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RESUMO
A ansiedade é um transtorno comportamental complexo e multidimensional e vem sendo estudada na neurociência afim de compreender como os circuitos neuronais e outros mecanismos potencialmente modulam este comportamento. O presente trabalho objetivou investigar a possível participação dos receptores serotoninérgicos 5-HT1 e 5-HT2A/2C no efeito ansiolítico-símile das folhas de espinheira santa (M. ilicifolia, Celastraceae; EEtFoES) em zebrafish (Danio rerio) adulto. ZFa machos e femeas  (60-90 dias; 0.3 ± 0.2 g; n=6/grupo) foram tratados via oral (v.o.) com o pizotifeno (antagonista 5-HT1 e 5-HT2A/2C; 32 mg/kg), 30 minutos antes de EEtFoES (40 mg/kg; i.p.) ou fluoxetina (Flx; 0,05 mg/kg; i.p.). Posteriormente, os animais foram adicionados individualmente na zona clara do aquário e o bloqueio do efeito ansiolítico-símile foi quantificado como porcentagem de permanência na zona clara (%PZC), durante (0-5min) de análise, no Teste do Claro & Escuro. O estudo recebeu aprovação da CEUA-UECE (#7210149/2016). Como resultado, o pré-tratamento com pizotifeno (32 mg/kg; 20 µL; v.o.) reverteu significantemente (p<0,0001) o efeito ansiolítico-símile do extrato EEtFoES (40 mg/kg; 20 µL; i.p.) e da fluoxetina (Flx; 0,05 mg/kg; 20 µL; i.p.). Os resultados obtidos nesse trabalho são relevantes pois reporta os primeiros relatos do potencial ansiolítico da Maytenus ilicifolia frente ao zebrafish (Danio rerio) adulto. 

Palavras-Chaves: Espinheira santa. Ansiolítico-Simile. Sistema serotoninérgico 5-HT1 e 5-HT2A/2C.
ABSTRACT
Anxiety is a complex and multidimensional behavioral disorder and has been studied in neuroscience in order to understand how neuronal circuits and other mechanisms potentially modulate this behavior. The present study aimed to investigate the possible participation of serotonergic receptors 5-HT1 and 5-HT2A/2C in the anxiolytic-like effect of holy thorn leaves (M. ilicifolia, Celastraceae; EEtFoES) in adult zebrafish (Danio rerio). Male and female ZFa (60-90 days; 0.3 ± 0.2 g; n = 6/group) were treated orally (v.o) with pizotifene (5-HT1 and 5-HT2A / 2C antagonist; 32 mg / kg), 30 minutes before EEtFoES (40 mg/kg; i.p.) or fluoxetine (Flx; 0.05 mg / kg; i.p.). Subsequently, the animals were added individually to the clear zone of the aquarium and the blockage of the anxiolytic-like effect was quantified as a percentage of permanence in the clear zone             (% PZC), during (0-5min) of analysis, in the Claro & Escuro Test. The study received approval from CEUA-UECE (# 7210149/2016). As a result, pretreatment with pizotifene (32 mg / kg; 20 µL; vo) significantly reversed (p <0.0001) the anxiolytic-like effect of EEtFoES extract (40 mg / kg; 20 µL; ip) and fluoxetine (Flx; 0.05 mg / kg; 20 µL; ip). The results obtained in this work are relevant because it reports the first reports of the anxiolytic potential of Maytenus ilicifolia against adult zebrafish (Danio rerio).
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INTRODUÇÃO
A ansiedade é um transtorno comportamental complexo e multidimensional e vem sendo estudada na neurociência afim de compreender como os circuitos neuronais e outros mecanismos potencialmente modulam este comportamento (KALUEFF et al., 2017). Dentre os sistemas de neurotransmissão envolvidos na expressão de comportamentos relacionados à ansiedade, o sistema serotoninérgico tem sido amplamente estudado. A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), é uma monoamina, produto da biossintese do aminoácido L-Triptofano, e atua como importante neurotransmissor nas funções orgânica (VEDOVATO et al., 2014). 
Segundo Sarris (2017), a utilização de determinadas plantas medicinais pode agir de maneira eficiente e segura como ansiolíticos. Entre as famílias botânicas com potencial para a produção de fármacos, recebe destaque a Celastraceae com cerca de 1.200 espécies distribuídas nas regiões tropicais e subtropicais (CARVALHO, 2011) e, dentre estas, a Espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek), planta amplamente utilizada na medicina popular, onde diversos estudos corroboram suas atividades farmacológicas, antioxidante, antiespasmódica, anti-inflamatória, diurética, antiácida, anticancerígena e cicatrizante (ALMEIDA et al., 2015;  SIEGEL et al., 2016; CACCIA-BAVA et al., 2017). 
[bookmark: _Hlk34739517]O Zebrafish (Danio rerio) tem sido utilizado como modelo em neurociência comportamental, incluindo pesquisas envolvendo o cérebro e psicofarmacologia (HARRO, 2018; FERREIRA et al., 2019). Baseando-se no exposto, o presente trabalho objetivou investigar a possível participação dos receptores serotoninérgicos 5-HT1 e 5-HT2A/2C no efeito ansiolítico-símile das folhas de espinheira santa (M. ilicifolia, Celastraceae) em zebrafish (Danio rerio) adulto.
MATERIAL E MÉTODOS
Para a preparação dos extratos etanólicos, utilizaram folhas da Espinheira Santa comercializada (Vovó Nize®, GTIN/EAN: 7898557171037) no Mundo Verde, uma loja de Produtos Naturais, em Fortaleza-CE, com a eluição do etanol 70% como solvente orgânico, e após 96h de extração a frio, foram realizadas filtrações simples e o extrato mantido em banho-maria (50±2°C) para evaporação total do solvente. 
Analise in vivo
Zebrafish (Danio rerio) adulto, selvagens, ambos os sexos com idade de 60-90 dias, tamanhos de 3.5 ± 0.5 cm e peso 0.3 ± 0.2 g foram obtidos da Agroquímica: Comércio de Produtos Veterinários LTDA, um fornecedor em Fortaleza (Ceará, Brasil). O estudo foi desenvolvido no Laboratório de Bioprospecção de Produtos Naturais e Biotecnologia (LBPNB), Universidade Estadual do Ceará, CECITEC, Tauá, Ceará e aprovado pela Comissão de Ética do Uso de Animais (CEUA-UECE), sob o Nº 7210149/2016.
Os testes com zebrafish foram realizados baseando-se em metodologias propostas por Magalhães et al. (2017). No dia dos experimentos, os peixes foram selecionados randomicamente, transferidos para uma esponja úmida, tratados com a amostra teste ou controle, via intraperitoneal (i.p.). Em seguida, foram acondicionados individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150 mL de água do aquário para repouso. Para os tratamentos foram utilizadas seringas de insulina (0,5mL; UltraFina-BD) com agulha de caliber 30G.
O efeito da amostra sobre o sistema serotoninérgico do peixe-zebra foi avaliado por meio do Teste Claro & Escuro (TCE) após pré-tratamento com o antagonista serotoninérgico pizotifeno (Piz; antagonista 5-HT1 e 5-HT2A/2C) (BENNEH et al., 2017). Foram utilizados 7 grupos de animais (n=6/grupo): Grupo 1- naive (sem tratamento), Grupo 2- tratado somente com o veículo salina 0,9% (20 µL; v.o.), Grupo 3- tratado somente com o antagonista serotoninérgico pizotifeno (32 mg/kg;20 µL; v.o), Grupo 4- tratado somente com EEtFoES (40 mg/kg; i.p.), Grupo 5- tratado somente com o controle positivo fluoxetina (Flx; 0,05 mg/kg; i.p.), Grupo 6- tratado com o antagonista + EEtFoES, Grupo 7- tratado com o antagonista + Flx. Os grupos 6 e 7 foram previamente tratados com o antagonista e após 15 min foi administrado EEtFoES 40 mg/kg (20 µL; i.p.) e Flx 0,05 mg/kg; (20 µL; i.p.), respectivamente. Após 30 min dos tratamentos, os ZFa foram submetidos ao Teste do Claro & Escuro e o efeito ansiolítico-símile foi quantificado como porcentagem de permanência na zona clara (%PZC), durante 5 min (GEBAUER et al., 2011).
Os resultados foram expressos como valores da média ± erro padrão da média para cada grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de distribuição e homogeneidade dos dados, as diferenças entre os grupos foram submetidas à análise de variância (ANOVA unidirecional), seguido do teste de Tukey. Todas as análises foram realizadas com o software GraphPad Prism v. 6.01. O nível de significância estatística será estabelecido em 5% (p<0,05).
RESULTADOS E DISCUSSÃO

[bookmark: _Hlk5549253]O presente estudo investigou a relação entre a EEtFoES e os 5-HT, mostrando que o pré-tratamento com o pizotifeno, antagonista dos 5-HT1 e 5-HT2A/2C, anulou o efeito da EEtFoES in vivo.  O pizotifeno (32 mg/kg; v.o.) versus EEtFoES (40 mg/kg; i.p.) ou fluoxetina (Flx; 0,05mg/kg; i.p.) reduziu (**** p < 0,0001) ocasionado pela diminuição da permanência dos animais na zona clara (F6,35 = 18.00; Fig. 1). Assim, a reversão por pré-tratamento com pizotifeno sugere um possível envolvimento do sistema serotoninérgico 5-HT1 e 5-HT2A/2C nos efeitos ansiolíticos do EEtFoES.












Figura 1. Efeito do pizotifeno sob o efeito ansiolítico-símile do EEtFoES em zebrafish (Danio rerio) adulto no Teste do Claro & Escuro (0-5min). Naive- animais não tratados; Piz- pizotifeno (32 mg/kg; v.o.). EEtFoES – Extrato das folhas da Espinheira-santa (40 mg/kg; i.p.); Flx – Fluoxetina (0,05 mg/kg; i.p.). Veículo – salina 0,9% (20 µL; v.o.). Os valores representam a média ± erro padrão da média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey (****p<0,0001 vs. Naive ou Veículo; # # # p<0,0001 vs. EEtFoES ou Flx). 
O comportamento de ansiedade no TCE está positivamente associado aos níveis extracelulares de 5-HT. Nossos resultados corroboram com os de Benneh et al, (2017), Ferreira et al., (2019), Lira et al., (2020) e Gonçalves et al., (2020), que analisaram o efeito dos antagonistas de receptores seletivos de serotonina na reversão ansiolítica-símile de zebrafish adulto. 
CONCLUSÃO
Os resultados obtidos nesse trabalho são relevantes pois reporta que o efeito ansiolítico-símile do fitoterápico espinheira santa (Maytenus ilicifolia)  é modulado pelo sistema serotoninérgico 5-HT1 e 5-HT2A/2C.
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