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[bookmark: _Hlk35201486]RESUMO
[bookmark: _Hlk35201887]A ansiedade é uma doença incapacitante, caracterizada como transtorno psiquiátrico. O uso de medicamentos para o tratamento promove efeitos colaterais, assim a busca por novos compostos farmacológicos são importantes. Os fitoquímicos presentes nas plantas apresentam uma boa atuação no Sistema Nervoso Central (SNC) promovendo efeito ansiolítico em modelos animais. O objetivo desse trabalho foi avaliar o extrato etanólico das folhas T. Subulata na reversão do quadro ansiogênico em Zebrafish adulto. Após o pré-tratamento com os extratos a maior concentração apresentou um efeito semelhante ao efeito ansiolítico-símile no teste de claro escuro. Assim são necessários mais estudos para investigação dos possíveis mecanismos de ação.
Palavras-chaves: Ação ansiolítica, T. subulata Sm., Zebrafish adulto.

[bookmark: _Hlk35202518]ABSTRACT
Anxiety is a disabling disease, characterized as a psychiatric disorder. The use of drugs for treatment promotes side effects, so the search for new pharmacological compounds is important. Phytochemicals present in plants have a good performance in the Central Nervous System (CNS) promoting anxiolytic effect in animal models. The objective of this work was to evaluate the ethanolic extract of T. Subulata leaves in reversing the anxiogenic picture in adult Zebrafish. After pre-treatment with the extracts, the highest concentration had an effect similar to the anxiolytic-like effect in the dark light test. Thus, further studies are needed to investigate possible mechanisms of action.
Key words: Anxiolytic action, T. subulata Sm., Zebrafish adult.

INTRODUÇÃO
[bookmark: bb0295]A ansiedade é considerada uma das principais causas de incapacidade relacionada à saúde mental (DALEN et al., 2020), podendo ser descrita como uma condição psiquiátrica que promovem respostas fisiológicas e comportamentais inadequadas ao comportamento humano (DUARTE et al., 2019), trazendo prejuízos físicos, emocionais e socioeconômico. A disponibilidade de uma farmacoterapia para transtornos de ansiedade são falhas, e a busca de novos fármacos se faz necessário para o tratamento dessa doença ( NARASINGAM, VIJEEPALLAM, MOHAMED & PANDY, 2017).
Um variedade de fitoquímicos, com alcalóides , terpenos, flavonoides, ácidos fenólicos, lignanas ,cinamatos e saponinas encontrados em extratos de plantas, atuam no Sistema Nervoso Central (SNC), apresentando efeitos ansiolíticos e interagindo com receptores do ácido γ-aminobutírico A, receptores serotoninérgicos, sistemas noradrenérgicos e dopaminérgicos , receptores de glutamato e receptores canabinóides, testados para ansiedade em modelos animais (FEDOTOVA et al., 2017). A Turnera subulata Sm. é uma planta encontrada no Nordeste do Brasil, descrita como invasora e conhecida popularmente como chanana. Utilizada para o tratamento de diabetes, hipertensão, dor e inflamação (VILHENA et al., 2010; BRITO et al., 2012), com a presença de diversos fitoquímicos (SARAVANAN et al., 2018) que apontam para um potencial farmacológico.
Compostos com potencial farmacológico tem sido testado para ansiedade em modelo animal alternativo ao uso de roedores, o Zebrafish (Danio rerio) (STEWART et al., 2014). Entre as vantagens do Zebrafish podemos apontar o sequenciamento completo do seu código genético e uma alta homologia genética e fisiológica com o ser humano, além de neurotransmissores conservados, o que permite uma investigação do efeito neurotóxico e comportamental de diferentes fármacos (MAXIMINO et al., 2011; MÜLLER et al., 2017). Os testes de campo aberto e claro escuro padronizados a partir da metodologia utilizada em roedores são considerados válidos para a análises desse comportamento ansiogênico (MAXIMINO et al., 2010; AHMAD e RICHARDSON, 2013; STEWART et al., 2012), e nos permite investigar a ação de novas drogas.
Deste modo, o objetivo deste trabalho foi investigar o potencial ansiolítico do extrato etanólico das folhas de T. subulata Sm (EtFoTsu) através dos testes de campo aberto e claro escuro em modelo Zebrafish adulto (ZFa) (Danio rerio).

MATERIAL E MÉTODOS
Animais: Os peixes ZFa selvagens, foram comprados em loja especializada (Fortaleza, Ceará), em seguida foram aclimatados em aquário de vidro com água trata com anticloro, à temperatura de 25 ± 2ºC, com ciclos de claro e escuro por 24 horas. O trabalho foi aprovado no Comitê de Ética para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Ceará (#7210149/2016). 
Teste de campo aberto: Animais (n=6/grupo) foram tratados, via oral (v.o) com EtFoTsu (0,1, 0,5, 1 mg/mL; 20 µL), veículo (DMSO 3%) e diazepam (1 mg/mL; 20 µL). Um grupo de animais (n=6/grupo) sem tratamentos (Naive). Após 1 hora os animais foram adicionados em placas de Petri (10 x 15 cm), marcadas com quatro quadrantes e analisada a atividade locomotora através da contagem do número de cruzamento de linhas (CL) por 5 minutos (MAGALHÃES et al., 2017).
[bookmark: _Hlk35200826]Teste de Claro e Escuro: Foi realizado num aquário de vidro (30 x 15 x 20 cm) com uma zona clara e escura, preenchido com 3 cm de água tratada com anticloro e livre de drogas (GEBAUER et al., 2011). Os animais (n=6/grupo) foram tratados, via oral, com o EtFoTsu (0,1, 0,5, 1 mg/mL; 20 µL), veículo (DMSO 3%) e diazepam (1 mg/mL; 20 µL). Um grupo de animais (n=6/grupo) sem tratamentos (Naive). Após 1h os animais, foram adicionados na zona clara do aquário e foi avaliada a permanência na zona clara (%PZC), por 5 minutos.
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. 6.0. O nível de significância estatística foi estabelecido em 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSÕES
Para os animais tratados com EtFoTsu (0,1, 0,5, 1,0 mg/mL; 20 µL; v.o.) apresentaram CL variando de 50% a 36%. Todas as doses de EtFoTsu causaram alteração no sistema locomotor dos animais, com CL significativamente (p<0,0001) diferente do Naive (CL =100%), controle (Fig. 1A). Esses resultados sugerem uma possível ação ansiolítica ou relaxante nos animais causada pelo extrato. O teste de campo aberto é um teste preliminar para a avaliação de drogas com potencial farmacológicas em Zebrafish adulto (MAGALHÃES et al., 2017). 
[image: ]
Fig. 1A. O campo aberto com extrato etanólico das folhas de Turnera subulata em zebrafish (Danio rerio) foi aplicado de 0-5min. Naive - animais não tratados.  Veículo – DMSO 3% (20 µL; v.o.). DZP – Diazepam (1,0 mg/mL; 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<0,001 vs. Naive ou Veículo # #p<0,01 vs. DZP). Os números acima de cada coluna indicam porcentagem dos Cruzamentos de Linha na placa (%CL).

Os EtFoTsu apresentaram efeito ansiolítico-símile, pois os ZFa tratados com (0,1 mg/mL; 0,5 mg/mL e 1 mg/mL; 20 µL; v.o.), Fig. 2B, permaneceram maior parte do tempo de análise na zona clara (PZC EtFoTsu = 54%; 56%; 86%, respectivamente), significantemente (p<0,0001) diferente do Naive e Veículo. O EtFoTsu 1 mg/mL não apresentou diferença significativa para o efeito ansiolítico-símile significantemente (p<0,05) semelhante ao diazepam (1 mg/mL; 20 µL; v.o.; PZCDZP = 95%) (Fig.1B). O teste de claro escuro, é caracterizado na ansiedade pela aversão inata do Zebrafish ao ambiente claro (GEBAUER et al., 2011), sendo extremamente sensível aos tratamentos farmacológicos (STEWART et al., 2012).

[image: ]
Fig. 1B. Efeito ansiolítico-símile do extrato etanólico das folhas de Turnera subulata em zebrafish (Danio rerio) adulto no teste do claro e escuro (0-5min). Naive - animais não tratados.  Veículo – DMSO 3% (20 µL; v.o.). DZP – Diazepam (1,0 mg/mL; 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<0,001 vs. Naive ou Veículo # #p<0,01 vs. DZP). Os números acima de cada coluna indicam porcentagem de permanência na zona clara (%PZC).

CONCLUSÃO
Os resultados apontam para um possível efeito sedativo/relaxante muscular do extrato etanólico das folhas T. subulata Sm. Porém, mais estudos são necessários para investigar as atuações desse extrato no S.N.C. dos zebrafish adulto.
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