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RESUMO

SBORGI, SUSI MARA SOECKI. Avaliagao da atividade ansiolitica e do possivel
mecanismo de ag¢ao do acido ferulico em zebrafish. 56 f. 2018. Dissertagcao
(Mestrado em Ciéncias Biomédicas) — Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ponta
Grossa, 2018.

Os disturbios de ansiedade pertencem a um grupo de transtornos mentais onde os
pacientes apresentam medo e preocupagao excessivos. A prevaléncia dessa
patologia vem aumentando no decorrer dos anos e tende a aumentar ainda mais nos
proximos. Estudos afirmam que o estresse oxidativo é um processo fisiopatolégico
importante envolvido nesses transtornos, assim como a desregulamentagdo do
sistema gabaérgico. Dessa forma, a pesquisa de substéncias que possam reduzir
esses sintomas torna-se interessante, uma vez que os tratamentos ja existentes nem
sempre sao eficazes aos pacientes. Estudos com acido ferulico tém demonstrado
resultados positivos para tratar sintomas depressivos e por esse motivo, o farmaco foi
escolhido para ter a atividade ansiolitica e seu possivel mecanismo de agao avaliados
em zebrafish. Para isso, foi realizado o teste de preferéncia claro/escuro apoés
exposi¢cao dos animais ao acido ferulico, clonazepam ou fluoxetina, a fim de comparar
o comportamento dos animais e verificar a agao ansiolitica dessa substancia. Ja para
sugerir o possivel mecanismo de agéo, foi realizado o pré-tratamento com flumazenil,
seguido do tratamento com o acido ferulico e/ou controle positivo, com posterior
realizagao do mesmo teste. No teste de preferéncia claro/escuro, os animais tratados
com clonazepam 0,75 mg/L, fluoxetina 10 mg/L, acido ferulico 250 e 500 mg/L,
permaneceram mais tempo no lado claro em comparacédo aos animais nao tratados.
A laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro também foi maior nos
grupos tratados com fluoxetina 10 mg/L, acido ferulico 250 e 500 mg/L, quando
comparados ao grupo controle. Na avaliagdo do possivel mecanismo de agao, o
tempo de permanéncia no compartimento claro dos animais pré-tratados com
flumazenil 1,25 mg/L seguido de tratamento com acido ferulico 500 mg/L, diminuiu
significativamente se comparado ao grupo sem pré-tratamento. Os resultados
encontrados sugerem atividade ansiolitica e possivel mecanismo de acgéo ligado ao
sitio de ligagao benzodiazepinico do receptor GABAA.

Palavras-chave: Ansiedade. Acido ferulico. Zebrafish.



ABSTRACT

SBORGI, SUSI MARA SOECKI. Evaluation of anxiolytic activity and possible
mechanism of action of ferulic acid in zebrafish. 56 f. 2018. Dissertagcao (Mestrado
em Ciéncias Biomédicas) — Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ponta Grossa,
2018.

Anxiety disorders belong to a group of mental disorders in which the patients present
excessive fear and worry. The prevalence of this pathology has been increasing over
the years and tends to increase even more in the coming years. Studies have stated
that oxidative stress is an important pathophysiological process involved in these
disorders, as well as the deregulation of the gabaergic system. In this way, the
research for substances that can reduce these symptoms becomes interesting, since
the existing treatments are not always effective for the patients. Studies with ferulic
acid have shown positive results to treat depressive symptoms and for this reason, the
drug was chosen to have the anxiolytic activity and its possible mechanism of action
evaluated in zebrafish. For this, the light/dark preference test was performed after
exposure of the animals to ferulic acid, clonazepam or fluoxetine, in order to compare
the behavior of the animals and verify the anxiolytic action of this substance. In order
to suggest the possible mechanism of action, pre-treatment with flumazenil was
performed, followed by treatment with ferulic acid and/or positive control, after which
the same test was performed. In the light/dark preference test, the animals treated with
clonazepam 0.75 mg/L, fluoxetine 10 mg/L, ferulic acid 250 and 500 mg/L, remained
more time on the light side compared with untreated animals. The latency for the first
entry into the dark compartment was also longer in the groups treated with fluoxetine
10 mg/L, ferulic acid 250 and 500 mg/L, when compared with the control group. In the
mechanism of action test, the dwell time in the clear compartment of the animals
pretreated with flumazenil 1.25 mg/L followed by treatment with ferulic acid 500 mg/L,
decreased significantly compared with the group without pre-treatment. The results
suggest an anxiolytic activity and mechanism of action linked to the benzodiazepine
binding site of the GABAA receptor.

Keywords: Anxiety. Ferulic acid. Zebrafish.
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1 INTRODUGAO

Com o passar dos anos, uma mudanga demografica em direcdo a idade mais
avancada que comegou ha geragdes, atingira seu pico, e em 2050, 2 bilhdes de
individuos terao mais de 60 anos. Sabe-se que os transtornos mentais comuns como
ansiedade e depressao causam sofrimentos ao paciente e sua familia, e com o
aumento da idade tornam-se cada vez mais deletérios para a saude e cognicao, e
aumentam a mortalidade em idosos. A patologia é um crescente fardo humano e
econdmico. Sabendo disso, entende-se a importancia de compreender melhor esses
transtornos mentais e buscar novas terapias (LENZE; WETHERELL, 2011).

A necessidade de descoberta de novos farmacos para tratamentos de
doengas que atingem o sistema nervoso central (SNC) é clara, visto que os
tratamentos ja existentes para os tratamentos de epilepsia e ansiedade, por exemplo,
nem sempre tem eficacia 6tima (SHAMS et al., 2017).

Os disturbios neuropsiquiatricos muitas vezes ndo possuem terapias efetivas.
A identificagdo de biomarcadores clinicamente relevantes, os mecanismos
neurobioldgicos subjacentes e os fatores genéticos e ambientais da psicopatologia
sao passos criticos na descoberta de tratamentos eficazes. Os modelos de estudos
utilizando roedores para pesquisa de disturbios cerebrais humanos tém sido
empregados ha muito tempo, porém apresentam altos custos. O Danio rerio tem
recebido atencdo como um modelo animal poderoso para uma ampla gama de
disturbios do cérebro humano. Ele € uma espécie de vertebrado aquatico pequeno,
de baixo custo e geneticamente tratavel com alto grau de homologia morfolégica,
fisiologica e genética com humanos. Seu genoma € completamente sequenciado e
mostra ortélogos correspondentes a aproximadamente 82% dos genes relacionados
a doenga em seres humanos (KHAN et al., 2017).

Para avancar o tratamento de transtornos neuroldgicos, € necessario o
desenvolvimento de pesquisas que avaliem novas moléculas com maior eficacia
terapéutica do que os farmacos ja existentes. Os compostos obtidos das plantas
representam uma otima oportunidade para a descoberta de novas substancias com
potencial terapéutico (MACHADO et al., 2015).

Em condi¢des fisiologicas, ha um equilibrio nas quantidades de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs), também chamados de radicais
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livres, que sao resultado do metabolismo celular aerdbio normal e moléculas ou
enzimas antioxidantes que modulam esses radicais. O sistema antioxidante
desempenha seu papel de prevencao de danos que podem ser causados pelos
radicais livres. No entanto, o mecanismo de defesa desequilibrado dos antioxidantes,
a superprodugcdo ou a incorporagao de radicais livres no organismo levam a
neurodegeneracdo. As células neurais sofrem perda funcional ou sensorial em
doencgas neurodegenerativas (UTTARA et al., 2009).

Steenkamp et al. (2017) avaliaram a relagdo entre o estresse oxidativo e a
gravidade da depressao e sintomas de ansiedade em individuos com transtorno
depressivo maior (TDM). Para isso, os pesquisadores avaliaram marcadores
plasmaticos de estresse oxidativo em individuos com TDM, fisicamente saudaveis e
sem uso de medicamentos e concluiram que o estresse oxidativo esta mais
relacionado a ansiedade do que com os sintomas de depressao. Outro fator
relacionado ao aumento da ansiedade é a desregulamentacao do sistema gabaérgico
(OLEXOVA; STEFANIK; KRSKOVA, 2016).

Estudos tem sugerido que o acido ferulico (AF), um composto fendlico
presente em muitos alimentos basicos, tem acao antidepressiva, principalmente em
roedores. Os farmacos antidepressivos sdo amplamente usados no tratamento de
transtornos de ansiedade. Dessa forma, o AF foi escolhido para ter sua atividade
ansiolitica e o possivel mecanismo de acao avaliados, utilizando o peixe Danio rerio

como modelo experimental.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

O desenvolvimento de formas brandas de ansiedade fisioldgica e respostas
neurovegetativas e/ou cognitivas ao estresse representam um passo evolutivo
adaptativo contra ameagas ambientais (externas) ou auto desencadeadas (internas),
mas as reagdes exageradas também surgiram na evolugdo humana. Os disturbios de
ansiedade sido condi¢cdes inadequadas em que respostas desproporcionais ao
estresse sdo exibidas. Os disturbios de ansiedade fazem parte das doencas
psiquiatricas mais frequentes (BRADY et al., 2012).

Segundo o DSM-V (Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais)
os transtornos de ansiedade incluem aqueles com caracteristicas de medo e
ansiedade excessivos e perturbacdes comportamentais relacionadas. Sendo o medo
uma resposta emocional a ameaca iminente real ou percebida, e a ansiedade uma
antecipac¢ao de ameaca futura. Os transtornos de ansiedade diferem entre si nos tipos
de objetos ou situagdes que sdo temidos ou evitados e pelo conteudo dos

pensamentos ou crengas associadas (American Psychiatric Association, 2014).

“Os disturbios de ansiedade referem-se a um grupo de transtornos
mentais caracterizados por sentimentos de ansiedade e medo, incluindo
transtorno de ansiedade generalizada (TAG), transtorno de péanico, fobias,
transtorno de ansiedade social, transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) e
transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT). Tal como acontece com a
depressado, os sintomas podem variar de leves a graves. A duracdo dos
sintomas normalmente experimentados por pessoas com transtornos de
ansiedade torna a doenga mais crénica do que episddica” (World Health
Organization, 2017).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, o numero total estimado de
pessoas que viviam com transtornos de ansiedade no mundo, em 2015, era de 264
milhdes. Isso significa um aumento de 14,9% desde 2005, como resultado do
crescimento populacional e do envelhecimento. A proporgao da populagao global com
esses transtornos era estimada em 3,6%, sendo mais comum entre mulheres do que
homens e sem variagdes substanciais entre os grupos etarios. O Brasil aparece como

0 pais com maior prevaléncia, 9,3% da populacao (World Health Organization, 2017).
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A ansiedade pode ser resultado da exposicéo ao estresse crénico. O estresse
€ uma experiéncia comum da vida cotidiana caracterizada pela exposicao a estimulos
internos e externos que resultam na necessidade de adaptagcbes comportamentais,
psicologicas e fisiologicas para a manutencdo de um estado de homeostase. Os
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na indugdo ou piora do comportamento
semelhante a ansiedade com condi¢cdes de estresse podem ser atribuidos ao eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (eixo HPA) e a ativagdo do sistema nervoso simpatico,
provocando a liberacdo de glicocorticosterdides e catecolaminas e a indugéo do
estresse oxidativo. O estresse demonstrou ser responsavel pela deplecao de varios
antioxidantes enddgenos de eliminagao de radicais livres, como glutationa peroxidase,
catalase e superoxido dismutase. Uma vez que os acidos graxos poli-insaturados s&o
encontrados em abundancia nas regides encefalicas e uma das consequéncias
importantes dos radicais livres oxidativos é a peroxidacao de lipidios de membrana,
esta reacdo produz danos acentuados na estrutura e fungdo das membranas
neuronais. Se supde que essa € a principal alteracdo bioquimica e consequéncia da
lesdo neuronal induzida pelo oxidante, dando assim lugar ao desenvolvimento de
disturbios neurocomportamentais como a ansiedade (KUMAR; CHANANA, 2017).

Mesmo a ansiedade sendo um mecanismo de adaptagao normal empregado
por humanos, roedores menores e peixes para enfrentar o perigo potencial, nos seres
humanos, este estado de preparagéo cognitiva e comportamental quando exagerado,
prejudica a capacidade de responder de forma adequada ao meio ambiente gerando

implicagbes econémicas e sociais negativas associadas (BENNEH et al., 2017).

2.2 TRATAMENTO DOS TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

O tratamento dos diferentes tipos de transtornos de ansiedade objetiva reduzir
a gravidade, a duracéao e a frequéncia dos sintomas e melhorar a fungao global e, a
longo prazo, reduzir os sintomas ao minimo ou a zero, melhorar a qualidade de vida
e prevenir a recidiva da doenga (WELLS et al., 2016).

Os tratamentos variam de acordo com o tipo de transtorno, mas basicamente
seguem a mesma linha. A primeira linha de tratamento, geralmente, é composta por
farmacos inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina (ISRS), como a fluoxetina,
sertralina e paroxetina. Na segunda ou terceira linha de tratamento, dependendo do

tipo do transtorno, estdo os benzodiazepinicos (BZD), como o clonazepam, e
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farmacos antidepressivos de outras classes farmacoldgicas (Associacao Brasileira de

Psiquiatria, 2008). O algoritmo de tratamento é apresentado na figura 1.

Figura 1 - Algoritmo de tratamento dos transtornos de ansiedade

Transtornos | 12 linha mgfdia] 22linha mg/dia 39 linha mg/dia
Panico IRSs: Triciclicos: BZDs: 2-4
sertralina 50 imipramina 150 - 200f clonazepam 2-4
paroxetina 20 clomipramina 100 - 150] alprazolam
IRSMs:
venlafaxina 75-150
Ansiedade IRS: BZD: RIMA:
Social paroxetina 40 - 60 | clonazepam 3-6 Moclobemida T750-900
IRSNs:
venlafaxina 75-225
Osessivo- IRSs: Combinagdes
-Compulsivo sertralina 200 IRS + antipsicotico
paroxetina 60
fluvoxamina 300
fluoxetina 60
clomipramina 300
Ansiedade IRSNS: IRSs: BZD: prazos curtos
Generalizada J venlafaxina 75 - 150 paroxetina 20 - 40
IRSs!
sertralina 50 - 200

Fonte: Associagao Brasileira de Psiquiatria. Transtornos de Ansiedade: Diagndstico e Tratamento. P.
9, 2008. IRSs: Inibidores da Recaptagdo de Serotonina; IRSNs: Inibidores da Recaptagdo de
Serotonina e Noradrenalina; BZDs: Benzodiazepinicos; RIMA: Inibidor da Monoaminoxidase A
Reversivel.

Os ISRS revolucionaram o tratamento da depressdao em 1987, sendo a
fluoxetina o primeiro farmaco langado. Esses farmacos agem inibindo a recaptagéo
de serotonina, o que leva ao aumento desse neurotransmissor no espago extracelular,
aumentando a ativagdo dos receptores serotoninérgicos e, consequentemente, as
respostas pos-sinapticas. Esses farmacos aliviam os sintomas de uma variedade de
condicdes psiquiatricas comuns, incluindo depressdo, ansiedade e transtorno
obsessivo-compulsivo (GOLAN; ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2017).

O fato dos ISRS serem indicados como primeira linha de tratamento da
ansiedade, deve-se ao fato do equilibrio risco/beneficio que apresentam. Entretanto,
o inicio do efeito ansiolitico desses farmacos tem laténcia de 2 a 4 semanas e durante
as primeiras 2 semanas os efeitos adversos podem ser mais fortes, o que pode reduzir
a adesado ao tratamento pelos pacientes (BANDELOW; MICHAELIS; WEDEKIND,
2017).
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Os BZD sao farmacos capazes de promover a ligagdo do neurotransmissor
inibitorio acido y-aminobutirico (GABA), aos receptores de GABA do subtipo GABAA.
Esse receptor € um complexo proteico pentamérico, cujas subunidades sao
constituidas das seguintes isoformas: a (1-6), B (1-4), Y (1-3), O, €, 6, M e p (1-3). As cinco
subunidades formam um canal ion seletivo de cloreto. A isoforma mais comum deste
receptor consiste em duas subunidades a1, duas B2 e uma y2 dispostas a1y2p2a1p2
no sentido anti-horario quando vistas a partir do espaco extracelular. Estes receptores
tém dois sitios de ligagdo agonistas GABA e um sitio de ligagcdo a BZD. Quando o
GABA se liga ao seu sitio de ligagao no receptor GABAA, ocorre abertura do canal de
cloreto e, consequentemente, influxo de anions cloreto, resultando em
hiperpolarizagdo do neurdnio. Os BDZ sdo farmacos altamente seletivos que
aumentam a afinidade dos receptores ao neurotransmissor GABA com consequente
aumento da frequéncia de abertura dos canais e intensificagao das correntes idnicas
induzidas por esse neurotransmissor, resultando em depressao neuronial no sistema
limbico (uma regi&do do SNC que controla o comportamento emocional e é
caracterizada pela alta densidade de receptores GABAA), atingindo dessa forma o
efeito ansiolitico (BRUNTON; LAZO, PARKER, 2012; CZAPINSKI; BLASZCZYK;
CZUCZWAR, 2005; GOLAN; ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2017;
WONGSAMITKUL et al., 2017)

Os efeitos ansioliticos dos BZD comegam logo apos a administragéo oral ou
parentérica. Nos Estados Unidos, 55% a 94% dos pacientes com transtornos de
ansiedade sao tratados com essa classe de medicamentos. Da mesma forma, estudos
europeus mostraram alta taxa de uso de BZD a longo prazo. No entanto, o tratamento
com esses farmacos pode estar associado a depressao do SNC resultando em fadiga,
tonturas, aumento do tempo de reacdo, habilidade de condugdo prejudicada entre
outros efeitos adversos. As fungdes cognitivas de pacientes em uso de BZD podem
ser prejudicadas, principalmente em pacientes idosos. O tratamento prolongado pode
levar a dependéncia especialmente em pacientes predispostos ao abuso de
substancias. Assim, os riscos e beneficios devem ser cuidadosamente considerados
antes de iniciar o tratamento com BZD. As diretrizes atuais ndo recomendam esses
farmacos como tratamentos de primeira linha baseados nos riscos conhecidos e nao
em estudos de comparagao direta com antidepressivos como os ISRS (BANDELOW;
MICHAELIS; WEDEKIND, 2017).
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2.3 ACIDO FERULICO

O AF é um dos metabdlitos da biossintese da lignina a partir da fenilalanina e
tirosina em plantas (Figura 2). Encontra-se em tecidos vegetais em duas formas: livre
e conjugado; a soma destas duas formas indica a concentracéo total. O AF foi isolado
pela primeira vez de uma resina comercial da planta Ferula foetida em 1866,
sintetizado quimicamente em 1925 e seus efeitos bioldgicos comegaram a ser notados
na década de 1970, quando pesquisadores japoneses descobriram as propriedades
antioxidantes dos ésteres de AF extraidos do 6leo de arroz (GRAF, 1992; ZHAO;
MOGHADASIAN, 2008).

Figura 2 - Estrutura quimica e sintese do &cido ferulico e compostos relacionados em plantas
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O AF é um constituinte fendlico presente em muitos graos (arroz, trigo,
cevada, aveia), frutas (citricas, banana) e vegetais (beringela, broto de bambu,
repolho, espinafre, brécolis) que mostrou uma vasta gama de propriedades
farmacolodgicas incluindo efeitos contra a inflamagéo (ZHAO et al., 2014), estresse
oxidativo (KUMAR; PRUTHI, 2014), cancer (LI et al., 2012), diabetes (AZAY-MILHAU
et al., 2013), trombose (HONG et al., 2016), envelhecimento (HAHN et al., 2016) e
neurotoxicidade induzida por glutamato (JIN et al., 2007) ou B-amildide (YAN et al.,
2001). Alem disso, foram documentados efeitos neuroprotetores em modelos animais
de isquemia cerebral focal, doenga de Alzheimer, lesdo da medula espinhal e acidente
vascular cerebral (HASSANZADEH et al., 2016). No Japéo, ele é utilizado como
antioxidante e conservante alimentar. Ja na China, seu uso é destinado para o
tratamento de doengas cardiovasculares e cerebrovasculares (ZHAO;
MOGHADASIAN, 2008).

O AF apresenta isomeria cis-trans, sendo a trans a forma mais comumente
encontrada na natureza. O acido cis-ferulico se apresenta como um 6leo amarelado
enquanto a forma trans tem formato de cristais. A obtencdo do AF para uso na
industria pode ser através da extracdo de fontes naturais por hidrolise ou acéo
enzimatica de micro-organismos; ou de forma sintética através da reacao de
condensagao da vanilina com o acido malbnico, catalisada por aminas terciarias
(GRAF, 1992).

2.3.1 Farmacocinética do acido ferulico

Apds uma incubagao com AF livre por 25 minutos no estémago do rato, mais
de 70% da quantidade administrada € absorvida pelo estémago e € recuperado na
mucosa gastrica, sangue, bile e urina, sugerindo uma alta taxa de absorgéo gastrica.
Depois desse tempo, o AF conjugado ou derivado nédo é detectado no conteudo ou
mucosa gastrica, isso indica que o AF pode ser absorvido em sua forma livre no
estdbmago de rato e suas células epiteliais ndo o metabolizam. Da mesma forma, o AF
administrado oralmente € rapidamente recuperado no plasma do rato e em alta
concentracdo. O AF apresenta distribuicao tecidual elevada, sendo encontrado em
sua forma livre nos rins, figado, bago, coragao, utero e cérebro, 30 minutos apds sua
absorcao. A principal via de metabolismo do AF é através de reagdo de conjugacéo
com acido glicurdnico e/ou sulfato. Isso acontece principalmente no figado atraves
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das atividades de  sulfotransferases e  UDP  (uridina  5'-difosfo)-
glucuronosiltransferases, mas a mucosa intestinal e o rim também podem contribuir
para este processo. A conjugacao do AF pode ser dependente da dose, ou seja, doses
muito altas de AF saturam as enzimas de conjugacgao e isso leva ao acumulo de AF
livre no plasma (POQUET; CLIFFORD; WILLIAMSON, 2008; ZHAO; EGASHIRA;
SANADA, 2003, 2004; ZHAO; MOGHADASIAN, 2008).

Segundo Tu et al. (2012), o AF pode atravessar a barreira hematoencefalica
e atingir o cérebro. Pode ser absorvido completamente, metabolizado rapidamente e
excretado pelos rins sem acumulacdo aparente in vivo. Pode atenuar a morte das
células neuronais causada pela absorcdo de lipoproteinas de baixa densidade
oxidadas, radicais hidroxila e peroxila in vitro.

Tanto o AF quanto seus metabdlitos sdo excretados principalmente pelo rim.
Em ratos a excregdo urinaria € rapida e atinge o platdé 1,5 hora apds a administragao,
ja em humanos o platdé ocorre entre 7 e 9 horas apds o consumo. A excregao urinaria
é influenciada pela conjugagédo ou ndo do AF, sendo o conjugado mais lento que o
puro. O tempo de meia-vida € muito curto (aproximadamente 15 minutos), indicando
baixa toxicidade (MANCUSO; SANTANGELO, 2014).

2.3.2 Acido fertlico e efeitos comportamentais

Segundo Zhao e Moghadasian (2008), o AF tem a propriedade antioxidante
como sua atividade biologica melhor documentada. Essa atividade pode ser explicada
por sua estrutura quimica (Figura 2): (1) a presenga de hidrogénio labil pertencente
ao grupo fendlico, formando um sistema conjugado que envolve o anel aromatico, a
dupla ligagdo e a carbonila do acido caboxilico, conduz a formagéo de produtos
estaveis de menor energia; (2) a presenga da insaturagdo na cadeia lateral
proporciona sitios para o ataque por radicais livres; (3) o grupo acido carboxilico pode
permitir uma interacdo com a bicamada lipidica da membrana celular que fornece
protecao contra a peroxidacgao lipidica (NADAL, 2016).

Baseado em estudos que afirmam que o estresse oxidativo pode levar a morte
neuronal e, consequentemente, a doengas neuroldgicas, pesquisadores tem
investigado os efeitos do acido ferulico sobre o comportamento em modelos animais.
Em dois estudos realizados, em 2014, em nosso laboratério, foi investigada a possivel

acao ansiolitica do AF em ratos Wistar machos. O farmaco foi administrado por
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gavagem, quinze minutos antes da realizagdo do teste do labirinto em cruz elevado.
Como resultado, o AF 100 mg/L aumentou o tempo de permanéncia dos animais no
braco aberto comparados ao grupo n&o tratado ou tratado com dose menor,
demostrando uma sutil atividade ansiolitica (ROMANOWSKI, 2014; RIPKA; SANTOS,
2014).

Zeni et al. (2012) investigaram o efeito tipo antidepressivo do AF, administrando
doses de 0.001-10 mg/kg via oral, 60 minutos antes da realizag&o dos testes: natagéo
forgada, suspensao pela cauda e campo aberto. As doses de 0,01, 0,1, 1 ou 10 mg/Kg
diminuiram significativamente o tempo de imobilidade no teste de natagao forgada e
suspensdo pela cauda quando comparado ao controle, indicando efeito tipo
antidepressivo. As mesmas doses nao produziram efeito no teste de campo aberto,
indicando que ndo ha comprometimento locomotor. Nesse mesmo estudo, foi
investigado se o AF seria capaz de potencializar o efeito dos antidepressivos ISRS:
fluoxetina, paroxetina e sertralina. O resultado mostrou que o AF potencializa o efeito
antidepressivo sem afetar a capacidade locomotora.

Outro estudo realizado por Zeni; Camargo e Dalmagro (2017), assim como os
realizados por Chen et al. (2015), Li et al. (2015) e Liu et al. (2017) também
demonstraram que o AF apresenta efeito tipo antidepressivo em ratos.

A relacao direta do AF e ansiedade no modelo animal zebrafish ainda nao tem

estudos publicados.

2.4 ZEBRAFISH COMO MODELO DE EXPERIMENTAGAO ANIMAL

O peixe Danio rerio, popularmente conhecido como zebrafish ou paulistinha
(figura 3), € um animal oviparo (fertilizagédo e desenvolvimento externo), que mede
entre 2 e 5 cm na fase adulta e vive cerca de 2 anos. O baixo custo de habitacdo, a
facilidade de manuseio e administracdo de farmaco, a taxa de reproducéao elevada e
a homologia de genes com mamiferos o torna modelo adequado para o estudo de
doencas humanas. E fato bem estabelecido que ele também exibe varias respostas
neurobioldgicas. Como outros vertebrados, o zebrafish exibe respostas cognitivas,
sensorimotor e respostas motoras basicas que séo controladas pelo sistema nervoso
central. Assim, sao O6timos candidatos para estudos neuroquimicos e
comportamentais. Além disso, pode-se fazer estudos utilizando suas larvas e
embrides (MAKHIJA; JAGTAP, 2014; VIANNA, 2012). A sensibilidade deste peixe a
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todos os principais farmacos neurotropicos e a capacidade de responder a eles de
forma semelhante aos seres humanos suportam a sua utilidade para a investigagao
farmacologica (KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014).

Figura 3 - Peixe Danio rerio

Fonte: Zebrafish Disease Models Society. Zebrafish and Human Disease.

O uso de zebrafish na pesquisa cientifica apresenta varias vantagens em
relagdo a outras espécies de vertebrados, como o seu tamanho reduzido — que reduz
consideravelmente o espaco de habitacdo, custo de criacdo e torna reduzidas as
quantidades das substancias a serem testadas e dosadas; a facil manutencdo dos
animais em laboratério, a reproducgéao rapida e a morfologia desenvolvida de maneira
rapida (HILL et al., 2005).

A pesquisa com zebrafish ja tem contribuicbes substanciais e promete
aumentar a compreensao dos papéis detalhados de genes especificos em doengas
humanas. Os experimentos com esses animais estdo fornecendo verificacdo
independente da atividade de um gene implicado em uma doenga humana. Os
teledsteos (infra-classe Teleostei — uma das trés da classe Actinopterygii, a qual
pertence esse peixe) sofreram uma rodada adicional de duplicagéo de todo o genoma.
Eles tém um maior numero de genes espécie-especificos em seu genoma do que o
humano, rato ou frango. Alguns desses numeros aumentados de genes sao
consequéncia dessa duplicagao adicional. Comparando o genoma humano com o do
zebrafish, 71,4% dos genes humanos possuem pelo menos um ortélogo no zebrafish
e, reciprocamente, 69% dos genes do zebrafish possuem pelo menos um ortélogo
humano. Assim, o zebrafish tem sido usado com sucesso para entender a atividade
biolégica de genes ortdlogos a genes relacionados a doengas humanas em maior
detalhe (HOWE et al., 2013).

Ja foram identificados nesta espécie os sistemas de neurotransmissao:
purinérgico, gabaérgico, glutamatérgico, colinérgico, dopaminérgico, serotoninérgico
e histaminérgico (SANT ANNA, 2009).
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Tendo a complexidade do sistema, com a sequéncia de nucleotideos de seus
genes apresentando mais de 70% de homologia com humanos, junto a simplicidade
pratica, essa espécie vem aumentando a sua popularidade no meio cientifico. Além
da similaridade genética, apresenta caracteristicas evolutivamente conservadas em
muitos niveis de sua organizagao biolégica, como o layout neuroanatémico basico do
cérebro semelhante ao de outras espécies de vertebrados e seus sistemas de
neurotransmissores semelhante aos dos mamiferos. Dessa forma, muitos farmacos
desenvolvidos para aplicagdes clinicas humanas ou para outros mamiferos, mostram-
se eficazes no zebrafish atuando através de receptores e mecanismos bioquimicos
semelhantes, comparados aos mamiferos. Embora existam muitas semelhancas entre
0 zebrafish e as espécies de mamiferos, uma vez que o zebrafish é evolutivamente
mais antigo, seu cérebro é substancialmente menos complexo do que o cérebro de
mamifero. Sendo assim, o zebrafish € uma excelente ferramenta de triagem de drogas
(SHAMS et al., 2017).

2.4.1 Zebrafish e ansiedade

Ja foram propostas varias analises de medo e ansiedade para o zebrafish. O
medo, resposta a uma ameaca iminente, foi estudado nessa espécie através de suas
reacdes ao ser exposto a predadores ou ao ferombnio de alarme, que se mostraram
como fuga, movimentos erraticos, “comportamento de congelamento”, habitacdo no
fundo do aquario e aglomeragao para formar um cardume denso. Ja a ansiedade,
resposta a ameacas futuras ou possiveis, € manifestada com comportamento de
evasao. Além disso, o zebrafish tem preferéncia por ambiente escuro e aversao a
ambientes de luz, e este € um parametro comportamental util no estudo da ansiedade.
Ao serem tratados com fluoxetina, clonazepam e buspirona, a aversao a luz é reduzida
nesses animais (GEBAUER et al., 2011).

A figura 4 ilustra o sistema de estresse neuroendécrino (hipotalamo-hipéfise-
inter-renal, HPI), que libera cortisol da glandula inter-renal (semelhante a glandula
adrenal em mamiferos) em resposta ao horménio adrenocorticotrépico (ACTH) apds
a liberagcdo de corticotropina (CRH) pelo hipotalamo provocada pelo estresse. O
cortisol liberado para a circulagdo sanguinea ativa os receptores de glicocorticoides
para inibir a liberagdo de CRH e ACTH (feedback negativo) de forma a proteger o

peixe da sobre ativacédo patolégica do eixo HPI. Assim como os seres humanos, o
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zebrafish tem o cortisol como seu principal hormbnio do estresse, ao contrario dos

roedores que usam a corticosterona (STEWART et al., 2014).

Figura 4 - Sistema de estresse neuroendécrino do zebrafish
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Fonte: Adaptado de: Stewart ,A. D.,et al. Zebrafish models for translational neuroscience research:
from tank to bedside. Trends in Neurosciences, v. 37, n. 5, p. 264-278, 2014.

Outra semelhanga com os humanos € a dindmica de tempo da liberacéo
rapida e robusta do cortisol em resposta ao estresse (figura 5). As situagdes que
provocam fortes respostas comportamentais e fisiologicas no zebrafish sdo a
exposicao aguda aos seus predadores naturais, exposicdo a feromonas de alarme,
estresse agudo de restricao, estresse de novidade, confrontagdes sociais, retirada de
medicamentos ou tratamentos farmacolégicos com varios agentes ansiogénicos
(STEWART et al., 2014).

Figura 5 - Dindmica de tempo de respostas tipicas do cortisol ao estresse agudo em

humanos e zebrafish
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Fonte: Adaptado de: Stewart ,A. D.,et al. Zebrafish models for translational neuroscience research:
from tank to bedside. Trends in Neurosciences, v. 37, n. 5, p. 264-278, 2014.

Sabendo que os transtornos de ansiedade tendem a atingir cada vez mais
pessoas no mundo e que os farmacos hoje utilizados apresentam diversos efeitos
colaterais ou nao sao eficazes a todos os pacientes, a pesquisa de novos farmacos
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para o tratamento dessa patologia torna-se importante. As substancias extraidas de
plantas representam uma boa oportunidade de descobrir novos farmacos. O AF tem
sua atividade antidepressiva descrita em diversos estudos ja publicados, além disso,
possui caracteristicas farmacocinéticas interessantes. Além disso, esses transtornos
tém como primeira linha de tratamento farmacos que sao utilizados no transtorno

depressivo assim, o AF € um bom candidato para ter a agao ansiolitica avaliada.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a atividade ansiolitica do acido ferulico em modelo animal utilizando

zebrafish (Danio rerio).

3.2 ESPECIFICOS

e Avaliar se o acido ferulico apresenta atividade ansiolitica no teste claro/escuro;

e Avaliar o possivel mecanismo de acdo do acido ferulico, utilizando o

antagonista de benzodiazepinico flumazenil.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UEPG.
Processo CEUA: 029/2017.

4.2 ANIMAIS

Os animais utilizados foram peixes zebrafish adultos (4 a 6 meses,
proporcdo de 50-50% de macho:fémea) comprados de uma loja comercial
especializada em peixes ornamentais (Peixe.com Aquarismo) na cidade de Ponta
Grossa/PR. Os animais foram mantidos em aquarios de 100L (100
peixes/aquario) por no minimo 1 semana para se ambientarem. Todos os tanques
eram preenchidos com agua sem cloro (previamente tratado com 132 pL.L-" de
AquaSafe®), mantidos sob filtragdo mecéanica e quimica, em temperatura de
26+2°C e pH entre 7,0 e 8,0. Os tanques eram iluminados por |ampadas
fluorescentes com um ciclo de 14/10h claro/escuro (luz acesa as 7:00h). Os
animais eram alimentados com uma ragao comercial para peixes (Alcon BASIC®,
Alcon, Brasil). Todos os animais usados neste estudo eram “naive”, saudaveis e
livres de sinais de doencgas. Foram mantidos de acordo com o National Institute
of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals (2011).

4.3 TRATAMENTO

4.3.1 Farmacos

e Acido trans-ferdlico (cristal): Pharmanostra®.

e Clonazepam: Rivotril® 2,5 mg/mL (laboratério Roche).

e Flumazenil: Flunexil® (solugdo injetavel 0,5 mg/5 mL - do laboratério
BioChimico).

e Fluoxetina (cristal): Viafarma®
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4.3.2 Teste de atividade ansiolitica

Para analisar se o AF apresenta atividade ansiolitica os peixes foram
divididos nos seguintes grupos (n=14 por grupo): 1) controle negativo (solugéo de
etanol 5,2 mg/L); 2) clonazepam 0,75 mg/L (baseado em Gebauer et al. (2011) e
experimento piloto para determinagao dessa concentragao); 3) fluoxetina 10 mg/L
(baseado em Benneh et al. (2017)); 4) AF 100 mg/L; 5) AF 250 mg/L e 6) AF 500
mg/L. As concentragdes de AF foram determinadas através de experimentos
pilotos. Era preparada 300 mL de solugdo no qual o peixe permanecia,
individualmente, por 10 minutos (baseado em Gebauer et al. (2011)) antes de ser
colocado no aquario teste. A agua utilizada para o preparo das solugdes era do
aquario moradia.

Como o AF é fotossensivel, o recipiente da solugcdo de tratamento foi
recoberto com papel aluminio. Da mesma forma, os recipientes com as solucdes
controles eram recobertos para que o estresse causado nos animais fosse
semelhante.

O controle negativo foi feito com etanol porque o AF é insoluvel em agua.
Para preparar as solugbes com o AF, ele era solubilizado em uma quantidade de
etanol (0,2 g para 2900 yL de alcool etilico absoluto) e a partir dessa solugao
eram feitas as solugdes nas concentragdes de 100, 250 e 500 mg/L através da
diluicdo em agua. A solugdo em etanol era preparada diariamente para diluigao
imediata e realizacio do teste.

Em experimento piloto, foi realizado o teste com peixes tratados com o
controle negativo etanol e comparado com peixes tratados com agua pura. Os
resultados nao diferiram entre os grupos. Por isso, foi escolhida a solugao de

etanol como controle.

4.3.3 Envolvimento do sistema gabaérgico no mecanismo de acédo do AF

Esse experimento foi realizado em trés fases:

e Fase 1. determinacdo da concentragcdo efetiva de flumazenil no bloqueio do

clonazepam 0,75 mg/L (controle positivo).
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Os peixes foram divididos nos seguintes grupos (n=14 por grupo): 1)
controle negativo (solugado de etanol 5,2 mg/L); 2) clonazepam 0,75 mg/L; 3)
flumazenil 1 mg/L e clonazepam 0,75 mg/L; 4) flumazenil 1,25 mg/L e clonazepam
0,75 mg/L. Os animais dos grupos 3 e 4 eram pré-tratados, individualmente, por
20 minutos com flumazenil e depois colocados por 10 minutos na solugédo de
clonazepam. Os animais dos grupos 1 e 2 receberam tratamento de 10 minutos.
As concentragdes de flumazenil e tempo de pré-tratamento foram baseados no
estudo de Benneh et al. (2017).

Apods o tratamento, os animais eram colocados no aquario teste claro/escuro.

e Fase 2: verificacao da especificidade do efeito do flumazenil em bloquear os
efeitos de farmacos que atuam no sitio de ligagcao de benzodiazepinico no
receptor GABAA.

Os peixes foram divididos nos grupos (n=14 por grupo): 1) controle negativo
(solugcéo de etanol 5,2 mg/L); 2) fluoxetina 10 mg/L e 3) flumazenil 1,25 mg/L +
fluoxetina 10 mg/L. Os animais do grupo 3 foram pré-tratados, individualmente, por
20 minutos com flumazenil e depois expostos a solugédo de fluoxetina 10 mg/L.
Os animais dos grupos 1 e 2 receberam tratamento de 10 minutos.

Apds o tratamento, os animais foram colocados no aquario teste claro/escuro.

e Fase 3: verificagado da relagédo do sistema gabaérgico na agao do AF.

Determinada a concentracao efetiva de flumazenil, o farmaco foi
associado ao tratamento com AF. Os peixes foram divididos nos grupos (n=14
por grupo): 1) controle negativo (solugédo de etanol 5,2 mg/L); 2) AF 500 mg/L e
3) flumazenil 1,25 mg/L + AF 500 mg/L. Os animais do grupo 3 foram pré-tratados,
individualmente, por 20 minutos com flumazenil e depois expostos a solugao de
AF 500 mg/L. Os animais dos grupos 1 e 2 receberam tratamento de 10 minutos.

Apos o tratamento, os animais foram colocados no aquario teste claro/escuro.

Todas as etapas experimentais realizadas estdo resumidas no fluxograma da

figura 6.
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O N amostral por grupo foi baseado no estudo publicado por Gebauer et al.
(2011), definido pelo programa GPower 3.1, para um erro alfa de 0,05, poder de 0,80
e tamanho de efeito de 1,105252.

Figura 6 - Fluxograma dos experimentos

Experimento 1 - Tratamento para o teste de atividade ansiolitica

Etanol 5,2 mg/L
Clonazepam 0,75 mg/L

Fluoxetina 10 mg/L 10 min. exposicéo FRiERTE 5 min. ambientacéo Teste
AF 100 mg/L ==

AF 250 mg/L
AF 500 mg/L

Experimento 2 - Envolvimento do sistema gabaérgico no mecanismo de agao do acido ferulico

Determinagdo da concentragéo efetiva de flumazenil no blogueio do clonazepam 0,75 mg/L
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Flumazenil 1,25 mg/L DAt teste
Verificagdo da especificidade do efeito do flumazenil em bloquear os efeitos de farmacos que
Fase 2 B s : o
atuam no sitio de ligagdo de benzodiazepinico no receptor GABA,
Etanol 5,2 mg/L ..
. — Aquadrio . . =
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Fluoxetina 10 mg/L
Flumazenil 1,25 mg/L 20 min. exposicio Fllcotia 10 min_ exposigdo baanc 5 min. ambientagéo Teste
: 9 - SXPOR 10 mg/L SEXPOE teste s =
FEEEE Verificagdo da relaggo do sistema gabaérgico na agdo do acido ferdlico
Etanol 5,2 mg/L =
. - Aquario . . -
10 min. exposicéo e 5 min. ambientacéo Teste
AF 500 mg/L

Fonte: A autora

4.4 TESTE CLARO/ESCURO

Realizado em um aquario (18 x 9 x 7 cm), dividido em 2 partes iguais

(ilustrado na figura 7) sendo uma com o fundo e as laterais de cor preta e com
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tampa da mesma cor (lado escuro) e outra com fundo e laterais de cor branca e
sem tampa, permitindo entrada da luz (lado claro). Entre essas duas partes ha
uma comporta corredica de cor preta que pode ser levantada do fundo do aquario.
No teste, o peixe é colocado nesse aquario, no compartimento claro, preenchido
com agua do aquario moradia, sem drogas, até uma altura de 3 cm e deixado
nesse ambiente por 5 minutos. Apds esse tempo, a comporta é aberta deixando
um espago de 1 cm na parte inferior do aquario, permitindo sua passagem para o lado
escuro. Como este aquario é bastante raso, restringe a habitag&o inferior, que € um
comportamento de ansiedade bem estabelecido em um novo ambiente. Desta forma,
a estratégia de protecao € a preferéncia pelo ambiente escuro, que é a medida usada
nesse teste. Ao abrir a comporta e permitir a passagem do peixe para a aérea escura,
foram registradas através de filmagem durante 5 minutos: 1) a laténcia para a primeira
entrada no compartimento escuro; 2) o tempo gasto no compartimento claro; e 3) o
numero de cruzamentos entre os compartimentos (CAMPOS, 2016; GEBAUER et al.,
2011).

Figura 7 - Aparato experimental para execugao do teste claro-escuro em zebrafish

Camera

Fonte: Adaptado de: CAMPOS, E. G. “Zebrafish como organismo-modelo para analises de efeitos
comportamentais e toxicolégicas da cetamina empregando cromatografia em fase gasosa e
estatistica multivariada”. 2016, 72 f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) - Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no teste de claro/escuro foram analisados pelo teste de
normalidade de D’Agostino & Pearson. Os dados sem distribuicdo normal foram

analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de
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comparagao multipla de Dunn. Em todas as analises, o nivel de significancia foi
de p <0,05.

O programa estatistico utilizado para realizar as analises foi o GraphPad
Prism 6.
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5 RESULTADOS

5.1 TESTE DE ATIVIDADE ANSIOLITICA

As médias (em segundos) e desvios-padrdes obtidos de cada grupo no
parametro “tempo de permanéncia no ambiente claro” foram: 1) controle negativo:
13 + 14,63; 2) clonazepam 0,75 mg/L: 94,43 + 64,87; 3) fluoxetina 10 mg/L: 88,5
+72,25; 4) AF 100 mg/L: 47,5 + 62,17; 5) AF 250 mg/L: 73 + 53,86; e 6) AF 500
mg/L: 123,6 + 100,4. Para avaliar se houve diferencga estatistica entre os grupos
tratados e o grupo controle foi utilizada a comparagao das meédias através do teste
estatistico de Kruskal-Wallis (resultado: p < 0,0001) seguido pelo teste post-hoc
de Dunn. Houve diferenga estatistica nos grupos: clonazepam 0,75 mg/L (p <
0,001), fluoxetina 10 mg/L (p < 0,001), AF 250 mg/L (p <0,01) e AF 500 mg/L (p
< 0,001), quando comparados com o grupo controle. Esses dados estéo
representados no grafico 1.

Grafico 1 - Tempo de permanéncia no ambiente claro
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Fonte: A autora. Cada ponto no gréfico indica o valor de um animal. (s): segundos; **: p < 0,01,
comparado ao grupo controle; ***: p < 0,001, comparado ao grupo controle, calculado pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste posthoc de Dunn.
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O segundo parametro avaliado no mesmo teste foi a “laténcia para a primeira
entrada no compartimento escuro”. As médias (em segundos) e desvios-padrdes
foram: 1) controle negativo: 3,214 + 4,003; 2) clonazepam 0,75 mg/L: 26,64 +
44,23; 3) fluoxetina 10 mg/L: 36,86 + 55,85; 4) AF 100 mg/L: 11,71 + 19,72; 5) AF
250 mg/L: 41,71 + 67,57; e 6) AF 500 mg/L: 42, 79 + 75,83. Na avaliagao deste
parametro houve diferenga entre os grupos (p < 0,001, Kruskal-Wallis). No teste
post-hoc de Dunn observamos as seguintes diferengas: fluoxetina (p < 0,01), AF
250 mg/L (p <0,05) e AF 500 mg/L (p <0,05), todos em comparagdo com 0 grupo

controle. Esses resultados sédo apresentados no grafico 2.

Grafico 2 - Laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro
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Fonte: A autora. Cada ponto no grafico indica o valor de um animal. (s): segundos; *: p < 0,05,
comparado ao grupo controle; **: p < 0,01, comparado ao grupo controle.

O terceiro, e ultimo, parametro analisado foi 0 “numero de cruzamentos entre
os compartimentos claro e escuro”. As médias dos numeros de cruzamentos de cada
grupo e seus desvios-padrdes foram: 1) controle: 12,86 + 14,5; 2) clonazepam 0,75
mg/L: 19,36 + 8,811; 3) fluoxetina 10 mg/L: 11,64 + 8,006; 4) AF 100 mg/L: 20 + 19,16;
5) AF 250 mg/L: 23,79 + 14,38 e AF 500 mg/L: 20,07 +19,45. Nesse parametro,
utilizando a comparacédo das médias através do teste estatistico de Kruskal-Wallis,
nao houve diferenga entre os grupos tratados com os farmacos em relagéo ao grupo

controle, considerando p < 0,05. Esses resultados estao no grafico 3.
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Grafico 3 - Numero de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro

80~
wn
o
‘E’ ¥
E El]-
-~ *
E e ¥
= *
: 40 n = +*
= B T
o "= A
P T 4 FE 3
g '& % r:"r ~
= D-# —Ak wx . o
Controle +
Clonazepam 0,75 mg/L +
Fluoxetina 10 mg/L ¥
AF 100 mg/L -3
AF 250 mg/L +
AF 500 mg/L E

Fonte: A autora. Cada ponto no grafico indica o valor de um animal.

5.2 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA GABAERGICO NO MECANISMO DE AGCAO DO
AF

e Fase 1. determinacdo da concentragcdo efetiva de flumazenil no bloqueio do

clonazepam 0,75 mg/L (controle positivo).

Os resultados obtidos nessa fase foram (média + desvio padrao):

Tempo de permanéncia no compartimento claro: 1) controle: 20 + 19,64;
2) clonazepam 0,75 mg/L: 82,87 + 78,29; 3) flumazenil 1 mg/L e clonazepam 0,75
mg/L: 53,29 + 55,09; 4) flumazenil 1,25 mg/L e clonazepam 0,75 mg/L: 14 + 19,14.
Para avaliar se houve diferenca estatistica entre os grupos foi utilizada a
comparacdo das médias através do teste estatistico de Kruskal-Wallis, que
resultou em p < 0,001, seguido pelo teste post-hoc de Dunn, que mostrou as
diferencas entres os grupos: controle x clonazepam 0,75 mg/L (p < 0,05) e
clonazepam 0,75 mg/L x flumazenil 1,25 mg/L e clonazepam 0,75 mg/L (p <0,01).
Grafico 4.
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Grafico 4 - Tempo de permanéncia no lado claro apés tratamento com clonazepam e/ou flumazenil
seguido de clonazepam
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Fonte: A autora. Cada ponto no grafico indica o valor de um animal. *: p < 0,05, comparado ao
grupo controle); ##: p < 0,01, comparado ao grupo clonazepam 0,75 mg/L.

Laténcia para primeira entrada no compartimento escuro: 1) controle
negativo: 3,357 + 5,839; 2) clonazepam 0,75 mg/L: 17,85 + 30,17; 3) flumazenil 1
mg/L e clonazepam 0,75 mg/L: 3,429 + 4,201; 4) flumazenil 1,25 mg/L e
clonazepam 0,75 mg/L: 6 + 11,9. Considerando p < 0,05, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos segundo o teste de Kruskal-Wallis realizado com as

médias. Grafico 5.

Grafico 5 - Laténcia para primeira entrada no compartimento escuro apos tratamento com
clonazepam e/ou flumazenil seguido de clonazepam
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Fonte: A autora. Cada ponto no grafico indica o valor de um animal.
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Numero de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro: 1)
controle negativo: 19,71 + 15,29; 2) clonazepam 0,75 mg/L: 19,19 + 15,62; 3)
flumazenil 1 mg/L e clonazepam 0,75 mg/L: 24 + 13,45; 4) flumazenil 1,25 mg/L
e clonazepam 0,75 mg/L: 12,93 + 15,48. Realizado o teste de Kruskal-Wallis com
as médias, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos, considerando p <
0,05. Gréfico 6.

Grafico 6 - Numero de cruzamentos entre os compartimentos apds tratamento com clonazepam e/ou
flumazenil seguido de clonazepam
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Fonte: A autora. Cada ponto no grafico indica o valor de um animal.

e Fase 2: verificacao da especificidade do efeito do flumazenil em bloquear os
efeitos de farmacos que atuam no sitio de ligagcdo de benzodiazepinico no
receptor GABAA.

Os resultados obtidos nessa fase foram (média + desvio padrao):

Tempo de permanéncia no compartimento claro: 1) controle negativo: 20 +
19,64; 2) fluoxetina 10 mg/L: 88,5 + 72,25 e 3) flumazenil 1,25 mg/L e fluoxetina 10
mg/L: 137,4 + 124. As médias foram comparadas no teste de Kruskal-Wallis,
mostrando p < 0,01, seguido do teste post-hoc de Dunn, indicando diferenga entre os
grupos: controle x fluoxetina 10mg/L (p < 0,05) e controle x flumazenil 1,25 mg/L e
fluoxetina 10mg/L (p < 0,01). Grafico 7.
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Grafico 7 - Tempo de permanéncia no lado claro apés tratamento com fluoxetina e/ou flumazenil
seguido de fluoxetina
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Fonte: A autora. Cada ponto no grafico indica o valor de um animal. (s): segundos; *: p < 0,05,
comparado ao grupo controle; **: p < 0,01, comparado ao grupo controle.

Laténcia para primeira entrada no compartimento escuro: 1) controle
negativo: 3,357 + 5,839; 2) fluoxetina 10 mg/L: 36,86 + 55,85 e 3) flumazenil 1,25 mg/L
e fluoxetina 10 mg/L: 35,86 + 63,24. As médias foram analisadas pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste post-hoc de Dunn e essa analise mostrou diferenga

estatistica entre o grupo controle e fluoxetina 10mg/L (p < 0,01). Gréfico 8.

Grafico 8 - Laténcia para primeira entrada no compartimento escuro apés tratamento com fluoxetina
e/ou flumazenil seguido de fluoxetina
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Fonte: A autora. Cada ponto no gréfico indica o valor de um animal.
(s): segundos; **: p < 0,01, comparado ao grupo controle.
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Numero de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro: 1)
controle negativo: 19,71 + 15,29; 2) fluoxetina 10 mg/L: 11,64 + 8,006 e 3) flumazenil
1,25 mg/L e fluoxetina 10 mg/L: 9,214 + 9,807. As médias foram comparadas no teste
estatistico de Kruskal-Wallis e ndo apresentaram diferenga estatistica, considerando
p < 0,05. Grafico 9.

Grafico 9 - Numero de cruzamentos entre os compartimentos apés tratamento com fluoxetina e/ou
flumazenil seguido de fluoxetina
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Fonte: A autora. Cada ponto no grafico indica o valor de um animal.

e Fase 3: verificagcdo da relagdo do sistema gabaérgico na agao do AF.

Os resultados obtidos nessa fase foram (média + desvio padrao):

Tempo de permanéncia no compartimento claro: 1) controle negativo: 20
+19,64; 2) AF 500 mg/L: 102,9 + 86,99 e 3) flumazenil 1,25 mg/L e AF 500 mg/L:
36,36 + 91,15. Na avaliagdo das médias deste parametro, houve diferenga entre
os grupos (p < 0,0006, Kruskal-Wallis). No teste post-hoc de Dunn, verificamos
as diferengas entre os grupos: controle x AF 500mg/L (p < 0,05) e AF 500mg/L x
Flumazenil 1,25 mg/L e AF 500 mg/L (p < 0,001). Grafico 10.

Laténcia para primeira entrada no compartimento escuro: 1) controle
negativo: 3,357 + 5,839; 2) AF 500 mg/L: 59,93 + 84,61 e 3) flumazenil 1,25 mg/L
e AF 500 mg/L: 35,93 + 91,16. Comparando as médias no teste estatistico de
Kruskal-Wallis, obtemos p < 0,0001, seguindo para o teste post-hoc de Dunn,
verificamos as diferengas entre os grupos: controle x AF 500 mg/L (p < 0,001) e
AF 500mg/L x flumazenil 1,25 mg/L e AF 500 mg/L (p < 0,01). Grafico 11.
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Grafico 10 - Tempo de permanéncia no compartimento claro apds tratamento com AF e/ou flumazenil

seguido de AF
400+
P * iiond
£ 300+ ] &
4
]
o 2004 A
ot
o 1004
a - 1
ig B-I-I?ﬂi-livl"l == -".'-._""T"'
-100 T T T
Controle +
AF 500 mg/L *

Flumazenil 1,25 mg/L

Fonte: A autora. Cada ponto no grafico indica o valor de um animal.
(s): segundos; *: p < 0,05, comparado ao grupo controle; ###: p < 0,001, comparado ao grupo AF
500 mgl/L.

Grafico 11 - Laténcia para primeira entrada no compartimento escuro apés tratamento com AF e/ou
flumazenil seguido de AF
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Fonte: A autora. Cada ponto no grafico indica o valor de um animal.
(s): segundos; ***: p < 0,001, comparado ao grupo controle; ##: p < 0,01, comparado ao grupo AF
500 mg/L.

Numero de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro: 1)
controle negativo: 19,71 + 15,29; 2) AF 500 mg/L: 16,57 + 15,62 e 3) flumazenil
1,25 mg/L e AF 500 mg/L: 1,5 + 1,109. Na avaliagdo deste parametro houve
diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,01, Kruskal-Wallis). No teste post-hoc

de Dunn observamos as seguintes diferencas estatisticas: controle x Flumazenil
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1,25 mg/L e AF 500 mg/L (p < 0,01) e AF 500mg/L x Flumazenil 1,25 mg/L e AF
500 mg/L (p < 0,05). Grafico 12.

Grafico 12 - Numero de cruzamentos entre os compartimentos apos tratamento com AF e/ou
flumazenil seguido de AF
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Fonte: A autora. Cada ponto no grafico indica o valor de um animal.
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6 DISCUSSAO

O estresse crénico é o principal fator patogénico da ansiedade e
depressdao humana. Por muito tempo os roedores foram os animais preferidos
para pesquisa de ansiedade devido as suas semelhancgas fisioldgicas e genéticas
com o organismo humano. Atualmente, o zebrafish, modelo economicamente
mais viavel, com facilidade de observacdo de diversos parametros e de
manipulagdo genética, tem se mostrado muito util como modelo animal para
pesquisa em neurociéncia e descoberta de novas drogas que atuam no SNC.
Além disso, testes como a preferéncia de claro ou escuro geram diferentes dados
de forma pratica, simples, econémica, segura e reprodutivel. Os parametros sao
simples, mas com capacidade de detectar mudangas comportamentais distintas
e comuns com o uso de diferentes farmacos ansioliticos, tornando-os uteis para
a avaliagcao do comportamento tipo ansiedade no zebrafish. Da mesma forma que
os roedores tém aversao inata por ambientes iluminados, o zebrafish demonstra
preferéncia por zonas escuras. Geralmente as drogas ansioliticas induzem o
aumento no numero de entradas na area iluminada, assim como, o tempo de
permanéncia e exploragdo deste compartimento enquanto que as drogas
ansiogénicas provocam o efeito contrario (CAMPOS, 2016; GEBAUER et al., 2011;
SONG et al., 2018).

O teste de preferéncia claro/escuro é um teste simples e indolor que nao
requer condicionamento, pois avalia as tendéncias naturais do zebrafish. A
maneira de administrar os medicamentos nessa espécie €, geralmente, por
imersdo, o que € vantajoso para farmacos de metabolizagdo rapida ou que
requerem tratamento prolongado e, além de tudo, ndo envolve o estresse da
injecdo, 0 que pode alterar os dados comportamentais. Dessa forma, pode-se
realizar o estudo nao invasivo da atividade quimica de substancias e selecionar

potenciais drogas psiquiatricas (MAGNO et al., 2015).

6.1 TESTE DE ATIVIDADE ANSIOLITICA

O clonazepam é um BZD de inicio de acao rapido e, embora essa classe
de farmacos seja reconhecida por ter maiores riscos de causar comprometimento

da memodria, dependéncia e sintomas de abstinéncia, eles continuam sendo uma
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opc¢ao importante para pacientes com altos niveis de ansiedade. O clonazepam é
um dos farmacos dessa classe mais amplamente utilizado no cenario clinico
(WANG et al., 2016). A fluoxetina (ISRS) € muito utilizada para o tratamento de
disturbios de ansiedade e depressdo. Esse farmaco promove a inibicdo da
recaptacdo de serotonina na célula pré-sinaptica, aumentando seu nivel
extracelular. A serotonina € um neurotransmissor envolvido na regulagédo do
humor, apetite, sono, memodria e aprendizagem e é associada a condigdes
depressivas e de ansiedade. O tratamento agudo com fluoxetina € uma
ferramenta neurofarmacoldgica util para a visdo do sistema serotoninérgico no
estresse e comportamento agressivo do zebrafish adulto, como ja mostrado por
Theodoridi et al. (2017).

Como esperado, os animais tratados com clonazepam e fluoxetina, que
sao farmacos consolidados no tratamento dos transtornos de ansiedade,
apresentaram um tempo de permanéncia no compartimento claro
significativamente maior do que aqueles que nao receberam tratamento. Magno
et al. (2015) obtiveram resultado similar ao tratar o zebrafish com clonazepam
0,006 mg/L por 600 segundos, afirmando que o tratamento diminuiu o tempo no
escuro, porém o tratamento agudo com fluoxetina nas concentragdes de 2, 4 e 6
mg/L ndo diminuiu esse parametro. Da mesma forma, Maximino et al. (2011)
observaram efeito ansiolitico do clonazepam na dose de 0,05 mg/kg no teste de
claro/escuro modificado mas s6 observaram esse efeito para a fluoxetina quando
o tratamento era croénico; o tratamento agudo na dose de 10 mg/kg nédo aumentou
o tempo gasto no compartimento claro. Ja no estudo de Abreu et al. (2017), foi
observado diminui¢cdo do efeito ansiogénico na mesma espécie apos tratamento
agudo com fluoxetina (50 pg/L, imersdo durante 15 minutos) nos testes de
restricdo espacial e persegui¢cédo, assim como no estudo de Maximino et al. (2014)
na dose de 2,5 mg/kg (intraperitoneal) no teste de tanque novo, estando de acordo
com os resultados encontrados em nosso experimento.

Os animais tratados com AF 100 mg/L ndo apresentaram comportamento
do tipo menos ansioso em relagdo ao grupo controle, demonstrando que nessa
concentragcao, o farmaco nao possui efeito ansiolitico. Ja os animais tratados com
as concentragées maiores do mesmo farmaco, permaneceram por mais tempo no

compartimento claro quando comparados aos animais do grupo controle, e
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apresentaram comportamento semelhante aos grupos tratados com clonazepam
e fluoxetina.

O teste claro/escuro tem sido usado como teste de ansiedade em
roedores ha muito tempo. Verificou-se que animais tratados com farmacos com
acao ansiolitica aumentam o tempo gasto na area clara, enquanto que os
ansiogénicos o diminuem. Da mesma forma, o zebrafish também mostra
preferéncia por ambientes escuros, tornando esse parametro potencialmente util
para avaliar os efeitos dos ansioliticos (GEBAUER et al., 2011). Os resultados
encontrados confirmaram a preferéncia pelo lado escuro e a efetividade do BZD
e da fluoxetina em aumentar o tempo gasto na zona clara. Assim como esses
farmacos, o AF nas concentragdes de 250 e 500 mg/L, também se mostrou efetivo
no mesmo parametro, indicando que ele possui atividade ansiolitica.

Pode-se observar que a laténcia para a primeira entrada no
compartimento escuro dos animais nao tratados e dos tratados com AF 100 mg/L
€ semelhante. Ja os animais que receberam todos os outros tratamentos
demoraram mais tempo para a primeira entrada. Esse comportamento ndo pode
ser sugerido como presenca de alteragdes locomotoras, ja que o numero de
cruzamentos entre os compartimentos nao é diferente entre os grupos, mas pode
ser sugerido como comportamento menos ansioso para entrar no compartimento
escuro que lhe oferece mais seguranca.

Giacomini et al. (2016) avaliaram os efeitos do estresse agudo em
parametros comportamentais em zebrafish, expostos a fluoxetina e diazepam,
utilizando outros testes, que nao o teste claro/escuro. Num teste de avaliagcao
locomotora, eles perceberam que o estresse aumenta a atividade locomotora e
que a fluoxetina e o diazepam n&o a afetam por si, mas revertem as mudancgas
comportamentais induzidas pelo protocolo de estresse agudo utilizado por eles,
sugerindo que os efeitos desses farmacos podem ser de bloqueio das respostas
do cortisol em resposta ao estresse agudo. Esses dois farmacos nao causaram
sedacado ou efeitos colaterais relevantes no estudo citado, assim como no
presente estudo, em que utilizamos o mesmo ISRS e um BDZ, o clonazepam ao
invés do diazepam. Se os farmacos tivessem causado sedacdo, o numero de
cruzamentos seria menor comparado ao grupo controle.

Em um estudo mais aprofundado que analisou zebrafish com mutacédo no

receptor de glicocorticéide (RG), que regula a transcricdo de genes alvos
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especificos apods a ligagao do cortisol, Ziv et al. (2013) afirmam que com essa
mutacgao, o feedback negativo sobre a resposta do cortisol é interrompido; como
consequéncia o cortisol é elevado, mas incapaz de sinalizar através do RG. O
tratamento prolongado (2 semanas) com fluoxetina consegue corrigir os niveis de
cortisol, no entanto esse efeito € mais consequéncia do que causa do sucesso do
tratamento com esse farmaco.

Baseado na afirmacdo de Bourin e Hascoét (2003), que o aumento de
tempo gasto no compartimento iluminado apds tratamento com um farmaco é sugerido
como indice de atividade ansiolitica, podemos sugerir que o AF é capaz de diminuir
o comportamento do tipo ansiedade no zebrafish da mesma maneira que a

fluoxetina e o clonazepam.

6.2 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA GABAERGICO NO MECANISMO DE AGCAO DO
AF

e Fase 1. determinacdo da concentracdo efetiva de flumazenil no bloqueio do
clonazepam 0,75 mg/L (controle positivo).

Tendo como resultado que o AF apresenta atividade ansiolitica, partimos
para a suposi¢gao do seu mecanismo de agao. Pensando que ele poderia agir
através sitio de ligagdo do benzodiazepinico no receptor GABA, o flumazenil foi
escolhido para seguir o teste. Inicialmente, foi necessario determinar a dose
desse farmaco que era capaz de bloquear o efeito do clonazepam na
concentracgéao utilizada como controle positivo nos testes (0,75 mg/L).

O flumazenil € um antagonista especifico do sitio do benzodiazepinico no
receptor GABAA e antagoniza os efeitos dos benzodiazepinicos, incluindo os
efeitos ansioliticos, sedativos e hipndticos e, portanto, € uma boa ferramenta para
a pesquisa de farmacos que agem nesse receptor (BENNEH et al., 2017).

Para estudos em ratos, as concentragdes de flumazenil, diazepam e
clonazepam sao bem conhecidas, ja para o zebrafish a quantidade de estudos
publicados envolvendo esses farmacos € menor, sendo necessaria a execugao
de testes pilotos e maior quantidade de estudos para serem melhor definidas.

Nessa fase, o grupo que recebeu o tratamento com o clonazepam tem um

maior tempo de permanéncia em relagdo ao grupo controle. Em comparagao a
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esse grupo, pode-se ver que o0 grupo pré-tratado com flumazenil 1,25 mg/L
reduziu muito o tempo na area clara, assemelhando-se ao controle. Ja o grupo
pré-tratado com flumazenil 1 mg/L, ndo teve redugdo significativa desse
parametro. Sendo assim, a concentracdo de 1,25 mg/L foi mais eficaz para
antagonizar os efeitos do BZD na concentragdo testada. Os outros dois
parametros analisados, a laténcia para a primeira entrada no compartimento
escuro e o numero de cruzamentos entre as areas, nao apresentaram diferencas

estatisticas.

e Fase 2: verificacao da especificidade do efeito do flumazenil em bloquear os
efeitos de farmacos que atuam no sitio de ligagdo de benzodiazepinico no
receptor GABAA.

Da mesma forma que Viswanatha et al. (2017), escolhemos o flumazenil
para sugerir o possivel mecanismo de agcao do AF. Na fase 1 foi comprovado que
ele bloqueia o efeito do BZD utilizado, validando o procedimento teste. Na fase 2,
o objetivo foi verificar se o flumazenil poderia atuar em outro tipo de receptor que
nao o GABAA. Por esse motivo, foi realizado o mesmo teste da fase 1 com pré-
tratamento de flumazenil na concentracéo efetiva e tratamento com fluoxetina 10
mg/L, que € um farmaco que inibe a recaptagao de serotonina.

Nossos resultados sdao mostrados nos graficos 7 a 9 e confirmam que este
antagonista de BZD néao exerce influéncia sobre a agdo do ISRS, ja que n&o ha
diferencga significativa em nenhum dos 3 paradmetros analisados entre os grupos
tratado apenas com fluoxetina e o que recebeu o pré-tratamento com flumazenil.

Esse resultado era esperado e esta de acordo com os estudos de
especificidade de ligagcdo dos BZD ao seu sitio de ligagdo no receptor GABAA,
como mostrados nos resultados de Li et al. (2006) e Vinkers et al.(2012).

Cada um dos sistemas, gabaérgico e serotoninérgico, possui alvos
especificos e farmacos capazes de reverter agao dos agonistas. Os resultados que
obtivemos sdo coerentes com estudos ja publicados, indicando que o flumazenil é
especifico para antagonizar o efeito de BZD e que nao tem influéncia na agéao de

farmacos que atuam em outros receptores.

e Fase 3: verificagado da relagédo do sistema gabaérgico na agao do AF.



48

A forma mais frequentemente utilizada para verificagdo do envolvimento
gabaérgico na agéo de substancias em estudo para ansiedade, é a administragao
do flumazenil para verificar se existe o bloqueio dos efeitos ansioliticos
previamente observados em estudos comportamentais. O diazepam e o
clonazepam sao os farmacos comumente usados como controles positivos
nesses testes. Além de estudos relacionados a ansiedade, esses farmacos sao,
também, utilizados na pesquisa de novas substancias anticonvulsivantes. Alguns
estudos que utilizaram essa linha de pesquisa sdao Abdelhalim et al. (2015),
Chaves et al. (2017), Tabari, Amir e Tehrani (2017), Vinkers et al. (2012) e
Viswanatha et al. (2017).

Apds encontrarmos que a concentragdo efetiva de flumazenil para
antagonizar o efeito do controle positivo € de 1,25 mg/L e que ele é especifico
para bloquear o efeito de farmacos que agem em receptor GABAA, seguimos para
a verificagdo da sua capacidade em reverter a agdo do AF. Nessa fase foi
realizado o teste com controle negativo, AF 500 mg/L e o grupo com pré-
tratamento de flumazenil 1,25 mg/L seguido de tratamento com AF 500 mg/L, a
fim de comparar os efeitos do farmaco e do possivel bloqueio com o antagonista
de BDZ no receptor GABAA.

Analisando os graficos, podemos ver que o pré-tratamento com flumazenil
diminuiu significativamente o tempo gasto no lado claro, assim como a laténcia
para a primeira entrada no lado escuro e o numero de cruzamentos. Isso indica
que houve bloqueio da acao do AF. Esse bloqueio da ansidlise por pré-tratamento
com flumazenil sugere envolvimento do receptor GABAA nos efeitos ansioliticos
do AF e o experimento anterior, com a fluoxetina, reforca essa sugestao, ja que
mostra a especificidade do flumazenil.

Xu et al. (2013) investigaram o efeito do AF na dor induzida por reserpina
e comportamentos semelhantes a depressdao em camundongos. O AF era
administrado por gavagem 30 minutos antes do teste. Nesse estudo, aplicaram
um teste especifico para avaliacdao de atividade locomotora, realizada em um
ambulémetro com 5 camaras de atividade. Os camundongos foram colocados nas
camaras e suas patas foram contatadas ou desconectadas das barras ativas
produzindo configuragdes aleatorias que foram convertidas em pulsos. Os pulsos,
que eram proporcionais a atividade locomotora dos camundongos, foram

registrados automaticamente como contagens cumulativas totais de atividade
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motora. Nenhuma dose de AF (5 a 80 mg/kg) afetou a atividade locomotora em
doses que influenciaram significativamente a resposta a imobilidade nos testes
de suspenséo pela cauda e de natacao forcada. Da mesma forma, nos testes que
realizamos nédo houve diferenga no numero de cruzamentos entre os lados do
aquario nos animais tratados com o AF e os nao tratados, com excecao desse
ultimo teste do grupo que recebeu pré-tratamento com flumazenil seguido de
tratamento com AF 500 mg/L. Assim, estamos de acordo com esse estudo em
que afirma que o AF nao afeta a atividade locomotora.

Celik et al. (1999) realizaram um estudo em que analisaram os efeitos do
flumazenil (5, 10 e 20 mg/kg administrado via intraperitoneal) sobre a atividade
locomotora em ratos. Concluiram que o flumazenil ndo tem efeito sobre a
atividade locomotora mas que consegue reverter a depressdo locomotora
causada pela administracdo de diazepam.

Tanto o AF quanto o flumazenil ndo exercem efeito sobre a atividade
locomotora. Em nosso teste, percebemos que o numero de cruzamentos foi
significativamente menor nos peixes que receberam tratamento com esses dois
farmacos associados. Assim, sugerimos que essa diminuicdo nao foi por efeito
locomotor, mas pelo bloqueio do efeito ansiolitico do AF.

Em relagcdo ao mecanismo de acao, em 2015, Machado et al.
desenvolveram um estudo com o isopentil ferulato, um éster do AF, no qual
pesquisaram a capacidade anticonvulsivante do farmaco e seu mecanismo de
acdo. Apos comparar os resultados obtidos com o tratamento do farmaco teste e
diazepam, verificaram a existéncia da atividade anticonvulsivante e utilizaram o
flumazenil para testar se bloquearia esse efeito. O resultado foi de bloqueio do
efeito, sugerindo atuagdo em sitio modulatério de BZD no receptor GABAA no
cérebro de camundongos. Ainda que esse estudo tenha sido realizado com um
derivado éster, ele corrobora com o nosso achado de envolvimento gabaérgico

no mecanismo de acao do AF.
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7 CONCLUSAO

Analisando os resultados obtidos, pode-se afirmar que o AF apresenta
atividade ansiolitica e sua agao aparentemente ocorre por meio de interagdo com

o receptor GABAA em zebrafish, utilizando o teste de preferéncia claro/escuro.
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