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RESUMO

Extratos de Eugenia uniflora (pitanga) sdo amplamente usados na medicina
tradicional para tratar hipertenséo, febre, gripe e cdlicas. Estudos em camundongos
ja demonstraram efeitos antidepressivos de extratos de seus frutos. Diante das
limitagbes dos tratamentos convencionais para transtornos de ansiedade, como
efeitos colaterais e variagdo na eficacia, cresce 0 interesse por estratégias
terapéuticas baseadas em produtos vegetais. Assim, este estudo avaliou as
propriedades ansioliticas do extrato aquoso e do 6leo essencial das folhas de E.
uniflora utilizando o peixe-zebra (Danio rerio) como modelo experimental, com um
n=12 de animais por grupo. O extrato aquoso e o 6leo essencial foram obtidos a partir
de folhas colhidas no campus da UEPG durante o més de agosto de 2024. Os animais
foram submersos em recipientes com &agua de aquario contendo diferentes
concentracfes do extrato aquoso (1 e 5 g/L) ou do 6leo essencial (5, 10 e 15 mg/L),
solucao de Tween 80 (controle veiculo), além dos controles positivos clonazepam e
fluoxetina, e entdo submetidos ao teste claro-escuro. Na primeira etapa, o 6leo
essencial das folhas causou aumento no tempo de permanéncia no lado claro,
sugerindo potencial ansiolitico. Por outro lado, o extrato aguoso ndo alterou o
comportamento dos peixes no teste. Na segunda etapa, foram utilizados os
antagonistas farmacoldgicos flumazenil, granisetrona e pizotifeno para investigar o
possivel envolvimento dos sistemas GABAérgico e serotoninérgico. Entretanto, o
efeito observado do Oleo essencial na primeira etapa néo foi reproduzido,
impossibilitando a investigacdo da participacéo dessas vias e da reprodutibilidade do
efeito ansiolitico nas condicdes experimentais empregadas. Dessa forma, €
necessario novos estudos para confirmar esse efeito e esclarecer os mecanismos
envolvidos.

Palavras-chave: Teste claro-escuro; Transtornos de ansiedade; Fitoterapia.



ABSTRACT

Extracts of Eugenia uniflora (pitanga) are widely used in traditional medicine to treat
hypertension, fever, flu, and cramps. Studies in mice have demonstrated
antidepressant effects of extracts obtained from its fruits. Given the limitations of
conventional treatments for anxiety disorders, such as adverse effects and variability
in efficacy, there is growing interest in therapeutic strategies based on plant-derived
products. Thus, this study evaluated the anxiolytic properties of the agqueous extract
and essential oil from the leaves of E. uniflora using zebrafish (Danio rerio) as an
experimental model, with n = 12 animals per group. The aqueous extract and essential
oil were obtained from leaves collected at the UEPG campus in August 2024. The
animals were immersed in aquarium water containing different concentrations of the
aqueous extract (1 and 5 g/L) or essential oil (5, 10 and 15 mg/L), Tween 80 solution
(vehicle control), along with the positive controls clonazepam and fluoxetine, and were
subsequently subjected to the light-dark test. In the first stage, the essential oil from
the leaves increased the time spent in the light compartment, suggesting anxiolytic
potential. In contrast, the aqueous extract did not alter the fish behavior in the test. In
the second stage, the pharmacological antagonists flumazenil, granisetron, and
pizotifen were used to investigate the possible involvement of GABAergic and
serotonergic systems. However, the effect of the essential oil observed in the first stage
was not reproduced, precluding the investigation of the involvement of these pathways
and the reproducibility of the anxiolytic effect under the experimental conditions
employed. Therefore, further studies are needed to confirm this effect and elucidate
the underlying mechanisms.

Keywords: Light-dark test; Anxiety disorders; Phytotherapy.
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1 INTRODUCAO

A ansiedade pode ser caracterizada por sensacdes de incerteza, apreensao e
medo e esta associada a antecipacdo de uma ameaga futura. Embora respostas de
ansiedade sejam fisiologicas diante de situagfes de ameaca, sua persisténcia ou
intensidade desproporcional pode caracterizar um transtorno de ansiedade. Os
transtornos de ansiedade podem ser classificados como ansiedade generalizada,
sindrome do panico, estresse pos-traumatico, fobias, transtorno obsessivo
compulsivo, entre outros. Esses transtornos ocorrem com frequéncia e as
manifestacfes clinicas s&o principalmente tontura, falta de ar, dor no peito e
palpitacdes (W olgensinger, 2015; Cohen; Cukor; Kimmel, 2016; Dean, 2016; Goyata
et al., 2016; Zhao et al., 2023).

Os transtornos de ansiedade provocam impactos significativos na vida dos
individuos e de seus familiares, sendo um grande problema de saude publica. De
acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2019, quase um bilhdo de
pessoas no mundo apresentavam algum tipo de transtorno mental. Em 2020, no
primeiro ano da pandemia de COVID-19, a depressdo e a ansiedade foram os
transtornos mais prevalentes, aumentando a sua prevaléncia em cerca de 25%.
Observa-se, ainda, que a prevaléncia desses disturbios é aproximadamente duas
vezes maior em mulheres do que em homens (Craske; Stein, 2016; Lelis et al., 2020;
OMS, 2022).

Os tratamentos mais utilizados para ansiedade sdo os farmacologicos e
psicoterapicos. A terapia farmacoldgica da ansiedade inclui inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina (ISRS), inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina (IRSN), antidepressivos triciclicos, inibidores da monoamina oxidase e
buspirona, que atuam sobre a serotonina e noradrenalina. Além de pregabalina e os
benzodiazepinicos, que agem no neurotransmissor GABA (Goyata et al., 2016; Kenda
et al., 2022).

Os pacientes, muitas vezes, ndo aderem ao tratamento com esses
medicamentos, pois eles podem causar efeitos colaterais indesejados ou apresentam
atraso na eficacia, o que torna o tratamento mais desafiador. Portanto, torna-se
necessario o desenvolvimento de novas formas de tratamento, ou de farmacos
adjuvantes dos tratamentos convencionais. Nesse raciocinio, explorar os efeitos

comportamentais de produtos naturais derivados de plantas funciona como uma
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alternativa terapéutica para esses transtornos (Flores et al., 2020; Hacke et al., 2020;
Kenda et al., 2022).

A Eugenia uniflora (familia Myrtaceae), popularmente chamada de pitanga ou
pitanga-vermelha, é utilizada na medicina tradicional para tratar a hipertenséo, como
diurético, bem como tratar gripe, tosse, doencas cardiovasculares, asma, sinusite,
célicas, diarreia, febre e reumatismo. Estudos com extratos de suas folhas mostraram
efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios. O 6leo essencial extraido das folhas dessa
espécie também ja foi estudado e apresentou possivel efeito antidepressivo em
camundongos e ratos (Oliveira et al., 2017; Da Costa et al., 2020; Flores et al., 2020;
Sobeh et al., 2020; Franzolin et al., 2022).

O peixe-zebra (Danio rerio), modelo animal utilizado em nosso trabalho, é
amplamente utilizado como modelo experimental em pesquisas biomédicas devido a
sua relevancia translacional e versatilidade. Por apresentar sistemas
neurotransmissores conservados e respostas comportamentais passiveis de
avaliacao experimental, esse vertebrado tem se mostrado adequado para o estudo de
mecanismos biolégicos e disturbios neuroldgicos, incluindo os relacionados a
ansiedade. Além disso, apresenta baixo custo de manutencdo, facil manejo e alta taxa
reprodutiva, caracteristicas que reforcam sua aplicabilidade em pesquisas
neurocomportamentais e farmacologicas (Lakshmanagowda et al., 2024).

Além disso, o0 peixe-zebra constitui um modelo amplamente empregado para
avaliar as propriedades ansioliticas de compostos presentes em extratos vegetais. No
teste de preferéncia claro-escuro, o aumento da exploracdo ou do tempo de
permanéncia no compartimento claro, na auséncia de alteragdes locomotoras que
comprometam a interpretacdo, pode ser considerado indicativo de efeito ansiolitico
(Hacke et al., 2020).

Apesar das atividades bioldgicas ja descritas para E. uniflora, incluindo efeitos
antioxidantes, anti-inflamatérios e antidepressivos, s@o escassas as evidéncias
acerca de seu potencial ansiolitico, particularmente em modelos experimentais
utilizando peixe-zebra. Nesse contexto, 0 presente estudo investigou os efeitos do
extrato aquoso e do Oleo essencial das folhas de E. uniflora sobre respostas
comportamentais relacionadas a ansiedade em Danio rerio, bem como a possivel

participacéo dos sistemas GABAEérgico e serotoninérgico nos efeitos observados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial ansiolitico do extrato aquoso e do 6leo essencial das
folhas de E. uniflora em peixes-zebra (Danio rerio), bem como a possivel participacao

dos sistemas GABAérgico e serotoninérgico nos efeitos observados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar os efeitos do extrato aquoso e do 6leo essencial de E. uniflora sobre
comportamentos relacionados a ansiedade em peixes-zebra, utilizando o teste
comportamental de preferéncia claro-escuro;

. Comparar os efeitos do extrato aquoso e do 6leo essencial com os controles
positivo e negativo;

. Investigar a possivel participacdo do sistema GABAérgico no efeito
comportamental do extrato aquoso e/ou do Oleo essencial, por meio da utilizagao de
antagonista farmacologico;

. Investigar a possivel participacdo do sistema serotoninérgico no efeito
comportamental do extrato aquoso e/ou do 6leo essencial, por meio da utilizacao de

antagonistas de diferentes receptores serotoninérgicos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE E BASES NEUROBIOLOGICAS

Os transtornos de ansiedade incluem transtornos que compartilham
caracteristicas de medo e ansiedade excessivos e perturbacdes comportamentais
relacionadas. Medo é a resposta emocional a ameaca iminente real ou percebida,
enguanto ansiedade é a antecipacéo de ameaca futura. Os transtornos de ansiedade
se diferenciam do medo ou da ansiedade adaptativos por serem excessivos ou
persistirem além de periodos apropriados ao nivel de desenvolvimento. Como o0s
individuos com transtornos de ansiedade em geral superestimam o perigo nas
situacBes que temem ou evitam, a determinacdo primaria do quanto o medo ou a
ansiedade s&o excessivos ou fora de proporcéo e feita pelo clinico, levando em conta
fatores contextuais culturais (DSM-5, 2014).

Os transtornos de ansiedade podem ser definidos como transtorno de
ansiedade de separacdo, mutismo seletivo, fobias especificas, transtorno de
ansiedade social, transtorno do péanico, agorafobia e transtorno de ansiedade
generalizada, constituem condigdes psiquiatricas comuns e potencialmente
incapacitantes. Esses distUrbios tendem a se manifestar desde a infancia até o inicio
da vida adulta e diferem das respostas ansiosas transitorias, tipicas do
desenvolvimento ou desencadeadas por situacfes de estresse, por serem
desproporcionais a ameaca real, persistirem ao longo do tempo e comprometerem o
funcionamento cotidiano (Craske; Stein, 2016).

Os transtornos de ansiedade apresentam alta prevaléncia em escala global,
com estimativas que variam entre 3,8% e 25% da populacdo mundial, podendo
alcancar até 70% entre individuos com doencas crénicas. Essas condicdes exercem
impacto significativo sobre o funcionamento diario, a qualidade de vida e o bem-estar
psicolégico dos pacientes. De acordo com a OMS, em 2025, mais de 1 bilhdo de
pessoas vivem com transtornos mentais, a ansiedade e a depresséo sao as condi¢coes
mais prevalentes (Kandola et al., 2018; ONU, 2025).

Além disso, pessoas com transtorno de ansiedade podem apresentar
comorbidades como doencas cardiovasculares, diabetes, desordem da tireoide e
distarbios gastrointestinais juntamente com outros transtornos mentais. Acredita-se

gue a ocorréncia do transtorno de ansiedade esta associada a disfuncdo em sistemas
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de neurotransmissores, disfun¢cédo neuroenddcrina e ativagcao imunoinflamatéria (Zhao
et al., 2023).

Grande parte dos estudos descreve a deficiéncia na sinapse de dois
neurotransmissores monoaminérgicos no sistema nervoso central (SNC) como
principais causas dos sintomas do transtorno de ansiedade. A noradrenalina (NE) e a
5-hidroxitriptamina (5-HT), também conhecida como serotonina. Essas monoaminas
desempenham varias fungbes, entre elas o impacto no humor, emocdes,
comportamento e influenciam ciclos de sono. Além disso, acredita-se também que a
ansiedade possa ser causada por um desequilibrio entre o transmissor inibitério acido
y-aminobutirico (GABA) e o transmissor excitatorio glutamato (Glu) no cérebro (Diniz;
Neves; Vieira, 2020; Zhao et al., 2023).

Além da relacdo com o0s neurotransmissores, pessoas que sofrem com
transtorno de ansiedade podem apresentar aumento da produgédo de citocinas pro-
inflamatorias, como interleucina-1@ (IL-1B), fator de necrose tumoral (TNF) e IL-6,
tanto no sangue quanto no cérebro. Ja foi demonstrado, por meio de estudos clinicos,
gue pacientes com transtornos psiquiatricos apresentam marcadores de ativacdo
imunologica no sangue, como aumento de granulocitos, monocitos, TNF e IL-6.
Ocorre também a desregulacéo das células mieloides periféricas e da microglia no
cérebro. Durante as respostas inflamatérias no cérebro, essas citocinas pro-
inflamatorias podem estimular o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), o que leva
a niveis elevados de cortisol, colaborando com os transtornos (W ohleb et al., 2016;
ZHAO et al., 2023).

O cortisol € um forte imunossupressor e anti-inflamatorio, que realiza
retroalimentacdo negativa na hipéfise e no hipotalamo. Porém, na ansiedade, o
mecanismo de retroalimenta¢do negativa € perturbado e isso resulta em uma ativacéo
continua do eixo HPA, aumentando a concentracdo plasmatica e o efeito sistémico
dos glicocorticoides (Bruder-Nascimento et al., 2015; Zhao et al., 2023).

O estresse inflamatorio e o cortisol inibem a expressao do fator neurotroéfico
derivado do encéfalo (BDNF). Esta proteina promove o crescimento, desenvolvimento
e plasticidade adequados das sinapses que usam glutamato e GABA como
neurotransmissores, e também influencia a neurotransmissdo de serotonina e
dopamina atraves da regulacdo da diferenciagcdo neuronal. Pesquisas demonstram
gue os niveis plasmaticos de BDNF em pacientes com transtorno de ansiedade

generalizada sao significativamente mais baixos em compara¢cdo com os do grupo
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controle e os déficits na sinalizacdo do BDNF contribuem para a patogénese desse

transtorno (Colucci-D’Amato; Speranza; Volpicelli, 2020; Zhao et al., 2023).

3.2 TRATAMENTO FARMACOLOGICO E BUSCA POR NOVOS COMPOSTOS

A terapia farmacoldgica da ansiedade inclui os ISRS, IRSN, antidepressivos
triciclicos, inibidores da monoamina oxidase e buspirona, que atuam sobre a
serotonina e noradrenalina, ja pregabalina e os benzodiazepinicos agem no
neurotransmissor GABA (Goyata et al., 2016; Kenda et al., 2022). Segundo dados da
OMS, no Brasil sdo consumidos anualmente cerca de 500 milhdes de psicotrépicos.
Deste total, aproximadamente 70% correspondem aos ansioliticos, em sua maioria
benzodiazepinicos (Silva; Silva; Guedes, 2022).

O mecanismo de acao dos ISRS é bloquear os transportadores de serotonina
nas membranas pré-sinapticas, impedindo a recaptacdo da serotonina. As células
nervosas geralmente reutilizam a serotonina através da recaptacao, isso controla o
tempo que a substancia fica disponivel para exercer seus efeitos. No caso dos
pacientes deprimidos, entende-se que a eficiéncia da sinapse serotoninérgica esta
baixa, e a mensagem nao € transmitida adequadamente aos receptores. O bloqueio
da recaptacdo mantém a serotonina mais tempo na fenda sinaptica, aumentando a
efetividade da neurotransmissao serotoninérgica. Isso resulta em mais serotonina livre
para transmitir mensagens as células nervosas seguintes. Alguns exemplos de ISRS
sdo Escitalopram, Paroxetina, Sertralina, Citalopram, Fluoxetina e Fluvoxamina
(Gongalves et al., 2019; Azizi et al., 2022).

Alguns exemplos de IRSN s&o Venlafaxina, Desvenlafaxina e Duloxetina.
Esses medicamentos se ligam aos transportadores 5-HT e NE com niveis variados de
poténcia e taxas de afinidade de ligacdo. A poténcia da inibicdo de recaptacédo de
serotonina € algo superior a de recaptacdo de noradrenalina, ocorrendo em doses
inferiores. A venlafaxina e o ODV nao apresentam afinidade por receptores
adrenérgicos alfa-1, receptores muscarinicos ou histaminicos e também néo inibem a
monoamino-oxidase. Alteram a sensibilidade de receptores beta-adrenérgicos apos
dose Unica, diferente de outros antidepressivos que levam a dessensibilizacdo desses
receptores apds doses repetidas (Moreno; Soares, 1999).

Embora os antidepressivos sejam tratamentos eficazes em alguns pacientes,

aproximadamente 75% dos pacientes apresentam efeitos adversos. Esses efeitos
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adversos séo diversos e podem prejudicar a qualidade de vida e o funcionamento,
contribuem para as taxas de morbidade e mortalidade, criam estigma, e resultam em
baixa adesdo ao tratamento e, portanto, aumento do risco de recaida de doengas
psiquiatricas. Os efeitos mais comuns relatados por pacientes sdo efeitos
gastrointestinais, ganho de peso, sedacéao, hipotenséo ortostética e disfuncéo sexual
(Pillinger et al., 2023).

Ja os benzodiazepinicos possuem propriedades ansioliticas, sedativas,
hipnéticas, relaxante muscular e anticonvulsivantes, sendo amplamente prescritos
para insOnia e transtornos de ansiedade. Embora eficazes em tratamentos de curto
prazo, seu uso prolongado, acima de 40 dias, aumenta significativamente o risco de
tolerancia, abstinéncia e dependéncia (Silva; Silva; Guedes, 2022).

O mecanismo de acdo dos benzodiazepinicos decorre principalmente da
intensificagdo da agdo do (GABA), principal neurotransmissor inibitorio do sistema
nervoso central. Os benzodiazepinicos atuam como moduladores alostéricos positivos
dos receptores GABA, aumentando a frequéncia de abertura dos canais de cloreto na
presenca de GABA e potencializando a neurotransmissao inibitéria, promovendo a
hiperpolarizagdo das células nervosas e diminuindo sua excitabilidade. Como
consequéncia, produzem os efeitos psicotropicos tipicos da classe, podendo ainda
impactar fungdes cognitivas (Silva; Silva; Guedes, 2022).

Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento de novas formas de
tratamento, ou de farmacos adjuvantes dos tratamentos convencionais.
Historicamente, os produtos naturais desempenharam um papel fundamental na
descoberta de medicamentos, especialmente para cancer e doencas infecciosas, mas
também em outras areas terapéuticas. Explorar os efeitos comportamentais de
produtos naturais derivados de plantas funciona como uma alternativa terapéutica
para esses transtornos (Flores et al., 2020; Hacke et al., 2020; Kenda et al., 2022;
Atanasov et al., 2023).

3.3 Eugenia uniflora E ATIVIDADES NEUROFARMACOLOGICAS

A E. uniflora (familia Myrtaceae), popularmente chamada de pitangueira,
pitanga ou pitanga-vermelha, é amplamente distribuida na América do Sul e apresenta
uma alta concentracdo de compostos fendlicos, como flavonoides, taninos, terpenos,

antraquinonas, antocianinas, carotenoides e 6leos essenciais. Estudos com seus
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extratos de folhas mostraram efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios, os compostos
fendlicos podem diminuir o estresse oxidativo e podem atuar no sistema colinérgico
regulando a atividade da acetilcolinesterase (AChE). Essa espécie é utilizada na
medicina tradicional para tratar a hipertensdo, como diurético, bem como tratar gripe,
tosse, doencas cardiovasculares, asma, sinusite, coélicas, diarreia, febre e
reumatismo. O 6leo essencial extraido das folhas dessa espécie também apresentou
efeito antidepressivo em camundongos (Oliveira et al., 2017; Da Costa et al., 2020;
Flores et al., 2020; Sobeh et al., 2020; Franzolin et al., 2022).

Segundo Schaffka (2023), que estudou a composicdo de exemplares das
folhas de E. uniflora presentes no campus UEPG, o 6leo essencial das folhas é
constituido principalmente por monoterpenos, sesquiterpenos e sesquiterpenos
oxigenados, engquanto os extratos apresentam elevada concentragcdo de compostos
fendlicos, destacando-se &cido galico e flavonoides derivados de miricetina,
guercetina e kaempferol, os quais tém sido associados as atividades biologicas
atribuidas a espécie.

Segundo um estudo de Victoria et al. (2013), o 6leo essencial extraido das
folhas dessa espécie (1-50 mg/kg, por via oral) apresentou efeito antidepressivo em
camundongos. Esse efeito foi demonstrado pela reducéo do tempo de imobilidade no
teste de suspensao pela cauda, que € uma situacao inescapavel, efeito semelhante
ao da fluoxetina (32 mg/kg, por via oral) como controle positivo.

Ja segundo o estudo de Oliveira et al. (2017), ratos com dieta altamente
palatavel aumentaram o tempo de imobilidade no teste de natacao forcada, indicando
um estado semelhante a depressdo, mas o tratamento com extrato da fruta da E.
uniflora (200 mg/kg/dia, via oral) impediu esse aumento, sugerindo um efeito
semelhante ao antidepressivo.

O estudo de Savall et al. (2025) demonstrou que o extrato hidroalcodlico do
fruto de E. uniflora exerce efeito neuroprotetor e, sobretudo, previne comportamentos
depressivos e aneddnicos em ratas submetidas ao modelo experimental de doenca

de Parkinson induzido.

3.4 PEIXE-ZEBRA COMO MODELO DE ANSIEDADE

O modelo animal zebrafish ou peixe-zebra (Danio rerio), € um modelo

emergente na descoberta inicial de medicamentos e na triagem toxicoldgica. Possui
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varias vantagens em termos de altera¢des fisiolégicas, bioldgicas e moleculares, além
disso, sua facilidade de manutencéo, alta taxa de reproducdo, desenvolvimento
externo e ovos transparentes permitem o monitoramento da organogénese. Nos
ultimos anos, este modelo foi validado para estudos relacionados a doencas
cardiovasculares, neurogénese, sistema digestivo, sistema muscular, cancer,
imunologia, diabetes e inflamacéo, pois compartilha muitos genes, produtos proteicos
e moleculares semelhantes aos dos mamiferos (Ismail et al., 2017; Zhang et al., 2018).

Esse modelo animal se tornou destaque em estudos relacionados a
neurociéncias e farmacologia, em grande parte devido ao seu genoma ja
sequenciado, que apresenta de 70 a 80% de similaridade com o genoma humano.
Além disso, 0 seu sistema nervoso central possui ndcleos, neurotransmissores e
receptores analogos aos encontrados em mamiferos. Esse organismo também
manifesta padrées comportamentais complexos, incluindo respostas relacionadas ao
medo e a estados semelhantes a ansiedade, o que o torna altamente relevante para
investigacdes nesse campo (Johnson et al., 2023).

Quando expostos a estimulos que desencadeiam medo ou ansiedade, 0s
peixes-zebra apresentam um conjunto de comportamentos bem definidos e
guantificaveis, como reducao acentuada da exploragdo, maior tendéncia a escototaxia
(preferéncia por ambientes escuros), geotaxia (permanéncia no fundo do aquario),
tigmotaxia (aproximacdo das bordas), episddios de congelamento (imobilidade) e
alterac6es motoras (Chahardehi et al., 2023).

3.5 TESTE CLARO-ESCURO E INVESTIGACAO DOS MECANISMOS DE ACAO

Estudos comprovam que 0 peixe-zebra € um 6timo modelo para avaliar as
propriedades ansioliticas de compostos presentes em extratos vegetais, sendo
utilizado o teste claro-escuro, onde o aumento do tempo de permanéncia do animal
no compartimento claro demonstra propriedade ansiolitica do extrato (Hacke et al.,
2020).

Entre os protocolos mais utilizados para avaliar comportamentos relacionados
a ansiedade em peixes-zebra destacam-se o teste de mergulho em tanque novo e 0
teste claro-escuro. Ambos os modelos tém sido amplamente validados por meio da
administracdo de farmacos capazes de produzir respostas ansioliticas ou

ansiogénicas. No teste claro-escuro, a ansiedade pode ser avaliada de forma
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operacional pelo tempo de permanéncia nas diferentes zonas: maior tempo no
compartimento iluminado indica menor ansiedade, enquanto a preferéncia pela area
escura sugere intensificacdo do estado ansioso. Além disso, variaveis experimentais
como a intensidade da luz, o manejo dos animais, as condi¢des de alojamento antes
do teste e até mesmo a coloracdo do aquéario influenciam significativamente as
respostas comportamentais observadas nos peixes (Fontana; Alnassar; Parker,
2021).

Em seu estudo, Fontana, Alnassar e Parker (2021) testaram o mergulho em
tanque novo e o teste claro-escuro um em seguida do outro e relatam que o efeito
ansiolitico da fluoxetina mostrou-se mais evidente quando os peixes eram avaliados
na segunda tarefa comportamental ou apd6s um intervalo de seis minutos,
independentemente do primeiro teste ser o de mergulho em tanque novo ou o teste
claro-escuro. Segundo os proprios autores, esses dados indicam que os efeitos da
fluoxetina apresentam um componente temporal, sugerindo a existéncia de um atraso
em sua acdo e tanto a farmacocinética quanto a farmacodindmica desse farmaco
podem variar de acordo com a via de administracdo utilizada e com a duracdo da
exposic¢ao.

Um estudo recente de Al Shuraigi et al. (2021) avaliou os efeitos prolongados
da fluoxetina no comportamento do peixe-zebra por até 28 dias apds uma exposicao
aguda a diferentes concentracdes. Os resultados mostraram que as respostas ao
farmaco variam conforme o momento em que o teste comportamental é realizado.
Contudo, os efeitos de curto prazo da fluoxetina em paradigmas de ansiedade ainda
nao foram totalmente esclarecidos, representando uma etapa essencial para
compreender tanto a variabilidade entre estudos quanto 0os mecanismos responsaveis
por desencadear perfis ansioliticos ou ansiogénicos (Fontana; Alnassar; Parker,
2021).

Ja o estudo de Egan et al. (2009) avaliou a administracdo cronica de fluoxetina
em peixe-zebra através do teste de mergulho em tanque novo, onde comprovou que
a fluoxetina promove aumento do tempo de permanéncia na regido superior do
aquario, reducéo da laténcia para explorar essa area e maior frequéncia de transicoes
para o topo. Eles também avaliaram que houve uma diminui¢cdo dos niveis de cortisol
observada nos grupos tratados. Esses achados estdo em consonancia com
resultados obtidos em roedores, nos quais a exposicdo prolongada a fluoxetina

também se associa a reducéo da ansiedade.
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Para investigar os possiveis mecanismos envolvidos no efeito ansiolitico
observado, foram utilizados antagonistas farmacoldgicos de diferentes sistemas
neurotransmissores. A granisetrona € um antagonista seletivo dos receptores
serotoninérgicos 5-HT3, e estudos demonstraram que a inibicdo desses receptores
reduz a hiperexcitabilidade neuronal e reverte comportamentos associados a
ansiedade e depresséao, evidenciando a participacdo dessa via nha modulacdo de
respostas emocionais (Xia et al., 2021).

Da mesma forma, o pizotifeno atua como antagonista dos receptores
serotoninérgicos 5-HT2C, sendo utilizado para investigar a participacdo da
neurotransmissao serotoninérgica mediada por esse subtipo de receptor nos efeitos
farmacoldgicos observados (Nakayama et al., 2021).

Ja o flumazenil atua como antagonista seletivo dos receptores
benzodiazepinicos, exercendo sua acdo por meio da competicAio com 0S
benzodiazepinicos pelo sitio de ligagcdo presente no receptor GABAA, sendo
amplamente utilizado para avaliar o envolvimento da neurotransmissdo GABAérgica
nos efeitos comportamentais observados (Wang et al., 2021).

Diante da escassez de estudos sobre os efeitos de E. uniflora em modelos
experimentais de ansiedade, particularmente em peixe-zebra, a investigacdo do
extrato aquoso e do Oleo essencial dessa espécie pode contribuir para ampliar o
conhecimento sobre suas propriedades neurocomportamentais e fornecer subsidios

para estudos posteriores acerca de seus possiveis mecanismos farmacologicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL E EXTRAGAO

4 1.1 Coleta do material

Foram coletados quatro sacos, de 15 litros cada, contendo folhas de E. uniflora
de trés espécimes (EUl, EU2 e EU3), localizadas no Campus Uvaranas da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). A coleta foi realizada em agosto de
2024 durante o dia. A temperatura média do dia da coleta foi de 25°C, estava bem
ensolarado e sem registro de precipitacdo nas Ultimas 24 horas. O espécime EU1
apresenta folhas pequenas e amareladas e estd localizado em uma regido
completamente exposta a luz solar (25°05'39.5"S, 50°06'23.6"W). O espécime EU2
encontra-se parcialmente exposto a luz solar (25°05'42.2"S, 50°06'07.3"W) e
apresenta folhas pequenas e escuras. Ja o espécime EU3 esta localizado em uma
regido totalmente protegida da luz solar (25°05'42.1"S, 50°06'07.2"W) e possui folhas
grandes e escuras. Uma exsicata do espécime EUl encontra-se depositada no
Herbario da Universidade Estadual de Ponta Grossa (HUPG), sob o nimero de
registro 22452 (Schaffka, 2024).

4.1.2 Extracao

O material vegetal foi entdo seco a temperatura ambiente ao abrigo da luz
durante 2 dias. Posteriormente, as folhas secas (=191g) foram trituradas e
submetidas a hidrodestilagdo. Utilizou-se aparelho Clevenger modificado, acoplado a
um bal&do de fundo redondo de 5 L e uma manta térmica como fonte geradora de calor,
conforme modelo descrito na Farmacopeia Brasileira (2024).

Para o processo de extracao, as folhas secas (= 48g) foram colocadas no baléo
de fundo redondo com adicdo de agua destilada (2,5 L), o baléo foi colocado dentro
da manta aquecedora e as folhas foram submetidas a uma temperatura de 100 °C por
2 horas. O 6leo essencial foi coletado em éter etilico e armazenado sob refrigeracao.
O extrato aquoso obtido foi entdo filtrado e liofilizado. A etapa de extragdo contou com

0 apoio do grupo de pesquisa coordenado pela Prof.2 Dr.2 Cassia Gongalves
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Magalh&es, do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Ponta Grossa

(DEQUIM/UEPG), que ja desenvolve estudos prévios com esta espécie.

Figura 1 — Sistema de hidrodestilagdo por aparelho de Clevenger utilizado para extracdo do 6leo
essencial das folhas de Eugenia uniflora

Fonte: A autora



Figura 2 — Oleo essencial de E. uniflora obtido por hidrodestilagio

Fonte: A autora

27



28

Figura 3 — Filtrac&o do extrato aquoso de folhas de E. uniflora em sistema de filtragcao a vadcuo

Fonte: A autora

4.2 ANIMAIS E CONDICOES EXPERIMENTAIS

4.2.1 Espécie e origem

Foram utilizados 245 peixes-zebra (Danio rerio) adultos (4—6 meses de idade),
de ambos os sexos, linhagem selvagem. Os animais foram adquiridos do comerciante
especializado Peixe4you Aqua Studio — Ponta Grossa (PR). Deste total, 17 peixes
foram utilizados em estudo piloto para determinagcdo das concentra¢cdes de estudo, e
228 nos testes posteriores. Distribuidos em nove grupos experimentais na primeira

etapa e dez grupos na segunda etapa, com 12 individuos cada grupo.
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4.2.2 Condi¢cOes de manutencao

Os animais foram mantidos em tanques de vidro (100 L) contendo agua
desclorada mantida sob constante aeragcdo mecanica e filtracdo quimica (25-27 °C;
pH 7-8; amodnia total < 0,01 mg L%; nitrito < 0,01 mg L™), e ciclo claro-escuro de 14-10
horas, com uso de lampadas fluorescentes (12 Watts; luzes acesas as 7h). Os peixes
foram alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial em flocos para peixes.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas éticas
para 0 uso de animais em pesquisa e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UEPG), sob o Processo SEI n® 24.000033746-5.

Figura 4 — Aquaério utilizado para manutencao dos peixes-zebra durante o experimental

Fonte: A autora
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4.3 ETAPAS EXPERIMENTAIS

O presente estudo utilizou exemplares de peixe-zebra, distribuidos em 19
grupos experimentais, com 12 individuos por grupo. O estudo foi dividido em duas
etapas, na etapa 1 realizou-se a caracterizacdo do efeito ansiolitico. Ja na etapa 2

buscou-se avaliar o mecanismo de agéo.

4.3.1 Etapa 1 — caracterizagao do efeito ansiolitico

Nesta etapa, buscou-se caracterizar 0 possivel efeito ansiolitico do extrato
aquoso e do Oleo essencial de E. uniflora. Para tanto, foram realizados ensaios

comportamentais nos seguintes grupos experimentais:

Controle negativo

Veiculo (solvente do Oleo essencial — Tween 80)
Clonazepam 0,75 mg L™ (controle positivo)
Fluoxetina (controle positivo)

Extrato aquoso—-1g L™

Extrato aquoso—-5g L™

Oleo essencial — 5 mg L™

Oleo essencial — 10 mg L™

© © N o 0o M 0w NP

Oleo essencial — 15 mg L™

As concentracdes empregadas foram determinadas a partir de estudos piloto
realizados previamente, os quais permitiram identificar faixas seguras e responsivas

para a espécie.

4.3.2 Etapa 2 — avaliagdo do mecanismo de agao

Com base nos resultados obtidos na etapa 1, que indicaram efeito ansiolitico
apenas para o 0Oleo essencial, a segunda etapa teve como objetivo investigar os
mecanismos farmacoldgicos envolvidos e compreendem o0s seguintes grupos

experimentais:
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Controle Veiculo (Tween 80)
Clonazepam 0,75 mg L™
Clonazepam + flumazenil
Fluoxetina

Fluoxetina + granisetrona
Fluoxetina + pizotifeno

Oleo essencial — 5 mg L™

Oleo essencial + flumazenil

© © N o o > w DN R

Oleo essencial + granisetrona

[ —
©

Oleo essencial + pizotifeno

4.4 PREPARO DAS SOLUCOES

4.4.1 Clonazepam

Para obtencdo do controle positivo, preparou-se a solugéo de clonazepam na
concentracéo de 0,75 mg L™, diluiu-se o medicamento de nome comercial Rivotril 2,5

mg mL™* em 300 mL em agua do aquario.

4. 4.2 Fluoxetina

Como controle positivo também preparou-se a solugcdo de cloridrato de
fluoxetina na concentracao de 10 mg L™, diluiu-se o medicamento 20 mg mL™ em 300

mL de agua proveniente do aquério.

4.4.3 Tween 80 (controle veiculo)

Inicialmente, foi preparada uma soluc¢éo estoque de Tween 80 a 0,5% (v/v), por
meio da adicdo de 50 uL de Tween 80 em 9,95 mL de agua destilada, totalizando 10
mL. Para o preparo da solucao utilizada como controle veiculo, 2 mL dessa solucéo
estoque foram adicionados a 298 mL de agua do aquario, obtendo-se um volume final

de 300 mL e uma concentragéo de Tween 80 de aproximadamente 0,0033% (v/v).
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4.4.4 Oleo essencial

Para a preparacdo da solucdo contendo o 0leo essencial, o composto foi
inicialmente fracionado em microtubos tipo Eppendorf, sendo registrada a massa
individual de cada aliquota (por exemplo, 9,6 mg). A partir da solucdo previamente
preparada de Tween 80, foram retirados 2 mL, que foram misturados ao 6leo presente
em cada Eppendorf em volume suficiente para atingir as concentracfes desejadas
nos testes. Essa mistura foi transferida para tubos Falcon de 15 mL e submetida a
agitacdo em vortex para adequada homogeneizagdo. Esses 2 mL da solugéo de 6leo
essencial e Tween 80 foram adicionados a 298 mL de agua do aquério, obtendo-se

um volume final de 300 mL.

4.4.5 Extrato aquoso

Para o preparo da solucdo contendo o extrato aquoso, inicialmente foram
pesados 2,5 g do po liofilizado, que foi diluido em 500 mL de agua proveniente do
aquario. Em seguida, 250 mL dessa solugcdo foram separados e os outros 250 mL
foram diluidos em mais 250 mL de 4gua do aquario, obtendo-se a concentracdo de 5
g L™. Para a preparacdo da concentracdo de 1 g L™, retiraram-se 100 mL da primeira
solucdo de 250 mL previamente separada, os quais foram completados com 400 mL

de agua do aquario.

4.4 .6 Flumazenil

Para o preparo da solucao de flumazenil, utilizou-se o medicamento na
concentracdo de 0,1 mg mL™. Foram diluidos 3,75 mL do medicamento em 300 mL

de agua do aquario, obtendo-se uma solu¢&o na concentragao final de 1,25 mg L™.

4.4.7 Granisetrona

Para o preparo da solucéo de granisetrona, utilizou-se uma aliquota previamente

acondicionada em microtubo, contendo 50 pL do medicamento na concentracédo de
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20 mg mL™. O conteudo foi diluido em 1 L de agua do aquério, obtendo-se uma
solucdo na concentracdo final de 1 mg L™ Para 0s ensaios experimentais, foram

utilizados 300 mL dessa solucéo.

4 .4 5 Pizotifeno

Para o preparo da solucdo de pizotifeno, utilizou-se uma aliquota previamente
acondicionada em microtubo, contendo 50 pL do medicamento na concentracao de
20 mg mL™. O conteudo foi diluido em 1 L de agua do aquario, obtendo-se uma
solugdo na concentracdo final de 1 mg L™. Para 0s ensaios experimentais, foram

utilizados 300 mL dessa solucgéo.

4.5 TESTES

4.5.1 Procedimento experimental

Foram realizados os testes de preferéncia claro-escuro. Os testes da etapa 1
foram conduzidos submetendo individualmente os animais, por 10 minutos, a imerséao
em solugdes contendo extrato aquoso ou Oleo essencial. Para o controle positivo,
utilizou-se solucéo de clonazepam e fluoxetina, enquanto o controle negativo consistiu
em solu¢cdes contendo Tween 80 (veiculo utilizado para o 6leo essencial) ou apenas
agua do aquério, conforme o grupo experimental.

A concentracdo de 5 mg/L do dleo essencial de E. uniflora foi selecionada para
a segunda etapa por corresponder & menor concentracdo testada que apresentou
efeito ansiolitico estatisticamente significativo na etapa inicial, evidenciado pelo
aumento do tempo de permanéncia dos peixes-zebra no compartimento claro. Dessa
forma, essa concentracdo foi escolhida para a investigacdo dos possiveis
mecanismos farmacologicos envolvidos no efeito comportamental observado, por
meio da associacdo do 6leo essencial com antagonistas dos sistemas GABAérgico e
serotoninérgico.

Ja para a etapa 2 os animais ficaram imersos 20 minutos em agua do aquario
ou nos medicamentos flumazenil, granisetrona e pizotifeno de acordo com seus

respectivos grupos, para que houvesse uma melhor absor¢cdo destes medicamentos
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antagonistas e a 4gua do aquario atuou como controle negativo. Apds os 20 minutos,
os animais foram retirados das solu¢fes de pré-tratamento e transferidos para outros
recipientes contendo a solugéo de 0Oleo essencial, solu¢édo de Tween 80, clonazepam
ou fluoxetina, de acordo com o grupo experimental, permanecendo imersos por mais
10 minutos antes da realizacdo do teste comportamental.

Em seguida, para ambas etapas, os peixes foram transferidos para um tanque
de vidro (18 x 9 x 7 cm), preenchido com nivel de agua de 3 cm, dividido por uma
divisodria deslizante tipo guilhotina (9 x 7 cm) em dois compartimentos, um claro e um
escuro de tamanhos iguais, utilizando um filme adesivo preto cobrindo as paredes
externas e o piso (Gebauer et al., 2011). Apos o tratamento, cada animal foi colocado
individualmente no compartimento claro e permaneceu um periodo de 300 segundos
para se habituar. ApGs esse periodo a diviséria era aberta permitindo que o peixe
explorasse todo o tanque por mais 300 segundos, os quais foram registrados em video

para andlise posterior.
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Figura 5 — Fluxograma representativo das etapas experimentais da triagem farmacolégica (Etapa 1)

ETAPA 1 - TRIAGEM FARMACOLOGICA

1. Peixes-zebra adultos (4-6 meses; ambos os sexos)

Distribuidos aleatoriamente em 9 grupos
(12 peixes por grupo)

\ 4

2. Tratamento

Exposicao dos peixes por 10 minutos
a cada solucdo (uma por vez):
extrato aquoso, 6leo essencial ou controles
(volume: 300 mL por grupo)

\ 4

3. Teste claro-escuro
300 s de habituagao no lado claro
+ 300 s de teste (livre)
Registro em video

Y

4. Analise comportamental
Variaveis avaliadas:

¢ Tempo no lado claro

¢ Laténcia para o lado escuro

¢ Numero de cruzamentos entre os compartimentos

4

5. Analise estatistica

Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn
(p < 0,05)

Fonte: A autora




Figura 6 — Fluxograma representativo das etapas experimentais da investigacdo do mecanismo de
acédo (Etapa 2)

( ETAPA 2 - INVESTIGAGAO DO MECANISMO DE ACAO

[ 1. Peixes-zebra adultos (4-6 meses; ambos os sexos)
|

| Distribuidos aleatoriamente em 10 grupos

L (12 peixes por grupo) J
2. Primeira imersao — 20 minutos

Exposicao dos peixes por 20 minutos em:
agua do aquario ou antagonistas

(flumazenil, granisetrona ou pizotifeno)
(volume: 300 mL por grupo)

¥

3. Segunda imersao — 10 minutos
Sem remogao da solucao anterior, adicao de:

« Oleo essencial (5 mg L")
¢ Solucao de Tween 80 a 0,5%
» Clonazepam (0,75 mg L™")
* Fluoxetina (0,1 mg L")

(volume total: 300 mL por grupo)

J J

\ 4. Teste claro-escuro
300 s de habituagao no lado claro

+ 300 s de teste (livre)
Registro em video

| 5. Analise comportamental
Variaveis avaliadas:

¢ Tempo no lado claro
¢ Laténcia para o lado escuro

¢ Numero de cruzamentos entre os compartimentos
(- — = — =7

— §

6. Analise estatistica

Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn
(p < 0,05)

Fonte: A autora
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Figura 7 — Aparato utilizado no teste claro-escuro para avaliacdo do comportamento tipo ansioso em
zebrafish adulto

Fonte: Adaptado de Siebel, Bonan e Silva (2015)

Figura 8 — Aparato utilizado para realizagcdo do teste claro-escuro em peixes-zebra

i

/) J /’ /

Fonte: A autora

4.5.2 Parametros comportamentais

Foram avaliados os seguintes parametros comportamentais:

. Tempo de laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro;
. Tempo total de permanéncia no compartimento claro;

. Numero de cruzamentos entre os compartimentos.
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O tempo de permanéncia de cada animal no compartimento claro foi utilizado
como parametro comportamental relacionado a ansiedade, considerando-se que
maior permanéncia nessa regido pode indicar reducdo do comportamento tipo
ansioso. Também foram avaliados o tempo de laténcia para a primeira entrada no
compartimento escuro e o numero de cruzamentos entre os compartimentos. A
laténcia foi utilizada para caracterizar o comportamento exploratorio inicial dos
animais, enquanto o numero de cruzamentos foi considerado um indicador indireto da

atividade locomotora durante o teste (Hacke et al., 2020).

4.6 EUTANASIA

Os animais foram sacrificados segundo as normativas do CONCEA. Os peixes
foram imersos em solucdo de 6leo de cravo da india (0,23%), que causa bloqueio
neuromuscular competitivo, aparentemente potencializa o acido gama aminobutirico
(GABA) e é antagonista de receptores NMDA. Foram solubilizados 3 mL de 6leo de
cravo em 10 mL de etanol. Posteriormente, 10 mL desta solucao foram diluidos em
1L de agua. Os peixes entdo foram mergulhados nesta solugdo até que ocorresse a
perda de equilibrio e a parada da abertura das guelras (Favoretto; Seabra; Olivato,
2019).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM)
e analisados por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, adequado para
amostras que ndo apresentam distribuicdo normal. Quando identificadas diferencas
significativas entre os grupos, foi aplicado o pos-teste de Dunn para comparacdes
multiplas, a fim de determinar quais grupos diferiam entre si. O nivel de significancia
adotado em todas as analises foi de p < 0,05.

Utilizamos o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, pois ele é analogo ao teste
F utilizado na Analise de Variancia (ANOVA), entretanto para a aplicacdo da ANOVA
deve-se atender o0s pressupostos de normalidade, independéncia e

homocedasticidade, o teste H de Kruskal-Wallis (HKW) ndo impde qualquer restricdo
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sobre a comparacao (Cabral Janior; Lucena, 2020).
As andlises estatisticas foram realizadas no software estatistico JASP (verséo
0.95.3.0) e GraphPad Prism (verséo 5.01).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacdo dos resultados foi organizada em trés etapas experimentais.
Na primeira, sdo descritos os achados provenientes dos testes comportamentais
realizados com o extrato aquoso de E. uniflora, considerando as variaveis tempo de
laténcia, nUmero de cruzamentos e tempo de permanéncia no compartimento claro.
Na segunda etapa, sdo apresentados os resultados obtidos com o 6leo essencial da
espécie, analisados a partir dos mesmos parametros comportamentais, possibilitando
a comparacgao entre os diferentes tratamentos avaliados.

Naterceira etapa, sdo apresentados os resultados referentes a investigacao do
mecanismo de acao do efeito ansiolitico observado para o 6leo essencial. Para essa
avaliacao, foi selecionada a concentragcdo de 5 mg L™, por corresponder a menor
concentracdo capaz de promover efeito ansiolitico significativo nos testes
comportamentais. Nessa etapa, foram realizados experimentos utilizando os
antagonistas farmacoldgicos flumazenil, granisetrona e pizotifeno, com o objetivo de
investigar o possivel envolvimento dos sistemas GABAérgico e serotoninérgico na

mediacdo dos efeitos observados.

5.1 EXTRATO AQUOSO DE E. uniflora

5.1.1 Tempo de permanéncia no lado claro

Conforme apresentado na figura 9, os resultados demonstraram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos analisados (H = 14,60; p = 0,006). O
poOs-teste de Dunn indicou que tanto o grupo tratado com clonazepam quanto o grupo
tratado com fluoxetina apresentaram aumento significativo no tempo de permanéncia
no compartimento claro em relacdo ao grupo controle (p = 0,003 para ambos),
confirmando a eficacia de ambos como controles positivos. Ja 0os grupos tratados com
0 extrato aguoso, tanto na concentracado de 1 g/L (p = 0,313) quanto em 5 g/L (p =

0,133), ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados ao controle.
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Figura 9 - Tempo de permanéncia no compartimento claro dos peixes-zebra tratados com extrato
aquoso de E. uniflora. Os valores sao apresentados como média + EPM. Grupos com n = 12

Tempo no Claro

Segundos (s)
8

[ ]
=
1

Fonte: A autora

Conforme observado na Figura 9, o aumento estatisticamente significativo do
tempo de permanéncia no compartimento claro promovido pelo clonazepam e pela
fluoxetina valida o modelo experimental adotado. De acordo com Mansur, Santos e
Gouveia Jr. (2014), a administracdo de substancias ansioliticas aumenta o tempo de
permanéncia no compartimento claro. Em contrapartida, os grupos tratados com o
extrato aquoso de E. uniflora nas concentracbes de 1 e 5 g/L nao diferiram
estatisticamente do controle, indicando que, nas condi¢des experimentais testadas, o

extrato aquoso ndo promoveu efeito ansiolitico detectavel.

5.1.2 Tempo de laténcia para entrada no compartimento escuro

Embora a analise de Kruskal-Wallis dos dados da figura 10 tenha identificado
diferenca significativa entre os grupos (H = 10,67; p = 0,030), o padréo observado nos

pos-testes indica que essa diferenca foi explicada exclusivamente pelo grupo
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clonazepam, que apresentou laténcia significativamente maior em relag&o ao controle
(p = 0,004). Contudo, assim como no parametro anterior, 0 extrato aquoso nas
concentracfes de 1 g/L (p = 0,695) e 5 g/L (p = 0,155) n&o apresentou diferenca em
comparagcdo com o controle. O grupo fluoxetina também né&o apresentou diferenca

significativa (p = 0,319).

Figura 10 - Tempo de laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro em peixes-zebra
tratados com extrato aquoso de E. uniflora. Os valores sdo apresentados como média + EPM. Grupos
comn =12. * p < 0,05 em relacdo ao grupo Controle (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste
de Dunn)

Laténcia

Segundos (s)

Fonte: A autora

Dessa forma, conclui-se que o0 extrato aquoso ndo alterou o comportamento

exploratdrio inicial dos peixes no teste claro-escuro.

5.1.3 Numero de cruzamentos entre compartimentos

Nao foram observadas diferencas significativas no nimero de cruzamentos

entre os grupos experimentais (H = 2,213; p = 0,697) na figura 11.
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Figura 11 - Namero de cruzamentos entre compartimentos no teste claro-escuro em peixes-zebra
tratados com extrato aquoso de E. uniflora. Os valores sdo apresentados como média + EPM. Grupos
com n = 12. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (teste
de Kruskal-Wallis seguido pelo pds teste de Dunn)
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Fonte: A autora

De acordo com Hacke et al. (2020) o nimero de cruzamentos da linha média
entre os compartimentos claro e escuro € um indicador de atividade locomotora, entao
a semelhanca entre os grupos tratados e o controle sugere que o extrato aquoso néo
interferiu na atividade locomotora geral dos animais, indicando auséncia de efeitos

sedativos ou de prejuizo motor.

5.2 OLEO ESSENCIAL DE E. uniflora

5.2.1 Tempo de permanéncia no lado claro

A figura 12 demonstra diferenca estatisticamente significativa entre os grupos

(H = 18,38; p = 0,003). O pos-teste de Dunn indicou que o grupo tratado com 6leo
essencial nas concentragbes de 5 mg/L (p = <0,001) e 15 mg/L (p = <0,001)
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apresentou aumento significativo no tempo de permanéncia no compartimento claro
guando comparado ao grupo controle. Os grupos tratados com clonazepam e com

fluoxetina também apresentaram diferenca significativamente do controle (p = 0,017),

confirmando a validade do ensaio.

Figura 12 - Tempo de permanéncia no compartimento claro dos peixes-zebra tratados com 6leo
essencial de E. uniflora. Os valores sédo apresentados como média + EPM. Gruposcomn =12.*p <
0,05 em relacdo ao grupo Controle (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn)
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Fonte: A autora

Esses resultados indicam que o O6leo essencial, principalmente nas
concentracdes de 5 mg/L e 15 mg/L, promoveu comportamento compativel com efeito

ansiolitico, aumentando o tempo de permanéncia dos animais no compartimento claro

do tanque.

5.2.2 Tempo de laténcia para entrada no compartimento escuro

Na figura 13 foi observada diferenca significativa entre os grupos também para
o parametro de laténcia (H = 15,15; p = 0,010). O poés-teste revelou que os peixes

tratados com Oleo essencial a 5 mg/L apresentaram aumento significativo do tempo
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de laténcia em relacdo ao grupo controle (p = 0,006), resultado semelhante ao

observado com o clonazepam (p = 0,002).

Figura 13 - Tempo de laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro em peixes-zebra
tratados com 6leo essencial de E. uniflora. Os valores sdo apresentados como média + EPM. Grupos
comn=12.*p < 0,05 em relagdo ao grupo Controle (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste
de Dunn)
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Fonte: A autora

Esses achados indicam que o 6leo essencial, particularmente na concentragéo
de 5 mg/L, aumentou a laténcia para entrada no compartimento escuro, parametro
relacionado a exploracdo de novos ambientes (Hacke et al., 2020). Embora
isoladamente ndo comprove um efeito ansiolitico, esse resultado, associado ao
aumento do tempo de permanéncia no compartimento claro e a auséncia de
alteracdes significativas no nimero de cruzamentos, sugere uma possivel acao

ansiolitica do 6leo essencial.

5.2.3 Numero de cruzamentos entre compartimentos

No parametro de nimero de cruzamentos, afigura 14 demonstra que néo foram
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detectadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (H = 4,68; p =
0,456).

Figura 14 - Nomero de cruzamentos entre compartimentos no teste claro-escuro em peixes-zebra
tratados com 6leo essencial de E. uniflora. Os valores sdo apresentados como média + EPM. Grupos
com n = 12. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (teste
de Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn)
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Fonte: A autora

Esse resultado sugere que, nas condi¢cOes avaliadas, o efeito observado sobre
a permanéncia no compartimento claro nao foi acompanhado por alteracéo detectavel

da atividade locomotora.
5.3 INVESTIGAGCAO DO MECANISMO DE ACAO
5.3.1 Tempo de permanéncia no lado claro
Na figura 15 foi observada diferenca significativa entre os grupos para o tempo

de permanéncia no compartimento claro (H = 17,88; p = 0,037). No entanto, o poés-

teste de Dunn né&o identificou diferencas estatisticamente significativas entre os
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grupos apoés a correcao para comparagdes multiplas.

Figura 15 - Tempo de permanéncia no compartimento claro dos peixes-zebra submetidos aos
tratamentos utilizados na investigacdo do mecanismo de acéo do 6leo essencial de E. uniflora. Os
valores sdo apresentados como média + EPM. Grupos com n = 12. Ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de

Dunn)
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Fonte: A autora

De maneira geral, observou-se variacdo no tempo de permanéncia no
compartimento claro entre os tratamentos avaliados. O grupo tratado com o6leo
essencial associado ao pizotifeno apresentou 0s maiores valores para esse
parametro, enquanto o grupo tratado apenas com 0leo essencial apresentou menores
tempos de permanéncia no compartimento claro. Apesar da diferenca global
observada pelo teste de Kruskal-Wallis, as comparacdes individuais entre os grupos
nao permitiram identificar quais tratamentos foram responséaveis por essa diferenca.

Cabe destacar que, diferentemente do observado na primeira etapa
experimental, o grupo tratado apenas com 6leo essencial ndo apresentou aumento do
tempo de permanéncia no compartimento claro. Como consequéncia, nao foi possivel

reproduzir o efeito ansiolitico previamente observado para o 6leo essencial nesta
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etapa do estudo. De acordo com Johnson et al. (2023), diferentes fatores inerentes
aos ensaios comportamentais, como as condi¢cdes do ambiente de teste e a presenca
ou proximidade dos pesquisadores durante os experimentos, podem influenciar as
respostas comportamentais dos animais, contribuindo para a variabilidade dos

resultados.

5.3.2 Tempo de laténcia para entrada no compartimento escuro

Na figura 16 foi observada diferenca significativa entre os grupos para o
parametro de laténcia (H = 19,85; p = 0,019). O pés-teste de Dunn revelou diferenca
significativa entre os grupos fluoxetina e fluoxetina associada a granisetrona (p =
0,020).

Figura 16 - Tempo de laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro em peixes-zebra
submetidos aos tratamentos utilizados na investigacéo do 6leo essencial de E. uniflora. Os valores
sdo apresentados como média + EPM. Grupos com n = 12. * p < 0,05 entre os grupos indicados
(teste de Kruskal-Wallis seguido pelo p6s-teste de Dunn)
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Fonte: A autora

Os resultados demonstram uma tendéncia de aumento da laténcia nos animais
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tratados apenas com O6leo essencial, indicando maior permanéncia inicial no
compartimento claro. Entretanto, os pré-tratamentos com flumazenil, granisetrona e
pizotifeno promoveram reducdo dos valores de laténcia, sugerindo possivel
atenuacdo do efeito observado para o 6leo essencial, embora sem confirmacéo

estatistica nas comparacdes multiplas.

5.3.3 Numero de cruzamentos entre compartimentos

Nafigura 17 foi observada diferenca significativa entre os grupos para o numero
de cruzamentos (H = 41,14; p < 0,001). O p6s-teste de Dunn revelou que os grupos
tratados com Oleo essencial a 5 mg/L apresentaram reducéo significativa no namero
de cruzamentos em relacdo ao grupo controle (p < 0,001) e ao grupo fluoxetina (p =
0,001). Resultado semelhante foi observado no grupo tratado com Oleo essencial
associado ao flumazenil, que apresentou menor numero de cruzamentos em

comparacao ao controle (p = 0,003) e a fluoxetina (p = 0,003).

Figura 17 - Numero de cruzamentos entre compartimentos no teste claro-escuro em peixes-zebra
submetidos aos tratamentos utilizados na investigacdo do mecanismo de a¢éo do 6leo essencial de
E. uniflora. Os valores sdo apresentados como média + EPM. Grupos comn =12 .*p < 0,05 em
relacdo ao grupo Controle (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn)
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Os resultados indicam diminuicdo da atividade locomotora nos grupos tratados
com oOleo essencial a 5 mg/L e Oleo essencial associado ao flumazenil. Os demais
grupos nao apresentaram diferencas significativas em relacdo ao controle para esse
parametro.

A reducédo na atividade locomotora provocada pelo OE foi revertida pelos
farmacos serotoninérgicos e nao foi revertida pelo flumazenil, sugerindo que esse
efeito € modulado pelo sistema serotoninérgico. Por outro lado, a fluoxetina ndo foi
capaz de causar a mesma reducao de cruzamentos. A participacdo da serotonina na
modulacdo da ansiedade e da atividade locomotora em zebrafish ja foi demonstrada,
sendo que intervencGes farmacolOgicas sobre esse sistema produzem alteracdes
comportamentais dependentes do farmaco, da dose e do paradigma experimental
empregado (Maximino et al., 2013).

Além disso, embora a fluoxetina atue aumentando a disponibilidade de
serotonina, seus efeitos sobre a locomocao ndo sédo padrdes entre diferentes testes
comportamentais em peixe-zebra, podendo inclusive néo reproduzir o mesmo perfil
observado para outros compostos serotoninérgicos (Maximino et al., 2013; Naslund
et al., 2024).

Segundo Maximino et al. (2010), o peixe-zebra apresenta respostas
comportamentais consistentes e comparaveis as observadas em mamiferos, além de
reagir de forma previsivel a farmacos ansioliticos classicos, como o0s
benzodiazepinicos e os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina. Essa
sensibilidade farmacolégica, aliada a facilidade de manejo e a reprodutibilidade dos
resultados, reforca a validade e a aplicabilidade do peixe-zebra em estudos
neurocomportamentais voltados a avaliacdo de compostos com potencial efeito
ansiolitico.

De acordo com Blaser e Pefalosa (2011), um bom modelo validado na literatura
€ 0 teste claro-escuro, pois o0 peixe-zebra demonstra uma preferéncia pelo
compartimento escuro, comportamento interpretado como uma resposta de evitagao
frente a situacBes potencialmente ameacadoras. Essa preferéncia € denominada
escototaxia, na qual a evitagdo de areas iluminadas esta associada a ansiedade. Os
autores também demonstraram que o comportamento no teste € sensivel a agentes
farmacoldgicos ansioliticos e ansiogénicos, reforcando sua utilidade experimental.

O estudo de Sackerman et al. (2010) demonstra que em condi¢cbes de
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exposicdo a novos ambientes, essa espécie tende a permanecer nas regides
inferiores do tanque ou em &reas escuras, um comportamento associado a ansiedade
e a percepcao de risco de predagao.

Utilizamos em nosso estudo o medicamento Clonazepam que é um agonista
do receptor GABA 4, se liga ao sitio benzodiazepinico nos complexos do receptor
GABA A no sistema nervoso central, resultando em uma ligagdo aumentada do GABA
ao receptor GABA a (Johnson et al., 2023). Além do controle positivo ser realizado
com a administracdo do Clonazepam, utilizamos também um outro grupo de controle
positivo em que o0s animais receberam a administracdo de Fluoxetina que é um
medicamento ISRS.

A utilizacdo da fluoxetina e do clonazepam como controles positivos neste
estudo baseia-se em seus efeitos farmacoldgicos amplamente descritos em modelos
comportamentais com peixe-zebra. Sackerman et al. (2010) demonstraram que a
administracao de inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina, como a fluoxetina
e o citalopram, reduz esse comportamento ansioso, aumentando o tempo de
permanéncia na por¢ao superior do tanque e nos compartimentos iluminados, efeito
decorrente da sua afinidade pelos transportadores de serotonina no encéfalo do peixe-
zebra. Os autores também afirmam que de forma semelhante, compostos
benzodiazepinicos, como o clonazepam e o clordiazep6xido, modulam o sistema
GABAérgico, promovendo efeitos ansioliticos evidenciados pelo aumento da
exploracdo e do tempo de permanéncia em areas claras nos testes comportamentais.

No presente estudo, o clonazepam e a fluoxetina apresentaram diferenga
estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo, confirmando sua
eficicia como controle positivo e validando o modelo comportamental adotado.

Conforme descrito por Victoria et al. (2013), esses autores demonstraram que
o0 Oleo essencial das folhas da espécie apresenta acéo antidepressiva e antioxidante,
mediada pela ativacdo de receptores serotoninérgicos 5-HT,A/C e pela participacdo
do sistema adrenérgico. A presenca de sesquiterpenos oxigenados e ndo oxigenados,
como o B-cariofileno e o germacreno, pode contribuir para esses efeitos, uma vez que
tais compostos possuem reconhecida atividade neuroativa.

Oliveira et al. (2017) relataram que o extrato padronizado dos frutos vermelhos
da espécie foi capaz de prevenir alteracdes metabdlicas e comportamentais, além de
exercer efeitos antioxidantes e antidepressivos em ratos submetidos a sindrome

metabdlica induzida por dieta hipercaldrica.
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O estudo de Savall et al. (2025) demonstrou que o extrato hidroalcodlico do
fruto de E. uniflora exerce efeito neuroprotetor e, sobretudo, previne comportamentos
depressivos e aneddnicos em ratas submetidas ao modelo experimental de doenca
de Parkinson induzido. Esses resultados reforcam a capacidade da espécie em
modular vias neuroquimicas envolvidas no controle do humor e na neurodegeneracéo,
indicando seu potencial terapéutico na prevencao de distlrbios depressivos e
emocionais.

De acordo com o estudo de Schaffka (2023), no qual o autor caracterizou o
Oleo essencil e o extrato aquoso de exemplares das folhas de E. uniflora presentes no
Campus UEPG, a caracterizagdo dos extratos foi realizada por cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS) identificou a
presenca de 13 compostos fendlicos, sendo predominantes acidos fendlicos e
flavonoides glicosilados. Entre os compostos identificados estdo os relatados na
tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacdo dos extratos de E. uniflora

Tempo de 1 /

Retencéo (Min) [-H] (rr/z) MS/MS Proposta de Composto
282 169,41 125,27 Acido Galico
7,74 653,58 3264 ni
8,05 501,47 479,49/316,52 Miricetina derivado
8,35 463,37 449 .4/316,26 Miricetina-3-O-ramnosideo
8,55 463,37 433,34/300,40 Quercetina glucosideo
875 433,47 405,39/300,40 Quercetina pentosideo
8,98 447 51 3004 Quercetina-3-0O-ramnosideo

447 38/301,25/209,5 - .
9,11 521,49 9/187 55/125 40 Quercetina derivado
919 483,39 447‘38141;‘54801 3 Quercetina derivado
9,26 533,64 483‘48’(335 60/301.3 Quercetina derivado
9,38 417,35 285,38 Kaempferol pentosideo
948 431,45 285,38 Kaempferol-3-O-ramnosideo
972 485,55 301,39/179,29 Quercetina derivado
991 495,42 325,62 ni
10,07 329,39 314,18 Quercetina 3" 4’-dimetil éter
n.i: ndo identificado

Fonte: Schaffka (2023)

Para o oleo essencial,

Schaffka (2023)

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), a qual permitiu

realizou a caracterizagdo por
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a identificacdo de aproximadamente 60 compostos no 6leo essencial. Os constituintes
pertencem as classes dos monoterpenos, sesquiterpenos e sesquiterpenos
oxigenados, sendo estes os principais responsaveis pelo perfil quimico do oleo
essencial. Entre os compostos identificados destacam-se 0os compostos descritos na
tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizagéo dos 6leos essenciais E. uniflora

Area relativa (%)
IRL2  IRLP Compostos
EU1 EU2 EU3
1396 1394 pB-Elemeno 3,05 2,67 3.88
1439 1435 vy-Elemeno 2,67 5,96 -
1488 1480 GermacrenoD 12,64 17,01 10,02
1504 1500 Curzereno 13,28 14,61 21,51
1512 1510 Bulneseno - - 2.1
1529 1519 Cubebol - - 3,16
1530 1534 y-Cadineno - 2,26 -
1566 1561 Germacreno B 16,19 32,76 59
1584 1582 Espatulenol - - 2,66
1605 1605 (-Elemencna 7,68 - -
1662 1660 Cadin-4-en-10-ol - - 2,37
1704 Furanodieno 4.3 - 8,55
1708 1696 Germacrona 9,03 - 8,58
1756 1755 Oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-one 4 - 7,12
1765 1767 Antraceno - - 2,08
IRL?: Indice de retencae linear calculado utilizande uma coluna RTx-5MS e uma
sequéncia de n-alcanos C8-C20; IRL®: Indice de reteng&o linear publicados para
colunas apolares.

Fonte: Schaffka (2023)

Schaffka (2023) relata ainda que a composicdo do 6leo essencial apresentou
maior variabilidade entre os espécimes do que a composi¢ao dos extratos fendlicos,
indicando maior sensibilidade dos metabdlitos volateis as condigdes ambientais, o que
pode ter influenciado na reprodutibilidade do efeito ansiolitico do presente estudo.

A auséncia de reproducdo do efeito ansiolitico observado na primeira etapa
pode estar relacionada também a variabilidade inerente aos ensaios comportamentais
em peixe-zebra. Segundo o estudo de Silva et al. (2023) muitos fatores ambientais
podem afetar a fisiologia e o comportamento do peixe-zebra, alguns desses fatores
podem ser controlados como a temperatura da agua, o oxigénio dissolvido, a
osmolaridade e o pH. Outros fatores podem representar fontes de variacdo, como a

intensidade da luz e o ruido de fundo causado pelo funcionamento de bombas de
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agua, aeradores, resfriadores e outros equipamentos. Outro fator importante, que
pode afetar o comportamento dos animais, € a diferenca de linhagem.

Além disso, de acordo com Johnson et al. (2023), outros fatores também podem
interferir nos efeitos de substancias ansioliticas sobre o comportamento dessa
espécie, como o0 uso prévio de tanques de habituacdo, o tipo de alimentacédo, as
condi¢cbes do ambiente de teste, a origem dos animais (se provenientes de criacdes
laboratoriais ou coletados na natureza), bem como a presenca e a proximidade de

pesquisadores durante os experimentos.
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6 CONCLUSAO

Nas condi¢cOes experimentais avaliadas, o extrato aquoso das folhas de E.
uniflora ndo promoveu alteragcdes comportamentais compativeis com efeito ansiolitico
no teste claro-escuro em peixe-zebra. Em contrapartida, na primeira etapa
experimental, o 6leo essencial promoveu aumento do tempo de permanéncia no
compartimento claro e da laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro
sem alterar a atividade locomotora dos animais, caracterizando uma resposta
comportamental compativel com possivel efeito ansiolitico.

Entretanto, esse efeito ndo foi reproduzido na segunda etapa experimental,
conduzida para investigacdo do mecanismo de acao utilizando antagonistas
farmacologicos. A auséncia de reproducdo da resposta inicialmente observada
impossibilitou avaliar de forma conclusiva a participacdo dos sistemas GABAérgico e
serotoninérgico por meio dos antagonistas farmacologicos empregados.

Dessa forma, embora os resultados iniciais indiqguem potencial atividade
neurocomportamental do 6leo essencial de E. uniflora, os achados n&o permitem
confirmar, nas condigdes experimentais empregadas, um efeito ansiolitico
reprodutivel ou estabelecer os mecanismos farmacolégicos envolvidos. Estudos
adicionais, com maior padronizacdo das condi¢cbes experimentais e caracterizagao
guimica do Oleo essencial utilizado, s&o necesséarios para confirmar a
reprodutibilidade do efeito observado e investigar seus possiveis mecanismos de

acao.
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