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1 Introducao

O desequilibrio oxidativo e a peroxidacdo lipidica nas membranas neuronais
desempenham papel central na fisiopatologia de transtornos mentais, como depressao e
ansiedade (Walker et al., 2015). Frente aos danos celulares por espécies reativas de oxigénio
(ERO), a N-acetilcisteina (NAC) surge como alternativa terapéutica promissora (Berk ef al.,
2013). Sua agdo baseia-se na doacao de L-cisteina para a sintese de glutationa (GSH), principal
antioxidante enddgeno, e na modulagao glutamatérgica via sistema cistina/glutamato (Raghu et
al.,2021).

Para a investigacdo neuropsiquiatrica, o peixe-zebra (Danio rerio) consolida-se como
modelo translacional devido a sua alta homologia genética com humanos. O protocolo de
Estresse Cronico Imprevisivel (ECI) nessa espécie simula com precisdo as alteragdes
neurobioquimicas e o estresse oxidativo observados em quadros clinicos de estresse persistente

(Mocelin et al., 2019).

2 Objetivos

Avaliar e comparar a capacidade neuroprotetora da N-acetilcisteina (NAC) contra a
peroxidacao lipidica cerebral induzida pelo protocolo de Estresse Cronico Imprevisivel (ECI)

em peixes-zebra, frente a psicotropicos de uso clinico consagrado (fluoxetina e cetamina).

3 Metodologia

Utilizaram-se 128 peixes-zebra (Danio rerio) adultos da linhagem selvagem (4—6
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meses; 50% machos e 50% fémeas; Recanto dos Peixes, Passo Fundo/RS). Os animais
passaram por 30 dias de aclimatagdo em tanques de 40 L (fotoperiodo 14:10 h claro/escuro)
com parametros de dgua (temperatura, pH, cloro, niveis de amonia, etc) monitorados.

A amostragem foi distribuida aleatoriamente em 8 grupos experimentais (n = 16/grupo),
divididos entre expostos ao estresse (ECI +) e ndo estressados (ECI -). O protocolo de ECI
durou 7 dias com estressores diarios aleatorizados: persegui¢do com rede (8 min), alteracao
térmica da agua (33 °C ou 23 °C por 30 min), aglomeragao em béquer de 250 mL (50 min),
trocas consecutivas de aquario e exposi¢ao dorsal ao ar (2 min) (Mocelin et al., 2019).

No 7° dia, a fim de avaliar os potenciais efeitos terapéuticos, realizou-se a intervengao
farmacologica de 20 minutos, com posologia validada previamente por outros estudos, em
aquarios individuais de 2,7 L contendo: N-acetilcisteina (NAC, 10 mg/L), Fluoxetina (FLU, 10
mg/L), Cetamina (KET, 20 mg/L) ou Veiculo (CTRL). Apo6s 24 horas, os animais foram
eutanasiados por resfriamento térmico rapido para coleta do tecido encefalico.

A peroxidacdo lipidica foi avaliada pelo ensaio de substincias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) em amostragem composta por pools de 4 encéfalos homogeneizados
em tampdo salina (PBS, pH 7,4). A quantificagdo proteica seguiu o método de Bradford,
seguimento protocolos publicados. Os dados foram analisados quanto a normalidade
(D'Agostino-Pearson) e homogeneidade (Levene), seguidos de ANOVA de duas vias com pos-
teste de Bonferroni (p < 0,05). O estudo foi aprovado pelo CEUA/UFFS (n° 6.839.180.221) e
conduzido de acordo com as normas do NIH, seguindo o guia ARRIVE para a redagdo do

manuscrito.

4 Resultados e Discussao

A inducdo do ECI por 7 dias provocou dano oxidativo nas membranas neurais,
evidenciado pelo aumento significativo nos niveis de TBARS no grupo estressado controle
versus o nao estressado (p < 0,001). A ANOVA de duas vias confirmou efeito principal
significante do estresse na peroxidacgdo lipidica (F1,12 = 58,66; p < 0,0001) (Mocelin ef al.,
2019).

Entre os tratamentos, a intervengdo aguda de 20 minutos com NAC (10 mg/L) foi a
unica capaz de reverter o dano lipidico provocado pelo ECI (p = 0,0258), reestabelecendo a

peroxidag@o a niveis equivalentes aos do grupo controle ndo estressado. A ANOVA de duas
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vias demonstrou efeito significativo do tratamento com NAC (F1,12 = 8,14; p = 0,0145). Isso
indica que a oferta suplementar de L-cisteina potencializa a regeneracao de GSH, promovendo

neutralizacao eficaz das ERO (Berk et al., 2013; Raghu et al., 2021).

nmol TBARS/mg proteina

CTRL NAC

Figura 1. Efeitos do tratamento com N-acetilcisteina (NAC) 10 mg/L (20 minutos) sobre as altera¢des induzidas
por estresse cronico imprevisivel (ECI) nos niveis de peroxidaggo lipidica em encéfalos de peixes-zebra. Grupo
nao estressado (—); grupo estressado (+). Os dados s@o expressos como média = erro padrdo da média (E.P.M.).
Analise de varidncia (ANOVA) de duas vias, seguida do teste de Bonferroni. n =4. ***p < 0,001; #p < 0,05 vs.
estresse (+).

Por outro lado, os psicotropicos tradicionais ndo combateram o estresse oxidativo
tecidual. A cetamina (KET 20 mg/L; p = 0,021) e a fluoxetina (FLU 10 mg/L; p = 0,0206) nao
preveniram a elevagao do TBARS nos animais estressados (Maximino et al., 2013; Zanos et al.,
2016). Embora atuem no manejo da depressdo e ansiedade por mecanismos monoaminérgicos
e glutamatérgicos, esses farmacos parecem carecer de acao antioxidante direta imediata frente

a agravos oxidativos agudos.

nmol TBARS/mg proteina

Figura 2. Efeitos do tratamento com cetamina (KET) 20 mg/L (20 minutos) sobre as alteragdes induzidas por
estresse cronico imprevisivel (ECI) nos niveis de peroxidagao lipidica em encéfalos de peixes-zebra. Grupo nao
estressado (—); grupo estressado (+). Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Analise
de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida do teste de Bonferroni. n =4. **p < 0,01; ***p < 0,001 vs. estresse

().
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Figura 3. Efeitos do tratamento com fluoxetina (FLU) 10 mg/L (20 minutos) sobre as alteragdes induzidas por
estresse cronico imprevisivel (ECI) nos niveis de peroxidaggo lipidica em encéfalos de peixes-zebra. Grupo nio
estressado (—); grupo estressado (+). Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Analise
de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida do teste de Bonferroni. n = 4. *p < 0,05; **p < 0,01 vs. estresse (+).

5 Conclusao

A NAC demonstrou efetividade em reverter a peroxidacao lipidica cerebral induzida
pelo estresse cronico imprevisivel em peixes-zebra, superando os efeitos da fluoxetina e da
cetamina sob as mesmas condigdes. Embora a agdo antioxidante direta da NAC evidencie seu
potencial neuroprotetor contra os danos organicos do estresse oxidativo, restringe-se a duvida
se essa neutralizacao € capaz de mitigar os sintomas comportamentais da ansiedade e depressao
ou se atua apenas como suporte fisiolégico secundario. Estudos futuros associando marcadores
oxidativos a desfechos comportamentais sdo necessarios para determinar se a mitigacdo do

estresse oxidativo possui papel causal na recuperacdo dos transtornos neuropsiquiatricos.
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