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RESUMO

Uma extensa literatura descreve observagdes e teorias a causa e terapéutica dos
transtornos psiquiatricos, entre eles, o Transtorno Depressivo Maior (TDM), cujas
causas sdo multifatoriais. E um transtorno bastante incapacitante e considerado um
problema de saude publica de grande impacto psicossocial que repercute na saude
geral. Inumeras pesquisas demonstram que um dos maiores fatores responsaveis
pelo TDM é o estresse no inicio da vida, acarretando em prejuizos ao desenvolvimento
cerebral e disfuncdes biolégicas, tanto neurais quanto sistémicas. Estudos evidenciam
que uma parcela significativa dos pacientes deprimidos apresenta sintomas
resistentes aos antidepressivos classicos. Além disso, a resposta terapéutica as
diversas estratégias farmacoldgicas necessita de um tempo longo de tratamento.
Deste modo, estudos incluindo plantas medicinais, sdo cada vez mais frequentes
como potenciais estratégias terapéuticas na fisiopatologia da Depressao Resistente a
Tratamentos (DRT). Portanto, o objetivo desta proposta foi avaliar o tratamento com
extrato hidroalcodlico da espécie medicinal Aloysia citriodora em comportamentos tipo
depressivos e parametros de neuroinflamacdo em ratos adultos submetidos a
estresse de Privacao Maternal (PM) nos primeiros dias de vida. Apds um dia de vida,
os filhotes foram submetidos a um protocolo de PM por 3 horas diarias, durante dez
dias. Com sessenta dias de vida, os animais foram submetidos a um tratamento
cronico durante quatorze dias com o extrato da planta e no final do tratamento foi
realizado o teste de natacdo forcada e eutanasia dos animais para coleta das
amostras biolégicas. O protocolo de PM culminou em um aumento significativo dos
comportamentos depressivos na vida adulta, além de promover um aumento na
expressao de citocinas inflamatérias IL-1 B e IL-6 no hipocampo. O tratamento com o
extrato de A. citriodora reverteu os comportamentos depressivos de forma similar ao
grupo tratado com escitalopram. Além disso, observou-se que o grupo submetido ao
tratamento com o extrato da planta foi o que apresentou a menor expressao de
citocinas inflamatérias. Dessa forma, substancias provenientes da A. citriodora podem
ser uma estratégia promissora na terapéutica do TDM.

Palavras-chave: Transtorno depressivo maior; privacdo maternal; Aloysia citriodora.
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1. INTRODUGCAO

O transtorno depressivo maior (TDM) é um dos transtornos psiquiatricos mais
prevalentes. Envolve sintomas clinicos como humor deprimido, anedonia, fadiga,
perda de energia, sensacao de inutilidade ou culpa excessiva, e diminuicdo da
capacidade de concentracdo. (LARSEN et al., 2010). O TDM abrange uma
heterogeneidade de processos bioldgicos, os quais juntamente com as expressdes
comportamentais, séo alvos de estudos em diversos protocolos, tanto em humanos
quanto em animais. Devido a essa heterogeneidade, as respostas aos tratamentos
ainda sao bastante inconsistentes (BELMAKER; AGAM, 2008).

O TDM ¢é considerado um grave problema de saude publica, responsavel por
grande impacto psicossocial além da repercussao na saude geral. O transtorno se
apresenta de maneira prevalente e crescente em populacdes de todos os continentes
além de configurar como um dos mais sérios problemas de saude publica no inicio do
século XXI (BOING et al., 2012; GONCALVES et al., 2018). Segundo WHO, 2017,
aproximadamente 4,4% da populacdo mundial sofre com depressdo e o TDM é
considerado o maior responsavel por incapacidades ao longo da vida,
correspondendo a 7,5% dos anos vividos. E importante destacar que o TDM é o
principal responsavel pelo grande nimero de mortes por suicidio no mundo (WHO,
2017).

O TDM apresenta comorbidade com varios transtornos psiquiatricos, e
algumas das comorbidades parecem estar envolvidas na pobre resposta aos
tratamentos com antidepressivos classicos (DE CARLO et al., 2016). Mesmo em
ensaios com antidepressivos em condi¢des ideais, a maioria dos pacientes com TDM,
aproximadamente 60%, ndo atinge a remisséo na fase aguda do tratamento, levando
geralmente 12 semanas para o inicio da resposta terapéutica (KIM, et al., 2021). Além
disso, segundo meta-andlise, apds o tratamento antidepressivo continuo por pelo
menos 6 meses, a taxa média de remissao do transtorno depressivo foi de 51% na
atencao primaria e 62% em estudos controlados (DAWSON, et al., 2004).

O estresse na infancia € um dos fenbmenos que mais contribuem para a
precipitacado da expressao de um gendétipo predisponente ao TDM (DASKALAKIS et
al., 2013; IGNACIO et al., 2014). O modelo de PM é um protocolo animal validado
para as pesquisas sobre a fisiopatologia e investigacao de estratégias terapéuticas
para o TDM. Uma caracteristica relevante do protocolo de PM é o fato de mimetizar
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uma situacdo grave, envolvendo violéncia, perda e negligéncia do cuidado em
criangas, sendo considerado um dos estressores naturais mais poderosos durante o
desenvolvimento (IGNACIO et al., 2017).

O estresse repetido diminui a expressao e sinalizagdo do Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (BDNF, da expressdao em inglés: brain-derived neurotrophic
factor) prejudicando a plasticidade cerebral, promovendo atrofia neuronal e diminuicao
do numero de sinapses. Isso resulta em adaptacdo deficiente ao ambiente,
comprometendo o aprendizado e o enfrentamento do estresse (PRICE; DUMAN 2020;
KIMPTON, 2012). Entre outros mecanismos biolégicos que sofrem alteracdes, estao
a via de sinalizagdo da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR, da
expressdo em inglés: mammalian target of rapamycin) (IGNACIO et al., 2016) além
da desregulacao no balanco oxidativo e da fungdo imune e inflamatéria (ORTMANN
etal., 2017).

Estudos clinicos e experimentais indicam que o estresse e a depressao estao
associados ao aumento da atividade do sistema imune na inflamacéo, incluindo a
fungéo de alguns leucécitos e o aumento da produgéo de citocinas pré-inflamatorias
(DINAN, 2009). As citocinas também interagem com as vias relacionadas ao TDM,
incluindo o metabolismo dos neurotransmissores, fungdes neuroendécrinas e
plasticidade neural (DANTZER et al., 2008). Pacientes com depressédo apresentam
niveis elevados de citocinas pré-inflamatdrias, como interleucinas (IL) (IL-1, IL-2 e IL-
6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (DOWLATI et al., 2010).

Estudos mostram que a PM nos primeiros dias de vida foi capaz de ativar
resposta neuroimune no hipocampo e aumentar a expressao de genes inflamatorios.
As citocinas sao reguladas pela expressao génica e coordenam a comunicagao célula
a célula, a fungdo neuroquimica e neuroenddcrina que estédo relacionadas a fisiologia
do comportamento. Estimulos ambientais sdo importantes para a modulacdo de
padrdes e a relacdo com o ambiente. Agentes estressores podem alterar essa fungao
fisiolégica, impactando no desenvolvimento do SNC de mamiferos. Os principais
estressores da vida, especialmente os que envolvem estresse interpessoal, rejeicéo,
PM, estao entre os fatores de risco para o TDM. (AMINI-KHOEI et al., 2019; SLAVICH,
2014).

As funcdes do eixo HPA fazem parte dos mecanismos mais estudados da
relagéo de estresse no inicio da vida com o TDM e outros transtornos psiquiatricos.
Digno de nota foi o fato de que animais submetidos a PM tiveram uma reagao
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comportamental alterada e um aumento nos niveis plasmaticos de hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH, da expressao em inglés: Adrenocorticotrophic Hormone)
e corticosterona, bem como redugéo na expressado de BDNF no hipocampo e estriado
apds um estressor agudo na idade adulta (LIPPMANN et al., 2007).

Uma pesquisa recente apontou que a fungdo da micréglia é um dos
mecanismos importantes que podem estar envolvidos no TDM (PRINZ; PRILLER,
2014). Ocorreu um aumento das moléculas sinalizadoras de ativagdo da microglia no
Cértex Pré Frontal (CPF), insula e cértex cingulado em um estudo in vivo em pacientes
com TDM e uma correlacao positiva com a gravidade da depressao (SETIAWAN et
al., 2015). Entre os mediadores e mecanismos de ativacdao microglial, tanto periféricos
quanto centrais, estao as citocinas, varios mediadores inflamatorios, como espécies
reativas de oxigénio, 6xido nitrico, neurotransmissores e horménios liberados durante
o estresse crénico. O aumento da expressao de citocinas pré-inflamatérias pode levar
a um aumento na atividade da enzima Indoleamina 2,3 Dioxigenase (IDO), que realiza
a degradacao do triptofano, o0 amino&cido precursor da serotonina (REUS et al., 2015).

Um numero relevante de pesquisas mostra 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 funcao de neurotransmissores, além dos monoaminérgicos,
bem como os mecanismos celulares de acao, os fatores neurotréficos e a plasticidade
neuronal, de acordo com a evolugdo da pesquisa, parecem constituir um conjunto
importante de mecanismos para a compreensao da fisiopatologia do TDM.

Com relacao ao registro dos compostos farmacolégicos ja consolidados na
terapia como antidepressivos, o Escitalopram € um antidepressivo classico
pertencente ao grupo dos Inibidores Seletivos da Recaptacao da Serotonina (ISRSs).
Entre os mecanismos biolégicos mais estudados atualmente, estao a funcao positiva
na via mTOR (SEO et al., 2017), BDNF (WOLKOWITZ et al., 2011), balango oxidativo
e funcao imune (MUNZER et al., 2013).

O uso de plantas de forma terapéutica ja vem da antiguidade, estando
intimamente ligado a nossa propria evolugdo. Para usar plantas como remédios, 0s
antigos fizeram uso de suas proprias experiéncias e observacdo do uso de plantas
por animais (OLIVEIRA et al, 2006). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
reconhece as plantas medicinais e seus constituintes quimicos como importantes

instrumentos de assisténcia farmacolégica, de modo que, dentre as estratégias para


https://www.collinsdictionary.com/pt/dictionary/english/adrenocorticotrophic
https://www.collinsdictionary.com/pt/dictionary/english/hormone
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a Medicina Tradicional e Complementar 2014-2023, tem incentivado a regulacao
desses produtos, a fim de garantir a seguranca, qualidade e eficacia (WHO, 2013).

Entre muitas espécies ja estudadas com relacao aos efeitos antidepressivos,
encontra-se a espécie A. citriodora, pertencente a familia Verbenaceae (ERAM et al.,
2012). Estudos acerca de atividades comportamentais e bioldégicas da espécie,
principalmente em animais e protocolos in vitro, trazem evidéncias de que a A.
citriodora promove efeitos sedativos, ansioliticos, antidepressivos, anestésicos,
antioxidantes, neuroprotetores, além de efeitos antimicrobianos e antineoplésicos
(BHARAMSOLTANI et al., 2018).

Sendo assim, decidiu-se investigar se o estresse de PM nos primeiros dias de
vida exerceu efeitos tipo depressivos e se apresentou relagcdo com a neuroinflamacéo
hipocampal em ratos adultos submetidos a estresse de privacdo maternal nos
primeiros dias de vida. Em seguida, foi avaliado o efeito do tratamento crénico com
extrato hidroalcodlico da espécie A. citriodora sobre comportamentos tipo depressivos
e mecanismos neuroinflamatérios e neuroprotetores, em ratos submetidos a estresse

de privagdo maternal nos primeiros dias de vida.

1.1 ASPECTOS GERAIS DA A. citriodora

A espécie A. citriodora Palau (Verbanaceae) apresenta diversas sinonimias
cientificas sendo as mais importantes: A. triphylla (L Hér), A. triphylla (L'Hér.) Britton,
Lippia citriodora Kunth, L. citrodora Kunth e L. triphylla (L'Hér.) (BHARAMSOLTANI et
al., 2018).

A A. citriodora é nativa da América do Sul (Argentina, Paraguai, Brasil, Uruguai,
Chile, Bolivia e Peru), com ampla distribuicdo no Norte da Africa e no Sul da Europa.
Foi introduzida no velho continente pelos espanhdis e portugueses no século XVII. No
Algarve é denominada de bela-luisa e em outras regides de Portugal tem como nome
comum, limonete. No Brasil, dependendo da regido, € popularmente conhecida como
cidrd, falsa-erva-cidreira, lucia-lima, limao-verbena e erva-luisa (LORENZI; MATOS,
2002; BARAMSOLTANI et al., 2018).

1.2 USOS POPULARES DA A. citriodora

O uso tradicional desta espécie remonta ao século XVII, revelando sua
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importancia etnofarmacolégica como planta medicinal usada pela cultura inca
(ELECHEOSA, 2017). Os "Kallawayas", um grupo itinerante de curandeiros
tradicionais nos Andes, costumavam chamar a planta como “quechua” ou “wari
pankara”, usada como digestiva, antiespasmodica e remédio para bronquite e
problemas cardiacos (GIRAULT, 1987).

Infusdes foliares de A. citriodora séo utilizadas como refrescantes. Na industria
€ empregada na preparacao de perfumes, como aromatizante de licores. No Peru é
componente do refrigerante “Inka Cola”. No Egito é tradicionalmente utilizada devido
as suas propriedades medicinais, sendo também comercializada na perfumaria,
devido a forte composicao de citral e limoneno em suas folhas (IBRAHIM; MOHAMED;
KHALID, 2014).

No Brasil € comumente cultivada em jardins e hortas, sendo seu uso principal
destinado para fins medicinais e eventualmente para o tempero na culinaria, como por
exemplo, em saladas (LORENZI; MATOS, 2008). Nas diversas regides do Brasil, o
preparado caseiro a partir de suas folhas € utilizado no tratamento de resfriados, gripe,
problemas nervosos, acne, inseticida, bactericida, tonico, antiespasméddico e
carminativo (MAIA; FRANCISCO, 2001; NEGRELLE et al., 2007; LORENZI; MATOS,
2008; MERETIKA; PERONI; HANAZAKI; 2010).

1.3 CONSTITUINTES QUIMICOS DA A. citriodora

Diversos compostos quimicos foram identificados em diferentes partes de A.
citriodora. Vérios flavonoides foram isolados de extratos metandlicos, etandlicos e
aquosos da planta. Além disso, 0 6leo essencial € composto principalmente de
monoterpenos e monoterpendides, sesquiterpenos e sesquiterpendides, bem como
alguns alcoois graxos (IBRAHIM; MOHAMED, KHALID, 2014; BARAMSOLTANI et al.,
2018). No 6leo essencial também foram observados compostos como o geranial,
neral, limoneno e citral (FREDDO, 2016). Frequentemente sao encontrados nas folhas
jovens o B-pineno, acetato neral e transcalameneno (IBRAHIM; MOHAMED, KHALID,
2014). Ainda, os componentes limoneno, 1,8-cineol, geranial, neral, B-guanina,
espesolenol e 6xido de cariofileno foram isolados das folhas e flores de A. citriodora
(SHAHHOSEINI; HOSSENEI; GHORBANPOUR, 2014).

O extrato aquoso de A. citriodora demonstrou efeitos sedativos no teste de
campo aberto realizado com ratos, e teve sua agdo potencializada com o uso do
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diazepam. As agbes sedativas foram sensiveis ao antagonismo por flumazenil,
sugerindo que a atividade bioldgica da A. citriodora ocorre através de receptores
centrais do sistema gabaérgico. Nos receptores a-adrenérgicos o extrato bloqueou de
forma n&o competitiva a agdo da fenilefrina nos vasos deferentes, e no corag¢ao induziu
inotropismo negativo. A sedacgéo do tipo benzodiazepinico, o inotropismo negativo e
o efeito antiespasmadico justificam pré-clinicamente seu uso popular nos quadros de
célicas abdominais e como coadjuvante no tratamento da ansiedade (RAGONE,
2010).

A espécie apresenta artemitina e hesperidina, substancias altamente anti-
inflamatérias e antioxidantes que parecem fortemente relacionadas as propriedades
antidepressivas (GUPTA; GUPTA; VARSHNEY, 2020). Eram et al. (2012)
confirmaram o efeito antidepressivo de A. citriodora em modelos animais pelos
extratos etandlico, cloroférmico e aquoso. O resultado foi observado a partir dos testes
de natacao forcada e suspensao da cauda. Outro estudo com modelos animais de
depresséo, utilizando a espécie Aloysia gratissima como tratamento e 0os mesmos
testes para verificar o efeito, indicou acao antidepressiva da espécie do mesmo
género (ZENI et al., 2013)

Sendo assim, decidiu-se investigar se o estresse de PM nos primeiros dias de
vida exerceu efeitos tipo depressivos e se apresentou relagdo com a neuroinflamacéo
hipocampal em ratos adultos submetidos a estresse de privagdo maternal nos
primeiros dias de vida. Em seguida, foi avaliado o efeito do tratamento crénico com
extrato hidroalcodlico da espécie A. citriodora sobre comportamentos tipo depressivos
e mecanismos neuroinflamatérios e neuroprotetores, em ratos submetidos a estresse

de privagdo maternal nos primeiros dias de vida.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E SOLVENTES
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Nas analises cromatograficas por Cromatografia Liquida de Alto Eficiéncia
(CLAE), foi utilizado o cromatdgrafo Varian® Pro-Star com injetor manual (alga de 20
ul), com gradiente ternario de bombas, detector UV/Vis e coluna Kromasil® ODS
(5um) fase reversa C-18 (250 x 4,5 mm). O padrdo analitico utilizado foi o
verbascosideo adquirido da empresa Sigma-Aldrich®, USA.

Para o processo de filtracdo de amostras e solventes, utilizou-se filtros
Micropore® de teflon (0,45 um). Os solventes grau HPLC (MeOH, EtOH, H3PO4,
AcOH e HCOZ2H) utilizados para as anélises em CLAE foram adquiridos da J.T.
Baker® (Goiania, GO, Brasil). A agua foi obtida por ultrapurificador de agua Milli-Q
A10 Gradiente®. Os solventes MeOH, EtOH, AcOEt, n-hexano, DCM, e CHCI3
utilizados nas analises fitoquimicas foram adquiridos da Vetec® (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil).

As analises espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear de prétons
(400 MHz) e de carbono (100 MHz) foram realizadas em equipamento Bruker®
modelo DRX 400 na Universidade Federal do Parana (UFPR) sob orientagdo do Prof.
Dr. Andersson Barison. A identificacao das substancias em espectrometria de massas
foi realizada por intermédio de andlise de infusdo direta em um espectrdmetro de
massas do tipo triplo quadrupolo (Applied Biosystems® modelo APl 3200) equipado
com uma bomba seringa (Harvard Apparatus®, modelo Harvard 22 Dual) e fonte de
ionizacao por eletrospray (ESI) na Universidade Estadual Paulista (UNESP; Campus
Litoral) sob orientacdo do Prof. Dr. Wagner Vilegas. Os métodos espectrofotométricos
de Radiacédo Ultravioleta e Visivel (UV/Vis) foram realizados em fotdmetro digital

semiautomatico (BioSystems®, modelo BTS 310).
2.2 DESENVOLVIMENTO DOS METODOS

Para a realizacdo deste estudo, foi utilizado o tipo de pesquisa quantitativa
analitica, de natureza experimental. A preparacdo do material vegetal, producao dos
extratos, fragbes e o isolamento de substancias quimicas por meio de métodos
cromatograficos foram realizados no Laboratério de Farmacognosia, da Universidade
Comunitaria de Chapecé (UNOCHAPECO).

O experimento com o uso de animais foi realizado no Centro de Bioterismo
(CBI) da UNOCHAPECO com registro no Conselho Regional de Medicina Veterinaria
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de Santa Catarina (CRMV/SC) n. SC-08771-PJ, sob supervisao da médica veterinaria
responsavel, Natacha Trevisani (CRMV/SC-n4815SC). O referido centro possui uma
infraestrutura de criacdo e experimentagéo registrada no Cadastro de Instituicées de
Uso Cientifico de Animais (CIUCA) e segue rigorosamente as orientacées do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

As anadlises dos tecidos cerebrais foram realizadas nos laboratérios da

Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Chapecd, SC.
2.3 COLETA, IDENTIFICACAO BOTANICA E PREPARACAO DOS VEGETAIS

A coleta de Aloysia citriodora Palau (Verbenaceae) foi realizada em Chapeco
(SC) (27° 05 37" S e 52° 39’ 58” O), nos meses de janeiro e margo de 2018. No
momento da coleta, uma pequena amostra (em torno de 30 cm) contendo folhas e
inflorescéncias da planta foi reservada para elaboracdo de exsicata visando a
identificagdo botanica. Posteriormente, o material vegetal foi identificado pelo Prof.
Adriano Dias de Oliveira, curador do Herbario da Unochapecd, onde uma exsicata foi
depositada (n. 3777). A quantidade restante da planta (aproximadamente 1000 g) foi
transferida para o Laboratério de Farmacognosia da Unochapecé. O material vegetal
foi reduzido a pequenos fragmentos e submetido a secagem em temperatura
ambiente (+ 25 °C), protegido da luz direta e umidade. Na sequéncia, a droga vegetal
desidratada foi triturada em moinho de facas (Ciemlab®, CE430), selecionada em
tamis 425 um (35 Tyler/Mesh), identificada e armazenada ao abrigo da luz.

2.4 PREPARACAO DO EXTRATO

O Extrato Hidroalcodlico de A. citriodora (EHA) foi produzido por maceragao (3
dias) com o material vegetal dessecado (400 g), utilizando etanol (70% v/v; 3 |)
(AZWANIDA, 2015; RASHID et al., 2019). Apés a filtracao por Blchner, o extrato foi
evaporado sob pressado reduzida, liofilizado, pesado e estocado em freezer a -20 °C.
2.5 ANALISE QUIMICA

2.5.1 Estimativa do teor total de flavonoides

A quantidade de flavonoides totais em EHA foi realizada de acordo com Woisky
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e Salatino (1998), com adequacgdes. Resumidamente, 1 ml de EHA (1000 pg/ml) foi
adicionado a 1 ml de Cloreto de Aluminio (AICI3) a (2% em MeOH) e apds 60 min
foram realizadas leituras do espectrofotdmetro (425 nm). A curva de calibragao foi
produzida em temperatura ambiente (x 25 °C), protegido da luz direta e umidade. Na
sequéncia, a planta vegetal desidratada foi triturada em moinho de facas (Ciemlab®,
CE430), selecionada em tamis 425 um (35 Tyler/Mesh), identificada e armazenada ao
abrigo da luz. utilizando padréao de quercetina diluida em metanol (10, 15, 20, 25 e 30
Mg / ml), e as leituras foram realizadas em ftriplicata. A quantificagado dos flavondides

foi determinada em miligramas por grama de extrato.

2.5.2 Quantificacao de fenois totais

Determinacdo dos componentes fendlicos em EHA foi realizado conforme o
método de Folin-Ciocalteu modificado por Singleton e Rossi (1965). O EHA foi diluido
em alcool etilico nas concentragcbes de 100, 250, 500 e 1000 pg/ml. A cada 0,5 ml de
extrato nas diferentes concentracdes foram adicionados 5 ml de agua destilada e 0,25
ml do reagente de Folin-Ciocalteu. Ap6s 3 minutos, 1 ml de solucdo de Na2CO3 a
10% foi adicionado e a mistura armazenada por 1 h. As analises foram realizadas em
triplicata e a absorbancia mensurada a 725 nm. O teor de fendis totais foi determinado
por interpolacao da absorbancia das amostras contra uma curva analitica construida
com padrdes de acido galico e expressos como mg de EAG (equivalentes de acido

galico) por g de extrato.

2.6 ANALISE EM CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) DO
EHA

As analises cromatograficas foram realizadas, de acordo com Apati et al.,
(2006) com modificagdes. Para tanto, foi utilizado cromatédgrafo Varian® Pr6-Star com
injetor manual (20 pL), gradiente ternario de bombas, detector UV/Vis e coluna
Kromasil® ODS (5um) fase reversa C-18 (250 x 4,5 mm) em temperatura de 24 + 2
°C. Dois sistemas de solventes foram utilizados, H20: AcOH (40:1 v/v) (solvente A) e
CH3CN (solvente B). A andlise foi realizada em temperatura de aproximadamente 22
°C com vazao de 1ml/min. O gradiente utilizado foi 86% de A por 15 min, 65% de A
por 30 min e 100% de B por 2 min. A deteccao foi realizada em 360 nm e os resultados
foram comparados com padroes externos auténticos com tempos de retencao seguido
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de espectro de UV.

2.7 FRACIONAMENTO E ISOLAMENTO QUIMICO

A amostra de EHA (50 g) foi diluida em béquer com agua destilada (500 ml) e
submetida a agitagdo mecanica. Posteriormente, esta solucéo foi transferida para o
funil de separacao e foram realizadas particées (n = 10) com solventes de polaridade
crescente (hexano, acetato de etila, diclorometano e n-butanol). As fracdes obtidas
foram concentradas em rotavapor sob pressao reduzida, pesadas para o célculo de
rendimento e estocadas em freezer.

Na sequéncia, as fragbes foram submetidas a Cromatografia em Camada
Delgada (CCD). aplicando-se 20 pl em placa de gel de silica 60 F254 Merck® (lote
HX772843). O sistema eluente utilizado foi uma mistura dos solventes:
AcOEt:MeOH:H20 (100:13,5:10 v/v). Na sequéncia, as placas foram secas em
temperatura ambiente e as bandas foram observadas em 366 nm em camara de
UV/Vis e posteriormente reveladas com cloreto férrico a 1% em MeOH (m/v)
(WAGNER; BLADT, 1996). A fracao que revelara bandas com maior positividade para
compostos fendlicos foi submetida a fracionamento em coluna cromatografica.

Para o fracionamento, uma amostra da fragdo acetato de etila (AcOEt; 4 g) foi
dissolvida em quantidade suficiente de hexano e submetida a Cromatografia Liquida
em Coluna (CLC) utilizando como fase estacionaria gel de silica (Merck®), e como
eluente o hexano e AcOEt. A eluicdo da coluna foi realizada com aliquotas de 5 ml e
o eluente teve incremento de polaridade em 10%, até alcancar 100% de AcOEt. As
subfracbes foram reunidas por semelhanca em CCD empregando como fase movel
AcOEt:MeOH:H20 (100:13,5:10 v/v) e analisadas em camara de UV/Vis a 366 nm.

2.8 AQUISICAO DO COMPOSTO OXALATO DE 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
sélida, em po, na quantidade de 1000 gramas.
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2.9 GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTOS
2.9.1 Protocolo de privacao maternal

Os filhotes foram privados da mae por 3 h/dia nos primeiros 10 dias apés o
nascimento. A privagcdo maternal (PM) constituiu-se da remogéo da mae da caixa,
mantendo os filhotes na presenca de odor materno. Os animais nao privados
(controles) permaneceram imperturbaveis na gaiola original com a mae. Os animais
foram desmamados somente no 21¢ dia apds o nascimento dos filhotes.

Foram constituidos dois grupos experimentais: Grupo PM (dividido em trés
subgrupos), e grupo controle Sem Estresse (SE). Apds completar 60 dias de idade,
os ratos foram separados em subgrupos (N = 10) e submetidos a tratamento crénico
por 14 dias com as substancias escolhidas para o experimento: Escitalopram como
controle positivo na dose de 10 mg/kg (antidepressivo classico), extrato hidroalcodlico
de Aloysia citriodora (Ac). Grupos controles para os tratamentos receberam solucéo
de salina. As doses de escitalopram estdo de acordo com trabalhos publicados na
literatura cientifica IGNACIO et al., 2018). O delineamento experimental esta ilustrado
na figura 1. A administracao de extratos e drogas foi feita oralmente pelo método de
gavagem. Os seguintes grupos experimentais foram delineados, considerando o
estresse, o tratamento com uma dose de escitalopram e do extrato de A. citriodora:
Controle + Salina; PM + Salina; PM + escitalopram; PM + A. citriodora.

Desenho experimental



20

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

Tratamentos
Farmacologicos
¢ Fitoterapicos

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

1 U U U ¢

Privacao Maternal Testes
Desmame Analises

(PM) 3h/dia
comportamentais laboratoriais

comportamentais.

2.9.2 Testes comportamentais

Todos os testes comportamentais foram conduzidos durante um Unico periodo
da manha (8:00 - 12:00) e iniciados 60 minutos apos a ultima administragdo de cada
tratamento. Todos os testes comportamentais foram realizados por um observador
cego aos grupos experimentais.

O comportamento depressivo foi avaliado pelo Teste de Natacdo Forcada
(TNF), conforme descrito anteriormente por Porsolt et al., (1977) (n = 10/grupo) e a
atividade motora exploratéria foi avaliada por meio do Teste de Campo Aberto (TCA),
como descrito anteriormente por Réus et al. (2013) (n = 10/grupo). Para a analise de
marcadores inflamatérios, os animais foram eutanasiados por decapitacao e foi
realizada a extracdo do cérebro. Apds a extracdo do cérebro, o hipocampo foi

separado, com base na descricao histolégica de Paxinos e Watson (1986).

2.10 PARAMETROS INFLAMATORIOS

As analises dos niveis de IL-1 e IL-6 no hipocampo foram realizadas através



21

de kits ELISA seguindo os protocolos dos fabricantes dos kits. Para o processo de
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 centrifugacéo a
3500 rpm durante 15 minutos e o sobrenadante foi coletado para uso nas analises.
Utilizou-se do método de peterson (lowry modificado) para a quantificacdo das
proteinas. A curva e as amostras foram analisadas em duplicata (PETERSON, 1977).
Os niveis de IL-1B e IL-6 foram avaliados pelos kits ELISA da Sigma-Aldrich, Brasil,
no formato sanduiche. Foi adicionado 100 pl de cada padrao e amostra nos pocos
apropriados, coberto 0s pocos e incubadas durante a noite a 4°C com agitacdo suave.
Depois, foi descartada a solucao e a placa foi lavada 4 vezes com solugao de lavagem
1X (300 pul por pogo). A placa foi invertida e secada contra toalhas de papel limpas.
Foi adicionado 100 pl de anticorpo de deteccao preparado 1x a cada po¢o. Os pogos
foram cobertos e incubados por 1 hora a temperatura ambiente com agitacao suave.
Em seguida descartou-se a solugéo e repetiu-se o procedimento. Foi adicionado 100
ul de solugcéo de Estreptavidina em cada poco, que foram cobertos e incubados por
45 minutos a temperatura ambiente com agitagdo suave. Novamente, a solugéo foi
descartada e foi repetida a lavagem. Foi adicionado 100 pl de TMB One-Step
Substrate Reagent (Item H) em cada poco, os quais foram cobertos e incubados por
30 minutos a temperatura ambiente no escuro, com agitacao suave. Adicionou-se 50
ul de solugéo de parada (item |) a cada pogo e a placa foi lida com a absorbancia de
450 nm imediatamente. Os resultados foram calculados considerando a interpolacao
da equacéo da curva da absorbancia pela concentracao e expressos em picogramas

por miligramas (pg/mg) de proteina.

2.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados atraves da Analise de Variancia (ANOVA) one-
way, seguido do teste post-hoc de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. As analises foram realizadas por meio do software
Statistica 7.0
3. ASPECTOS ETICOS

Este projeto de pesquisa intitulado “Efeito antidepressivo e anti-inflamatério da
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espécie Aloysia citrodora em ratos adultos submetidos a privacdo maternal na
infancia” € um subprojeto que esta vinculado a um projeto maior intitulado “Efeito
antidepressivo, ansiolitico e neuroprotetor do extrato hidroalcodlico de Aloysia
citriodora em animais submetidos a estresse na infancia e na vida adulta” que foi
submetido ao CEUA com o seguinte protocolo: n® 005/CEUA/2021 e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Comunitaria
da Regido de Chapecd (UNOCHAPECO), em 29/07/2021, local onde as protocolos

dos extratos da planta e dos experimentos com os animais foram realizados.

4. RESULTADOS

4.1 EFEITOS DA PM E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE NATAGAO FORGADA
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Os efeitos da PM e dos tratamentos com o extrato hidroalcodlico da A. citriodora
(30 mg/kg), e escitalopram (10 mg/kg) nos parametros avaliados no teste de natacao
forcada estédo ilustrados na figura 2. No protocolo de natagédo forcada a ANOVA de
uma via mostrou interacao significativa no tempo de imobilidade entre os grupos sem
estresse e 0s grupos privados maternalmente e entre os tratamentos (F= 5,03377; P:
0,004727). O teste Post hoc de Tukey mostrou que a PM elevou significativamente o
tempo de imobilidade (p < 0,02) no teste de natagao forgada. Os tratamentos com A.
citriodora e Esc reverteram o efeito da PM, ambos com (p < 0,02).

No que diz respeito ao tempo de natacao, observou-se na ANOVA que a PM
apresentou uma significativa diminuicdo desse comportamento (F= 5,1787; P<
0,005471). O teste de Post hoc de Tukey mostrou que o grupo PM apresentou menor
tempo de natacdo em comparagdo ao grupo tratado com escitalopram (p < 0,02);
controle salina (p < 0,02) e em relacao ao grupo tratado com A. citriodora (p < 0,04).
Por fim, no teste de escalada, do nado forcado, ndo houve diferenca estatistica

significativa entre os grupos.

Teste de Natacao Forcada
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Figura 2 - Efeitos do estresse de PM e dos tratamentos com o extrato hidroalcodlico da A. citriodora
(30 mg/kg), escitalopram (10 mg/kg). Os dados sao apresentados como média * erro padrao da média.
Sobre o parametro de mobilidade: *diferenca estatistica entre o Controle Salina e o PM Salina (p <
0,05); #diferente do PM Salina (p < 0,05). Sobre o parametro de natacao: *diferenca estatistica entre o
Controle Salina e o PM Salina (p < 0,05); #diferente do PM Salina (p < 0,05).

4.2 EFEITOS DA PM E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE CAMPO ABERTO

Os efeitos da PM e dos tratamentos com o extrato hidroalcodlico da A. citriodora
(30 mg/kg), e escitalopram (10 mg/kg) nos parametros avaliados no teste de campo
aberto estao ilustrados na figura 3. No teste de campo aberto a ANOVA de uma via
nao revelou interacao significativa entre os grupos sem estresse e 0s grupos de PM.
Tanto a PM quanto os tratamentos nao induziram alterac¢ées significativas na atividade
locomotora, avaliada através dos numeros de cruzamentos (F=2,40; p > 0,05) e
levantamentos (F=2,11; p > 0,05) no teste do campo aberto.

Atividade Locomotora no Campo Aberto
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Figura 3 - Efeitos da PM e dos tratamentos com o extrato hidroalcodlico da A. citriodora (30 mg/kg),
escitalopram (10 mg/kg) sobre a atividade motora exploratéria. Os dados sdo apresentados como
média * erro padrao da média.

4.3 NIVEIS DE IL-1B E IL-6 NO HIPOCAMPO

Os efeitos da PM assim como do tratamento com A. citriodora (30 mg/kg) e
escitalopram (10 mg/kg) nos niveis das citocinas inflamatoérias IL-18 e IL-6 no
hipocampo, estao ilustrados da figura 4. A ANOVA de uma via revelou interagao
significativa de IL-1B (F=14,77 e p < 0,001) e IL-6 (F=12,23 e p< 0,001), entre os
grupos. O teste Post hoc de Tukey mostrou que a PM induziu aumento significativo
dos niveis de IL-1B (p < 0,05). A A. citriodora (p < 0,001) e o escitalopram (p < 0,01)
reverteram os niveis elevados de IL-1pB, induzidos pela PM. A PM também aumentou,
de modo ainda mais significativo, os niveis de IL-6 (p < 0,01). Os tratamentos com A.
citriodora (p < 0,001) e com escitalopram (p < 0,01) reverteram os niveis elevados de
IL-6, induzidos pela PM.

Atividade da IL-1B e IL-6 no Hipocampo



26

O Controle Salina
OPM Salina
m PM Escitalopram
B PM A. citriodora
1000 -
900 - * s
800 - I
700 ~
600 ~ l
500 -
400 -

300 - s
200 1 H

0

IL-1B Hipocampo IL-6 Hipocampo

pg/mg proteina

H

Hi

Figura 4 - Efeitos da PM e dos tratamentos com o extrato hidroalcodlico da A. citriodora (30 mg/kg),
escitalopram (10 mg/kg) sobre a atividade motora exploratéria. Os dados sdo apresentados como
média * erro padrdo da média. *diferenca estatistica entre Controle Salina e PM Salina (p < 0,05);
“*diferenga estatistica entre Controle Salina e PM Salina (p < 0,01); ##diferente do PM salina (p <
0,01); ###diferente do PM salina (p < 0,001).

5. DISCUSSAO
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O presente trabalho estudou o efeito do extrato alcodlico da A. citriodora e do
antidepressivo classico, escitalopram, sobre comportamentos do tipo depressivos, no
teste de natacao forgada, em ratos adultos submetidos a estresse de PM nos primeiros
dias de vida. Também foram avaliados marcadores inflamatoérios no hipocampo dos
animais submetidos ao estresse e ao teste comportamental.

O periodo neonatal, é fundamental para o processo de desenvolvimento
neuronal, principalmente, pelo fato de os animais serem praticamente dependentes
da mée nessa fase. Estudos mostram que a PM induz mudangas no comportamento
que podem alterar marcadores inflamatérios relacionados a fisiopatologia do TDM
(AMINI-KHOEI et al., 2019; IGNACIO et al., 2017).

Estudos experimentais encontraram alteragdes marcantes no cértex e no
hipocampo de roedores apos neuroinflamagédo induzida com lipopolissacarideo. A
inducdo mimetiza comportamento semelhante a ansiedade, exacerba o estresse
oxidativo e gera inflamacéao devido a alta peroxidase lipidica que aumenta a expressao
de citocinas pré-inflamatérias como IL-1B8 e IL-6, além de TNF-a. (NAEEM, et al.,
2021). Diversas plantas medicinais tém apresentado acéo antidepressiva em modelos
animais. Algumas apresentam acao antioxidante, regulam o eixo hipotalamo-hipéfise
adrenal, reduzem mediadores inflamatérios, além de regular moléculas endbégenas
como noradrenalina, acetilcolina, dopamina (GUPTA, 2020).

Um dos farmacos tradicionais mais utilizados para o tratamento do TDM,
ansiedade além de outros disturbios psiquiatricos € o escitalopram. Este atua como
Inibidor Seletivo da Recaptacao de Serotonina (ISRSs), mantendo a substancia por
mais tempo na fenda sindptica que pode corrigir o provavel déficit na sinalizacao
celular durante o TDM, e com isso trazer alivio clinico para alguns pacientes. No
entanto, h4 um nudmero significativo de individuos resistentes aos ISRSs. Ha
evidéncias de que a inflamacao desempenha um papel fundamental na variabilidade
clinica dos ISRSs.

Embora a modulagdo sinaptica da serotonina ndo seja esclarecida, a
capacidade do escitalopram em aumentar os niveis de serotonina necessarios para
eficacia do tratamento para TDM, foi reduzida pela inflamag¢do aguda induzida em
roedores. (HERSEY, et al., 2021). Acredita-se que a acdo antiinflamatéria da A.
citriodora, pode atuar como antidepressivo assim como potencializar a agdo do
farmaco escitalopram, uma vez que a inflamagdo prejudica a capacidade

farmacolégica do mesmo.
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Os resultados obtidos em testes comportamentais e nos marcadores
inflamatérios foram considerados relevantes, pois mostram reversdo de
comportamentos tipo depressivos nos parametros de imobilidade, natagéo e teste do
nado forgado. Além disso, reduziu os niveis das interleucinas inflamatérias IL-1B e IL-
6 no hipocampo de ratos tratados com A. citriodora. Vale lembrar a forte relagéo entre
a neuroinflamacao e o desenvolvimento de transtornos depressivos (CARVALHO et
al., 2014; IGNACIO, et al., 2017, MOUIHATE, 2014; STRAWBRIDGE, et al., 2021).

Nesse estudo, dois testes comportamentais foram realizados com a finalidade
de avaliar os impactos da PM e dos tratamentos, o teste de natacédo forcada e de
campo aberto. Nos resultados a partir do teste de natacao forcada, que é composto
pelos parametros de tempo de imobilidade, natacdo e escalada, foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, sobretudo nos parametros
de tempo de imobilidade e de natacao. O teste do campo aberto, que avalia possiveis
efeitos sedativos dos tratamentos, ndo revelou diferencas significativas entre os
diferentes grupos.

Sobre o teste de natacdo forcada, de acordo com Arauchi et al., (2018); e
Haraguchi et al., (2018), € um teste amplamente utilizado em pesquisas experimentais
com animais, com a finalidade de avaliar comportamentos tipo depressivos, que
podem ser desencadeados através de protocolos animais por meio de estresse
crénico, similar ao que ocorre com a PM. A literatura indica que esse teste é capaz
de avaliar substancias com potencial antidepressivo, sobretudo ao considerar que os
antidepressivos classicos, caso de escitalopram utilizado nessa pesquisa, induzem
respostas comportamentais tipo antidepressivas em animais submetidos ao teste de
natacao forcada (ARAUCHI et al., 2018; HARAGUCHI et al., 2018).

A ANOVA revelou que no parametro de imobilidade, o grupo PM teve esse
indicador aumentado em relagdo ao grupo controle. Ao avaliar o Post Hoc — Turkey,
observou-se que tanto o grupo controle, quanto os grupos escitalopram e A. citriodora
obtiveram como resultado (p< 0,02). Dessa forma, € possivel concluir que 0s grupos
tratados apresentaram reducdo de comportamentos tipo depressivos e se
comportaram de forma similar ao grupo controle, corroborando com literatura cientifica
acerca dos efeitos antidepressivos da A. citriodora e do escitalopram, esse tem que
tem seu mecanismo de agdo por meio do aumento da recaptacdo de
neurotransmissores na fenda sinaptica (ERAM et al. (2012); HARAGUCHI et al.,
2018).
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Sobre o tempo de natagao, outro parametro do teste de natacao forcada, a
ANOVA revelou diferenca estatistica significativa entre o tempo de natacao do grupo
PM em relagc&o ao grupo controle. No teste de Post hoc — Turkey, observou-se, assim
como na imobilidade, uma semelhanga estatistica entre os grupos controle,
escitalopram e A. citriodora (p< 0,05). Os resultados obtidos no teste de tempo de
natacdo vao ao encontro daqueles vistos no teste de imobilidade, confirmando, mais
uma vez, que os tratamentos sdo eficientes em reverter os comportamentos tipo
depressivos.

Como é possivel observar, os resultados obtidos no teste de natacao forcada,
nos grupos estudados, mostraram que o extrato hidroalcodlico de A. citriodora (30
mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg), apresentaram acédo semelhante ao grupo controle.
Assim, ambos os tratamentos tiveram uma agédo de reduzir comportamentos tipo
depressivos induzidos pelo estresse no inicio da vida. Esses resultados corroboram
com as evidéncias encontradas na literatura, sobretudo quando é observado o grupo
escitalopram, que é amplamente utilizado em pesquisas com modelo animal e atuam
tanto na redugdo de comportamentos tipo depressivos, quanto na agdo em
mecanismos biolégicos importantes para a protecdo neuronal € na reducdo da
inflamacao (MUNZER et al., 2013; SEO et al., 2017; WOLKOWITZ et al., 2011).

Antidepressivos podem induzir efeito sedativo importante e interferir no
comportamento de mobilidade em animais. Para avaliar essa possivel acao dos
farmacos e extratos, realizou-se o teste de campo aberto, que de acordo com Gould
et al (2009), tem a finalidade de medir a atividade exploratéria geral em roedores. Para
isso utiliza de medidas de quantidade e qualidade, por meio de diferentes parametros,
como cruzamentos e levantamentos. A ANOVA néao revelou diferencga estatistica entre
os diferentes grupos do estudo, o que indica que tanto a PM, como os tratamentos
com escitalopram e com o extrato de A. citriodora, ndo exerceram efeitos sedativos
nos animais. O efeito ndo sedativo € importante pois mantém os animais ativos e
responsivos tanto em relagcdo ao ambiente tranquilo quanto em relagdo a capacidade
de luta e fuga testadas no experimento.

A PM elevou os niveis das interleucinas inflamatérias quando comparado ao
grupo controle. Ao serem submetidos ao tratamento com escitalopram, os niveis de
interleucinas elevados pela PM foram revertidos a niveis semelhantes ao grupo

controle. Ja o grupo tratado com A. citriodora, reduziu os niveis de interleucina a
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valores ainda menores que as interleucinas do grupo controle salina. O que significa
dizer que o extrato da planta apresentou grande poder antiinflamatério neuronal.

Apesar dos avangos nos tratamentos farmacoldgicos sintéticos, apenas 50%
dos casos de depressdo sao passiveis de reversdo. Além disso, causam efeitos
adversos e, muitas vezes, apresentam custo elevado. Dessa forma, o uso de plantas
medicinais, entre elas, a A. citriodora vem sendo cada vez mais explorado por
pesquisadores com o intuito de melhorar a resposta e adesao ao tratamento (GUPTA,
2020). Um estudo investigou os efeitos comportamentais do extrato hidroalcodlico das
folhas de A. citriodora em ratas fémeas e demonstrou que as substancias foram
capazes de promover efeito depressor motor, ansiolitico, enquanto em um dos testes
mais utilizados para avaliar depressdo, o FAST, foi possivel perceber que a
mobilidade do animal foi comparavel a observada em animais tratados com
antidepressivos de referéncia como fluoxetina e imipramina (MORA, et al, 2005).

Uma meta-analise, envolvendo 35 estudos, analisou biomarcadores
inflamatoérios antes e depois do tratamento antidepressivo e mostrou que a falta de
resposta ao tratamento estava relacionada a inflamag&o persistente. No entanto, a
boa resposta ao tratamento para TDM, estava relacionada a reducao dos niveis dos
marcadores inflamatérios. Dessa forma, o estudo sugere que a manutencao dos
niveis elevados de inflamacao pode favorecer a resisténcia ao tratamento do TDM
(STRAWBRIDGE, et al., 2015). Sendo assim, possivelmente efeito antinflamatorio do
extrato da A. citriodora podera contribuir para a reducdo da inflamacédo e
possivelmente do TDM.

Por fim, observou-se que os resultados obtidos nessa pesquisa através do
tratamento com o extrato hidroalcodlico de A. citriodora, tanto nos aspectos
comportamentais dos grupos experimentais, quanto aos marcadores de provas
inflamatérias por meio de interleucinas, vao ao encontro das evidéncias encontradas
na literatura. Dito isso, pois, além de reverter comportamentos depressivos de forma
similar ao escitalopram, o extrato teve respostas ainda mais significativas na reducao
da atividade inflamatéria, em relagédo ao antidepressivo classico usado na pesquisa.
Contudo, faz-se necessario novos estudos com compostos ativos da planta, com a
finalidade de elucidar os mecanismos biolégicos e como se da essa atividade

antiinflamatéria nos quadros depressivos.

6. CONSIDERACOES FINAIS
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O estresse causado pelo protocolo de privagcao maternal em roedores culminou
em um aumento significativo de comportamentos depressivos na vida adulta e
aumento na expressao de substancias inflamatérias IL-1 8 e IL-6 no hipocampo dos
animais. O tratamento realizado com o extrato hidroalcodlico de A. citriodora reverteu
0s comportamentos depressivos de forma similar ao grupo tratado com escitalopram.
Sobre os marcadores de inflamagao no tecido nervoso, observou-se que os animais
tratados com A. citriodora tiveram valores inferiores aqueles tratados com
escitalopram e ao grupo controle, e ainda de modo mais significativo quando
comparado ao grupo PM tratado com salina.

Os resultados obtidos através desta pesquisa indicam que substancias
presentes na espécie A. citriodora apresentam potencial uso como antidepressivo,
uma vez que reduzem 0s comportamentos tipo depressivos em animais, de forma
similar aos antidepressivos classicos e atuam fortemente na reducdo da
neuroinflamacao, que estd diretamente relacionado com a fisiopatologia dos
transtornos depressivos.

Esse estudo vem ao encontro das preocupacdées da OMS, uma vez que
considera o adoecimento mental, sobretudo a depressdao, como uma das maiores
causas de incapacitacao e suicidio no mundo. Além disso, é observado que em
diversas situacoes, por ser uma doenga multifatorial, os tratamentos classicos falham
em reverter os quadros dessa doenca. Dessa forma, faz-se necessario buscar
alternativas terapéuticas e a A. citriodora mostrou-se como uma estratégia
promissora.

Por fim, vale destacar a importancia desse estudo ndo apenas no contexto da
producdo de novos conhecimentos, mas também pela valorizacdo da ciéncia, das
universidades do pais e das parcerias entre diferentes instituicdes, que possibilitou,
por exemplo, a realizacdo destes experimentos, que evidenciaram resultados

promissores.
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APENDICE A - Carta de aprovacio da pesquisa pela CEUA da UNOCHAPECO

UNIVERSIDADE COMUNITARIA DA REGIAO DE CHAPECO
PRO-REITORIA DE PESQUISA, INOVACAO E POS GRADUACAOD
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo intitulade “Efeito antidepressivo, ansiolitico e neuroprotetor do
extrato hidroalcodlico de Aloysia ciiriodora em animais submetidos a estresse na infincia e na vida
adulta”, protocolo n"005/CEUA2021, sob a responsabilidade de Walter Antdnio Roman Junior |
que envolve a producio/ manutengio elou utilizago de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo vertebrada {exceto homem), para fins de ensino e pesquisa cientifica — encontra-se de acordo
com 0s preceitos da Lei n® 11.794 de oito de outubro de 2008, do Decreto n® 6,899 de 15 de julho de
2002, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Expenimentacio Animal
(CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da
Umiversidade Comunitdria da Regido de Chapecd (UNOCHAPECO), em 29/07/2021.

Finalidade () Ensino (X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da Autonzacio | 01/02/2022 a 30/09/2022

Espécie/Linhagem/Raca | Espécie: Rattus norvegicus; Linhagem Wistar; Nome vulgar: Rato

N® de amimais 140

Peso/ldade I dia: 4-6 gramas; 50 dias: 200-250 gramas’ 1 e 50 dias

Sexo Machos

Origem Centro de Bioterismo da Universidade Comunitaria da Regido de
Chapecd

Prof* Lihan Caroline Bohnen
Coordenadora da CEUA



