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RESUMO
A epilepsia é caracterizada por crises epiléticas recorrentes e espontâneas com atividade do Sistema Nervoso Central. Dos 60% dos pacientes que não possuem etiologia conhecida, 30% são afetados por crises epilépticas refratárias. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito anticonvulsivante da chalcona (2E) -1 - (- 2-hidroxia-3,4,6-trimetoxifenil) -3- (3-nitrofenil) prop-2-en-1-ona contra peixe-zebra adulto. Após o pré-tratamento da chalcona em três doses diferentes, as doses (4 ou 40 mg/kg) atrasaram significativamente (p<0,0001 vs. Veículo) o Estágio I da convulsão em ZFa. Nos Estágios II e III, apenas a dose de 40 mg / kg da C 3-N atrasou significativamente (p<0,05 vs. veículo) a convulsão. Este efeito foi significativamente (p> 0,05) semelhante ao efeito de DZP (40 mg/kg; p<0,0001 vs. veículo). A chalcona teve um efeito anticonvulsivante na ZFa. Assim, pretende-se continuar os estudos para investigar os possíveis mecanismos de neuromodulação.

Palavras-chave: Efeito anticonvulsivante, Chalcona sintética, Zebrafish adulto.

ABSTRACT
Epilepsy is characterized by recurrent and spontaneous epileptic seizures with activity of the Central Nervous System. Of the 60% of patients who do not have a known etiology, 30% are affected by refractory epileptic seizures. The objective of this work was to investigate the anticonvulsant effect of chalcone (2E) -1 - (- 2-hydroxy-3,4,6-trimetoxifenil) -3- (3-nitrofenil) prop-2-en-1-ona against adult zebrafish. After pre-treatment of the chalcone in three different doses, the doses (4 or 40 mg / kg) significantly delayed (p <0.0001 vs. vehicle) stage I of the ZFa seizure. In stages II and III, only the dose of 40 mg / kg of C 3-N significantly delayed (p <0.05 vs. vehicle) the seizure. This effect was significantly (p> 0.05) similar to the effect of DZP (40 mg / kg; p <0.0001 vs. vehicle). The chalcone had an anticonvulsant effect on ZFa. Thus, it is intended to continue the studies to investigate the possible mechanisms of neuromodulation.
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INTRODUÇÃO

A epilepsia é uma das desordens mais frequente que afeta o Sistema Nervoso Central (SNC). É caracterizada por crises epilépticas recorrentes e espontâneas, com atividade no SNC, sendo esta de forma focal e delimitada, ou generalizada, afetando ambos hemisférios (SHORVON, 2011; MUSSULINI, 2016). Uma vez que 60% dos pacientes não possuem etiologia conhecida e que 30% são acometidos de crises epilépticas refratárias, a busca de novos fármacos é uma constante necessidade (XIAO et al., 2015). 
A neurofarmacologia dos flavonoides sugerem que eles têm potencial para tratamento de diversas condições neurológicas e mentais. As chalconas são precursores produzidos durante a via de biossíntese de flavonoides com potencial neurofarmacológico já relatado (DOVICH; LAJOLO, 2011;). 
O zebrafish (Danio rério) vem se destacando como um bom modelo para estudos de distúrbios do SNC, entre eles a epilepsia (MUSSULINI, et al. 2016). Diante disto, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito anticonvulsivante da chalcona (2E) -1-(-2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil) -3-(3-nitrofenil) prop-2-en-1-ona (C 3-N) frente ao zebrafish adulto.

MATERIAL E MÉTODOS
Amostra teste

Nesse trabalho foi utilizada como amostra teste uma chalcona sintetizada [(2E) -1-(-2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil) -3-(3-nitrofenil) prop-2-en-1-ona (C 3-N), Figura 1], doada gentilmente pelo Químico de Produtos Naturais Prof. Dr. Hélcio Silva dos Santos (UVA-Sobral-CE). 


Fig.1 - Estrutura química da chalcona (2E) -1-(-2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil) -3-(3-nitrofenil) prop-2-en-1-ona.

Animais e protocolo geral
Foram utilizados zebrafish (Danio rerio) adultos (ZFa), selvagens, ambos os sexos com idade de 60-90 dias, tamanhos de 3,5 ± 0,5 cm e peso 0,4 ± 0,1 g, obtidos da Agroquímica: Comércio de Produtos Veterinários LTDA, um fornecedor em Fortaleza (Ceará, Brasil). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética do Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceará (CEUA-UECE), sob protocolo nº 7210149/2016. No dia dos experimentos, os animais foram selecionados randomicamente, transferidos para uma esponja úmida, tratados com 20 µL de amostras testes ou controle (DMSO 3%), via intraperitoneal (i.p.), utilizando seringa de insulina (0,5 mL; UltraFine® BD) com uma agulha de calibre 30G. Em seguida foi acondicionado individualmente em beckers de vidro (250 mL) contendo 150 mL de água do aquário para repouso por 30 min (MAGALHÃES et al., 2017). 

Atividade anticonvulsivante
	Os animais (n=6/grupo) foram tratados com 20 µL via intraperitoneal com C 3-N (4 ou 20 ou 40 mg/kg) ou veículo (DMSO 3%; 20 µL) ou Diazepam (DZP; 40 mg/kg). Após 30 min dos tratamentos via intraperitoneal, os animais foram expostos, individualmente, a solução de pentilenotetrazol (PTZ; 7,5 mM). O comportamento do tipo convulsivo foi analisado por observadores treinados e as cegas, medido em segundos, e  classificado de acordo com os estágios: Estágio I – atividade de natação drasticamente aumentada; Estágio II – natação em redemoínhos; Estágio III – convulsões semelhantes a clonus, seguida de perda de postura, quando o animal cai para o lado e permanece imóbel por 1-3 s (SIEBEL et al., 2015). 

Análise estatística
	Os resultados foram expressos como valores da média ± erro padrão da média para cada grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de distribuição e homogeneidade dos dados, as diferenças entre os grupos foram submetidas à análise de variância (ANOVA unidirecional), seguido do teste de Tukey. Todas as análises foram realizadas com o software GraphPad Prism v. 6.0. O nível de significância estatística foi estabelecido em 5% (p<0,05).
RESULTADOS E DISCUSSÃO

	C 3-N (4 ou 40 mg/kg) retardaram, significantemente (p<0,0001 vs. Veículo), o estágio I da convulsão em ZFa. Tal efeito foi significantemente (p>0,05) semelhante ao efeito do DZP (40 mg/kg), Figura 1.















Figura 1. Efeito da C 3-N (chalcona sintética) sob ação do Estágio Convulsivante I induzido por PTZ em zebrafish (Danio rerio) adulto.  DZP – diazepam (Controle; 40 mg/kg; 20 µL; i.p.). ANOVA seguida do Teste Tukey (****p<0.0001 vs. Veículo; # # # #p< 0.0001 vs DZP).
	
Em relação aos estágios convulsivantes II (Figura 2A) e III (Figura 2B) induzidos por PTZ em zebrafish (Danio rerio) adulto, somente a dose de 40 mg/kg de C 3-N retardou significantemente (p<0,05 vs. Veículo) a convulsão. Tal efeito foi significantemente (p>0,05) semelhante ao efeito do DZP (40 mg/kg; p<0,0001 vs. Veículo).














Figura 2-  Efeito da C 3-N (chalcona sintética) sob os estágios convulsivantes II (A) e III (B) do PTZ em zebrafish (Danio rerio) adulto. Veículo (Controle; DMSO 3%). DZP – diazepam (Controle; 40 mg/kg; 20 µL; i.p.). ANOVA seguida do Teste Tukey (*p<0.05 e *p< 0.1 vs DMSO 3%; # # #p< 0.001;  # #p< 0.01 vs Diazepam).

[bookmark: OLE_LINK2]	 O efeito da maioria dos agentes antiepiléticos é melhorar a resposta ao neutransmissor inibitório GABA, facilitando a abertura dos canais de cloreto. Os receptores GABAA estão envolvidos na epilepsia e sua ativação direta corresponde a um efeito antiepilético. Já está bem documentado que convulsões induzidas por PTZ são produzidas devido à alteração do nível de GABA no cérebro (MAHENDRAN et al., 2014). Portanto, a C 3-N pode estar produzindo uma ação antiepilética aumentando o nível de GABA e isto está de acordo com os efeitos farmacológicos da classe dos benzodiazepínicos assim como o DZP, e destaca a relevância do potencial efeito antiepilético da chalcona C 3-N. 
Os mecanismos envolvidos no SNC afetado pela desordem epiléptica ainda não estão totalmente elucidados, mas sabe-se que há um desequilíbrio entre os principais sistemas de neurotransmissão excitatório (glutamatérgico) e inibitório (gabaérgico) (EYO et al., 2016). 
Diante disto, nossos resultados mostra uma possível ação neuroinibitória da C 3-N no SNC do ZFa após indução da convulsão com PTZ.  Esses resultados são considerados promissores, visto que uma série de chalconas sintetizadas por Beyhan et al. (2017) também tiveram ação anticonvulsivante utilizando testes de convulsão induzida por PTZ em camundongos, com dose de 50 mg/kg.

CONCLUSÃO

Os dados obtidos no presente trabalho mostraram que a chalcona sintética (2E) -1-(-2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil) -3-(3-nitrofenil) prop-2-en-1-ona possui importância farmacológica, pois apresentou efeito anticonvulsivante em ZFa. Dessa forma pretende-se dar continuidade aos estudos para investigarmos os possíveis mecanismos de neuromodulação. 
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