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O zebrafish (Danio rerio) ¢ um organismo modelo que vem sendo cada vez mais utilizado
em laboratorios, especialmente no estudo da biologia do desenvolvimento e da genética
(STEWART et al.; KALUEFF, 2014). Varias sao as vantagens de seu uso: seu desenvolvimento ¢
externo e seus embrides sdo transparentes, o que permite melhor visualizagao e analise visual de
processos da embriogénese (LIESCHKE et al., 2007). E possivel armazenar um grande nimero de
espécimes em um espaco relativamente pequeno, uma vez que os individuos adultos medem cerca
de apenas seis centimetros e que cada casal ¢ capaz de fecundar de 200 a 300 ovos por semana
(KALUEFF et al., 2014). Assim, a alta fecundidade, aliada a um répido ciclo de vida, facilitam os
mapeamentos genéticos (DOOLEY; ZON, 2000). Além disso, o genoma do animal apresenta cerca
de 70% de homologia com o genoma humano e seus genes exibem paralelo com 84% dos genes
que causam doencas em humanos (BASNET et al., 2017, GUNNARSSON et. al, 2008, HOWE et

al., 2013), justificando seu uso para o estudo de varias patologias que acometem o homem.

O aumento do uso do modelo zebrafish em pesquisas propiciou que muitas técnicas

experimentais fossem criadas ou adaptadas para tirar vantagem das carateristicas inerentes a esse



pequeno peixe. Uma dessas técnicas, relativamente nova, mas com grande potencial para uso no
zebrafish, ¢ a Laser Contrast Speckle Imaging (LCSI). No entanto, para que isso seja possivel ¢
preciso adapté-lo para o diminuto tamanho de uma larva de zebrafish que mede em torno de

0,5mm.

No LSCI, ao iluminar um tecido com uma luz coerente (como a do laser) ¢ formado no
detector um padrao de interferéncia, o chamado speckle. Basicamente, a técnica monitora
alteragdes espaciais e temporais no cérebro usando o fluxo sanguineo baseando-se nas mudancas
dindmicas na luz retroespalhada como resultado de sua interacdo com os glébulos vermelhos
(HEEMAN et al., 2019) (Exemplo de imagens Figuras 2 e 3). A partir de alteragdes no fluxo

sanguineo, pode-se fazer inferéncias acerca da atividade cerebral.

Figura 1- Padr3do de speckle formado a Figura 2 — Contraste de speckle calculado
partir da iluminacgdo do cértex cerebral de a partir de imagens da Figura 2. Figura
um rato. Figura retirada de (BOAS, 2010). retirada de (BOAS, 2010).

Essa técnica apresenta muitas vantagens e até agora nao ha conhecimento sobre sua
utilizacdo no peixe. E uma técnica relativamente simples e barata: os equipamentos permitem a
obten¢do de uma imagem com um campo amplo ¢ sem contato do fluxo sanguineo cerebral, sem
a necessidade de varredura. Além disso, os instrumentos utilizados no sistema sdo simples,
facilitando sua construcao e uso (BOAS; DUNN, 2010). Também, ¢ uma técnica que independe
de animais transgénicos, o que amplia a sua utilizacdo. O campo de visdo também pode sofrer
variacdo de escala sem perda da resolucdo espacial. Com a camera e analise corretas, a resolugao
temporal também ¢ adequada para capturar a dindmica do fluxo sanguineo cerebral. As
informacodes de perfusdo vém de areas maiores do que apenas a area de superficie uma vez que,

apesar das imagens serem de um plano focal 2D, o volume efetivo de interacao da luz ¢ muito



maior. O laser utiliza comprimentos de onda no vermelho e infravermelho proximos e, em ultima
analise, interage com a amostra de forma apenas reflexiva, maximizando a quantidade de luz
espalhada. Dessa forma, a deposicdo de energia no tecido € pequena, minimizando efeitos

fisiologicos adversos (KAZMI et al., 2015).

Entretanto, como toda técnica, esta também possui algumas limita¢des. Suas desvantagens
giram em torno da ambiguidade na especificidade espacial, o que pode gerar incertezas na
obtenc¢do das medidas absolutas do fluxo sanguineo cerebral, especialmente em regides cerebrais
mais profundas. Algumas calibragdes podem ser necessarias, € as analises sao auxiliadas pela
caracterizacdo detalhada da arquitetura vascular tridimensional da amostra. Além disso, muitas
vezes ocorrem artefatos devido ao movimento dos animais, mesmo em animais anestesiados, mas
que geralmente podem ser controlados ou corrigidos. (KAZMI et al., 2015). E importante lembrar
que essa técnica, diferentemente de muitas outras destinadas as analises funcionais, se propde a
apenas medir o fluxo sanguineo e, portanto, ¢ uma técnica mais simples que nao permite medir
aspectos especificos dos neurdnios (e.g. caracterizar popula¢des de neurdnios que utilizam um

determinado neurotransmissor), como as técnicas que utilizam o calcium imaging, por exemplo.

Por ser uma técnica simples e barata, e que minimiza efeitos colaterais na fisiologia do
animal, ela se apresenta como uma o6tima opc¢ao em estudos de perfusao. Ela permite investigar
diferentes aspectos de patologias, incluindo aqui, estudos em epilepsia, onde permitem verificar a
perfusao tecidual e mostrar o impacto de um evento no tecido examinado, como por areas cerebrais
afetadas durante e ap0s crises epilépticas. Dessa forma, o Laser Contrast Speckle Imaging (LSCI)
tem um potencial imenso para estudos funcionais do cérebro do zebrafish, podendo incrementar
os estudos que desenvolvemos relacionados as epilepsias, a triagem de novos compostos para
supressao de crises epilépticas e, também, abrir campo para investigagdes de outras doencas do
cérebro. Dessa forma, esse estudo procurou adaptar e implementar o LSCI como uma nova
ferramenta para estudos funcionais do cérebro do zebrafish e realizar estudos em animais induzidos

as crises epilépticas.

Inicialmente, realizamos a montagem de um setup experimental para obtencdao das
imagens. Para isso, apds varios testes, discutiu-se que uma possibilidade de sucesso seria a

constru¢do de uma camera a partir de uma webcam (Figura 3). Para os testes de materiais para a



imobilizacao dos animais, um outro ponto critico desse projeto, iniciamos com a técnica de agarose
1,2%, mesma concentragdo utilizada previamente no laboratério para realizagdo de
eletroencefalogramas (EEGs). A fim de gerar um padrao de luz espalhada foi desenvolvido uma
placa com LED emitindo luz na regido espectral do vermelho ou infravermelho. Em seguida, foi
construido um circuito contendo uma resisténcia em série com o LED, a fim de obter um valor de

corrente para o qual a intensidade da luz ndo saturasse o detector (camera) (Figura 3).

Figura 3 - (esquerda): Montagem experimental da camera desenvolvida a partir da webcam. Figura 2
(centro): imobilizagdo da larva (indicada pela seta) em solucéo de 1,2% de agarose. Figura 3 (direita):
circuito criado contendo uma resisténcia em série com a luz LED.

Ao final dos testes, obtivemos sucesso na montagem do setup, restando apenas alguns
ajustes finos de imagem para efetuar a analise. Contudo, a pandemia do COVID-19 for¢ou a parada
de todas as atividades de pesquisas ndo essenciais. No entanto, pretendemos concluir os estudos

funcionais usando o LCSI, tao logo nos seja possivel, pois acreditamos no potencial dessa técnica.

Discussao

O zebrafish ¢ um animal muito vantajoso para estudos experimentais que incluem as
técnicas de obtengdo de imagens, especialmente por sua transparéncia Optica durante parte de seu
desenvolvimento. Existem diversas técnicas, cada uma com seu propdsito, assim como um
conjunto proprio de vantagens e desvantagens. O conhecimento sobre aplicagdes, vantagens e
limitagdes de diferentes técnicas de imageamento funcional voltado para o modelo do zebrafish
permite nao somente a escolha da melhor técnica para o objetivo do estudo, mas também, a
combinacdo de técnicas que podem potencializar os dados obtidos (ABU-SINIYEH; AL-ZYOUD,
2020). A quarentena nao nos permitiu concluir os estudos funcionais usando o LCSI dimensionado
para o zebrafish (algo que pretenderemos fazer tao logo nos seja possivel), mas uma revisao tedrica

realizada sobre métodos de imageamento funcional do cérebro do zebrafish reforgou a hipotese de



que o LCSI surge como uma excelente alternativa para essa abordagem, e que sua implementacao
para os estudos que realizamos com modelos de epilepsia e de crises epilépticas induzidas serd um

ganho para nossas pesquisas.
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