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RESUMO

O transtorno depressivo maior (TDM) ¢ um transtorno grave e que causa enorme perda da
qualidade de vida das pessoas, sendo uma das formas mais prevalentes de doenca mental.
Entre os fatores mais relevantes subjacentes ao TDM esta o estresse na infincia. A privacao
maternal (PM) em roedores ¢ um modelo comportamental que mimetiza os traumas no inicio
da vida das pessoas. Em individuos com TDM, alguns estudos vém observando um aumento
de liberacao de citocinas inflamatérias no sistema nervoso central. A espécie medicinal
Centella asiatica (C. asiatica) vem sendo estudada por seu potencial efeito neuroprotetor e
antidepressivo. Objetivou-se avaliar o efeito do estresse de PM nos primeiros dias de vida em
comportamentos tipo depressivos e na neuroinflamacao hipocampal de ratos adultos jovens, e
o efeito do tratamento com o extrato de C. asiatica e o seu composto ativo acido madecéssico
nos comportamentos tipo depressivos e na possivel neuroinflamagdo. Os animais foram
divididos em cinco grupos (N = 10 cada grupo): Controle sem estresse + veiculo (Controle
sem estresse); PM + veiculo (Controle negativo); PM + Escitalopram (controle positivo) 10
mg/kg; PM + Extrato de C. asiatica 30 mg/kg; PM + acido madecassico 10 mg/kg. Os
animais foram submetidos a PM por 10 dias apos o primeiro dia de nascimento. Com sessenta
dias de idade, os animais foram submetidos ao tratamento cronico por 14 (quatorze) dias de
acordo com o objetivo de cada grupo. Ao final do tratamento, os animais foram submetidos
aos protocolos de atividade locomotora no campo aberto e desespero comportamental no teste
de natacao forcada. Apds o ultimo teste, os animais foram eutanasiados e o hipocampo foi
retirado e armazenado em temperatura aproximada de -70°C, para posterior andlise da
atividade de citocinas inflamatérias. O protocolo de PM induziu comportamentos tipo
depressivos e prejuizos nas fungdes bioldgicas, como aumento de citocinas inflamatérias no
hipocampo. O extrato e o composto ativo da C. asiatica reverteram ou reduziram os
comportamentos tipo depressivos e a inflamagdo no hipocampo. O estudo ¢ relevante para a
area da enfermagem, considerando que questdes de saude mental estdo presentes em todas as

dimensdes de atuagdo do enfermeiro.

Palavras-chave: Transtorno Depressivo Maior; Privagdo Maternal; Neuroinflamacao; Centella

asiatica; Acido madecassico.



ABSTRACT

Major depressive disorder (MDD) is a serious disorder that causes enormous loss of people's
quality of life, one of the most prevalent forms of mental illness. Among the most relevant
factors underlying MDD is childhood stress. In rodents, maternal deprivation (MD) is a
behavioral model that mimics traumas early in people's lives. In individuals with MDD, some
studies have observed an increase in the release of inflammatory cytokines in the central
nervous system. The medicinal species Centella asiatica (C. asiatica) has been studied for its
potential neuroprotective and antidepressant effects. The objective of this study was to
evaluate the effect of MD stress in the first days of life on depressive-like behaviors and
hippocampal neuroinflammation in young adult rats and the effect of treatment with C.
asiatica extract and its active compound madecassic acid on type-like behaviors. Depression
and possible neuroinflammation. The animals were divided into five groups (N = 10 each
group): Control without stress + vehicle (Control without stress); MD + vehicle (Negative
control); MD + Escitalopram (positive control) 10 mg/kg; MD + C. asiatica extract 30 mg/kg;
MD + madecassic acid 10 mg/kg. The animals were submitted to MD 10 days after the first
day of birth. At sixty days of age, the animals were submitted to chronic treatment for 14
(fourteen) days according to the objective of each group. At the end of the treatment, the
animals were submitted to protocols of locomotor activity in the open field and behavioral
despair in the forced swimming test. After the last test, the animals were euthanized, and the
hippocampus was removed and stored at a temperature of approximately -70°C for later
analysis of the activity of inflammatory cytokines. The MD protocol induced depressive-like
behaviors and impairments in biological functions, such as increased inflammatory cytokines
in the hippocampus. The C. asiatica extract and active compound reversed or reduced
depressive-like behaviors and inflammation in the hippocampus. The study is relevant to
nursing, considering that mental health issues are present in all dimensions of the nurse's

work.

Keywords: Major Depressive Disorder; Maternal Deprivation; Neuroinflammation; Centella

asiatica; Madecassic acid.
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1 INTRODUCAO

Estatisticas da Organizagdo Mundial da Saide (OMS) mostram que o Transtorno
Depressivo Maior (TDM) afetava, em 2017, mais de 300 milhdes de pessoas em todo o
mundo e contribuiu para a maior porcentagem de incapacidades. O TDM ¢ considerado a
principal causa de mortes por suicidio, contribuindo para 800.000 suicidios por ano. Dados
mostram que em 2015 o suicidio foi a segunda principal causa de morte entre jovens de 15 a
29 anos em todo o mundo (WHO, 2017).

O TDM apresenta etiologia multifatorial, podendo incluir eventos traumaticos e
estresse cronico no inicio da vida e na vida adulta, e pode ser acompanhado por diversas
comorbidades, como doencas metabdlicas e cardiovasculares, dependéncia quimica, entre
outros fatores que podem reduzir drasticamente a qualidade de vida das pessoas acometidas.
Pacientes que sofrem de depressdo severa apresentam altos niveis de morbidade e
mortalidade, com consequéncias econdmicas e sociais profundas (NEMEROFF; OWENS,
2002). Além de ser uma doenga cronica e recorrente, 0 TDM envolve constante preocupagao
e expectativas ruins (KELLER et al., 1992; MUELLER et al., 1999; TEN HAVE et al., 2018).

Alteragdo no funcionamento dos sistemas de neurotransmissdo € uma das
caracteristicas bdsicas envolvidas no TDM, e os tratamentos antidepressivos cldssicos
apresentam como principal mecanismo o controle dos neurotransmissores. A fisiopatologia do
TDM envolve diminuicao dos niveis cerebrais de serotonina, noradrenalina e dopamina, e esta
situacdo contribui com os sintomas comportamentais caracteristicos do transtorno (FREY;
MCCABE, 2020; KATZ et al., 1994).

Uma das regides cerebrais vulnerdveis ao estresse € ao TDM ¢ o hipocampo,
considerando que esta regido estd relacionada com a modulacdo de emocdes e regulagdo do
eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA). No TDM o hipocampo apresenta altos niveis
inflamatorios, redugdo da plasticidade neuronal e redugdo do volume hipocampal (BARCH et
al., 2019; SONG et al., 2020; XU et al., 2015).

Embora a literatura cientifica seja extensa nas investigacoes de transtornos
depressivos, os resultados ainda estdo longe de elucidar mecanismos bioldgicos convergentes

e, consequentemente, estdo longe de sugerir um tratamento mais efetivo, rapido e,
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principalmente, que induza resposta terapéutica a todos os individuos que sofrem deste
transtorno psiquiatrico.

Considerando a relevancia da doenga ¢ necessario elucidar os eventos que podem
desencadear a depressdo. Entre os fatores psicossociais, um grande numero de evidéncias
destaca que o estresse na infancia ¢ um dos fendmenos mais potentes em precipitar a
expressio de um gendtipo predisponente ao TDM (IGNACIO et al., 2014). Um aspecto
fundamental € que o estresse no inicio da vida parece estar envolvido na gravidade do
transtorno € na pobre resposta aos tratamentos antidepressivos, tanto em humanos
(WILLIAMS et al., 2016) quanto em animais submetidos a protocolos de separagdo maternal
(ZHANG et al., 2015). Roedores submetidos a protocolos de privagdo maternal (PM) nos
primeiros dias de vida apresentaram aumento significativo de comportamentos depressivos
em testes de natagdo forcada (REUS et al., 2015; IGNACIO et al., 2017a). Um aspecto
relevante que emerge da utilizagdo do modelo de separacdo maternal ¢ o fato de mimetizar
uma situagdo grave de violéncia, abandono e falta de cuidado em criancas humanas, sendo
considerado um dos mais poderosos estressores naturais durante o desenvolvimento
(IGNACIO et al., 2017a).

E possivel perceber a importancia de buscar alternativas eficazes e que apresentem
menos efeitos adversos no tratamento de TDM. Nesse cenario a espécie Centella asiatica (C.
asiatica), utilizada popularmente de forma milenar, apresenta ser uma estratégia terapéutica
efetiva. Alguns estudos vém destacando esta espécie medicinal como possibilidade de
intervencgdo e efeito benéfico no TDM (JANA et al., 2010) e na plasticidade neuronal. Os
efeitos neuroprotetores abrangem diversos mecanismos moleculares e estruturais, como agdes
benéficas sobre o eixo HPA e inflamagao (LOKANATHAN et al., 2016). Os estudos sobre os
extratos e compostos ativos da C. asiatica sugerem sua relevancia como estratégia
farmacoldgica terapéutica para o TDM, bem como sua fun¢do em mecanismos biologicos
subjacentes (LIN; HUANG; HUNG, 2016; WANG et al., 2020).

O TDM prejudica a qualidade de vida e estd relacionado a altos indices de
morbimortalidade, sendo uma doenga crdnica e recorrente. Estudos indicam que o estresse na
infancia aumenta o risco de desenvolver TDM na vida adulta, principalmente se houver
estresse cronico nesta fase da vida. Muitos pacientes ndo respondem efetivamente aos
antidepressivos cldssicos, instigando a procura por novas possibilidades terapéuticas.

Portanto, este estudo avaliou o efeito do estresse de PM no desencadeamento de
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comportamentos tipo depressivos € no aumento da neuroinflamagdo hipocampal na vida
adulta. Paralelamente, este estudo investigou o efeito do extrato de C. asiatica e o composto
ativo 4acido madecéassico como potenciais terap€uticos, revertendo ou reduzindo
comportamentos tipo depressivos e a neuroinflamacao hipocampal.

Com base nas informacgdes citadas acima, esta pesquisa tem duas hipodteses: 01) O
protocolo de PM induz comportamentos tipo depressivos € neuroinflamagao hipocampal; 2) O
tratamento cronico com C. asiatica e seu composto ativo acido madecéssico revertem ou
reduzem os comportamentos tipo depressivos € os marcadores de neuroinflamagao

hipocampal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito do tratamento com extrato de folhas da espécie C. asiatica e seu composto
ativo acido madecassico sobre comportamentos tipo depressivos € mecanisSmos

pro-inflamatérios em ratos submetidos a estresse de PM nos primeiros dias de vida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar comportamentos tipo depressivos em ratos machos adultos que foram submetidos a
estresse de PM nos primeiros dias de vida;

- Avaliar o efeito do estresse de PM na expressdo das citocinas inflamatorias no hipocampo de
ratos adultos;

- Avaliar o efeito do tratamento cronico com extrato da C. asiatica € o composto ativo acido
madecassico nos possiveis comportamentos tipo depressivos e neuroinflamagao hipocampal

em ratos adultos que sofreram PM.
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3 REFERENCIAL TEORICO

O TDM ¢ um sério transtorno que causa enormes danos a qualidade de vida das
pessoas € ¢ uma das formas mais prevalentes de doenca mental (LARSEN et al., 2010).
Estudos tém observado que o estresse na infancia ¢ um dos fendmenos mais potentes na
precipitagdo da expressdo de um genoétipo predisponente ao TDM (DASKALAKIS et al.,
2013; IGNACIO et al., 2014).

Dados de pesquisa sobre plasticidade neural mostram que o estresse pode exercer
varios efeitos em diferentes regides e funcdes cerebrais, fato que estimula a pesquisa na busca
por mecanismos subjacentes aos diversos efeitos do estresse. Dentre os varios mecanismos
neurais, a funcdo de neurotransmissores, além dos monoaminérgicos, bem como os
mecanismos celulares de a¢do, os fatores neurotroficos e a plasticidade neuronal, de acordo
com a evolucdo da pesquisa, parecem constituir um conjunto muito importante de
mecanismos para a compreensao da fisiopatologia do TDM.

Entre varios fendmenos biologicos, muitos estudos destacaram que mudangas no
balancgo oxidativo estdo envolvidas na patogénese da TDM (ZHOU et al., 2007; JOU; CHIU;
LIU, 2009; STRECK et al, 2014, CHE et al., 2015, GARABADU; AHMAD;
KRISHNAMURTHY, 2015). Muitos parametros indicativos de estresse oxidativo estdao
alterados em pacientes com TDM (RAWDIN et al., 2013), bem como em animais submetidos
a estresse e manifestando comportamentos semelhantes a depressao (SHAHZAD et al., 2014;
EKEANYANWU; NJOKU, 2015). Além disso, o estresse de privacdo maternal pode causar
desregulag¢do nos parametros do balanco oxidativo, levando ao estresse oxidativo nas regides
cerebrais envolvidas com a depressio (REUS et al., 2015). Também ¢é importante enfatizar
que o estresse oxidativo estd relacionado a gravidade do TDM e a depressdao resistente a
tratamento (DRT) (MOKOENA et al., 2015). Entre os varios mecanismos nos quais o estresse
oxidativo pode exercer influéncia, estdo modificagdes em uma variedade de moléculas
biologicas, ativagcdo de diferentes fatores de transcricdo e consequente aumento de citocinas
anti e pré-inflamatorias (BIRBEN et al., 2012). Por outro lado, através da ativagdo de células
inflamatoérias, os pacientes com TDM apresentam aumento dos marcadores de estresse

oxidativo (BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN, 2015).
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Estudos clinicos e experimentais indicam que o estresse e a depressdo estao associados
ao aumento da atividade do sistema imune na inflamagdo, incluindo a funcdo de alguns
leucocitos e o aumento da producdo de citocinas pro-inflamatorias (DINAN, 2009). As
citocinas também interagem com as vias relacionadas ao TDM, incluindo o metabolismo dos
neurotransmissores, fungdes neuroendocrinas e plasticidade neural (DANTZER et al., 2008).
Pacientes com depressdo apresentam niveis elevados de mediadores pro-inflamatérios, como
interleucinas (IL) (IL-1, IL-2 e IL-6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (DOWLATTI et al.,
2010).

O uso de plantas medicinais ¢ uma pratica muito antiga e difundida em varios locais
do mundo com o objetivo de tratamento, prevengdo e cura de diversas doencas. Em véarios
casos essa pratica apresenta maior aceitacao pela populagdo por ser uma préatica tradicional de
muitos povos. Além disso, o uso de plantas medicinais garante menos riscos e efeitos
adversos do que o uso de farmacos classicos (SOUZA, GODINHO, 2020; LIMA et al., 2019).

Desde o final dos anos 50 os farmacos antidepressivos sdo utilizados e apresentam
eficdcia comprovada. Estes medicamentos vém salvando milhares de vidas por reduzir os
casos de depressao em todo o mundo. No mercado farmacéutico hd diversas substincias
disponiveis, e a escolha recomendada pelo profissional sera diferenciada para cada paciente,
baseando-se nas caracteristicas clinicas, medicamentos ja tomados anteriormente e sua
eficacia, além dos possiveis efeitos secundarios que determinado farmaco pode apresentar. O
acompanhamento profissional garante uma atencdo individual para cada paciente, pois cada
um responde ao farmaco de uma forma. Com essa avaliagdo constante ¢ possivel verificar a
eficacia do farmaco e a possivel resisténcia ao tratamento (NEVES, 2015; CABRERA, 2016).

Apesar do grande avanco dessa classe medicamentosa, ¢ muito comum encontrar em
diversos servicos de saude algumas dificuldades no uso dos antidepressivos devido a
problemas secundarios e a dificuldade na adesdo do tratamento. Estudos indicam que cerca de
30% a 40% dos pacientes acabam ndo aderindo ao tratamento. J4 a parcela dos pacientes que
aderem ao tratamento pode desenvolver uma resisténcia a acdo dos farmacos, desenvolvendo
assim uma depressdo resistente ao tratamento antidepressivo classico disponivel na clinica
(NEVES, 2015; CABRERA, 2016).

Uma alta taxa de pacientes apresentam resisténcia e/ou diversos efeitos colaterais aos
medicamentos disponiveis, fazendo com que o processo de encontrar um fairmaco adequado

leve tempo, criando assim uma grande dificuldade em fazer com que haja adesdo do paciente
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ao tratamento. Em paises desenvolvidos somente 50% dos pacientes aceitam tratamentos
continuos, € com esse dado pode-se supor que a porcentagem de pacientes que aceitam
tratamentos continuos em paises em desenvolvimento seja menor, devido a menor condigao
financeira e menos acesso a servicos de saude, apontando a necessidade de descobertas de
novas estratégias que possibilitem ampliar a adesdo e eficiéncia do medicamento (NEVES,
2015; SOUZA; KORPITTKE 2016). Assim, as plantas medicinais estdo no rol de potenciais
estratégias e sdo alvos de investigagdo acerca dos mecanismos e efetividade nas respostas
terapéuticas.

Uma espécie amplamente estudada ¢ a Hypericum perforatum, conhecida
popularmente como Erva de Sdo Jodo. A hipotese mais aceita pela comunidade cientifica ¢
que a Hypericum perforatum inibe a recaptagdo das monoaminas, garantindo um equilibrio
delas nas fendas sindptica. A erva de Sdo Jodo pode ter efeitos benéficos em casos leves e
moderados, quando ha o controle na produgdo da planta e as substancias que a compdem
(SOUZA; GODINHO, 2020). Outra planta muito citada em estudos e presente no cotidiano
do brasileiro ¢ a Matricaria recutita L., conhecida popularmente como camomila. A planta
apresenta efeitos positivos no tratamento de TDM. Ela apresenta baixa chance de toxicidade e
grande aceitagdo pelo publico devido ao conhecimento popular (LIMA; FILHO; OLIVEIRA,
2019).

Apos a leitura de diversos artigos publicados recentemente foi possivel constatar a
importancia das ervas medicinais como op¢do medicamentosa ou terapia auxiliar no
tratamento do TDM, visto que pode abranger muitos pacientes que nao obtiveram sucesso em
abordagens classicas e considerando que diversas plantas apresentam baixa toxicidade e
poucos efeitos colaterais em comparagdo com os farmacos disponiveis na clinica atualmente
(SOUZA; GODINHO, 2020; LIMA et al., 2019; LIMA; FILHO; OLIVEIRA, 2019).

A C. asiatica ja é conhecida e usada como medicamento ou tratamento para diversas
doencas desde a pré-historia. Ela é usada principalmente em forma medicamentosa para
ulceras estomacais, celulites € na melhoria da circulagdo em membros. Além disso, também ¢
utilizada de forma tdpica pois auxilia na cicatrizagdo de feridas e na producdo de colageno.
Pesquisas indicam que a C. asiatica demonstra efeitos ansioliticos, antidepressivos e auxilia
na regulacdo do sono (DUTRA, 2019).

O extrato de C. asiatica foi capaz de aumentar os niveis hepaticos de superoxido

dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px), ao mesmo tempo que reduziu
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malondialdeido (MDA), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)
em ratos, em doses de 100 a 500 mg/kg/dia (ZHAO et al., 2014). Também teve efeito
anti-inflamatério ao inibir a expressdo sérica de fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interleucinas (IL) IL-1B, IL-6, e imunoglobulina E (IgE), e também inibiu a liberacdo de
oxido nitrico, ciclo-oxigenase-2 (COX-2), atividade de ligacdo ao acido desoxirribonucleico
(DNA) de factor nuclear kappa B (NF-KB) po6s estimulo de lipopolissacarideos (LPS) em
macrofagos de ratos tipo RAW264.7 (PARK et al., 2017). Em ratos submetidos a bulbectomia
olfatéria o extrato de C. asiatica reverteu os sintomas depressivos relacionados ao
procedimento de forma semelhante aos antidepressivos imipramina, fluoxetina e desipramina.
Além da reducdo de sintomas tipo depressivos, foi observada uma reducdo do comportamento
tipo ansioso observado no teste do labirinto em cruz elevado (KALSHETTY et al., 2012).

Em um estudo in vitro foi observado que os 4cidos asidtico e madecéssico,
componentes ativos da espécie, proporcionaram efeitos semelhantes a fatores de crescimento
na diferenciacao neuronal (LIN; HUANG; HUNG, 2016). Um estudo recente observou que o
asiaticosideo, um componente triterpenoide da C. asiatica exerceu efeito tipo antidepressivo
em camundongos submetidos a estresse moderado cronico e reduziu a expressao de citocinas
inflamatorias (WANG et al., 2020).

O desenvolvimento cerebral demonstra ser um fator determinante para a
suscetibilidade ao desenvolvimento de problemas de saude. Este processo ocorre
principalmente na primeira infincia. Portanto, diversas situagdes que ocorrem nesse periodo
da vida podem alterar um desenvolvimento cerebral adequado. Uma hipdtese aceita
atualmente relaciona experiéncias negativas com o aumento do risco de desenvolvimento de
transtornos mentais, como a depressdo. Para investigar essa relagdo sdo utilizados modelos
animais, pois eles fornecem uma forte relacdo entre a causa e a consequéncia (MARCO et al.,
2015). Um exemplo de modelo animal utilizado esta relacionado com o protocolo de PM,
descrito anteriormente como um estressor indutor de TDM (IGNACIO et al., 2017b).

O hipocampo faz parte do sistema limbico e estd fortemente associado com o processo
de formagdo de novas memorias (TAVARES, 2020). E uma regido cerebral onde ocorre a
conversao de informagdes e conexdes com outras areas cerebrais, portanto pode afetar o
comportamento e o estado emocional de individuos de diferentes formas, sendo influenciado

pelo estado emocional e bioldgico (FRANCA, 2019).
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4. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma pesquisa quantitativa de cunho experimental que foi desenvolvida em
laboratério com parceria entre a Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) e a

Universidade Comunitaria da Regido de Chapecé (UNOCHAPECO)

4.1 MATERIAL VEGETAL

Os materiais vegetais de C. asiatica foram coletados em Chapeco (SC, Brasil) (27 °© 01
'55.14 'S e 52 © 47 '29.42' O), em outubro de 2021. A identificagdo botanica foi feita no
Herbario da UNOCHAPECO onde uma exsicata foi depositada e tombada sob o niimero
4930.

4.2 PRODUCAO DE EXTRATOS HIDROALCOOLICOS DE C. asiatica

As amostras de plantas de C. asiatica foram secas a temperatura ambiente (25 + 5°C),
trituradas em moinho de facas (Ciemlab®, CE430), selecionadas em peneira (425 um; 35
Tyler/Mesch), identificadas e armazenadas com prote¢do contra a luz. Os extratos foram
produzidos através de maceracao (5 dias) a temperatura ambiente, utilizando folhas moidas a
seco da planta (100 g) e etanol a 70% (1:20, p/ v). Apos a filtragdo através do funil de
Biichner, os extratos hidroalcodlicos foram concentrados via evaporagdo sob pressao

reduzida, liofilizados, pesados e armazenados a -20 °C.

4.3 ANALISES QUIMICAS DE EXTRATOS DE C. asiatica

O extrato de C. asiatica foi inicialmente analisado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), utilizando padrdes externos para identificacio de compostos. Na
sequéncia para identificagdo inequivoca dos compostos, o extrato foi analisado por
Espectrometria de Massa (EM). A infusdo direta de fluxo do extrato de C. asiatica foi
realizada em um analisador Braker SolariX FT-ICR-MS equipado com fonte de ionizagdo por
electropulverizagao (ESI), em modo negativo, taxa de fluxo de gas de secagem 3,0 L/min,

temperatura do gas de secagem 200 °C, tensao de pulverizagao de - 0,5 kV, tensao capilar de -
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4,5 kV, lente ECD de -10 V, amostra de fluxo de 5 pl/h e taxa de fluxo de gés nebulizador de
0,4 bar.

As fragmentacdes (MS/MS) das amostras foram realizadas usando o método de
decomposic¢do induzida por colisdo (CID) contra argénio para ativagdo de ions. O primeiro
evento foi um espectro de massa de varredura completa para obter dados sobre ions na faixa
de m/z 154 - 2000. O segundo evento de varredura foi um experimento de MS/MS que foi
realizado usando uma varredura dependente de dados nas moléculas [MH] - dos compostos de

interesse a uma taxa de fluxo de gas de colisao de 30%.

4.4 AQUISICAO DO COMPOSTO ATIVO ACIDO MADECASSICO

O composto foi adquirido na quantidade de 1 grama, através da empresa Interprise
Instrumentos Analiticos Ltda, sendo fabricado pela empresa Cayman Chemical, com sede nos
Estados Unidos, estado do Michigan. O composto conta com pureza >95%, apresentado em

forma soélida cristalina, na quantidade de 1 grama.

4.5 AQUISICAO DO ESCITALOPRAM

O oxalato de escitalopram foi adquirido na quantidade de 1000 gramas, através da
Laborsan Farmacia de Manipulacao Ltda, sendo fabricado pela empresa Lepuge Insumos
Farmaceuticos Ltda, com sede em Sao Bernardo do Campo, no estado de Sao Paulo - Brasil.
O composto conta com pureza >95%, apresentado em forma so6lida, em pd, na quantidade de

1000 gramas.

4.6 PRIVACAO MATERNAL

Os filhotes foram privados da mae por 3 h/dia nos primeiros 10 dias apos o
nascimento. A PM consistiu na remog¢do dos filhotes da gaiola. Os animais ndo privados
(controles) permaneceram imperturbaveis na gaiola original com a mae. Os animais foram
desmamados somente no 21° dia ap6s o nascimento dos filhotes, quando permaneceram em

condi¢des padrdo. Foram mantidos em 5 animais por caixa, com ciclo claro/escuro de 12
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horas (das 07:00 as 19:00 horas, com luz a partir das 7:00 horas), comida e dgua ad libitum. O

ambiente foi mantido a uma temperatura de 23 + 1 ° C.
4.7 GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTOS

Protocolo de PM: A figura 1 expressa um esquema experimental envolvendo o
protocolo de PM, tratamentos farmacoldgicos e testes comportamentais. Os animais foram
submetidos ao protocolo de PM nos dez primeiros dias de vida. Quando atingiram 60 dias de
vida, os animais foram submetidos a um tratamento cronico de extrato de C. asiatica e acido
madecassico por 14 dias. A administragao foi feita pelo método de gavagem. Os 60 animais
foram divididas em 6 grupos (N = 10 cada grupo): Controle sem estresse + veiculo (Controle
sem estresse); PM + veiculo (Estresse + Tratamento controle); PM + Escitalopram (Estresse +
Tratamento controle positivo) 10 mg/kg; PM + Extrato de C. asiatica 30 mg/kg; PM + acido
madecassico 10 mg/kg. O controle positivo escitalopram ¢ um antidepressivo classico da

classe dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (PALASZ et al., 2016).

Desenho experimental

Tratamentos
Farmacologicos
e Fitoterapicos

) N
4 N
Dia0 Dial Dia 10 Dia 21 Dia 60 Dias 72,73 e 74

4 4 u { [ 4

—> g [iddias >

Privacdo Maternal
(PM) 3h/dia

Desmame Testes
comportamentais

Analises
laboratoriais

Figura 1 - Desenho experimental do protocolo de PM, tratamentos farmacoldgicos e testes

comportamentais.

4.8 TESTES COMPORTAMENTAIS
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Todos os testes comportamentais foram conduzidos durante o periodo da manha (8:00
- 12:00) e foram iniciados 60 minutos apds cada tratamento. Todos os testes comportamentais
foram realizados por um observador cego aos grupos experimentais.

O teste de campo aberto avalia a atividade motora exploratéria (REUS et al., 2013) (n
= 10/grupo). A avaliacdo da atividade locomotora dos animais foi realizada no campo aberto,
uma caixa de 40 x 60 cm, cercada por trés paredes de madeira, uma parede frontal de vidro e
assoalho dividido em 9 retangulos iguais por linhas pretas. Foi permitido que os animais
explorassem o ambiente por 5 minutos, tempo no qual foram contados os cruzamentos entre
as linhas pretas e a quantidade de vezes em que o rato ficou apoiado nas patas traseiras a fim
de explorar o ambiente (levantamentos).

O teste de natagdo forgada avalia o comportamento depressivo, conforme descrito
anteriormente por Porsolt et al. (2000) (n = 10/grupo). Para realizar o teste, cada rato foi
colocado individualmente em um cilindro com agua a temperatura de 23°C preenchido com
agua suficiente para que o animal ndo consiga apoiar as patas no fundo. Este teste ¢ realizado
em dois dias, sendo que no primeiro dia (13" dia de tratamento farmacoldgico) os ratos foram
forcados a nadar durante 15 minutos (pré-teste), e no segundo dia do teste (14 dia de
tratamento farmacoldgico) os ratos foram forcados a nadar por 5 minutos. Foram avaliados 0s
pardmetros de imobilidade, envolvendo imobilidade total ou movimentos para manter a
cabeca fora da agua sem intencdo de escapar. Também foram avaliados pardmetros de
mobilidade, como o tempo que o animal ficou nadando e o tempo que ficou escalando as
paredes do cilindro na tentativa de escapar do ambiente. Apds o teste de natacdo,
imediatamente os animais foram eutanasiados por decapitagdo para realizar a coleta das

amostras sanguineas e de tecido cerebral.

4.9 COLETA DE TECIDOS

Apbs o ultimo teste comportamental (natagdo forgada), os animais foram submetidos a
eutanasia por decapitagdao. Apds a extragcdo do cérebro, o hipocampo foi separado com base na
descri¢do histologica de Paxinos e Watson (1986). O hipocampo de cada animal foi
acondicionado em eppendorf individual e as amostras foram armazenadas em ultra-freezer

-80° C para posterior analise dos pardmetros bioquimicos.
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4.10 PARAMETROS INFLAMATORIOS

Os niveis de IL-1B e IL-6 no hipocampo foram analisados através de kits ELISA de
acordo com os protocolos dos fabricantes dos kits. Para realizar a digestdo do hipocampo foi
adicionado 1 ml de TRIS HCL50 mM em cada eppendorf com amostra de hipocampo. Os
eppendorfs foram agitados no vortex e mantidos por 2h e 30min em temperatura ambiente.
Em seguida, foi realizada a centrifugagdo a 3500 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi
coletado para uso nas analises. A quantificagdo das proteinas foi realizada pelo método de
peterson (lowry modificado). Tanto a curva quanto as amostras foram analisadas em duplicata
(PETERSON, 1977).

Os niveis de IL-1p e IL-6 foram avaliados pelos kits ELISA da Sigma-Aldrich, Brasil.
Os kits apresentavam formato sanduiche com o anticorpo de captura. Foi adicionado 100 pl
de cada padrao e amostra nos pogos apropriados, coberto os pogos € incubado durante a noite
a 4°C com agitacao suave. Depois, foi descartada a solug¢do e a placa foi lavada 4 vezes com
solucdo de lavagem 1X (300 pl por poco). A placa foi invertida e secada contra toalhas de
papel limpas. Foi adicionado 100 pl de anticorpo de detecg¢ao preparado 1x a cada pogo. Os
pogos foram cobertos e incubados por 1 hora a temperatura ambiente com agitacdo suave.
Apods esta etapa, foi descartada a solucdo e repetido o procedimento de lavagem. Foi
adicionado 100 pul de solugdo de Estreptavidina preparada em cada pogo, que foram cobertos
e incubados por 45 minutos a temperatura ambiente com agitacdo suave. Novamente, a
solucdo foi descartada e foi repetida a lavagem. Foi adicionado 100 ul de TMB One-Step
Substrate Reagent (Item H) a cada poco, que foram cobertos e incubados por 30 minutos a
temperatura ambiente no escuro com agitacao suave. Por fim, foi adicionado 50 pul de solucdo
de parada (item I) a cada pogo e a placa foi lida com a absorbancia de 450 nm imediatamente.
Os resultados foram calculados considerando a interpolacdo da equacdo da curva da
absorbancia pela concentracdo, e estdo expressos em picogramas por miligramas (pg/mg) de

proteina.

4.11 ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados foram analisados através de ANOVA one-way, seguido do teste post-hoc
de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Todas as

analises foram realizadas em um computador, usando o software Statistica 7.0.

4.12 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
UNOCHAPECO, SC, sob o protocolo 002/CEUA/2021 (Anexo A).

Essa pesquisa utilizou de modelos animais com o objetivo de beneficiar o
conhecimento cientifico (GUIMARAES; FREIRE; MENEZES, 2016). Foi utilizado o numero
necessario de animais para que nao houvesse o sacrificio desnecessario. Os pesquisadores
realizaram uma capacitagdo para entrarem em contato com os ratos, com o objetivo de
garantir o menor sofrimento possivel e que os dados verificados fossem precisos e fidedignos.
Os testes e manipulacdes realizadas pelos pesquisadores nos roedores ja foram testados e
utilizados anteriormente, para ndo ser gerado sofrimento desnecessario (ALMEIDA; NETO;
ALMEIDA, 2016).

Caso ocorresse alguma intercorréncia ou os niveis de dor, estresse e sofrimento
excedam os niveis previstos e tolerados, o critério de suspensdo do projeto de pesquisa foi a
quebra do protocolo experimental, como em casos de doenca inata ou toxicidade observada
nos animais. Caso isso ocorressee, seria comunicado a veterinaria responsavel pelo centro de
bioterismo da UNOCHAPECO e seria encaminhado o procedimento de eutanasia. Seria
utilizado o anestésico pentobarbital sodico na dose de 100 mg/kg por via intraperitoneal para
a realizacdo da eutanasia, se necessaria, conforme descrito anteriormente (MINISTERIO DA
CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO, 2013).

A decapitagdo ¢ um método mecanico de eutanasia, com seu uso justificado por ndo
interferir nos resultados bioquimicos necessarios na pesquisa e por permitir a retirada de
estruturas como o cortex pré-frontal, amigdala, ntiicleo acumbens e hipocampo sem alteragdes
quimicas. Outras formas de eutandsia poderiam comprometer os resultados comportamentais

(COMISSAO DE ETICA, BIOETICA E BEM-ESTAR ANIMAL/CFMYV, 2013).

4.13 DEVOLUTIVA DOS ESTUDOS
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Os resultados deste estudo estdo sendo organizados para publicagdo em revista
internacional de alto impacto, com o objetivo de que faga parte da literatura cientifica e sirva
de subsidio para outros estudos relacionados a fun¢do da C. asiatica e seu composto ativo
acido madecassico no TDM relacionado com o estresse no inicio da vida e os mecanismos

fisioldgicos implicados nos efeitos terapéuticos.
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5. RESULTADOS

5.1 EFEITOS DA PM E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE NADO FORCADO

Os efeitos da PM e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecéssico
(10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos pardmetros avaliados no teste de natagcdo forcada
estdo ilustrados na figura 2. No protocolo de natagdo forcada a ANOVA de uma via revelou
uma interagdo significativa no tempo de imobilidade, entre os grupos sem estresse € 0s grupos
privados maternalmente e entre os tratamentos (F=9,4344; p < 0,0001). O teste Post hoc de
Tukey revelou as seguintes diferencas estatisticas: A PM elevou significativamente o tempo
de imobilidade (p < 0,002) no teste de natacao forcada e os tratamentos com C. asiatica (p <
0,0007), acido madecéssico (p < 0,0002) e escitalopram (p < 0,002) reverteram o efeito da
PM. A PM apresentou uma tendéncia de diminui¢ao do tempo de natagao, porém nao houve
diferenga estatistica significativa entre os grupos (F=3,15; p < 0,024784). A ANOVA de uma
via revelou diferenca estatistica no tempo de natacdo no protocolo de natagdo forgada
(F=3,15; p < 0,03). O teste de Post hoc de Tukey indicou que o grupo PM apresentou menor
tempo de natagdo em comparagdo ao grupo tratado com acido madecassico (p < 0,03). Quanto
a escalada no nado forcado, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos na

avaliacdo por ANOVA (F=0,59; p > 0,05).
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Teste de Natagdo Forcada

O Controle Salina
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300.00 1 = PM-Escitalopram
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Figura 2 - Efeitos do estresse de PM ¢ dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10
mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a os pardmetros de mobilidade no teste de natagdo forcada. Os dados sdo
apresentados como média + erro padrio da média. **diferenga estatistica entre o Controle Salina ¢ o PM Salina
(p < 0,01); #diferente do PM Salina (p < 0,05); ##diferente do PM Salina (p < 0,01); ###diferente do PM Salina
(p <0,001).

5.2 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNAL E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE
CAMPO ABERTO

Os efeitos da PM e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecéssico
(10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos pardmetros avaliados no teste de campo aberto
estao ilustrados na figura 3. No teste de campo aberto a ANOVA de uma via nao revelou
interagdo significativa entre os grupos sem estresse € os grupos privados maternalmente.
Tanto a PM quanto os tratamentos ndo induziram alteragdes significativas na atividade
locomotora, avaliada através dos numeros de cruzamentos (F=1,89; p > 0,05) e levantamentos

(F=1,14; p > 0,05) no teste do campo aberto.
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Atividade Locomotora no Campo Aberto
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Figura 3 - Efeitos da PM e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) e
escitalopram (10 mg/kg) sobre a atividade motora exploratoria. Os dados s@o apresentados como média + erro
padrdo da média.

5.3 ATIVIDADE DA IL-1B E IL-6 NO HIPOCAMPO

Os efeitos da PM e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecéssico
(10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) na atividade da IL-1P e IL-6 no hipocampo estdo
ilustrados na figura 4. A ANOVA de uma via revelou uma interacdo significativa nos niveis
de IL-1B (F=5,98 e p < 0,05) e IL-6 (F=6,06 ¢ p < 0,01) entre os grupos.. Quanto ao nivel de
IL-1B, o teste Post hoc de Tukey revelou as seguintes diferencas estatisticas: A PM elevou
significativamente os niveis de IL-1p em comparagdo ao grupo controle (p < 0,02) e o
tratamento com escitalopram (p < 0,007) e 4cido madecassico (p < 0,05) reverteram o efeito
da PM. O tratamento com C. asiatica diminuiu os niveis de IL-13 em comparacdo ao grupo
PM-salina, porém nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos (p > 0,05).
Quanto ao nivel de IL-6 o teste Post hoc de Tukey revelou as seguintes diferencas estatisticas:
A PM elevou significativamente os niveis de IL-6 em comparacdo ao grupo controle (p <
0,009) e os tratamentos com C. asiatica (p < 0,02), acido madecassico (p < 0,02) e

antidepressivo classico escitalopram (p < 0,009) reverteram o efeito da PM.
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Atividade da IL-1p e IL-6 no Hipocampo
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Figura 4 - Efeito da PM e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) e
escitalopram (10 mg/kg) sobre os niveis de IL-1f3 e IL-6 no hipocampo. Os dados s@o apresentados como média
+ erro padrdo da média. *diferenca estatistica entre Controle Salina e PM Salina (p < 0,05); **diferenca
estatistica entre Controle Salina ¢ PM Salina (p < 0,01); #diferente do PM salina (p < 0,05); ##diferente do PM
salina (p < 0,01); ###diferente do PM salina (p < 0,001).
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6. DISCUSSAO

Este trabalho avaliou o efeito da C. asiatica, seu composto ativo acido madecassico e
o escitalopram, antidepressivo classico, sobre o comportamento tipo depressivo e marcadores
inflamatérios no hipocampo de ratos submetidos ao protocolo de PM no inicio da vida. Como
previsto, a PM exerceu efeito tipo depressivo nos animais, corroborando com a literatura
cientifica (IGNACIO et al., 2017a; IGNACIO et al., 2017b; KHALIFEH et al., 2019; REUS
et al., 2017; REUS et al., 2018), ¢ os tratamentos reverteram os comportamentos tipo
depressivos no teste de natagdo forcada.

A privacdo maternal em modelos animais mimetiza um estresse cronico no inicio da
vida, como em situacdes de abandono, abuso e/ou negligéncia (NISHI, 2020). Pesquisas
indicam que o estresse no inicio da vida aumenta o risco de individuos desenvolverem TDM
na vida adulta, e os individuos que desenvolvem depressdao na vida adulta apds o estresse
cronico no inicio da vida apresentam maior risco de desenvolver depressdo resistente ao
tratamento (MARCHETTI et al., 2020). A privacdo maternal induz comportamentos tipo
depressivos e alteragdes biologicas que contribuem com a fisiopatologia do transtorno, como
a neuroinflamacao (ELLENBROEK et al., 2016).

O teste de natagdo forgada avalia comportamentos tipo depressivos, os quais podem
ser desencadeados a partir de protocolos animais de estresse cronico, como na privacao
maternal. E um teste amplamente utilizado para avaliagdo de substincias com potencial
antidepressivo, considerando que os farmacos antidepressivos classicos culminam em
resposta comportamental tipo antidepressiva em animais submetidos ao protocolo de natagao
forcada (ARAUCHI et al., 2018; DETKE; LUCKI, 1995; HARAGUCHI et al., 2018).

Quanto aos tratamentos, foi observado que o extrato de C. asiatica (30 mg/kg), o
acido madecassico (10 mg/kg) e o escitalopram (10 mg/kg) reduziram os comportamentos
tipo depressivos induzidos pelo estresse no inicio da vida. O escitalopram, um antidepressivo
classico pertencente ao grupo dos inibidores seletivos da recaptacao da serotonina, além de
reduzir sintomas de depressdo na clinica e comportamentos tipo depressivos em modelos
animais ¢ um composto que atua positivamente em varios mecanismos bioldgicos importantes
para a prote¢ao neuronal e na reducgdo da inflamagao (MATCHKOV et al., 2015; MUNZER et
al., 2013; SEO etal., 2017, WOLKOWITZ et al., 2011). Portanto, a resposta comportamental

neste estudo esta corroborando outros estudos da literatura cientifica.
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O extrato de C. asiatica e o 4cido madecassico também reduziram significativamente
o tempo de imobilidade. O grupo que apresentou menor imobilidade foi o grupo tratado com
acido madecassico, seguido pelo grupo tratado com o extrato de C. asiatica. A imobilidade
avaliada no nado forcado ¢ indicativo de comportamento tipo depressivo (FERNANDES;
GUPTA, 2019; IGNACIO et al., 2017b). E importante destacar que este é o primeiro estudo
que observou o efeito tipo antidepressivo desta espécie medicinal utilizando o protocolo de
privacdo maternal e o teste de natagdo forcada. Portanto, os resultados deste trabalho sdao
inéditos. Entretanto, embora a literatura nao tenha resultados com protocolos similares a este
trabalho, um estudo recente observou que o asiaticosideo, um componente triterpenoide da C.
asiatica exerceu efeito tipo antidepressivo em camundongos submetidos a estresse moderado
cronico e reduziu a expressao de citocinas inflamatérias (WANG et al., 2020). Outro estudo
mais recente traz evidéncia sobre o efeito antioxidante, anti-envelhecimento e anti-estresse de
uma dieta cronica contendo composi¢ao de Centella asiatica com vitaminas C e D e zinco em
um modelo animal com ratos de meia idade (TSOUKALAS et al., 2021). Também, a espécie
medicinal foi considerada nesta pesquisa por apresentar um potencial neuroprotetor
(LOKANATHAN et al., 2016) e uma pesquisa in vitro verificou que o composto ativo acido
madecéassico apresenta um forte efeito de potencializar a atividade da telomerase
(TSOUKALAS et al., 2019). A enzima telomerase € crucial na prevencdo do encurtamento de
telomeros e, consequentemente, na inflamagao e no envelhecimento e morte celular, os quais
também estdo envolvidos na fisiopatologia do TDM (LIN; HUANG; HUNG, 2016;
SCHRODER et al., 2021; SZEBENI et al.,, 2014). O estresse cronico vivenciado por
individuos com TDM culmina em inflamacdo sistémica de maneira cronica e,
concomitantemente, reducdo da atividade da telomerase ¢ induz envelhecimento celular
(KORDINAS; IOANNIDIS; CHATZIPANAGIOTOU, 2016). A redugdo do tempo de
imobilidade avaliado no teste de nado for¢ado do grupo tratado com C. asiatica e acido
madecéssico sugere que esta planta e seu composto ativo apresentam potencial efeito
antidepressivo.

Sobre o tempo de natacdo avaliado no teste de nado forgado foi identificado que o
grupo PM apresentou uma diminuicdo do tempo de nado em comparacdo ao grupo controle,
porém esta diferenca ndo teve significancia estatistica. O acido madecdssico aumentou
significativamente o tempo de natagdo, quando comparado ao grupo PM salina. O acido

madecassico foi o tratamento que induziu o maior aumento no tempo natagdo. Pesquisas
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indicam que o aumento do tempo de natacdo e a diminuicao do tempo de imobilidade no teste
de natacdo forcada estdo relacionados com a ativagdo do sistema serotoninérgico e aumento
do tempo da serotonina na fenda sindptica. O tratamento com antidepressivos classicos que
causam modulagdo serotoninérgica reduzem o tempo de imobilidade e aumentam o tempo de
natacdo (DETKE et al., 1997; KRUGEL et al., 2013; PUMPAISALCHAI et al., 2005).

A C. asiatica e o 4&cido madecdssico aumentaram o tempo de escalada no teste de nado
forcado em comparacdo com os outros grupos, porém o resultado ndo teve um nivel de
significancia estatistica. Uma pesquisa sugere que o aumento do tempo de escalada estad
relacionado com ativacdo do sistema noradrenérgico dos animais (DETKE et al., 1997).
Portanto, os efeitos da C. asiatica e seu composto ativo acido madecéssico podem estar
associados com modulag@o positiva no sistema noradrenérgico de animais que passaram por
protocolo de PM.

As alteracdes nos parametros do teste de natagdo forgada indicam que o tratamento
com C. asiatica e o acido madecassico contribuem positivamente na redugdo de
comportamentos tipo depressivos causados pela PM em roedores, resposta possivelmente
mediada pelo efeito neuroprotetor das substancias fitoterapicas administradas.

Tanto a PM quanto os tratamentos farmacoldgicos nio induziram alteragdes nos
parametros de mobilidade do campo aberto. A atividade locomotora avaliada neste teste ¢ um
marcador importante do efeito sedativo dos tratamentos (GOULD; DAO; KOVACSICS,
2009), portanto este resultado indica que os farmacos ndo induziram efeito sedativo
importante que poderia interferir nos comportamentos de mobilidade dos animais.

Alteragdes imunes, como o aumento nos niveis de IL-1B e IL-6, contribuem com a
fisiopatologia do TDM (HOWREN; LAMKIN; SULS, 2009). Outros estudos evidenciaram
alteracoes em mediadores inflamatérias em humanos (PEREZ-SANCHEZ et al., 2018;
RUDZKI et al., 2019) e animais que passaram por estressores, como o de privacao maternal, e
apresentaram comportamento tipo depressivo em testes comportamentais (HOWREN;
LAMKIN; SULS, 2009; IGNACIO et al., 2017b; MAES et al., 1997).

O hipocampo ¢ uma regido cerebral potencialmente afetada pela neuroinflamacdo e
estd relacionada com a memoria, aprendizagem e regulacdo do feedback negativo ao eixo
HPA, o qual interage e interfere nas funcdes do sistema imune (AMJAD; UMESALMA,
2015; SNYDER et al., 2011; IGNACIO et al., 2019). Farmacos com potencial antidepressivo
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revertem a desregulagdo das fungdes do hipocampo em casos de TDM (PRICE; DREVETS,
2012).

Nesta pesquisa foi observado que a PM elevou significativamente os niveis de IL-1
em compara¢do ao grupo controle. Os tratamentos com escitalopram e acido madecassico
reverteram o efeito da PM. O tratamento com C. asiatica diminuiu os niveis de IL-1B em
comparacgao ao grupo PM-salina, porém o resultado ndo chegou a um nivel de significancia
estatistica. De forma similar, a PM elevou significativamente os niveis de IL-6 em
comparagdo ao grupo controle e os tratamentos com escitalopram, C. asiatica e éacido
madecassico reverteram o efeito da PM.

Pesquisas identificaram que o tratamento cronico com C. asiatica induziu reducdo de
radicais livres/peroxidacao lipidica desencadeada e contribuiu para manter um nivel adequado
de enzimas antioxidantes em regides cerebrais, incluindo o hipocampo, em animais expostos
cronicamente ao cloreto de aluminio (AICI3). Além disso, o tratamento com o extrato da
planta atenuou o aumento de acetilcolinesterase (AChE), contribuindo com a melhora da
disfuncdo do sistema colinérgico e efeito neuroprotetor (AMJAD; UMESALMA, 2015). O
acido madecassico promoveu plasticidade neuronal em células hipocampais a partir da
inducdo do alongamento de neuritos e aumento da expressao de canais transitorios rapidos de
potassio (SIDDIQUI et al., 2020).

Os animais tratados com escitalopram apresentaram menores niveis de IL-1 e IL-6 no
hipocampo em compara¢do com os animais que sofreram PM e foram tratados com salina.
Estes resultados estdo de acordo com a literatura cientifica, considerando que o tratamento
com escitalopram em modelos animais de depressdo reverte os sintomas tipo depressivos
induzidos pelo modelo e reduz os niveis de citocinas pro-inflamatdrias, tais como IL-18, IL-6,
TNFa, e INF-y (DO PRADO-LIMA et al., 2019).

Os resultados dos niveis de IL-1p e IL-6 no hipocampo indicam que o acido
madecdssico apresenta potencial antiinflamatdrio e corroboram com a literatura cientifica. O
acido madecassico aprimora a cognicdo € a memoria, altamente relacionados com o
hipocampo (HAMID et al., 2016). Uma pesquisa in vitro verificou que o acido madecassico
apresenta potencial antiinflamatoério em células de macréfagos RAW 264.7, culminando na
redugdo da expressao de RNAm de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), COX-2, TNF-q,
IL-1B e IL-6 (WON et al., 2010). Uma pesquisa realizada em camundongos diabéticos

verificou que a administracdo de acido madecassico cronicamente causou reducao nos niveis
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de IL-1B e IL-6 nos rins e coragdo dos animais em comparagao com o grupo controle (HSU et
al., 2015). Em ratos diabéticos, o tratamento cronico com C. asiatica diminuiu os niveis renais
de malondialdeido, TNF-a, interferon-y (IFN-y) e aumentou os niveis de antioxidantes nos
rins e cérebro, indicando que a C. asiatica pode proteger os tecidos diabéticos, através de
mecanismos antioxidantes e antiinflamatérios (MASOLA; OGUNTIBEJU; OYENIHI, 2018).

Nesta pesquisa ndo foram verificados parametros de estresse oxidativo, porém o efeito
antioxidante da planta pode estar relacionado ao efeito anti-inflamatério observado. A
literatura cientifica aponta varias evidéncias de que o estresse oxidativo esta associado
positivamente com neuroinflamacdo e a C. asiatica ¢ um potencial teraputico nestas
situagdes (ARORA et al., 2018; MASOLA; OGUNTIBEJU; OYENIHI, 2018). Analises in
vitro e in vivo indicam que os triterpenos presentes na planta contribuem com a atividade
antioxidante, inibitéria da colinesterase e efeito antiamnésico da C. asiatica, mas nao sao as
Unicas substancias com este efeito no extrato (ARORA et al., 2018).

As terapias antiinflamatérias estdo sendo pesquisadas amplamente para tratamento de
TDM e outras patologias psiquidtricas (FENG; MCEVOY; MILLER, 2020), e tratamentos
nao farmacologicos sdo estratégias terapéuticas para controle da depressao. Um exemplo ¢ a
pratica regular de exercicio fisico, que causa resposta comparavel a terapias convencionais. A
pratica de exercicios fisicos controla os sintomas depressivos a partir do aumento de
substancias antiinflamatérias e diminuicdo de substancias pro-inflamatérias circulantes,
controlando a neuroinflamagdo presente na fisiopatologia do TDM (IGNACIO et al., 2019).
Uma pesquisa realizada com idosos saudaveis identificou que a ingestdo de C. asiatica
diariamente melhora o desempenho fisico e qualidade de vida (MATO et al., 2011).

Os resultados comportamentais € nos marcadores inflamatorios observados no
presente estudo assim como os resultados na literatura cientifica sobre as a¢des biologicas da
espécie C. asiatica e seu composto ativo acido madecassico destacam a importancia da
continuidade nas andlises sobre o perfil antiinflamatorio e antidepressivo. Ainda ndo ha
estudos na literatura que avaliem o efeito da C. asiatica e o acido madecéssico em humanos
sobre marcadores inflamatérios. E importante que novas pesquisas sejam realizadas para
identificar e elucidar os mecanismos pelo qual a C. asiatica e o composto ativo acido
madecassico apresentam potencial antidepressivo e antiinflamatorio no modelo animal de

privacdo maternal.
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7. CONCLUSAO

O estresse de privagdao maternal nos primeiros dias de vida induziu um aumento
significativo de comportamentos tipo depressivos na vida adulta. Os animais submetidos ao
estresse de PM apresentaram um aumento significativo de citocinas inflamatoérias, IL-1f e
IL-6, no hipocampo, sugerindo que o estresse na infancia induz neuroinflamag¢do ao longo da
vida. Os tratamentos com extrato da C. asiatica e composto ativo acido madecdssico, bem
como o antidepressivo escitalopram reverteram ou reduziram os comportamentos tipo
depressivos e os niveis das citocinas inflamatorias no hipocampo.

Esses resultados sugerem fortemente que a espécie medicinal C. asiatica e seu
composto ativo apresentam potencial antidepressivo e que a redugdo da neuroinflamagao
hipocampal ¢é um mecanismo envolvido no efeito tipo antidepressivo da espécie.

E importante salientar a relevancia deste estudo para a 4rea da enfermagem,
considerando que a atuagdo do enfermeiro envolve questdes de sailde mental em todas as
dimensdes de atuacdo. Com relagdo ao tema descrito, ¢ possivel identificar exemplos de
atividades relacionadas com todas as dimensodes da enfermagem. Na dimensao assistencial o
conhecimento sobre o TDM ¢ de suma importincia na aten¢do primaria, secundaria e/ou
terciaria, considerando que os usuérios dos servicos de saiide podem apresentar esta demanda.
Em relacdo a dimensdo gerencial, ¢ importante ressaltar que a gestdo e gerenciamento do
cuidado envolve as principais questdes de saude, podendo abranger a saude mental e
individuos com TDM. Nas dimensdes de ensino, pesquisa e politica o tema ¢ igualmente
relevante, pois atuar na enfermagem envolve realizar acdes de educacdo em saude e promogao
de salde com os usudrios dos servigcos, pesquisar sobre a temadtica para qualificar o
conhecimento e contribuir com a criacdo de novas politicas publicas de saude. Todas as
dimensdes da enfermagem contribuem com a satde de individuos, e a satide mental precisa

ser abrangida.
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