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“O sucesso frequentemente esta apenas a uma idéia de distancia.”

(Frank Tyge)
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Resumo

O floroglucinol € um composto fendlico precursor de diversas moléculas
com atividades biologicas ja descritas na literatura, com destaque para a
antidepressiva. O modelo experimental com zebrafish tem sido bastante
utilizado em varias linhas de pesquisa biol6gica, como, por exemplo, para
avaliacao da atividade anticonvulsivante. A partir de estudos que mostram uma
correlacdo entre compostos antidepressivos e anticonvulsivantes, nosso grupo
administrou floroglucinol e dois derivados sintéticos (Composto 4 e Composto
5) em zebrafish para observacdo da atividade locomotora e exploratéria no
‘open tank” e, posteriormente, a avaliacdo através do modelo convulsivo
induzido por pentilenotetrazol (PTZ). O comportamento dos animais néo sofreu
alteracdo em relagcdo ao controle para nenhum dos compostos testados. O
Composto 5 aumentou significativamente (p<0,001) a laténcia para a convulsao
além de demonstrar que 0s peixes se recuperam mais rapido da crise
convulsiva (p<0,01). Planeja-se, entdo, investigar mecanismos de acdo para

esta atividade, além de realizar a sintese de novos compostos.

Palavras-chave: floroglucinol;  zebrafish; PTZ; “open  tank”,

anticonvulsivante; antidepressivo.



1. Introducéo

Os compostos fendlicos compreendem um grupo heterogéneo de
substancias, umas com estruturas quimicas relativamente simples e outras
complexas. Esses compostos sdo vastamente utilizados em diversas éareas,
como na producdo de polimeros, explosivos, estabilizantes, sendo que muitos
apresentam atividades bioldgicas importantes. O floroglucinol 1 (1,3,5-
trildroxibenzeno) é um composto fendlico, precursor de diversas moléculas com
atividades bioldgicas ja descritas na literatura. Dentre as atividades mais
importantes podemos destacar a antimicrobiana (Rocha et al.,, 1996),
antialérgica (Daikonya et al.,, 2002), antiinflamatoria (Ishiia et al., 2003),
antioxidante (Lee et al., 2003; Rosa et al., 2007), antiviral (Fritz et al., 2007),
anticancerigena (Ito et al., 2000; Kong et al., 2010) e neuroprotetora contra a
doenca de Alzheimer (Griffith et al., 2010). Entretanto, a atividade mais
estudada para esta familia de compostos € a atividade antidepressiva (Rego et
al., 2007; Franklin et al.,, 2004; Stein et al., 2012). Como exemplo destes
derivados (figura 1), podemos citar alguns compostos extraidos de Hypericum
sp., como uliginosina B 2 (dose-resposta de 10 mg/kg no teste de natacao
forcada em roedores (Ferraz et al., 2002), composto HC1 (Viana et al., 2005) e
a hiperforina 3 (dose-resposta de 4 mg/kg no teste de suspenséo pela cauda

em roedores (Chatterjee et al., 1998; Muller et al., 1998).
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Figura 1: Floroglucinol 1 e derivados uliginosina B 2 e hiperforina 3.

Durante alguns anos, estudos sugeriram que 0s medicamentos
antidepressivos possuiam propriedades pré-convulsivas (Jobe et al., 2005).
Mais recentemente, houve evidéncias do papel anticonvulsivante para o0s
antidepressivos mais seletivos, de nova geracéo (Kanner et al., 2009; Clinckers
et al., 2005; Preskorn et al., 199; Bagdy et al., 2007).

A epilepsia € uma disfuncdo neuroldgica decorrente de um desequilibrio
dos processos excitatorios e inibitorios (Avoli et al., 2005; Pitkanen et al., 2009).
Esta patologia atinge mais de 50 milhdes de pessoas no mundo. A cada ano,
ocorrem 2,4 milhdes de novos casos de convulsdo (WHO, 2012). Nesse
sentido, cresce a importancia da investigacdo de novos compostos capazes de
minimizar os efeitos nocivos da convulsdo, além da busca por novos modelos
experimentais para o estudo desta patologia.

Fevale e colaboradores em 2003 e Specchio e colaboradores em 2004

descreveram que o citalopram, um antidepressivo comumente utilizado, diminui



cerca de 50% a remissao de crises convulsivas em 9 dos 11 pacientes
avaliados com epilepsia refrataria, mostrando-se tdo eficaz como outros
anticonvulsivos. Com base nesses dados, torna-se de grande interesse a
pesquisa do potencial de atividade anticonvulsiva de compostos derivados do
floroglucinol. Nove compostos foram sintetizados e avaliados previamente para
a atividade antidepressiva através do teste de suspensdo pela cauda
apresentando mesma atividade em dose equimolar aquela da imipramina
(Duarte et al., 2012).

Para a realizacdo dos testes, optou-se pela metodologia utilizando
zebrafish. O zebrafish, ou “paulistinha”, € um pequeno teledsteo que mede de 3
a 4 cm, tem peso em torno de 0,35 g e pertence a familia Cyprinidae. Como um
vertebrado relativamente simples, o zebrafish possui muita similaridade
fisiologica com os seres humanos, permitindo aos pesquisadores investigar 0s
mecanismos relevantes para a patogénese humana, bem como novas
estratégias de tratamento (Shin et al., 2002). Atualmente o zebrafish tem sido
aplicado como modelo em estudos de genética, biologia do desenvolvimento,
teratologia, comportamento, toxicologia e neurociéncias (Vascotto, 1997). O
pequeno espaco requerido para a manutencdo dos animais, 0 baixo custo e a
praticidade para screening em larga escala (Lieschke e Currie, 2007) séo
algumas das caracteristicas que tornam o zebrafish atraente nas pesquisas
biomédicas. Desta forma, pode-se acelerar a descoberta de novos compostos
gue possam servir como novas estratégias terapéuticas (Stern e Zon, 2003).

O pentilenotetrazol (PTZ) € um composto pré-convulsivante comumente
utiizado em modelos experimentais cronicos e agudos de epilepsia. O

mecanismo de acdo do PTZ baseia-se na diminuicdo da funcdo GABAérgica do
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Sistema Nervoso Central (Corda et al., 1992) atuando através do antagonismo
do receptor GABAa (Olson et al., 1981).

Tendo em vista o que foi apresentado, este trabalho teve por objetivo
avaliar o comportamento e alguns parametros da crise convulsiva induzida por
PTZ em zebrafish submetidos ao pré-tratamento com o floroglucinol e dois

diferentes derivados obtidos sinteticamente.

2. Materiais e métodos

1.1. Animais

Zebrafish adultos (3 a 6 meses de idade), machos e fémeas, foram
obtidos comercialmente (Delphis, RS) e aclimatizados por duas semanas antes
dos experimentos. Os animais foram mantidos em aquéario de 50 L, aerado,
com temperatura controlada (26+2°C) e com um ciclo de 12 horas claro/escuro.
Os peixes foram alimentados duas vezes por dia com comida comercial (Alcon
BASIC, Brasil) em flocos e manipulados de acordo com o Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de

Etica no Uso Animal (CEUA), sob o nimero 22.214.

1.2. Quimica

O produto de partida floroglucinol foi adquirido comercialmente na forma
anidra da marca Sigma Aldrich. A sintese dos compostos 4 e 5 foi monitorada
através de cromatografia em camada delgada (CCD) em placas de silica-gel 60
Fas4 Merck, e os compostos foram visualizados através de luz ultravioleta em

254nm. Os compostos tiveram suas estruturas quimicas elucidadas através
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dos dados de ressonancia magnética nuclear e espectroscopia de massas.
Tais dados de elucidacao estrutural ndo estdo apresentados neste trabalho,

pois ainda sao confidenciais e estao sujeitos a patente.
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Figura 2: Floroglucinol 1 e derivados 4 e 5.

2.2. Preparacao dos compostos

Para a solubilizacdo dos compostos utilizou-se agua MilliQ e
polissorbato 80 (Vetec) na concentracdo de 5%, com auxilio de ultrassom. Para
cada composto, prepararam-se duas doses: 6,0 e 60 mg/kg. Para compor o

controle do teste, utilizou-se uma solugéao contendo 5% de polissorbato 80.

2.3. Aparatos e procedimento experimental
Os animais foram aleatoriamente retirados do aquario e transferidos,
individualmente, para um confinamento cilindrico contendo tricaina (160

ug/mL), onde permaneceram por aproximadamente um minuto, para anestesia.

Posteriormente, procedeu-se a administracdo de 10 uL de cada amostra via
intraperitoneal (i.p.). Apés 10 minutos de recuperacdo da anestesia em béquer
com agua, cada animal foi cuidadosamente levado até o “open tank”, um
tanque trapezoidal de vidro (23,9 x 28,9 x 15,1 cm e 15,9 cm de diagonal),
conforme a figura 3, contendo 1,5 L de agua tratada com AquaSafe. Os perfis

comportamentais de cada animal foram observados e filmados durante dez
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minutos. As dimensdes deste aparato sdo similares as previamente descritas
para o teste de atividade locomotora e exploratéria (Rosemberg et al., 2011;
Wong et al., 2012; Cachat et al., 2010; Grossman et al., 2010).

O “open tank” foi virtualmente dividido em trés areas horizontais iguais
(fundo, meio e topo) para avaliar a atividade exploratoria vertical, como
demonstra a figura 3 (B). Uma webcam (Microsoft LifeCam 1.1 com Auto-
Focus) foi posicionada a 40 cm do “open tank” para monitorar a localizacéo e o
nado dos animais. A camera € conectada a um computador para a gravacao e
andlise dos videos, através do software ANY-Maze, aplicando a tecnologia de
video-tracking. Para uniformizar o ambiente de analise e aumentar o contraste
do animal em relagéo ao aparato de teste, este foi cercado com papel amarelo
(Rosemberg et al., 2011). Desta forma foi possivel avaliar parametros como:
distancia percorrida, velocidade de nado, laténcia para entrada no topo, tempo
de permanéncia no topo e tempo imével no aparato.

Passados os dez minutos de avaliacdo comportamental no “open tank”,
o mesmo peixe foi transferido para um aquério contendo PTZ (10 mM; Sigma
Aldrich) onde procedeu-se a indugdo da convulsdo. Durante vinte minutos o
zebrafish foi filmado e observado. Dessa forma obtivemos os dados de laténcia
para a crise convulsiva. Posteriormente, os peixes foram transferidos para um
béquer contendo 400 mL de agua tratada (AquaSafe) e observados por trés
horas a fim de obter o tempo necessario para o peixe voltar ao comportamento
de nado normal. Este é definido como o tempo em que o peixe se encontra em
“escore 0” (nado curto, preferencialmente no fundo do aquério) e permanece

deste modo até o final da observagéao.
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Figura 3: (A) llustracdo do tanque de vidro trapezoidal (“‘open tank”) e suas dimensdes

especificas. (B) Divisédo virtual do tanque em trés areas (fundo, centro e topo).

2.4. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como médias + desvio padrdo e analisados
por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida por teste Tukey, de
comparacdes multiplas. As diferencas foram consideradas significativas

guando p<0,05.

3. Resultados

3.1. Efeito do floroglucinol e seus derivados sobre a atividade locomotora

e exploratoria

Considerando os dados de literatura que indicam que alguns compostos
antidepressivos também apresentam acgdo anticonvulsivante, e considerando
nossos resultados prévios, dois derivados do floroglucinol foram sintetizados e
avaliados em modelo de PTZ em zebrafish.

Inicialmente, foi realizada a avaliacdo comportamental diante do pré-
tratamento com floroglucinol, Composto 4 e Composto 5 administrados via i.p.

em zebrafish, no aquario trapezoidal conforme descrito anteriormente. N&o
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houve diferenca estatistica em nenhum dos parametros e doses analisados

(figura 4).
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Figura 4: Efeitos comportamentais do tratamento i.p. com floroglucinol (n=9), Composto 4
(n=9) e Composto 5 (n=7) no aparato “open tank”. (A) Distancia percorrida pelo animal
(metros), (B) tempo no topo (s) e (C) tempo imével (s). Os resultados estdo expressos em

média * desvio padréo.

3.2. Efeitos do floroglucinol e seus derivados sobre crises convulsivas
induzidas por PTZ
Para verificar os efeitos dos compostos na protecdo da convulsdo aguda

induzida por PTZ em zebrafish, o tempo de laténcia da crise convulsiva e o
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tempo necessario para o peixe retomar o seu nado normal (“escore 0”) foram
mensurados. Visualizando a figura 5, percebe-se que o tratamento com
floroglucinol n&o alterou significativamente a laténcia para a convulsdo. Para o
Composto 4 nao foi observado efeito significativo. J& o Composto 5 apresentou
uma alteracao significante para a dose de 60 mg/kg, aumentando o tempo para

0 inicio da crise convulsiva (p<0,001).
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Figura 5: Efeitos do floroglucinol 1 (n=9), Composto 4 (n=9) e Composto 5 (n=7) sobre o tempo
de laténcia (s) para a primeira crise convulsiva induzida por PTZ (10 mM) em zebrafish.

***pn<0,001. Teste estatistico. ANOVA de uma via seguida de teste comparativo de Tukey. Os

resultados estao expressos em média + desvio padrao

A figura 6 ilustra os dados referentes ao tempo necessario para o
“‘escore 0”. Na dose de 60 mg/kg, o floroglucinol mostrou aumento do tempo
necessario para 0s animais retornassem ao nado normal (p<0,05). O
Composto 4 ndo mostrou alteracdo significativa em nenhuma dose e o
Composto 5, em 60 mg/kg, reduziu significativamente a laténcia (p<0,01),
mostrando que 0s animais atingem mais rapidamente as caracteristicas de

nado normal apds a crise convulsiva.
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Figura 6: Laténcia (min) para o retorno ao nado normal apés a inducdo convulsiva por PTZ em
zebrafish tratados com floroglucinol 1 (n=9), Composto 4 (n=9), e Composto 5 (n=7) via i.p.

*p<0,05, **p<0,01. Teste estatistico: ANOVA de uma via seguida de teste comparativo de

Tukey. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao.

4. Discussao

Neste estudo buscamos avaliar os efeitos do floroglucinol e de dois
derivados sintéticos no modelo de convulsédo aguda induzida por PTZ, devido a
atividade antidepressiva de seus derivados previamente demonstrada (Stein et
al., 2012; Duarte et al., 2012), tendo em vista a correlacdo estabelecida pela
literatura entre farmacos antidepressivos e a¢ado anticonvulsivante (Vermoesen
et al.,, 2011). A fim de examinar possiveis implicacbes comportamentais, 0s
animais foram submetidos ao “open tank”, que se assemelha ao campo aberto
realizado em roedores (Rosemberg et al., 2011) a fim de verificar atividade
locomotora/exploratoria, sendo um teste muito utilizado para o estudo da
psicologia animal em ciéncias basicas por fornecer informac¢des sobre o
comportamento geral (Walsh et al, 1976; Crawley, 1985). A locomoc¢éo ou
atividade natatoria € um importante parametro para verificacdo comportamental
em peixes (Blaser et al.,, 2010). As avaliagbes comportamentais feitas em
zebrafish considerando a preferéncia do mesmo por determinado espaco do
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aquario denotam alteragcbes no perfil exibido pelo peixe em resposta ao
composto testado. Esta analise pode levar ao conhecimento da atividade
bioldgica de novos compostos (Barros et al., 2008).

Nossos resultados demonstram que a distancia total percorrida pelo
animal ndo sofreu alteracao significativa, comparada ao controle experimental,
para nenhum dos tratamentos. Isto demonstra que o floroglucinol, 0 Composto
4 e o Composto 5 ndo afetaram a atividade locomotora e exploratéria dos
peixes nas doses testadas. Os dados de velocidade média (m/s) também foram
mensurados (dados ndo mostrados), e corroboraram com o0s resultados de
distancia percorrida. Desta forma, podemos inferir que 0s compostos né&o
causaram sedacao ou hiper-locomoc¢ao nos animais.

Outra variavel mensurada no teste do “open tank” € o tempo de
permanéncia dos animais na por¢cao superior do aquario. Em nossos resultados
nao foi observado alteracéo neste parametro. Para alguns autores, este dado
seria equivalente ao tempo de permanéncia dos roedores no centro do campo
aberto (Gerlai et al., 2000; Levin et al., 2007; Blaser et al., 2009).

A busca de novos anticonvulsivantes requer modelos adequados para
realizar o rastreamento de um grande numero de compostos potencialmente
ativos. Devido ao baixo custo e a possibilidade de testar um grande numero de
animais rapidamente, o zebrafish surge como um modelo convulsivo
complementar, promissor para a descoberta de novos compostos nesse campo
(Berghmans et al., 2007).

Nossos resultados mostraram uma potencial atividade protetora da
convulsao para o Composto 5, o qual aumentou a laténcia para o animal atingir

a primeira crise convulsiva e, além disso, diminuiu 0 tempo necessario para a
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recuperagédo da crise retornando ao nado normal. Ainda referente ao Composto
5, podemos sugerir que sua acgao esta envolvida com o sistema nervoso central
e nao periférico, visto que no teste comportamental do “open tank” os animais
mantiveram as caracteristicas normais de atividade locomotora e exploratéria,
sem comprometimento da funcdo motora periférica.

Kondziella e colaboradores (2007) descreveram que ha evidéncias de
que a epilepsia e a depressdo possuem mecanismos fisiopatol6gicos comuns,
tais como déficits na neurotransmissao noradrenérgica e 5-serotoninérgica,
hiperexcitabilidade, e metabolismo da glicose, além do funcionamento e
perturbacao do eixo hipotadlamo-hipofise adrenal. O estudo de Smolders e
colaboradores (2008) destacou a elevagéao dos neurotransmissores dopamina e
serotonina no hipocampo como responsavel pela relacao entre antidepressivos
e anticonvulsivantes. Entretanto ainda ndo é possivel afirmar sobre qual
mecanismo de neurotransmisséo estaria envolvido na acdo anticonvulsiva do
Composto 5. Para isso, estudos adicionais buscando um possivel mecanismo
de acdo sdo necessarios, além da realizacdo de testes com outras moléculas

sinteticamente derivadas do floroglucinol.

5. Conclusao

A sintese de compostos eficazes contra as crises convulsivas torna-se
importante para a busca de medicamentos capazes de minimizar essa
manifestacdo. O Composto 5 mostrou efeito anticonvulsivante no modelo da
inducao convulsiva por PTZ em zebrafish na dose de 60 mg/kg, sem alterar as

caracteristicas de locomocéo e exploracdo no “open tank”, além de demonstrar
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que os peixes tiveram recuperacdo pos-convulsdo mais ripida nesta mesma
dose.
Desta forma, nossos resultados contribuem para a busca de compostos

potencialmente ativos frente a crises convulsivas induzidas por PTZ.
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