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RESUMO

O crescente consumo de bebidas com elevado teor de cafeina pode resultar no
aparecimento de sintomas provenientes do transtorno de ansiedade induzida por essa
droga. Atualmente, tem-se utilizado a cafeina como um indutor farmacoldgico do
comportamento tipo ansiedade e essa inducdo pode facilitar a melhor compreensao da
relacdo entre alteracOes comportamentais € os mecanismos de a¢do envolvidos nesse
efeito, portanto o presente trabalho prop06s que a via nitrérgica poderia ser um
mecanismo chave para explicar os efeitos comportamentais produzidos pela cafeina e
que esses efeitos poderiam ser revertidos por um antioxidante, logo, no presente
trabalho nds tivemos como objetivo avaliar o possivel efeito do L-NAME e do a-
tocoferol no comportamento tipo ansiedade ampliado pela cafeina nos testes de
preferéncia claro/escuro (PCE) e distribuicdo vertical eliciada pela novidade (DVN) em
Daniorerio. Foram utilizados peixes da espécie Daniorerio(n=178) subdivididos nos
seguintes grupos experimentais: SAL — salina 0,9%; CAF — cafeina 100 mg/kg; DMSO
— dimetilsulféxido 0,1%; L-NAME - (Nw-Nitro-L-arginina-metil éster hidrocloreto) 10
mg/kg; TF — a-tocoferol 1 mg/kg (receberam apenas uma injecdo por i.p); SAL + SAL;
DMSO + SAL; SAL + CAF; L-NAME + SAL; L-NAME +CAF; TF + CAF (receberam
duas injecOes seguidas, uma injecdo de cada substancia na forma de cotratamento, por
i.p). Os animais foram submetidos ao teste de preferéncia claro/escuro e de distribuicao
vertical eliciada pela novidade. Todos os testes foram filmados e os videos foram
avaliados utilizando o X-PLO-RAT. Os dados foram expressos em média + erro padrio.
Foi aplicado o teste de normalidade utilizando o teste Shapiro-Wilk e o teste
paramétrico ANOVA de uma via com pds-teste Tukey, considerando significativos
valores com p<0,05. N6s demonstramos que o a-tocoferol na dose de 1 mg/kg reverteu
todos os parametros do comportamento tipo ansiedade ampliado pela cafeina nos testes
de PCE e do DVN e esse efeito foi semelhante ao observado quando administrado um
inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), L-NAME. Portanto, o presente trabalho
demonstrou pela primeira vez que o efeito comportamental ampliado pela cafeina no
teste escotdxico e no DVN pode ser modulado pelo sistema nitrérgico e que o a-
tocoferol reverte esse efeito comportamental induzido pela cafeina de forma total.

Palavras Chaves: comportamento tipo ansiedade, zebrafish, cafeina, sistema nitrérgico,
o-tocoferol.
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ABSTRACT

The growing consumption of beverages with high caffeine content can result in the
appearance of symptoms from anxiety disorder induced by this drug. Currently, it has
been used as a pharmacological caffeine inductor anxiety-like behavior and this
induction may help facilitate better understanding of the relationship between
behavioral changes and the mechanisms involved in this effect. Therefore, this study
proposed that the nitrergic pathway could be a key mechanism to explain the behavioral
effects produced by caffeine and that these effects could be reversed by an antioxidant,
hence, the present work we had to evaluate the possible effect of L -NAME and o-
tocopherol expanded in anxiety-like behavior by caffeine in light/dark preference (LDP)
test and novel tank dividing (NTD) test in Daniorerio. Zebrafish fish species (N=178)
used were divided into the following experimental groups: SAL - 0.9% saline; CAF -
Caffeine 100 mg/kg; DMSO - dimethylsulfoxide 0.1% ; L-NAME - (N® -nitro -L -
arginine methyl ester hydrochloride) 10 mg/kg; TF - a-tocopherol 1 mg/kg (received
only one injection by i.p.); SAL + SAL; DMSO + SAL; SAL + CAF , L-NAME +
SALT , L-NAME + CAF ; TF + CAF, received two followed injections, one injection
of each substance in the form of co-treatment, by i.p. The animals were submitted to the
light/dark preference test and novel tank dividing test. All tests were filmed and the
videos were evaluated using X-PLO-RAT. Data were expressed as mean + SEM. The
normality test was applied using the Shapiro-Wilk test and the ANOVA parametric test
one-way with Tukey post-hoc, with the significance level set at p<0.05. The o-
tocopherol at a dose of 1 mg/kg, reversed all anxiety-like behavior parameters expanded
by caffeine in LDP and NTD tests and this effect was similar to that observed when
given one inhibitor of the enzyme nitric oxide synthase (NOS), L- NAME. Therefore,
this study first demonstrated that the behavioral effect magnified by caffeine in scotaxis
test and DVN test can be modulated by the nitrergic pathway and that the o -tocopherol
reverses completely this anxiety-like behavioral effect induced by caffeine.

Key Words: anxiety-like behavior, zebrafish, caffeine, nitrergic pathway and o —
tocopherol.



11

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Representacao esquemadtica dos efeitos da cafeina apds administragio de
doses elevadas de cafeina bloqueando os receptores adenosinérgicos e gabaérgicos.... 17
Figura 2: Subdivisdo dos grupos de acordo com o tratamento administrado................ 33
Figura 3: Representacdo do aquario utilizado para o teste preferéncia claro/escuro.... 36
Figura 4: Representacdo esquemdtica do experimento utilizando o teste de

Prefer@€ncia Claro/ESCUTO. .....coouuiiiiiieiiiie ettt et e et e et e e e sieee s 36
Figura 5: Representacdo do aqudrio utilizado para o teste de distribui¢do vertical
eliciada pela NOVIAAdE. .......cc.uiiiiiiiiiiei et 38
Figura 6: Representacdo esquemdtica do experimento utilizando o teste de
Distribui¢do Vertical Eliciada pela Novidade............cccovviiiiiiiiiiiiiniiiiniieciceeeeeeee, 38
Figura 7: Curva dose-resposta do tratamento com o-tocoferol no comportamento
tipo ansiedade avaliado NO tEStE ESCOLAXICO. ..ceeurrerrurirriiieniieeriieeriteerieeesireeesieeesiree e 41

Figura 8: Tratamento com cafeina no comportamento tipo ansiedade avaliado no
parametro de tempo no compartimento claro e no cruzamento de quadrante no teste
ESCOTAXICO. . e uttetteentte et et e et et e et et e et e e bt e et e e bt e e st e e sbbeeabeesbbeeabeesbbeeabeesabeenbeenaee 44
Figura 9: Tratamento com cafeina no comportamento tipo ansiedade avaliado no
parametro de tigmotaxia, congelamento, nado errdtico e avaliacdo de risco no teste
ESCOTAXICO. . uteenureeureeite et e st eeteestee et e e bt e e bt e bt e eateebeesabeebeesaneebeesaneebeesaeeeaneesanean 45
Figura 10: Tratamento com cafeina no comportamento tipo ansiedade avaliado no
parametro de laténcia de saida para o compartimento branco no teste escotaxico......... 46
Figura 11: O efeito da cafeina no parametro de tempo na por¢cdo superior e
quantidade de quadrantes cruzados utilizando 0 DVN..........cccoooiiiiiiiniiiiniiieiniens 47
Figura 12: O efeito do tratamento com a- tocoferol nos parametros de: evento de
congelamento, tempo em congelamento, nado erratico e laténcia utilizando o

DIV N ettt ettt b ettt et ae bt eae et e eaean 48
Figura 13: Tratamento com a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado
no parametro de tempo no compartimento claro no teste eSCOtaxXiCo......covvverruveerruveennns 52
Figura 14: Efeito do tratamento com a-tocoferol na atividade locomotora avaliada
N0 ESEE ESCOLAXICO. ..euueeutieniieeiieette et et e ettt et e et e st e e bt esatesabeesabe e bt e sbeesbeesaneenbeenas 53
Figura 15: O efeito do o-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado
através do parametro de tigmotaxia no ambiente claro utilizando teste escotéxico....... 54

Figura 16: O efeito do a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado
através do parametro de congelamento no ambiente claro utilizando o teste
ESCOTAXICO. . uveeneteeureeiee et e et e et et e st e st e e et e e bt e st e ebeesateebeesateebeesuteesbeessneenneesaneens 55
Figura 17: O efeito do a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado
através do parametro de nado errdtico no ambiente claro utilizando o teste

ESCOTAXICO. . euteuteentte et et e et et e et et e et e bt e et e e bt e e st e e sbbeeabeesbbeeabeesabeeabeesabeenbeenaee 56
Figura 18: O efeito do a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado
através do parametro de avaliagc@o de risco utilizando o teste eSCOtaxiCo........ccueeruvnnne. 57

Figura 19: O efeito do o-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado
através do parametro de laténcia de saida para o compartimento branco utilizando o
EESTE ESCOLAXICO...eeuureureeiteeitientte et et e et e st e et e bt e st e b e st e beesabeenbeesaneeneesaneenneesaneeanee 58
Figura 20: O efeito do o-tocoferol no parametro de tempo na por¢cdo superior
utilizando 0 DVIN L. oo 59
Figura 21: O efeito do a-tocoferol na atividade locomotora avaliada a partir de
quadrantes cruzados na por¢do superior utilizando o teste DVN........c.cccooviiiniiinnneen. 60
Figura 22: O efeito do a-tocoferol no parametro de ndmeros de eventos do



12

comportamento de congelamento no teste de DVN.......cocciiiiiiiiiiiiniiiiiieiecee, 61
Figura 23: O efeito a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado no
parametro de tempo de congelamento utilizando o teste DVN..........ccocceiiiiiiiniennnnee. 62
Figura 24: O efeito a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado no
parametro de nimero de eventos de nados erraticos utilizando o teste DVN................ 63
Figura 25: O efeito a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado no
parametro de laténcia de saida para por¢do superior utilizando o teste DVN............... 64
Figura 26: O efeito do L-NAME no parametro de tempo no ambiente claro
ULiliZando (ESTE ESCOLAXICO. . .uieuriruriiriieeiieite ettt ete ettt ettt sane e 67
Figura 27: O efeito do L-NAME na atividade locomotora avaliada a partir de
quadrantes cruzados no ambiente claro utilizando o teste eSCOtaXiCO.......ueerureerneennne. 68
Figura 28: O efeito do L-NAME no comportamento tipo ansiedade avaliado pelo
parametro de Tigmotaxia no ambiente claro utilizando o teste escotaxico.................... 69
Figura 29: O efeito do L-NAME no comportamento tipo ansiedade avaliado pelo
parametro de tempo em congelamento no ambiente claro utilizando o teste
ESCOTAXICO. - uttentteeuteette et ettt ettt et e bt e e ab e e bt e e ab e e bt e eab e e bt e eabeebeesabeebeesabeenbeesaeeens 70
Figura 30: O efeito do L-NAME no comportamento tipo ansiedade avaliado pelo
parametro de nado errdtico no ambiente claro utilizando o teste escotaxico................ 71
Figura 31: O efeito do L-NAME no comportamento tipo ansiedade avaliado pelo
parametro de avaliagdo de risco utilizando o teste eSCOtAXiCO.......ccvvrrrrrrerrrreerirreennneenn 72
Figura 32: O efeito LNAME no comportamento tipo ansiedade avaliado no
parametro de laténcia de saida para o compartimento claro utilizando o teste
ESCOTAXICO. . uveenureeurteeie et e st e et et esteeste e s bt e bt e sate e bt e sateebeesaaeembeesaneenbeesaseeaneenanees 73
Figura 33: Representacdo esquematica do efeito dos tratamentos com a-tocoferol e
L-NAME associado a cafeina no comportamento tipo ansiedade............ccccceevueennee. 83



LISTA DE SIGLAS

AVE Acidente Vascular Encefélico

CAF Cafeina

CAT Catalase

CRF1 Receptor do fator de liberacdo de corticotrofina
CoQH2 Complexo CitocromoRedutase C

CTRL Controle

DNA Acido Desoxirribonucleico

DMSO Dimetilsulféxido

DVN Distribui¢do Vertical Eliciada pela Novidade
ERNs Espécies Reativas de Nitrogénio

EROs Espécies Reativas de Oxigénio

GMPc Monofosfato Ciclico de Guanosina

GPx GlutationaPeroxidase

GSH Glutationa

GSSG Glutationa Oxidada

GSR GlutationaRedutase

GTPase Enzimas hidrolases que hidrolisam o GTP
HPA Eixo Hipotaldmico Pituitdria Adrenal
HPI Eixo hipotalamico-Pituitdrio-interrinal
i.c.v Intracerebroventricular

i.p Intraperitoneal

L-NAME NG-nitro-L-arginina-metil éster

LCE Labirinto em Cruz elevado

L-NOARG  L-NGe-nitro arginina

NMDA N-metil-D-Aspartato

NO Oxido Nitrico

NOS Oxido Nitrico Sintase

eNOS /NOS3 (:)xido Nitrico Sintase Endotelial
iNOS / NOS2 Qxido Nitrico Sintase Induzivel
nNOS / NOS1 Oxido Nitrico Sintase Neuronal

PCE Preferéncia Claro/escuro

PDE Fosfodiesterase

SERT Transportador de Setoronina

TBARs Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitiirico
TF Tocoferol

TNF-a Fator de Necrose Tumoral Alfa

Ul Unidades Internacionais

5-HT S-Hidroxitriptamina

o-TPP Proteina de Transferéncia do a-tocoferol
o-TAP Proteina associada ao a-tocoferol

7-NI Inibidor da iNOS



14

SUMARIO

1 INTRODUGAOQ . ....uccrercneressesesessesssesssssssessessssesssssssassssesssssssesssssssssessessssesses 14
1.1 MECANISMOS DE ACAO DA CAFEINA........ccocoiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 15
1.1.1 Efeitos comportamentais da cafeina........cecceerecssarcserssancssecssansssnsssasssssssasssssssaes 20
1.2 ZEBRAFISHCOMO UM MODELO DE ESTUDO DO COMPORTAMENTO
TIPO ANSIEDADE........oooiiiiiiiiieee ettt et 22
1.2.1Teste de preferéncia claro/escuro e Distribuicio vertical Eliciada pela
Novidade para avaliacao do comportamento tipo ansiedade........ccceceeeecercscreccscanecees 24
1.3 EFEITO FARMACOLOGICO DO a-TOCOFEROL (VITAMINA E)................. 26
2 OBJIETIVOS...iiiinneisinsnissansssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 29
2.1 OBJETIVO GERAL.......ooiiiiiiitiieeeeeetee ettt sttt s 29
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........ootiiieieieeee ettt st 29
3 MATERIAL E METODOS.....ccconermmmsermsnnsscssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesss 30
3.1 ANIMAIS E ALOJAMENTO........cooiiiiiiiieieeieeee ettt 30
3.2 DROGAS E REAGENTES. ..ottt 30
3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL.......cccteiiiiiiienieeeeeee e 31
3.4 TESTE DE PREFENCIA CLARO/ESCURO.........oocorvimriiereierineenncessseeneseenan. 34
3.5 DISTRIBUICAO VERTICAL ELICIADA PELA NOVIDADE...............c........... 37
3.6 ESTATISTICA. ..ottt 39
4 RESULTADOS . ..c.cuoitiiiuinsensnnssissanssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 40

4.1 o-TOCOFEROL BLOQUEIA O COMPORTAMENTO TIPO ANSIEDADE
AMPLIADO PELA CAFEINA NOS TESTES ESCOTAXICO E DVN EM

ZEBRAFISH. ...ttt et e e e e ees e e s ee e et e seseeesseseeeessaees 40
4.2 INIBICAO NITRERGICA INDUZ BLOQUEIO NO COMPORTAMENTO TIPO

ANSIEDADE AVALIADO NO TESTE ESCOTAXICO EM ZEBRAFISH................. 65
5 DISCUSSA O cceeuiereeeeressssssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssasassass 74
6 CONCLUSAQ ... ouerreeeeneresssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 82

REFERIENCIAS. .....vveveeeeeeessessssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssnsns 84



15

1 INTRODUCAO

A cafeina é amplamente consumida em todo o mundo, podendo ser encontrado
em quantidades significativas em chds, café, bebidas energéticas (Boyle; Castillo,
2006), bebidas de cacau e barras de chocolate sendo consumida, predominantemente na
forma de café (Fredholm; et al, 1999). Nos paises em desenvolvimento a ingestio didria
¢ menor que 50 mg/dia de cafeina (em média um copo de café) e em paises
desenvolvidos como Suécia, Reino Unido e outras nagdes européias, que apresentam
um estilo de vida acelerado e altamente produtivo e que exige um elevado nivel de
alerta dos individuos, apresenta um consumo superior a 400 mg/dia (>6 copos de café)
e muitas das vezes esse elevado consumo foi acompanhado de sintomas relacionados ao
efeito da cafeina (LOKE; HINRICHS; GHONHEIM, 1985).

Além disso, a cafeina também tem sido amplamente consumida na forma de
bebidas energéticas por praticantes de atividade fisica e atletas profissionais ou através
do uso de misturas dessas bebidas com bebidas alcodlicas. Esse uso desmedido tem sido
associado ao elevado nimero de acidentes de transito envolvendo pessoas que fizeram
uso dessas misturas, maior freqiiéncia do uso de drogas psicoativas e alteracdes no ciclo
de vigilia/sono (LOPEZ; REZENDE, 2013).

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina ou 1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-diona) é um
alcaloide que apresenta férmula molecular CsHoN4O, e massa molar de 198,19 g/mol.
Apresenta propriedade hidrofébica que permite que ela atravesse todas as barreiras
bioldgicas, inclusive a hematoencefdlica e essa capacidade justifica a diversidade de
efeitos neurobiolégicos, produzidos por esse psicoestimulante (Fredholm; et al, 1999).
A metabolizacdo ocorre primariamente no figado e posteriormente nos rins € no cérebro
por desmetilacdo da P450 1A, gerando comometabdlitos: teofilina (1,3-dimetilxantina),
teobromina (3,7-dimetilxantina) (Rodrigues, 2012) e paraxantina (metabdlito mais
encontrado em humanos) (Fredholm; et al, 1999). Quando ingerida alcanca sua
concentracdo mdxima na corrente sanguinea de 15 a 120 minutos e a dose letal para
humanos com peso médio de 70 kg é cerca de 10g que equivalem a 100 xicaras de café,
200 latas do refrigerante do tipo Cola ou 50 kg de chocolate por dia (OTTEWILL,
1999; VILELA; et al, 2007).

Estudos indicam que a cafeina pode induzir uma relativa dependéncia, que esta

associada a frequéncia de auto-administracdo e doses didrias, portanto, intimeros
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trabalhos investigam o impacto da abstinéncia e/ou a retirada da cafeina (Fisone;
Borgkvist; Usiello, 2004),e de acordo com Holtzman (1990), a cafeina é considerada
um modelo de drogas de abuso.

Adicionalmente, outras formas de consumo da cafeina seria através de
medicamentos anti-inflamatérios, antialérgicos e analgésicos (15 a 64 mg/U),
moderadores de apetite (50 a 200 mg/U), estimulantes (100 a 200 mg/U) e suplementos
alimentares (BRACKEN, 1982; SRISUPHAN; BRACKEN, 1986).

1.1 MECANISMOS DE ACAO DA CAFEINA

Diante dessa diversidade de fontes de consumo da cafeina € importante saber que
essa metilxantina quando consumida e/ou administrada em doses elevadas pode induzir
efeito diurético (Faust, 1993), taquicardia (Katan; Schouten, 2005), elevacdo da taxa de
esvaziamento gastrico com conseqiiente aumento da acidez gastrica (Boekema; et al,
1999) e provocar agdo estimulante no Sistema Nervoso Celular (SNC) (VILELA; ET
AL, 2007).

Em niveis centrais a cafeina pode atuar em diversos sistemas, dentre os quais,
pode-se destacar sua principal acdo que ocorre nos receptores adenosinérgicos, devido a
similaridade estrutural que essa metilxantina apresenta com a adenosina. O efeito dessa
interacdo ocorre no sentido de bloquear os receptores adenosinérgicos Al e A2A de
forma ndo seletiva e com baixa especificidade o A3, diversos estudos apontam que um
dos efeitos resultantes desse bloqueio seria alteracdes no comportamento tipo ansiedade
observadas apds administracdo de cafeina em elevadas doses (FREDHOLM, 1999).

Esse bloqueio permite que a cafeina desencadeie uma acao contriria a adenosina
promovendo a liberagdo de diversos neurotransmissores, como exemplo,
neurotransmissores excitatorios tais como glutamato (Fredholm, 1995; Fredholm, 1998;
Fredholm; et al, 1999; Daly; Ferré, 2008; 2010). Assim como, essa acdo excitatdria
ativard receptores rianodina, elevando os niveis de cdlcio intracelular e serd
acompanhado da inibi¢do de nucleotideos ciclicos como a fosfodiesterase (Fredholm; et
al, 1999; Umemura; et al, 2006). Todos esses efeitos estimulatérios (aumento da
liberacdo de glutamato e os elevados niveis de cdlcio intracelular) podem favorecer a

ativacdo do sistema nitrérgico e essa atividade ocorrerd em funcdo da estimulacdo do



17

receptor NDMA pelo glutamato, com conseqiiente aumento dos niveis de célcio
intracelular, formando o complexo cdlcio/calmodulina que estimulard a enzima
responsavel pela sintese de 6xido nitrico (NO) (ZHANG; SNYDER,1995).

A cafeina pode também exercer um proeminente efeito no sistema gabaérgico,
diminuindo indiretamente a liberacdo desse neurotransmissor através do bloqueio do
receptor A2A (De Carvalho; Marcelino; De Mendonca, 2010) ou atuando nos sitios
benzodiazepinicos dos receptores GABA,, agindo como um antagonista ou como um
agonista inverso nesses sitios e nos receptores do GABA, e também pode atuar como
inibidornos sitios de picrotoxinina, que de acordo com Shi; Padgett e Daily (2003), toda
essa acdo no sistema gabaérgico realizado pela cafeina pode explicar o efeito
convulsivante induzido por essa droga e também, pode explicar em parte as alteracdes
no comportamento tipo ansiedade produzidas pela cafeina em dose elevada (Fredholm,
1999). Resumidamente, os efeitos centrais no sistema adenosinérgico e gabaérgico da

cafeina descritos acima sdo demonstrados na figura 1.
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Figura 1:Representagdo esquematica dos efeitos da cafeina apds administracdo de doses elevadas de cafeina
bloqueando os receptores adenosinérgicos e gabaérgicos.O bloqueio dos receptores adenosinérgicos induzird o
aumento da liberagdo de glutamato (GLU) e esse neurotransmissor se ligard aos receptores NMDA. Essa ligagao
aumentard a mobilizacdo de célcio intracelular. O excesso de cdlcio intracelular ird se ligar a calmodulina, formando
o complexo célcio/calmodulina que culminard na ativa¢iio da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) e essa por sua vez
produzird 6xido nitrico. Assim como o bloqueio dos receptores adenosinérgicos incitard um bloqueio nas
fosfodiesterases como o AMPc, diminuindo a producdo de AMP. A ligacdo da cafeina nos receptores gabaérgicos
exercerd uma acdo antagdnica com diminui¢@o da liberagdo do GABA (FREEDHOLM,; et al, 1999;SOLINAS; et al,
2001; SHI; et al, 2003; ARENDASH; et al, 2006; VILELA; et al, 2007).
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Nesse contexto, deve-se ressaltar que o efeito mediado pelo bloqueio dos
receptores adenosinérgicos estd intimamente relacionado a dose, sendo considerada uma
droga com efeito dual. Em doses consideradas baixas (10 mg/kg), a cafeina consegue
exercer um efeito ideal para manutencdo do processo de plasticidade cerebral, de
potencial de longa duracdo, atuando de forma positiva sobre processos de
aprendizagem, no sistema de locomocdo e pode exercer um efeito ansiolitico, todas
essas acdes sdo observadas via bloqueio de receptores A2A que € mais atuante nessa
condicdo, e exerce um efeito positivo sobre diversos sistemas (Rhoads; et al, 2011;
Fredholm; et al, 1999). Porém em doses elevadas (acima de 75 mg/kg), a cafeina pode
induzir um fendmeno de excitotoxicidade glutamatérgica e conseqiientemente um efeito
ansiogénico (Fredholm, 1995; Kaplan; et al, 1997; Dunwiddie; Masino, 2001; Sudakov;
et al, 2001; Rogers; et al, 2010). No qual, esse efeito em dose elevada pode ser em
funcdo do efetivo bloqueio do receptor Al como demonstrado por Maximino e
colaboradores (2011b) em zebrafish.

Outro efeito observado, em elevadas concentracdes de cafeina, € o aumento da
renovacdo de neurotransmissores monoaminicos, como a serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT), dopamina e noradrenalina. Segundo Hadfield e Milio (1989) a
alteracdo nos niveis de monoaminas (como norepinefrina e dopamina) e metabodlitos
ocorrem de forma distinta em diversas regides centrais, como exemplo, no bulbo
olfatério os niveis de serotonina aumentavam e no hipocampo diminuia. Além disso, os
receptores muscarinicos e opidides, também podem ser ativados nessa condicao.

Em relacdo ao efeito excitatorio provocado por essa metilxantina observa-se o
aumento da taxa de disparo de neur6nios dopaminérgicos, colinérgicos e
noradrenérgicos em diversas regides, sendo algumas relacionadas a modulacdo do
comportamento tipo ansiedade como o locus ceruleus (FREDHOLM; et al, 1999).

Todos esses efeitos estimulatdrios, provocados pela cafeina conduzem ao aumento
do metabolismo energético cerebral e conseqiientemente podem justificar os efeitos pro-
oxidantes desencadeados por essa metilxantina (Hovatta; et al, 2005; Ng; et al, 2008;
Masood; et al, 2009;Allam; et al, 2013; Arendash; et al, 2006). Nesse sentido, a
literatura aponta uma possivel participacdo da via nitrérgica modulando essa atividade
pré-oxidante da cafeina, pois segundo Alasehirli e colaboradores, (2005), a cafeina em
doses elevadas pode favorecer o aumento dos niveis de oxido nitrico (NO) por
estimulag¢do da enzima oxido nitrico sintase (NOS) e esse excesso pode desencadear a

formacdo do peroxinitrito (ONOQO") um radical altamente reativo e responsavel por
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induzir a oxidacdo e nitracdo de lipidios, DNA (4cido desoxirribonucleico) e proteinas
(BARBOSA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2006).

Portanto, o 6xido nitrico pode ser descrito como um radical formado na conversao
de arginina a citrulina por diferentes isoformas da NOS. As isoformas podem ser
classificadas em: nNOS ou NOS-1 (neuronal), eNOSou NOS-3 (endotelial) e iNOS ou
NOS-2 (induzivel) e essas enzimas estdo amplamente distribuidas em diversos tecidos e
ndo necessariamente apenas nos locais de origem, como ja foi demonstrado que a nNOS
pode estar presente em células ndo neuronais e eNOS em células neuronais (Murad,
2004; Wegener; Volke; 2009). A atividade das isoformas NOS 1 e NOS 3 é dependente
de CA®* e calmodulina (constitutiva) e a atividade da isoforma NOS 2¢ independente
de CA* (induzivel) (Wegener; Volke; 2009; Lima; et al, 2014). O 6xido nitrico
produzido tem a capacidade de difundir-se livremente ao longo de membranas celulares
ou outras estruturas (Bredt; Snyder, 1994). Desenvolve importante papel no SNC,
agindo como neurotransmissor ou neuromodulador e atuando como mensageiro
intracelular em intimeros processos fisiologicos (BREDT; SNYDER, 1989;
GARTHWAITE; et al, 1989; KNOTT; BOSSY-WETZEL, 2009; STEINERT, et al,
2010).

Assim como, foi observado seu proeminente efeito na regulacio do
comportamento e estados emocionais, em funcdo de sua atuacdo em diversas regioes
como hipotdlamo posterior, hipocampo, amigdala, nicleo do septo lateral e cértex
entorrinal (Vincent; et al, 1992; Farias; et al, 1997; Ray; et al, 2007; Toda; et al, 2009
Wegener; Volker, 2009), sendo que na condi¢do de elevados niveis pode promover
ansiogénese, principalmente quando hd o processo de neurotoxicidade gerado pelo
glutamato (Faria; 1998), efeito esse reportado quando hd um elevado consumo de
cafeina. Portanto, estudos demonstraram que esse efeito central do NO poderd ser
bloqueado com o uso de inibidores da NOS, como o L-NAME (NG-nitro-L-arginina-
metil éster), um metil éster que inibe ndo seletivamente a enzima 6xido nitrico sintase
(FARIAS; et al, 1997; VOLKE,; et al, 2003).

No qual, essa propriedade do oxido nitrico de atuar nas alteragdes
comportamentais conduz ao questionamento do seu possivel papel como mediador dos
efeitos comportamentais induzidos pela cafeina, sendo que a descoberta dessa relacdo
seria um ponto chave para descrever o mecanismo envolvido com esse efeito e para
buscar novas terapias para os transtornos de ansiedade induzida por essa droga. Assim

como, seria interessante se um antioxidante como a-tocoferol pudesse atuar nesse
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possivel sistema regulador da ansiogénese induzida por cafeina, visto que é uma
vitamina amplamente consumida e que tem emergido como um possivel neuroprotetor
como observado por Vatassery, Bauer, Dysken; (1999) em diversas doencas
neurodegenerativas e psiquidtricas.

Portanto, sabe-se que essa diversidade de alteracdes neuroquimicas produzidas
pela cafeina pode disparar o processo de producdo de radicais livres, apresentando
efeito pro-oxidante (Lowry; Hale, 2010). No qual, essas alteracdes comportamentais
induzidas por essa droga sdo semelhantes as respostas obtidas apds modulacdes
ambientais que geram aversividade, por isso a literatura tem utilizado a cafeina com um
indutor farmacoldgico do comportamento tipo ansiedade e esses dados foram
reproduzidos tanto em roedores quanto em peixes (Baldwin; File, 1989; Belzung; Le
Pape, 1994; Cortopassi; Sapolsky, 1998; Silva; Frussa-Filho, 2000; Concas; et al, 2000;
Jain; Hirani; Chopde, 2005; Noschang, 2009; Egan; et al, 2009; Mcintosh; Lowry; Hale,
2010; Lowry; Hale, 2010; Park ; et al 2010; Stewart; et al, 2010; Maximino; et al, 2011;
Maximino; et al, 2011b). Ressalta-se que essa é uma das formas de estudar o
comportamento tipo ansiedade e esse modelo de indugdo farmacoldgica, dependera da
dosagem utilizada, tempo de tratamento, forma de administragao e modelo experimental

testado (CHAE; et al, 2008).

1.1.1 Efeitos comportamentais da cafeina

As alteragdes comportamentais geradas pela cafeina podem ser classificadas como
transtorno de ansiedade, e esse efeito € evidenciado a partir da manifestacao de sintomas
como elevado estado de alerta mental, taquicardia, elevacdo da pressdo arterial,
nervosismo, tensdo e diminui¢cdo da coordenagdo motora (File; Bond; Lister, 1982;
Loke; Hinrichs, Ghonheim, 1985; Smith; et al, 2011). Atualmente, esse transtorno de
ansiedade induzido por cafeina tem se tornado um problema de sadde publica,
justificado pelo aumento de internacdes de pacientes com intoxicagdo por bebidas
contendo elevada quantidade de cafeina. Esses pacientes demonstraram sintomas
comuns ao transtorno de ansiedade. Essa manifestacdo clinica ird variar entre os
individuos, nos quais pacientes ansiosos sao um dos mais afetados, por apresentarem

maior sensibilidade ao composto (LEE; CAMERON; GREDEN, 1984; SMITH, 2010).
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Nesse contexto, faz-se importante compreender que a ansiedade pode ser definida
como um comportamento de avaliagdo de risco em situacdes, onde o perigo ndo €
eminente, porém, € potencial, podendo ocorrer a partir de uma exposi¢do a ambientes
novos, vivéncias subjetivas negativas ou através de um potencial estimulo aversivo no
ambiente (Blanchard; Blanchard, 1990; Graeff, 2007; Graeff; Zangrossi Jr, 2010). Nos
quais, a freqiiente manifestacdo desse comportamento conduz ao desenvolvimento do
transtorno de ansiedade e essa desordem estd sendo cada vez mais prevalente em
diversos paises (Estados Unidos - 28,7%; Holanda -19,3%; Brasil — 18%) e pode ser
justificada pelo o estilo de vida adotado que exige um estado de alerta freqiiente e uma
profunda mudanca no sistema de vigilia/sono, resultando em um alto consumo de
bebidas energéticas (Almeida Filho; et al,1992; Michael; Zetsche e Margraf; 2007;
Kalra; Kamath; Trivedi, 2008; Mello Cruz; Landeira-Fernandez, 2012). Porém, €é
importante diferenciar ansiedade de medo, pois apesar de serem comportamentos
adaptativos que sdo relacionados com a situacdo de ameaca e que compartilham
sintomas, o medo incita um repertorio de estratégias defensivas na presenca real do
risco, além disso, a caracteristica do comportamento do medo, freqiientemente, ¢ de
excitacdo com resposta de luta/fuga (GRAEFF, 2007).

A expressdo desse comportamento de ansiedade segundo, Bernik (1999), pode
ser composta por manifestacdes cognitivas, emocionais, comportamentais (inquietagao,
sobressalto verbais ou nao verbais) e somadticas (hiperatividade autondmica, tensao
muscular, sudorese, entre outros). Essas expressoes, de acordo com Smith (2002)
podem estar presentes de forma indistinguivel na situagdo de alto consumo de cafeina,
caracterizando a natureza ansiogénica desse psicoestimulante e estabelecendo uma
possivel relacdo entre consumo de cafeina e ansiedade.

Roedores que foram tratados com cafeina em dose elevadas apresentaram
alteracoes comportamentais € sintomas caracteristicos de comportamento tipo
ansiedade, como: alteracdes no sono, aumento da freqiiéncia cardiaca, diminui¢do da
interacdo nos ambientes aversivos, centrofobia e inibicdo comportamental e todos esses
efeitos foram avaliados em diversos modelos de estudo do comportamento tipo
ansiedade (Noschang, 2009; Minatto, 2009). Peixes, também podem apresentar um
comportamento tipo ansiedade desde a fase larval até a fase adulta em resposta a
administracio de elevadas doses de cafeina, no qual, nessas espécies foram observadas
respostas comportamentais aos estimulos ansiogénicos semelhantes ao de roedores,

além do aumento do indice de melandforos (que € uma resposta de camuflagem como
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uma reacdo de defesa substrato-dependente), e aumento da frequéncia cardiaca em
embrides (Egan; et al, 2009; Rana; et al, 2011; Maximino; et al, 2011; Richendrfer; et
al, 2012; Cachat; et a, 2013). A efetividade desse psicoestimulante em induzir o
comportamento tipo ansiedade, se deve a ampla acao da cafeina em diversas regides que
estdo ligadas a esse comportamento como o nucleo da rafe (LOWRY; HALE, 2010).
Diante do exposto, para o estudo do comportamento tipo ansiedade utilizando
drogas como a cafeina que apresentam um elevado potencial ansiogénico, deve-se
utilizar modelos experimentais que respondam a essas modulacdes farmacoldgicas e o
zebrafish € uma espécie que apresenta grande confiabilidade na analise do seu
comportamento por responder de forma efetiva a essas modulagdes (BARROS; et al,

2008; STEWART; et al, 2014; STEWART; KALUEFF, 2015).

1.2ZEBRAFISH COMO UM MODELO DE ESTUDO DO COMPORTAMENTO
TIPO ANSIEDADE

O zebrafish € um pequeno peixe ciprinideo, tropical de d4gua doce, proveniente da
India e do sul da Asia (Key; Devine, 2003; Subbiah; Kar, 2013). Popularmente
conhecido como paulistinha ou peixe zebra, sendo essa espécie amplamente utilizada na
pratica do aquarismo (Spence; et al, 2008). O interesse crescente pelo uso desse modelo
experimental em diversas pesquisas estd no seu rdpido desenvolvimento, facil
manuten¢cdo em laboratdrio e elevada producdo de ovos (uma fémea pode liberar 100
ovos por dia que serdo fertilizados externamente) que sdo transparentes e permitem
manipulacdes farmacoldgicas desde os estdgios iniciais da vida. O ciclo reprodutivo
desses animais € curto e atingem a maturidade sexual com trés semanas de vida
(Carvan; et al, 2000; Subbiah; Kar, 2013). Além do zebrafish selvagem existem outras
cepas que sao mutadas como o leopard (mutacdo espontinea no padrdo de cor), o
longfinn (apresentam nadadeiras longas) (Spence; et al, 2008) e o albino (Egan; et al,
2009). Essas espécies apresentam respostas comportamentais distintas por apresentar
niveis basais de ansiedade diferentes, sendo que o longfinn apresenta niveis moderados
de comportamento tipo ansiedade quando comparado com os elevados niveis dos

animais selvagens (EGAN; et al, 2009; MAXIMINO; et al, 2014).
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Portanto, o Danio rerio (zebrafish) tem sido utilizado em diversos estudos
farmacoldgicos (Maximino; et al, 2010; Cachat; et al, 2010; Maximino; et al; 2011;
Maximino; et al, 2013; Kalueff; Stewart; Gerlai, 2014), de reproducdo (Landner; et al,
1985 apud Serra; Medalha; Matiolli, 1999), genéticos (Key; Devine, 2003),
toxicoldgicos (Nagel, 2002), teratolégicos, alteragdes no desenvolvimento (Van Eeden,
1996 apud Serra; Medalha; Matiolli, 1999) e comportamentais (Serra; Medalha;
Matiolli, 1999; Piato; et al, 2010; Cachat; et al, 2010; Maximino; et al, 2010;
Maximino; et al; 2011; Stewart; et al; 2012; Maximino; et al, 2013). Em destaque, a
neurociéncias comecou a adotar o modelo a partir da década de 70 estudando as células
de Mauthner, sendo elas responsdveis pelos comportamentos de fuga (VASCOTO;
BECKHAM; KELLY, 1997 apud SERRA; MEDALHA; MATIOLLI, 1999).

Uma das vantagens dessa espécie consiste na conservagao organizacional do SNC
em relacdo aos vertebrados, permitindo observar diversas homologias, dentre as quais,
areas como: hipotdlamo e bulbo olfatério, que engloba estrutura do palido lateral sendo
homologa ao hipocampo de mamiferos (Barros; et al, 2008). Assim como, o telencéfalo
de zebrafish pode corresponder ao sistema limbico de humanos e algumas evidéncias
demonstraram uma equivaléncia funcional do telencéfalo Dorsomedial do zebrafish
com amigdala de mamiferos (Portavella; Torres; Salas, 2004; Salas; et al, 2006).0 eixo
HPI (Eixo Hipotalamico-Pituitario-Interrinal) do Danio rerio apresenta similaridade
funcional ao eixo HPA  (Hipotalamico-Pituitdrio-Adrenal) de  mamifero
(STEENBERGEN; RICHARDSON; CHAMPAGNE,2010).

Ainda em nivel central, foram identificados neurotransmissores gabaérgicos,
serotoninérgicos, colinérgicos, adenosinérgicos, dopaminérgicos, noraderenérgicos,
histaminérgicos, glutamatérgicos, purinérgicos, glicinérgicos, e nitrérgicos (Barros; et
al, 2008; Rico; et al, 2011), assim como, conservou  receptores como OS
adenosinérgicos (Boehmler; et al, 2009; Maximino; et al 2011b). Contudo, segundo
Rico e colaboradores (2011) poucos ensaios foram realizados para demonstrar o papel
funcional do NO em zebrafish e esses autores apontam que sao necessarios mais estudos
que identifiquem quais as mudancas observadas nesse sistema apds inducdes
farmacolodgicas.

Também foi observada similaridades, nas vias de transducao de sinal, homologia
nos sitios cataliticos e nos dominios de ligacdo de receptores (100%). Além disso, foi
descrito semelhancas no seqiienciamento do genoma (homologia de seqiienciamento de

nucleotideos em torno de 70-80% e de aminoacidos 60-90%) (Gerlai; et al, 2010;
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Rinkwitz; Mourrain; Becker, 2011; Subbiah; Kar, 2013). Portanto, todas essas
semelhancas permitem que o zebrafish seja utilizado para estudos translacionais de
desordens humanas (EGAN; et al, 2009; CACHAT; et al, 2010).

Nesse contexto o zebrafish tem emergido como modelo para estudos do
comportamento tipo ansiedade, pois reagem por vias enddcrinas e comportamentais aos
modelos de estresse e ansiedade. Esses peixes demonstram sensibilidade ao tratamento
com drogas, resposta ao predador, exposicao a substancia alarme, inspecdo de objetos
novos, também, respondem aos modelos de esquiva inibitéria e desamparo aprendido
(Maximino; et al, 2011a, 2012; Subbiah; Kar, 2013). Nesse contexto, alguns modelos ja
foram validados para o estudo do comportamento tipo ansiedade como: campo aberto,
escotéxico e distribui¢do vertical eliciada pela novidade (MAXIMINO; et al, 2010);

Portanto, diante das evidéncias cientificas que atestam a confiabilidade na
utilizac¢do do zebrafish como modelo experimental para o estudo do comportamento tipo
ansiedade, o presente trabalhou selecionou testes que sdo sensiveis a estes
comportamentos € que respondam aos ensaios farmacoldgicos de forma a esclarecer a
natureza ansiogé€nica ou ansiolitica das drogas utilizadas, como o teste de preferéncia
claro/escuro e o teste distribuicdo vertical eliciada pela novidade (GOUVEA Jr; et al,
2005; MAXIMINO; et al, 2007; EGAN; et al., 2009; MAXIMINO; et al, 2010;
MAXIMINO; et al, 2011).

1.2.1Teste de preferéncia claro/escuro e Distribuicio vertical Eliciada pela

Novidade para avaliacao do comportamento tipo ansiedade.

z

O teste de preferéncia claro/escuro € caracterizado por um comportamento de
fototaxia negativa representada por uma preferéncia pelo escuro (Serra; Medalha;
Mattiolli, 1999). Outro aspecto importante, que foi observado por Gouvea Jr e
colaboladores (2005) é que o perfil de respostas comportamentais produzidos por
zebrafish sdo andlogas as respostas produzidas por roedores, no que consiste nimero de
entradas e o tempo de permanéncia no compartimento aversivo, qualificando esse teste
como um modelo de estudo do comportamento tipo ansiedade em peixes.

Este aparato ¢ um modelo de conflito que expde o animal a tendéncia natural de

explorar um ambiente novo versus as esquivas que o ambiente pode oferecer, ou seja,
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uma possivel situacdo aversiva que aqui se estabelece em um ambiente claro
(CRAWLEY; GOODWIN, 1980).

Nesse contexto, a preferéncia pelo compartimento escuro foi observada por Serra;
Medalha; Mattiolli (1999), que realizaram diversos protocolos experimentais, os quais
caracterizavam-se em expor os animais de formas diferentes aos ambientes (claro ou
escuro), onde se observou que a laténcia de saida do compartimento escuro para o claro
era muito maior que a avaliacdo inversa, logo, esse fendmeno indicaria a preferéncia
natural do animal pelo compartimento escuro. Assim como, de acordo com Rosemberg
e colaboradores (2011) apontaram que essa preferéncia pelo escuro visualizada no teste
escotdxico representa uma tipica estratégia defensiva da espécie como se fosse um
comportamento de esquiva ao predador.

Além disso, ensaios posteriores avaliaram o comportamento tipo ansiedade em
teledsteos pequenos e demonstraram evidéncias farmacoldgicas de que o teste
escotdxico apresenta elevada sensibilidade a drogas ansioliticas (MAXIMINO; et al,
2010; MAXIMINO; et al, 2011; MAXIMINO et al, 2011a; ARAUJO; et al., 2012).

As medidas de avaliacdo produzidas pelo teste de preferéncia claro/escuro sao
simples e demonstram que os agentes ansioliticos aumentam o tempo que o animal
explora o compartimento claro em relacdo ao grupo ndo tratado, enquanto que os
agentes ansiogénicos apresentam efeito oposto. Etogramas adicionais também ajudam a
atestar o efeito dos tratamentos, facilitando o delineamento do grau de motivagao e/ou
exploracdo no compartimento branco e estes podem ser descritos como: tigmotaxia
(exploragdo nas extremidades do aqudrio), congelamento (imobilidade corporal), nado
errdtico (nado em zig-zag) e avaliacdo de risco (entradas com menos de um segundo no
compartimento branco e retorno seqiiencial ao compartimento escuro) (MAXIMINO,
2012).

Outro teste utilizado como modelo de ansiedade em zebrafish é o teste de
distribuicao vertical eliciada pela novidade que baseia-se na observacdo de uma
tendéncia do animal em se afastar da superficie (geotaxia), buscando um local “seguro”
no ambiente novo (Egan; et al, 2009; Gerlai, 2010; Cachat; et al, 2010; Stewart; et al,
2010). Segundo, Levin e colaboradores (2007) a relagdo topo e fundo que reflete o
nivel de aversividade do animal em relacdo ao aparato € semelhante a relacdo braco
aberto e brago fechado obtidas no teste de labirinto em cruz elevado (LCE) e também a

relacdo centro e periferia do campo aberto, portanto essas analogias com modelos
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classicos do estudo de ansiedade em roedores qualificam esse teste para o estudo do
comportamento tipo ansiedade em zebrafish.

No qual, nesse teste o comportamento tipo ansiedade pode ser observado a partir
de uma significativa diminui¢do na explora¢do na porcao superior, acompanhada de
uma elevada laténcia para atingir essa por¢ao, assim como, episoédios de congelamento
longo, ou elevada freqiiéncia de movimentos errdticos (Egan; et al, 2009). Portanto,
manipulagdes farmacoldgicas que elevam o tempo do animal no fundo do aquério
indicam ansiogénese (como exemplo a cafeina) e manipulagdes que aumentam a
exploracdo na superficie representam ansidlise (Egan; et al, 2009). No entanto, quando
o aquario de teste é semelhante ao aqudrio de alojamento ndo ha alteracdo no
comportamento do animal, sendo necessdria a utilizagdo de um aquario com tamanho
diferente ao do alojamento para aplicacdo do teste (BENCAN; SLEDGE; LEVIN,
2009).

Portanto, os testes descritos a cima permitem avaliar o comportamento tipo
ansiedade em zebrafish, e também poderdo ser um modelo experimental adequado para
verificar o efeito de antioxidantes como o a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade

em Zebrafish.

1.3 EFEITO FARMACOLOGICO DO o-TOCOFEROL (VITAMINA E)

Vitamina E é um termo genérico que abrange 8 familias de tocoferdis e
tocotrienos (Traber; Atkinson, 2007), no qual, o a-tocoferol, é a forma biologicamente
mais ativa e a mais utilizada para estudos (Catania; Barros; Ferreira, 2009). Esses
compostos caracterizam-se por serem facilmente oxidados na presenca da luz e ar, mas
quando presentes na sua forma natural (6leos e gorduras) apresentam atividade
antioxidante elevada, por isso € largamente utilizado na industria farmacéutica e
alimenticia (Franco, 2008). Nos alimentos, podem ser encontrados em vegetais
folhosos, 6leos vegetais e frutas oleaginosas (BRIGELIUS—FLOHE, 1999).

Outra caracteristica importante € sua natureza lipossolivel, portanto, o a-tocoferol
€ solubilizado pelos 4cidos biliares e absorvido pelos Enterdcitos, nos quais serdao
estocados em quilomicrons (Eggermont, 2006; Schneider, 2005). A distribuicao desses

quilomicrons para os mais diversos tecidos ocorre através da proteina de transferéncia
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do a-tocoferol (a-TPP) (Brigelius-Flohe; Traber, 1999). Uma vez dentro da célula,
proteinas associadas ao a-tocoferol (a-TAP), podem estar envolvidas no transporte
intracelular desse composto entre compartimentos € a membrana plasmdtica. Essas
proteinas associadas possuem atividade GTPase e podem ser responsaveis por regular
processos como a sinalizacdo intracelular promovida pelo a-tocoferol (STOCKER;
AZZ1, 2000).

O a-tocoferol é considerado um antioxidante exdgeno, e deve ser ofertado pela
dieta ou outras fontes, pois 0os animais nao sio capazes de sintetizd-lo e a sua atividade
antioxidante ocorre de forma nao-enzimatica, interceptando os radicais livres gerados
pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas e impedindo o ataque sobre lipidios,
aminodcidos das proteinas, dupla ligacdo de 4cidos graxos poli-insaturados, e bases de
DNA (MILEI, et al, 1986; HALLIWELL, 1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999,
BIANCHI; ANTUNES, 1999; QUILES; et al, 2002; CATANIA; BARROS;
FERREIRA, 2009).

A acdo neuroprotetora do o-tocoferol pode ser vista em diversos sistemas, no
entanto, alguns estudos tém reportado seu efeito no sistema nitrérgico, atuando na
enzima produtora do 6xido nitrico, sendo que esse efeito consiste em bloquear a acao da
NOS, diminuindo por conseguinte a produ¢do de NO (Gurela; et al, 2004; Osakada; et
al, 2003), resultando em diversos efeitos benéficos na vasodilatacdo (Green; et al,
1998); condicdes inflamatorias (Shibata; et al, 2006) e prevenindo apoptose gerada pela
disfun¢ao mitocondrial e o estresse oxidativo em condi¢des de elevados niveis de NO
(Wei; et al, 1999). Portanto, esse potencial efeito do a-tocoferol pode justificar o uso
desse antioxidante.

Além disso, em decorréncia das propriedades antioxidantes da vitamina E, ela tem
sido implementada como terapia que reforca as vias de defesa enddgena, podendo
combater inumeras doengas como doencas cardiovasculares, acidente vascular
encefdlico (AVE), diabetes melito, cincer, hipertensdo e impede a formacdo tumoral
inibindo a conversdo de nitritos em nitrosaminas (WASHIO; et al, 1994; QUILES; et al,
2002; HOVATTA; et al, 2005;CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009).

Particularmente, no SNC o a-tocoferol além de proteger a membrana de células
do sistema nervoso, também, tem atuado no sentido de aumentar o nivel de glutationa e
a atividade de vdrias enzimas antioxidantes enddgenas, incluindo: SOD (Superéxidos
Dismutases), CAT (Catalase) e GPx (Glutationa Peroxidase) (Zaidi; Banu, 2004). Essa

acdo central apresentou efeitos reportados em alguns estudos como melhoras no humor



29

e nas fungdes intelectuais, diminuicdo da progressao da doengca de Alzheimer e
melhoras na performance cognitiva (SANO; et al, 1997; SMITH; et al, 1999; CASINI;
et al, 2006).

Poucos estudos foram realizados para demonstrar o efeito do a-tocoferol em
alteracdes comportamentais, porém ja foi demonstrado que ele pode atuar em doengas
psiquidtricas como depressdo e alguns estudos demonstram um possivel efeito
ansiolitico através do tratamento prolongado e com altas doses desse antioxidante
(CHAKRABORTTI; GULATI; RAY, 2008; COMIN; et al, 2010; LOBATO; et al, 2010;
AMBROGINT; et al, 2011; ALZOUBI; et al, 2012; MANOSSO, 2013).

Nesse contexto, inumeros estudos t€ém buscado avaliar o efeito do a-tocoferol para
reverter ou amenizar alteracdes comportamentais provenientes de desordens
psiquidtricas como: depressao, transtorno de ansiedade, ou até quem sabe esse composto
pode ter efeito em desordens de ansiedade induzida por drogas de abuso como a cafeina.
Esse crescente interesse pelo a-tocoferol se deve em grande parte pelo seu potencial
antioxidante, propriedade essa que fornece um mecanismo de defesa, que muitas vezes
encontra-se insuficiente em transtornos de ansiedade, e outro ponto positivo € a
facilidade com a qual ele pode ser adquirido pela populagdo por estar presente em

diversos alimentos, podendo ser um potencial agente terapéutico.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o possivel efeito preventivo do a-tocoferol e do L-NAME contra a

potencializacdo do comportamento tipo ansiedade induzido por cafeina em Danio rerio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Caracterizar o efeito ansiogénico ampliado pela cafeina nos testes de preferéncia

claro/escuro e de distribui¢ao vertical eliciada pela novidade em Danio rerio;

. Avaliar o efeito gerado pelo tratamento com diferentes doses de a-tocoferol nos

testes de preferéncia claro/escuro;

. Avaliar a atividade locomotora dos animais (Danio rerio) tratados com o-

tocoferol em diferentes doses nos testes de preferéncia claro/escuro;

. Avaliar o efeito associado do a-tocoferol com cafeina nos testes de preferéncia

claro/escuro e de distribui¢ao vertical eliciada pela novidade em Danio rerio;

. Avaliar o efeito associado do inibidor da enzima O6xido nitrico sintase (L-
NAME) com cafeina nos testes de preferéncia claro/escuro e de distribuicdo vertical

eliciada pela novidade em Danio rerio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS E ALOJAMENTO

Os animais utilizados foram peixes da espécie Danio rerio, popularmente
conhecidos como paulistinhas ou zebrafish. Adultos, de sexo indeterminado, da
linhagem longfin, adquiridos em distribuidoras locais. Os animais foram coletivamente
alojados em um aqudrio com densidade de 1 animal /L. por um periodo minimo de 15
dias (periodo de aclimatacdo) que antecederam os experimentos comportamentais,
ressaltando que os cuidados de alojamento estavam de acordo com Canadian Council
on Animal Care (2005) e este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Pard
(CEPAE) através do processo CEPAE — UFPA: 213-14. A manutencdo dos aqudrios
estava de acordo com o protocolo de criacio em biotério (Dammski; et al, 2011)
respeitando condi¢des de temperatura (28°C), ciclo circadiano (fotoperiodo 12C:12E),
filtragem, oxigenacdo e diariamente os animais foram alimentados com ragdo
balanceada e na consisténcia de flocos, além disso, todas as areas do aqudrio estavam

iluminadas com a mesma intensidade de luz.

3.2 DROGAS E REAGENTES

Os agentes farmacoldgicos foram diluidos como descrito a seguir: A cafeina
anidra — CAF - (1,3,7-trimetilxantina; Quimis, Diadema, SP, Brasil) na dosede 100
mg/kg e o L-NAME (Nw-Nitro-L-arginina-metil éster hidrocloreto; Sigma Aldrich) na
dose de 10 mg/kg foidiluida em solugdo salina a 0,9%. O a-tocoferol - TF - (Fluka,
Sigma - Aldrich) foidiluido em Dimetilsulféxido - DMSO - (Sigma - Aldrich) 0,1% e
salina 0,9% e os animais controle dos grupos cafeina e L-NAMEreceberam solucdo
salina 0,9% e os animais controle do grupo a-tocoferol, receberam solugaio DMSO

0.1%. A via de administracao de todas as drogas foivia intra-peritoneal (i.p) utilizando
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uma seringa de 10 ul com agulha de 35G e todos animais foram anestesiados por

crioanestesia (temperatura entre 12 °C e 14 °C).

3.3 TRATAMENTOS

Foram utilizados um total de 178 animais (em média 6 animais por
grupo),distribuidos de acordo com os tratamentos descritos na figura 2, no qual, os
animais que receberam apenas uma injecao foram utilizados para testar o efeito isolado
de cada composto e os animais que receberam duas injecdes foram utilizados para
avaliar o efeito do cotratamento. E importante destacar que o tempo de intervalo
entre as duas inje¢des foi de 1 segundo. Todos os peixes foram testados no teste de
preferéncia claro/escuro e no teste de distribuicdo vertical eliciada pela novidade para
avaliar o comportamento tipo ansiedade. O tempo de acdo farmacoldgica foi estimado
com base em outros estudos com mamiferos e roedores, no qual, a cafeina era injetada
30 minutos antes dos testes comportamentais (Baldwin; File, 1989; Silva; Frussa-Filho,
2000; Jain; Hirani; Chopde, 2005; Park ; et al 2010). A escolha da dose de 100 mg/kg
de cafeina baseou-se em um estudo realizado anteriormente por Maximino e
colaboradores (2011b) que demonstraram um efeito de amplificagdo do comportamento
tipo ansiedade utilizando o teste escotdxico em zebrafish. A dose de 10mg/kg de L-
NAME utilizada no presente estudo foi estimada a partir de estudos prévios que
identificaram um efeito de reducdo no comportamento tipo ansiedade com essa dose
(FARIAS; et al, 1997).

Ressalta-se que a dose do a-tocoferol foi previamente escolhida para o presente
estudo através de uma curva dose — resposta que correspondeu ao efeito desse
antioxidante no teste escotdxico. No qual, os animais tratados com a-tocoferol na dose
de 2 mg/kg apresentaram um tempo superior no compartimento aversivo se comparado
ao grupo controle. Os animais tratados com a-tocoferol na dose de 5 mg/kg
apresentaram um efeito hiperlocomotor no ambiente claro. Portanto, diante dos efeitos
observados nas outras doses elegemos a dose de 1 mg/kg de a-tocoferol, por esta ndao
alterar o comportamento tipo ansiedade gerado pelo teste escotdxico e nem alterar a
atividade locomotora. Além disso, a estatistica demonstrou que entre os controles

(SAL; SAL + SAL) nao houve diferenca significativa (F=0.8545; p>0,05), portanto, a



33

manipulacdo nao influenciou no comportamento tipo ansiedade dos grupos controles e
os animais toleraram os 10 pl (Sul de cada composto) que corresponderam ao volume

final das duas injecoes.



1 injec@o i.p -5l

2 injegdes i.p -

Cotratamento

Sul-

| Salina 0,9%

CIRL -

SAL 0,9% + SAL
0,9%

DMSO - 0,1%
(controle do
grupo TF)

CAF - 100
mg/kg

TF- 1
mg/kg;

| |LNAME - 10

Figura 2: Subdivisdo dos grupos de acordo com o tratamento administrado. No qual as siglas sdo referentes, aos seguintes
compostos: TF — Tocoferol; CAF — Cafeina; DMSO — Dimetilsulf6xido; L-NAME (NG-nitro-L-arginina-metil éster); SAL —

Salina.

mg /kg

DMSO - 0,1%
(controle do grupo
TF) + Salina 0,9%;

Salina 0,9% + CAF
- 100 mg/kg

LNAME - 10
mg/kg + SAL 0.9%

L-NAME - 10 mg/kg
+ CAF - 100 mg/kg

TF 1 mg/kg
+ CAF - 100
mg/kg
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3.4 TESTE DE PREFENCIA CLARO/ESCURO

No teste de preferéncia claro/escuro os animais foram colocados,
individualmente, em aqudrios de acrilico que apresentavam uma dimensao 15 cm x 10
cm X 45 cm (altura x largura x comprimento), divididos em dois compartimentos (22,5
cm cada) sendo um branco e outro preto, como demonstrado na figura 3. Os animais
eram testados em aqudrios contendo dgua proveniente do aqudrio em temperatura
ambiente e o nivel da d4gua no aqudrio preenchia uma altura de 10 cm. Além disso, os
aparatos apresentavam um compartimento movel que consistia em uma porta corredica
que delimitava uma drea de 5 cm (centro do aqudrio), contendo tanto uma parte clara
quanto uma escura.

Esse compartimento foi utilizado no inicio do teste, para que o animal se
habituasse ao aparato por 3 minutos antes da avaliacdo, em seguida, as portas foram
removidas e o animal transitou livremente por todos os compartimentos durante 15
minutos como demonstrado na figura 4(MAXIMINO,; et al, 2012).

O teste comportamental foi filmado utilizando uma camera digital (Cyber-shot
DSC-W710 BR4) e os videos foram avaliados utilizando o software X-Plo-Rat 2005
(versdao 1.1.0), no qual se avaliou os seguintes parametros: tempo no compartimento
branco (comportamento escotdxico quantificado pelo tempo em porcentagem que o
animal permaneceu no compartimento claro); tigmotaxia (recordado pelo percentual de
tempo que o animal permaneceu explorando a periferia do aparato a uma distancia de no
méximo 2 cm das paredes do compartimento claro); nado errdtico (nimero de eventos
que o animal apresentou um comportamento natatério em zig-zag com alta velocidade e
mudanca de direcdo no compartimento branco); congelamento (percentual de tempo que
o animal permaneceu apresentando imobilidade no fundo do aquério no compartimento
branco); avaliacdo de risco (nimero de entradas no compartimento branco, seguidas de
um retorno imediato ao compartimento escuro em menos de 1 segundo ou como um
cruzamento apenas parcial do corpo do animal em dire¢do ao compartimento branco);
laténcia de saida para o compartimento branco (tempo que o animal leva para entrar na
porcao clara do aparato pela primeira vez contados a partir do inicio do teste ou se esse
animal iniciou o teste no compartimento branco esse comportamento foi recordado
depois da primeira incursao no lado escuro, e na seqii€ncia foi contabilizado sua laténcia

de saida para o compartimento branco) e nimero de quadrantes cruzados (nimero total
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de quadrantes cruzados no compartimento branco, como uma forma de avaliar a

atividade locomotora).
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15 cm

F——— 225cm———

Figura 3: Representagdo do aqudrio utilizado para o teste preferéncia claro/escuro (MAXIMINO; et al, 2010).

l;ﬁ TJI TI3[?" TI33" Teste de Preferéncia Claro / Escuro Tag:
| | | | _\ |
Anestesia = ;0003 L Inicio do
;EI_EE;[} Habituacdo teste, Tempo nio Compartimento Branco Final
Tigmotaxia do teste
A Nado erriico
| Congelamento
Awvaliagio de Risco
Laténcia de Saida parao
compartimento branco
TRATAMENTOS Niimero de quadrantes cruzados

Figura 4: Representagdo esquemadtica do experimento utilizando o teste de preferéncia claro/escuro.
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3.5 DISTRIBUICAO VERTICAL ELICIADA PELA NOVIDADE

O protocolo para o teste de distribuic@o vertical eliciada pela novidade (DVN) foi
modificado de Cachat; et al (2010). Os animais foram transferidos individualmente para
o aparato de teste, que consistiu em um aqudrio de 15 x 25 x 20 cm (largura x
comprimento x altura), preenchido de dgua do aquério até a extremidade (Egan; et al,
2009). O aquério era dividido igualmente em duas seccoes de 10 cm de altura cada
(topo e fundo) e subdivididos em quadrantes (para avaliacdo da atividade locomotora),
no qual, as linhas de separacdo foram marcadas externamentes como demonstrado na
figura 5. Assim que o animal era transferido para o aparato, o seu comportamento era
captado por uma camera digital (Cyber-shot DSC-W710 BR4). A filmadora era
posicionada a frente do aqudrio para captar a exploracdo em todo o ambiente, logo,
registrou-se a distribuicdo vertical e lateral dos peixes.

Além disso, ao longo do teste os animais puderam explorar livremente o aquério
por 6 min, apds os quais foram removidos e sacrificados como demonstrado na figura 6.
Os videos foram analisados utilizando o software X-Plo-Rat 2005 (v.1.1), e as imagens
foram divididas em quadrantes (6 x 6).

As seguintes varidveis foram analisadas: tempo na porc¢do superior (tempo
dispendido na metade superior do aqudrio); nimero de transi¢des no compartimento
superior (quantidade de quadrantes cruzados nessa por¢ao do aparato); nado errdtico
(quantidade de vezes que o animal apresentou o comportamento natatdrio em zig-zag
com alta velocidade e mudancga de dire¢dao em todo aparato); congelamento (tempo que
o animal demonstrou ocomportamento de completa imobiliza¢do, apenas apresentando
comportamentos operculomotores); quantidade de eventos de comportamento de
congelamento (quantidade de vezes que o animal demonstrou o comportamento de
congelamento) e laténcia de entrada na porcdo superior (tempo em segundos que O

animal demorou a adentrar a por¢ao superior).
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Figura 5: Representagdo do aqudrio utilizado para o teste de distribui¢do vertical eliciada pela novidade. Adaptado de EGAN;
et al (2009).

To Tr T30° | Testede Distribuico Vertical Eliciada pela Novidade Tss
| | | |
I | | |
- . . Final do
Anestesia 1 injecio- Iniciodo . Tempom parde superior A teste
Sul—ip teste. Laténcia de entrada na porgio superior )
Niumero de Transigies no
Compartimento Supetior
A Nado erritico
| Congelamento
Quantidads de eventos de
TRATAMENTOS \ Cevoimandcigheni

Figura 6: Representagdo esquemadtica do experimento utilizando o teste de Distribuicdo Vertical Eliciada pela Novidade.
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3.6 ESTATISTICAS

A andlise estatistica dos resultados foi realizada a partir da aplicag¢do do teste de
normalidade utilizando o teste Shapiro-Wilk, considerando uma distribuicdo normal
p<0,05e foi posteriormente aplicado o teste paramétrico ANOVA de uma via com pds-
teste Tukey para comparacdo entre os diferentes grupos dos parametros avaliados. Foi
utilizado o programa Graph Pad Prism 5.0 e considerados significativos valores com
p<0,05. Os resultados de todos os parametros dos dois testes comportamentais foram

expressos em média + erro padrao.
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4 RESULTADOS

4.1 o-TOCOFEROL BLOQUEIA O COMPORTAMENTO TIPO ANSIEDADE
AMPLIADO PELA CAFEINA NOS TESTES ESCOTAXICO E DVN EM
ZEBRAFISH.

No intuito de selecionar a dose efetiva de a-tocoferol construimos uma curva
dose-resposta (Figura 7A). Os animais tratados com a-tocoferol nas doses de 1 mg/kg e
5 mg/kg ndo apresentaram diferenca estatistica no tempo despendido no compartimento
branco quando comparado ao o grupo controle Salina (TF 1 mg/kg= 59,1+9,27% vs
SAL= 62,23+£10,77%; F=0,8356; p>0,05; TF 5 mg/kg= 31,05+£9.06% vs SAL=
62,23+10,77%; F=0,3020; p>0,05), porém os animais tratados com a-tocoferol na dose
de 2 mg/kg apresentaram um tempo significativamente maior explorando o ambiente
claro em relacdo ao grupo controle salina (TF 2 mg/kg= 78,66+2,72% vs SAL=
62,23+10,77%; p<0,05) (Figura 7A).

No entanto, os animais tratados com 5 mg/kg de a-tocoferol apresentaram um
maior nimero de cruzamentos de quadrantes em relacdo ao grupo controle salina (TF 5
mg/kg= 261,5£51,7 vs SAL= 116+31,84; F=3,2386; p<0,05), indicando que essa dose
pode alterar a atividade locomotora dos animais, efeito esse que ndo foi observado nos
demais tratamentos (Figura 7B).

Diante do exposto elegemos a dose de 1 mg/kg de a-tocoferol para prosseguir
nas analises dos demais parametros e para realizar o cotratamento com a cafeina, em
funcdo de que nessa dose ndo observamos diferencgas de respostas comportamentais € na

atividade locomotora quando comparado ao grupo controle (Figura 7).
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Figura 7: Curva dose-resposta do tratamento com a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado no teste escotaxico.
Em A tem-se o percentual de tempo dispendido no compartimento branco e em B o nimero de quadrantes cruzados no teste
escotdxico. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pds-teste Tukey. Em Ando houve diferenga estatistica dos
diferentes tratamentos em relagdo ao grupo controle SAL e em B houve diferenca estatistica do grupo que recebeu a dose de 5
mg/kg de a-tocoferol em relac@o ao controle SAL com *#p<0,05. Os dados foram expressos em média + erro padrao.
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Em relacdo ao tratamento com cafeina nossos resultados referentes ao teste
escotdxico demonstraram que os animais tratados (Figura 8A) com cafeina
apresentaram uma diminuicdo significativa do tempo despendido no compartimento
branco em relagdo aos animais controle (CAF=9,42+2.50% vs SAL= 62,23+10,77%; F=
19,5875; p<0,01; CAF + SAL= 6,38+1,26% vs SAL+SAL= 62,47+18.68%; F=4,8829;
p>0,05).

O tratamento com essa droga nio exerceu efeito na quantidade de quadrantes
cruzados (F= 0,9795; p>0,05), logo, nao foi observado alteracdo locomotora entre os
animais tratados com cafeina e os grupos controles (Figura §B).

No parametro tigmotdxico demonstramos que os animais tratados com cafeina
(CAF=4,84+0,17%; CAF + SAL=3,59+0,08%) demandaram um percentual de tempo
elevado apresentando esse comportamento enquanto que os controles (SAL; SAL +
SAL) ndo apresentaram tigmotaxia (Figura 9A).

Quanto ao parametro de congelamento, demonstramos que os grupos tratados
com cafeina (CAF= 6,98+1,78%; SAL + CAF= 3,77+2,24) apresentaram um elevado
percentual de tempo em inibi¢do comportamental enquanto que os grupos controle
(SAL e SAL + SAL) ndo apresentaram esse comportamento (Figura 9B).

Em relacdo ao parametro de nado erratico demonstramos que o grupo cafeina
apresentou uma elevada quantidade de eventos desse comportamento quando
comparado ao grupo controle (CAF=9+2,6 vs SAL= 3+0,28; F=4,74; p<0,05;
CAF=440,5 vs SALI+ SAL=2+0,472; F=0,2935; p>0,05) (Figura 9C).

No parametro de avalia¢do de risco demonstramos que o tratamento com cafeina
(CAF= 2,42+0,41; CAF + SAL= 1,5+0,35) ndo exerceu efeito nessa varidvel quando
comparado ao grupo controle (SAL=2,2+0,44; SAL + SAL= 1) (Figura 9D).

A laténcia de saida para o compartimento branco foi estatisticamente superior
para o grupo tratado com cafeina quando comparado ao grupo controle (CAF=
127,42427.31s vs SAL= 482 + 7.8s; p>0,05; SAL+CAF= 105,25+12,56s vs
SAL+SAL=40,83+9,84s; p>0,05) (Figura 10).

Nossos resultados referentes ao teste de distribuicdo vertical eliciada pela
novidade demonstraram que o tratamento com cafeina diminuiu estatisticamente o
tempo dispendido na por¢ao superior do aqudrio (Figura 11A) quando comparado ao

grupo controle (CAF= 151.4949.945s vs SAL= 301.22+18.24s; F= 6.7824; p<0,05;
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CAF+SAL= 145,9246,19s vs SAL + SAL= 265,43+25,45s; F= 4,8419; p<0,05). Nao
houve diferenca estatistica em relacdo ao nimero de quadrantes cruzados entre os
animais tratados com cafeina e os animais dos grupos controle (F= 0,2944; p>0,05)
(Figura 11 B).

Em relacdo, ao parametro de congelamento no teste DVN, demonstramos que os
animais tratados com cafeina (11,6+0,72) apresentaram uma elevada frequéncia de
episddios desse comportamento, enquanto que o controle ndo apresentou esse evento
(Figura 12A).

Quanto ao tempo que os animais permaneceram em congelamento
demonstramos que o grupo cafeina (CAF= 52,69+12,40s) apresentou um tempo
elevado, enquanto que os grupos controle ndo apresentaram esse comportamento
(Figura 12B).

Em relacdo ao parametro de nado erratico demonstramos que no teste DVN o
grupo cafeina apresentou uma elevada frequéncia de episddios de nado errdtico quando
comparado aos grupos controle (CAF= 4,3+0,27 vs SAL=1; F= 14,1421; p<0,01; SAL
+ CAF=5,66+0,54 vs SAL + SAL=1; F=7,6681; p<0,05) (Figura 12C).

Quanto a laténcia de saida para o compartimento superior observamos que os
animais tratados com a cafeina apresentaram uma laténcia significativamente superior
aos grupos controle (CAF= 114426,73s vs SAL= 13,5+3,75s; F=6,084; p<0,05; SAL +
CAF=102+23,73s vs SAL + SAL= 11#1,6s; F=5,030; p<0,05) (Figura 12D).
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Figura 10: Tratamento com cafeina no comportamento tipo ansiedade avaliado no pardmetro de laténcia de saida para o
compartimento branco no teste escotdxico.Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pés-teste Tukey, houve
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Figura 11: O efeito da cafeina no parimetro de tempo na porgao superior e quantidade de quadrantes cruzados utilizando o
DVN. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pés-teste Tukey. Em A houve diferenca estatistica no
pardmetro de tempo na por¢do superior do grupo CAF em relacdo ao controle SAL com #p<0,05 e do SAL + CAF em relagio
ao grupo SAL + SAL com ##p<0,05. Em B ndo houve diferenca estatistica entre os grupos avaliados no parametro de
quadrantes cruzados. Os dados foram expressos em média + erro padrao.
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Os dados referentes ao tratamento com a-tocoferol e ao cotratamento avaliados
no teste escotidxico revelaram que os animais que receberam o cotratamento de a-
tocoferol na dose de 1 mg/kg com cafeina (TF 1 mg/kg + CAF= 60,08+15,59%), ndo
apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) quanto ao tempo dispendido no
compartimento branco quando comparado aos grupos controle (SAL=62,23+10,77%;
SAL+SAL= 62,47+18,68%), sugerindo que a dose de a-tocoferol utilizada no presente
estudo, bloqueia o efeito ansiogénico, refletido na diminuicio do tempo no
compartimento claro, induzido por cafeina nesse parametro (Figura 13). Quanto a
atividade locomotora, ndo foi observado diferenca estatistica no nimero de quadrantes
cruzados entre os grupos avaliados (F=0,9973; p>0,05, Figura 14)

Em relacdo ao parametro tigmotaxico, demonstramos que os animais tratados
com a-tocoferol na dose de 1 mg/kg (figura ) ndo apresentaram esse comportamento
assim como o grupo controle. Por outro lado, o cotratamento com a-tocoferol e cafeina
(TF 1 mg/kg + CAF) bloqueou parcialmente o aumento na tigmotaxia induzido por
cafeina (TF 1 mg/kg + CAF= 0,84+0,10% vs CAF=4,8+0,17%; F=12,889; p<0,05; TF
1 mg/kg + CAF=0,84+0,10% vs SAL + CAF= 3,59+0,08%; F=7,724; p<0,05).

No parametro de congelamento, demonstramos que os animais tratados com o-
tocoferol na dose de 1 mg/kg ndo apresentaram esse comportamento, assim como 0S
grupos controle salina. Nesse parametro observamos que os animais cotratados com o-
tocoferol e cafeina (TF 1 mg/kg + CAF) ndo apresentaram o comportamento de
congelamento, esse resultado sugere que nessa varidvel a bloqueio do efeito gerado pela
cafeina (aumento no percentual de tempo em congelamento) foi total (Figura 16).

Em relacdo ao parametro de nado errdtico demonstramos que ndo houve
diferenca entre o grupo tratado com a-tocoferol (TF 1 mg/kg = 4,6+0,5) e o grupo
controle (SAL= 3+0,28). Porém, os animais que receberam o cotratamento de o-
tocoferol com cafeina (TF 1 mg/kg + CAF= 5,25+0,6) ndo retornaram aos niveis do
controle (SAL= 3+0,28) e permaneceram sem diferenca estatistica (F=1,4115; p>0,05)
com o grupo cafeina (CAF=9+2,6), ou seja, nesse parametro o cotratamento ndo
bloqueou o aumento no nimero de eventos de nado errdtico induzido pela cafeina
(Figura 17).

Quanto ao parametro de avaliacdo de risco demonstramos que o grupo tratado
com o-tocoferol na dose de 1 mg/kg e o grupo cotratado (TF 1 mg/kg + CAF) ndo

apresentaram esse comportamento (Figura 18). No entanto, o tratamento com cafeina
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(CAF= 2,42+0,41; CAF + SAL= 1,5+0,35) ndo exerceu efeito nessa varidvel quando
comparado ao grupo controle (SAL=2,2+0,44; SAL + SAL= 1) (Figura 9D, Figura 18).

A laténcia de saida para o compartimento branco ndo foi estatisticamente
diferente (F=0,3704; p>0,05) entre o grupo tratado com a-tocoferol (TF 1 mg/kg= 56 +
28,09s) e o grupo controle (SAL= 48,2 + 7,8s). O cotratamento (TF 1 mg/kg + CAF=
10,5743,33s) manteve os niveis dos controles (SAL= 48,2 + 7,8s; SAL+SAL=
40,83+9,84s) sem diferenca estatistica entre esses grupos (p>0,05), sugerindo uma
bloqueio total no aumento da laténcia gerado pela cafeina (Figura 19).

Nossos resultados referentes ao teste de distribuicdo vertical eliciada pela
novidade demonstraram que os animais tratados com a-tocoferol na dose de 1 mg/kg
(342,46+12,83s) ndo apresentaram diferenca estatistica (F=1,1860; p>0,05) quanto ao
tempo dispendido na por¢do superior do aquario em relagdo ao grupo controle salina
(SAL=301,22+18,24s). Esse mesmo padrdao de comportamento foi observado no grupo
cotratado (TF 1 mg/kg + CAF= 331,4+19,62s), que também ndo apresentou diferenca
(p>0,05) em relagdo ao grupo controle Salina (SAL=311,53+18,24s, F=0,9669; SAL +
SAL=265,43+25,45s, F=1,7880), enquanto que a cafeina diminuiu esse tempo, portanto
sugerimos que houve um bloqueio total promovido pelo a-tocoferol no efeito
ansiogénico gerado pela cafeina nesse parametro (Figura 20).

Quanto ao ndmero de quadrantes cruzados demonstramos que ndo houve
diferenca estatistica (F= 0,8698; p>0,05) entre os diferentes tratamentos, logo nao
houve alteracdo na atividade locomotora (Figura 21).

Em relacdo, ao parametro de congelamento no teste DVN, demonstramos que o
grupo a-tocoferol ndo apresentou esse comportamento ao longo do teste, assim como o
grupo controle. Porém, o aumento na frequéncia de episédios de congelamento gerado
pela cafeina é bloqueado parcialmente pelo cotratamento (TF 1 mg/kg + CAF= 3,5+0,8)
onde observamos que houve uma reducdo estatistica (F= 17,09; p<0,05) dos episddios
de congelamento quando comparado com os animais tratados com cafeina (11,6+0,72),
porém essa reducao nao foi suficiente para retornar aos niveis do controle (Figura 22).

Quanto ao tempo que os animais permaneceram em congelamento
demonstramos que o grupo tratado com o-tocoferol ndo apresentou o comportamento de
congelamento, assim como os grupos controle. O cotratamento (TF 1 mg/kg + CAF=
41,8449,35s) ndo exerceu efeito (F=0,6119; p>0,05) sobre o elevado tempo em
congelamento gerado pela cafeina (52,69+12,40s) e ndo retornou aos niveis do controle

(F=0,3102; p>0,05, Figura 23).
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Em relacdo ao pardmetro de nado erratico demonstramos que no teste DVN o
grupo tratado com a-tocoferol na dose de 1 mg/kg (3,33+0,33) ndo apresentou diferenca
estatistica (F=0,2750; p=>0,05) em relacdo ao grupo controle (SAL= 1). No entanto,
também, demonstramos que o grupo cotratado (TF 1 mg/kg + CAF= 1.6+0.25) ndo
apresentou diferenca (F=0,2021; p<0,05) em relacdo ao grupo controle (SAL=1),
sugerindo que nesse parametro o cotratamento bloqueou totalmente o efeito de aumento
na freqiiéncia de nado errético induzido por cafeina (Figura 24).

Quanto a laténcia de saida para o compartimento superior observamos que o
tratamento com a-tocoferol (23,05+4,069s) apresentou uma laténcia semelhante
(F=0,6054; p<0,05) ao grupo controle (13,5+3,750). Assim como, ndo observamos
diferenca estatistica em relacao a esse parametro entre o grupo cotratado (TF 1 mg/kg +
CAF= 10,6£2,32) e os grupos controle (SAL= 13,5+3,75, F=0,1588; p>0,05; SAL +
SAL= 11%1,6s, F=0,0175, p>0,05) indicando que houve uma bloqueio total realizada

pelo cotratamento na elevada laténcia induzida por cafeina (Figura 25).
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Figura 13: Tratamento com a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado no pardmetro de tempo no compartimento
claro no teste escotdxico. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pés-teste Tukey. Houve diferenca
estatistica entre o grupo CAF e o grupo controle SAL com #p<0,05; entre o grupo SAL + CAF e o grupo SAL + SAL com *#
p<0,05; e ndo houve diferenca estatistica entre o grupo cotratado (TF 1 mg/kg + CAF) e o grupo controle (SAL e SAL + SAL).

Os dados foram expressos em média + erro padrao.
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Figura 14: Efeito do tratamento com o-tocoferol na atividade locomotora avaliada no teste escotdxico. Foi aplicado como teste
estatistico ANOVA uma via com pds-teste Tukey. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos avaliados em relacdo ao
grupo controle. Os dados foram expressos em média + erro padrao.
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Figura 15: O efeito do a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado através do pardmetro de tigmotaxia no ambiente
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Figura 17: O efeito do o-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado através do parametro de nado errdtico no
ambiente claro utilizando o teste escotaxico. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pés-teste Tukey. Houve
diferenca estatistica do grupo CAF em relacdo ao SAL com #p<0,05 e ndo houve diferenca estatistica entre o grupo TF 1
mg/kg e SAL e entre o grupo TF 1 mg/kg + CAF 100 mg/kg e os grupos controle (SAL e SAL + SAL). Os dados foram

expressos em média + erro padrio.
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Figura 18: O efeito do a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado através do parimetro de avaliagcdo de risco
utilizando o teste escotixico. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pés-teste Tukey, ndo houve diferenca
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Figura 19: O efeito do a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado através do parametro de laténcia de saida para o
compartimento branco utilizando o teste escotdxico. Foi aplicado como teste estatistico ANOV A uma via com pés-teste Tukey.
Houve diferencga estatistica do grupo CAF em relag@o ao grupo SAL com ##p<0,05, do grupo SAL+CAF em relagdo ao grupo
SAL + SAL com #p<0,05 e ndo houve diferenca estatistica entre o grupo TF 1 mg/ kg + CAF 100 mg/kg e os grupos controle
(SAL e SAL + SAL). Os dados foram expressos em média + erro padrdo.
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Figura 21: O efeito do o-tocoferol na atividade locomotora avaliada a partir de quadrantes cruzados na porgdo superior
utilizando o teste DVN. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com poés-teste Tukey. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos avaliados. Os dados foram expressos em média + erro padrao.
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CAF em relagdo ao controle CAF com #p<0,05. Os dados foram expressos em média + erro padrao.
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Figura 23: O efeito a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado no parametro de tempo de congelamento utilizando
o teste DVN. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pés-teste Tukey. Ndo houve diferenga estatistica entre
os grupos avaliados. Os dados foram expressos em média + erro padrao.
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Figura 24: O efeito o-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado no pardmetro de nimero de eventos de nados
erréticos utilizando o teste DVN. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pds-teste Tukey. Houve diferenca
estatistica do grupo CAF em relacdo ao controle SAL com #p<0,01, do grupo SAL + CAF 100 mg/kg em relacio o grupo SAL
+ SAL com **p<0,05 e ndo houve diferenca estatistica entre o grupo TF 1mg/kg e o grupo controle salina e TF 1 mg/kg +
CAF e os grupo controles (SAL e SAL + SAL) . Os dados foram expressos em média * erro padrao.
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Figura 25: O efeito a-tocoferol no comportamento tipo ansiedade avaliado no pardmetro de laténcia de saida para porcio
superior utilizando o teste DVN. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pés-teste Tukey. Houve diferenca
estatistica do grupo CAF em relacdo ao controle SAL com #p<0,05, do grupo SAL + CAF 100 mg/kg em relacio o grupo SAL
+ SAL com **p<0,05 e ndo houve diferenca estatistica entre o grupo TF 1mg/kg e o grupo salina e TF 1 mg/kg + CAF e os
grupo controles (SAL e SAL + SAL). Os dados foram expressos em média + erro padrio.
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4.2 INIBICAO NITRERGICA INDUZ BLOQUEIO NO COMPORTAMENTO TIPO
ANSIEDADE AVALIADO NO TESTE ESCOTAXICO EM ZEBRAFISH.

Nossos resultados referentes ao teste escotaxico demonstraram que os animais
tratados com L-NAME na dose de 10 mg/kg (62,59+9,72%) ndo apresentaram diferenca
estatistica (F= 0,0371; p>0,05) em relacdo ao grupo controle (SAL= 62,23+10,77%). O
cotratamento do inibidor da enzima NOS (L-NAME) com cafeina (L-NAME + CAF=
41,274 + 3,98%) gerou uma bloqueio total na diminuicdo do tempo dispendido no
compartimento branco induzido pela cafeina, uma vez que os animais cotratados ndo
apresentaram diferenca (F= 1,7172; p>0,05) no tempo dispendido no compartimento
branco quando comparado ao grupo controle (SAL= 62,24+11,71%) (Figura 26)

Os resultados demonstraram que nao houve diferenca (F= 0,4844; p>0,05) no
nimero de quadrantes cruzados entre os grupos avaliados, comprovando que os
tratamentos ndo alteraram a atividade locomotora dos animais (Figura 27).

Em relacio ao parametro tigmotdxico observamos auséncia desse
comportamento no grupo tratado com L-NAME na dose de 10 mg/kg, assim como nos
grupos controle. Por outro lado, os animais que receberam o cotratamento com L-
NAME e cafeina (L-NAME 10 mg/kg + CAF= 5,774+0,53%) apresentaram um elevado
percentual de tempo em comportamento tigmotixico, semelhante ao grupo cafeina,
sugerindo que o cotratamento ndo bloqueou esse efeito (Figura 28).

Quanto ao parametro de congelamento, demonstramos que os animais tratados
com L-NAME ndo apresentaram esse comportamento, semelhantemente aos grupos
controle. Os animais cotratados com L-NAME e cafeina (L-NAME 10 mg/kg + CAF)
também apresentaram auséncia de congelamento, portanto, esse resultado sugere que o
L-NAME gerou uma bloqueio total do efeito gerado pela cafeina no tempo de
congelamento (Figura 29).

Em relacdio ao parametro de nado erratico demonstramos que ndao houve
diferenca estatistica entre o grupo tratado com L-NAME (L-NAME-= 3,5+0,2) e o grupo
controle (SAL= 3+0,28). Porém, os animais que receberam o cotratamento de L-NAME
com cafeina (L-NAME 10 mg/kg + CAF= 0) ndo apresentaram eventos de nado
errdtico, sugerindo que o cotratamento bloqueou totalmente o aumento no nimero de

eventos de nado errético induzido pela cafeina (Figura 30).
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Quanto ao parametro de avaliagdo de risco demonstramos que nenhum dos
tratamentos alterou esse parametro (Figura 31).

A laténcia de saida para o compartimento branco ndo diferiu (F=0,4154; p>0,05)
entre o grupo tratado com L-NAME (39,82+11,16s) e o grupo controle (SAL= 48,2 +
7,8s). O grupo cotratado (L-NAME 10 mg/kg + CAF= 36,66+7,09s) ndo apresentou
diferenca (F=0,5255; p>0,05) na laténcia de saida para o compartimento branco em
relagdo ao grupo controle (SAL= 48,2 + 7,8s), sugerindo que o cotratamento bloqueou

totalmente o aumento na laté€ncia induzido pela cafeina (Figura 32).
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Figura 26: O efeito do L-NAME no parimetro de tempo no ambiente claro utilizando teste escotdxico. Foi aplicado como
teste estatistico ANOVA uma via com pds-teste Tukey. Houve diferenca estatistica do grupo CAF em relacdo ao controle
SALcom #p<0,05; do grupo SAL + CAF em relacdo ao grupo SAL + SAL com *#p<0,05 e ndo houve diferenga estatistica
entre o grupo L-NAME e o grupo controle SAL e entre o grupo L-NAME 10 mg/kg + CAF 100 mg/kg e os grupos controles
SAL e SAL + SAL. Os dados foram expressos em média + erro padrio.
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Figura 27: O efeito do L-NAME na atividade locomotora avaliada a partir de quadrantes cruzados no ambiente claro
utilizando o teste escotdxico. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pés-teste Tukey. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos. Os dados foram expressos em média + erro padrdo.
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Figura 28: O efeito do L-NAME no comportamento tipo ansiedade avaliado pelo parametro de Tigmotaxia no ambiente claro
utilizando o teste escotdxico. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pds-teste Tukey. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos. Os dados foram expressos em média + erro padrao.
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Figura 29: O efeito do L-NAME no comportamento tipo ansiedade avaliado pelo parametro de tempo em congelamento no
ambiente claro utilizando o teste escotdxico. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com poés-teste Tukey. Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos, visto que somente os grupos tratados com cafeina apresentaram esse
comportamento. Os dados foram expressos em média + erro padrdo.
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Figura 30: O efeito do L-NAME no comportamento tipo ansiedade avaliado pelo parimetro de nado errdtico no ambiente
claro utilizando o teste escotdxico. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pés-teste Tukey. Houve diferenca
estatistica apenas entre o grupo CAF 100 mg/kg e o grupo SALcom #p<0,05, ndo houve diferencga entre o grupo L-NAME e o
grupo salina. Os dados foram expressos em média + erro padréo.
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Figura 31: O efeito do L-NAME no comportamento tipo ansiedade avaliado pelo pardmetro de avalia¢do de risco utilizando o
teste escotdxico. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com pds-teste Tukey. Nao houve diferenga estatistica
entre os grupos. Os dados foram expressos em média + erro padrdo.
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Figura 32: O efeito LNAME no comportamento tipo ansiedade avaliado no parimetro de laténcia de saida para o
compartimento claro utilizando o teste escotdxico. Foi aplicado como teste estatistico ANOVA uma via com p0s-teste Tukey,.
Houve diferenca estatistica do grupo CAF em relacdo ao controle SAL com #p<0,05 e ndo houve diferenca estatistica entre o
grupo L-NAME 10 mg/kg e o controle e também nao houve diferenca entre o grupo LNAME 10 mg/kg + CAF 100 mg/kg com
os grupos controle (SAL e SAL + SAL) . Os dados foram expressos em média + erro padrao.
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5 DISCUSSAO

Os dados do presente estudo indicaram que a cafeina potencializou o
comportamento tipo ansiedade gerado pelo teste de preferéncia claro/escuro (PCE) e o
teste de distribuicdo vertical eliciada pela novidade (DVN). Esse efeito é caracteristico
de tratamentos com drogas ansiogé€nicas como substidncia de alarme (substancias
subtraidas de células da epiderme da prépria espécie e que induz respostas defensivas
em coespecificos), doses sub-convulsivantes de pentilenotetrazol ou cafeina e que
resultam em uma ineficiente exploracio da porcao aversiva (WONG; et al, 2010).

Portanto, em consonéincia com os dados da literatura nés demonstramos que o
efeito dessa inducdo farmacoldgica foi diminuir o tempo de exploracdo no ambiente
claro do teste PCE (Figura 8 A) e na por¢ao superior do DVN (Figura 11A) e essa baixa
interacdo com o ambiente aversivo indica que a dose de 100 mg/kg de cafeina utilizada
potencializa a ansiogénese. Esse efeito foi confirmando com os dados obtidos nos
demais etogramas, nos quais a exploracdo dos animais tratados com cafeina no
compartimento aversivo em ambos o0s testes foi marcada por comportamentos
centrofébicos (preferéncia pela periferia do aquério, Figura 9A), por elevados episddios
de congelamento (Figura 9B), movimentos natatdrios desordenados (Figura 9C e 12C) e
elevada laténcia de saida para exploracdo do compartimento aversivo (Figura 10 e
Figura 12D).

Essa preferéncia pelo ambiente escuro ampliada pela cafeina foi semelhante ao
resultado obtido por Maximino e colaboradores (2011), que identificaram que a cafeina
na dose de 100 mg/kg elevava o comportamento tipo ansiedade gerado pelo teste
escotdxico, uma vez que os animais pouco exploraram o ambiente aversivo. Esse efeito
foi acompanhado pelo aumento do indice de melan6foros (resposta de camuflagem
como uma reacdo de defesa substrato-dependente) e mediado especificamente pelo
bloqueio do receptor Al. Portanto, a partir desse resultado obtido por Maximino e
colaboradores (2011) n6s pudemos inferir que os efeitos comportamentais gerados pela
cafeina em zebrafish, ocorrem via bloqueio do receptor Al como assim ja foi descrito
em humanos e roedores, sendo esse o receptor especificamente responsavel pela
modulagdo das respostas comportamentais e autondmicas diferentemente do A2 que
parece estd envolvido com as respostas locomotoras (Oshima; Yamaji; Fuji, 1986;

Fredholm; et al, 1999; Prediger; et al, 2006). No entanto, Maximino e colaboradores
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(2011) analisaram apenas o parametro de permanéncia no ambiente aversivo do teste
escotédxico, logo, o presente estudo além de ter reproduzido esse resultado, também
demonstrou nos demais etogramas gerados pelo teste PCE que a cafeina alterou as
respostas dos animais, ampliando o comportamento tipo ansiedade.

Além disso, Bradley e colaboradores (2011) demonstraram que roedores
também apresentam essa tendéncia de busca pelo compartimento escuro no teste caixa
claro/escuro apds administragdo de cafeina. Assim como, Yacoubi e colaboradores
(2000) evidenciaram que esse mesmo efeito foi observado tanto em tratamento agudo
quanto cronico utilizando altas doses de cafeina (100 mg/kg), ratificando que os efeitos
comportamentais da cafeina estdo diretamente relacionados a dose. Também foi
possivel identificar, ainda em roedores, que todos antagonistas adenosinérgicos
derivados de xantinas (cafeina, teofilina, 8-fenilteofilina e 8-ciclopentil-1,3-dipropil-
xantina) induziam o mesmo perfil de resposta quanto elevar a preferéncia pelo ambiente
escuro (IMAIZUMI;, MIYAZAKI; ONODERA; 1994).

O elevado comportamento tigmotaxico dos animais tratados com cafeina foi um
dado importante observado em nosso estudo. Esse comportamento de centrofobia € uma
resposta preditiva do comportamento tipo ansiedade, caracterizada pela busca de uma
porcdo protegida no aparato e que € potencializado por tratamento com drogas
ansiogénicas, portanto, nds reproduzimos esse efeito no presente trabalho, e
conseguimos corroborar com outros estudos utilizando roedores (Frussa-filho; 2000),
peixes (Maximino; et al, 2011) e também ensaios realizados com larva de zebrafish,
sendo que especialmente para esse ultimo modelo experimental, o comportamento de
tigmotaxia é a principal medida de avaliagdo do comportamento tipo ansiedade
(RICHENDRFER; et al, 2012; SCHNORR; et al, 2012).

Além disso, a inibicdo comportamental (congelamento) e os episddios de nado
errdticos aumentados pela cafeina em ambos os testes realizado no presente estudo,
refletem segundo Kalueff e colaboradores (2013) um elevado grau de ansiedade em
zebrafish. Nesse sentido, a elevada freqii€ncia desses comportamentos indica que a
aversividade do ambiente impede que o animal explore-o normalmente. Nossos dados
do comportamento de congelamento estdo em consonancia com outros trabalhos, que
identificaram esse comportamento a partir da exposicdo a um contexto ansiogénico
(PCE, DVN, LCE, campo aberto, teste do nado forcado) ou apds manipulacdes
farmacoldgicas que induzam o comportamento tipo ansiedade em diferentes espécies

(Egan; et al, 2009; Stewart; et al, 2011; Cachat; et al 2013; Kyzar; et al, 2013; Assis;
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2014). Assim como, o aumento no nimero de eventos de nado erraticos em zebrafish €
caracteristico de manipulagdes farmacoldgicas que induzem o comportamento tipo
ansiedade como reserpina, anfetamina, substincia de alarme e pentilenotetrazol(EGAN;
et al, 2009; STEWART; et al, 2011; KYZAR; et al, 2013).

Quanto ao parametro de laténcia de saida para explorar o compartimento
aversivo, demonstramos através de nossos dados que os grupos tratados com cafeina
apresentavam uma maior hesitacdo em explorar o ambiente aversivo em ambos os testes
avaliados e essa tendéncia revela a preferéncia desses animais por se manter no
ambiente considerado seguro por mais tempo. Portanto, os animais tratados com cafeina
nao exploraram como os demais grupos o ambiente aversivo, e esse comportamento é
muito comum em animais que sdo tratados com drogas potencialmente ansiogénicas.
Nesse contexto, nossos dados corroboram com os dados obtidos por Egan e
colaboradores (2009) e Cachat e colaboradores (2013) que demonstraram elevada
laténcia quando expuseram os peixes (Danio rerio) com substancia de alarme e cafeina,
respectivamente.

Adicionalmente, a amplificacdo do comportamento tipo ansiedade gerada pela
cafeina no teste DVN em nosso estudo, foi semelhante aos resultados obtidos por Egan
e colaboradores (2009), cuja forma de administracdo da cafeina foi diluicdo na dgua
utilizando a concentragdo de 100 mg/l e os animais foram expostos por 5 minutos e essa
exposicdo aguda ja foi considerada uma manipulacdo experimental potencialmente
ansiogénica. Em outro estudo, Cachat e colaboradores (2013), também administraram
na 4dgua uma concentracdo de 250 mg/l de cafeina e observaram que os niveis de
cortisol estavam elevados e os animais diminuiam consideravelmente a locomocao e a
velocidade de nado no aparato, ou seja, ja foi possivel verificar ndo somente alteracdes
comportamentais quanto locomotoras em zebrafish expostos a essa concentragao de
cafeina.

Outro dado interessante, € que em termos de comportamento geotaxico positivo
ampliado por cafeina, a literatura ja identificou que esse efeito ndo ocorre somente em
zebrafish adulto, mas também pode ser demonstrado em larvas, por variacdes de
luminosidade ambiental que induzem a uma tendéncia dessas larvas a buscar o fundo do
poco (Richendrfer; et al, 2012). Assim como foi demonstrado por Rana e colaboradores
(2010) que zebrafish desde as fases iniciais da vida apresentam ndo somente alteracdes

comportamentais em decorréncia do tratamento com elevadas concentra¢des de cafeina,
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mas também pode aumentar a freqii€ncia cardiaca, sendo esta uma alteracdo preditiva
do comportamento tipo ansiedade.

Portanto, os nossos resultados reforcam os dados na literatura que ja indicavam
uma ansiogénese ampliada por cafeina em zebrafish, efeito semelhante ao que ja foi
reportado em humanos apés elevado consumo (Childs; et al, 2008) e em roedores apds
administracdo de elevadas doses (El Yacoubi; et al, 2000; Sudakov; et al, 2001). Por
isso essa droga tem sido largamente utilizada como um modelo de amplificacdo do
comportamento tipo ansiedade em diferentes espécies (BALDWIN; FILE, 1989;
SILVA; FRUSSA-FILHO, 2000; JAIN; HIRANI; CHOPDE, 2005; PARK ; et al 2010).

O uso da cafeina nesse modelo supracitado possibilita a melhor compreensao dos
mecanismos de acdo relacionados ao efeito comportamental dessa droga e esse
entendimento serd fundamental para aplicacdo clinica, futuramente, pois o elevado
consumo de bebidas contendo cafeina conduziu ao aparecimento de um transtorno de
ansiedade.

Em termos de mecanismo de a¢do, indmeros estudos t€ém demonstrado que as
mudancas comportamentais induzidas por cafeina em altas doses sao geralmente
associadas ao bloqueio dos receptores adenosinérgicos e ao antagonismo dos receptores
gabaérgicos (Fredholm; 1999; Shi; Padgett; Daily, 2003; Umemura; et al, 2006). Assim
como, ja foi reportado pela literatura que o bloqueio dos receptores adenosinérgicos
estimula a via nitrérgica, sendo esta via intimamente relacionada com alteracdes
comportamentais.

Nesse sentido, nosso estudo foi pioneiro em demonstrar a relacdo entre a via
nitrérgica e o efeito comportamental ampliado pela cafeina através do bloqueio da
enzima NOS, utilizando o L-NAME na dose 10 mg/kg em cotratamento com a cafeina.
Nés demonstramos que esse cotratamento bloqueou o efeito ansiogénico ampliado pela
cafeina no teste escotdxico. Esse bloqueio foi observada no percentual de tempo
dispendido no compartimento aversivo (figura 26), no comportamento de congelamento
(figura 29), nos movimentos errdticos (figura 30) e na laténcia de saida para o
compartimento branco (figura 32).

Esses resultados indicam que o Oxido nitrico pode estar envolvido no
comportamento tipo ansiedade potencializado pela cafeina, assim como elevados niveis
de 6xido nitrico estdo presentes em desordens de ansiedade, sugerindo que a inibicao da
producdo de NO pode exercer um papel positivo contra essas desordens (WEGENER;
VOLKER, 2009).
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Nesse sentido, o efeito demonstrado no teste escotdxico pelo presente estudo
ratifica o papel do 6xido nitrico modulando o comportamento tipo ansiedade, pois ja foi
reportado por Maximino e colaboradores (2012) que ap6s administracdo de um inibidor
da NOS (L-NOARG - L-NG-nitro arginina) por via intracerebroventricular (i.c.v), os
animais elevavam o tempo de exploragdo no compartimento aversivo. Assim como,
ensaios utilizando camundongos knockdown do gene NOS 1 demonstraram diminui¢do
no comportamento tipo ansiedade (Nelson; et al, 1993), e ha fortes evidéncias que a
efetividade no comportamento tipo ansiedade da inibicdo da NOS seja em funcdo de sua
ampla distribuicdo em regides responsdveis pelo repertério emocional da ansiedade
como o sistema limbico (MIGUEL; NUNES de SOUZA, 2008).

O efeito ansiolitico da inibicdo da NOS também foi demonstrado por estudos
utilizando o L-NAME e também o 7 —NI (inibidor da iNOS) nos quais roedores testados
no LCE dispenderam mais tempo no braco aberto (compartimento aversivo) e
demandaram mais tempo na porcao clara da caixa claro/escuro (GUIMARAES; et al,
1994; VOLKE; et al, 1995; FARIAS; et al, 1997; GUILHOTRA; JAIN; DHINGRA,
2009).

Nesse sentido, drogas modulando a via do 6xido nitrico como o L-NAME
(inibidor ndo especifico da NOS), aminoguanidina (inibidor especifico da iNOS) e o
sildenafil (inibidor de uma fosfodiesterase 5 — PDE 5) vem sendo cada vez mais
utilizadas para estudos do comportamento tipo ansiedade e comportamento tipo
depressivo (Bettio; et al, 2012; Montezuma et al, 2012; Zhang et al, 2013) e elas estao
sendo utilizadas também para melhor elucidar o papel do 6xido nitrico nessas alteracdes
comportamentais, principalmente quando essas alteragdes sdo promovidas por alguma
inducdo farmacolégica como € o caso do presente estudo que utilizou a cafeina. Assim
como ja foi observado semelhanca de efeitos desses inibidores com antidepressivos e
ansioliticos cldssicos como diazepam e fluoxetina (KHAN; GOSH, 2010).

Outra caracteristica importante € que o sistema nitrérgico pode modular os niveis
de serotonina (neurotransmissor envolvido na patogénese de transtornos de ansiedade).
Segundo, Maximino 2012b, a interacdo entre o transportador de serotonina e a NOS1,
diminui a atividade da SERT (Transportador de serotonina pré-sindptico) e
consequentemente diminui a liberacdo da serotonina na fenda sindptica. Essa atuacdo
explica o baixo contetudo de serotonina quando a NOS 1 estd ativada.

Rahman e Thomas (2014) identificaram que a inibicdo da NOS restaurava

parcialmente o conteido de 5-HT. No qual, essa restauracao de contetido da serotonina
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de acordo com Harkin e colaboradores (2003), ocorreu utilizando baixas doses do
inibidor NOS (L-NAME 10 mg/kg), que por sua vez, potencializa a inibicdo de
recaptacdo de serotonina e eleva o contetido desta na fenda sindptica, sendo esse efeito
semelhante ao de ansioliticos cldssicos como a fluoxetina.

Embora, o presente trabalho seja o primeiro a demonstrar o efeito da via nitrérgica
na ansiogénese ampliada pela cafeina, Kayir e Uzbay (2004) demonstraram uma
bloqueio exercida pelo L-NAME no efeito hiperlocomotor gerado pela cafeina em
roedores na maior dose administrada (128 mg/kg), assim sugere-se que esse efeito &
regulado pelos niveis de 6xido nitrico.

Além do efeito da cafeina na via nitrérgica sabe-se que essa xantina pode
apresentar atividade pré-oxidante, e que em doses a partir de 100 mg/kg promove um
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, NO e malonaldeido, assim
como, estimula a producdo de peroxinitrito e diminui a atividade das enzimas
antioxidantes endégenas - SOD e GSH-Px - (AZAM,; et al, 2003; MOUTAERY; et al,
2003; JARDIM, 2005; ALASEHIRLLI; et al, 2005).

Diante do efeito pré-oxidante da cafeina amplamente reportado pela literatura, o
presente trabalho se propds a utilizar o a-tocoferol como um possivel agente reversor
dos efeitos comportamentais ampliados por essa droga. Baseado na curva dose resposta
escolhemos a dose de 1 mg/kg, uma vez que essa dose ndo alterou o comportamento
tipo ansiedade gerado pelo teste escotdxico (alteracdo observada na dose de 2 mg/kg,
Figura 7A) nem apresentou alteragdo locomotora (observada na dose de 5 mg/kg, Figura
7B) quando comparado com o grupo controle, assim como bloqueou de forma eficaz o
comportamento tipo ansiedade ampliado pela cafeina (Figura 13). A partir da escolha
dessa dose, nds prosseguimos com a avaliagdo desse efeito nos demais etogramas do
teste escotdxico e no teste DVN.

Em relacdo ao teste de preferéncia claro/escuro o cotratamento com a-tocoferol
bloqueou de forma total o percentual de tempo no compartimento aversivo (figura 13),
comportamento de avaliacdo de risco (figura 18), percentual de tempo em congelamento
(figura 16), tempo de laténcia de saida para o compartimento branco (figura 19) e
parcialmente o comportamento tigmotaxico (figura 15), comportamentos esses que
haviam sido ampliados pelo tratamento com cafeina. Assim como, no teste de
distribuicao vertical eliciada pela novidade o cotratamento com a-tocoferol bloqueou de
forma total o tempo dispendido na por¢ao superior (figura 20), eventos de nado erraticos

(figura 24), laténcia de saida para por¢ao superior (figura 25), e parcialmente o nimero
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de eventos de congelamento (figura 22), quando comparados com os grupos tratados
com cafeina. Os resultados obtidos em ambos os testes refletem um efeito de bloqueio
da ansiogénese amplificada pela cafeina nos modelos de ansiedade utilizados.

Os dados obtidos no presente trabalho corroboram com outros estudos que
observaram o possivel efeito ansiolitico do a-tocoferol em roedores cuja condi¢do de
estresse era apenas a modulacdo ambiental e a administracdo do a-tocoferol foi por via
oral, por vérios dias e em doses superiores (100 — 300 mg/kg) ao que foi administrada
no presente estudo (Chakraborti; Gulati; Ray, 2008; Comin; et al, 2010 e Ambrogini; et
al, 2011). Portanto, esse € o primeiro estudo que utiliza o zebrafish como modelo para
avaliar o efeito do a-tocoferol protegendo contra as alteracdes comportamentais
amplificadas por cafeina nos testes comportamentais.

A dose utilizada no presente estudo pode ser considerada segura, pois encontra-
se abaixo da recomendacdo mdxima de consumo de a-tocoferol (1500Ul/dia ou
1000mg) assim ndo apresentaria um efeito téxico relacionados ao quadro de
hipervitaminose (National Institutes of Health, 2013). Além de ser bem mais baixa que
as doses utilizadas nos estudos supracitados que também obtiveram um possivel efeito
ansiolitico.

Outro ponto importante € que, a utilizacdo de antioxidantes para bloqueio do
comportamento tipo ansiedade tem emergido na ultima década e ja foi demonstrado esse
efeito utilizando flavonoides (Ognibebe; et al, 2008); vitaminas C; vitamina E (Zhang,
2011; Hughes; Lowther; Nobelen, 2011) e em destaque um estudo realizado pelo nosso
grupo por Puty e colaboradores (2014), em zebrafish, observaram que o 4cido ascérbico
protege contra o efeito ansiogénico ampliado por metilmercuirio no teste escotéaxico,
contra 0 aumento nos niveis de TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico)
e contra a diminuicdo dos niveis extracelulares de serotonina gerados por esse
xenobidtico.

Especificamente o interesse pelo o a-tocoferol se justifica por ser uma vitamina
que estd sendo amplamente utilizada em diversas pesquisas envolvendo alteragdes no
sistema nervoso central, pois apresenta uma elevada capacidade antioxidante, que
permite que ele exerca um papel importante no combate a progressao de diversas
doencas neurodegenerativas e pode atuar como um possivel agente reversor das
alteracdoes comportamentais de doengas psiquidtricas como depressdo e ansiedade. Sua
principal ac@o nessas desordens € favorecer os mecanismos de defesas que encontram-

se diminuidos (Vatassery, Bauer, Dysken; 1999). Portanto, podemos inferir que no
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presente estudo o a-tocoferol demonstrou esse papel reversor do comportamento tipo
ansiedade corroborando com outros estudos que obtiveram semelhante resposta.

Além disso, nés demonstramos que a bloqueio comportamental realizada pelo o-
tocoferol foi semelhante ao efeito obtido apds inibicdo da enzima 6xido nitrico sintase,
evidenciando a via nitrérgica como um mecanismo modulador desses efeitos
comportamentais.

Outra semelhanga observada entre os tratamentos com o-tocoferol e o inibidor
da enzima NOS (L-NAME) é que esses tratamentos isoladamente ndo apresentaram
efeito no comportamento tipo ansiedade gerado pelos testes comportamentais utilizados
(PCE e DVN), apresentando efeito somente no comportamento tipo ansiedade
potencializado pela cafeina, no qual esse efeito foi de bloqueio. Portanto, o
comportamento tipo ansiedade gerado pelos testes e pela cafeina podem envolver
diferentes mecanismos, e essa hipdtese € suportada no presente estudo, pois 0s
tratamentos apresentaram diferentes respostas aos contextos ansiogeénicos.

Contudo, faz-se necessdrio a realizacdo de mais estudos que possam melhor
elucidar essa relac@o entre cafeina, sistema nitrérgico e as alteracdes comportamentais
produzidas por essa droga, assim como o papel de antioxidantes como possiveis
reversores. Em vista de possibilitar o uso de antioxidantes, atuando como
neuroprotetores em diversas desordens, sendo uma delas os transtornos de ansiedade
induzida por cafeina e fornecer uma nova possibilidade terapéutica com elevada

acessibilidade para populagdo.



83

6 CONCLUSAO

A cafeina potencializou o efeito ansiogé€nico induzido pelos testes de preferéncia
claro/escuro e de distribui¢ao vertical eliciada pela novidade em Danio rerio.

A avaliagdo da curva dose resposta de a-tocoferol no teste de preferéncia
claro/escuro mostrou que a dose de 1 mg kg apresentou melhor eficidcia por manter os
comportamentos analisados nos niveis do controle.

Alteragdes locomotoras foram observadas apenas nos animais tratados com o-
tocoferol na dose 5 mg/kg que apresentaram hiperlocomocao.

O a-tocoferol bloqueou o efeito ansiogénico potencializado pela cafeina em
ambos os testes (preferéncia claro/escuro e de distribuicdo vertical eliciada pela
novidade).

A inibicdo da enzima 6xido nitrico sintase bloqueou o efeito ansiogénico da
cafeina no teste escotaxico, sugerindo que a ativacao da via nitrérgica poderia exercer
um papel fundamental na potencializagcdo do comportamento tipo ansiedade induzida
por cafeina.

O tratamento com a-tocoferol e o inibidor da enzima NOS (L-NAME)
apresentam especificamente efeito no comportamento tipo ansiedade ampliado pela
cafeina, sugerindo que o padrao de ansiedade induzido pelo ambiente pode ser diferente

do padrao de ansiedade induzida pela cafeina.
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L-NAME a-tocoferol

NOS NO 1 ——

TCOMPORTAMENTO TIPO
ANSIEDADE

l COMPORTAMENTO TIPO ANSIEDADE

Figura 33:Representacdo esquemadtica do efeito dos tratamentos com a-tocoferol e L-NAME associado a cafeina no
comportamento tipo ansiedade. A cafefna (100 mg/kg) bloqueou receptores adenosinérgicos e possivelmente ativou a enzima
6xido nitrico sintase (NOS) promovendo um aumento na producdo de 6xido nitrico (NO) gerando uma potencializacdo do
comportamento tipo ansiedade. O cotratamento com L-NAME da dose 10 mg/kg (inibidor da enzima NOS) inibiu a acdo da
NOS reduzindo a produgdo de 6xido nitrico culminando em uma redu¢do no comportamento tipo ansiedade ampliado pela
cafefna. O cotratamento com tocoferol (1 mg/kg) bloqueou o comportamento tipo ansiedade potencializado pela cafeina
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