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Resumo:

A depressdo é caracterizada como uma sindrome neuropsiquidtrica responsavel por causar ateractes celulares e moleculares
sutis e distribuidas nos circuitos neurais. O estresse crénico moderado e imprevisivel (CUMS) é um modelo animal vélido
para induzir a fisiopatologia da depressdo, ele é responsavel por smular desordens semelhantes a depressdo clinica. Nesse
sentido, a Drosophila melanogaster € um modelo valido para o estudo de transtornos psiquidtricos uma vez que conserva
estruturas € mecanismos nervosos semelhantes a mamiferos. Na busca por compostos ricos em bioativos naturais para o
tratamento de distUrbios neuropsiquiétricos como a depressdo, fizemos uso de -orizanol que contém uma mistura de ésteres de
acido ferdlico e dlcoois triterpénicos, na literatura é descrito por possuir potente efeito antioxidante, anti-inflamatério e
neuroprotetor, mas ha uma escassez de dados na literatura sobre um possivel efeito antidepressivo do -orizanol. O objetivo
deste trabalho € avaliar o efeito terapéutico do -orizanol sobre 0 modelo de estresse crénico moderado e imprevisivel em
machos de Drosophila melanogaster. Para os tratamentos moscas adultas machos de 1 a 4 dias foram divididas em 6 grupos
com 50 moscas cada: (1) Grupo Controle, (2) grupo CUMS, (5) ORY (25 M) , (6) ORY (25 M) + CUMS e submetidas ao
protocolo de CUMS (estresse inani¢do, frio, calor, privacdo sono). Ao fina do tratamento foram realizados testes
comportamentais de campo aberto, teste de nado forgado, e avaliado os niveis de serotonina. Como resultados as moscas
submetidas ao CUMS tiveram uma diminui¢do em seus niveis de serotonina, gerando assim, um maior tempo de imobilidade
no teste de nado forgado o que € caracterizado como desespero comportamental, ao ser submetida a um novo ambiente ou
desafio. O tratamento com ORY (25 M), foi capaz de prevenir parcialmente a diminuicdo dos niveis de serotonina bem como
foi efetivo em diminuir o tempo de imobilidade no teste de nado forgado. Tomados em conjunto nossos resultados ORY (25
M) pode nos fornecer um tratamento viavel sobre o protocolo CUMS, possibilitando, assim, efeitos satisfatérios como
adjuvante na terapia como um antidepressivo uma vez que, por ser um composto natural € livre de efeitos adversos, baixo
custo, e pode ser uma nova alternativa a utilizacgo de antidepressivos convencionais.
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AVALIACAO DA EFICACIA y- ORIZANOL SOBRE ESTRESSE CRONICO
MODERADO E IMPREVISIVEL EM Drosophila melanogaster

1. INTRODUCAO

Com o avancar dos tempos novas formas de producdo de trabalho foram
desenvolvidas, os moldes da sociedade contemporanea em que vivemos mudaram, foram
atribuidas novas fung¢des, novas tarefas e principalmente a instituicdo de uma grande
produtividade induzida ao trabalho, atribuido a isso novas doencgas surgiram, como a
depressao (CUNHA, 2015). A patologia depressiva no mundo contemporineo ¢ amplamente
discutida em aspectos internacionais, sendo caracterizada como uma sindrome
neuropsiquidtrica que mais alteram a saide mental na maioria dos individuos que apresentam
dimensdes afetivas negativas em suas vidas (PAIS-RIBEIRO et al., 2004). Concomitantes a
isso formas de se induzir a fisiopatologia da depressdo vem sendo estudadas em modelos
animais, uma delas € estresse cronico moderado imprevisivel, que amplamente utilizado em
animais para simular desordens semelhantes a depressdo clinica e acarreta em modificagdes
nos niveis serotoninérgicos (LIU et al., 2014; VEDOVATO et al., 2014).

A alta prevaléncia ao longo da vida dessa condi¢cdo incapacitante induzida pela
depressao, associada a limitacdes nos medicamentos existentes, exige o desenvolvimento de
terapias aprimoradas, como o uso de compostos com bioativos naturais, como o y-orizanol. O
y-orizanol extraido do 6leo do farelo do arroz, € descrito na literatura por proporcionar
beneficios antioxidantes (JULIANO et al., 2005) e neuroprotetores (CHENG et al., 2008)
entre outros. No entanto, ha uma escassez de dados na literatura sobre eficacia de y-orizanol
relacionado a um possivel efeito antidepressivo.

A mosca da fruta Drosophila melanogaster, é considerada um modelo valido para
estudo de comportamentos depressivos e ja foi utilizada para modelar transtornos
psiquidtricos complexos, adicionalmente, este inseto apresenta vantagens como modelo
experimental, pois conserva mecanismos muito semelhantes aos de armazenamento,
liberacdo e a recaptacdo de neurotransmissores com os mamiferos, possui um sistema
serotoninérgico, com cerca de 40 neur6nios por hemisfério cerebral, ¢ uma membrana
transportadora de serotonina que mostra propriedades farmacoldgicas amplamente similares
aos humanos (JIANG et al., 2017; O'KANE, 2011). Portanto para mensurarmos respostas
vélidas relacionadas a um comportamento tipo depressivo em Drosophila melanogaster,
utilizamos o teste de nado forcado, indicador de resignacdo que tem como finalidade detectar
o comportamento semelhante ao desespero comportamental em animais submetidos ao
protocolo de estresse cronico. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o efeito terapéutico de -
orizanol sobre o modelo de estresse cronico moderado e imprevisivel em machos de
Drosophila melanogaster.

2. METODOLOGIA

2.1. Materiais e Condicoes de Cultura

O y-oryzanol foi adquirido de Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Tokyo, Japan).
Foram utilizadas moscas da fruta Drosophila melanogaster tipo selvagem (Harwich), estas
foram mantidas em incubadora com temperatura controlada de 25 °C e umidade de 30-50%
em ciclo claro/escuro de 12 horas, alimentadas com meio padrdo (farinha de milho, levedura,
germe de trigo, sacarose, leite em p6 e metilparabeno).

2.2. Delineamento experimental e estresse cronico leve imprevisivel (CUMS)



Moscas macho adultas de 1 a 4 dias de idade foram submetidas ao esquema CUMS
concomitante com o tratamento com y-orizanol durante 10 dias. O y-orizanol (ORY) foi
diluido em sacarose a 1% (veiculo) e teve uma concentra¢do final de (25uM). As moscas
foram divididas em 4 grupos com 50 moscas cada: (1) Controle, (2) CUMS, (3) ORY (25
uM), (4) ORY (25 uM) + grupo CUMS . Para implementar o paradigma CUMS de acordo
com (ARAUJO et al., 2018), as moscas foram submetidas a varios estressores de forma
cronica e imprevisivel incluindo: privagdo de sono pela reversao do ciclo claro/escuro,
inani¢do (5% sacarose), exposicao ao frio (-5 °C) por 30 minutos e exposi¢ao ao calor (36 °C)
por 4 horas.

2.3. Analise Comportamental e Neuroquimica

O comportamento locomotor das moscas foi avaliado de acordo com o teste de campo
aberto descrito por HIRTH, (2010) quatro experimentos independentes foram realizados. E o
teste de nado forgcado, onde foram utilizados recipientes que continham 4 mL de dodecil
sulfato de sodio a 0,04%. Cada mosca foi colocada no recipiente e iniciada a cronometragem
de 3 minutos em tempo real, foi determinando a sua laténcia até a primeira imobilidade, o
tempo de imobilidade e o nimero de combates contra o estado de inércia. Dez moscas foram
testadas para cada grupo experimental, e cinco experimentos independentes foram realizados
(NECKAMEYER & NIETO, 2015). Foram analisados os niveis de serotonina na cabeca das
moscas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Quatro experimentos independentes
foram realizados (DALPIAZ et al., 2007).

2.4. Analise estatistica

Foi realizada utilizando andlise de varidncia ANOVA de uma via seguida de teste post
hoc de Newman Keuls. A estatistica descritiva foi expressa como a média (s) = S.D. Valores
de probabilidade menores que 0,05 (P <0,05) foram considerados estatisticamente
significantes. O software GraphPad Prism versado 6 foi usado para realizar essas analises.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise post-hoc mostrou que o comportamento locomotor no teste de campo aberto
de machos adultos foi semelhante em todos os grupos experimentais (Figura 1). A ANOVA
de uma via ndo revelou interagdo entre CUMS e ORY (25uM) [F3.12) = 0,5851, P = 0,6362].
Este resultado €é benéfico, uma vez que ndo demonstra nenhum possivel -efeito
psicoestimulante ou fatigante em nenhum dos grupos experimentais, o que invalidaria os
demais testes.

Em relacdo ao teste de nado forcado (Figura 2A-C) a andlise post-hoc demonstrou que
as moscas expostas ao CUMS apresentaram um maior tempo de imobilidade em relacdo ao
controle (Figura 2B), e o grupo tratamento (ORY 25 uM + CUMS) previne esse quadro de
maneira significativa em relacdo ao grupo CUMS. O tempo de laténcia para a primeira
imobilidade (Figura 2A) e o nimero de combates (Figura 1C) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos. A ANOVA de uma via revelou interacdes significativas entre
os grupos, no tempo de imobilidade das moscas [F (3,16) = 5,806, P = 0,0070; Figura 2B], mas
ndo demonstra diferencas significativas entre os grupos na laténcia para a primeira
imobilidade [F 16) = 1,595, P = 0,2352; Figura 2A] e ntimero de combates [F3.16) = 1,144, P
= 0, 3616; Figura 2C]. As moscas expostas ao estresse apresentaram um maior tempo de
imobilidade em relagdo ao grupo controle induzindo assim a percep¢dao de que qualquer
evento precoce ou estressante a0 modelo estudado, pode causar efeitos nocivos e danosos a
sua cinesia, de forma que essa resposta comportamental é resultada de uma ameacga induzida
por aquele efeito causado, semelhante a uma intimidacdo ambiental caracterizado por
desespero comportamental em Drosophila (RANG et al., 2003; NECKAMEYER & NIETO,



2015). O teste de nado forcado € um modelo amplamente utilizado para a avaliagao da
atividade antidepressiva de compostos e o tratamento com ORY (25uM) demonstra sua
possivel capacidade de reverter esta medida de desespero. Ao avaliar os niveis de SHT na
cabeca das moscas a andlise post hoc mostrou que a exposicao de moscas ao CUMS causou
uma reducdo destes niveis na cabe¢ca de moscas em compara¢do com o grupo de controle.
Moscas tratadas com ORY (25uM) e concomitantemente expostas a CUMS demonstraram a
restauracdo parcial dos niveis serotoninérgicos (Figura 3). ANOVA de uma via revelou uma
interacdo significativa nos niveis de SHT na cabegca das moscas entre os grupos [Fg312) =
28,66; P <0,0001; Figura 3]. A exposi¢ao de moscas ao CUMS causa uma reducido nos niveis
de SHT constatando a perspectiva que os niveis alterados influenciem possiveis modificacdes
comportamentais na mosca, demonstrando que a resposta dos complexos deste
neurotransmissor respondem conforme o efeito danoso causado ao invertebrado. Junto a isso
foi demonstrado a parcial eficidcia de diminuicdo destes niveis por conta do ORY (25uM),
referenciando possiveis efeitos dos marcadores antidepressivos que sdo usados em humanos,
atuando diretamente na secre¢ao funcional desta monoamina (VISMARI et al., 2008).

Figura 1 — Avaliacao da atividade locomotora de Drosophila melanogaster
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Figura 1. Efeito do estresse cronico moderado e imprevisivel (CUMS) em moscas macho de
Drosophila melanogaster tratadas com y-orizanol (ORY 25 pM) na distancia (cm) percorrida
no teste de campo aberto. Os valores sdo fornecidos como média + SD. Significincia
determinada pela andlise da variancia (ANOVA) seguida do teste post- hoc de Newman
Keuls.

Figura 2 - Teste de nado forcado de Drosophila melanogaster
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Figura 2. Efeito do estresse cronico moderado e imprevisivel (CUMS) em moscas macho de
Drosophila melanogaster tratadas com y-orizanol (ORY 25 uM) no teste de nado forcado.



Laténcia para a primeira imobilizacdo (Gréfico A), Tempo de Imobilidade (Grifico B),
Nimero de Combates (Grafico C). Os valores sdo fornecidos como média + SD. Significancia
determinada pela andlise de andlise da varidancia (ANOV A), seguida pelo teste post- hoc de
Newman Keuls. * Diferenga significativa em relacdo ao grupo controle; # Diferenca
significativa entre CUMS e ORY + CUMS (P <0,05).

Figura 3 - Niveis de serotonina (SHT) em Drosophila melanogaster
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Figura 3. Efeito do estresse cronico moderado e imprevisivel (CUMS) no nivel de serotonina
(5HT) em moscas macho de Drosophila melanogaster tratadas com y-orizanol (ORY 25 uM).
Os valores sdao fornecidos como média + SD. Significincia determinada pela analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Newman Keuls. *Diferenca significativa
em relacdo ao grupo controle; # Diferenga significativa entre CUMS e ORY + CUMS (P
<0,05).

4. CONSIDERACOES FINAIS

As moscas submetidas ao CUMS desenvolveram alteraces em seus niveis de
serotonina (SHT) gerando assim, uma relacdo de mudanca em seu comportamento habitual
resultado em maior tempo de imobilidade no teste de nado forcado o que € caracterizado
como desespero comportamental, ao ser submetida a um novo ambiente ou desafio.
Houveram melhoras significativas com a utilizacdo de ORY (25 puM), originando uma
resposta positiva prevenindo parcialmente a diminuicdo dos niveis de SHT bem como foi
efetivo em diminuir o tempo de imobilidade no teste de nado forcado. Tomados em conjunto
nossos resultados ORY (25 puM) pode nos fornecer um tratamento vidavel sob o CUMS,
possibilitando, assim, efeitos satisfatorios na terapia como um antidepressivo uma vez que, €
um composto natural obtido do 6leo do farelo do arroz, e deve ser livre de efeitos adversos,
além de ter bom custo beneficio.
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