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RESUMO

Os flavonoides sdo compostos que apresentam novas alternativas farmacologicas. O flavonoide
crisina (5,7-diidroxiflavona) tem sido estudado por suas propriedades antioxidantes e devido as
suas agdes neuro farmacologicas produzidas em estruturas cerebrais especificas, implicadas
também em distdrbios neuropsiquiatricos,om evidéncias pré-clinicas de que este mesmo
também possui efeitos ansioliticos.. O uso do peixe Danio rerio, também conhecido como
paulistinha ou zebrafish, tem aumentado em pesquisas pré-clinicas no campo da
psicofarmacologia. Em vista disso, o objetivo do presente estudo foi comparar os efeitos
ansioliticos dos flavonoides crisina e flavonaem zebrafish adultos. A pesquisa implica testar 0s
efeitos ansioliticos de dois flavonoides crisina e flavona, utilizando zebrafish adultos (Danio
rerio) para os testes comportamentais, como teste de preferéncia claro/escuro e distribuigéo
vertical eliciada pela novidade (DVEN), contribuindo para identificar se os efeitos do tipo
ansiolitico produzidos pela crisina e flavona sdo devidos & presenca de radicais hidroxila em
sua estrutura, o que poderia favorecer o design especifico de novas moléculas destinadas a
farmacoterapia da ansiedade, testando, portanto, os efeitos ansioliticos em comparacao dos dois
flavonoides crisina e flavona utilizando zebrafish adultos.

Palavras-chave: Ansiedade. Crisina. Flavona. Zebrafish.
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LISTA DE ABREVIACOES

BzD Benzodiazepinicos

DVEN Distribuicdo vertical elicidada pela novidade

GABA Acido gamaamunobutilico

DBCA Diretriz brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins

cientificos e didaticos
DMSO Dimetilsulfoxido
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1. INTRODUCAO

O tratamento da ansiedade baseia-se no uso de benzodiazepinicos, que séo moduladores

alostéricos positivos do receptor GABAA, porém essas drogas podem produzir diversos efeitos
colaterais como sedacdo, relaxamento muscular e amnésia (GRIFFIN et al., 2013).
Diante disso, novas alternativas farmacoldgicas que podem ndo apresentar os efeitos adversos
dos benzodiazepinicos tém sido buscadas em nivel pré-clinico. Entre as principais propostas
estdo os flavonoides, um grupo de metabolitos secundarios encontrados em plantas que
desempenham diversas funcdes protetoras (MARDER et al., 1996).

Eles sdo compostos polifendlicos presentes em diversas plantas e tém sido considerados
nutracéuticos por fazerem parte da dieta humana (Marventano et al., 2017) e por produzirem
diversas acOes farmacéuticas. Além disso, eles sdo capazes de cruzar a barreira
hematoencefalica e modificar a funcéo cerebral (et al., 2015).

O flavonoide crisina (5,7-diidroxiflavona) tem sido estudado por suas propriedades
antioxidantes (Siddiqui et al., 2018) e, atualmente, também, devido as suas acOes
neurofarmacoldgicas produzidas em estruturas cerebrais especificas implicadas em disturbios
neuropsiquiatricos (Filho et al., 2016; Bortolotto et al., 2018).

Ja a crisina é um flavonoide natural presente no mel, prépolis e diversos extratos
vegetais (German-Ponciano et al., 2018), e € um dos nutracéuticos polifendlicos mais estudados
(Chadha et al., 2017). Também ha evidéncias pré-clinicas de que esse flavonoide exerce efeitos
do tipo ansiolitico (Wolfman et al., 1994; Salgueiro et al., 1997; Zanoli et al., 2000; Rodriguez-
Landa et al., 2019).

Nessa perspectiva, o potencial da crisina para atuar como eliminador de radicais livres
foi atribuido a presenca desses grupos hidroxila @4, e foi sugerido que este grupo funcional
representa o principal sitio de acdo deste flavonoide para produzir uma grande variedade de
potenciais efeitos terapéuticos a fim de melhorar diversos disturbios fisiologicos e psiquiatricos
(Sheela & Augusti, 1995).

No entanto, nenhum estudo comparou diretamente os efeitos de doses semelhantes de
crisina e da estrutura de flavona flavona sobre os efeitos terapéuticos potenciais relatados na
pesquisa pré-clinica.

A Crisina (é isolada de Passiflora Caerulea, Passiflora incarnata, Matricaria
Chamomilla ou como uma droga sintética) exerce efeitos semelhantes aos ansioliticos por meio
da agdo nos receptores GABAA sem 0s efeitos colaterais associados (ou seja, sedagdo, amnésia,

miorrelaxamento) que foram atribuidos a outro GABAa moduladores (benzodiazepinas, etanol,
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etc.). Esses efeitos foram avaliados em modelos comportamentais usando roedores (Wolfman
et al., 1994; Salgueiro et al., 1997; Zanoli et al., 2000; Rodriguez-Landa et al., 2019).

Embora tenha sido sugerido que a presenca de grupos hidroxila na estrutura da crisina seja a
responsavel por essa acdo farmacologica, tal efeito ha comparagdo com os efeitos produzidos
pela flavona em modelos pré-clinicos de comportamento semelhante & ansiedade.

O uso do peixe Danio rerio, também conhecido como paulistinha ou zebrafish, tem
aumentado em pesquisas pré-clinicas no campo da psicofarmacologia. Ha& ensaios
biocomportamentais de ansiedade e testes de triagem para efeitos semelhantes aos ansioliticos
que foram adaptados para zebrafish (Maximino et al., 2010a).

Além disso, pesquisas comportamentais utilizando o zebrafish avaliaram os efeitos de
drogas ansioliticas clinicamente eficazes, incluindo benzodiazepinicos (Bencan et al., 2009;
Gebauer et al., 2011; Maximino et al., 2011; Schaefer et al., 2015) e ligantes de ambos 0s sitios
BZD centrais e periféricos (Lima-Maximino et al., 2018). Ha um crescimento nas investigaces
para identificar os potenciais ansioliticos, com o desenvolvimento de ensaios comportamentais
para drogas psicoativas em zebrafish, desencadeando a compreensdo dos mecanismos
"centrais" das fungdes comportamentais como medo e ansiedade, que sdo alterados em
pacientes humanos e compartilhados entre peixes,roedores e humanos (GERLALI, 2014).

Assim, o objetivo do presente estudo foi comparar os efeitos ansioliticos dos flavonéides
crisina e flavona em zebrafish adultos, contribuindo para identificar se os efeitos do tipo
ansiolitico produzidos pela crisina e flavona sdo devidos a presenca de radicais hidroxila em
sua estrutura, o que poderia favorecer o design especifico de novas moléculas destinadas a

farmacoterapia da ansiedade.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Investigar os mecanismos de acdo dos possiveis efeitos ansioliticos do flavonoide

crisina e da flavona em zebrafish (Danio rerio) adulto.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar os efeitos do flavonoide crisina e da flavona em zebrafish em testes
comportamentais de triagem (screening) para efeitos tipo-ansiolitico;

e Descrever as caracteristicas do transtorno de ansiedade;

e Caracterizar os efeitos psicomotores da crisina e da flavonaem zebrafish;

e Estabelecer curva dose-resposta para os efeitos comportamentais da crisina e da flavona em
teste de preferéncia claro/escuro em zebrafish;

e Confirmar o efeito tipo-ansiolitico da crisina e da flavona no teste DVEN em zebrafish;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Transtorno de Ansiedade

Os problemas de salde estdo cada vez mais crescentes por conta das inimeras pessoas
acometidas com algum transtorno mental como, por exemplo, ansiedade, depresséo e transtorno
de bipolaridade. S&o problemas de salde publica que podem causar diversos sintomas e
complicacdes no individuo. A ansiedade é uma das mais prevalentes atualmente, havendo o
crescimento de uma forma acelerada na populagdo (ROTOLI et al., 2019).

A ansiedade, de certa forma, é uma emocao que todo individuo sente de forma normal,
guando vai apresentar um trabalho, ir ao médico, uma entrevista, entre outros. Porém, quando
isso se torna excessivo a ponto de prejudicar atividades cotidianas, € necessario que haja o
acompanhamento com o especialista para que possa realizar a analise e terapéutica adequada(*?-
E importante que haja a identificacdo desse transtorno e que seja feito o alerta & populagdo. A
doenca atinge pessoas que comumente tém preocupacdo em excesso, sofrem por antecipacao,
se cobram quando algo da errado, ndo conseguem lidar com pressdo e sempre vivem em
cobranca, afetando a qualidade de vida (")

A ansiedade consiste em um transtorno mental que provoca diversas manifestagoes
clinicas no individuo, tais como: preocupacdo, medo, inquietacdo e nervosismo. Desse modo, a
ansiedade faz com que o individuo passe por diversos problemas que afetam as atividades
cotidianas e as relagdes sociais ©). Nisso, o individuo comegca a apresentar reacdo emocional de
apreensdo e incerteza do futuro. Dessa forma, o transtorno de ansiedade faz com que a pessoa
sempre fique em pensamentos acelerados que causam alteragdo no organismo. 1sso ocorre por
conta da sensacdo de medo e sensagio de “luta” ou “fuga” @7

As manifestaces clinicas de alguém com ansiedade variam de uma pessoa para outra,
assim como o grau do transtorno. Dessa forma, a pessoa comeca a apresentar inquietacao,
cefaleia, tensdo muscular, taquicardia, dor no peito, alteracdo na respiracdo, suor nas maos,
tremores, fadiga e nauseas®- Por isso, quando ha os sinais e sintomas de ansiedade, é importante
a confirmacdo do diagnostico, levando em conta o historico e analise minuciosa para avaliar o
grau do transtorno, como também considerar o planejamento de agdes que irdo minimizar os
sintomas, direcionando para o tratamento correto (11-

Com isso, a terapéutica e realizada conforme com as manifestacdes clinicas do paciente,
sendo usados ansioliticos ajustados as doses de acordo com a prescrigdo médica. A terapéutica
farmacologica comumente necessita ser mantida de seis meses a um ano até que sejam

reduzidos os sinais e sintomas 2, Uma das formas de tratamento medicamentoso ¢ por meio
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dos ansioliticos, os quais apresentam o mecanismo de a¢do direcionado para aliviar e minimizar
a agitacdo e tensdo, reduzindo os sintomas da ansiedade ®)- Entretanto, novas moléculas com

potencial ansiolitico estdo sendo investigadas.

3.2 Flavonoides

A descoberta das propriedades dos flavonoides foi no ano de 1930, quando houve o
estudo das substancias presentes na laranja, sendo isolados os componentes quimicos delas.
Nisso, foi identificada uma substancia pertencente a familia das vitaminas, mais tarde
denominada flavonoides - Eles sdo estudados por apresentarem seletividade para os receptores
GABAA e ensaios de ligagdo da membrana cerebral. Nisso, sdo diminuidas as manifestacdes
caracteristicas da ansiedade e seus efeitos indesejados (%),

Estudos mostram que os flavondides apresentam atividades farmacolégicas que atuam
no sistema nervoso central, alterando vias importantes no que diz respeito a muitos transtornos
psiquiatricos, e assim compreendem uma fonte promissora de compostos com atividades
ansioliticas e potencial elevado para serem testados na clinica com foco no tratamento dos
transtornos de ansiedade ©)

Por isso, ha a busca por estudos na comunidade cientifica para cada vez mais identificar
componentes que possam beneficiar e trazer satde ao ser humano, reduzindo diversas doencas

e prevenindo agravos por meio do mecanismo de ac¢do dessas substancias e suas propriedades
(10).

3.3  Crisina e flavona como moléculas potencialmente ansioliticas

A Crisina é um flavonoide identificado na Passiflora caerulea, que é uma planta da
mesma familia que o maracuja. Desse modo, é recomendada por apresentar resultado
ansiolitico, apresentando beneficios para que haja a reducéo dos sintomas. A crisina possui acao
terapéutica, sendo essencial para os efeitos antioxidante, ansiolitico e antidepressivo (18-

Possui efeito inibidor da aromatase, que também tem acdo que ajuda regular os
horménios no organismo, além de efeito antioxidante e que reduz os indices de ansiedade. Tem
sido usado para as pessoas com transtorno de ansiedade para que a pessoa possa apresentar
melhora e com isso, haja a qualidade de vida (0

Ja a flavona tem sido bastante utilizada pelo fato de ser uma substancia natural com alto

potencial terapéutico. E um dos flavonoides localizados em plantas do género Cannabis, que


https://www.cannabisesaude.com.br/sativa-indica-e-ruderalis-entenda-os-tipos-de-cannabis/
https://www.cannabisesaude.com.br/sativa-indica-e-ruderalis-entenda-os-tipos-de-cannabis/
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possui efeito medicinal. Enquanto flavonoide, a flavona colabora para desenvolver a coloragéo
e o sabor de diferentes espécies *°. A flavona é preconizada para as acdes que tenham efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorias. Também tem efeitos que ajudam nos mensageiros quimicos
e comeca a aliviar a insonia e reducdo da ansiedade, trazendo melhorias ao individuo acometido
por esse problema (4)-

Atualmente, ha vérios estudos sobre a flavona e suas substancias e a associa¢cdo com
efeitos que Foram fundamentais para a qualidade de vida das pessoas,sobretudo, por conta do
seu efeito tranquilizante que é essencial para o tratamento dos sintomas de ansiedade, o que faz

com que seja associado aos demais métodos(®)
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4. METODOLOGIA

A pesquisa implica testar os efeitos ansioliticos de dois flavonoides crisina e flavona
utilizando zebrafish adultos (Danio rerio) (Figura 2) para os testes comportamentais, como teste
de preferéncia claro/escuro e DVEN.

Figura 2: Imagem de Danio rerio adulto, fenétipo longfin.
Imagem de Danio rerio. Fonte: Splice (2023).
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4.1 Desenho do Estudo / Tipo de Estudo

O projeto consiste em uma pesquisa cientifica em laboratorio, com carater experimental,

utilizando o zebrafish como modelo animal para os testes comportamentais.

4.2  Populacdo de estudo

Foram utilizados 48 zebrafish adultos ndo sexuados do fenotipo longfin nos presentes
experimentos. Os animais Foram adquiridos em uma loja de aquarios de Rio de Janeiro (Brasil)
e mantidos em tanques coletivos no Laboratorio de Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
do Pard— FACIMPA, Nova Maraba, Maraba Para. por pelo menos duas semanas antes do inicio
dos experimentos. As condi¢des no tanque de manutencdo Foram mantidas estaveis, conforme

descrito por Lawrence (2007) e registradas em protocolos.io (Maximino et al., 2019).

4.3 Critérios de Inclusado

Foram utilizados apenas zebrafish adultos (Danio rerio) do fenétipo longfin

em todos 0s testes comportamentais.

4.4 Critérios de Exclusao

Foram excluidos dos os zebrafish adultos (Danio rerio) do fendtipo leopard e shortfin.

45 Local e Periodo do Estudo

Os experimentos Foram realizados no Laboratério de Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas do Para — FACIMPA, Nova Maraba, Maraba Para.. E o periodo de realizacdo dos

experimentos foi em maio de 2024.

4.6  Procedimentos para a Coleta de Dados

A dose de crisina (CAS # 480-40-0; Sigma-Aldrich, C80105) e Flavona Foram
dissolvidas em 10% dimetilsulféxido (DMSO) e injetados intraperitoneal (i.p.) (Kinkel et al.,
2010) em cada zebrafish uma quantidade de 5 microlitros. Para ambos os flavonoides, foi
utilizada a dose 1 mg/kg, uma dose de crisina que demonstrou ser ansiolitica em labirinto em

cruz elevado em ratos e zebrafish (Wolfman et al., 1994; German-Ponciano et al., 2020). A
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ordem com a qual os grupos foram testados foi randomizada por meio da geracdo de nimeros
aleatdrios usando a ferramenta de randomizagdo em http://www.randomization.com/. Foram

realizados dois testes comportamentais, como teste de preferéncia claro/escuro e teste DVEN.

Teste claro/escuro

O ensaio de preferéncia claro/escuro (escotaxia) foi realizado conforme descrito em
outro lugar (Maximino, 2018 [https: //10.17504/protocols.io.srfed3n]; Maximino et al., 2010Db).
Resumidamente, 30 minutos apds a injecdo, os animais Foram transferidos individualmente
para o compartimento central de um tanque preto/branco (15 cm de altura X 10 cm de largura
X 45 cm de comprimento) por um periodo de aclimatacdo de 3 minutos, posteriormente, as
portas que delimitam este compartimento foram removidas e o animal foi autorizado a explorar
livremente o aparelho por 15 min. Enquanto, todo o tanque experimental foi iluminado de cima
por uma fonte de luz homogénea, devido a refletividade das paredes do aparelho e a iluminagéo
média do piso (medida logo acima da linha de agua), e deve medir trés medidas de luz acima
do compartimento preto (média £ DP) lux, e do compartimento branco (média £ DP) lux. As

seguintes varidveis Foram registradas:

1. Tempo gasto no compartimento branco: o tempo gasto no branco metade do (s) tanque (s);

2. TransicOes para branco: o nimero de entradas no compartimento branco feitas pelo animal

ao longo da sessdo;

3. Duracdo da entrada: a duracdo média de uma entrada (tempo no branco/transicoes);


http://www.randomization.com/
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4. Natacao errética: definida como o niUmero de comportamentos de natacdo em zigue-zague,

rapidos e imprevisiveis de curta duracéo;

5. Congelamento: a duracdo do (s) evento (s) de congelamento, definido como a cessacdo

completa dos movimentos, com exce¢do dos movimentos dos olhos e do opérculo;

6. Tigmotaxia: a duracdo do (s) evento (s) timotaxico (s), definido como nadar a uma distancia

de 2 cm ou menos das paredes do compartimento branco;

7. Frequéncia de avaliacdo de risco: definida como uma entrada rapida (<1 s) no
compartimento branco seguida por reentrada no compartimento preto, ou como uma entrada

parcial no compartimento branco (ou seja, a barbatana peitoral ndo atravessa o linha média);

Uma camera de video digital foi instalada acima do aparelho para registrar a atividade
comportamental do zebrafish. Dois observadores independentes, cegos para o tratamento,
mediram manualmente as varidaveis comportamentais usando o X-Plo-Rat 2005
(https://github.com/lanec-unifesspa/x-plo-rat) e pelo TheRealFishTracker (toronto.edu). A

confiabilidade interobservadora foi de pelo menos > 0,95.

Teste da distribuicdo vertical eliciada pela novidade (DVEN)

O teste DVEN avalia o comportamento do zebrafish em ambientes novos, sendo
baseado na geotaxia - um comportamento de “mergulho” de fuga inata, observando a tendéncia
em permanecer no fundo do aquario, no entanto, esse comportamento € habituado ocorrendo
uma gradativa exploracao pelo aparato (KYSIL et al., 2017). O teste foi gravado por 5 minutos
para a analise comportamental do zebrafish.

4.7 Andélise de Dados

Os dados Foram analisados usando Testes de Independéncia Geral Assintética, um
analogo baseado em permutacdo de ANOVA unilateral, seguido por testes de permutagdo em
pares, andlogos a teste t em pares com valores de p ajustados para a taxa de descoberta falsa.
As anélises Foram feitas em R (R Core Team, 2019), usando o pacote ‘moeda’ (Hothorn et al.,
2006). A normalidade nédo foi presumida e, portanto, nenhum teste especifico de normalidade
foi realizado. No entanto, esse tipo de analise € resistente a desvios dos pressupostos da

ANOVA de minimos quadrados ordinarios tradicional e € robusta a outliers, sendo insensivel a


https://github.com/lanec-unifesspa/x-plo-rat
http://www.dgp.toronto.edu/~mccrae/projects/FishTracker/
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pressupostos distributivos (como normalidade) (Mangiafico, 2015).
4.8  Aspectos Eticos

As recomendacOes da legislacdo brasileira (Diretriz brasileira para o cuidado e a
utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos - DBCA. Anexo |. Peixes isolados em
instalacdes de instituicdes de ensino ou pesquisa cientifica, 2017), foram seguidas para garantir

0s principios éticos no cuidado com animais ao longo de experimentos.

4.9 Riscos

Pode acontecer de ter morte dos zebrafish durante o experimento, porém sempre se
utiliza de técnica segura para garantir o bem estar dos animais (sdo anestesiados em gelo, 12
°C). E o flavondide flavona pode apresentar potencial ansiogénico nos testes comportamentais
em zebrafish adulto.

4.10 Beneficios

A pesquisa pode proporcionar dados dos efeitos ansioliticos do flavonoide flavona em
comparacdo aos efeitos da crisina em zebrafish adultos, proporcionando o entendimento em
modelos pré-clinicos de comportamento semelhante a ansiedade. Assim, esses flavondides

podem apresentar capacidade ansioliticas para o desenvolvimento de novos farmacos.
4.11 Desfechos

4.11.1 Primarios(s)

Investigando os mecanismos de acdo dos possiveis efeitos ansioliticos do flavonoide
crisina e da flavona em zebrafish (Danio rerio) adulto, foi importante para o desenvolvimento

de novas técnicas para mitigar esses efeitos.

4.11.2 Desfechos Secundario(s)

Conhecendo os efeitos dos flavonoides crisina e da flavona em zebrafish em testes
comportamentais de triagem (screening) para efeitos tipo-ansiolitico, foi de extrema

importancia para desenvolver novos farmacos fitoterapicos para a diminuicao da ansiedade.
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CRONOGRAMA
2023 2024
Acdes abr | mai | jun | jul |ago | set | out | nov | dez | jan | fev |mar| abr maio jun | julout| ago

Construcéo do Projeto de Pesquisa X X X X X X X X
Cadastrar na Plataforma Brasil X
Compra de animais X
Realizacdo dos experimentos X
Transcricéo dos videos X
Andlise dos dados X X X X
Levantamento bibliografico X X X X X X X X X X X
Revisdo da literatura e manuscrito X X X X
Submiss&o revista X
Entrega do relatério final para o CEP X
AvaliacOes X

Os pesquisadores se comprometem a iniciar a pesquisa somente apos aprovagio pelo Comité de Etica.




DESCRICAO
Aquario claro/escuro
(acrilico)
Microseringa-GC
701N, vol 10pL,

agulha fixa, ponta 2,
calibre 26s 80300

manta acrilica +
carvao ativado + tela

Kit de testes para
qualidade da &gua

Peixes adultos +
frete + isopor

Bombas submersas
Racéo para peixe
Vasilha para filtro

Caixas
organizadoras para
usar como aquarios
Aquério de vidro
(DVEN)

TOTAL

As despesas Foram custeadas com recursos dos proprios pesquisadores.

Valor Unitario (R$)

600,00

200,00

50,00

250,00
4,00
80,00

3,00

5,00

115

80,00

ORCAMENTO

Quantidade

01

01

01

300,00

10 kg

22

Total

600,00

200,00

200,00

250,00
1.600,00
320,00

300,00

25,00

460,00

160,0

4.115,00
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