large portion of patients (approximately one-third) is
refractory to available drug treatments [32], evidencing the importance of the

development of alternative treatments for this disease [14].

Environmental enrichment consists in a strategy that provides sensorial, social

and cognitive stimuli similar to those find in natural conditions, improving the
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quality of life in addition to lead to several CNS benefits as increase the
cognitive ability, the synaptic plasticity and hippocampal neurogenesis [2, 25].
Moreover, environmental enrichment has a wide potential preventing as well as
threatening different injuries and diseases that affect the central nervous system

[18, 25].

The use of environmental enrichment is known to induce encouraging benefits
on rodents behavior in different tests [3, 15, 22, 36]. This intervention have a
positive effect over several diseases increasing the cognition in rodents models
of autism [12], hypoxia-ischemia [29], Alzheimer disease [9, 26] and epilepsy
[11]. Enriched environment also provides benefit over psychiatric disorders as
schizophrenia and anxiety-like behavior [4, 6, 16, 20, 28]. The use of
environmental enrichment as a therapeutic tool for zebrafish is very recent and
needs further studies to verify if it generates in this model, the same benefits
observed in rodents. Initial studies provide encouraging results regarding the
use of environmental enrichment for zebrafish model. A period of 7 days of
exposure to an environmental enrichment containing gravel and artificial plants
was able to increase the number of proliferative cells in telencephalon.
Zebrafish presents lower anxiety-like behavior and increased locomotion levels
when kept for a period of 4 weeks in an environmental enrichment comparing to
control group animals (housed in a barren tank) in inhibitory avoidance learning

test [21].

Taking into account the effectiveness of environmental enrichment in the

treatment of central nervous system disorders, the objective of the present
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study was evaluate the effects of enriched environment over behavior and over

the seizure pattern induced by PTZ in zebrafish model.
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Material and Methods

Reagents

Pentylenetetrazole (PTZ) was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Artemia sp. was purchased from Artémia Salina do RN (Brazil) and

commercial flake food was purchased from Alcon (Brazil).

Animals

Forty-eight adult zebrafish (4 to 6 months-old, standard short-fin phenotype)
from both sexes were used. Animals were purchased from a local aquarium
supply store (Delphis, RS, Brazil) and kept under an automated recirculating
system with mechanical, chemical and biological filtrations. System water was
maintained at 28+1 °C, pH of 7.0+1, and conductivity of 500+50 uS/cm. A 14/10
light/dark cycle (lights on at 7:00 am) was used and animals were feed 4 times
a day: Artemia sp. at 9:00 a.m. and 5:00 p.m.; commercial flake food at 11:30
a.m. and 02:30 p.m. All experiments were conducted accordingly to the
Canadian Guide to the Care and Use of Experimental Animals and were
approved by Animal Ethic Committee from Universidade Federal do Rio Grande

do Sul (number 26568).

Enriched Environment Protocol

Enriched Environment protocol was based on previous works performed by
Schroeder, et al. [33] and von Krogh, et al. [35]. Briefly, 15 L aquariums were
filled with 10 L of system water with the same water quality parameters used for

animal’s housing. A gravel substrate (size 4-9 mm, filling 3 cm above the floor)
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and two plastic plants (approximately 15 cm height) were added to the tanks.
Barren aquariums with the same water volume were used as a non-enriched
environment. Fish were randomly assigned between non-enriched and enriched
environments and both groups were composed by animals of both sexes with
similar weights and sizes. Animas were maintained on these environments for 7
days. After this period, all fish were randomly assigned into one of the 4 groups:
non-enriched group treated with vehicle (barren environment - BE) or PTZ (BE-
PTZ) and enriched group treated with vehicle (enriched environment - EE) or

PTZ (EE-PTZ).

Seizure induction

Seizure induction protocol was based on previous work performed by Mussulini
et al. [23]. Briefly, animals were removed from enriched or non-enriched
environments and individually placed in a PTZ solution (10 mM) for 20 min.
Control animals were exposed to system water only. Behavioral profile was
video recorded and seizure scores were assigned accordingly to Mussulini, et
al. [23] by two independent observers in a blinded fashion. After seizure
induction, fish were removed from PTZ solution or system water and transferred
to a beaker filled with system water for removing residual PTZ from animal

body.

Behavioral tests

Animals were fed 1 hour before the beginning of the test and they were
habituated with the experimental room for at least 1 hour in a 3 L tanks at a

density of 2 animals/L under the illumination used during the test. System water,
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with the same quality parameters described above, was used. For all tests,
animals were randomly removed from their housing tank and individually
introduced in the center of the apparatus. After the end of each test, fish were
put in a new home tank to prevent their re-testing. Each experimental group
corresponds to the sum of 3 different animal batches, which were tested in
different experimental days. This procedure was performed to reduce the
influence of the testing day on the animal response. All tests were performed
between 9:00 am and 12:00 am. One day after the seizure induction, animals
were tested in the open tank task, three days after seizure induction in the
black/white task and seven days after seizure induction in the social preference

task.

Open Tank Test

One day after seizure induction, animals were submitted to the open tank test.
This apparatus consisted in a trapezoidal plastic tank (23.9 cm along the bottom
x 28.9 cm at the top x 15.1 cm high and 15.9 cm along the diagonal side; it was
7.4 cm wide at the top, and tapered to 6.1 cm at the bottom) filled with 1.5 L of
system water (Rosemberg, et al. [30]). A high definition USB camera was
placed 40 cm from the testing tank to ensure that the apparatus was within the
camera vision range and it was used to monitor the location and swimming
activity of the fish. The animal’s behavior was tracked by Any-maze software
(Stoelting CO, USA). A yellow sheet of paper (80x60 cm) were placed 10 cm
behind the tank to ensure a uniform background for the video analysis. In order
to boost the contrast between the background and zebrafish, two 60-watts light

bulbs were placed 30 cm above de apparatus. The trapezoidal tank was
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virtually divided into three equally horizontal areas (bottom, middle, and top) in
order to evaluate vertical exploratory activity. Once the animals were placed in
the novel test tank, the recording was started. Each subject was observed
individually in a single session and the behavior was recorded over a period of 6
min. The following parameters were measured: total distance travelled, mean

speed, and time immobile.

Black/White Test

This test was performed 3 days after seizure induction. Black/white tank used
was 30x15x10 cm (length x width x depth) as described by Cordova, et al. [7].
Both compartments were internally covered with contact paper (white/black) to
avoid animal's reflection in the wall. lllumination in the center of each
compartment was 70+5 lux (ceiling fluorescent lamps). Animals were
individually introduced in the center of the apparatus and behavior was
recorded during 6 min. Water column depth was 4 cm. The following endpoint
parameters were analyzed: total time spent in each compartment and total

number of midline crossings.

Social Preference Test

Seven days after seizure induction animals were submitted to the social
preference test. It consists of a 50 cm x 15 cm x 10 cm (length x height x width)
glass made aquarium divided into five 10 cm x 15 cm x 10 cm portions. The fish
that was tested had free access to the three central portions which was divided
from the side portions by a transparent glass. In one lateral, was put a

conspecific while the other side was empty [17]. Test duration was equal to 6
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min. The central area was virtually divided in three 10 cm compartments: center
(neutral), target (close to the conspecific lateral side), and opposite (close to the
empty lateral side). In order to avoid a putative influence of external stimuli the
aguarium was turned 180 degrees after one animal of each group be tested. A
high definition webcam connected to a computer was used to record and
analyze animal’s position and behavior through the Any-maze software
(Stoeling CO, USA). The webcam was positioned in front of the apparatus. The
following parameters were measured by endpoint behaviors: total distance
travelled, entries in the target area, entries in the opposite area, time in the

target area, and time in the opposite area.

Statistical Analysis

Seizure intensity was analyzed by unpaired t test and seizure frequency by
Mann-Whitney. Open tank test, Social preference test and Black/White test data
were analyzed by two-way ANOVA followed by the Tukey’s post hoc test for
unequal samples and expressed as mean + standard error. p < 0,05 was

considered statistically different.
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Results

PTZ-induced Seizures

Although enriched environment has not played a protective effect on the seizure
intervals 0-150s (Fig 1A; P=0.475), 150-300s (Fig 1B; P=0.769), 300-900s (Fig
1C; P=0.712) and 900-1080s (Fig 1D; P=0.063), it was able to decrease the
intensity of the seizures in the period between 1080 and 1200s (Fig 1E;

P=0.004).

The enriched environment reduced the duration of seizures score IV (clonic
seizure-like behavior P<0.0001) and V (fall to the bottom of the tank, tonic
seizure-like behavior P<0.0001; Fig 2A and B). In the same way, the frequency
of seizures scores IV (P=0.004) and V (P<0.0001) was reduced in animals
exposed to enriched environment when compared to animals from BE (Fig 2C
and D). The latency to seizure score IV was similar for both groups (P=0.282;

Fig 2E).

Open Tank test

The total distance performed by animals from EE was higher when compared to
BE+PTZ (g=5,469) and EE+PTZ (g= 4,007) animals. The total distance
performed by EE did not differ from BE group (g= 1,949, Fig 3A). Animals from
the EE group also presented a higher mean speed compared to BE+PTZ (g=
5,457) and EE+PTZ (g= 3,990) groups not differing from BE group (g= 1,968,

Fig 3B). Although there was no statistical difference, animals subjected to PTZ-
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induced seizures tended to spend more time immobile (Fig 3C). The BE+PTZ
group performed a smaller distance in top zone only when compared to the BE
group (g= 4,118, Fig. 4A). Groups did not differ in the number of entries and the
time spent on top zone (Fig. 4B-C). Groups did not differ in the number of
entries, the time spent, and distance performed on middle zone. Nonetheless,
animas from BE+PTZ and EE+PTZ groups had a tendency to reduce the
number of entries into this zone, whereas this tendency was higher in the
BE+PTZ group (Fig. 4D-F). Animals from the BE+PTZ spent more time in this
zone when compared to BE group (g= 3,866) but not comparing to EE (g=
2,956) and EE+PTZ (g= 1,812) groups. The distance performed in this area by
EE group was higher when comparing to BE+PTZ (q= 4,547) group, not

differing from the BE (g= 2,706) and the EE+PTZ (g= 3,648) groups (Fig. 4G-I).

Social Preference Test

The total distance travelled did not differ between groups (Fig. 5). The number
of entries in the target zone and in the opposite zone were similar for every
groups (Fig 6A and B). Time exploring the opposite and the target zones did not

present difference among groups (Fig. 6C and D).

Black/White Test

The number of changes among white and black compartments was similar

between all groups Fig. 7A. The same occurred for the percentage of time spent
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into the white side Fig. 7B and the time spent in white compartment per entry

Fig. 7C.
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Discussion

The use of animals in research have been of great value in the development of
new drugs and alternative treatments in various areas of knowledge. Over the
years, the care of the health and welfare of animals has evolved significantly.
One of the actions taken to improve the quality of life of animals is the use of
enriched environments. In addition to improving the quality of life, environmental
enrichment is able to benefit brain structures and functions in different animal
models [24, 31]. In this study, we evaluate the effect of previous exposure to EE

in zebrafish that were subsequently subjected to the PTZ seizure model.

The present work shows an encouraging effect of EE over the seizure induced
by PTZ in zebrafish. Through the analysis of the seizure scores, we
demonstrated that in animals submitted to the EE for a week the seizure is less
severe in the last minutes of exposure to PTZ than for animals maintained in
barren environment. Furthermore, although the time to reach the seizure score
IV is equal for both groups, the time that animals from the group EE remains in
scores IV and V is lower than the BE group. Another important benefit
generated by EE was the decrease in frequency of seizure score IV and V. The
use of EE for zebrafish model is very recent and few is known about the brain
alterations induced by this intervention. Based in rodents results, the preventive
effect showed by EE exposed animals in PTZ induced seizure, may be related
to the brain alterations associated to it such as, neurogenesis, increase

synapse plasticity and dendritic spine density [5, 18, 34].

In the open tank test, animals subjected to EE traveled a higher distance than

BE+PTZ and EE+PTZ groups and presented a tendency to travel higher
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distances than BE animals. Moreover, animals from BE submitted to PTZ
induced seizure performed shorter distances in the top zone than control
animals and in the bottom zone when compared to EE group. Taken together,
these differences evidence an influence of EE over exploratory pattern in

zebrafish.

In the social preference test animals from BE+PTZ group tended to spent more
time in the opposite and less time in the target zones than BE animals. Enriched
environment exposed animals, subjected or not to PTZ-induced seizures, have
means of time in the opposite and target zones very similar to BE animals,

suggesting that the influence of EE is greater than the seizure induction.

For the black/white test, the behavioural results were similar among all groups,
showing that the anxiety-like behaviour was not altered by PTZ seizure
induction neither by the exposure to EE. This result was expected once other
works a did not find a relation between the seizure induction and alterations in

anxiety-like behavior [8].

In our work, EE markedly reduced the seizure severity induced by PTZ,
however the changes over zebrafish response in behavioral tests was less
pronounced. Although behavioral alterations were discrete when compared to
changes in seizure pattern, it does not mean that the EE does not lead to
cognitive benefits in zebrafish. The use of different behavioral tests could reveal
changes that have not been identified by the tests that we used. Performing the
behavioral testing at different times after the seizure induction may also find

differences that were not detected at the time that we assessed. In conclusion,
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we showed that EE is a strategy that exibits a great potential over PTZ seizure
and that may be effective over other insults to central nervous system in

zebrafish model.



69

References:

[1] A.P. Aldenkamp, N. Bodde, Behaviour, cognition and epilepsy, Acta
neurologica Scandinavica. Supplementum 182 (2005) 19-25.

[2] C. Bezzina, L. Verret, H. Halley, L. Dahan, C. Rampon, Environmental
enrichment does not influence hypersynchronous network activity in the Tg2576
mouse model of Alzheimer's disease, Frontiers in aging neuroscience 7 (2015)
178.

[3] A.M. Birch, N.B. McGarry, A.M. Kelly, Short-term environmental
enrichment, in the absence of exercise, improves memory, and increases NGF
concentration, early neuronal survival, and synaptogenesis in the dentate gyrus
in a time-dependent manner, Hippocampus 23 (2013) 437-450.

[4] J.C. Brenes, M. Lackinger, G.U. Hoglinger, G. Schratt, R.K. Schwarting,
M. Wohr, Differential effects of social and physical environmental enrichment on
brain plasticity, cognition, and ultrasonic communication in rats, J Comp Neurol
(2015).

[5] E.L. Burrows, A.J. Hannan, Cognitive endophenotypes, gene-
environment interactions and experience-dependent plasticity in animal models
of schizophrenia, Biological psychology (2015).

[6] E.L. Burrows, C.E. McOmish, L.S. Buret, M. Van den Buuse, A.J.
Hannan, Environmental Enrichment Ameliorates Behavioral Impairments
Modeling Schizophrenia in Mice Lacking Metabotropic Glutamate Receptor 5,
Neuropsychopharmacology : official publication of the American College of
Neuropsychopharmacology 40 (2015) 1947-1956.

[7] S.D. Cordova, T.G. Dos Santos, D.L. de Oliveira, Water column depth
and light intensity modulate the zebrafish preference response in the
black/white test, Neurosci Lett 619 (2016) 131-136.

[8] S.D. Cordova, C.M. Loss, D.L. de Oliveira, Low-intensity physical training
recovers object recognition memory impairment in rats after early-life induced
Status epilepticus, Int J Dev Neurosci 31 (2013) 196-201.

[9] D.A. Costa, J.R. Cracchiolo, A.D. Bachstetter, T.F. Hughes, K.R. Bales,
S.M. Paul, R.F. Mervis, G.W. Arendash, H. Potter, Enrichment improves



70

cognition in AD mice by amyloid-related and unrelated mechanisms, Neurobiol
Aging 28 (2007) 831-844.

[10] C. Elger, D. Schmidt, Modern management of epilepsy: a practical
approach., Epilepsy Behav 12 (2008) 501-539.

[11] R.P. Fares, A. Belmeguenai, P.E. Sanchez, H.Y. Kouchi, J. Bodennec, A.
Morales, B. Georges, C. Bonnet, S. Bouvard, R.S. Sloviter, L. Bezin,
Standardized environmental enrichment supports enhanced brain plasticity in
healthy rats and prevents cognitive impairment in epileptic rats, PLoS One 8
(2013) e53888.

[12) M.R. Favre, D. La Mendola, J. Meystre, D. Christodoulou, M.J.
Cochrane, H. Markram, K. Markram, Predictable enriched environment prevents
development of hyper-emotionality in the VPA rat model of autism, Frontiers in
neuroscience 9 (2015) 127.

[13] R.S. Fisher, W. van Emde Boas, W. Blume, C. Elger, P. Genton, P. Lee,
J. Engel, Jr., Epileptic seizures and epilepsy: definitions proposed by the
International League Against Epilepsy (ILAE) and the International Bureau for
Epilepsy (IBE), Epilepsia 46 (2005) 470-472.

[14] A. Griffin, C. Krasniak, S.C. Baraban, Advancing epilepsy treatment
through personalized genetic zebrafish models, Prog Brain Res 226 (2016) 195-
207.

[15] C. Grinan-Ferre, D. Perez-Caceres, S.M. Gutierrez-Zetina, A. Camins, V.
Palomera-Avalos, D. Ortuno-Sahagun, M.T. Rodrigo, M. Pallas, Environmental
Enrichment Improves Behavior, Cognition, and Brain Functional Markers in
Young Senescence-Accelerated Prone Mice (SAMP8), Molecular neurobiology
(2015).

[16] A.J. Grippo, E. Ihm, J. Wardwell, N. McNeal, M.A. Scotti, D.A. Moenk,
D.L. Chandler, M.A. LaRocca, K. Preihs, The effects of environmental
enrichment on depressive and anxiety-relevant behaviors in socially isolated
prairie voles, Psychosomatic medicine 76 (2014) 277-284.

[17] L. Grossman, E. Utterback, A. Stewart, S. Gaikwad, K.M. Chung, C.
Suciu, K. Wong, M. Elegante, S. Elkhayat, J. Tan, T. Gilder, N. Wu, J. Dileo, J.
Cachat, A.V. Kalueff, Characterization of behavioral and endocrine effects of
LSD on zebrafish, Behav Brain Res 214 (2010) 277-284.



71

[18] A.J. Hannan, Environmental enrichment and brain repair: harnessing the
therapeutic effects of cognitive stimulation and physical activity to enhance
experience-dependent plasticity, Neuropathology and applied neurobiology 40
(2014) 13-25.

[19] W.A. Hauser, The prevalence and incidence of convulsive disorders in
children, Epilepsia 35 Suppl 2 (1994) S1-6.

[20] G. Laviola, A.J. Hannan, S. Macri, M. Solinas, M. Jaber, Effects of
enriched environment on animal models of neurodegenerative diseases and
psychiatric disorders, Neurobiol Dis 31 (2008) 159-168.

[21] R. Manuel, M. Gorissen, M. Stokkermans, J. Zethof, L.O. Ebbesson, H.
van de Vis, G. Flik, R. van den Bos, The effects of environmental enrichment
and age-related differences on inhibitory avoidance in zebrafish (Danio rerio
Hamilton), Zebrafish 12 (2015) 152-165.

[22] P. Mesa-Gresa, A. Perez-Martinez, R. Redolat, Environmental
Enrichment Improves Novel Object Recognition and Enhances Agonistic
Behavior in Male Mice, Aggressive behavior (2013).

[23] B.H. Mussulini, C.E. Leite, K.C. Zenki, L. Moro, S. Baggio, E.P. Rico,
D.B. Rosemberg, R.D. Dias, T.M. Souza, M.E. Calcagnotto, M.M. Campos,
A.M. Battastini, D.L. de Oliveira, Seizures induced by pentylenetetrazole in the
adult zebrafish: a detailed behavioral characterization, PLoS One 8 (2013)
e54515.

[24] J. Nithianantharajah, A.J. Hannan, Enriched environments, experience-
dependent plasticity and disorders of the nervous system, Nat Rev Neurosci 7
(2006) 697-709.

[25] T.Y. Pang, A.J. Hannan, Enhancement of cognitive function in models of
brain disease through environmental enrichment and physical activity,
Neuropharmacology 64 (2013) 515-528.

[26] L. Polito, A. Chierchia, M. Tunesi, |I. Bouybayoune, P.G. Kehoe, D.
Albani, G. Forloni, Environmental enrichment lessens cognitive decline in
APP23 mice without affecting brain sirtuin expression, J Alzheimers Dis 42
(2014) 851-864.

[27] R. Quintas, A. Raggi, A.M. Giovannetti, M. Pagani, C. Sabariego, A.
Cieza, M. Leonardi, Psychosocial difficulties in people with epilepsy: a



12

systematic review of literature from 2005 until 2010, Epilepsy Behav 25 (2012)
60-67.

[28] D. Ragu Varman, K.E. Rajan, Environmental Enrichment Reduces
Anxiety by Differentially Activating Serotonergic and Neuropeptide Y (NPY)-
Ergic System in Indian Field Mouse (Mus booduga): An Animal Model of Post-
Traumatic Stress Disorder, PLoS One 10 (2015) e0127945.

[29] J.J. Rojas, B.F. Deniz, P.M. Miguel, R. Diaz, E. Hermel Edo, M. Achaval,
C.A. Netto, L.O. Pereira, Effects of daily environmental enrichment on behavior
and dendritic spine density in hippocampus following neonatal hypoxia-ischemia
in the rat, Exp Neurol 241 (2013) 25-33.

[30] D.B. Rosemberg, E.P. Rico, B.H. Mussulini, A.L. Piato, M.E. Calcagnotto,
C.D. Bonan, R.D. Dias, R.E. Blaser, D.O. Souza, D.L. de Oliveira, Differences
in spatio-temporal behavior of zebrafish in the open tank paradigm after a short-
period confinement into dark and bright environments., PLoS One 6 (2011)
e19397.

[31] A. Sale, N. Berardi, L. Maffei, Enrich the environment to empower the
brain, Trends Neurosci 32 (2009) 233-239.

[32] D. Schmidt, Drug treatment of epilepsy: options and limitations, Epilepsy
Behav 15 (2009) 56-65.

[33] P. Schroeder, S. Jones, I.S. Young, L.U. Sneddon, What do zebrafish
want? Impact of social grouping, dominance and gender on preference for
enrichment, Laboratory animals 48 (2014) 328-337.

[34] F. Simao, J.A. Porto, M.L. Nunes, Effects of enriched environment in
spatial learning and memory of immature rats submitted to early undernourish
and seizures, Int J Dev Neurosci 30 (2012) 363-367.

[35] K. von Krogh, C. Sorensen, G.E. Nilsson, O. Overli, Forebrain cell
proliferation, behavior, and physiology of zebrafish, Danio rerio, kept in enriched
or barren environments, Physiol Behav 101 (2010) 32-39.

[36] M. Zerwas, S. Trouche, K. Richetin, T. Escude, H. Halley, R. Gerardy-
Schahn, L. Verret, C. Rampon, Environmental enrichment rescues memory in
mice deficient for the polysialytransferase ST8SialV, Brain structure & function
(2015).



73

Figure 1
(A) _ _ . .
Seizure Intensity (0 - 150 s) Seizure Intensity (150 - 300 s)
400 800+
3004
—_
Q T
> 200
<
1004
04
Standard Enriched Standard Enriched
(C) Seizure Intensity (300 - 900 s) (D) Seizure Intensity (900 - 1080 s)
2500 800+
2000 o— — aiod -1
© 1500 o
=] S 400+
< 1000 <
500 200
[} 0-
Standard Enriched Standard Enriched

(E) Seizure Intensity (1080 - 1200 s)

5004
4004 *
——
© 3004
>
< 200+
100+
04
Standard Enriched

Figure 1

PTZ-induced seizure intensity in animals maintained in standard condition

or environmental enrichment for 7 days. * indicates p<0.05; N=9.
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Figure 2

Time and frequency of manifestation of scores IV and V during PTZ-induced
seizure in animals maintained in standard condition or environmental enrichment (7

days). * indicates p<0.05; N=9.
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Figure 3

(A) Total distance travelled

Fk *
= L = CTL
= PTZ
E 10-
Q T
2
< T
B 5l
a
0-
BE EE
(B) Mean speed
0.05-
5 & s CTL
0.04 - /| PT1Z
w
£ 0.034
o -
$ 0.024
Q.
(2]
0.01
0.00-
BE EE
(C) Immobile Time
360+
Em CTL
3004 /| PTZ
— 240
9.
Q -
2 180 T T
F 120
so-j i
0-

Figure 3

Endpoints of total distance travelled, mean speed and time immobile in open tank for animals
subjected to PTZ-induced seizure, maintained in standard condition or environmental enrichment (7

days). * indicates p<0.05; N=9.
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Effects of PTZ-induced seizure and environmental enrichment (7 days) over the number of

entries, time spent and distance travelled in the bottom, middle and top zone of open tank. *

indicates p<0.05; N=9.



77

Figure 5
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Figure 5

Distance performed by animals subjected to PTZ-induced seizure and maintained in standard

condition or environmental enrichment (7 days) in social preference task. N=9.
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Figure 6
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Figure 6

Number of entries and time spent in target and opposite sides of social preference tank by
animals subjected to PTZ-induced seizure and maintained in standard condition or

environmental enrichment (7 days). N=9.
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Figure 7

Total number of changes between compartments, time in the white compartment and time per
entry in white compartment in animals subjected to PTZ-induced seizure and maintained in

standard condition or environmental enrichment (7 days). N=9.

Figure 7
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IV. Discussao

O interesse pela utilizacdo do peixe zebra como modelo animal tem
crescido de maneira significativa nos ultimos anos nas mais diversas areas do
conhecimento. Este interesse se deve a um conjunto de fatores, que envolvem
0 baixo custo de criacdo e manutencao, possibilidade de trabalhar com animais
modificados geneticamente e a testagem em larga escala de farmacos (KARI;
RODECK; DICKER, 2007). Ao longo das dultimas décadas, junto com o
crescente numero de trabalhos utilizando o peixe zebra, aumentou de forma
significativa o numero de testes comportamentais disponivel para este modelo
(AHMAD et al., 2012; BLASER et al., 2010; CACHAT et al., 2010; MATHUR,;
LAU; GUO, 2011; MAXIMINO; DE BRITO; et al., 2010; ROSEMBERG et al.,
2011). No entanto, o padrao comportamental e as preferéncias/aversbes do
peixe zebra em situacdes padrdo ainda necessitam ser investigados. Embora
existam outros testes que visem avaliar a ansiedade em peixe zebra, o teste
mais utilizado para medir os niveis de ansiedade € o teste de claro/escuro
(BLASER et al., 2010; CHAMPAGNE et al., 2010; MAXIMINO; MARQUES DE
BRITO; et al., 2010; SERRA et al., 1999; WANG et al., 2014). Este teste foi
inicialmente proposto como adaptacdo do teste, com 0 mesmo nome,
estabelecido para roedores (MAXIMINO; MARQUES DE BRITO; et al., 2010).
A premissa desse teste € baseada no conflito que os animais vivenciam,
quando expostos a um novo aparato, entre ficar em um ambiente considerado
mais seguro, ou explorar o aparato como um todo. Em peixe zebra, o teste
consiste em um aquario com um compartimento escuro (preto, coberto ou nao)

e um compartimento claro (branco ou transparente) e o tempo de permanéncia
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em cada um dos compartimentos é registrado. Os dados observados na
literatura ndo demonstram de maneira definitiva se o peixe zebra prefere
permanecer no compartimento escuro ou no claro ou ainda, ndo apresenta
preferéncia por nenhum dos lados (BLASER et al., 2010; CHAMPAGNE et al.,
2010; MAXIMINO; DE BRITO; et al.,, 2010; SERRA et al.,, 1999). Estas
diferencas podem estar relacionadas a diversos fatores, como: diferenca na
intensidade luminosa, manipulacdo dos animais, volume de agua, etc. Para
verificar possiveis fatores que estivessem influenciando na resposta do peixe
zebra ao claro-escuro e que dificultassem ou impedissem a replicacdo dos
resultados, decidimos investigar a influéncia da intensidade luminosa e da
altura da coluna d’agua sobre a preferéncia dos animais no teste de
claro/escuro. Nossos resultados demonstraram que estes dois fatores
influenciam fortemente o tempo de permanéncia do peixe zebra no
compartimento escuro ou claro. Estes resultados foram de fundamental
importancia para a realizacdo do capitulo Il, uma vez que no segundo capitulo
tinhamos como objetivo avaliar os efeitos da crise induzida por PTZ sobre o

comportamento do peixe zebra, aincluido o comportamento tipo ansiedade.

Os primeiros resultados apresentados no capitulo | sdo referentes a
influéncia da altura da coluna de agua sobre a preferéncia e foram obtidos
utilizando um aquario medindo 30 cm x 15 cm x 10 cm (comprimento x altura x
largura) com metade do aquario sendo preto e a outra metade branco. A
iluminacdo utilizada provinha das lampadas fixas no teto da sala. Esse
experimento demonstrou que a utilizacdo de uma altura de coluna de agua

igual a 8 cm ndo gera um conflito capaz de induzir diferenca no tempo
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despendido em cada compartimento. Utilizando as mesmas configuracoes,
apenas diminuindo a coluna de agua para 4 cm, 0S animais passaram a
permanecer mais tempo no compartimento preto. O maior tempo gasto no
compartimento preto pode indicar uma preferéncia pelo compartimento preto ou
mesmo uma avers&o ao compartimento branco. E plausivel, que este resultado
esteja relacionado com a preferéncia do peixe zebra em nadar afastado da
superficie. Segundo BLASER; GOLDSTEINHOLM (2012), o peixe zebra passa
mais tempo em um compartimento profundo do que em um compartimento raso
de um aquario quando é oferecido aos animais a possibilidade de optar por
nadar em maiores profundidades. Na natureza, este comportamento €
importante para evitar o ataque de predadores aéreos, enguanto em
laboratorio, sempre que 0s animais necessitam ser manipulados, a captura €
realizada por redes que sado introduzidas no aquario de cima para baixo,
também estimulando este comportamento (AHMED; SEGUIN; GERLAI, 2011).
Nossos primeiros resultados também sugerem que, para o compartimento
branco ser utilizado como o estimulo aversivo do teste, é condicionante a
utilizacado de uma coluna de agua reduzida. Essa hipotese € plausivel pelo fato
de que os animais passaram menos tempo no compartimento branco somente
quando a altura do nivel de agua foi ajustada para 4 cm (e ndo quando a
coluna foi de 8 cm de altura). O trabalho de FRISCH; ANDERSON (2000),
utilizando outra espécie de peixe (truta coral) demonstrou que 0s niveis de
cortisol, lactato, glicose, hemoglobina e hematécrito circulantes séo alterados
guando 0s animais sdo exposto a um baixo volume de agua. Visto que o

cortisol € um hormdnio envolvido diretamente na geracdo de comportamentos
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tipo ansiedade, as alteracdes induzidas pela baixa coluna de 4gua podem estar

relacionadas ao aumento dos niveis circulantes de cortisol.

Utilizando um gradiente de profundidade gerado por um piso inclinado,
reforcamos novamente a relevancia da altura da coluna de &agua sobre a
preferéncia do peixe zebra. Este parametro foi avaliado utilizando duas
configuragbes: em uma o ché&o inclinado proporcionava uma profundidade de 4
cm do lado profundo e 2 cm do lado raso e na outra 8 cm do lado profundo e 4
cm do lado raso. Com este experimento, evidenciamos a influéncia do
gradiente de profundidade, sendo que 0s animais passam mais tempo no
compartimento profundo quando este possui as paredes pretas. Quando o lado
branco foi configurado para ser o mais profundo os animais passaram tempos
similares em cada um dos compartimentos, além de realizar um maior nimero
de trocas entre os compartimentos. Este dado nos permite hipotetizar que os
animais enfrentam um dilema no qual precisam optar: permanecer no lado
escuro (escototaxia) ou permanecer no lado que possui a maior coluna de
agua. Para observar exclusivamente o efeito gerado pelo plano inclinado, os
animais foram expostos em um aquario transparente (nas duas configuracdes
de altura do nivel de agua), excluindo o contexto gerado pela utilizacdo de um
compartimento preto e outro branco. No aquario transparente, 0s animais
despenderam uma maior parte do tempo total do teste no compartimento
profundo, reforcando os dados que indicam que a altura da coluna da agua é
determinante na preferéncia do peixe zebra. Somados ao resultado do
experimento anterior, em que 0s animais apresentam preferéncia pelo lado

escuro somente na profundidade de 4 cm, os dados obtidos neste experimento
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reforcam a nocdo de que o compartimento branco somente se constitui em um
estimulo aversivo quando somado a um estimulo aversivo adicional (baixa
coluna d’agua), passando entdo a gerar uma resposta indicativa de

medo/ansiedade em peixe zebra.

Outro importante resultado que obtivemos no entendimento dos
parametros que podem estar gerando dados conflitantes da literatura e que,
possivelmente, ndo permitem a replicabilidade dos resultados em alguns casos,
esta relacionado a influéncia da iluminagéo sobre a preferéncia do peixe zebra
entre um compartimento claro e outro escuro. Para este experimento foi
utilizada unicamente a profundidade de 4 cm de 4gua, em um aquario com as
mesmas configuragbes do aquario utilizado no primeiro experimento e com

diferentes configuragdes luminosas.

Inicialmente, supUnhamos que 0s animais apresentariam uma clara
preferéncia pelo compartimento preto, imaginando que, na natureza, ambientes
menos iluminados dificultam a acédo de predadores. Apesar disso, quando
expostos a condi¢do luminosa de 200 lux em ambos os compartimentos, 0s
animais passaram tempos similares em cada um dos compartimentos. Da
mesma forma, quando a intensidade luminosa foi ajustada para 100 lux em um
compartimento e 200 lux no outro (tanto quando o lado claro era o branco
quanto quando o lado claro era o preto), os animais ndo apresentaram
preferéncia por nenhum dos lados do aquério. Baseados na nossa hipotese
inicial, o resultado mais surpreendente foi obtido quando os animais foram
expostos a uma iluminagéo constante de 100 lux no centro de cada um dos

compartimentos. Nesta condicdo, 0s animais permaneceram mais tempo no
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compartimento branco do que no preto invertendo a preferéncia observada no
primeiro experimento que realizamos. Este resultado é intrigante pelo fato de
gue guando os animais forma expostos no mesmo aquario e com a mesma
altura de coluna de agua (4 cm) os animais passaram mais tempo no
compartimento preto, sendo que a Unica variavel foi a diferenca de 30 lux (no
primeiro experimento a iluminacéo utilizada foi a da sala que proporciona 70 lux
no centro de cada compartimento). Até o presente momento, este é o primeiro
trabalho que demonstra que uma pequena variacdo na intensidade luminosa é
capaz de inverter a preferéncia do peixe zebra entre um compartimento branco
e outro preto. Em um trabalho investigando a preferéncia do peixe zebra por
ambientes mais ou menos iluminados, BLASER; PENALOSA (2011) também
observaram alteracdo na preferéncia do peixe zebra, mas com diferencas de
luminosidade muito maiores entre um compartimento e o outro do que as
utilizadas no nosso teste. Ja foi demonstrado que o peixe zebra possui uma
densidade de fotorreceptores aumentada quando comparada com a densidade
observada em seres humanos ou mesmo com outros modelos animais
(NAWROCKI et al., 1985). Esta evidéncia suporta a hipétese de que a sua
capacidade de identificar pequenas variagcdes na intensidade luminosa possa
estar gerando as diferencas observadas na preferéncia pelo compartimento
branco e preto, nos mesmo aquario, com a mesma profundidade de agua

(4cm) e com a Unica variavel sendo a intensidade luminosa.

No capitulo Il verificamos a influéncia do EA em animais que foram
posteriormente submetidos ao modelo de crises induzidas por PTZ. A

padronizacdo do teste de claro/escuro realizada no Capitulo | foi fundamental
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para a execucdo do Capitulo Il, possibilitando a investigacdo da resposta de
ansiedade do peixe zebra submetido as intervencdes realizadas. A utilizacéo
de animais de laboratdrio tem um papel fundamental no desenvolvimento de
novos farmacos e de tratamentos alternativos para as mais variadas areas do
conhecimento. O peixe zebra apresentou um crescente interesse nos ultimos
anos nas mais diversas areas, por permitir a testagem em larga escala, sem a
necessidade de grandes quantidades de farmacos e requerendo um menor
espaco para manutencdo quando comparado com modelos de roedores. Assim
como a utilizacdo do peixe zebra, a preocupacdo com o bem-estar animal e
com a sua qualidade de vida, tem aumentado consideravelmente ao longo dos
altimos anos. Estes cuidados, que garantem uma melhora na qualidade de vida
dos animais, também aumentam a relevancia dos resultados obtido na
pesquisa, uma vez gue animais sadios fisica e psicologicamente, garantem
resultados mais fidedignos quanto ao objeto de estudo (modelos de doencas
estudado e efeitos do tratamento), apresentando uma menor influéncia de
agentes interferentes. Uma importante ferramenta que vem sendo utilizada
para garantir uma melhor qualidade de vida dos animais é a intervencdo com
EA. A utilizagdo do EA permite aos animais o desenvolvimento de um
repertério comportamental maior, possibilitando comportamentos mais
préximos daqueles observados na natureza. Em peixe zebra, o enriquecimento
€ geralmente gerado utilizando pedras de rio para forrar o fundo do aquario e
plantas ornamentais sintéticas que imitam a vegetacdo observada na natureza
(SCHROEDER et al., 2014; SPENCE et al., 2011; VON KROGH et al., 2010).
Estes ornamentos permitem que 0s animais se escondam, depositem 0s ovos

sobre as folhas da vegetagdo e procurem por alimento entre as pedras e as



88

folhas das plantas. Ja foi demonstrado que o peixe zebra prefere ambientes
com maior complexidade, contendo plantas e pedras no fundo, do que aquarios
sem estimulos (SCHROEDER et al., 2014), indicando que o EA utilizado para
este modelo pode aumentar o bem-esta dos animais. Esta estratégia, além de
melhorar a qualidade de vida dos animais, tem se mostrado capaz de
beneficiar as estruturas e funcdes cerebrais em diferentes modelos animais
com ou sem a inducdo de modelos que gerem danos (ILIN; RICHTER-LEVIN,
2009; NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; PEREIRA et al., 2007; SALE

et al., 2009).

A avaliagdo do padrdo de crises dos animais apresentou resultados
encorajadores para a utilizacdo do EA quando comparado aos animais
mantidos em aquarios padrdo (sem estimulos). No primeiro resultado
observado, apesar de o tempo necessario para atingir os estagios IV e V da
crise ndo diferir entre os dois grupos, os animais mantidos em EA por uma
semana passaram menos tempo nestes estagios. Esta prevencao foi também
observada na frequéncia das crises estagios IV e V, os animais do grupo EA
apresentaram um numero menor de ocorréncias destes estagios quando
comparado com os animais do grupo controle. Pelo fato de poucos estudos
terem sido realizados com foco no EA para peixe zebra, 0os mecanismos
envolvidos nos resultados observados durante as crises induzidas por PTZ néo
estdo bem estabelecidos. No entanto, os resultados obtidos em outros modelos
animais submetidos ao EA, permitem levantar a hipdtese de que a
neurogénese, o aumento da plasticidade sinaptica e da densidade sinaptica

podem estar relacionados com os beneficios observados (BURROWS;
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HANNAN, 2015; HANNAN, 2014; SIMAO et al., 2012). A prevencédo
observada na crise induzida por PTZ, gerada pela exposicdo ao EA, fornece
um importante estimulo para a utilizacdo de estratégias que gerem alteracfes
na anatomia e na fisiologia cerebral em humanos. E sabido que os periodos
mais criticos para o desenvolvimento de crises epilépticas e de epilepsia séo
durante os primeiros anos de vida, diminuindo durante a adolescéncia e a fase
adulta e voltando a aumentar apds a sexta década de vida (SIDENVALL, R et
al., 1993; STEPHEN; BRODIE, 2000). Baseados nos primeiros resultados do
segundo capitulo, sugerimos que fatores que levem a alteracbes cerebrais
semelhantes as observadas em animais exposto ao EA (aumento da
neurogénese, do tamanho das sinapses, do nimero de conexdes sinapticas e
dos niveis de fatores tréficos no SNC) podem auxiliar na prevencao do

surgimento das crises epilépticas.

No intuito de verificar se 0 modelo de crises induzidas por PTZ e a
manutencdo do aquéario com EA induzem altera¢des no perfil exploratério do
peixe zebra, realizamos o teste de open tank. Neste teste, os animais do grupo
EA percorreram uma distancia total maior do que os animais do grupo controle
que foram submetidos ao modelo de crises induzidas por PTZ e do que os
animais do grupo EA com crises induzidas por PTZ. Além disso, a distancia
percorrida pelos animais do grupo EA teve uma tendéncia de ser maior do que
a percorrida pelo grupo controle. Estes resultados indicam que a intervencéo
com o EA eleva os niveis de locomocéo do peixe zebra e que a crise induzida
por PTZ reverte este aumento. Os animais do grupo padrdo com crises

induzidas por PTZ percorreram menores distancias no topo e permaneceram
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mais tempo no fundo do aquario do que os animais do grupo controle. A
intervencdo com EA foi capaz de prevenir estas alteragbes, uma vez que o
animais do grupo EA com crises induzidas por PTZ ndo apresentaram
diferencas nestes parametros quando comparados com o grupo controle. Além
disso, os animais controle com crises induzidas por PTZ percorrerem menores
distancias no fundo do aquario quando comparados aos animais do grupo AE.
Nossos resultados demonstraram que o EA influencia o padrao exploratério do
peixe zebra quando testado no open tank, levando a um aumento da
locomocédo. Além disso, a crise induzida por PTZ diminui a distancia percorrida
no topo do aquario em animais controle, sendo que o EA se mostrou efetivo em
prevenir esta diminuicdo. A diminuicdo da locomocéao para os animais controle
apos a exposicdo ao PTZ era esperada, uma vez que este parametro ja se
mostrou alterado em trabalhos prévios (WONG et al., 2010). Embora nao esteja
claro o mecanismo que leva os animais do grupo EA a percorrer maiores
distancias, fatores como aumento do interesse por explorar ambientes novos,
alteracbes nos niveis de estresse e diminuicdo da inibicdo podem ser
determinantes nesta resposta (CHAPILLON et al, 1999; MAXIMINO;
MARQUES DE BRITO; et al., 2010; ROY et al., 2001; VON KROGH et al.,

2010).

O peixe zebra € uma espécie que vive em cardume e sempre que
possivel, tende a permanecer mais tempo proximo a outros animais da sua
espécie. Esse comportamento assegura algumas vantagens que auxiliam na
manutencdo da vida do individuo e da espécie. Entre estas vantagens

podemos citar a diminuigéo do risco de ataques de predadores, o facil acesso a
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parceiros para reproducdo, e a troca de informacdes entre os individuos do
grupo. Desta forma, animais que apresentem alteracbes no comportamento de
interacdo social podem ter sua sobrevivéncia comprometida. Para verificar a
capacidade de interacdo dos animais com crises induzidas por PTZ, em nosso
trabalho realizamos o teste de preferéncia social. Neste teste sdo colocados
dois aquarios, em laterais opostas ao aquario em que o animal sera testado.
Os dois aquarios laterais sdo preenchidos com o mesmo nivel de agua que o
aguario de teste. Em um dos aquarios ndo € colocado qualquer estimulo,
enquanto no aquario oposto € colocado um animal com o peso e tamanho
aproximado do animal a ser testado. Em condicdes normais 0s animais
despendem a permanecer um tempo significativamente maior proximo ao
aguario que contém o animal que serve como estimulo para interacdo, quase
nao explorando o lado oposto (contendo o aquario vazio). Neste teste, néo
foram observadas alteracGes estatisticamente significativas no tempo de
interacdo com o animal co-especifico. Apesar disso, 0s animais do grupo que
sofreu a com crises induzidas por PTZ apresentaram uma tendéncia a
permanecer mais tempo no lado oposto do co-especifico, indicando que a
interacdo social dos animais deste grupo pode estar alterada, embora o teste
utilizado nao tenha apresentado sensibilidade suficiente para detectar. Devido
ao fato de os estudos comportamentais com o peixe zebra serem bastante
recentes quando comparado com os estudos envolvendo roedores, ainda nao
existe uma grande variedade de testes, capazes de avaliar de diferentes
formas e com niveis de sensibilidades diferentes. A criagdo de novos testes,

que tenham como foco o estudo da interagdo social do peixe zebra podem
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identificar diferencas na interacdo social que ndo foram detectadas no presente

teste.

No intuito de investigar uma possivel alteracdo nos niveis de ansiedade
decorrente da inducéo de crises epilépticas, utilizamos o teste de claro/escuro.
Para este trabalho, foram utilizados os parametros que consideramos 0s mais
favoraveis e de facil reproducdo em diferentes laboratorios. Estes parametros
foram utilizados com base no capitulo | da presente tese, que teve como
objetivo aumentar a robustez do teste de claro/escuro. A altura da coluna
d’agua foi ajustada para 4 cm, com iluminagéo proveniente do teto da sala (70
lux) em um aquario de 30 cm x 10 cm x 15 cm (comprimento x largura X
profundidade) sendo constituido por uma metade branca e a outra preta. O
tratamento com PTZ néo interferiu no tempo de permanéncia nem no numero
de entradas no compartimento branco dos animais. Uma vez que a crise
induzida por PTZ leva a um aumento dos niveis de cortisol (WONG et al.,
2010), e esta alteracdo esta diretamente relacionado com um aumento do
comportamento tipo ansiedade, esperdvamos observar alteracdes neste
parametro. Assim como a crise induzida por PTZ, a exposicdo ao EA nao
induziu alteragbes nos niveis de ansiedade apresentados pelos animais
medidos no teste de claro escuro. Este dado estd de acordo com o que
esperavamos, uma vez que ja foi demonstrado que o EA néo leva a alteracéo
nos niveis de ansiedade de animais que nao sofreram outras intervencdes

(COLLYMORE; TOLWANI; RASMUSSEN, 2015).

Nesta tese demonstramos que a alteragdo no nivel da coluna de agua

do aquario e da intensidade luminosa podem explicar, a0 menos em parte, as
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diferencas na resposta do peixe zebra no teste de claro/escuro observadas na
literatura. Baseados em nossos resultados, propomos que o teste de
claro/escuro seja realizado com uma coluna de agua igual a 4 cm, com um
compartimento branco e um escuro e com iluminacdo de 70 lux no centro de
cada compartimento. A manutencdo do peixe zebra por 7 dias em EA gera
beneficios que amenizam a intensidade da crise induzida por PTZ. O
comportamento do peixe zebra néo foi alterado de maneira determinante pela
crise induzida por PTZ nos testes comportamentais utilizados na presente tese.
Uma vez que animais expostos a uma bateria de testes comportamentais
apresentam respostas diferentes dependendo da ordem em que cada teste &
realizado (ARENDASH; KING, 2002; LAD et al., 2010), em futuros trabalhos,
uma sequencia diferente de exposi¢cado aos testes ou mesmo a exposicao a um
anico teste poderiam apresentar resultados distintos dos observados nesta

tese.
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V. CONCLUSOES

Os resultados da presente tese permitem concluir que:

1. Quando expostos a um aquario contendo um compartimento preto e um
compartimento branco, os animais apresentam preferéncia pelo lado
preto somente diante de colunas de agua reduzidas, passando tempo
similar um cada um dos compartimentos quando a coluna de agua é
igual a 8 cm de altura.

2. A utilizacdo de um plano inclinado no fundo do aquéario influencia de
forma determinante na resposta comportamental do peixe zebra. Os
animais passam mais tempo no lado profundo quando este é
configurado para ser o lado preto do aquéario e também no aquéario
transparente. Quando o lado branco foi configurado para ser o lado
profundo, os animais passaram um tempo similar em cada um dos
compartimentos.

3. A utilizagdo de um plano inclinado se mostrou determinante na resposta
do peixe zebra tanto com uma diferenca de 4 cm (lado profundo) e 2 cm
(lado raso), quanto quando foi utilizada uma diferenga de 8 cm (lado
profundo) e 4 cm (lado raso).

4. A intensidade luminosa utilizada para a realizacdo do teste de
claro/escuro € determinante na resposta do peixe zebra. Quando
testados em uma iluminagdo constante de 70 lux sobre o aquério (4 cm
de coluna de agua), os animais passaram mais tempo no compartimento
preto. Quando testados com 200 lux no centro de cada um dos

compartimentos ou com 100 lux no centro de um lado e 200 lux no
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centro do outro, os animais ndo apresentaram preferéncia por nenhum
dos compartimentos. Quando testados sob iluminacdo constante de 100
lux no centro de cada um dos compartimentos, 0os animais preferem
permanecer no compartimento branco.

5. A manutencado do peixe zebra por uma semana em um aquario com EA
gera uma protecado sobre a intensidade da crise epiléptica induzida por
PTZ.

6. O EA induz alteracdo no padrdo exploratorio do peixe zebra e previne
alteracdes induzidas no padréo locomotor de peixes que sofreram crises
induzidas por por PTZ.

7. A crise pelo modelo de PTZ tende a gerar alteracfes na interacéo social
do peixe zebra e a exposi¢do ao EA previne esta alteracao.

8. Os niveis de ansiedade do peixe zebra ndo sdo alterados pela crise
induzida por PTZ.

9. A exposicdo ao EA nado leva a alteragdo no comportamento tipo
ansiedade do peixe zebra.

10. A alteracdo no nivel da coluna de agua do aquario e da intensidade
luminosa geram alteracdos na resposta do peixe zebra no teste de
branco/preto. Um protocolo de EA com duracdo de 7 dias gera
beneficios que amenizam a intensidade da crise induzida por PTZ em
peixe zebra, seu efeito sobre a resposta comportamental necessita de

mais investigacoes.
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VI. PERSPECTIVAS

A presente tese apresenta resultados promissores do EA sobre a crise
induzida por PTZ deixando como perspectivas para a continuacdo deste

estudo:

1. Avaliar a neurogénese e a integracdo dos novos neurdnios a rede neural
apos a exposicao dos animais ao EA.

2. Verificar a influéncia do EA sobre a morte neuronal induzida pelo modelo
de crise induzida por PTZ.

3. Avaliar a resposta comportamental do peixe zebra em periodos maiores
apos a inducao da crise induzida por PTZ.

4. Verificar se a protecdo induzida pelo EA persiste mesmo apés a inducéo
de mais de uma crise induzida por PTZ.

5. Avaliar a memoaria dos animais submetidos a crises induzidas por PTZ
apo0s a exposi¢ao por uma semana em EA.

6. Avaliar os efeitos da exposicdo ao EA em periodos iniciais do
desenvolvimento em animais que serdo submetidos ao modelo de PTZ
na idade adulta.

7. Avaliar possiveis alteragbes nos niveis de fatores troficos no SNC de
peixes expostos ao EA.

8. Avaliar os niveis de cortisol dos peixes submetidos a crises induzidas

por PTZ, com e sem a influéncia do EA.
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