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INVESTIGAGCAO DO MECANISMO DE ACAO DA N-ACETILCISTEiNA EM UM
MODELO DE ESTRESSE CRONICO IMPREVISIVEL EM PEIXES-ZEBRA

BRUNO ZILLI PERONI*? RICIERI NAUE MOCELIN?

1 Introducéo

Os transtornos psiquiatricos apresentam alta prevaléncia na sociedade contemporanea,
especialmente os transtornos de humor e de ansiedade (Alvi, Kumar e Tabak, 2022), os quais
acarretam ndo apenas impactos deletérios ao individuo, mas também prejuizos significativos
aos sistemas de salde e a sociedade (Patel et al., 2018; Walker, McGee e Druss, 2015). Apesar
disso, as opcdes terapéuticas atualmente disponiveis apresentam eficacia limitada e efeitos
adversos notaveis, o que leva a altas taxas de abandono do tratamento (Insel et al., 2013).

Embora a fisiopatologia desses transtornos ainda seja dubia, a literatura endossa um
modelo baseado na interacdo entre estresse oxidativo e hiperatividade glutamatérgica,
induzindo neuroinflamacdo, excitotoxicidade e disfuncdo mitocondrial, fatores com papel
central na génese dos transtornos mentais (Alvi, Kumar e Tabak, 2022). Além disso, evidéncias
recentes destacam o papel do estresse como agente precipitante dessas doencas neurologicas,
atuando justamente sobre as vias fisiopatoldgicas supracitadas (Bradlow et al., 2022).

Diante desse cenério, torna-se relevante investigar o potencial terapéutico da N-
acetilcisteina (NAC) no tratamento de transtornos neuropsiquiatricos, tendo em vista seu
mecanismo de acdo - atuando sobre vias glutamatérgicas e estresse oxidativo -, perfil de
seguranca favoravel e crescentes evidéncias acerca de sua aplicabilidade na neurociéncia
(Bradlow et al., 2022; Tardiolo, Bramanti e Mazzon, 2018).

Estudos pré-clinicos sdo essenciais nas fases iniciais de estudos que visam avaliar
compostos farmacoldgicos. Nesse contexto, 0 peixe-zebra destaca-se como organismo modelo
na neurociéncia por apresentar significativa similaridade genémica, morfolégica e fisiologica
com os mamiferos. Seu sistema nervoso central compartilha circuitos neuronais com alta
similaridade aos seres-humanos, como neurotransmissores dopamina, serotonina, glutamato e
GABA, bem como horménios como o cortisol (Kalueff, Stewart e Gerlai, 2014).

Assim, diante da alta incidéncia de transtornos mentais e das limitages dos tratamentos
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atuais, é urgente a busca por terapias com maior eficacia clinica, novos alvos terapéuticos e

menores efeitos adversos.

2 Objetivos
Investigar o efeito sustentado da N-acetilcisteina (NAC) sobre parametros

comportamentais no modelo de estresse cronico imprevisivel (ECI) em peixes-zebra.

3 Metodologia

Inicialmente, 80 peixes-zebra (Danio rerio) adultos (4-6 meses de idade; 50:50
machos:fémeas) adquiridos de loja especializada, foram habituados e aclimatados por 30 dias
em tanques de 40 litros, alimentados duas vezes ao 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 (Mocelin et al, 2018; Mocelin et al, 2019). Apos aclimatacdo, os animais foram
alocados em aquérios de 16 litros de modo aleatorio, em 8 grupos experimentais, com 10
animais cada.

Do dia 1 ao dia 7, 4 grupos foram expostos ao protocolo de ECI, sendo os animais
submetido a distintos agentes estressores em diferentes horéarios, de acordo com o estabelecido
pela literatura (Mocelin et al, 2018; Mocelin et al, 2019). No 7° dia, 0s 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, agua do sistema),
durante 20 minutos em aquarios de 2,7 litros, sendo posteriormente alocados em seus
respectivos tanques. A concentracdo e o tempo de exposicdo as drogas foram baseados em
estudos anteriores e replicados no laboratorio (Mocelin et al, 2019; Riehl et al, 2011).

Apds 24 horas da exposicdo ao tratamento (dia 8), os animais foram submetidos ao teste
de tanque novo (NTT) para analise comportamental dos seguintes parametros: distancia total
percorrida (m), nUmero de cruzamentos entre as areas do aparato (superior, média e inferior) e
tempo de permanéncia (s) na area superior e inferior. Os animais foram transferidos
cuidadosamente e individualmente ao NTT, filmados durante 6 minutos e 0 comportamento
analisado posteriormente com o software ANY-Maze®.

Para analise estatistica, inicialmente realizou-se a andlise de poder de efeito para
detectar uma diferenga no tempo gasto na area superior do tanque. Este calculo foi realizado

usando o software G*Power (versdo 3.1), considerando um alfa = 0,05, poder = 0,9, tamanho
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do efeito = 0,5 e desvio padrdo = 0,4. 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 exposicéo ao
estresse e aos tratamentos, assim como a interacdo de ambos. Quando a ANOVA revelou
interacdes significativas, foram conduzidas comparac6es post hoc utilizando o teste de Tukey.
Os dados séo expressos como média * erro padrdo 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 elaboragio grafica. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA/UFFS) sob protocolo n° 6.839.180.221.

4 Resultados e Discussao

A Figura 1 demonstra os efeitos da exposicdo a NAC, FLU ou KET em peixes-zebra
submetidos ao protocolo de ECI. O ECI induziu uma redugdo no tempo de permanéncia na area
superior e no numero de cruzamentos entre as &reas do aparato (Fig. 1C e Fig. 1B,
respectivamente), bem como aumentou o tempo de permanéncia na area inferior (Fig. 1D). O
teste de ANOVA revelou efeitos significativos do tratamento para o tempo gasto na area
superior (Fs,e0 = 14,12, p<0,0001, Fig. 1C), efeitos significativos do tratamento (Fs,eo = 12,27,
p<0,0001), do estresse (F3,e0 = 49,80, p<0,0001) e da interagdo (Fs,e0 = 9,53, p<0,0001) para o
tempo gasto na &rea inferior (Fig. 1D), bem como interacdo no nimero de cruzamentos entre
as areas do aparato (Fs,eo = 2,77, p=0,0481, Fig. 1B). A FLU induziu aumento no tempo de
permanéncia na area superior (p<0,0001, Fig. 1C) e reducdo do tempo de permanéncia na area

inferior (p<0,0001, Fig. 1D) em animais ndo submetidos ao estresse.
A) B) C) D)

Treatment Fyae=073 p=05362 Treatment Faee=127 p=0.2923 Treatment. Fip=14.12  p<0.0001 Treatment: Fag® 12.27  p<0.0001
Stress: Fage=3.72 P=0.0580 Stress. Fien= 287 p=0 0953 Stress Fiee=4552  p<0.0001 Stress: Fies=49.80  p<0.0001
Interaction Fase= 1.44 p=0.2329 Interaction Fap =217 p=0.0481 Interaction Fiee=13.27  p<0.0001 Interaction. Faen=9.53 §<0.0001
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Figura 1. Efeitos da exposicdo a NAC, FLU ou KET em peixes-zebra submetidos ao protocolo de ECI. A)
distancia percorrida (m). B) nimero de cruzamentos entre as areas do aparato. C) tempo na area superior (s). D)
tempo na éarea inferior (s). CTRL: grupo controle; FLU: fluoxetina; KET: cetamina; NAC: N-acetilcisteina; +:
grupo estressado; -: grupo ndo estressado. n = 9-10.

Demonstramos ineditamente que a NAC atenua de forma sustentada o comportamento
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do tipo ansioso induzido pelo protocolo de ECI apds Unica intervencéo farmacoldgica.

Em peixes-zebra, o ECI induz alteracbes comportamentais, neuroquimicas e
moleculares que replicam o fendtipo de pacientes com transtornos mentais (Song et al., 2018).
No NTT, a distancia total percorrida (m) e 0 nUmero de cruzamentos entre as areas do aparato
sdo usados como indicadores de atividade locomotora, enquanto o tempo de exploracdo
reduzido de na area superior e aumentado na area inferior do aparato servem como indicadores
de comportamento do tipo ansioso (Pittman e Piato, 2017), como demonstrado em nosso estudo,
uma vez que o ECI induziu comportamento do tipo ansioso nos animais sem causar prejuizo
locomotor, reduzindo o tempo de permanéncia na area superior e aumentando o tempo na area
inferior, sem alterar a distancia percorrida e 0 nimero de cruzamentos.

ANAC é capaz de atenuar o comportamento tipo-ansioso induzido pelo ECI em peixes-
zebra apo6s 7 dias de tratamento (Mocelin et al., 2019) sem dano locomotor. Em consonancia,
demonstrou-se aqui que a exposicao Unica a NAC também é capaz de atenuar o comportamento
do tipo ansioso induzido pelo ECI, considerando assim um efeito sustentado da NAC nesse
modelo. Dada a eficacia da NAC demonstrada em nosso estudo, destaca-se seu potencial como
agente promissor para o tratamento de transtornos mentais relacionados ao estresse.

Além disso, os achados podem subsidiar o desenvolvimento de novos farmacos voltados
para o controle do estresse oxidativo e hiperatividade glutamatérgica. Nesse sentido, 0s
proximos estudos de nosso grupo visam investigar o papel dos receptores metabotrépicos de
glutamato (mGLU) no mecanismo de acdo da NAC, a fim de identificar potenciais novos alvos
terapéuticos, bem como seu potencial uso adjuvante no tratamento dos transtornos mentais.

Apesar de demonstrarmos que a NAC é capaz de atenuar o comportamento tipo ansioso
em um modelo pré-clinico apds Unica exposicao, o tamanho amostral reduzido devido ao tempo
disponivel e a analise comportamental isolada foram algumas das limitacGes do estudo, as quais

serdo resolvidas ao replicar o protocolo e investigar os efeitos sobre parametros bioquimicos.

5 Concluséo

Considerando o efeito sustentado da NAC na atenuagdo do comportamento do tipo
ansioso induzido pelo estresse, seu bom perfil de seguranca em humanos e evidéncias que
apoiam seu uso como tratamento adjuvante em transtornos mentais, destaca-se seu potencial
terapéutico em condic¢Bes neuropsiquiatricas. Mais estudos pré-clinicos e ensaios clinicos

randomizados de grande porte sdo necessarios para embasar recomendacdes clinicas solidas.
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