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RESUMO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) apresenta etiologia multifatorial, na qual ¢ possivel
incluir o estresse na infincia, responsavel por prejudicar o desenvolvimento cerebral e gerar
repercussOes na qualidade da satude fisica e mental de jovens e adultos. A privagdo maternal
(PM) ¢ um modelo animal reconhecido e capaz de mimetizar estresse no inicio da vida, como
em situagdes de abandono, abuso e negligéncia. Além do estresse na infancia, o estresse
oxidativo também foi relacionado com a patogénese da TDM, tendo em vista que modelos
animais de depressdo, geralmente, sio acompanhados por desregulacdo na sinalizacdo redox.
A Centella asiatica ¢ uma planta medicinal que apresenta propriedades terapéuticas com
potencial antidepressivo e antioxidante documentados. O objetivo do estudo foi avaliar o
comportamento tipo depressivo e estresse oxidativo em ratos machos submetidos a PM no
inicio da vida, bem como avaliar o efeito dos tratamentos com extrato de Centella asiatica €
seu composto ativo, o acido madecassico. Os animais, ratos Wistar machos, foram divididos
em cinco grupos (N= 10 cada grupo): Controle sem estresse + salina; PM + salina; PM +
Escitalopram; PM + Extrato de Centella asiatica; PM + 4cido madecéssico. Os 50 animais
foram submetidos a PM por 10 dias apds o nascimento. Com 60 dias, os animais receberam
tratamento cronico por 14 dias de acordo com o objetivo de cada grupo. Ao final do
tratamento, os animais foram submetidos aos protocolos comportamentais de atividade
locomotora no campo aberto e mobilidade no teste de natacdo forcada. Apods os testes
comportamentais, os animais foram eutanasiados e foram coletadas amostras de soro e
hipocampo para andlise de biomarcadores de estresse oxidativo: Mieloperoxidase (MPO) e
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS). O grupo PM + salina apresentou
maior tempo de imobilidade no teste de natacdo for¢ada em comparagdo com os outros
grupos, sugerindo que o protocolo de PM induziu comportamento tipo depressivo. A PM
também induziu estresse oxidativo, no grupo PM + salina e aumento nos niveis de TBARS e
atividade MPO no soro, bem como niveis elevados de TBARS no hipocampo quando
comparados ao grupo controle + salina. A Centella asiatica e o 4&cido madecéssico reverteram
o comportamento tipo depressivo. A Centella asiatica reverteu a atividade da MPO no soro. O

acido madecassico reverteu o efeito da MPO no soro € do TBARS no soro e no hipocampo.

Palavras-chave: transtorno depressivo maior; estresse oxidativo; privagdo maternal; Centella

asiatica; acido madecassico.



ABSTRACT

Major Depressive Disorder (MDD) has a multifactorial etiology, in which it is possible to
include stress in childhood, which is responsible for impairing brain development and
generating repercussions on the quality of physical and mental health of young people and
adults. Maternal deprivation (MD) is a recognized animal model capable of mimicking stress
in early life, such as in situations of abandonment, abuse, and neglect. In addition to
childhood stress, oxidative stress has also been related to the pathogenesis of MDD, given that
animal models of depression are usually accompanied by dysregulation in redox signaling.
Centella asiatica 1s a medicinal plant that has therapeutic properties with documented
antidepressant and antioxidant potential. The study aimed to evaluate the depressive-like
behavior and oxidative stress in male rats subjected to MD in early life and the effect of
treatments with Centella asiatica extract and its active compound, madecassic acid. The male
Wistar rats were divided into five groups (N= 10 each group): Control without stress + saline;
MD + saline; MD + escitalopram; MD + Centella asiatica extract; MD + madecassic acid.
The 50 animals were subjected to MD for ten days after birth. Within 60 days, the animals
received chronic treatment for 14 days according to the objective of each group. At the end of
the treatment, the animals were submitted to the behavioral protocols of locomotor activity in
the open field and mobility in the forced swimming test (FST). After the behavioral tests, the
animals were euthanized, and serum and hippocampus samples were collected to analyze
oxidative stress biomarkers: Myeloperoxidase (MPO) and Thiobarbituric Acid Reactive
Substances (TBARS). The MD + saline group showed a longer immobility time in the FST
compared to the other groups, suggesting that the MD protocol induced depressive-like
behavior. The MD also induced oxidative stress in the MD + saline group and increased levels
of TBARS and MPO activity in serum, as well as elevated levels of TBARS in the
hippocampus compared to the control + saline group. Centella asiatica and madecassic acid
reversed depressive-like behavior. Centella asiatica reversed MPO activity in serum.
Madecassic acid reversed the effect of MPO in serum and TBARS in serum and

hippocampus.

Keywords: major depressive disorder; oxidative stress; maternal deprivation; Centella

asiatica; madecassic acid.
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1 INTRODUCAO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) ¢ uma doenca mental caracterizada por alta
morbidade, mortalidade e incapacidade (JAKOVLIJEVIC, 2021). Os sintomas clinicos
primarios da depressdo incluem humor deprimido, perda de interesse e prazer ¢ a diminuigao
da energia. A OMS aponta que o numero de casos de depressdo aumentou 18% entre 2005 e
2015: sao 322 milhdes de pessoas em todo o mundo, a maioria mulheres. No Brasil, a
depressdo atinge 11,5 milhdes de pessoas, afetando 5,8% da populagao (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

O TDM apresenta etiologia multifatorial, na qual ¢ possivel incluir eventos
traumaticos e estresse cronico no inicio da vida e na vida adulta, podendo vir acompanhado de
diversas comorbidades, como doencas metabdlicas, cardiovasculares, dependéncia quimica,
entre outros fatores que tendem a reduzir a qualidade de vida das pessoas afetadas. Pacientes
que sofrem de depressdo grave apresentam altos niveis de morbidade e mortalidade, com
profundas consequéncias economicas e sociais (NEMEROFF; OWENS, 2002). Além de ser
uma doencga cronica e recorrente, o TDM envolve preocupacdo constante e expectativas
desagradaveis (KELLER, 1992; MUELLER et al., 1999; TEN HAVE et al., 2018).

No entanto, ainda ndo foi possivel compreender a fisiopatologia do TDM, o qual,
possivelmente, envolve multiplos mecanismos interligados e por isso conta com diversas
hipoteses. Dessa forma, hipotetiza-se que estressores ambientais e fatores genéticos
hereditarios interligam-se promovendo, através de respostas imunoldgicas e endocrinas,
alteragdes estruturais e funcionais em diversas regioes encefalicas, resultando em neurogénese
e neurotransmissao disfuncionais que se manifestam em sintomas caracteristicos da depressao
(JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018; SOSKIN et al.,, 2012). Devido a isso, o
tratamento da depressdo ainda ¢ desafiador, considerando que antidepressivos convencionais
atuam principalmente em mecanismos neuroquimicos ou neurobiologicos (KUPFER;
FRANK; PHILLIPS, 2012), sendo eficazes na remissao de sintomas em menos da metade dos
pacientes (CASACALENDA; PERRY; LOOPER, 2002; ENTSUAH; HUANG; THASE,
2001; ZHAO et al., 2020).

A exposicao ao estresse durante o neurodesenvolvimento repercute na qualidade da
saude fisica e mental dos seres vivos (FUMAGALLI et al., 2007; GLUCKMAN et al., 2008),

por isso, estressores ambientais, como maus tratos na infancia, conflito interpessoal e trauma,
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podem contribuir para o desenvolvimento e progressdo de transtornos mentais, incluindo o
transtorno depressivo maior (TDM), os quais podem persistir at¢ a idade adulta e ser
transmitidos por geracdes (FRANKLIN et al., 2010; HEIM; PLOTSKY; NEMEROFF, 2004;
NEMEROFF; OWENS, 2002; VARELA et al., 2022). Verificou-se que estresse de privacao
maternal pode causar desregulacdo nos parametros do balanco oxidativo, levando ao estresse
oxidativo em regides cerebrais envolvidas com a depressio (REUS et al., 2015).

Dentre varios fendmenos biologicos, estudos destacam que alteracdes no balango
oxidativo estdo envolvidas na patogénese do TDM (CHE et al.,, 2015; GARABADU;
AHMAD; KRISHNAMURTHY, 2015; JOU; CHIU; LIU, 2009; STRECK et al., 2014; ZHOU
et al., 2007). Muitos parametros indicativos de estresse oxidativo alterados puderam ser
observados em pacientes com TDM (RAWDIN et al., 2013) ¢ em animais submetidos a
estresse e manifestando comportamentos do tipo depressio (EKEANYANWU; NJOKU,
2015; SHAHZAD et al., 2014). O estresse oxidativo também foi relacionado a gravidade do
TDM e da depressao resistente ao tratamento (DRT) (MOKOENA et al., 2015).

Dessa forma, métodos para promover defesas antioxidantes para neutralizar o estresse
oxidativo podem ser uma nova estratégia de tratamento para condigdes psiquiatricas como a
depressao (PANDYA; HOWELL; PILLAI 2013). Neste sentido, experimentos identificaram
potencial antioxidante a partir do tratamento com a erva medicinal, Centella asiatica e seus
compostos, os quais foram capazes de reduzir parametros de estresse oxidativo em in vitro e
in vivo (LOKANATHAN et al.,, 2016; NALINI et al.,, 1992; VEERENDRA KUMAR;
GUPTA, 2002). Esta erva tradicional pertence a familia Apiaceae, também identificada por
diferentes nomes como pegaga na Malasia, pennywort indiano em inglés, gotu kola no Sri
Lanka, brahmi em hindi e mandukaparni na medicina ayurvédica da India, buak bok na
Tailandia, kaki kuda na Indonésia (HALIMI, 2011; PEIRIS; KAYS, 1996).

Sendo assim, os estudos preliminares acerca da espécie Centella asiatica sugerem que
a espécie e alguns compostos ativos podem apresentar resultados importantes em alguns
mecanismos biologicos ainda pouco explorados e, portanto, apontam para uma perspectiva de
uma potencial estratégia terapéutica para o TDM. As estratégias terapéuticas disponiveis para
o TDM, além de ndo induzirem uma resposta efetiva na maior parte dos individuos, um
grande percentual ¢ totalmente refratdrio aos tratamentos (CASACALENDA; PERRY;
LOOPER, 2002). Portanto, ¢ necessaria a investigagdo de mecanismos bioldgicos que possam

estar relacionados ao TDM, bem como potenciais alvos terapéuticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar comportamentos tipo depressivo e estresse oxidativo em ratos machos
submetidos a estresse no inicio da vida, bem como avaliar o efeito do tratamento com extrato

de Centella asiatica e seu composto ativo, o 4cido madecassico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Avaliar comportamentos tipo depressivo em ratos adultos jovens machos submetidos
a estresse de Privagao Maternal (PM) no inicio da vida;

— Avaliar o efeito do estresse de PM na expressao de mieloperoxidase (MPO) e das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), marcadores do estresse oxidativo;

— Investigar o efeito do tratamento com extrato e composto ativo da Centella asiatica

em ratos machos adultos jovens submetidos a PM no inicio da vida.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O transtorno depressivo maior ¢ uma doenca altamente debilitante que afeta
negativamente a qualidade de vida, fungdo cognitiva e morbidade e mortalidade (KESSLER,
1997; MALHI; MANN, 2018; SCAPAGNINI et al., 2012). O TDM surge muitas vezes
acompanhado de outros transtornos psiquiatricos e algumas comorbidades parecem estar
envolvidas na pobre resposta aos tratamentos com antidepressivos classicos, uma condigao
conhecida como depressdo resistente a tratamentos (DRT) (DE CARLO; CALATI
SERRETTI, 2016).

O estresse psicossocial ¢ um dos fatores de risco para transtornos de humor. Estimulos
aversivos estressantes estdo envolvidos nos mecanismos complexos da patogénese do TDM
(FUERTIG et al., 2016; KENDLER; KARKOWSKI; PRESCOTT, 1999). O estresse agudo
aumenta os niveis sanguineos de quimiocinas e citocinas (BIERHAUS et al., 2003) enquanto
o estresse cronico promove a sensibilizacdo de respostas inflamatorias ao estresse
(ROHLEDER, 2014). Os niveis sanguineos de mondcitos e citocinas pro-inflamatorios sao
aumentados por estresse psicossocial. Além disso, o estresse também aumenta a circulagao de
mondacitos para o cérebro e a ativacdo microglial na amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal
(WOHLEB et al., 2011, 2013; WON; KIM, 2016). O hipocampo, como parte do sistema
limbico, tem um papel na modulagdo do humor depressivo, no processamento de informagoes
e nas mudangas comportamentais na depressdo (FOURNIER; DUMAN, 2013).

Sendo assim, a exposicdo de mamiferos a adversidades no inicio da vida, como
privacdo maternal (PM), afeta negativamente o desenvolvimento do cérebro e o
comportamento adulto (HARLOW; DODSWORTH; HARLOW, 1965; HEIM; PLOTSKY;
NEMEROFF, 2004; RAPOPORT; GIEDD; GOGTAY, 2012). Nesse sentido, a PM foi
proposta como um modelo animal de estresse no inicio da vida, o qual relaciona-se com o
desenvolvimento do comportamento adulto relacionado a depressao (ARBORELIUS et al.,
2004; HALL, 1998; LADD et al., 2000). Um aspecto fundamental ¢ o fato de que o estresse
no inicio da vida parece estar envolvido na gravidade do transtorno e na pobre resposta aos
tratamentos antidepressivos tanto em humanos (WILLIAMS et al., 2016) quanto em animais

submetidos ao protocolo de separagdo materna (ZHANG et al., 2015).
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Roedores submetidos a protocolos de PM nos primeiros dias de vida, apresentaram
niveis elevados de ansiedade no labirinto em cruz elevado (LCE) e comportamentos tipo
anedonico e depressivo em testes de anedonia, Sucrose Splash Test (SST), e natagcdo for¢ada
(NF) (IGNACIO et al., 2017; REUS et al., 2015). O modelo de PM ¢ capaz de mimetizar uma
situacdo grave de violéncia, abandono e falta de cuidado em criangas humanas, sendo
considerado um significativo estressor natural durante o desenvolvimento infantil (IGNACIO
et al., 2017). Por isso, a separacao periodica mae-bebé durante o inicio da vida pds-natal ¢ um
dos procedimentos mais comumente usados para induzir estresse em roedores. E caracterizada
por secrecdo elevada de glicocorticoides ao longo da vida, aumento da resposta enddcrina a
estressores subsequentes e interrupcdo dos mecanismos homeostaticos que regulam a
atividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), todos considerados fatores patogénicos
nos distirbios do humor (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; LEVINE, 2005; LUPIEN
et al., 2009).

Considerando possibilidades de alvos terapéuticos, ¢ importante que paralelamente aos
protocolos de estresse e testes comportamentais, sejam investigados compostos ou estratégias
de intervencao terapéutica. Neste sentido, alguns estudos vém destacando a espécie medicinal
Centella asiatica como possibilidade de intervengdo e efeito benéfico no TDM (JANA et al.,
2010) e na plasticidade neuronal, incluindo aumento de arborizagao dendritica hipocampal.
Os efeitos aparentemente neuroprotetores envolvem diversos mecanismos moleculares e
estruturais, envolvendo também acgdes benéficas sobre o ecixo HPA, inflamacgdo e estresse
oxidativo (LOKANATHAN et al., 2016).

Nos ultimos anos, a patogénese da TDM foi relacionada a indugdo da via do estresse
oxidativo e a diminui¢do do status antioxidante (MAES, 2011). Individuos diagnosticados
com TDM demonstraram ter niveis aumentados de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), incluindo peréxido e 6xido nitrico (NO) (MAES,
2011), e reducao da glutationa peroxidase cerebral (GSH-Px ) (GAWRYLUK et al., 2011).
Esses radicais livres modificam as macromoléculas celulares (proteinas, DNA e lipidios) e
afetam as fungdes celulares (RAHA; ROBINSON, 2001). Entre os 6rgaos do corpo, o cérebro
¢ especialmente sensivel ao dano oxidativo, dada a sua necessidade de grandes quantidades de
oxigénio e a producdo de radicais livres (HALLIWELL, 2006a, 2006b). Nesse contexto,

existe a hipotese atual de que a supressdo de citocinas proé-inflamatoérias e a producao de
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EROs/ERNs, ou o aumento da defesa antioxidante, sdo mecanismos terapéuticos de
antidepressivos (LEE et al., 2013).

As EROs sdo continuamente geradas em condicdes fisiologicas e sdo efetivamente
controladas por sistemas antioxidantes intracelulares e extracelulares (IMLAY, 2008). Por
isso, o estresse oxidativo ocorre quando a producdo de radicais livres de oxigénio (EROs)
excede a capacidade antioxidante do corpo. Os radicais livres de oxigénio (EROs) sdo
intermedidrios quimicos a base de oxigénio com alta reatividade, sendo que o equilibrio entre
a producdo de EROs e os processos destinados a reduzir EROs ¢ denominado de estado redox
(SHANKAR; MEHENDALE, 2014). Altos niveis de marcadores periféricos de estresse
oxidativo foram relatados em muitos, mas nao todos, estudos sobre o TDM (NG et al., 2008),
e o tratamento antidepressivo geralmente melhora o estresse oxidativo (BEHR; MOREIRA;
FREY, 2012).

O estresse oxidativo pode afetar a depressdo por varios caminhos, por exemplo, ao
degradar as defesas antioxidantes e estimular a producdo de citocinas pro-inflamatorias
(MAES, 2011; MOYLAN et al., 2013). Com o tempo, o dano resultante pode neutralizar a
neuroplasticidade e contribuir para algumas anormalidades estruturais em pessoas com
depressdo. Sendo assim, o estresse oxidativo pode exercer influéncia em modificagcdes em
diversas moléculas bioldgicas, ativagao de diferentes fatores de transcricdo e consequente
aumento de citocinas anti e pro-inflamatdrias (BIRBEN et al., 2012). Por meio da ativagao de
células inflamatorias, pacientes com TDM apresentam aumento de marcadores de estresse
oxidativo (BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN, 2015).

Estudos pré-clinicos, que estdo intimamente ligados aos mecanismos inflamatérios,
também demonstraram que o estresse cronico inicia a geragdo de estresse oxidativo e causa
comprometimento dos mecanismos de defesa antioxidante no hipocampo e no cortex pré-
frontal medial, o qual resulta em dano celular do hipocampo e do cortex pré-frontal medial,
bem como a diminui¢do da neurogénese no hipocampo, contribuindo para atrofia dessas duas
regides cerebrais (FILIPOVIC et al., 2017). Em relagio ao TDM, o aumento do estresse
oxidativo, a diminuicdo dos niveis de antioxidantes e o desequilibrio entre os niveis de
oxidante e antioxidante foram bem documentados no hipocampo (CHE et al., 2010; MEYER
et al., 2009) e no cortex pré-frontal medial (GAWRYLUK et al., 2011; MEYER et al., 2009;
MICHEL et al., 2007) resultando em marcadores relevantes de dano de DNA/RNA nessas

regioes.
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Em um estudo, niveis mais baixos de antioxidantes resultaram em uma diminuig¢do
mais pronunciada no volume do hipocampo em individuos com TDM nao tratada
(LINDQVIST et al., 2014). Além disso, marcadores clinicos da progressao da TDM, como
maior cronicidade, maior numero de episddios depressivos maiores e resisténcia ao
tratamento foram consistentes com marcadores neurais de progressdo da doenga, como o
aumento do estresse oxidativo, diminui¢ao de antioxidantes € aumento do dano de DNA/RNA
relacionado ao estresse oxidativo (CZARNY et al.,, 2017; JORGENSEN et al., 2013;
SLIWINSKI, 2015; SOWA-KUCMA et al., 2018; STEFANESCU; CIOBICA, 2012;
TALAROWSKA et al., 2014).

Em situacdes de estresse oxidativo, varias biomoléculas, como os lipidios de
membrana, proteinas ¢ DNA, podem ser danificadas. Como as EROs tém meia-vida
extremamente curta, elas sdo dificeis de medir. Portanto, a maioria dos estudos mede produtos
do dano induzido pelo estresse oxidativo, como, por exemplo, as substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), as quais sdo produzidas pela peroxidagdo lipidica da bicamada
celular (JANERO, 1990; JIMENEZ-FERNANDEZ et al., 2021). Outro biomarcador, ¢ a
mieloperoxidase (MPO), uma enzima oxidante, cuja atividade aumenta durante episodios
depressivos (GALECKI et al., 2009, 2012; SZUSTER-CIESIELSKA et al., 2008).

A MPO ¢ secretada apds a ativagdo dos leucocitos, contribuindo para as defesas da
imunidade inata do hospedeiro. No entanto, também aumenta o estresse oxidativo,
contribuindo assim para o dano tecidual durante a inflamac¢do. A mieloperoxidase gera
numerosos oxidantes reativos que causam peroxida¢do lipidica, modificagdes poOs-
traducionais das proteinas-alvo e diminui¢do da biodisponibilidade do o6xido nitrico,
resultando na oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do termo em inglés: low
density lipoprotein) e da apolipoproteina A1, carbonilacdo de proteinas e disfun¢do endotelial
(NICHOLLS; HAZEN, 2005; PODREZ et al., 1999; WANG et al., 2007).

Em um estudo in vitro, os pesquisadores observaram que dois componentes ativos da
espécie medicinal Centella asiatica, os acidos asiatico e madecdssico, funcionaram
sinergisticamente, proporcionando efeitos semelhantes a fatores de crescimento na
diferenciagdo neuronal (LIN; HUANG; HUNG, 2016). Um estudo recente observou que o
asiaticosideo, um componente triterpenoide da Centella asiatica exerceu efeito tipo
antidepressivo em camundongos submetidos a estresse moderado cronico e reduziu a

expressdo de citocinas inflamatérias (WANG et al., 2020). Um estudo recente observou que o
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acido madecassico exerceu um potente efeito na ativagdo da telomerase (TSOUKALAS et al.,
2019). Em relagdo ao estresse oxidativo, a Centella asiatica foi capaz de diminuir a produgao
de ROS e modular o sistema de defesa antioxidante nas células, aumentando as atividades de
superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e niveis de
glutationa e dissulfeto de glutationa (CHEN et al., 2016)

A Centella asiatica ¢ um membro da familia de plantas Apiaceae, sendo uma planta
rasteira perene, ela apresenta folhas em forma de pa, as quais sdo suportadas em longos
peciolos agrupados nos nos do caule (GRAY et al., 2018; NICOLAS; PLUNKETT, 2009). Em
sua constituicdo fitoquimica, a planta apresenta alto teor de triterpenodides pentaciclicos: as
saponinas, asiaticosideo e madecassosido, e suas agliconas, acido asiatico e acidos
madecassicos, sdo os triterpendides pentaciclicos mais abundantes na planta (JAMES;
DUBERY, 2011). Conforme estudos, a Centella asiatica apresenta diferentes potenciais
terapéuticos, incluindo a capacidade de atuar como antioxidante e anti-inflamatério, bem
como atuar na cicatrizac¢do de feridas e no rejuvenescimento de células neuronais (BORHAN
et al., 2013; G.K.; MURALIDHARA; M.S. BHARATH, 2011; HAUSEN, 1993; SUN et al.,
2020). Os estudos sobre os extratos e compostos ativos da Centella asiatica sugerem sua
relevancia como estratégia farmacologica terap€utica para o TDM, bem como sua fungdo em

mecanismos bioldgicos subjacentes.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo apresenta natureza experimental com abordagem quantitativa analitica.
Sendo assim, essa ¢ uma pesquisa que selecionou as variaveis estudadas, onde definimos a
forma de controle sobre elas e observamos os efeitos sobre o objeto de estudo, em condi¢des
pré-estabelecidas, no qual as varidveis foram expressas sob a forma de dados numéricos,
utilizando técnicas estatisticas para classifica-los e analisa-los (FONTELLES; SIMOES;
FARIAS, [s.d.]).

4.1 ASPECTOS ETICOS

A Lei Arouca deu origem ao Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal (CONCEA) e determinou a criagdo de Comissdes Institucionais de Cuidado e Uso de
Animais (CEUAs) em instituicdes com atividades de ensino ou pesquisa com animais. A
comissdo visa garantir o cumprimento das condigdes de criagdo e utilizacdo de animais para
fins de ensino e pesquisa (GUIMARAES; FREIRE; MENEZES, 2016). Dito isso, esta
pesquisa foi aprovada pela Comissdo de FEtica no Uso de Animais (CEUA), da
UNOCHAPECO, SC, sob o protocolo 002/CEUA/2021 (Anexo A).

A pesquisa utilizou modelos animais com o unico propdsito de avangcar o
conhecimento cientifico. Foi utilizado o nimero minimo necesséario de animais para produzir
resultado conclusivo e evitar o sacrificio desnecessario. Os animais receberam todas as
consideragdes para o seu conforto, incluindo alojamento adequado, alimentacao e
saneamento. Sendo os ratos animais sociais (MOURA; XAVIER, 2010), o alojamento foi
organizado com grupos compativeis de até 5 animais por gaiola. A manuten¢do dos animais
foi feita por pessoal qualificado em intervalos apropriados durante a semana, fins de semana e
feriados.

Para entrar em contato com os animais, os pesquisadores realizaram capacitagdo com
o objetivo de assegurar o menor sofrimento possivel na manipulacdo dos ratos. Ao encontro
disso, os testes realizados pelos pesquisadores nos roedores ocorreram somente apds a
capacitagdo, para evitar o sofrimento desnecessario.

Para a realizacdo da eutandsia dos animais, o0 método adotado foi a decapitagdo, tendo

seu uso justificado pela ndo interferéncia nos resultados bioquimicos necessarios na pesquisa
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e por permitir a retirada de estruturas cerebrais sem possiveis alteragdes biologicas, tendo em

vista que outros métodos de eutandsia poderiam comprometer os resultados comportamentais.

4.2 FITOTERAPICOS E FARMACOS

4.2.1 Material vegetal e producio de extratos hidroalcodlicos de Centella asiatica

Os materiais vegetais de Centella asiatica foram coletados em Chapec6 (SC, Brasil),
em outubro de 2021. A identificacdo botanica foi feita no Herbario da UNOCHAPECO onde
uma exsicata foi depositada e tombada sob o nimero 4930.

As amostras de plantas de Centella asiatica secaram em temperatura ambiente (25 £
5°C), em seguida foram trituradas em moinho de facas (Ciemlab®, CE430), sendo
selecionadas em peneira (425 pm; 35 Tyler/Mesch), e, por fim, foram identificadas e
armazenadas em local com protecao contra exposi¢do a luz. Os extratos foram produzidos
através de maceracdo (5 dias) a temperatura ambiente, utilizando folhas moidas a seco da
planta (100 g) e etanol a 70% (1:20, p/ v). Sendo filtrados através do funil de Biichner em
seguida, os extratos hidroalcoolicos foram concentrados via evaporacao sob pressao reduzida,

liofilizados, pesados e armazenados a -20 °C.

4.2.2 Composto ativo acido madecassico

O 4cido madecdssico ¢ a uma aglicona sapogenina (acido 6B-hidroxi-asidtico) da
Centella asiatica que ¢ conhecida por atividades anti-inflamatdrias, cicatrizantes,
antioxidantes e anticancerigenas (YANG et al., 2016). Para a realizagdo do tratamento, o
composto ativo do acido madecéssico foi obtido por meio da empresa Interprise Instrumentos
Analiticos Ltda, produzido pela empresa Cayman Chemical, localizada no estado de
Michigan, Estados Unidos. Adquiriu-se 1 grama do composto, o qual possui pureza >95%,

com apresenta¢do em forma sélida cristalina, na quantidade de 1 grama.
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4.2.3 Escitalopram

O escitalopram foi utilizado como tratamento no grupo de animais controle positivo.
Em um modelo de estresse cronico leve de depressdo em ratos, o tratamento com escitalopram
foi eficaz, apresentando tempo de inicio de acdo mais rapido em comparagdo com outros
antidepressivos (Sanchez, 2003; Montgomery, 2001). O farmaco foi adquirido na quantidade
de 1000 gramas, o qual apresenta pureza >95%, com apresentagdo em p9, através da Laborsan
Farmacia de Manipulagdo Ltda, sendo produzido pela empresa Lepuge Insumos

Farmacéuticos Ltda, localizada em Sao Bernardo do Campo, estado de Sao Paulo - Brasil.

4.3 PROTOCOLO DE PRIVACAO MATERNAL (PM)

Foram utilizados cinquenta ratos machos da linhagem Wistar. A privagdo maternal
consistiu na remog¢do dos filhotes da gaiola da mae durante 3h/dia durante 10 dias apds o
nascimento. Durante a privacdo os filhotes sdo alocados em outra gaiola. Apos trés horas de
privagdo, os filhotes retornam para a gaiola compartilhada com a mae. Os animais ndo
privados constituem o grupo de controle sem estresse, os quais permaneceram imperturbaveis
na gaiola original com a mae. Ao completar 21 dias de nascimento, tanto os filhotes privados,
quanto os ndo privados, foram desmamados, sendo removidos permanentemente da caixa com
a mae. Assim, esses animais foram realocados para outras gaiolas, sendo mantidos em 5
animais por gaiola, separados por sexo, com ciclo claro/escuro de 12 horas, onde as luzes
eram ligadas as 07 h e desligadas as 19 h, contando com comida e dgua ad libitum. O
ambiente foi mantido a uma temperatura de 23 = 1 © C. O desenho experimental esta expresso

na figura 1.

4.4 PROTOCOLO DE TRATAMENTO

Com sessenta dias, os animais iniciaram o tratamento farmacoldgico e fitoterapico

cronico, conforme o grupo experimental, durante quatorze dias por meio do método de
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administracdo de gavagem. Os cinquenta animais (N= 50) foram divididos em 5 grupos (n=
10 cada grupo). O grupo controle sem estresse foi tratado com veiculo salina (Soro fisioldgico
0,9%). O grupo estresse + tratamento controle também foi tratado com salina. O grupo
estresse + tratamento controle positivo foi tratado com escitalopram 10 mg/kg. Enquanto que
o grupo estresse + Centella asiatica recebeu 30 mg/kg do extrato de Centella asiatica. Por

fim, o grupo estresse + dcido madecassico foi tratado com acido madecéssico 10 mg/kg.

Coabitagéo (sem a mae)
Privagdo Coabitagdo Tratamentos farmacolégicos e Andlises
Maternal  FEEIRECTET) fitoterépicos IGborctorials
(PM) 3h/di0 Testes
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@
S
=+
o
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forgado aberto

X |
» @O

Figura 1: Desenho experimental do protocolo de PM, tratamentos farmacoldgicos e testes comportamentais. Os
animais foram submetidos ao protocolo de privacdo maternal (PM) nos 10 primeiros dias de vida. Quando
atingiram 60 dias de vida, os animais foram submetidos a um tratamento crénico com os fitoterapicos e farmacos
por 14 dias. A administragdo foi feita pelo método de gavagem. Os 50 animais foram divididos em 5 grupos (N =
10 cada grupo): Grupo I: Controle sem estresse + salina (Controle + tratamento controle); Grupo II: PM + salina
(Estresse + Tratamento controle); Grupo III: PM + Escitalopram (Estresse + Tratamento controle positivo) 10
mg/kg; Grupo IV: PM + Extrato de Centella asiatica 30 mg/kg (Estresse + Tratamento com Centella asiatica);
Grupo V: PM + acido madecassico 10 mg/kg (Estresse + Tratamento com acido madecassico)

4.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais iniciaram 60 minutos ap6s cada tratamento, tendo inicio as
08 h e finalizando as 12 h. Todos os testes comportamentais foram realizados por um

observador cego para o grupo experimental.
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4.5.1 Teste do campo aberto

A avaliagdo da atividade locomotora do animal foi realizada no campo aberto, uma
caixa de 40 x 60 cm circundada por trés paredes de madeira e uma parede de vidro na frente,
com um piso dividido em nove retangulos iguais por linhas pretas. Cada rato foi colocado no
centro do campo e liberado para explorar o ambiente por 5 minutos, durante os quais foram
contados o nimero de cruzamentos da linha preta e o nimero de vezes que o rato ficou nas
patas traseiras para explorar o ambiente, adotando o comportamento de levantar. O teste de
campo aberto avaliou a exploracdo e locomog¢do do animal frente as intervengdes

famarcacologicas, fitoterapicas e estressoras. (VURALLI et al., 2019).

4.5.2 Teste de nado forcado

O teste de nado for¢ado (TNF) foi introduzido por Porsolt, em 1977, como um teste
comportamental usado para investigar novos antidepressivos. Neste protocolo, quando os
ratos sdo forcados a nadar sem possibilidade de fuga, eles tornam-se imoveis apds a primeira
atividade extenuante, como a natagdo ou escalada, preferindo apenas os movimentos
necessarios para manter a cabeca acima da agua. Esse estado identificavel de imobilidade
comportamental foi descrito como um estado de desespero, ocorre quando o animal percebe
que a fuga ¢ impossivel e desiste (PORSOLT; LE PICHON; JALFRE, 1977). O TNF ¢ o teste
mais utilizado para avaliar os efeitos dos antidepressivos (SLATTERY; CRYAN, 2012), uma
vez que antidepressivos reduzem o tempo de imobilidade, que ¢ utilizado como principal
preditor da acdo antidepressiva (CASTAGNE; PORSOLT; MOSER, 2009).

Para a realizacdo do teste, os animais foram colocados individualmente em um
cilindro de agua, com temperatura de 23 + 2°C, preenchido o suficiente para evitar que o
animal apoiasse as patas no fundo. O teste foi realizado em dois dias, com ratos forcados a
nadar por 15 minutos no 13° dia de tratamento, sendo este um pré-teste, ¢ no 14° de
tratamento os ratos nadaram por 5 minutos. Pardmetros de imobilidade como imobilidade
completa ou movimento para manter a cabeca fora da dgua sem intengdo de escapar foram
avaliados. Parametros de locomog¢do como o tempo que os animais passaram nadando e

escalando as paredes do cilindro para escapar do ambiente também foram avaliados. Apos o
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teste de natacdo, os animais foram imediatamente sacrificados por decapitagdo para coleta de

amostras de sangue e tecido cerebral.

4.6 COLETA DE SANGUE E TECIDOS

Os ratos foram eutanasiados por decapitagdo apds os testes de nado forgado. O sangue
foi coletado do tronco do corpo do animal. Apos a extragao do cérebro, o hipocampo foi
separado com base na descricdo histologica de Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON,
1997). O hipocampo de cada animal foi colocado em eppendorf individual, e as amostras

foram armazenadas em ultra congelador a -80° C para posterior andlise.

4.7 PARAMETROS OXIDATIVOS

Avaliou-se o estresse oxidativo dos animais pela determinagdo de indicadores de

estresse oxidativo, como a mieloperoxidase (MPO) e as substancias reativas ao acido

tiobarbitarico (TBARS).

4.7.1 Mieloperoxidase (MPO)

Os parametros de estresse oxidativo mieloperoxidase (MPO) foram analisados no soro
e no hipocampo. A digestdo hipocampal foi realizada conforme descrito na preparacdo de
ELISA. O soro foi coletado em um tubo contendo anticoagulante EDTA sodico a 10%. O tubo
EDTA passou por processo de centrifugacdo através de uma centrifuga modelo Sigma 3-16L
durante 15 minutos a 3.500 rpm (rotagdes por minuto) para separacio do sangue total.

A MPO ¢ uma heme peroxidase produzida por mediadores inflamatérios e liberada
pelos leucdcitos em locais de lesdo. Reflete o nivel de ativacdo de leucdcitos e neutrofilos
durante infec¢des ou estados oxidativos. Na presenga de peroxido de hidrogénio (H202), a
MPO catalisa a reagcdo de ions de cloreto com o H202, produzindo o acido hipocloroso
(HOCI), um potente oxidante no combate as bactérias, que compreende ERO com alta
capacidade reativa para formacao de oxigénio singleto e do radical hidroxil. Estd técnica foi

realizada na presenga de H202 como agente oxidante, no qual a MPO catalisou o



25

acoplamento oxidativo de fenol e da aminoantipirina (AAP), produzindo um produto de cor
rosa, a quinoneimina, com uma absorbancia que pode ser lida em 492 nm no
espectrofotometro (CHOI et al., 2012; NOH et al., 2015). As leituras espectrofotométricas
foram efetuadas em espectrofotdmetro de microplacas MultiskanTM GO, da Thermo Fischer
Scientific.

Todas as amostras foram analisadas em duplicata. Na placa, pipetou-se 12 pL de
amostra, 148 pL de 2,5 mM AAP e 170 pL de H202 1,7 mM. Em seguida, a placa foi
incubada por 30 min a 37°C antes da leitura. Para o célculo, multiplicou-se a média das
absorbancias pelo fator de corre¢dao (FC), tendo, por fim, resultados expressos em mM de

quinoneimina formada em 30 minutos (CHOI et al., 2012; NOH et al., 2015).

4.7.2 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

A quantificagdo dos niveis de TBARS no soro e hipocampo dos animais foi realizada
segundo a metodologia de Jentzsch (JENTZSCH et al., 1996), o qual visa medir a formagao
de malondialdeido (MDA), uma substancia formada pela peroxidagdo lipidica (LPO), isto &,
quando as EROs reagem com lipidios de membrana, causando alteracdes na membrana,
incluindo permeabilidade prejudicada, perda de seletividade e perturbagdo dos componentes
da matriz extracelular. A peroxidacdo lipidica foi avaliada pela interacdo entre o
malondialdeido (MDA) e o 4cido tiobarbitirico (TBA), o qual forma, quando aquecido, um
composto de coloragdo rosada que pode ser medido com um espectrofotometro em 532 nm
(CHOI et al., 2012; NOH et al., 2015).

A curva padrao foi preparada com solu¢ao de MDA 0,03 mM. As amostras foram
avaliadas em triplicatas. Pipetou-se, nos tubos, 55 pL de dgua destilada, 100 pL de écido
ortofosforico 1%, 25 pL. de TBA 0,1 M e 20 uL da amostra. Apos o preparo, as amostras
foram incubadas por 45 minutos a 90 °C e em seguida, lidas no espectrofotdmetro de
microplacas em uma absorbancia de 532 nm. Para o calculo, multiplicou-se as médias das
absorbancias com o FC, divididas pelo volume de amostra e expressos em nmol MDA/mL

(CHOI et al., 2012; NOH et al., 2015).
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados usando uma ANOVA one-way, seguida de um teste post-

hoc de Tukey. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNAL E TRATAMENTOS NO TESTE DE
NATACAO FORCADA

Os efeitos da PM e dos tratamentos com Centella asiatica (30 mg/kg), éacido
madecdassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos parametros avaliados no teste de
natacdo forcada estdo ilustrados na figura 2. No protocolo de natagdo forcada a ANOVA one-
way revelou uma interagdo significativa no tempo de imobilidade, entre os grupos sem
estresse e os grupos privados maternalmente e entre os tratamentos (F=9,4344; p < 0,0001). O
teste Post hoc de Tukey revelou que a PM elevou significativamente o tempo de imobilidade
(p < 0,002) no teste de natacdo forcada e os tratamentos com Centella asiatica (p < 0,0007),
acido madecassico (p < 0,0002) e escitalopram (p < 0,002) reverteram o efeito da PM. Quanto
ao tempo de natacdo, a ANOVA one-way revelou uma interagdo significativa (F=3,15; p <
0,024784). O teste de Post hoc de Tukey indicou que o grupo PM apresentou menor tempo de
natacdo em comparagdo ao grupo tratado com acido madecéssico (p < 0,03). Quanto a
escalada no nado forgado, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos na

(F=0,59; p > 0,05).

0 Contrale Sahina

O PM-Salina
300,00 - B P -Escitalopram
m PM-Centella asiatica
250.00 m PM-Acido madecdssico

200,00 - #

150,00 4

Tempa (2)

100,00 4

50,00 4

0,00

Imobilidade Natacio Escaladas

Figura 2: Avaliagdo da mobilidade no teste de natagdo for¢ada. Efeitos do estresse de PM e dos
tratamentos com Centella asiatica (30 mg/kg), dcido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg)
sobre os parametros de mobilidade no teste de natacdo forcada. Os dados sdo apresentados como média
+ erro padrao da média. **diferenca 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).
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5.2 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNAL E TRATAMENTOS NO TESTE DE CAMPO
ABERTO

Os efeitos da PM e dos tratamentos com Centella asiatica (30 mg/kg), éacido
madecdassico (10 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 one-way nao
revelou interagdo significativa entre os grupos sem estresse € 0s 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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Figura 3: Atividade locomotora no teste de campo aberto. Efeitos da PM e dos tratamentos com
Centella asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) sobre a
atividade motora exploratéria. Os dados s@o apresentados como média + erro padrao da média.
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5.3 ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO

5.3.1 Atividade da Mieloperoxidase (MPQO)

Os efeitos da PM e tratamentos com Centella asiatica (30 mg/kg), 4cido madecassico
(10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos niveis séricos e hipocampais de MPO sdo
ilustrados na Figura 4. ANOVA one-way revelou uma interagdo significativa nos niveis de
MPO (F=11,2807; p <0,001) entre os grupos séricos. O teste Post hoc de Tukey revelou que o
grupo estressado por PM sem tratamento (PM Salina) apresentou aumento significativo da
atividade da MPO no soro em comparagao ao grupo controle (p < 0,001), inferindo em maior
atividade da MPO frente ao estresse de PM. Enquanto que o grupos estressados por PM que
receberam tratamento com escitalopram (p < 0,01), Centella asiatica (p < 0,01) e acido
madecassico (p < 0,001) foram capazes de reverter o efeito estressor da PM sobre a atividade

da MPO. Em relagao ao hipocampo, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.

L OControle Salina

7 OPM Salina

6 - EPM Escitalopram

bk WPM Centella asiatica
WPM Acido Madecassico

pe/mg proteina
s

HH

[ i
MPO Soro ' MPO Hipocampo "
Figura 4: Atividade da MPO no soro e no hipocampo. Efeitos do estresse por PM e tratamentos com
Centella asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos niveis séricos e
hipocampais de mieloperoxidase (MPO). Os dados sdo apresentados como média + erro padrao da média.

***diferente do Controle Salina (p < 0,001); ##diferente de PM Salina (p < 0,01); ### diferente de PM
Salina (p < 0,001).
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5.3.2 Atividade de substincias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Os efeitos da PM e tratamentos com Centella asiatica (30 mg/kg), 4cido madecassico
(10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos niveis séricos e hipocampais de TBARS sdo
ilustrados na Figura 5. ANOVA one-way revelou uma interacdo significativa nos niveis de
TBARS (F = 8,2847; p < 0,001) entre os grupos séricos. A partir do teste Post hoc de Tukey,
observou-se que o grupo estressado por PM sem tratamento (PM salina) apresentou maiores
niveis de TBARS no soro quando comparado ao grupo nao estressado do controle salina (p <
0,01), grupo PM tratado com escitalopram (p < 0,05) e ao grupo PM tratado com &cido
madecassico (p < 0,05). Assim, tanto o tratamento com escitalopram quanto o tratamento com
o acido madecassico parecem ter revertido o efeito da PM no estresse oxidativo. No entanto, o
mesmo nao ocorreu no tratamento com Centella asiatica.

No hipocampo, a ANOVA revelou uma interagdo significativa entre os grupos
experimentais (F=4,77; p < 0,01). O teste de Tukey mostrou que o grupo estressado sem
tratamento (PM salina) apresentou niveis elevados de TBARS em comparacao ao grupo
controle salina sem estresse (p < 0,05), e os grupos estressados por PM tratados com
escitalopram (p < 0,01) e acido madecéssico (p < 0,05). Dessa forma, os tratamentos com
Escitalopram e acido madecdassico parecem ter revertido significativamente o efeito da PM no

estresse oxidativo hipocampal.



50+
40-

-]

£

i |

£ 30

=]

g

2 2
10
0

o e

TBAES Sormo

#

O Controle Salina
OPM Salma

B PM Escitalopram
B PM Centella asiatica

B PM Acido Madecassico

TBARS Hipocampo

Figura 5: Atividade do TBARS no soro e no hipocampo. Efeitos do estresse por PM e tratamentos com
Centella asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) sobre os niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no soro ¢ hipocampo. Os dados sdo apresentados
como média + erro padrdo da média. *diferente do Controle Salino (p < 0,05); **diferente do Controle
Salino (p < 0,01); #diferente de PM Salina (p < 0,05); ##diferente de PM Salina (p < 0,01).
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6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou o efeito do estresse da PM nos primeiros dias de vida sobre
comportamentos do tipo depressivo e marcadores oxidativos no soro e hipocampo de ratos
adultos jovens, assim como o efeito do tratamento fitoterapico de Centella asiatica e seu
composto ativo, o acido madecassico sobre os comportamentos tipo depressivos € marcadores

oxidativos.

6.1 COMPORTAMENTO DO TIPO DEPRESSIVO E PRIVACAO MATERNAL (PM)

Amplas evidéncias indicam que vivenciar eventos estressantes durante os estagios
iniciais da vida tem efeitos profundos e duradouros no desenvolvimento e comportamento do
cérebro, aumentando o risco de desenvolver transtornos de humor, como o TDM
(ANACKER; O’ DONNELL; MEANEY, 2014; HEIM et al., 2010; KESSLER et al., 2010;
LUPIEN et al., 2009; NORMAN et al., 2012; PECHTEL; PIZZAGALLI, 2011). Em modelos
animais, a PM ¢ capaz de mimetizar o estresse cronico no inicio da vida, como em situacdes
de abandono, abuso e negligéncia (NISHI, 2020). Dito isso, os presentes achados indicam que
a PM ¢ capaz de provocar comportamento do tipo depressivo em ratos machos adultos
(MARAIS et al., 2008; VETULANI, 2013). Assim, os resultados encontrados corroboram
com estudos anteriores que relataram que a PM induziu comportamento tipo depressivo em
animais privados maternalmente, evidenciados pelo aumento do tempo de imobilidade no
TNF em comparagdo com os animais controle. O aumento no tempo de imobilidade no TNF
reflete uma falha na persisténcia do comportamento direcionado a fuga, alteracdo relacionada
com a fisiopatologia do TDM (CRYAN; HOLMES, 2005; CRYAN; MARKOU; LUCKI,
2002). Este aumento do tempo de imobilidade observado no TNF foi previamente descrito em
outros estudos que avaliaram ratos machos submetidos a PM (AISA et al.,, 2007; EL
KHOURY et al., 2006; LAMBAS-SENAS et al., 2009).

O TNF ¢ um teste comportamental muito utilizado para avaliar modelos animais de
depressdo. Ele avalia a resposta comportamental de um animal a uma situagdo extremamente
estressante e inescapavel: se ele persiste em tentativas frustradas de fuga ou se adota uma
estratégia passiva de esperar (HOFFMAN, 2016). Nesse sentido, o teste envolve a exposicao

dos animais ao estresse, e ¢ possivel relacionar seus resultados com o comportamento tipo
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depressivo (CASPI et al., 2003; DORON et al., 2014; KAUFMAN et al., 2006).. Além disso,
o tratamento farmacologico com antidepressivos, principalmente inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRSs) reduz a imobilidade no TNF (BOGDANOVA et al., 2013;
CRYAN; HOLMES, 2005; DETKE; LUCKI, 1995; RENERIC; BOUVARD; STINUS, 2002;
STEINER et al.,, 2014). Sendo a imobilidade diminuida pelo tratamento agudo com
antidepressivos, o uso do TNF ¢ apoiado como uma triagem rapida para compostos com
possivel atividade antidepressiva (HOFFMAN, 2016).

No teste de campo aberto foi avaliada a atividade locomotora, um importante
marcador do efeito sedativo dos tratamentos (GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009). De
acordo com os resultados apresentados, os tratamentos farmacologicos e fitoterapicos nao
induziram alteracdes nos parametros de mobilidade no teste de campo aberto. Sendo assim,
ndo ha indicagdo que as drogas provocaram efeito sedativo significativo que pudesse interferir

na mobilidade dos modelos animais.

6.2 EFEITOS DO TRATAMENTO SOBRE O COMPORTAMENTO DO TIPO
DEPRESSIVO EM RATOS QUE SOFRERAM PRIVACAO MATERNAL (PM)

Com relacdo aos tratamentos com Centella asiatica, acido madecassico e
escitalopram, foi identificado que todos reduzem significativamente o tempo de imobilidade
no TNF em ratos submetidos a PM no inicio da vida. Portanto a Centella asiatica e o acido
madecdassico revertem o comportamento tipo depressivo induzido pela PM. O escitalopram foi
utilizado como controle positivo, sendo um farmaco antidepressivo ISRS que atua
positivamente em varios mecanismos bioldgicos importantes para prote¢ao neuronal e
redu¢do da inflamagdo, o qual reverteu o comportamento tipo depressivo em animais PM
identificado no TNF, assim como documentado anteriormente (DIONISIE et al., 2021; SEO;
LEE; PARK, 2019).

Em relacao ao potencial terapéutico da Centella asiatica e seu composto ativo, o acido
madecdssico, ambos reduziram o tempo de imobilidade no TNF. O grupo tratado com acido
madecdssico apresentou a menor imobilidade no TNF, seguido do grupo tratado com extrato
de Centella asiatica. Esses achados vao ao encontro com estudo realizado com o extrato

etandlico de Centella asiatica em um modelo de rato com depressao aguda, no qual o
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tratamento demonstrou redugdo, dependente da dose, no tempo de imobilidade no TNF
(SELVI et al., 2012).

A reducao do tempo de imobilidade avaliada no teste de nado for¢ado do grupo tratado
com Centella asiatica e 4cido madecassico sugere que esta planta e seu principio ativo acido
madecdassico possuem potencial efeito antidepressivo. Outros estudos exploraram os efeitos
neuroprotetores e antidepressivos, bem como o aumento do desempenho cognitivo no
tratamento com extratos de Centella asiatica, preparagdes simples ou misturas de
triterpénicos (JANA et al., 2010; KUMAR; PRAKASH; DOGRA, 2011; TABASSUM et al.,
2013; XU et al., 2012).

E relatado que os extratos de Centella asiatica administrados oralmente aumentam o
desempenho de aprendizado e a retengao de memoria de ratos (Rao, Chetana e Devi, 2005). O
extrato de Centella asiatica também gera impacto positivo na morfologia dendritica,
influenciando positivamente no comprimento e ramificagdes dos neurdnios da amigdala, uma
das regiodes relacionadas ao aprendizado ¢ a memoria (MOHANDAS RAO; MUDDANNA
RAO; GURUMADHVA RAO, 2009).

O madecassoside, outro triterpeno importante da Centella asiatica, resultou em efeito
neuroprotetor em um modelo de rato com lesdo de isquemia-reperfusdo cerebral. O tratamento
com madecassoside reduziu significativamente a area de infarto cerebral, resolveu o déficit
neurologico e reduziu a apoptose neuronal, além de atenuar significativamente a inflamagao e
melhorar as respostas ao estresse oxidativo, sugerindo que a inibicdo da ativacdo do factor
nuclear kappa B (NF-kB) ¢ um possivel mecanismo de agdo da substancia (Luo et al., 2014).
Outro estudo mostrou que o madecassoside foi eficaz no estagio inicial do parkinsonismo em
um modelo de rato. Verificou-se que o tratamento com madecassoside melhorou a disfungao
locomotora e protegeu os neurdénios dopaminérgicos por antagonizar os efeitos gerados pela
indu¢do de I-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), considerando que o MPTP
provoca sintomas permanentes da doenca de Parkinson ao destruir os neurdnios
dopaminérgicos (XU et al., 2013).

Em um estudo com o 4cido asidtico, um triterpeno pentaciclico da Centella asiatica,
verificou-se, em modelos animais de déficits cognitivos, que a administragdo oral de acido
madecassico (100 mg/kg) foi capaz de atenuar significativamente os déficits cognitivos no

teste do labirinto aquatico de Morris e restaurou a peroxidagdo lipidica, a glutationa e a
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atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) no hipocampo e cortex aos niveis de
controle (XU et al., 2012).

Em relacdo ao tempo de escalada no TNF, apesar de o resultado ndo ser
estatisticamente significativo, o tratamento com Centella asiatica e acido madecéssico
aumentaram o tempo de escalada em comparagdo aos demais grupos avaliados. Pesquisas
sugerem que o aumento do tempo de escalada estd relacionado a uma influéncia positiva no
sistema noradrenérgico dos animais (DETKE; JOHNSON; LUCKI, 1997). Para colaborar
com este achado, um estudo avaliou o tratamento com a sinvastatina e a fluoxetina em um
modelo de ansiedade e depressdo. Os resultados sugeriram efeitos preferenciais da
sinvastatina no sistema noradrenérgico, € este mecanismo esteve relacionado ao aumento no
tempo de escalada no TNF (SANTOS et al., 2021). Portanto, os resultados benéficos da
Centella asiatica e seu composto ativo acido madecassico no TNF podem ser sido resultantes
da modulagao positiva do sistema noradrenérgico.

Outro resultado avaliado no TNF ¢ o tempo de natagdo. O grupo submetido a PM sem
tratamento (PM Salina) apresentou diminuicdo do tempo de natagdo em relacdo ao grupo
controle sem estresse (Controle Salina). O grupo PM tratado com &acido madecdssico
apresentou maior tempo de natacdo quando comparado ao grupo PM salina. Pesquisas
indicam que o aumento do tempo de natacdo e a diminui¢ao do tempo de imobilidade no teste
de nado forgado estdo relacionados a ativagdo do sistema serotoninérgico € ao aumento do
tempo de serotonina na fenda sinaptica (ABDUL AZIZ et al.,, 2020; DIAS ELPO
ZOMKOWSKI et al., 2004). De forma similar, o tratamento com antidepressivos classicos
que causam modulagdo serotoninérgica reduz o tempo de imobilidade e aumenta o tempo de
natagio (DETKE; JOHNSON; LUCKI, 1997; KRUGEL et al., 2013; PUMPAISALCHALI et
al., [s.d.])2005). Alguns estudos documentaram que os antioxidantes podem prevenir a
recaptacdo de serotonina (5-HT) (KHANZODE et al., 2003) sugerindo que a disponibilidade
de 5-HT pode ser aumentada em fendas sinapticas. Ao mesmo tempo, as propriedades
antioxidantes da Centella asiatica também tém sido objeto de muita pesquisa (PITTELLA et
al., 2009; RAMESH et al., 2014; SUBATHRA et al., 2005).

A partir dos resultados do TNF, verificou-se que os tratamentos com Centella asiatica
e acido madecéssico reverteram os comportamentos do tipo depressivo causados pela PM em
ratos machos adultos, e estes resultados podem ter sido mediados pelo efeito neuroprotetor

das substancias fitoterapicas administradas.
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6.3 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNAL (PM) E TRATAMENTO SOBRE O ESTRESSE
OXIDATIVO

Os animais submetidos a PM sem tratamento apresentaram aumento dos niveis séricos
de MPO e aumento sérico e hipocampal de TBARS quando comparados ao grupo controle.
Em relagdo ao aumento dos niveis séricos de MPO causados pela PM, os tratamentos com
escitalopram, Centella asiatica e acido madecassico reverteram essa alteragdo. Em relagdo aos
TBARS no soro e no hipocampo, os tratamentos com escitalopram e acido madecassico
reverteram a alteragdo. O extrato de Centella asiatica ndo reverteu as alteragdes causadas pela
PM no soro e apenas reduziu as alteragdes no hipocampo, mas sem significancia estatistica.
Considerando pesquisas sobre biodisponibilidade, distribuicdo e efeitos antioxidantes, ¢é
possivel levantar a hipotese de que o extrato de Centella asiatica ndo reverteu o aumento de
TBARS porque ndo continha quantidades suficientes do composto ativo acido madecassico,
que teve efeitos benéficos nos niveis de TBARS (YIN et al., 2012). Esses resultados indicam
que o composto ativo dcido madecéssico tem potencial de acdo antioxidante para combater o
estresse oxidativo, porém sdo necessarias mais pesquisas para elucidar esta hipotese.

O estresse oxidativo esta altamente relacionado a fisiopatologia do TDM. Um estudo
identificou altos niveis de carbonilagdo de proteinas e 6xido nitrico em idosos com TDM, bem
com niveis reduzidos de SOD e glutationa, enzimas antioxidantes (DA SILVA et al., 2019).
Uma metanalise que reuniu dados de estudos com diferentes marcadores de estresse oxidativo
sugere que o estresse oxidativo ¢ aumentado e as defesas antioxidantes diminuidas na
depressao. Nessa mesma metanalise, os resultados mostraram de forma consistente que a
peroxidagao lipidica refletida pelo malondialdeido (MDA) medida com o ensaio TBARS ¢
aumentada na depressdo. No geral, os estudos sugerem que o estresse oxidativo ¢ aumentado
no TDM (PALTA et al., 2014).

Em modelos animais de estresse cronico moderado (CMS), houve aumento nos
comportamentos do tipo depressivo nos animais submetidos ao estresse, a0 mesmo tempo que
a atividade da MPO e os niveis de IL-6 aumentaram no soro desses animais (GROLLI et al.,
2023). Outro estudo identificou niveis aumentados de marcadores de inflamagdo e estresse
oxidativo em pacientes com TDM. Nao apenas isso, mas niveis basais mais altos do principal
marcador de estresse oxidativo, F2-isoprostanos, relacionou-se com pior resposta ao

tratamento antidepressivo. Ainda, a redu¢do da resposta antidepressiva foi associada ao
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aumento dos marcadores oxidativos (8-OHdG) e inflamatorios (IL-6) (LINDQVIST et al.,
2017). Corroborando também com os achados, um estudo animal com ratos revelou que o
extrato de Centella asiatica administrado com uma dieta normal corrigiu o estresse oxidativo
induzido por H202, diminuindo a peroxidacdo lipidica através da alteracdo do sistema de
defesa antioxidante dos ratos (HUSSIN et al., 2007). Porém, o mecanismo pelo qual ocorre
essa relagdo entre o TDM e o estresse oxidativo ainda carece de estudos.

Além do estresse oxidativo, a inflamagdo também ¢ um fator estabelecido, que parece
desempenhar um papel significativo na patogénese do TDM. A inflamacao estd intimamente
relacionada a formagdo excessiva de radicais livres nas mitocondrias, culminando no estresse
oxidativo (GVOZDJAKOVA et al., 2014; LEONARD; MAES, 2012; PASCO et al., 2010).
Citocinas pro-inflamatorias elevadas estdo presentes ndo apenas no curso da doenca, mas
também no risco de ocorréncia do primeiro episddio depressivo (DOWLATT et al., 2010;
LEONARD; MAES, 2012; PASCO et al., 2010). Nesse sentido, estudos sugerem que alguns
antidepressivos, principalmente os ISRSs, atuam como agentes anti-inflamatorios, enquanto
os anti-inflamatdrios possuem propriedades antidepressivas (ABBASI et al., 2012; HUSAIN
et al., 2017; VASILIU, 2022; WANG et al., 2022; XIA; DEPIERRE; NASSBERGER, 1996).
Além disso, um nivel elevado de citocinas pro-inflamatorias, como a interleucina-1 (IL-1p),
IL-6, IL-8, IL-12A, IL-18, interferon gama (IFN-y) ou fator de necrose tumoral o (TNFa),
estava presente tanto periférica quanto centralmente em pacientes deprimidos, o que denota
ativacdo de vias indutoras de inflamacao (ALCOCER-GOMEZ et al., 2014; ALEEM,;
TOHID, 2018; CHEN et al., 2020; LIU et al., 2013; RAWDIN et al., 2013; SHELTON et al.,
2011).

As EROs s3o necessarias para a ativagdo dos complexos inflamatorios multiproteicos
conhecidos como inflamassomas (HANEKLAUS; O’NEILL; COLL, 2013), os quais sdo um
importante sensor de sinais de estresse celular. O inflamassoma da proteina 3 (NLRP3)
aumenta a produgdo de IL-1f e ativa a NF-xB, promovendo ainda mais cascatas inflamatdrias
(BAROJA-MAZO et al., 2014; CRUZ et al., 2007, TSCHOPP; SCHRODER, 2010). Outra
possivel ligacdo ¢ através do aminoacido triptofano, um precursor da serotonina, que ¢
transformado em quinurenina pela indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), no cérebro. A IDO
tem sua acdo induzida por citocinas pro-inflamatorias, como o interferon-y, fator de necrose
tumoral-a , IL-2 e IL-1B , e também diretamente por EROs (LEONARD; MAES, 2012;
MINGOTT et al., 2022; ZUNSZAIN et al., 2012). A quinurenina pode ser posteriormente
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metabolizada em compostos geradores de radicais livres excitotoxicos, incluindo 3-
hidroxiquinurenina e acido quinolinico, cujos niveis aumentados, juntamente com o aumento
da atividade da indolamina 2,3-dioxigenase, foram associados ao TDM (GABBAY et al.,
2010; MILLER et al., 2006). Como resultado, o estresse oxidativo contribui para o aumento
do composto neurotoxico por meio da oxidacdo do triptofano (COBB; COLE, 2015;
FORREST et al., 2004; MOR et al., 2021).

Estudos indicam que os efeitos antioxidantes das plantas podem estar relacionados ao
seu efeito anti-inflamatorio. A literatura cientifica aponta evidéncias de que o estresse
oxidativo esta positivamente associado a neuroinflamacao e a Centella asiatica tem potencial
terapéutico nessas situacdes (ARORA et al., 2018; MASOLA; OGUNTIBEJU; OYENIHI,
2018). Anadlises in vitro e in vivo indicam que os triterpenos da planta contribuem para a
atividade antioxidante, inibi¢ao da colinesterase e efeito antiamnésico de Centella asiatica.
Ainda assim, ndo s3o as Unicas substancias com esse efeito no extrato (ARORA et al., 2018)
Viarios estudos investigaram a atividade antioxidante de extratos aquosos e alcodlicos de
Centella asiatica e concluiram que tanto os triterpenos quanto os compostos fenolicos podem
ser responsaveis por essa atividade (ARORA et al., 2018; PITTELLA et al., 2009; ZAINOL et
al., 2003). A capacidade de mitigar o estresse oxidativo é considerada um meio para melhorar
o desempenho cognitivo e varios caminhos para isso tem sido explorados. Um estudo mostrou
que o tratamento cronico com extrato de Centella asiatica por 25 dias reduziu o
comprometimento da memoria induzido pela colchicina, e o dano oxidativo associado, ao
mesmo tempo em que reverteu o aumento na atividade da acetilcolinesterase (AChE)
(KUMAR; DOGRA; PRAKASH, 2009).

Assim, tanto estudos in vitro quanto em modelos animais indicam que a Centella
asiatica tem agdo antioxidante em diversas doencas (HAFIZ et al., 2020), como na
hiperlipidemia, pois um estudo em modelo animal identificou que a fragdo (CAF3) do extrato
etanodlico de Centella asiatica aumentou as atividades de superdxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GSH-Px), e diminuiu o nivel de MDA em camundongos e hamsters
(ZHAO et al., 2014). In vitro, o extrato aquoso de Centella asiatica melhora o estresse
oxidativo induzido por 4cido 3-nitropropidnico (3-NPA) em mitocondrias. Em camundongos
pré-puberes, a administracdo do extrato aquoso de Centella asiatica resultou em uma
diminuigdo significativa nos niveis de MDA, EROs e niveis de hidroperdxido, que foi

acompanhado por atividades aumentadas de enzimas antioxidantes em todas as regides do
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cérebro (SHINOMOL; MURALIDHARA, 2008). O extrato etandlico de Centella asiatica
reduziu o comprometimento cognitivo em modelos animais induzidos por cloreto de aluminio
(AICI3), com controle do estresse oxidativo, atividade da AChE e alteragdes
citoarquitetonicas. Além disso, o uso cronico diminuiu a neurotoxicidade causada pelo AICI3
(LINDQVIST et al., 2017).

Com base nos resultados, o tratamento com o composto ativo da Centella asiatica, o
acido madecassico, sinaliza uma promissora via de terapia para pacientes com TDM, uma vez
que este fitoterdpico apresenta potencial antidepressivo, ao atenuar o comportamento tipo
depressivo em modelos animais. A funcio antioxidante, ao reverter o estresse oxidativo tanto
nos niveis séricos quanto hipocampais dos animais, possivelmente seja um dos mecanismos
associados ao efeito antidepressivo.

Identificou-se como limitacdo da pesquisa a apresenta¢do de apenas um grupo tratado
com o extrato de Centella asiatica na dose de 30 mg/kg. Assim, torna-se indispensavel
analisar uma curva dose-resposta para identificar se, com outras doses, ha efeitos nos niveis
de TBARS. Os achados comportamentais ¢ marcadores oxidativos observados no estudo,
juntamente com os achados da literatura cientifica sobre as acdes da espécie Centella asiatica
e seu composto ativo, destacam a importancia da continuidade nos estudos para compreender

0s mecanismos antidepressivos e antioxidantes.
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7 CONCLUSAO

Os achados atuais sugerem que o estresse decorrente da PM nos primeiros dias de vida
induz comportamentos do tipo depressivo na vida adulta. Os animais submetidos a PM sem
tratamento apresentaram maiores tempos de imobilidade no teste de natacdo forgada em
comparacdo com o restante dos grupos. Os animais submetidos ao estresse PM também
apresentaram aumento significativo da atividade dos biomarcadores de estresse oxidativo
quando em comparacdo com o grupo controle. No soro de animais privados maternalmente,
os niveis de TBARS e atividade da MPO aumentaram significativamente, enquanto que no
hipocampo, a PM induziu o aumento nos niveis de TBARS. Estes dados sugerem que o
estresse na infancia induz estresse oxidativo ao longo da vida, que pode estar relacionado ao
desenvolvimento de TDM.

Em relagdo ao potencial terapéutico da Centella asiatica e do 4cido madecéssico, estes
foram capazes de reverter o comportamento tipo depressivo nos modelos animais. Na
avaliagdo do estresse oxidativo, a Centella asiatica (30 mg/kg) foi capaz de reverter a
atividade da MPO no soro, porém nao apresentou efetividade no TBARS. Por outro lado, o
acido madecassico (10 mg/kg) reverteu o efeito da MPO no soro e do TBARS no soro e no
hipocampo.

A combinagado desses achados sugere que a espécie medicinal Centella asiatica e seu
composto ativo possuem potencial antidepressivo e que a reducdo do estresse oxidativo no
soro e hipocampo sdo mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo da espécie. Na
enfermagem, estes achados contribuem para que o profissional enfermeiro possa pensar em
intervengodes terapéuticas por meio de embasamento cientifico que promovam a melhor
qualidade de vida para o paciente com TDM. O estudo, além de fortalecer a postura cientifica
da classe, ¢ capaz de elucidar questdes em torno de uma questdo de saude publica, o

transtorno depressivo maior.
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ANEXO A — Carta de aprovacio da pesquisa pelo CEUA da UNOCHAPECO

UNIVERSIDADE COMUNITARIA DA REGIAO DE CHAPECO
PRO-REITORIA DE PESQUISA, INOVACAO E POS GRADUACAO
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo intitulade “Efeito de Extrato e Composto Ativo da Centella asiatica
em Comportamento Tipo Depressivo e Atividade da Telomerase em Ratos submetidos a Estresse de
Privagio Maternal”, protocolo n® 002/CEUA2021, sob a responsabilidade de Walter Antdnio
Roman Junior, que envolve a produglio’ manutengio e/ou utilizagho de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo vertebrada (exceto homem), para fins de ensino e pesquisa cientifica — encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n” 11.794 de oo de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15
de julho de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagiio
Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
{CELIA) da Universidade Comunitiria da Regifio de Chapecd {lJNI{}CHAPEL‘ﬁl}, em 28042021,

Finalidade () Ensino (X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagho | 01/07/2021 & 01/09/2022
Espécie/Linhagem/Raca | Espécie: Rattus norvegicus; Albinos; Linhagem Wistar; Nome vulgar:
Rato
N de animais il
Peso/ldade 4 a 500g, de acordo com a idade ) a 95 dias
Sexo Machos.
Origem Biotério da Universidade Comunitiria da Regido de Chapeco.
¢ ' r

Prof® Lilian Caroline Bohnen
Coordenadora da CEUA
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