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RESUMO

Epilepsia ¢ atualmente a quarta doenga neuroldgica mais ocorrente no mundo que
afeta todas idades, sendo caracterizada principalmente pela presenga de crises convulsivas
recorrentes em curto tempo. A enfermidade também esta relacionada a quadros de depressao e
seu tratamento ¢ afetado pelos antidepressivos devido a possiveis interagdes geradas com os
farmacos e as proprias crises. O citalopram foi escolhido neste estudo como representante dos
antidepressivos para avaliar a sua interagdo sobre a taxa de recuperacdo das crises no modelo
para®! de Drosophila melanogaster, a qual apresenta crises similares a de humanos e
fenotipo fortemente caracteristico. Testes referentes a toxicidade e indugdo de crise foram
realizados para demonstrar os efeitos do citalopram sobre as moscas. Segundo a primeira
analise, as diferentes doses ndo apresentaram toxicidade significante (P<0.05) em relagdo ao
controle. O teste de indug¢do de crise apos o tratamento com citalopram de forma aguda e
cronica demonstrou resultados diversos em diferentes periodos de tempo analisados, contudo

de forma geral a administragdo do farmaco reduziu a taxa de crises nas moscas de forma

significativa (P<0.05) com base nos testes estatisticos.

Palavras-chave: epilepsia, citalopram, Drosophila melanogaster
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1. INTRODUCAO

1.1. Epilepsia: um breve conceito

Epilepsia ¢ um conjunto de desordens neuroldgicas que caracterizadas por crises
convulsivas idiopaticas e recorrentes (BLUME et al., 2001; PANAYIOTOPOULOS, 2010).
Dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) mostram que aproximadamente 50 milhdes
de pessoas no mundo sdo epilépticas. A maior parte desses pacientes, 80% deles, residem em
paises com baixo indice de desenvolvimento humano (IDH) e ndo tem tratamento adequado
disponivel. Esta condicao esta associada a problemas sociais € economicos, ¢ acompanhada
de estigma social e exige maiores gastos para uma condi¢do de vida satisfatoria (MOSHE et
al., 2015).

As crises convulsivas podem afetar qualquer pessoa, podendo ser secundarias a uma
outra doenca ou idiopatica. Varias condi¢des predispde a ocorréncia de crises convulsivas,
desde o desbalango entre a neurotransmissdo excitatoria e inibitéria (RANG et al, 2015),
mutacoes em receptores neuronais (HAWKINS et al., 2011), encefalopatias (KORENKE et
al., 2004), fatores genéticos (NAKAYAMA, 2009) até processos inflamatorios (VEZZANI et
al., 2011).

O termo “epilepsia” deriva do grego epilambanein, “tomar” ou “possuir”’, porque
acreditava-se na cultura grega que convulsdes eram manifestagdes do sobrenatural e
possessdes demoniacas. Em meados de 400 A.C, Hipdcrates em seu texto “A doenga sagrada”
foi o primeiro a atribuir que os sintomas das crises eram algum tipo de doenca natural
relacionada ao encéfalo sem nenhuma relacdo a algo divino. Contudo seus estudos nao

avancaram para explicar suas causas (PANAYIOTOPOULOS, 2010).



Durante a Idade Média, ela foi relacionada a bruxaria e muitas pessoas foram
perseguidas por apresentar a doenca (MASIA; DEVINSKY, 2000). Apenas em meados do
século passado € que as pessoas com epilepsia comecaram a receber tratamentos adequados
para sua condi¢do. Apesar disso a muitos ainda eram tratados como loucos e sofriam dentro
de manicomios sob condigdes precarias (MASIA; DEVINSKY, 2000). Estes fatores
influenciaram muito no atraso do desenvolvimento de praticas médicas para tratamento desta
patologia. Atualmente varias organizagdes, como a International League Against Epilepsy
(ILAE) e [International Bureau for Epilepsy (IBE), procuram incentivar os estudos
relacionados a doenga e reduzir o seu estigma.

De acordo com as atuais defini¢des as crises convulsivas s3o desencadeadas por
despolarizagdo anormal de uma populacdo neuronal por desequilibrio entre fatores
excitatorios e inibitérios (CHEN et al, 2017). De modo geral, quando a despolarizagdo afeta
apenas um hemisfério cerebral, denomina-se “crise com inicio local”. J4 a sua propagacao a
outras regides do encéfalo caracteriza-se por ser uma “crise generalizada” (KORFF;
SCHEFFER, 2013).

O tratamento atual da epilepsia ocorre, preferencialmente, pela administracdo de
drogas anticonvulsivantes como a fenitoina (FT), o fenobarbital (FB), a carbamazepina (CBZ)
e o acido valproico (AVP) (HANAYA; ARITA, 2016). Tais drogas modulam o equilibrio
entre os neurotransmissores excitatorios e inibitdrios por agdo em receptores especificos,
normalmente canais i6nicos voltagem-dependentes.

E frequente a comorbidade de epilepsia com transtornos mentais. Um dos transtornos
mentais mais frequentes ¢ a depressdo. As crises convulsivas afetam a plasticidade neural e
predispde a sintomas negativos relacionados ao humor, afeto e relagdo social no paciente. Por
isso ¢ frequente a utilizagdo de antidepressivos em associagdo aos antiepilépticos

(SPECCHIO et al., 2004).



1.2. Citalopram e os inibidores seletivos de recaptacio de serotonina

A classe de farmacos inibidores seletivos de recaptagdo de serotonina (ISRS) sdo
compostos antidepressivos que atuam inibindo o transportador pré-sinaptico de serotonina (do
inglés, SERT). Antes de sua descoberta estavam disponiveis para tratamento de depressao
apenas os farmacos inibidores de monoamino-oxidase (IMAQ) e os antidepressivos triciclicos
(BALL; KILOH, 1959; GIBAS, 1953; LOPEZ-MUNOZ; ALAMO, 2009; SANDLER, 1990).

Visto o controverso perfil de seguranca dos IMAQO’s e dos efeitos colaterais
secundarios dos ATC’s, pesquisadores e empresas farmacéuticas promoveram estudos para
desenvolver drogas que atuassem de forma especifica sobre a inibi¢do da recaptacdo das
monoaminas (HANNON; HOYER, 2008).

A fluoxetina surgiu entdo como o primeiro representante dos ISRS desenvolvida pela
companhia americana Eli Lilly em 1974 (CARLSSON; LINDQVIST, 1969). Sob o codinome
“LY-110140”, o seu protétipo foi testado e demonstrou ser 6 vezes mais potente ¢ 100 vezes
mais especifico sobre a recaptacao de serotonina que as outras classes (WONG et al., 1974).
Com estes achados, a fluoxetina foi inicialmente distribuida na Bélgica e posteriormente
aceita pela Food and Drugs Administration (FDA), organizacdo que regulamenta
medicamentos e alimentos nos Estados Unidos, e enfim disponibilizada ao mercado
americano (LOPEZ-MUNOZ; ALAMO, 2009).

Em 1971, o Citalopram surgiu como derivado do Talopram (Lu 03-010) pela
farmacéutica Lundbeck ao procurar por novos farmacos antidepressivos. Seu precursor se
mostrou ser eficiente no bloqueio da recaptagdo de NA em testes in vitro, porém na triagem
de testes clinicos mostrou ter um perfil de induzir os pacientes a pensamentos suicidas e por

isso foi descontinuado(CARLSSON et al., 1969). O Citalopram (Lu 10-171) por sua vez se



mostrou mais potente em bloquear a recaptacdo de 5-HT e apresentar melhor perfil de
seguranca (HYTTEL, 1978).

Neste século, os ISRS sdo a primeira via de tratamento contra a depressdo pois, de
modo geral, apresentam melhor perfil de seguranca devido ao seu design racionalizado,
demonstrando que seus efeitos colaterais tendem a ser correlacionados ao elevagdo de
serotonina na fenda sinaptica (CIPRIANTI et al., 2018; FERGUSON, 2001; HIERONYMUS et
al.,, 2017). O Citalopram ¢ atualmente comercializado tanto como racemato ou como
escitalopram, produto que contém apenas o enantiomero S(+)-citalopram demonstrado como

a forma mais potente sobre a inibi¢do SERT (SANCHEZ, 2006).

1.3. Citalopram e sua relacido com a epilepsia

Desde sua descoberta, os primeiros antidepressivos ja levantavam alguns
questionamentos sobre seu perfil de seguranca para utilizagdo. Em meados de 1970 ja se sabia
que alguns dos antidepressivos inibidores de monoamino-oxidase inibiam irreversivelmente
ambas de suas isoformas A e B e poderiam causar hipertensdo, baixa absor¢ao de tiramina e
até o quadro de sindrome serotoninérgica caso em associagdo com outros farmacos ou
precursores que elevavam a disponibilidade da serotonina na fenda sindptica (LOPEZ-
MUNOZ; ALAMO, 2009).

Com o advento dos ISRS e o desenho racional de farmacos, certos efeitos colaterais
considerados perigosos dos antigos farmacos reduziram substancialmente. Contudo, estudos
comparativos em pessoas que possuem certas patologias e consomem ISRS surgiram a fim de
procurar evidéncias de sua seguranca ou relatar interagdes (LOPEZ-MUNOZ; ALAMO,

2009).



Pesquisas recentes mostraram a capacidade citotoxica de certos ISRS sobre células
tumorais (SAKKA et al., 2017), da atua¢do em recuperar memorias de curto prazo na Doenga
de Alzheimer (BARTELS et al.,, 2018; ZHANG et al., 2018), da importancia sobre a
modulacdo da resposta inflamatéria (SACRE et al.,, 2010; VEZZANI et al., 2011), da
capacidade de modular a expressdo génica em Drosophila melanogaster e de sua relagdo com
a epilepsia (VERMOESEN et al., 2012).

Ao se tratar das interagdes do ISRS com a epilepsia nota-se controvérsia em sua
utilizagdo para tratamento de depressdo em pacientes epilépticos. Alguns trabalhos na
literatura indicam relag@o bidirecional entre as vias envolvidas na depressdo e epileptogénica
fazendo ligagdo entre serotonina, receptores serotoninérgicos, acido gama-aminobutirico
(GABA) e o glutamato (KANNER, 2011). Em um dos primeiros estudos em relacdo ao tema,
pesquisadores demonstraram significativa elevagdo dos niveis de 5-HT no encéfalo de ratos
apds o tratamento com varios tipos de farmacos anticonvulsivos (BONNYCASTLE;
GIARMAN; PAASONEN, 1957).

Em relagcdo a serotonina existem 7 tipos de receptores 5-HT distribuidos em todo o
organismo humano. Sua nomenclatura ¢ representada por 5-HT seguida pelo nimero
subscrito do tipo de receptor junto ao subtipo (5-HTia, 5-HT2c, por exemplo). Seis tipos de
receptores estdo acoplados a proteina G (5-HT1245,), desses: Trés estdo acoplados a proteina
Gs (5-HT4e,7); Dois estdo acoplados a proteina Gi (5-HT\5) e um acoplado a proteina Gq (5-
HT2). O receptor 5-HT3 esta acoplado a canal i6nico ativado por ligante e tem efeito
primordialmente excitatério (HANNON; HOYER, 2008).

O Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) disponibiliza a via
serotoninérgica em humanos e nota-se a atuagdo da 5-HT sobre os diversos de seus receptores

pré e pos-sinapticos (Figura 1) de forma ilustrada.
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Figura 1: Via de liberacio e aciio da 5-hidroxiptamina (5-HT) em humanos. Nota-se a sua fungéo
inibitéria nos auto-receptores 5-HT g sobre a sua propria liberagdo como também nos receptores pos-sinapticos
5-HT1ar e 5-HTs. induzindo no final da cascata de ativacdo a neuroprotegdo, plasticidade neural e expressdo
génica. Sua funcdo excitatoria fica determinada pela ativacdo dos receptores pos-sinapticos SHT467 pelas
proteinas Gs e por SHT> por Gq, os quais induzem principalmente as mesmas caracteristicas neuroprotetoras

descritas anteriormente. Fonte: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).
1.4. Drosophila melanogaster: um incrivel modelo animal
A mosca-da-fruta ou como ¢ cientificamente nomeada, Drosophila melanogaster ¢ um

organismo modelo que contribuiu fervorosamente -e ainda o faz- para o avango do estudo da

genética e medicina moderna. O modelo ganhou grande destaque a partir das pesquisas sobre



hereditariedade liderada por Thomas Hunt Morgan e seus alunos, A.H Sturtevant; C.B.
Bridges; H.J. Muller em 1910 na Universidade da Columbia. Morgan e seu grupo
conseguiram demonstrar, com o primeiro mapa genético, que os genes estavam organizados

linearmente em uma ordem (ARIAS, 2008).

Mais tarde, juntamente a pesquisas envolvendo ndo-disjuncdo cromossdmica,
postulou-se que a hereditariedade era devido a transferéncia dos genes que por sua vez eram
parte dos cromossomos (ARIAS, 2008). Nao obstante, Morgan foi laureado com o prémio
Nobel de Fisiologia ¢ Medicina em 1933 pela sua teoria da hereditariedade cromossomica e
Muller, seu aluno, recebeu-o mais tarde em 1946 por demonstrar o efeito mutagénico que a

radiagdo ionizante causa sobre os mesmos (RUBIN; LEWIS, 2000).

As pesquisas com a mosca-da-fruta ndo se mantiveram apenas no enfoque da genética
classica. Como modelo, a Drosophila se mostrou valiosa por apresentar requisitos favoraveis
para seu estudo devido ao seu pequeno porte, elevado niimero de individuos por geracao,
curto tempo de vida, baixo custo de manutencdo e possui varias similaridades com os
processos bioldgicos humanos (PANDEY; NICHOLS, 2011).

O sucesso da espécie no estudo de diversas patologias ja ¢ muito bem documentado na
literatura, os exemplos variam desde pesquisas da Doenga de Alzheimer (CHAKRABORTY
et al., 2011), da depressao (RIES et al., 2017) de processos inflamatorios (IGAKI et al., 2002)

e até de quadros epilépticos (LOSCHER, 1997; PARKER et al., 2011).

1.5. Drosophila melanogaster como modelo de crises epilépticas

Existem aproximadamente 17 linhagens consideradas sensiveis a crises convulsivas de

Drosophila melanogaster disponiveis (SARAS et al., 2016). Consegue-se encontrar no



Bloomington Drosophila Stock Center 15 linhagens Uinicas sensiveis a crises convulsivas por

diversos fatores (Tabela 1).

Gene (Mosca) Fenétipo mutante (Mosca) Ortélogo humano
couch potato (cpo) Sensivel a choques mecanicos Proteina de ligagdo ao RNA com multiplos
splicings
Easily shocked (eas) Sensivel a choques mecanicos Etanolamina quinase (ETNK1)
ether a go-go (eag) Sensivel a choques mecanicos Canais de potassio voltage-dependente
jitterbug (jbug) Sensivel a choques mecanicos filaminas
kazachoc (kec) Sensivel a choques mecanicos Transportadores de potéssio/cloro
knockdown (kdn) Sensivel a choques mecanicos Citrate sintase
Letml1 | e LETM1
paralytic (para) Sensivel a choques mecanicos Canais de sodio voltagem-dependente
seizure (sei) Sensivel a temperatura Canais de potassio voltagem-dependente
Shaker (Sh) Problemas comportamentais/coordenagdo Canais de potassio voltagem-dependente

shaking B (shakB)

Problemas comportamentaais/coordenagéo

Proteinas gap junction

slamdance (sda)

Sensivel a choques mecanicos

Alanil aminopeptidase (ANPEP)

slowpoke (slo)

Sensivel a temperatura

Canais de potassio/calcio

stress-sensitive B (sesB)

Sensivel a choques mecanicos

Translocador de nucleotideo de adenina

technical knockout (tko)

Sensivel a choques mecanicos

Proteina ribossomal mitocondrial S12

(MRPS12)

Tabela 1: Linhagens de Drosophila melanogaster sensiveis a crises convulsivas. A primeira coluna

refere-se ao gene afetdo que caracteriza o fendtipo mutante na segunda coluna, enquanto que a terceira coluna

refere-se aos

produtos dos

genes ortdlogos em

ttps://bdsc.indiana.edu/stocks/hd/seizures.html. Adaptado.

humanos

relacionados. Acesso:

Os individuos da linhagem bss' demonstram ser relevantes para a pesquisa, visto que

suas crises se assemelham em quase sua totalidade a crises convulsivas generalizadas em
humanos. Apresenta um tipo de crise intratavel e de natureza agressiva, visto que as moscas
passam aproximadamente 4 minutos entre episddios convulsivos tonico-clonicos e paralisia

(PARKER et al., 2011).



Considerando aspectos moleculares, a linhagem foi originada a partir de uma mutagao
pontual induzida pelo metano sulfonato de etila (do inglés, EMS), composto altamente
mutagénico que, neste caso, gerou alteragdo na posicdo 5069pb (C > T) do gene para
(paralytic) codificante do canal de s6dio voltagem dependente Nav1-1 contendo, por sua vez,
mudanc¢a do aminoécido lisina na posi¢do 1676 para fenilalanina (L1676F) (PARKER et al.,
2011).

Aspectos comportamentais como alimentagdo, acasalamento, geotaxia e fototaxia que
se mantém semelhantes ao tipo selvagem, ou seja normais, sendo que o fenotipo epiléptico
caracteristico ocorre apenas devido a choques-mecanicos provocados (PARKER et al., 2011).

A Nay em Drosophila melanogaster ¢ homologa a subunidade alfa 1 dos canais de
sodio voltagem-dependentes (SCN1A) em humanos. Tais subunidades sdo responsaveis por
transportar ions de sddio ao interior celular a partir da sua ativagao por potencial elétrico. Sao
compostas por 4 dominios homologos (DI — DIV), sendo cada um dividido em 6 segmentos
transmembrana (S1 — S6). Analises moleculares indicam que o segmento S4 trabalha como
voltimetro para a corrente elétrica, enquanto a drea entre os segmentos S5 e S6 atua como o

proprio poro (PARKER et al., 2011).

= QU | gk Qll| 19K I
) Q\’J"J \ :

L\Lk

bang! TNt paralysis tonic-clonic recovery recovery
selzure SelZure
Figura 2: Esquema comportamental da linhagem mutante para®!. Apos um estimulo (BANG!), a
mosca entra em uma crise convulsiva inicial (1) seguido por um periodo de paralisia (2) que posteriormente

retorna com crises do tipo tonico-clonico (3 e 4) e finalmente, comeca a se recuperar ao estado normal (5 e 6).

Este comportamento perdura por aproximadamente 3 a 5 minutos. Adaptado de Parker et al., 2011.



10

Perspectivamente ¢ necessario um teste voltado aos efeitos agudos e cronicos do
citalopram sobre a crise epiléptica, além da validacdo com dados por andlise da expressao
génica e biofisicos por avaliagdo do potencial de acdo dos neuronios das moscas tratadas em
relacdo as nao tratadas.

A partir de tais observagdes, o presente estudo se justifica por se utilizar de um modelo
animal representativo da crise epiléptica intratavel em humanos para se avaliar os efeitos

agudos e cronicos do citalopram sobre a taxa de crises convulsivas induzidas.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Demonstrar os efeitos modulatérios do citalopram sobre as crises convulsivas
induzidas na linhagem para®! de Drosophila melanogaster como um modelo de epilepsia

para humanos.

2.2. Objetivos especificos

bssl como bom

Contribuir com dados cientificos para validacio do modelo para
representante de crise epiléptica;

Observar os efeitos toxicos do citalopram sobre a vida da mosca;

Observar os efeitos danosos causados pela inducao de crise repetidamente;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Moscas e sua alimentacgio

Para todos os experimentos descritos neste trabalho, foram utilizadas moscas da

linhagem para®®!

de Drosophila melanogaster. Para sua expansdo, as moscas foram
alimentadas com meio padrdo bloomington. O meio de puré enriquecido foi utilizado como

substrato para administragdo das doses de citalopram de forma oral nas moscas.

3.2. Teste de sobrevivéncia

Foram coletadas moscas jovens da linhagem para®s!

com intervalo de 0 a 5 dias apos a
eclosdo e divididas em 5 grupos. Cada grupo foi subdividido em triplicatas, que por sua vez,
continham aproximadamente 20 moscas em cada. O grupo controle recebeu o meio de puré
enriquecido dissolvido em 5ml de agua (veiculo). Para os grupos de tratamento adicionou-se
ao meio puré solucdo de citalopram diluido em dgua destilada nas concentragdes 0,625mM,
1,25mM, 2,5mM e 5,0mM.

Apo6s a administragdo das doses oralmente (alimentagdo no meio), a quantidade de
mortes foi contabilizada em cada dia de experimento até que ndo houvessem mais individuos

nos vials e a partir disto foi plotado um grafico de sobrevivéncia no software GraphPad Prism

(versdo 7.0).
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3.3. Teste de inducao de crise

Foram coletadas 225 moscas da linhagem para®®!

contendo de 0 a 5 dias pos-eclosdo e
distribuidas igualmente entre 4 grupos de tratamento e 1 grupo controle, todos em triplicata.
Todos o0s grupos receberam como substrato 1g meio puré enriquecido. Nos grupos de
tratamento foram administrados volumes de SmL em concentra¢des de: 0,625mM, 1,25mM,
2,5mM, e SmM, de citalopram, respectivamente. Ja o grupo controle recebeu SmL de agua

destilada (veiculo). O meio foi trocado a cada 72 horas para manter a biodisponibilidade de

citalopram.

Apbs 24, 48, 120, 168 horas a crise convulsiva foi induzida por 10 segundos de
vortexagem no equipamento (Equipamento) de acordo com o protocolo proposto (HOWLETT
et al., 2013). A partir disto foi contabilizado o nimero de moscas que retornaram da crise nos

tempos de 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 segundos.

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism (versdao 7.0). Cada grafico
(moscas que retornaram versus tempo) foi plotado para cada dia de testes. A analise dos
resultados foi realizada por one-way ANOVA com teste post hoc Tukey para distribui¢des
paramétricas e por teste Kuskal-Wallis com post hoc Dunn’s para distribuicdes nao
paramétricas. Para a determinacdo da distribui¢do dos dados, foram realizados os testes de

normalidade de D’ Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Sminork.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teste de sobrevivéncia

B / 40 \
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Figura 3: Grafico de sobrevivéncia de para®™! apo6s tratamento com citalopram. (A) evidenciando

todos os tratamentos (0,625mM; 1,25mM; 2,5mM; 5,0mM) e o grupo veiculo. (B) Representa a area sobre a
curva (AUC) respectivos dos tratamentos em (A).

A andlise estatistica por ANOVA na area sobre a curva ndo indicou diferenca
significativa para nenhuma concentra¢do usada (p<0,05). Visualmente, de forma geral os
tratamentos com citalopram induziram certa mortalidade no inicio do teste, contudo o tempo

total de sobrevida das moscas da linhagem para®*!

se manteve semelhante (aproximadamente
25 dias) para todos os grupos.

Sdo escassos na literatura, dados que indicam a agdo de antidepressivos com a
modula¢do da sobrevida dos modelos utilizados. No modelo de Caenorhabditis elegans, dois
estudos controversos indicaram que a utilizagdo de ISRS tanto diminuia relativamente o

tempo de vida do verme (ZARSE; RISTOW, 2008) quanto aumentava em outras

circunstancias (PETRASCHECK; YE; BUCK, 2007).
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Considerando que as doses utilizadas neste trabalho ndo surtiram efeitos toxicoldgicos

visiveis, pode-se testar todas as doses para avaliar o efeito sobre a modulagdo de crise

epiléptica.

4.2. Teste de inducao de crise

Os dados referentes a 24, 48 e¢ 120 horas de tratamento demonstraram distribui¢ao

gaussiana pelos testes de normalidade D’Agostino-Pearson (n amostral pequeno para 24 e

48horas), Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Sminork. A partir de 168 horas de tratamento, os

dados passaram a ter distribuicdo ndo-paramétrica devido a reducdo do nimero de moscas a

partir do aumento da mortalidade.
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Figura 4: Resultados do tempo de crise epiléptica na linhagem para®s!. Apos a administragio do

citalopram por via oral o teste de indugédo foi realizado para A) em 24 horas, B) 48 horas, C) 120 horas e D) 168
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horas. Foram estatisticamente significantes (P<0,05) em relagdo ao veiculo por ANOVA seguido por teste de
Tukey: (A) 0,625mM (**%*); 1,25mM (¥***); 2,5mM (**); 5,0mM (****); (B) 1,25mM (***); 2,5mM (***);
5,0mM (¥*); (C) 1,25mM (*); 5,0mM (**); e por Kruskal-Wallis seguido por teste de Dunn’s: (D) 0,625mM (*);

2,5mM (¥); 5,0mM (¥***),

Em 24 horas (Figura 4A), a one-way ANOVA com teste post hoc de Tukey dos dados
mostrou diferenca significativa (p<0,05) entre as médias para todos os grupos tratados em
relagdo ao controle. A taxa de recuperagdo dos tratamentos se manteve entre 60 a 80% no
inicio do teste, enquanto que no controle 40% das moscas retornaram da crise no tempo
inicial. Observa-se a crescente melhora das taxas de recuperacdo dos grupos tratados durante
a passagem de tempo, indicando que a administracdo do citalopram nas doses determinadas
foi eficaz em reduzir a crise.

Os resultados obtidos a partir de 48 horas de tratamento (Figura 4B) demonstraram
que os grupos 1,25mM; 2,5mM e 5,0mM tiveram significativa (p<0,05) redu¢do da taxa de
recuperacdo em relagdo ao controle por one-way ANOVA com teste post hoc de Tukey.
Contudo comparando-se a variagdo do niimero de moscas recuperadas desde o inicio até o
final do teste se observa graficamente que os tratamentos dessas doses conseguiram reduzir
substancialmente a quantidade de moscas em crise ao passar do tempo em contraste ao grupo
controle e menor dose (0,625mM), onde o nimero de moscas recuperadas se mostrou
relativamente similar por todo o teste.

Estatisticamente os resultados obtidos a partir do tratamento de 120 horas (Figura 4C)
demonstraram diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo controle e os grupos 1,25mM e
5,0mM por ANOVA com teste post hoc de Tukey. Apesar do resultado estatistico, observa-se

graficamente que os grupos de 5,0mM e 0,625mM tiveram maior taxa de moscas recuperadas.
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Tal fato remete certa semelhanca com os resultados obtidos apds 24 horas de
tratamento, em comparagdo aos grupos 1,25mM; 2,5mM e controle, onde se observa uma
menor taxa de moscas recuperadas.

Para o tratamento ap6s 168 horas (Figura 4D), a analise estatistica de Kruskal-Wallis
com teste post hoc de Dunn’s demonstrou que os grupos 0,625mM; 2,5mM e 5,0mM tiveram
diferenga significativa em relacdo ao controle (P<0,05).

Analiticamente, no inicio do teste, as moscas de todos os grupos tiveram relevante
piora na crise epiléptica em comparagdo aos outros dias, isto ¢ evidenciado pelas taxas
diminutas de moscas recuperadas para todos os grupos (<30%, exceto 5,0mM que demonstrou
>35%), vide o grupo controle que em média nenhuma mosca retornou até 150 segundos de
avaliagdo. Contudo, ¢ importante observar que os grupos 0,625mM e 5,0mM tiveram

diferenga de 80 e 70% de moscas recuperadas entre o final do teste e o inicio em comparagao

aos outros grupos que a diferenca foi menor que 10%.

4.2.1. Resposta aguda do tratamento com citalopram

Sabe-se que o citalopram atua de forma inibitoria sobre o receptor SERT em questdao
de minutos ou horas, contudo a resposta antidepressiva ¢ favorecida apenas apos semanas ou
meses de tratamento (RANG; DALE, 2007).

Em humanos, o primeiro impacto da inibi¢ao seria o aumento da disponibilidade de 5-
HT na fenda sindptica que rapidamente atuaria ativando os seus receptores neuronais pos-
sinapticos, contudo um mecanismo de feedback negativo € iniciado no momento em que a
serotonina se liga aos auto-receptores 5-HTa.

O 5-HTa € um receptor acoplado a proteina G inibitoria (Gi) e sua ativagdo induz uma

cascata de transducdo de sinal que leva a inibicdo da enzima Adenilato Ciclase (AC),
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induzindo diminui¢do dos niveis de AMP ciclico (AMPc¢) que por sua vez induz a diminuigdo
da secrecao de vesiculas contendo 5-HT (RANG; DALE, 2007).

A comparacdo dos resultados entre 24 e 48 horas de tratamento na mosca indica
relacdo da possivel agdo anticonvulsivante da 5-HT com o mecanismo farmacoldgico agudo
do citalopram induzindo, em um primeiro momento, aumento nos niveis da monoamina e
posteriormente a acao do feedback negativo, diminuindo o nivel da 5-HT e consequentemente
reduzindo os efeitos anticonvulsivantes.

Na figura, em C ¢ observado reversdo do quadro de 48 horas onde os grupos tratados
com doses de 1,25mM e 5,0mM (estatisticamente) e 0,625mM (visualmente) obtiveram
melhora na taxa de recuperacdo. Tal observacdo pode estar relacionada a possivel
neuroadapta¢do inicial do tratamento, como dessensibilizagdo dos receptores 5-HTia, tanto
como a afinidade ou agdo das diferentes concentragdes sobre o organismo da mosca.

O presente estudo corrobora com dados da literatura, onde evidenciam que o aumento
concentragdo de 5-HT na fenda sindptica melhora o quadro epiléptico com a provavel
ativacdo de moduladores ou receptores capazes de reduzir a crise em diversos modelos
animais.

Alguns dados indicam as respostas celulares e farmacoldgicas do aumento de 5-HT na
fenda sinaptica a partir da utilizacdo de antidepressivos ja foram descritas por induzirem
hiperpolarizagdo de neurdnios glutamatérgicos por ativagdo de receptores 5-HTia e
despolarizacdo de neurdnios GABAérgicos e serotoninérgicos por ativagdo de 5-HT2c e 5-
HT3 em diferentes circuitos no encéfalo de modelos murinos (BAGDY et al., 2007).

Foi demonstrado que a ativacdo do receptor 5-HTia gera efeitos anticonvulsivantes
apos tratamento com citalopram (CLINCKERS et al., 2004). Outro estudo utilizando técnicas

de clonagem e agonistas de receptores 5-HT, demonstrou sua participagdo em modular a
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ativacdo de receptores GABAA no cortex pré-frontal de ratos por mecanismo de proteina
quinase C (PKC) (FENG et al., 2001; RIES et al., 2017).

Em um estudos utilizando o modelo GEFR, demonstrou-se grande liberacdo de
serotonina no hipocampo dos ratos apos tratamento com o antiepiléptico carbamazepina (CZ)
(DAILEY et al., 1997). Mostrando a potencial fun¢do deste neurotransmissor em modular de
alguma forma a crise epiléptica.

Em contraste existem relatos de caso demonstrando a indugdo de crises convulsivas
em pacientes que possuiam altos niveis de metabdlitos apds o uso excessivo de doses de
ATC’s. Outros estudos indicam que a atuagdo do receptor 5-HT>c controversamente tem
importante participacdo na formagao da crise epiléptica induzida por cocaina em roedores
(DELL et al., 2000). Enquanto que um estudo sugere que a ativagao dos receptores 5-HT3, 5-
HT2A/C e 5-HT1A por agonistas nao produz efeitos anticonvulsivantes (WATANABE et al.,
2000) .

Apesar de a maioria dos estudos relacionando a acdo de 5-HT e crises convulsivas
terem sido realizados em modelos mamiferos como camundongos, a Drosophila
melanogaster compartilha similaridades com humanos quanto a algumas classes de receptores
serotoninérgicos como 5-HTia, 5-HTis, 5-HT2c, 5-HT7 (HEN, 1992; HUSER et al., 2017).

Além disso existe relativa similaridade entre os sistemas nervosos centrais de moscas €
de seres humanos no que se diz respeito a quantidade de neurotransmissores e alguns tipos
celulares compartilhados entre os dois organismos. Em conjunto com a diversidade de
ferramentas disponiveis atualmente, possibilita-se que a Drosophila seja um organismo

modelo valido para o estudo de doencgas neurologicas em humanos (SHULMAN et al., 2003).
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4.2.2. Resposta cronica do tratamento com citalopram

Em relagdo aos resultados cronicos (168 horas de tratamento) o presente trabalho

mostra que tanto os grupos tratados quanto o controle tiveram relevante piora no quadro da

J4

crise, observado pela taxa de moscas recuperadas. Aqui € necessario pontuar 2 possiveis

interferéncias.

Em primeiro lugar apesar da pequena taxa de recuperagcdo no inicio do tratamento,
durante o experimento as moscas dos grupos 0,625mM, 2,5mM e 5SmM mostraram se
recuperar em maior taxa quando comparados ao grupo controle ¢ 1,25mM. Tal resultado
também ¢ facilmente observado nos grupos 1,25mM, 2,5mM e 5SmM em 48 horas de
tratamento, mostrando que o citalopram consegue melhorar a taxa de recuperacao das moscas
em crise em maior grau que o grupo controle (Figura 6).
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Figura 5: Comparativo entre todos os dias de tratamento no teste de inducio de crise em para®s!

para cada dose utilizada. Neste contexto foram adicionados os dias em que foram trocados os meios utilizados

no tratamento.
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Sequentemente observa-se o aumento na taxa de mortalidade das moscas durante a
passagem de tempo entre os testes (Figura 7). Tal caracteristica pode estar associada
proporcionalmente ao acumulo do numero de crises induzidas nos testes anteriores,
demonstrando que as crises aumentam a taxa de mortalidade nas moscas, isto se torna
evidente ao se comparar a taxa de mortes deste teste com a taxa de mortes no teste de

sobrevivéncia, no qual nenhuma crise foi induzida propositalmente.
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Figura 6: Mortalidade no teste de indu¢io de crise na para®!. Relacdo da quantidade de moscas

totais vivas para cada dia de teste de indugdo de crise na linhagem para®s!,

4.3. Possiveis alteracdes na expressio génica

O avanco das técnicas de biologia molecular, biologia de sistemas e bioinformatica
nas ultimas décadas proporcionou aos pesquisadores novos meios para explicar ou testar suas
teorias, além de informar com detalhes a niveis genéticos ou celulares sobre mecanismos
pouco explicados. A jun¢do das trés areas nos permite fazer um paralelo entre formas
indiretas e pouco intuitivas que o citalopram pode induzir a redu¢do na crise das moscas.

Com base no estudo que analisou a alteragdo na expressao génica na linhagem Canton

S. de Drosophila melanogaster ap6s o tratamento cronico com citalopram, evidencia-se que o
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farmaco foi capaz de modular a expressdo de 361 genes em 1,25mM e 233 genes em 5,0mM
(JUNIOR, 2017).

Niveis de alteracdo na expressdo génica de produtos relacionados a processos
inflamat6rios também foram descritos no mesmo trabalho como a reducdo da expressdo gene
Cam da via Toll-imd. Estudos j& identificaram a relacdo intrinseca entre o desenvolvimento
de processos inflamatérios na depressdo e também na epilepsia e a sua redugdo com o
tratamento com citalopram ou ISRS (HUNG et al.,, 2016; SACRE et al., 2010; XIWEI

ZHENG, CONG BI, MARISSA BROOKS, 2015).

5. CONCLUSAO

Os dados indicaram variacdo da taxa de recuperagdo em diferentes dias, no geral o
tratamento em diferentes doses demonstrou efetividade na recuperagdo das moscas e redugao
do tempo total de crise quando se comparado ao grupo controle para o teste de indugdo de
crise, enquanto que ndo observou-se toxicidade frente a concentracdo das doses no teste de
sobrevivéncia.

Correlacionando os resultados obtidos neste trabalho com os dados descritos na

literatura, observa-se que a modulagio da crise epiléptica no modelo para®s!

pelo citalopram
tem grande probabilidade de ocorrer de forma indireta pelo aumento da concentracdo da
serotonina na fenda sinaptica e por possiveis alteragdes na expressao génica em tratamento
cronico.

As variagdes negativas observadas podem ser pontuadas como possiveis interferencias
de outros fatores, tanto internos, como: Ag¢do de penetrancia e expressividade do alelo

mutante da mosca; acumulo de fatores estressantes a cada crise estimulada, dentre outros ou

fatores externos como: As doses utilizadas, nimero amostral e outros.
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Apesar das diferencas entre humanos e moscas, principalmente em rela¢do ao sistema
nervoso pode-se tragar paralelos entre ambos organismos devido a quantidade de fenotipos
patoldgicos humanos ja induzidos em Drosophila, principalmente neurologicos, como doenga
de alzheimer e epilepsia e a semelhanga de comportamento quando aplicagdo de tratamento,
indicando a validade do teste experimental de drogas sobre tal modelo. Sendo assim, o
modelo se mostrou util para avaliar os efeitos especificos do tratamento com citalopram sobre
a condi¢do epiléptica induzida nas moscas.

Perspectivamente ainda € necessario obter maior quantidade de dados para realgar tais
resultados obtidos neste estudo. Analises moleculares apds o tratamento com citalopram sobre
os receptores 5-HT sdo indicados para avaliar os seus efeitos modulatorios sobre a crise,
assim como testes eletrofisiologicos para quantificar o potencial elétrico neuronal apos o

tratamento.
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