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APRESENTACAO

Este volume apresenta um Trabalho de Curso de Graduagdo, desenvolvido pelo académico Bruno
Zilli Peroni, que se configura como requisito parcial para a obten¢do do titulo de Médico pela
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus Passo Fundo, RS, sendo realizado sob
orientagdo do Prof. Dr Ricieri Naue Mocelin. Este estudo objetivou investigar o mecanismo de acao
da N-Acetilcisteina em um modelo de Estresse Cronico Imprevisivel, aplicado em peixes-zebra. O
trabalho foi desenvolvido durante trés semestres académicos, sendo dividido em trés partes principais.
No semestre 2024/1, realizado na quinta fase do curso de medicina, foi escrito o projeto de pesquisa
durante o Componente Curricular Regular (CCR) de Trabalho de Curso I. Subsequente, durante a
sexta fase, foram realizados os experimentos descritos no Projeto de Pesquisa, apds apreciagdo e
aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais, sendo desenvolvida durante o CCR
Trabalho de Curso II. Por fim, a terceira parte corresponde a redagdo de um artigo cientifico, a
apresentacdo final e a conclusdo do CCR de Trabalho de Curso III, que foram realizados durante o
semestre de 2025/1. O trabalho foi desenvolvido em conformidade com o Manual de Trabalhos

Académicos da UFFS e com o Regulamento de Trabalho de Curso.



RESUMO

Introdugdo: Os transtornos mentais, como ansiedade e depressdo, além de efeitos deletérios ao
organismo, sdo responsaveis por elevados custos aos paises, podendo atingir o montante de
aproximadamente 6,5 trilhdes de dolares até 2030. Tais condi¢des sao relacionadas a incapacidade e
a morte prematura. Apesar de ser uma das principais doencas contemporaneas, 0s tratamentos
farmacoldgicos disponiveis para os transtornos mentais possuem eficacia limitada, além de efeitos
adversos notaveis. A hiperatividade glutamatérgica e o estresse oxidativo possuem intima rela¢ao
com o desenvolvimento de transtornos mentais, induzindo neuroinflamagao, disfuncao mitocondrial,
dano oxidativo e excitotoxicidade. Nesse cenario, a N-acetilcisteina (NAC) se coloca como forte
candidata, haja vista que possui propriedades neuroprotetivas, reduzindo o dano oxidativo, a
neuroinflamagdo, a disfungdo mitocondrial e a excitotoxicidade. Objetivo: investigar os efeitos da
N-acetilcisteina (NAC) sob parametros comportamentais em um modelo de estresse cronico
imprevisivel em peixes-zebra. Metodologia: apos periodo de quarentena, os animais foram divididos
em grupos: controle (CTRL); controle estressado (CTRL+); N-acetilcisteina (NAC); N-acetilcisteina
estressado (NAC+); cetamina (KET); cetamina estressado (KET+); fluoxetina (FLU); e fluoxetina
estressado (FLU+). Durante os primeiros 7 dias, os grupos estressados foram submetidos ao protocolo
de Estresse Cronico Imprevisivel (ECI). No dia 7, os peixes-zebra foram submetidos ao tratamento
farmacologico: CTRL e CTRL+ (veiculo); NAC e NAC+ (N-acetilcisteina 10,0 mg/L. durante 20
minutos); KET e KET+ (cetamina 20 mg/L, durante 20 minutos); FLU e FLU+ (fluoxetina, 10 mg/L
durante 20 minutos). No dia 8, os animais foram submetidos ao teste de tanque novo, filmados durante
6 minutos e posteriormente analisados utilizando o software ANY-maze®. A normalidade dos dados
e a homogeneidade das variancias foram analisadas usando os testes de D'4Agostino-Person e Levene,
respectivamente. A analise estatistica foi realizada através do teste de ANOVA de duas-vias, seguido
do teste de post hoc de Tukey. Em todas as comparacdes, o nivel de significancia adotado foi p <
0,05. Resultados: O ECI reduziu o nimero de cruzamentos e tempo de permanéncia na area superior,
e aumentou o tempo de permanéncia na inferior. Todos os tratamentos (NAC, FLU e KET) atenuaram
o efeito ansiogénico induzido pelo ECI. A FLU também teve efeito ansiolitico em peixes nao
submetidos ao ECI. Conclusdes: Dado o efeito positivo da NAC neste estudo em modelo animal, seu
bom perfil de seguranca em humanos e o baixo custo do medicamento, bem como as atuais evidéncias
existentes em ensaios clinicos randomizados, este medicamento emerge no tratamento de transtornos
neuropsiquiatricos.

Palavras-chave: Farmacologia; Glutamato; N-Acetilcisteina; Peixe-Zebra; Psiquiatria.



RESUMO NA LINGUA INGLESA

Introduction: Mental disorders, such as anxiety and depression, in addition to their deleterious
effects on the body, impose significant economic burdens on countries, with projected costs reaching
approximately 6.5 trillion dollars by 2030. These conditions are associated with disability and
premature mortality. Despite being among the most prevalent contemporary diseases,
pharmacological treatments for mental disorders have limited efficacy and are frequently associated
with notable adverse effects. Glutamatergic hyperactivity and oxidative stress are closely linked to
the development of mental disorders, inducing neuroinflammation, mitochondrial dysfunction,
oxidative damage, and excitotoxicity. In this context, N-acetylcysteine (NAC) emerges as a strong
candidate, given its neuroprotective properties, including the ability to reduce oxidative damage,
neuroinflammation, mitochondrial dysfunction, and excitotoxicity. Objective: To investigate the
effects of N-acetylcysteine (NAC) on behavioral parameters in a chronic unpredictable stress (CUS)
model using zebrafish. Methods: Following a quarantine period, animals were divided into the
following groups: control (CTRL); stressed control (CTRL+); N-acetylcysteine (NAC); stressed
NAC (NAC+); ketamine (KET); stressed ketamine (KET+); fluoxetine (FLU); and stressed
fluoxetine (FLU+). During the first seven days, the stressed groups were subjected to the Chronic
Unpredictable Stress (CUS) protocol. On day 7, zebrafish received pharmacological treatment: CTRL
and CTRL+ received vehicle; NAC and NAC+ received N-acetylcysteine (10.0 mg/L for 20 minutes);
KET and KET+ received ketamine (20 mg/L for 20 minutes); FLU and FLU+ received fluoxetine (10
mg/L for 20 minutes). On day 8, animals were subjected to the novel tank test, filmed for 6 minutes,
and subsequently analyzed using ANY-maze® software. Data normality and variance homogeneity
were assessed using the D'Agostino-Pearson and Levene’s tests, respectively. Statistical analysis was
performed using two-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. A significance level of p <0.05
was adopted for all comparisons. Results: The CUS protocol reduced the number of transitions and
time spent in the upper zone, while increasing time spent in the bottom zone. All treatments (NAC,
FLU, and KET) attenuated the anxiogenic effect induced by CUS. Additionally, FLU exhibited an
anxiolytic effect even in non-stressed fish. Conclusions: Given the positive effect of NAC in this
animal model, its well-established safety profile in humans, low cost, and current evidence from
randomized clinical trials, this compound emerges as a promising treatment for neuropsychiatric
disorders.

Keywords: Acetylcysteine; Glutamic acid; Pharmacology; Psychiatry; Zebrafish.
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1. INTRODUCAO

Os transtornos de ansiedade sdo os distirbios mentais mais comuns no mundo, com
prevaléncia que aumentou 32% somente no ano de 2020, ano de inicio da pandemia do novo
Coronavirus (COVID-19). Desse modo, essas condi¢des se consolidam como uma das maiores
causas de incapacidade e problemas de relacionamento social, levando muitas vezes a depressao
e ao suicidio. Nesse cenario, de acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude, no que
tange a saude, o enfrentamento as doengas mentais deve ser a maior prioridade na agenda
politica dos paises no periodo pds-pandémico (Alvi, Kumar e Tabak, 2022; OPAS, 2023).
Ademais, transtornos mentais como ansiedade e depressao, além de efeitos deletérios ao
organismo, sdo responsaveis por elevados custos aos paises, podendo atingir o montante de
aproximadamente 6,5 trilhdes de dolares até 2030. Tais condigdes sdo relacionadas a
incapacidade e a morte prematura (Insel et al., 2013; Patel et al., 2018; Walker, McGee e Druss,
2015).

Apesar dos avangos recentes na compreensao da fisiopatologia dos transtornos mentais,
sua neurobiologia ainda € pouco esclarecida, de modo que novos estudos que procurem explicar
0s processos patoldgicos que ocorrem a nivel de Sistema Nervoso Central (SNC) e o mecanismo
de agdo de medicamentos neuropsiquiatricos sao necessarios (Minarini et al., 2016). Nesse
sentido, tem se observado que a hiperatividade glutamatérgica e o estresse oxidativo possuem
intima relagdo com o desenvolvimento de transtornos mentais, uma vez que ¢ observado, a nivel
de SNC, neuroinflamag¢do, disfun¢ao mitocondrial, dano a estruturas vitais - como DNA,
proteinas e lipidios — e, principalmente, excitotoxicidade (Berk et al., 2013; Bradlow et al.,
2022; Dean, Giorlando e Berk, 2011; Raghu et al., 2021; Reis et al., 2020).

Estudos demonstram correlacao entre o comportamento tipo ansioso e depressivo com
deplecao de receptores metabotropicos glutamatérgicos (mGIluR2), sugerindo que a ativagdo do
receptor pode gerar a melhora dos sintomas (Khodagholi et al., 2022; Sha et al., 2023). A
esketamina (Spravato®), enantiomero S da ketamina, foi aprovada pela ANVISA em 2020 para
pacientes com depressdo maior ndo responsivos. Por ser um antagonista de receptores de
glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), ¢ capaz de reverter os sintomas depressivos
em até 24 horas apds a primeira dose, o que ndo é observado nos tratamentos convencionais, 0s
quais necessitam de aproximadamente 14 a 21 dias para a reducao dos sintomas (Aust et al.,
2019; Freeman et al., 2019; Jansen e Darracot-Cankovic, 2001; Pal et al., 2002). Apesar dos

beneficios, estudos demonstram que o Spravato® pode induzir tolerancia, dependéncia,
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ansiedade, além de apresentar efeitos dissociativos e potencial de abuso (Katz et al., 2021;
Lima, Visacri e Aguiar, 2021; Mathai et al., 2023).

Nesse cenario, a N-acetilcisteina (NAC) se coloca como forte candidata no tratamento
dessas condi¢des neuropsiquiatricas, haja vista que possui propriedades neuroprotetivas,
reduzindo o dano oxidativo, a neuroinflamacao, a disfun¢ao mitocondrial e a excitotoxicidade
(Bradlow et al., 2022; Tardiolo, Bramanti ¢ Mazzon, 2018; Turkmen et al., 2019). A NAC ¢
um medicamento comercializado como agente mucolitico, bem como ¢ o principal antidoto em
ambiente hospitalar nos casos de intoxica¢ao por paracetamol (Deepmala et al., 2015). A NAC
¢ um medicamento altamente seguro e com 6timo perfil de tolerabilidade, mesmo em altas
doses, no qual os efeitos adversos possuem baixa incidéncia (Minarini et al., 2016; Shahripour,
Harrigan e Alexandrov, 2014).

A NAC vem sendo estudada no tratamento de transtornos mentais e neurodegenerativo
em estudos pré-clinicos e clinicos (Dean, Giorlando e Berk, 2011; Lee et al., 2021; Neill et al.,
2022; Pedre et al., 2021). Por ser precursora da principal molécula antioxidante do SNC, a
glutationa (GSH), a NAC reduz a quantidade de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs),
garantindo uma importante atividade antioxidante neuronal (Dean, Giorlando e Berk, 2011;
Minarini ef al., 2016; Pedre et al., 2021; Raghu et al., 2021).

Nos transtornos mentais, ¢ observado um aumento de glutamato na fenda sinaptica, o
qual ativa os receptores NMDA e 4acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
(AMPA), induzindo a excitotoxicidade e consequentemente dano e morte neuronal. A NAC
atua na homeostase glutamatérgica, auxiliando na reducao da excitotoxicidade por liberar
glutamato no espaco extracelular, estimulando os receptores mGluR, reduzindo assim a
liberagdo sinaptica de glutamato e a consequente ativagdo dos receptores NMDA e AMPA
(Linck et al., 2012; Raghu et al., 2021).

E bem-aceita a ideia de que o estresse é um importante fator desencadeante de
transtornos mentais, uma vez que ha aumento de dano oxidativo e excitotoxicidade. Nesse
sentido, diferentes estudos demonstram a eficacia da NAC no tratamento de transtornos mentais
relacionados ao estresse, entretanto, o0 mecanismo de acao ainda ¢ pouco esclarecido (Faria et
al., 2019; Kalueff, Stewart e Gerlai, 2014; Linck et al., 2012; Mocelin et al., 2019; Reis et al.,
2020).

Considerando que a neurobiologia dos transtornos mentais, inclusive aqueles
relacionados ao estresse, ainda € obscura, sabe-se do envolvimento do sistema glutamatérgico,

estresse oxidativo, neuroinflamacgao e excitotoxicidade (Reis ef al., 2020). Nesse sentido, este
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estudo objetiva investigar o mecanismo de acdo da NAC em um modelo de estresse cronico

imprevisivel em peixes-zebra.

2. DESENVOLVIMENTO
2.1. PROJETO DE PESQUISA

2.1.1. Tema

Investigagdo do mecanismo de agdo da N-acetilcisteina (NAC) em um modelo de

estresse cronico imprevisivel (ECI) em peixes-zebra.

2.1.2. Problemas

Quais os efeitos comportamentais que o protocolo de Estresse Cronico Imprevisivel
(ECI) gera em peixes-zebra?

Quais os efeitos comportamentais da N-acetilcisteina (NAC) em peixes-zebra
submetidos ao protocolo de ECI?

Qual o papel dos receptores metabotropicos de glutamato tipo 2 (mGluR2) sob

parametros comportamentais em peixes-zebra submetidos ao protocolo de ECI?

2.1.3. Hipoteses

O protocolo de ECI gera comportamento do tipo ansioso em Peixes-Zebra.

A NAC reverte o efeito tipo-ansiogénico induzido pelo protocolo de ECI em peixes-
zebra

O uso de antagonista puro do receptor mGluR> (LY341495) bloqueia o efeito de
reversao da NAC sob parametros comportamentais do tipo ansiogénico induzidos pelo ECI em

peixes-zebra

2.1.4. Objetivos

2.14.1. Objetivo geral

Investigar o mecanismo de ag¢do da N-acetilcisteina (NAC) sob parametros

comportamentais em um modelo de estresse cronico imprevisivel em peixes-zebra.

2.1.4.2. Objetivos especificos

Analisar as repercussdes comportamentais do protocolo de Estresse Cronico
Imprevisivel (ECI) em peixes-zebra.
Investigar o papel da N-acetilcisteina (NAC) em atenuar as repercussdes

comportamentais observadas ao submeter peixes-zebra ao protocolo de ECI.
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Investigar os efeitos do antagonismo da NAC induzida por antagonista de receptor

mGIuR2 (LY341495) sob parametros comportamentais em um modelo de ECI em peixes-zebra.

2.1.5. Justificativa

A ansiedade ¢ um dos transtornos mentais mais comuns no mundo, com prevaléncia que
aumentou 32% somente no ano de 2020, ano de inicio da pandemia do novo Coronavirus
(COVID-19), de modo que essa condi¢do se consolida como uma das maiores causas de
incapacidade e problemas de relacionamento social, levando muitas vezes a depressdo e ao
suicidio (Alvi, Kumar e Tabak, 2022). Aliado a isso, ¢ bem-aceita a ideia de que o estresse ¢
um fator desencadeante dos transtornos mentais, provocando alteragcdes epigenéticas que
acarretam comprometimento importante do funcionamento do Eixo hipotadlamo-pituitaria-
adrenal (HPA) (Bartlett, Singh e Hunter, 2017).

Apesar dos avancos recentes em compreender a fisiopatologia da ansiedade, os
tratamentos farmacoldgicos atuais possuem eficécia limitada, além de efeitos adversos notaveis
(Minarini et al., 2016). A N-acetilcisteina (NAC) ¢ um medicamento que apresenta boa
tolerabilidade e ¢ utilizado desde as décadas de 70 e 80 como agente mucolitico, além de ser
antidoto em casos de intoxicagdo por paracetamol. Apesar disso, seu mecanismo de agao nao
esta totalmente esclarecido (Pedre ef al., 2021). Ainda assim, estudos clinicos demonstram que
a NAC apresenta respostas terap€uticas também em transtornos neuropsiquiatricos, atuando
sobre diferentes vias a nivel de Sistema Nervoso Central (SNC), gerando interesse na
comunidade cientifica (Berk ef al., 2013).

Acredita-se que a NAC exerca seus efeitos no SNC ao auxiliar na produgdo de glutationa
(GSH), principal antioxidante do SNC, de modo a combater a neuroinflamacao, dano oxidativo,
disfungdo mitocondrial e danos a macromoléculas vitais, como DNA, proteinas e lipidios
(Dean, Giorlando e Berk, 2011; Minarini ef al., 2016; Pedre et al., 2021; Raghu et al., 2021;
Turkmen et al., 2019). Além disso, a NAC atua no SNC por meio do sistema Xc- (antiporte
glutamato-cistina), localizado nos astrocitos, onde a NAC fornece cistina — um subproduto da
NAC -, liberando glutamato no espago extracelular. A liberacdo do glutamato para o espago
extracelular ¢ capaz de restaurar a homeostase desse importante neurotransmissor (NT), em
casos em que hé desequilibrio de sua libera¢ao, como observado, por exemplo, na fisiopatologia
da ansiedade, autismo, vicios ¢ adi¢des (Berk et al., 2013; Bradlow et al., 2022; Lee et al.,
2021; Linck et al., 2012; Raghu et al., 2021; Reis et al., 2020).

Recentemente, tem se observado o envolvimento de receptores glutamatérgicos em

transtornos mentais, principalmente os receptores metabotropicos de glutamato do tipo 2
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(mGluR>), resultando na redug¢do do comportamento do tipo ansioso e depressivo, sendo este
um alvo terapéutico interessante na busca por novos medicamentos antidepressivos e
ansioliticos (Khodagholi et al., 2022; Sha et al., 2023). Ademais, estudos pré-clinicos em
modelos de autismo e adi¢ao a cocaina demonstraram que a NAC induz a ativagdo do sistema
Xc-, mediante liberacao de cistina no plasma, aumentando, assim, os niveis extracelulares de
glutamato e ativando mGIluR> (Chen et al., 2014; Moran et al., 2005).

Cabe ressaltar que a utilizagdo de peixes-zebra como modelo animal vem emergindo
brutalmente nas ultimas décadas, especialmente no que tange a manipulacdo genética e as
doengas neurodegenerativas e neuropsiquidtricas. Além de possuirem menor custo de
manutengdo ¢ manipulagdo mais simples quando comparado aos roedores, esses animais
possuem grande semelhanca neuroanatdmica e fisioldgica em relacdo aos mamiferos, sendo
muito Uteis em estudos de neuropsicobiologia translacional (Chia et al., 2022; Kalueff, Stewart
e Gerlai, 2014; e Mrinalini et al., 2023).

Considerando o envolvimento dos receptores de glutamato em transtornos mentais € o
potencial da NAC em modular tais receptores, o presente estudo pretende investigar o
mecanismo de agdo da NAC sobre um modelo de Estresse Cronico Imprevisivel (ECI) em
peixes-zebra, de modo a compreender a possivel redu¢do no comportamento tipo-ansioso

induzido pelo estresse.

2.1.6. Referencial teorico

2.1.6.1 O uso de Peixes-zebra como Modelo Animal

O uso de peixes-zebra como organismo modelo para estudos pré-clinicos foi introduzido
no inicio dos anos 1960, devido a maior facilidade de manuten¢do e manipulacao dessa espécie
em relacdo aos roedores. Inicialmente, os estudos foram voltados a mutagénese, sendo que seu
uso especificamente para doengas do SNC foi introduzido a partir dos anos 2000. Um fator
desencadeante para o aumento do uso de peixes-zebra como modelo animal foi o
sequenciamento de seu genoma, conduzido entre 2001 e 2013, que identificou 84% de
correspondéncia entre genes de doencas humanas e de doencas replicaveis em peixes-zebra
(Mrinalini et al., 2023).

Nesse sentido, o uso de peixes-zebra no estudo de condigdes cerebrais complexas ¢ um
campo emergente e fundamental no estudo das neurociéncias translacionais e em pesquisas
farmacologicas, que se justifica pela grande semelhanca na fisiologia e na genética com os seres

humanos, além de morfologia do SNC que se assemelha a dos mamiferos e de uma manipulagao
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genética relativamente simples, com baixo custo para manutengao € pouco espago necessario
para a criagdo de milhares desses animais (Kalueff, Stewart e Gerlai, 2014).

O encéfalo do peixe-zebra possui semelhanca fundamental, do ponto de vista anatdmico
e neuroquimico, ao encéfalo humano, com circuitos neuronais baseados em neuroquimica
muito semelhante, utilizando neurotransmissores (NT) como dopamina, serotonina,
acetilcolina, histamina, glutamato ¢ GABA. Além disso, peixes-zebra possuem sinais
patolégicos em comum aos seres humanos, como agregacdo proteica, degeneragdo neuronal,
ativacdo de células gliais, etc., o que possibilita o uso desses animais em estudos pré-clinicos
de doencas neurodegenerativas e neuropsiquidtricas (Chia et al., 2022).

Considerando a depressdo, ja foi confirmado que varios fatores genéticos, estresses
ambientais e disturbios neuroquimicos desempenham um papel semelhante nessa condigao em
humanos e peixes-zebra. Outra vantagem do uso de peixes-zebra ¢ o fato deles serem
suscetiveis a grande maioria de farmacos antipsicéticos, ansioliticos, antidepressivos,
estabilizadores de humor, alcool, etc., a um custo aproximadamente 5-6 vezes menor em
experimentos do que quando feitos com roedores, colocando-os como 6timos candidatos para
estudos farmacoldgicos (Kalueff, Stewart e Gerlai, 2014).

Ademais, o protocolo de estresse cronico imprevisivel aplicado em roedores ja se
provou funcional em adaptacdo para peixes-zebra, com efeitos que aumentam ansiedade,
reduzem a locomogdo a alteram os perfis de proteoma cerebral e a neurogénese (Kalueff,
Stewart e Gerlai, 2014; Mocelim et al., 2019).

Além da aplicabilidade em estudos translacionais nas neurociéncias, a utilidade dos
peixes-zebra em estudos epigenéticos também vem crescendo, motivado pela alta homologia
genética com os seres humanos (70%) e pela alta semelhanga nos genes relacionados as etapas

embrionarias (Kalueff, Stewart e Gerlai, 2014).

2.1.6.2 N-acetilcisteina (NAC)

A NAC ¢ um aminodcido natural, precursor da L-cisteina (Cys), que possui em sua
composi¢do quimica a adicdo de um grupo N-acetil, objetivando aumentar a sua
biodisponibilidade e ndo ser rapidamente oxidada no plasma, tal como ocorre com a Cys, que
¢, quase por completo, convertida em cistina (Martinez-Banaclocha, 2022; Raghu et al., 2021;
Whillier et al., 2009).

Quando utilizada por via oral, a NAC apresenta baixa biodisponibilidade (4 a 10%),
com pico plasmdtico que ocorre em 1 a 2 horas, meia-vida de aproximadamente 6 horas e

excre¢do que ocorre 30% por via renal, e 70% por via ndo renal (Minarini et al., 2016;
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Shahripour, Harrigan e Alexandrov, 2014). A NAC ¢ um medicamento altamente seguro € com
otimo perfil de tolerabilidade. Mesmo em altas doses, os efeitos adversos possuem baixa
incidéncia, e normalmente envolvem o trato gastrointestinal, sistema neurologico,
musculoesquelético, dermatologico e comportamental, sendo ndusea o efeito adverso mais
comum (Bradlow et al., 2022; Minarini et al., 2016; Neill et al., 2022).

A NAC ¢ um medicamento comercializado como agente mucolitico, bem como ¢ o
principal antidoto em ambiente hospitalar nos casos de intoxicagdo por paracetamol. Além
disso, a NAC, ou acetilcisteina, ¢ aplicada secundariamente em casos de nefropatia induzida
por contraste, na prevengdo da Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC), como agente
preventivo da fibrilagdo atrial e como terapia adjuvante em casos de HIV (Deepmala et al.,
2015). Mais recentemente, a NAC vem sendo utilizada no tratamento de doengas
neurodegenerativas ¢ neuropsiquiatricas (Berk et al., 2013; Bhatti et al., 2018; Bradlow et al.,
2022; Deepmala et al., 2015; Minarini et al., 2016; Raghu et al., 2021; Tardiolo, Bramanti e
Mazzon, 2018).

2.1.6.3 Acao Antioxidante da N-acetilcisteina

A etiologia dos transtornos mentais, como a ansiedade, envolve dano oxidativo,
neuroinflamagdo, hiperatividade glutamatérgica e neuroplasticidade patolégica (Bradlow et al.,
2022; Reis et al., 2020; Sha et al., 2023). A nivel intracelular, a protecao antioxidante € realizada
a partir das enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase
(GPx), enquanto a prote¢do ndo-enzimatica ¢ conferida por moléculas que apresentam tidis em
sua estrutura, como a Glutationa (GSH) (Bridges, Natale e Patel, 2011; Dal Santo et al., 2014;
Raghu et al., 2021). No entanto, ¢ necessario pontuar que o cérebro € uma regido altamente
ativa do ponto de vista metabolico, logo, possui alta produgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), presentes em excesso em diferentes transtornos mentais, principalmente naqueles
relacionados ao estresse (Berk ef al., 2013; Deepmala et al., 2015).

As propriedades antioxidantes da GSH consistem na presenca de um grupo sulfidrila
livre como fonte pronta de redugdo para EROs, além de fornecer equivalentes redutores para a
enzima GPx. Durante sua acdo, a GSH doa seu H+, formando rapidamente um dissulfeto de
glutationa e combatendo o peroxido, com a formacdo de dgua, que ¢ degradado pela enzima
CAT (Rushworth e Megson, 2014).

Grande parte dos efeitos da NAC se devem a sua conversao em Cys, para entao formar
a GSH (Bhatti et al., 2018; Naziroglu, Cig e Ozgiil, 2013; Pedre et al., 2021; Rushworth e
Megson, 2014; Shahripour, Harrigan e Alexandrov, 2014). A sintese da GSH, a partir da Cys,
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ocorre em duas etapas: inicialmente, a cisteina se une a glutamina, formando um composto que,
entdo, ira se unir a glicina, formando a GSH. As enzimas que participam dessas reagdes sao a
v-glutamilcisteina sintase (y-GCS) e a glutationa sintase (GS), respectivamente. Nesse
processo, a cisteina € o fator limitante para a formagdo da GSH. O feedback negativo dessa
reacao ¢ dado pela propria GSH, que inibe a enzima y-GCS (Arakawa e Ito, 2007).

Ademais, a NAC ¢ capaz de produzir atividade antioxidante mesmo quando nao ha
deplecao dos niveis de GSH (Ezerina et al., 2018; Gleixner et al., 2017; Pedre et al., 2021).
Nesse sentido, outra via de agdo da NAC que vem sendo debatida mais recentemente ¢ a
producdo de H,S a partir da cisteina, que serve como substrato para a producao de espécies de
enxofre sulfano, sendo que estes possuem efeito citoprotetor - elevam o metabolismo energético
da mitocondria, protegem contra o estresse oxidativo irreversivel, aumentam a capacidade de
captar espécies oxidantes ¢ modulam o funcionamento proteico - que explicam os efeitos da
NAC ndo atribuiveis a maior produ¢do de GSH (Ezerina et al., 2018; Gleixner et al., 2017;
Pedre et al., 2021).

Em experimentos desenvolvidos in vitro, foi demonstrado que a NAC € capaz de realizar
suas atividades antioxidantes por meio da cisteina dentro da mitocondria, sem alterar os niveis
de GSH. Nesse cenario, a cisteina doa um sulfeto de hidrogénio, H,S, sendo a reagdo catalisada
pelas enzimas cistationina y-liase e/ou cistationina -sintase. Essas espécies de enxofre sulfano
sao capazes de gerar hidropersulfetos mitocondriais, que combatem de modo muito mais ativo
as EROs da mitocondria. Desse modo, pode-se resumir que a agdo antioxidante da NAC
também se baseia na conversdo de tiois derivados dela em “tidis superativos”, os
hidropersulfetos, que atuam diretamente como antioxidantes e/ou protegem tiois proteicos
criticos. No entanto, cabe ressaltar que essa linha ainda € nova e estudo in vivo desse mecanismo

sao necessarios (Ezerina et al., 2018).

2.1.6.4 Regulacio da Atividade Glutamatérgica pela N-acetilcisteina

A NAC ¢ capaz de modular a atividade glutamatérgica no SNC, reduzindo a
excitotoxicidade, que ocorre em casos de excesso de liberagdo de glutamato - neurotransmissor
excitatorio -, culminando em dano e morte neuronal. A excitotoxicidade estd relacionada a
fisiopatologia dos transtornos mentais, como ansiedade, depressao, adicao a drogas, autismo,
esquizofrenia, transtorno obsessivo-compulsivo, entre outras condi¢des neuropsiquiatricas
(Deepmala et al., 2015; Lee et al., 2021; Raghu et al., 2021; Schmaal et al., 2012).

O mecanismo por meio do qual a NAC age sobre a modula¢do glutamatérgica ¢ bem

entendido em linhas gerais. Inicialmente, a cistina que esta livre no plasma ultrapassa a BHE e
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entra no tecido nervoso, onde, por meio do Sistema Xc-, adentra no espaco intracelular dos
astrocitos, enquanto o glutamato ¢ liberado para o espago extracelular. Inicialmente esse
processo ¢ importante para a producdo intracelular de GSH - principal antioxidante do SNC -,
a partir da cistina, garantindo um mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo.
Posteriormente, a liberacao de glutamato para o espago extracelular ¢ importante por garantir
sua homeostasia, uma vez que, em excesso, esse NT induz excitotoxicidade (Bernabucci et al.,
2012; Bridges, Natale e Patel, 2011; Chen et al., 2014; Deepmala et al., 2015; Moran et al.,
2005; Reissner et al., 2015). Em homeostasia, o Sistema Xc- quase ndo € expresso em neurdnios
maduros, sendo assim, a protecao oxidativa ¢ desempenhada pelos astrocitos, que expressam o
Sistema Xc- em abundancia (Bridges, Natale e Patel, 2011).

Presentes em neurdnios e células da glia, os mGluRs sdo ativados pelo glutamato
extracelular, os quais possuem sua excitabilidade e sinalizagao sinaptica regulada via segundos
mensageiros. Os mGluRs s3o dimeros membros da superfamilia de receptores acoplados a
Proteina G, a qual, quando ativada pela ligacdo do glutamato, possui diversas fungdes dentro
da célula, como a modulagdo de enzimas, canais i6nicos, regulacdo do metabolismo, transcri¢ao
génica e fatores de transcri¢do, além de multiplos aspectos da fun¢do glial e da comunicagao
entre as células gliais e neurdnios, entretanto, em excesso causam danos neuronais (Niswender
e Conn, 2010).

Os mGluRs sdo classificados em 3 tipos, de acordo com suas caracteristicas: o grupo 1
engloba mGluRs 1 e 5; o grupo 2, mGluRs 2 e 3; e o grupo 3, mGluRs 4, 6, 7 ¢ 8. De modo
geral, os mGluRs do grupo 1 sdo localizados no neurdnio pos-sinaptico, e sua ativacao leva a
despolariza¢do celular. A modulagdo da excitabilidade neuronal decorre, neste caso, da
modulacdo de canais ionicos desse neuronio - sobretudo os canais NMDA -, alterando a
frequéncia de disparo ou a resposta a estimulos excitatorios. Em contraste, os mGluRs dos
grupos 2 e 3 sdo localizados no neurdnio pré-sinaptico e inibem a liberacao de NTs (Niswender
e Conn, 2010; Sha et al., 2023).

Além dos receptores metabotrdpicos, os neurdnios possuem Receptores lonotropicos de
Glutamato (iGluRs), que sdo divididos nos seguintes subgrupos: AMPA; NMDA; cainato; e
receptores 0 (Ragu et al., 2021; Vyklicky et al., 2014). Os principais iGluRs excitatorios sao os
receptores AMPA e NMDA. Os receptores NMDA, localizados em neur6nios pos-sindptico,
sdo importantes neuroplasticidade, porém, também estdo envolvidos na excitotoxicidade
neuronal. Esses receptores, permedveis principalmente pelo célcio (Ca™), geram potenciais de
acdo tonicos e fasicos, sendo que os potenciais tonicos parecem ser 0s principais responsaveis

pela excitotoxicidade. Quando ativos, os receptores NMDA permitem a entrada do Ca'™", que,
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quando em excesso, indiretamente ocasionam dano e degeneragdo neuronal, uma vez que o
Ca'" esta associado a liberagdo de NTs das vesiculas sinapticas, consequentemente, induzindo
aumento de NTs na fenda sindptica (Deepmala et al., 2015; Tardiolo, Bramanti e Mazzon, 2018;
Vyklicky et al., 2014).

Por outro lado, os receptores AMPA sdo os principais responsaveis pela
neurotransmissao excitatéria em mamiferos, sendo que a mudanga na excitabilidade de
receptores AMPA é um dos mecanismos primarios da neuroplasticidade. Nesse sentido, as
subunidades auxiliares dos receptores AMPA participam diretamente da neuroplasticidade de
curto prazo, regulando a afinidade pelo glutamato e a condutancia idnica. Cabe ressaltar que o
principal ion que passa pelos receptores AMPA ¢ o so6dio (Kamalova e Nakagawa, 2021).

Um estudo realizado com ratos evidenciou que o pré-tratamento com agonistas de
receptor NMDA ou AMPA atenuaram os efeitos da NAC em reduzir o comportamento do tipo
depressivo, indicando que a via glutamatérgica é responsavel pelos efeitos antidepressivos
desse medicamento. Este efeito ¢ somado a partir de outras vias metabodlicas, que envolvem a
modulacdo indireta da serotonina e da noradrenalina. Os mGluRs do tipo 1 sdo fundamentais
para a modulagdo dos iGluRs in vivo (Linck et al., 2012). De modo semelhante, estudo clinico
que avaliou a adicdo por jogos - que esta relacionada a hiperatividade glutamatérgica -
comprovou que o bloqueio de receptores NMDA foi capaz de inibir a sensacdo de prazer
associado aos jogos (Berk et al., 2013).

Cabe mencionar, também, a importancia do Transportador de Aminoacidos
Excitatorios do Tipo 2 (EAAT?2) - presente em astrocitos - em captar o glutamato extracelular
do espago sinaptico, prevenindo a excitotoxicidade neuronal. O glutamato absorvido pelos
astrocitos € convertido em glutamina, que ¢ enviada para os neur6nios, onde ¢ transformada em
glutamato e armazenada em vesiculas sinapticas (Reissner et al., 2015; Schmaal et al., 2012).
O abuso de cocaina induz deplecdo de EAAT2 em pacientes adictos, o qual foi restaurada pela
NAC em estudo pré-clinico. Neste estudo, a NAC foi capaz de reduzir o comportamento de
abstinéncia, sendo atenuado o efeito da NAC ao associar antagonistas EAAT2, mantendo o
comportamento de abstinéncia, indicando a relevancia desses transportadores no mecanismo de

acdo da NAC sobre a adicao por drogas (Reissner et al., 2015).
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Figura 1: Ilustrag@o do mecanismo de a¢do da NAC no SNC.

As duas células da parte superior da imagem sdo neurdnios, enquanto a célula do canto inferior € um astrocito. As flechas
indicam a direcgdo das principais reagdes quimicas envolvidas no mecanismo de agdo da NAC. A legenda acima corresponde
aos simbolos utilizados na figura. Glu = Glutamato; NAC = N-acetilcisteina; Cys = Cisteina; Gln = Glutamina; Cys + Gln =

y-glutamilcisteina; Gly = Glicina; GSH = Glutationa; H,S = Sulfato de Hidrogénio; mGluR2/3 = Receptores Metabotrépicos
de Glutamato 2 e 3; AMPA = acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico; NMDA = N-metil-D-aspartato;
mGluR1/5 = Receptores Metabotropicos de Glutamato 1 e 5; Asc-1 = Transportador de Alanina-Serina-Cisteina do Tipo 1;
EAAT2 = Transportador de Aminoacidos Excitatorios do Tipo 2; EAAT3 = Transportador de Aminoécidos Excitatdrios do
Tipo 3; Sistema Xc- = Antiporte Cistina-Glutamato.

Fonte: autoria propria, 2024.

Por fim, estudos demonstram que moduladores glutamatérgicos, como a ketamina, sdo
compostos promissores no tratamento de doengas mentais (McEwen et al., 2015; Murrough,
Abdallah e Mathew, 2017; Popoli et al., 2011; Swanson et al., 2005). Em 2006, um estudo
clinico demonstrou que uma dose subanestésica de ketamina foi capaz de reverter os sintomas
depressivos de forma sustentada por uma semana. Essa rapida resposta antidepressiva, em
comparagdo com as semanas ou meses necessarios para os farmacos atualmente disponiveis,
fortalece a hipdtese de que moduladores desse sistema podem ser agentes inovadores no
tratamento de transtornos mentais (Andrade, 2017; Glue et al., 2017; Krystal, Sanacora e
Duman, 2013; Taylor et al., 2018; Vidal et al., 2018; Zanos et al., 2016; Zarate et al., 2012;
Zarate et al., 2006). Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
aprovou a esketamina (SPRAVATO®, Jonhson & Jonhson) para o tratamento de pacientes com
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depressao maior nado-responsivos a antidepressivos. A esketamina (Spravato®) ¢ um
enantidmero S da cetamina sob formulagao farmacéutica de spray nasal, disponivel a um alto
custo (Ministério da Saude, 2020). Apesar disso, tem-se observado que o tratamento tem gerado
efeitos adversos importantes, como sintomas dissociativos, disturbios de percepcao e adigdo
(Moussiopoulou et al., 2023). Nesse sentido, a NAC possui um grande potencial para o
tratamento de transtornos mentais por apresentar similaridade com o mecanismo de acdo da
ketamina, atuar sobre diferentes alvos terapéuticos e oferecer menores efeitos adversos se

comparados as terapias atuais.

2.1.6.5 Papel dos Receptores Metabotropicos de Glutamato do Tipo 2 no
Mecanismo de Acao da N-Acetil Cisteina

A principal fungdo dos receptores metabotropicos de glutamato do tipo 2 (mGluR») pré-
sinapticos consiste em reduzir a taxa de disparos neuronais, resultando em menor liberacao de
glutamato na fenda sinaptica (Bridges, Natale e Patel, 2011; Minarini et al., 2016).

Estudos pré-clinicos demonstram a intima relacdo entre a atividade da NAC e os
mGluR; (Chen et al., 2014; Moran et al., 2005). Em modelo de autismo por exposicao fetal ao
acido valproico, € observado elevada atividade glutamatérgica no SNC. O tratamento com NAC
foi capaz de inibir a elevada atividade glutamatérgica, diminuindo o comportamento ansioso e
aumentado a interacdo social. Segundo o estudo, tal efeito da NAC foi mediante atividade do
Sistema Xc- e de mGluR». Ademais, a expressdao de mGIluR; esteve reduzida no modelo de
autismo, o que explica a atividade glutamatérgica elevada - menor regulagdo negativa da
sinapse glutamatérgica por esses receptores (Chen et al., 2014).

De modo analogo, a NAC reduziu o comportamento de adi¢do a cocaina em ratos. O
estudo demonstrou que a inibicdo de mGluR> anulou os efeitos da NAC em reduzir o
comportamento de adi¢do por cocaina, ou seja, a NAC possui mecanismo de acao nesse modelo
através do mGluR2, o qual foi comprovado ao administrar conjuntamente com NAC e
previamente a cocaina um antagonista mGluR> (LY341495) (Moran ef al., 2005). Concluiu-se
entdo que o aumento dos niveis extracelulares de glutamato, mediante Sistema Xc-, ativa os
mGluR», reduzindo, assim, a excitotoxicidade (Dean, Giorlando e Berk, 2011; Deepmala et al.,
2015; Moran et al., 2005; Reissner et al., 2015; Schmaal et al., 2012).

Ademais, um estudo recente avaliou o uso da ocitocina para combater sintomas
depressivos e ansiosos em um modelo de Doenga de Huntington induzido em ratos. Esse
modelo foi capaz de aumentar o comportamento do tipo ansioso e depressivo nos ratos,

reduzindo o niimero de receptores de ocitocina e mGluR2, bem como a GSH. O pré-tratamento
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com ocitocina foi capaz de melhorar os sintomas depressivos e ansiosos, protegendo o SNC de
apresentar as alteragdes nos receptores € moléculas supracitados. Além disso, o estudo mostrou
uma correlagdo negativa entre expressao de mGluR> e comportamento do tipo ansioso e
depressivo. Nesse sentido, a ativagdo de mGluR» é, possivelmente, relacionada a melhora dos
sintomas ansiosos e depressivos (Khodagholi et al., 2022).

A ansiedade parece envolver a expressao anormal de moléculas relacionadas a
neuroplasticidade, sendo que um dos fatores envolvidos nesse processo consiste nos mGluRs
(Sha et al., 2023). Dessa maneira, compreende-se que o mecanismo de acdo da NAC em
transtornos mentais pode envolver o aumento na ativacdo dos mGluR2, receptores relevantes e
possiveis alvos terapéuticos no tratamento da ansiedade e depressao. Portanto, sdo necessarios
estudos que avaliem se esse mecanismo relacionado aos mGluRs do grupo 2 também sdo

relevantes em modelos que induzem comportamento do tipo ansioso e depressivo.

2.1.7 Metodologia

2.1.7.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo quantitativo, experimental, controlado, randomizado, cego, de

cunho analitico a partir de andlise comportamental e de status oxidativo em modelo animal.

2.1.7.2 Local e periodo de realizagao

Estudo a ser realizado durante o periodo de agosto de 2024 a julho de 2025, no
Laboratdrio de Neuropsicobiologia Translacional (LaNT) da Universidade Federal da Fronteira
Sul, campus Passo Fundo, localizado no municipio de Passo Fundo, no estado do Rio Grande

do Sul.

2.1.7.3 Populaciio e amostragem

A determinagao do tamanho do grupo experimental foi realizada mediante um célculo
amostral planejado, levando em consideracdo o desfecho primario de cada modelo e as
informagdes disponiveis na literatura. Para realizar o calculo amostral foi utilizado o software
G*Power® (versao 3.5.0, versdo gratuita) a partir das informagdes do nimero de grupos
experimentais, do valor de significancia a de 5%, do poder do teste estatistico de 80 %, da
diferenca esperada entre as médias de 50% e da estimativa do desvio padrao de 40%, resultando
em um tamanho amostral de 240 animais, no entanto, considerando que o estudo sera realizado
em triplicata, o nimero total de animais sera de 720. Os resultados também indicam que
tamanho amostral de 24 animais (n=24) ¢ adequado para as analises comportamentais. Mais

detalhes metodoldgicos, no que tange ao calculo amostral, sdo explorados em Mocelin et al.
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(2015).

2.7.1.4 Variaveis, instrumentos e coleta de dados

Em todos os experimentos, serdo avaliados o impacto do sexo (machos e fémeas) ¢ o
efeito do tanque, garantindo que haja pelo menos dois tanques por grupo experimental. Isso ¢
feito para evitar qualquer interferéncia visual ou contaminacao. A atribuicdo dos tratamentos
para os tanques de aclimatacdo serd realizada de maneira aleatéria e com randomizagdo. Para a
analise de comportamento e estresse oxidativo, os pesquisadores envolvidos estardo cegos
quanto aos grupos experimentais, e cada aquario serd identificado por um codigo gerado por
um pesquisador que ndo participarad dos experimentos. Esses codigos serdo revelados apenas
durante a analise estatistica.

Com o intuito de representar de forma mais eficaz a diversidade genética da populagao,
optou-se por utilizar peixes-zebra adultos com cerca de quatro meses de idade, pertencentes a
linhagem wild-type (caracterizada pelo fenotipo short-fin). Os animais serdo adquiridos de
fornecedor especializado (Delphis, Porto Alegre/RS). Antes de iniciar os experimentos, 0s
animais passarao por um periodo de quarentena com duragdo de 30 dias. Durante esse periodo,
serdo mantidos em um sistema de circulacdo de agua. As condigdes de quarentena serdo
rigorosamente monitoradas, garantindo parametros fisico-quimicos ideais, de acordo com
padrdes estabelecidos para aclimatacao e alimentacdo, conforme previamente descrito na
literatura cientifica (Mocelin et al., 2018; Mocelin et al., 2019).

Apds o periodo de quarentena, os animais serdo introduzidos nos tanques de 16 litros de
forma aleatdria, utilizando nimeros gerados aleatoriamente por computador. Cada tanque
contera 12 animais, sendo seis machos e seis fémeas. A alocacdo dos animais em grupos
experimentais serda realizada de maneira aleatéria em cada etapa do processo, usando a
ferramenta disponivel em www.random.org. Os pesquisadores encarregados da manipulagio
dos animais e das analises comportamentais permanecerdo sem conhecimento dos grupos
experimentais durante todo o processo. A revela¢do da codificacdo ocorrerd somente apods a
conclusao das andlises.

A NAC sera adquirida da Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, EUA) e o antagonista de
mGluR; (LY341495), da Tocris Cookson Ltd. (Bristol, UK). Para realiza¢do dos experimentos,
inicialmente os animais serdo divididos em grupos: controle (CTRL); controle estressado
(CTRL+); N-acetilcisteina (NAC); N-acetilcisteina estressado (NAC+); cetamina (KET);
cetamina estressado (KET+); antagonista LY341495 (ANT); antagonista LY341495 estressado
(ANT+); ANT+NAC (ANAC); ANT+NAC estressado (ANAC+). Durante os primeiros 7 dias,
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os grupos estressados serao submetidos ao protocolo de Estresse Cronico Imprevisivel (ECI) e
nao receberdao nenhum tratamento farmacologico. No dia 8, os peixes serdo submetidos ao
tratamento farmacolégico: CTRL e CTRL+ (veiculo); NAC e NAC+ (N-acetilcisteina 10 mg/L
durante 20 minutos); KET e KET+ (cetamina 20 mg/L durante 20 minutos); ANT e ANT+
(LY341495 1 mg/kg, i.p.); ANAC e ANAC+ (LY341495 1 mg/kg, i.p., apds 30 minutos exposto
a NAC 10,0 mg/L durante 20 minutos). A agua sera utilizada como veiculo para diluicdo dos
farmacos. As concentragdes dos farmacos e tempo de exposi¢cdo sao baseadas em estudos
anteriores (Michelotti et al., 2018; Nuara, Gourdon ¢ Huot, 2022; Riehl, 2011; Seo, 2022;
Witkin et al., 2016). Ao final da exposicao farmacologica, os animais serdo submetidos a algum
dos agentes estressores do ECI. No dia 9, os animais serdo submetidos ao teste comportamental,
os quais serao transferidos cuidadosamente e individualmente ao aparato do teste de tanque
novo, filmados durante 6 minutos e posteriormente analisados utilizando o software ANY-
Maze™ (Stoelting Co., USA) que atua sobre os arquivos de filmagem e posterior
processamento estatistico dos resultados obtidos no Teste de Tanque Novo (NTT), dispensando
instrumentos extras no que tange a coleta de dados.

No NTT, em aquario de dimensdes 24 x 8 x 20 cm, os seguintes parametros
comportamentais serdo avaliados: distancia percorrida (m), nimero de cruzamentos, nimero de
entradas e tempo de permanéncia (s) na area superior e inferior do aquario (Mocelin et al., 2015;
Mocelin et al., 2018; Mocelin et al., 2019).

O protocolo de ECI consiste na realizagdo de 2 estimulos estressores diariamente,
escolhidos aleatoriamente - a fim de evitar a habituacdo -, conforme as op¢des que seguem:
perseguicao com rede (8 min); redu¢do do nivel de 4gua até atingir a exposi¢ao da dorsal dos
peixes (2 min); aglomeracdo em um béquer de 250 mL (50 min); reducdo da temperatura da
agua para 23 °C (30 min); elevagdo da temperatura da agua para 33 °C (30 min); 3 trocas
consecutivas de tanque, em 30 minutos. Serdo colocados cartdes branco foscos (30 x 60 cm)
entre os tanques, a fim de evitar contato visual entre peixes no mesmo plano (Gallas-Lopes et
al., 2023; Mocelin et al., 2019; Piato et al., 2011; Rambo et al., 2017).

Cabe ressaltar que o autor principal deste trabalho atuard em todas as etapas do estudo,
desde sua concepgdo e formagdo, até a andlise estatistica e redagdo do artigo. Apods fase
experimental, as carcacas dos animais serdo descartadas em lixo contaminado e recolhido por
empresa terceirizada da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Passo Fundo, o qual
fara a destinagao final.

A Figura 2 esquematiza o desenho experimental do estudo.
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Figura 2: Desenho experimental do estudo

CTRL = controle; ECI = Estresse Cronico Imprevisivel; D1 = Dia 1; D7 = Dia 7; D8 = Dia 8; D9 = Dia 9;
NAC = N-Acetilcisteina; KET = cetamina; ANT = antagonista LY341495;

ANAC = N-acetilceisteina + Antagonista LY 143495; TTO = Tratamento.

Fonte: autoria propria, 2024.

2.1.7.5 Processamento, controle de qualidade e analise de dados

Para iniciar a avaliagdo dos dados, sera realizada uma analise estatistica descritiva e
criados graficos de frequéncia. Além disso, verificar-se-4 a normalidade dos dados utilizando o
teste de Shapiro-Wilk. Ao analisar o impacto das diferentes intervengdes ou tratamentos
farmacolodgicos aplicados nos modelos descritos neste projeto, a analise estatistica apropriada
ocorrera levando em consideracgao a distribuicao dos dados, utilizando como método estatistico
o teste de ANOVA de um ou duas-vias, seguido do teste de post hoc de Tukey, utilizando o
software GraphPad Prism (versao 8.4.3, TNT edition, MacOS version). O sexo dos animais
serd considerado como um possivel fator, no entanto, se essa variavel ndo demonstrar
significancia estatistica, os dados serdo combinados (machos e fémeas). Os resultados serdo
apresentados na forma da média + erro padrao da média (E.P.M.). Em todas as comparagdes, o

nivel de significncia adotado serd p < 0,05.

2.1.7.6 Aspectos Eticos
Este estudo faz parte do Projeto Guarda-Chuva (PES-2021-0036) denominado

“Transtornos mentais relacionados ao estresse: uma abordagem pré-clinica da N-Acetilcisteina
em Peixes-zebra”, aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo
n° 6.839.180.221 (Anexo A), cujo prazo foi prorrogado por meio de Emenda especifica (Anexo
B). Para garantir o bem-estar dos animais, eles serdo mantidos em condi¢des apropriadas. O
desenho experimental seguira os principios dos 3 Rs (replace, refine e reduce), com o objetivo
de otimizar a utilizagdo de um menor nimero de animais, minimizando o estresse € o sofrimento
durante todas as fases experimentais e na manuten¢do dos animais no laboratério. A eutanésia

dos peixes serd realizada por meio de um processo de resfriamento rapido (2-4 °C), conforme
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as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA (2018). O descarte do material bioldgico
(incluindo carcagas de animais) serao acondicionados em sacos plasticos brancos e colocados
sob refrigeragdo, utilizando-se freezer destinado exclusivamente para este fim até
encaminhamento para descarte final com posterior recolhimento pela empresa responsavel.
Materiais perfurocortantes serdo colocados em caixas para descarte especial.

Todos os procedimentos deste projeto serao conduzidos de acordo com as orientagdes
do guia ARRIVE GUIDELINES (Pierce du Sert et al., 2020), visando melhorar o desenho
experimental, a andlise dos dados e a preparacdo dos artigos cientificos que serdo elaborados

com base nos resultados obtidos.

2.1.8 Recursos

Os recursos financeiros necessarios para o desenvolvimento do projeto estio listados no

Quadro 1, sendo eles, por completo, custeados pela equipe de pesquisa.

Quadro 1: Or¢amento

Item Quantidade | Valor Unitério Valor Total
Peixes-zebra 720 R$ 2,50 R$ 1.800,00
Ragao para peixes (400g) 1 R$ 190,00 R$ 190,00
Reagentes de manutengdo de agua 10 R$ 60,00 R$ 600,00
N-acetilcisteina (50 mg) 1 R$ 1.269,00 R$ 1.269,00
LY341495 (10 mg) 1 R$ 2.575,00 R$ 2.575,00
Cetamina (10 mL) 1 RS 120,00 R$ 120,00
Kit Seringa e Agulha (insulina) 10 R$ 30,00 R$ 300,00
Licenga ANY-Maze 1 R$ 4.700,00 R$ 4.700,00
Total | | | R$ 11.554,00

Fonte: autoria propria, 2024.

2.1.9 Cronograma

O cronograma para realizagao das atividades relacionadas ao projeto, entre os meses de

agosto de 2024 e julho de 2025, consta no Quadro 2.

Quadro 2: Cronograma

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Atividades/Periodo Ago/ | Set/ | Out/ | Nov/ | Dez/ | Jan/ | Fev/ | Mar/ | Abr/ | Mai/ | Jun/ | Jul/

2024 | 2024 | 2024 | 2024 | 2024 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025
Revisdo de Litera- x x x X X x x x X X X X
tura
Reah;agao dos X X X
Experimentos
Processamento e
Analise dos Dados X X

Redacao do Artigo X X
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Divulgacao dos Re-
sultados

Envio do Relatorio
ao CEUA

Fonte: autoria propria, 2024.
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(NAC) EM UM MODELO DE ESTRESSE CRONICO IMPREVISIVEL EM PEIXES-ZEBRA (DANIO RERIO)", protocolada sob o CEUA n®
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3. RELATORIO DE PESQUISA

3.1 APRESENTACAO

O presente estudo, intitulado “Investigacdo do Mecanismo de A¢do da N-Acetil Cisteina
em um Modelo de Estresse Cronico Imprevisivel em peixes-zebra”, tem como objetivo estudar
0 mecanismo de a¢do deste medicamento sob parametros comportamentais em um modelo de

estresse cronico imprevisivel em peixes-zebra.

3.2 APRECIACAO
O projeto do TC foi redigido ao longo do Componente Curricular (CCr) de Trabalho de

Curso I, no primeiro semestre de 2024, sob orientacdo do Prof. Dr. Ricieri Naue Mocelin. O
protocolo de estudo da referida pesquisa foi organizado no mesmo periodo, estando de acordo
com estudos prévios e as normas do Laboratdrio de Neuropsicobiologia Translacional (LaNT),
sala 102, Bloco A, UFFS, Campus Passo Fundo.

Este estudo faz parte do Projeto Guarda-Chuva (PES 2021-0036) denominado
“Transtornos mentais relacionados ao estresse: uma abordagem pré-clinica da N-acetilcisteina
em Peixes-zebra”, que ja estava aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA/UFFS), sob o protocolo n® 6.839.180.221, conforme consta em Anexo A e Anexo B.

3.3 PREPARATIVOS

Ap06s o término do CCr de Trabalho de Curso I, preparou-se o LaNT para o recebimento
dos peixes-zebra. Idealizou-se a realizagdo da pesquisa em duas etapas: na primeira, buscou-se
comparar a NAC com o grupo controle negativo (dgua destilada) e com dois grupos controles
positivos (fluoxetina e cetamina). Caso esta primeira etapa fornecesse resultado positivo para o
uso da NAC com efeito ansiolitico sustentado no protocolo de ECI por 7 dias, prosseguiriamos
para a segunda fase de experimentagdo, a fim de avaliar o efeito do antagonista de receptor
LY341495 e, assim, inferir o papel dos receptores metabotrdpicos de glutamato tipo 2
(mGluR?). Nessa fase, utilizar-se-iam os grupos: controle, NAC, mGluR> e NAC + mGluR,.

Justifica-se essa divisdo em duas etapas a partir de questdes logisticas que envolvem
uma maior facilidade e acuracia dos dados ao se trabalhar com grupos menores, ao invés de
manipular diversos grupos em um Unico dia, bem como pelo melhor aproveitamento do dinheiro
publico, tendo em vista que ndo se sabia se a NAC realmente apresentaria efeito do tipo

ansiolitico no protocolo supracitado, sendo os compostos farmacologicos utilizados nesse
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experimento de custo significativo.

3.4 REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Na primeira fase de experimentagdo, utilizou-se um grupo composto por 96 animais
(50:50 machos e fémeas, 4-6 meses de idade). Estes animais passaram por um periodo de
quarentena com duracao de 30 dias, sendo mantidos em um sistema de circulagao de agua com
condi¢des rigorosamente monitoradas, garantindo parametros fisico-quimicos ideais, de acordo
com padrdes estabelecidos para aclimatagdo e alimentacdo. Apds habituacao, os animais foram
divididos em 4 grupos experimentais (controle, ketamina 20 mg/L, N-acetilcisteina 10 mg/L ou
fluoxetina 10 mg/L) e expostos em grupos de 4 animais por vez, durante 20 minutos, em béquer
de 1 litro. Imediatamente apos a exposicdo, os animais foram cuidadosamente transferidos
individualmente para o teste de tanque novo, filmados por 6 minutos e posteriormente

analisados pelo software Any-MAZE®.
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Figura 3: Efeitos da Ketamina (20 mg/L), N-acetilcisteina (10 mg/L) e da Fluoxetina (10 mg/L) no teste de tanque
novo (NTT) em peixes-zebra. Dados expressos em média + S.E.M. Teste de ANOVA em uma via. n=24. CTRL =
controle; NAC = N-acetilcisteina; KET = cetamina; FLU = fluoxetina.

Fonte: autoria propria (2025).

Ap6s realizagdo dos experimentos para avaliarmos a linha de base e validarmos os
efeitos da exposicao aos farmacos com a literatura, iniciamos a segunda etapa que foi investigar

o possivel efeito sustentado da NAC em um protocolo de Estresse Cronico Imprevisivel (ECI).
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Igualmente ao experimento anterior, os animais foram mantidos sob condi¢des ideais de
manutengao e passaram pelo periodo de quarentena (30 dias) antes de iniciarmos o experimento.
Nesse protocolo, utilizou-se 80 peixes-zebra adulto (4-6 meses de idade) divididos igualmente
entre machos e fémeas (50:50). Ap6s a habituacdo, os peixes-zebra foram divididos em 8
grupos, sendo 4 submetidos ao ECI e 4, ndo submetidos. O cronograma do protocolo de ECI

utilizado estd demonstrado na Tabela 1.

Protocolo Estresse Crénico Imprevisivel (ECI)

Disce Dial Dia2 Dia 3 Diad Dia § Dia 6 Dia?
semana/turno
e 9.00 08:30 930 Wi 900 800
Manhd poc Estresse por Aquecer 3 dgua do Estresse por de dgua até Esfriar 3 dgua do Troca de
"'wl ™ aglomerag3o aquirio [33°C, 30 aglomeracio Pusie el aquirio (23°C. aquirias
) {50min) min) {SOenin) PRI 30 min) (30 min)
S 16:00: 00 15:00:
Abaixar 0 nivel de 3 13:30 16:00: s 1400 o
Tarde sgua até Estriar 2 dguado | . 4o aquirios | Perseguido por uecer 3 30U | o cepukopor | CiUTee por
expotic3o de aquério (23°C, 30 (30 min) se (8 min) do aquirio (33°C, je (8 min) aglomeragio
dm‘m {2 min) !IIM) 30'min) ( . ,

Tabela 1: cronograma do protocolo de estresse cronico imprevisivel do dia 01 ao dia 07.
Fonte: autoria propria (2025).

Cada um dos bragos da pesquisa recebeu, no sétimo dia do protocolo de ECI, agua
destilada (controle), fluoxetina (10 mg/L, 20 min), cetamina (20 mg/L, 20 min) ou NAC (10
mg/L, 20 min) (Figura 3). Apds 24 horas do tratamento, os grupos foram transferidos para o
tanque do Teste de Tanque Novo, filmados por 6 minutos e posteriormente analisados por meio
do Software Any-MAZE™, Finalizada a segunda fase do estudo, analisou-se os dados por meio
do Teste ANOVA de duas-vias, seguido pelo teste post hoc de Tukey, que demonstrou efeito

positivo para o uso da NAC nesse protocolo.

CTRL ECI

D1 D7 D8 D1 D7 D8 6 min
CTRL oo CTRL+ & R
FLU i LU+ P
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Figura 4: desenho experimental do estudo

CTRL = controle; ECI = estresse cronico imprevisivel; D1 = Dia 1; D7 = Dia 7; D8 = Dia 8; D9 = Dia 9; NAC = N-acetil
cisteina; FLU = fluoxetina; KET = cetamina; TTO = tratamento.

Fonte: autoria propria (2024).

Ap0s realizada esta segunda etapa, prosseguiu-se para o planejamento e realizagdo da
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etapa 3, na qual o mesmo numero de peixes-zebra seriam utilizados para avaliar o efeito do
antagonista de receptor LY341495 e, assim, inferir o papel dos receptores metabotropicos de
glutamato tipo 2 (mGluR»). Entretanto, questdes externas afetaram a realiza¢do dessa terceira
etapa: destacam-se um atraso para recebimento do fomento via Fundagdo de Amparo a Pesquisa
do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS), outros estudos e experimentos que estavam no
cronograma do laboratorio, bem como intercorréncias no laboratorio durante a fase de
habituacdo dos animais, de modo que ndo foi possivel a realizagdo da terceira etapa do estudo,
que sera realizada posteriormente com intuito de assegurar a publicacdo cientifica deste

trabalho.

3.5 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Para iniciar a avaliacdo dos dados, foi realizada uma analise estatistica descritiva e
criados gréaficos de frequéncia. Além disso, verificou-se a normalidade dos dados utilizando o
teste de Shapiro-Wilk. Ao analisar o impacto das diferentes intervengdes ou tratamentos
farmacoldgicos aplicados nos modelos descritos neste projeto, a analise estatistica utilizou
como método o teste de ANOVA de duas-vias, seguido pelo teste post hoc de Tukey, por meio
do software GraphPad Prism (versdo 8.4.3, TNT edition, MacOS version). O sexo dos animais
foi considerado como um possivel fator de confusao, no entanto, essa variavel ndo demonstrou
significancia estatistica e os dados foram agrupados.

No teste de tanque novo, os seguintes parametros comportamentais foram avaliados:
distancia percorrida (m), nimero de cruzamentos, nimero de entradas e tempo de permanéncia

(s) na area superior e inferior do aquario. Os dados obtidos estdo representados na Figura 4.



42

Tratamento: F360=0.73 p=0.5362 Tratamento: Fagg=1.27 p=0.2923
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Figura 5: Efeitos da N-acetilcisteina no protocolo de estresse cronico imprevisivel (ECI). Dados expressos em
média + S.E.M. Teste de ANOVA de duas vias. n = 9-10. CTRL = controle; NAC = N-acetilcisteina; KET =
cetamina; FLU = fluoxetina; - = sem ECI; + = com ECI.

Fonte: autoria propria (2025).

3.6 RESULTADOS

As andlises referentes aos experimentos supracitados foram executadas e estruturadas
para divulgacdo através de artigo cientifico. O titulo do artigo ¢ “Efeito tipo-ansiolitico
sustentado da N-acetilcisteina em peixes-zebra submetidos ao protocolo de estresse cronico
imprevisivel”, e apos aprovacao pela banca examinadora do TC, sera traduzido e submetido a
Revista Neuropsychopharmacology, sendo redigido de acordo com as instrugdes disponiveis

em https://www.nature.com/npp/authors-and-referees/preparation-of-manuscripts.
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RESUMO

Transtornos mentais sdo altamente prevalentes na sociedade, produzindo efeitos deletérios
sobre individuos e sistemas de satide. Apesar disso, faltam tratamentos com maior eficicia e
adesdo ao tratamento, bem como, menores indices de efeitos adversos, refor¢ando a necessidade
de novas terapias. Diante disso, a N-acetcilcisteina (NAC) surge como um promissor farmaco
para o tratamento de transtornos mentais, principalmente devido a sua capacidade
neuroprotetora. Nesse sentido, o estudo avaliou o efeito tipo-ansiolitico sustentado da NAC
apds uma unica exposicao, em peixes-zebra submetidos ao protocolo Estresse Cronico
Imprevisivel (ECI). Apo6s habituagdo, os animais inicialmente foram divididos em grupo
estressado (4 grupos) e ndo estressado (4 grupos). Apds 7 dias de ECI, os animais foram
subdivididos conforme exposi¢do ao tratamento, em controle (agua do sistema), NAC (10
mg/L), cetamina (20 mg/L) ou fluoxetina (10 mg/L), sendo cada um deles contendo um grupo
ndo estressado e outro estressado. Os peixes foram expostos no dia 7 a um dos tratamentos
durante 20 minutos e, imediatamente, retornaram ao tanque moradia. 24 horas apos exposi¢ao
aos farmacos, os animais foram submetidos ao teste de tanque novo e filmados durante 6
minutos. Utilizou-se o teste ANOVA de duas vias, seguido pelo teste post hoc de Tukey, para
analise das intervengdes. O nivel de significancia adotado foi p<0,05. Conforme esperado, o
ECI reduziu o numero de cruzamentos e tempo de permanéncia na 4rea superior, € aumentou o
tempo de permanéncia na inferior, conferindo comportamento tipo-ansiogénico. A NAC e a
KET atenuaram o efeito tipo-ansiogénico induzido pelo ECI de forma sustentada apds uma
unica exposi¢do ao tratamento. Além disso, a FLU apresentou um comportamento tipo-
ansiolitico em animais nao estressados. Aqui, demonstramos pela primeira vez o efeito
sustentado da NAC em atenuar os efeitos tipo-ansiogénico induzidos pelo ECI em peixes-zebra
apds uma unica intervengao terapéutica durante 20 minutos. Dado o efeito positivo da NAC,
seu bom perfil de seguranca e baixo custo, ela emerge no tratamento ou como coadjuvante para
transtornos neuropsiquiatricos relacionados ao estresse. Mais estudos sdo necessarios para
melhor evidenciar os efeitos da NAC, bem como estabelecer o mecanismo de acao.

Palavras-chave: Peixes-zebra; N-acetilcisteina; Transtornos Mentais.

ABSTRACT
Mental disorders are highly prevalent in society, producing deleterious effects on individuals
and healthcare systems. Despite this, treatments with greater efficacy and adherence, as well as
lower rates of adverse effects, are lacking, reinforcing the need for new therapies. In this

context, N-acetylcysteine (NAC) emerges as a promising drug for the treatment of mental
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disorders, mainly due to its neuroprotective capacity. In this sense, the study evaluated the
sustained anxiolytic-like effect of NAC after a single exposure in zebrafish subjected to the
Chronic Unpredictable Stress (CUS) protocol. After habituation, the animals were initially
divided into a stressed group (4 groups) and a non-stressed group (4 groups). After 7 days of
CUS, the animals were subdivided according to treatment exposure into control (system water),
NAC (10 mg/L), ketamine (20 mg/L), or fluoxetine (10 mg/L), with each of these containing a
non-stressed group and a stressed group. The fish were exposed on day 7 to one of the
treatments for 20 minutes and immediately returned to their home tank. 24 hours after drug
exposure, the animals were subjected to the novel tank test and filmed for 6 minutes. A two-
way ANOVA test, followed by Tukey's post hoc test, was used for the analysis of the
interventions. The significance level adopted was p<0.05. As expected, CUS reduced the
number of crossings and the time spent in the upper area, and increased the time spent in the
lower area, conferring an anxiogenic-like behavior. NAC and KET attenuated the anxiogenic-
like effect induced by CUS in a sustained manner after a single exposure to the treatment.
Furthermore, FLU showed an anxiolytic-like behavior in non-stressed animals. Here, we
demonstrate for the first time the sustained effect of NAC in attenuating the anxiogenic-like
effects induced by CUS in zebrafish after a single therapeutic intervention for 20 minutes. Given
the positive effect of NAC, its good safety profile, and low cost, it emerges in the treatment or
as an adjuvant for stress-related neuropsychiatric disorders. More studies are needed to better
evidence the effects of NAC, as well as to establish the mechanism of action.

Keywords: Mental Disorders; N-acetylcysteine; Zebrafish.

INTRODUCAO

Os transtornos de ansiedade sdo os disturbios mentais mais comuns no mundo, com
prevaléncia que aumentou 32% somente no ano de 2020, ano de inicio da pandemia do novo
Coronavirus (COVID-19)!. Transtornos mentais incluindo ansiedade e depressdo, além de
efeitos deletérios ao organismo, sdo responsdveis por elevados custos aos paises,
principalmente por conta da incapacidade e morte prematura®*. Nesse cenario, de acordo com
a Organizac¢ao Pan-Americana da Saude (OPAS), o enfrentamento as doencas mentais deve ser
a maior prioridade na agenda politica de saude publica no periodo pds-pandémico’.

Apesar dos avancos recentes na compreensao da fisiopatologia dos transtornos mentais,
sua neurobiologia ainda é pouco esclarecida®. Apesar disso, vem sendo observado que a
hiperatividade glutamatérgica e o estresse oxidativo possuem intima relacio com o

desenvolvimento de transtornos mentais, verificando-se neuroinflamacdo, disfungao
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mitocondrial, dano a estruturas vitais e, principalmente, excitotoxicidade a nivel de Sistema
Nervoso Central (SNC)”-!!,

A N-Acetilcisteina (NAC) se coloca como candidata no tratamento de transtornos
mentais, haja vista que apresenta importantes propriedades neuroprotetoras e antioxidantes,
demonstrando mecanismo de agdo multialvo, atuando sobretudo no sistema glutamatérgico,
sendo estudada em transtornos mentais - inclusive naqueles relacionados ao estresse - e
neurodegenerativos®>!1214. A NAC ¢é um mucolitico e antidoto para intoxicagdo por
paracetamol, um medicamento seguro, com boa tolerabilidade e presente ha mais de cinco
décadas sob diferentes formulagdes, entretanto, com novas possibilidades de uso farmacologico
a0 passo que se investiga novo alvos terapéuticos®!>16,

E bem-aceita a ideia de que o estresse ¢ um importante fator desencadeante de
transtornos mentais, uma vez que ha aumento de dano oxidativo e excitotoxicidade. O estresse
cronico imprevisivel (ECI) ¢ um protocolo pré-clinico amplamente utilizado na pesquisa por
induzir comportamento tipo-ansiedade, dano oxidativo e molecular em peixes-zebra'>!”.
Ademais, estudos demonstram a eficacia da NAC no tratamento de transtornos mentais
relacionados ao estresse, corroborando com sua possivel utilizagdo como tratamento
adjuvante!>!819,

Aliado ao possivel papel da NAC no tratamento de condi¢des neuropsiquiatricas, sabe-
se que os tratamentos farmacologicos atuais possuem eficacia limitada, além de efeitos adversos
notaveis e alto grau de interrup¢do do tratamento por parte dos pacientes, sendo importante o
desenvolvimento e a adogiio de medicamentos que ultrapassem essas barreiras técnicas®. Nesse

sentido, este estudo objetiva investigar o efeito sustentado da NAC na redugdo de sintomas do

tipo-ansioso em peixes-zebra submetidos ao protocolo de ECI.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo analitico a partir de analise comportamental em modelo animal.
Inicialmente, 80 peixes-zebra (Danio rerio) do tipo selvagem adultos (4-6 meses de idade; 50:50
machos:fémeas), adquiridos de loja especializada (Recanto dos Peixes, Passo Fundo/RS), foram
habituados e aclimatados por 30 dias em tanques de 40 litros (45 x 45 x 30cm), alimentados
duas vezes ao dia com ragdo comercial em flocos (Poytara, Dia-a-Dia), com ciclo claro/escuro
de 14:10 horas e mantidos sob parametros fisico-quimicos ideais para a espécie, de acordo com
o descrito na literatura'>?°, Apo6s aclimatagio, os animais foram alocados em aquérios de 16
litros (40 x 20 x 24 cm) de modo aleatorio, em 8 grupos experimentais com 10 animais cada (5

machos e 5 fémeas). Destes, 4 foram submetidos ao ECI (+) e 4, ndo (-). Durante os primeiros
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7 dias, os animais foram expostos ao protocolo de ECI, sendo submetido a distintos agentes
estressores em diferentes horarios: persegui¢ao por rede (8 min), aquecimento de agua a 33°C
(30 min), resfriamento de dgua a 23°C (30 min), aglomeragdo em béquer de 250mL (50 min),
trés trocas de tanque consecutivas em 30 minutos e exposi¢io do dorso (2 min)'>?!. No 7° dia,
além dos animais passarem por algum agente estressor (grupo estressado), os peixes foram
expostos a N-acetilcisteina (NAC, 10 mg/L, Sigma-Aldrich®), Fluoxetina (FLU, 10mg/L,
Daforin®, Novaquimica), Ketamina (KET, 20 mg/L, Vetnil®) ou veiculo (CTRL, 4gua do
sistema) durante 20 minutos em aqudrios de 2,7 litros (24 x 8 x 20 cm), sendo posteriormente
alocados em seus respectivos tanques. A concentragdo e o tempo de exposi¢do as drogas foram
baseados em estudos anteriores e replicados no laboratério®>2°.

Ap06s 24 horas da exposicao ao tratamento (dia 8), os animais foram submetidos ao teste
de tanque novo (NTT) para analise comportamental dos seguintes parametros: distdncia
percorrida (m), nimero de cruzamentos e tempo de permanéncia (s) na area superior e inferior
do aquario teste. Os animais foram transferidos cuidadosamente e individualmente ao aparato,

filmados durante 6 minutos e posteriormente analisados utilizando o software ANY-Maze®

(Figura 1).

CTRL ECI

D1 D7 D8 D1 D7 D8 6 min
CTRL CTRL+
LU i FLU+ &
KET i i KET+ b0 P -
NAC i F NAC+ b P
70 70
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Figura 1. Desenho experimental. CTRL: grupo controle. ECI: estresse cronico imprevisivel; FLU: fluoxetina;
KET: cetamina; NAC: N-acetilcisteina; +: grupo estressado; D1: dia 01; D7: dia 07; D8: dia 08; TTO: tratamento.
n=29-10.

Para andlise estatistica, inicialmente realizou-se a andlise de poder de efeito para
detectar uma diferenca no tempo gasto na zona superior do tanque. Este célculo foi realizado
usando o G*Power (versdao 3.1) para Windows, considerando um alfa = 0,05, poder = 0,9,
tamanho do efeito = 0,5 e desvio padrdo = 0,4 (baseado em experimentos piloto e dados
historicos do nosso grupo). A normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias foram
analisadas usando os testes de D'Agostino-Person e Levene, respectivamente. Uma ANOVA de
duas vias foi realizada para identificar os efeitos principais da exposi¢do ao estresse (ECI) e dos

tratamentos com NAC, FLU ou KET, assim como sua intera¢do. Quando a ANOVA revelou
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interacdes significativas, conduzimos comparagdes post hoc usando o teste de Tukey. Os dados
sdao expressos como a média + erro padrao da média (E.P.M.). O nivel de significancia foi
estabelecido em p<0,05. Foi utilizado o software GraphPad Prism (versdo 9.2.0) para analise
estatistica e elaboragdo grafica. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA), sob protocolo n° 6.839.180.221 e obedecendo os preceitos e orientagdes
contidas em ARRIVE GUIDELINESY.

RESULTADOS

A Figura 2 demonstra os efeitos dos tratamentos com NAC, FLU ou KET em peixes-
zebra submetidos ao protocolo de estresse cronico imprevisivel (ECI). O ECI induziu uma
redugdo no tempo de permanéncia na area superior € no numero de cruzamento entre as areas
do aparato (Fig. 2C e Fig. 2B, respectivamente), bem como aumentou o tempo de permanéncia
na area inferior (Fig. 2D). O teste de ANOVA revelou efeitos significativos do tratamento (Fs,e0
= 14,12, p<0,0001), do estresse (Fs,e0 = 45,52, p<0,0001) e da interagdo (Fs,eo = 13,27, p <
0,0001) para o tempo gasto na area superior (Fig. 2C), assim como efeitos significativos do
tratamento (Fs,e0 = 12,27, p<0,0001), do estresse (Fs,60 = 49,80, p<0,0001) e da interagao (F3,eo
= 9,53, p<0,0001) para o tempo gasto na area inferior (Fig. 2D), e da interagdo (Fs,eo = 2,77,
p=0,0481) no niimero de cruzamento entre as areas do aparato (Fig. 2B). A FLU induziu
aumento no tempo de permanéncia na area superior (Fig. 2C) e redugdo do tempo de

permanéncia na area inferior (Fig. 2D) em animais nao submetidos ao ECI (p<0,0001).
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Tratamento: F360=0.73 p=0.5362 Tratamento: Fagg=1.27 p=0.2923
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Figura 2. Efeitos do tratamento com NAC, FLU e KET em peixes-zebra submetidos ao protocolo de ECI. A)
distancia percorrida (m). B) nimero de cruzamentos. C) tempo na area superior (s). D) tempo na area inferior (s).
CTRL: grupo controle. FLU: fluoxetina; KET: cetamina; NAC: N-acetilcisteina; +: grupo estressado; -: grupo ndo
estressado. n = 9-10.

DISCUSSAO

Aqui, demonstramos pela primeira vez que a N-acetilcisteina (NAC) € capaz de atenuar
de forma sustentada o comportamento do tipo-ansiogénico induzido pelo protocolo de estresse
cronico imprevisivel (ECI), ap6s uma unica interven¢do farmacolégica. Como esperado, o ECI
induziu comportamento do tipo-ansioso nos animais sem causar prejuizo locomotor, reduzindo
o tempo de permanéncia na 4rea superior € o nimero de cruzamento entre as areas do aparato,

bem como aumentando o tempo de permanéncia na area inferior, sem alterar a distancia
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percorrida'?.

No teste de tanque novo (NTT), a distancia total percorrida e o nimero de cruzamentos
entre as areas (superior, média e inferior) do aparato sdo usados como indicadores de atividade
locomotora, enquanto o tempo reduzido na area superior € o tempo aumentado na area inferior
do aparato servem como indicadores de comportamento do tipo ansioso'> 283°, Protocolos de
estresse cronico em modelos animais sdo ferramentas Uteis para replicar os fenotipos
observados em pacientes com transtornos mentais®!. Em peixes-zebra, o ECI induz alteracdes
comportamentais, neuroquimicas e moleculares semelhantes as manifestacdes clinicas de
pacientes com transtornos como ansiedade e depressdo. Estudos anteriores mostram que
antidepressivos e ansioliticos podem mitigar os efeitos do estresse cronico em peixes-zebra!>*%>
33, Nosso estudo mostra que o ECI reduziu o tempo gasto na area superior € aumentou o tempo
gasto na area inferior no NTT, corroborando e refor¢ando estudos anteriores que demonstraram
que o ECI induz comportamento do tipo-ansioso em peixes-zebra!>3234,

A NAC ndo induziu prejuizo locomotor no NTT, uma vez que ndo se observou reducao
na distancia total percorrida nem no nimero de cruzamentos entre area, indicando auséncia de
possiveis efeitos toxicos nesses aspectos em modelo animal. Estudos demonstram que a NAC
foi capaz de atenuar o comportamento tipo-ansioso induzido pelo ECI em peixes-zebra apds 7
dias de tratamento, entretanto, ndo induziu comportamento tipo-ansiolitico em animais nao
estressados'2. Em consonancia, aqui observamos que a NAC ndo induziu comportamento tipo-
ansiolitico em peixes-zebra ndo estressados, evidenciado pela auséncia de aumento no tempo
de permanéncia na area superior do aparato. Ademais, a exposi¢dao a 10 mg/L de NAC por 20
minutos atenuou o comportamento tipo-ansiogénico induzido pelo ECI, destacando seu
potencial para efeitos sustentados em transtornos mentais relacionados ao estresse apds uma
unica intervencao farmacologica. Os efeitos da NAC neste estudo sugerem um papel importante
do estresse oxidativo e da excitotoxicidade na patogénese do comportamento semelhante a
ansiedade, uma vez que a NAC atua principalmente nessas vias’*!%32, Nosso grupo demonstrou
anteriormente que a atividade antioxidante da NAC ¢ um dos possiveis mecanismos pelos quais
ela reverte o efeito tipo-ansiogénico induzido pelo ECI em peixes-zebra'?. Além disso,
evidéncias sugerem que a NAC pode também interagir com receptores metabotropicos de
glutamato dos tipos 2 e 3, e com os receptores ionotropicos do glutamato (AMPA e NMDA),
reduzindo a excitotoxicidade - que contribui para a fisiopatologia dos transtornos relacionados
ao estresse”?>38,

Este estudo destaca o potencial do efeito sustentado da NAC para a ansiedade em

modelo animal, em contraste com os tratamentos atuais em humanos, que normalmente levam
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semanas ou meses para produzir resultados®®. Dada a eficicia da NAC em reverter de forma
sustentada o comportamento do tipo-ansioso induzido pelo ECI neste estudo, isso reforga a
possibilidade de que esse medicamento possa servir como um agente promissor para o
tratamento de transtornos mentais relacionados ao estresse. Diversos outros estudos clinicos
randomizados demonstram relevantes efeitos positivo do uso da NAC no tratamento de
transtorno por dependéncia de cannabis®’, transtorno bipolar e depressivo*'**?, transtorno de

espectro autista®, além de estudos que avaliaram a NAC como adjuvante ao tratamento do

44-45 6

tabagismo e outras substancias de abuso e esquizofrenia*®, resultando especialmente em
auséncia de prejuizos aos pacientes, sejam cognitivos ou de efeitos colaterais. Apesar disso,
cabe ressaltar que estudos conduzidos em humanos carecem de padronizagao no tratamento,
espaco amostral amplo para aumentar o poder do estudo e sdo, em geral, resultados de estudos
retrospectivos, série de casos ou pequenos ensaios clinicos, o que dificulta a extrapolagdo dos
resultados por conta de uma validade externa prejudicada’®.

A cetamina (KET) € um anestésico dissociativo utilizado em ambientes médicos tanto
para induc¢dao quanto para manutencao da anestesia. Além disso, € utilizada como tratamento
para depressdo maior ¢ manejo da dor intensa. Um enantiomero da cetamina - a esketamina,
comercialmente vendida como spray nasal - ¢ utilizado como antidepressivo para pacientes com
depressdo maior refratarios aos tratamentos. A cetamina atua como um bloqueador de canal dos
receptores ionotropicos glutamatérgicos N-Metil-D-Aspartato (NMDA)***#". A identificagio de
seus efeitos antidepressivos rapidos em pacientes com depressao resistente ao tratamento abriu
caminho para novos tratamentos eficazes para transtornos do humor, ainda que com efeitos
adversos significativos e importante indugdo de dependéncia*®. A KET j4 demonstrou efeitos
rapidos e sustentados, conforme descrito na literatura para roedores e humanos**-°. No entanto,
demonstramos pela primeira vez que a KET ¢ capaz de atenuar o efeito tipo-ansiogénico de
forma sustentada apds uma unica intervencdo farmacologica em peixes-zebra.

Quanto ao efeito ansiolitico da fluoxetina (FLU), demonstramos pela primeira vez que
esse efeito € sustentado apds exposi¢do unica. Estudos anteriores indicam que a FLU induz um
efeito ansiolitico apos exposi¢do aguda®'. No entanto, neste estudo, mostramos que os efeitos
ansioliticos do FLU ndo s3o observados em animais estressados, embora atenue o
comportamento semelhante a ansiedade induzido pelo ECI. Em investigagcdes anteriores
conduzidas por nosso grupo, demonstramos que a FLU mitigou os efeitos do ECI. No entanto,
a exposic¢do foi cronica por 7 dias e nio induziu efeitos ansioliticos?.

As limitagdes deste estudo envolvem um n pequeno para a analise de cada um dos

grupos, o uso de somente parametros comportamentais para a andlise ansiolitica dos
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medicamentos propostos € a existéncia de pontos aberrantes na analise comportamental.
Conclui-se que o efeito sustentado da NAC em atenuar do comportamento do tipo-
ansioso induzido pelo ECI em nosso estudo, bem como estudos na literatura que corroboram
com a eficicia da NAC como tratamento adjuvante em diferentes transtornos mentais,
juntamente com seu perfil de seguranga e tolerabilidade favoravel em humanos, além do baixo
custo, ressaltam seu potencial de aplicabilidade em transtornos neuropsiquiatricos,
principalmente os relacionados ao estresse. Apesar da neurobiologia dos transtornos mentais
ainda ser obscura, estudos visam elucidar novos alvos terapéuticos, bem como identificar novos
mecanismos de acdo de medicamentos com potencial aplicabilidade e eficacia em transtornos
mentais. Por fim, mais ensaios clinicos randomizados multicéntricos e de grande porte sdo
necessarios para que surjam recomendacdes mais robustas acerca da utilizacdo da NAC em
humanos. E importante enfatizar que sdo necessarios mais estudos para investigar os possiveis

mecanismos subjacentes aos efeitos sustentados da NAC.
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LEGENDA DE FIGURAS

Figura 1. Desenho experimental. CTRL: grupo controle. ECI: estresse cronico imprevisivel;
FLU: fluoxetina; KET: cetamina; NAC: N-acetilcisteina; +: grupo estressado; D1: dia 01; D7:
dia 07; D8: dia 08; TTO: tratamento. n = 9-10.

Figura 2. Efeitos do tratamento com NAC, FLU e KET em peixes-zebra submetidos ao
protocolo de ECI. A) distancia percorrida (m). B) nimero de cruzamentos. C) tempo na area
superior (s). D) tempo na érea inferior (s). CTRL: grupo controle. FLU: fluoxetina; KET:
cetamina; NAC: N-acetilcisteina; +: grupo estressado; -: grupo nao estressado. n = 9-10.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Apo6s a execucgdo do projeto de pesquisa, processamento dos dados e elaboragdo do
artigo, conclui-se que os objetivos iniciais do projeto de pesquisa foram parcialmente atingidos,
tendo em vista que demonstramos os efeitos comportamentais do protocolo de Estresse Cronico
Imprevisivel (ECI) por 7 dias em peixes-zebra, bem como comprovamos o efeito tipo
ansiolitico da N-acetilcisteina (NAC) em atenuar os efeitos comportamentais induzidos pelo
protocolo de ECI, porém, por razdes explicitadas no relatdrio de pesquisa, ndo conseguimos
avaliar os efeitos do antagonismo da NAC induzida por antagonista de receptor mGluR2
(LY341495). Apesar disso, considera-se que os objetivos pertinentes aos Componentes
Curriculares (CCr) Trabalho de Curso I, II e III foram atingidos a partir da elaboragdo e
realizacdo de uma pesquisa cientifica.

Identificou-se que o protocolo de ECI reduziu o nimero de cruzamentos e tempo de
permanéncia na area superior, ¢ aumentou o tempo de permanéncia na inferior, sendo
compativel com um efeito tipo-ansiogénico nos peixes-zebra. Todos os tratamentos (NAC,
fluoxetina e cetamina) atenuaram o efeito ansiogénico induzido pelo ECI. Dado o efeito
positivo da NAC em nosso estudo, seu bom perfil de seguranca e baixo custo, bem como dados
jé existentes em ensaios clinicos randomizados em seres humanos, infere-se que ela emerge no
tratamento de transtornos neuropsiquiatricos.

Os dados obtidos a partir deste estudo serdo utilizados em conjunto com dados a serem
obtidos futuramente na continuidade desta pesquisa, dentro de um estudo maior a ser publicado
na Revista Neuropsychopharmacology, em artigo intitulado “Efeito tipo-ansiolitico sustentado

da N-acetilcisteina em peixes-zebra submetidos ao protocolo de estresse cronico imprevisivel”.



