/

UFF

—

UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS CHAPECO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOMEDICAS - PPGCB

CURSO DE MESTRADO EM CIENCIAS BIOMEDICAS

EFEITOS DO EXTRATO DE Centella asiatica NO ESTRESSE OXIDATIVO E
SISTEMA PURINERGICO DE ANIMAIS SUBMETIDOS A PRIVACAO
MATERNAL E AO ISOLAMENTO SOCIAL

CHAPECO
2024



PAULA DALLAGNOL

EFEITOS DO EXTRATO DE Centella asiatica NO ESTRESSE OXIDATIVO E
SISTEMA PURINERGICO DE ANIMAIS SUBMETIDOS A PRIVACAO
MATERNAL E AO ISOLAMENTO SOCIAL

Dissertacdo apresentada para o Programa de Pos-
Graduacio em Ciéncias Biomédicas da Universidade
Federal da Fronteira Sul (UFFS), como requisito
para obtenciio do titulo de Mestre em Ciéncias

Biomédicas.

ORIENTADORA: PROF?. Dr* MARGARETE DULCE BAGATINI

COORIENTADORA: PROF®. Dr*. ZULEIDE MARIA IGNACIO

CHAPECO

2024



Bibliotecas da Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS

Dallagnol, Paula

EFEITCS DO EXTRATO DE Centella asiatica NO ESTRESSE
OXIDATIVO E SISTEMA PURINERGICC DE ANIMAIS SUBMETIDOS A
PRIVA(;ﬁO MATERNAL E AO ISOLAMENTO SOCIAL / Paula
Dallagnol. -- 2024.

69 f£.:1i1.

Orientadora: Doutoura Margarete Dulce Bagatini

Co-orientadora: Doutoura Zuleide Maria Igndcio

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal da
Fronteira Sul, Programa de Pos-Graduagidc em Ciéncias
Biomédicas, Chapecd,SC, 2024.

1. transtorno depressivo maior. 2. citocina
pro-inflamatdria. 3. citocina anti-inflamatdria. 4.
C.aslatica. 5. nucleotideos. I. Bagatini, Margarete
Dulce, orient. II. Ignacio, Zuleide Maria, co-orient.
ITITI. Universidade Federal da Fronteira Sul. IV. Titulo.

Elaborada pelo sistema de Geracdo Automatica de Ficha de Identificac&o da Obra pela UFFS
com 05 dados fornecidos pelo{a) autor(a).




PAULA DALLAGNOL

EFEITOS DO EXTRATO DE Centella asiatica NO ESTRESSE OXIDATIVO E
SISTEMA PURINERGICO DE ANIMAIS SUBMETIDOS A PRIVACAO
MATERNAL E AO ISOLAMENTO SOCIAL

Dissertacdo apresentada para o Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Biomédicas da Universidade
Federal da Fronteira Sul (UFFS), como requisito para

obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias Biomédicas.

Este trabalho foi defendido e aprovado pela banca em 15/07/2024.



BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 Zuleide Maria Ignacio — UFFS Coorientadora

Prof2. Dr2. Jossimara Polettini — UFFS Avaliadora

/ﬁ ))-
<l -

Prof?. Dr2. Walter Antonio Romam Junior — UNOCHAPECO Avaliador

Icp Documento assinado digitalmente

GABRIELA GONCALVES DE OLIVEIRA
b Data: 13/08/2024 19:31:10-0300
= verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof2. Dr2. Gabriela Gongalves de Oliveira — UFFS Avaliadora



RESUMO

A Centella asiatica (C.asiatica) ¢ uma planta medicinal que apresenta efeitos anti-
inflamatorios e antioxidantes. Alguns distarbios, como o Transtorno Depressivo Maior (TDM)
e o estresse, podem provocar respostas inflamatdrias e desequilibrio oxidativo no organismo.
Neste estudo buscou-se estabelecer os efeitos do tratamento cronico com a C. asiatica no
estresse oxidativo e no sistema purinérgico, em um modelo animal. Trata-se de um estudo
experimental com ratos Wistar machos e fémeas, divididos em 5 grupos de tratamento,
denominados controle salina, estresse salina, estresse escitalopram, C.asiatica e &cido
madecdssico. Os ratos foram expostos ao modelo de estresse pela privacdo maternal e
isolamento social no inicio da fase adulta e submetidos ao tratamento conforme o protocolo,
exceto o grupo controle. A administragdo dos compostos ocorreu por método de gavagem
durante o periodo estabelecido pelo protocolo. Ao término do tratamento os ratos foram
eutanasiados e as amostras biologicas coletadas, compostas por soro e tecido de cortex pré-
frontal, acondicionadas em microtubos, mantidas em -20°C. Foram realizadas analises de
marcadores para estresse oxidativo e do sistema purinérgico. A analise estatistica ocorreu por
meio de ANOVA one-way, seguida do teste post-hoc de Tukey, sendo adotado o nivel de
significancia de p<0.05. As analises revelaram que o tratamento cronico com a C. asiatica € o
composto ativo acido madecassico apresentou efeitos moduladores no estresse oxidativo em
resultados de TBARS, vitamina C, NPSH dos grupos machos e fémeas. Este dado sugere a
presenga de atividade antioxidante exceto em ROS no grupo fémea. As atividades na hidrdlise
de ATP, ADP e AMP do sistema purinérgico atenuaram a atividade enzimatica como resposta
protetora da membrana celular. E possivel verificar que o tratamento cronico com a C.
asiatica ¢ o composto ativo acido madecassico possuem efeitos modulatdrios no estresse
oxidativo e no sistema purinérgico, resultado que corrobora para elucidar os mecanismos

relacionados ao tratamento do TDM.

Palavras-chave: transtorno depressivo maior; citocina pro-inflamatodria; citocina anti-

inflamatoria; C.asiatica; nucleotideos; ATP; ectonucleotidases.



ABSTRACT

Centella asiatica (C.asiatica) is a medicinal plant that has anti-inflammatory and antioxidant
effects. Some disorders, such as Major Depressive Disorder (MDD) and stress, can cause
inflammatory responses and oxidative imbalance in the body. In this study we seek to
establish the effects of chronic treatment with C. asiatica on oxidative stress and the
purinergic system, in an animal model. This is an experimental study with male and female
Wistar rats, divided into 5 treatment groups, called saline control, saline stress, escitalopram
stress, C.asiatica and madecassic acid. The rats were exposed to the stress model due to
maternal deprivation and social isolation in early adulthood and underwent treatment
according to the protocol, except for the control group. The compounds were administered by
gavage method during the period established by the protocol. At the end of treatment, the rats
were euthanized and biological samples were collected, consisting of serum and prefrontal
cortex tissue, packed in microtubes , kept at -20°C. Analyzes of markers for oxidative stress
and the purinergic system were carried out. Statistical analysis occurred using one-way
ANOVA , followed by Tukey's post-hoc test , adopting a significance level of p<0.05. The
analyzes revealed that chronic treatment with C. asiatica and the active compound madecassic
acid had modulating effects on oxidative stress in TBARS, vitamin C, NPSH results in male
and female groups. This data suggests the presence of antioxidant activity except in ROS in
the female group. The activities in the hydrolysis of ATP, ADP and AMP of the purinergic
system attenuated the enzymatic activity as a protective response of the cell membrane. It is
possible to verify that chronic treatment with C. asiatica and the active compound madecassic
acid have modulatory effects on oxidative stress and the purinergic system, a result that

proves the mechanisms related to the treament of MDD.

Keywords: major depressive disorder; pro-inflammatory cytokine; anti-inflammatory

cytokine; C.asiatica; nucleotides; ATP; ectonucleotidases.
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1 INTRODUCAO

O transtorno depressivo maior (TDM) é um dos quadros psicopatoldgicos que afeta a
satde mental de grande parte da populacdo mundial. Sua etiologia ¢ multifatorial, ou seja,
envolve fatores biopsicossociais, aspectos ambientais e outras doencas de base (Anderson et
al., 2020). Mundialmente, a incidéncia do TDM esta estimada em 4,4% (WHO, 2017), sendo
um dos transtornos mentais mais prevalentes e consequentemente faz parte das estatisticas
associadas a morbidade e mortalidade. As projecdes para o ano de 2030 apontam que o TDM
estard relacionado a sobrecarga do sistema de saidde em Aambito global, incluindo
consequéncias diretas, como o crescimento da taxa de suicidio na populagdo acometida (Pan
etal., 2019).

O TDM reflete significativamente na condi¢do de vida do individuo, visto que alguns
sintomas, como a perda de interesse ou prazer ¢ humor deprimido, podem estar fortemente
correlacionados ao risco de suicidio em casos mais graves. Paralelamente, disturbios
inflamatorios se associam ao contexto fisiopatoldgico dos transtornos neuropsiquiatricos,
sendo a inflamag¢do um mecanismo relevante para investigacdes clinicas do TDM (American
Psychiatric Association, 2022).

Alteragdes de humor podem ser percebidas em pacientes com quadro infeccioso ou
inflamatorio. As concentragdes de citocinas pro-inflamatdrias presentes no plasma variam
consideravelmente no estado de estresse agudo, bem como em situagdes de estresse cronico.
Tal cenario se relaciona a influéncia psicoldgica sobre moléculas moduladoras do sistema
imunoloégico (Strike ef al., 2004).

Estudos de metanalise abordam a correlacdo entre a depressdo e a inflamagdo (Jia,
2021) e, nesse contexto o processo inflamatdrio se relaciona ao TDM que eleva os niveis de
citocinas pro-inflamatorias, reduzindo os niveis de S-hidroxitriptofano (5-HT) periférico. O
desbalango provocado pelo processo inflamatorio € prejudicial para a manutencdo de
hormonios relacionados ao prazer e ao bem-estar, assim como a inflamagdo estd intimamente
ligada a distarbios cardiometabolicos (Strike et al., 2004).

A analogia entre as vias neuroinflamatdrias e o desenvolvimento fisiopatologico do
TDM pode estar associada a processos inflamatorios fora do sistema nervoso central (SNC)
assim como a outros disturbios (Pan, 2019) como diabetes melito, doengas cardiacas (Hodes
et al., 2015; Beurel; Toups; Nemeroff, 2020) e alguns tipos de canceres (Kessler; Bromet,

2013). Ademais, as citocinas pro-inflamatérias geradas pelas comorbidades do TDM sdo
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moléculas sinalizadoras do sistema imune que ativam as defesas para corrigir disfungdes
organicas. Esse recrutamento do sistema imunolégico pode ocorrer de maneira desequilibrada,
gerando danos as estruturas quando houver a produgdo exacerbada de citocinas (Audet;
Anisman, 2013).

O aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatorias, como a interleucina-1 (IL-1),
interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-0) estao
associados aos casos de TDM (Mazza et al., 2021; Almeida et al., 2021; Caldieraro et al.,
2018; Audet; Anisman, 2013; Miller; Raison, 2016, Pan, 2019). A desregulacdo nos niveis
das citocinas no cérebro, bem como desbalangos oxidativos ou nitrosativos, por exemplo,
afetam a neurogénese, a homeostase neural e o manejo de individuos com TDM (Calabrese et
al.,2014).

O processo inflamatorio interfere negativamente na eficicia do tratamento do TDM.
Alguns mecanismos e estruturas sdo conhecidos e podem se comparar a esse panorama clinico
como o eixo Hipotalamo-Hipodfise-Adrenal (HPA) e o Sistema Nervoso Simpatico (SNS) que
possuem potencial para produzir respostas imunomoduladoras e hiperinflamatorias (Tang et
al.,2021).

Os mecanismos bioldgicos desregulados podem induzir danos e ativar o inflamassoma
(NLRP3), um complexo proteico citosélico, com alta capacidade de lesdo celular. Essa
engenharia sinalizadora no sistema nervoso decorre das células mieloides, que podem ser
estimuladas por microrganismos patogénicos e ndo patogénicos, o que demonstra a
proximidade na relacdo estresse e inflamacao (Miller e Raison, 2016; Weber; Godbout;
Sheridan, 2017).

O aumento de necessidades metabolicas e energéticas em situagdes patoldgicas, como
estresse ou inflamacdo, leva a mediagao da sinalizagdo extracelular de purinas, outro
mecanismo considerado importante no desfecho do TDM. O sistema purinérgico vem
ganhando espaco e protagonismo na compreensdao do mecanismo bioldgico da depressdo. A
sinalizacdo extracelular do sistema das purinas contempla os nucleotideos ATP, ADP ¢ AMP
e o nucleosideo adenosina, além dos receptores da familia P1 e P2 e ectoenzimas (Gongalves;
Andrejew; Gubert; 2022).

Considerados biomarcadores, os componentes do sistema purinérgico sao importantes
preditores para avaliar a presenca de alteracdes extracelulares, verificadas através da presenca
dos nucleotideos e nucleosideos, e estao relacionados ao TDM, que conforme Zhang, et al.,

(2022) apresentam a interacdo dos receptores purinérgicos com mecanismos associados a
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varias doengas psiquiadtricas. Mediante modulacdes na expressdo de receptores ou
ectoenzimas, ¢ possivel também modular a sinalizagdo inflamatoria e consequentemente o
dano causado pela desordem celular ou sistémica. O uso de terapia medicamentosa ja € uma
realidade frente ao tratamento do TDM, todavia, carrega consigo diversos efeitos colaterais
indesejados e limites terapéuticos e principalmente quanto ao manejo individualizado nos
transtornos neuropsiquiatricos (Lee; Bae, 2017).

O uso de terapias complementares as tradicionais nos transtornos neuropsiquiatricos se
faz importante, sobretudo ao minimizar os efeitos indesejados e atender os individuos com
resisténcia a resposta terapéutica padrdo. Compostos provenientes de plantas estdo se
tornando promissores com o avango de pesquisas cientificas, tanto in vitro quanto in vivo.

Nesse sentido, com o objetivo de realizar uma investigacdo ampla sobre a relagdo do
TDM, sistema purinérgico e o estresse oxidativo, este estudo se propds a investigar novos
compostos terapéuticos com potencial de modulagdo, tais como a C. asiatica ¢ do composto
ativo acido madecassico. Para avangar, ¢ essencial entender como certos mecanismos nas
bases neurobioldgicas que envolvem inflamagdo controlada por receptores, nucleotideos,
nucleosideos e espécies reativas de oxigénio podem ajudar na detec¢do precoce, no tratamento

e na melhoria dos progndsticos do TDM.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a modulagdo de componentes do sistema purinérgico e do estresse oxidativo
em células e tecido de cortex pré-frontal de ratos Wistar submetidos a privacdo maternal e ao
isolamento social no inicio da fase adulto jovem em tratamento cronico com C. asiatica € o

acido madecassico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a hidrolise dos nucleotideos ATP, ADP e AMP em tecido do cortex pré-
frontal de ratos machos ¢ fémeas submetidos a privacdo maternal na infancia e isolamento

social no inicio da fase adulta;
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Avaliar o efeito do tratamento cronico com C. asiatica e o 4acido madecdssico em
parametros de estresse oxidativo: substincias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS),
vitamina C, tiois ndo proteicos (NPSH) e espécies reativas de oxigénio (ROS) em soro de
ratos machos e fémeas submetidos a privagdo maternal na infancia e isolamento social no
inicio da fase adulta;

Avaliar as diferengas de respostas ao estresse ¢ defesas antioxidantes nos ratos machos
e fémeas submetidos a estresse e privagdo maternal na infancia e isolamento social no inicio

da fase adulta.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 TDM

O TDM ¢ o diagndstico psiquidtrico mais comum a nivel de populagdo mundial,
apresentando-se como uma condi¢ao incapacitante (Willner; Scheel-Kriiger; Belzung; 2013),
com caracteristicas como perda de prazer, tristeza, irritabilidade, alteracdes do sono, fadiga e
elevagdo do risco de suicidio (American Psychiatric Association, 2022), aumentando o indice
de mortalidade nos individuos afetados (Carlessi et al., 2021). Clinicamente o TDM ¢
considerado heterogéneo e, entre as estruturas cerebrais envolvidas na fisiopatologia do
diagnéstico, estudos sugerem desregulacdo no sistema limbico e também no cortex pré-frontal
(Pitsillou et al., 2020).

Os pacientes com TDM tém maior probabilidade de tentativas de suicidio quando
comparados com o restante da populagdo (Undurraga et al., 2012). A prevaléncia do TDM ¢
maior em até duas vezes nas mulheres em relacdo aos homens (Grigoriadis; Robinson, 2007)
e a ocorréncia € preponderante do final da adolescéncia e se estende até a vida adulta (Kessler;
Bromet, 2013). Além disso, cerca de 30% a 50% dos pacientes sdo resistentes a resposta
terapéutica do tratamento com antidepressivos padroes (Willner; Scheel-Kriiger; Belzung;
2013; Hodes et al., 2015). H4 portanto um expressivo impacto de sobrecarga econdmica e
social (Ferrari et al., 2010).

Um periodo bastante delicado ocorre em pacientes em estado de depressdo severa. Ao
iniciar o tratamento, os medicamentos geralmente necessitam de um periodo de

aproximadamente quinze dias para inicio do efeitos terapéuticos (Ibanez et al., 2014)
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Sao fatores de risco para o desenvolvimento do TDM condig¢des como historia familiar
de depressdao, abuso e negligéncia na infancia, individuos do sexo feminino e fatores
estressores recentes (Beurel; Toups; Nemeroff, 2020). Além disso, individuos com
comportamentos nocivos para a satde estdo ligados ao TDM, como tabagismo, consumo de
bebida alcodlica, obesidade, ndo aderir aos tratamentos e desregulagdes biologicas, a exemplo
de hiperatividade do eixo HPA e fun¢do imune prejudicada estdo ligados ao TDM (Kessler;
Bromet, 2013). O eixo HPA estd bem estabelecido na literatura cientifica como um dos
fatores envolvidos na fisiopatologia de diversos transtornos psiquiatricos (Keller ez al., 2017).

A hipdtese mais aceita sobre a etiologia do TDM ¢ a deficiéncia monoaminérgica, que
promove redugdo de niveis de serotonina, noradrenalina e dopamina na fenda sinaptica
(Carlessi et al., 2021). Uma pesquisa avaliou imagens da estrutura cerebral e identificou
modificacdes em redes neurais, envolvendo principalmente a molécula de serotonina (Zhang,
2016).

Estudos realizados ainda na década de 1930, fizeram correlagdo entre a desregulagdo
do estresse com a depressdo e foram os primeiros a associar que o desajuste do eixo HPA
comprometeria a homeostase corporal (Tan; Yip, 2018). Apesar disso, o estresse cronico
estaria associado a uma elevagdo de glicocorticoides (Troubat et al., 2021), estimulando
demasiadamente o organismo pelo nio controle de feedback de regulacdo do eixo HPA (Bao,
2012; Jeon; Kim, 2018), tornando essa hipotese bastante solida e muito estudada.

Pesquisas evidenciaram que num subconjunto de pacientes deprimidos, a inflamagao
estava alterada, sugerindo ser um potencial marcador bioldgico do TDM. Estudos utilizando
plasma periférico constataram a presenca de citocinas pro-inflamatorias em niveis elevados ha
décadas no TDM (Maes et al., 1995). Entretanto, o mecanismo necessita de esclarecimentos
em especial sobre o aspecto de que o artificio de inflamacao periférica estaria correlacionado
com a depressdo, ou seja, pela regulagdo inflamatoria dar-se pelos mecanismos dos
antidepressivos tradicionais (Hodes, et al,. 2015). Contribuindo com essa evidéncia, Reus ef
al., (2017), sugerem haver uma relagdo entre o processo inflamatorio e os niveis de citocinas
elevadas no TDM ao promover dano oxidativo periférico bem como central.

Nos estudos em humanos, os niveis de marcadores inflamatorios, principalmente, IL-6
e células periféricas como leucocitos, estdo expressos em niveis aumentados no TDM, assim
como evidéncias robustas vem consolidando o papel da inflamag¢ao no desenvolvimento de
transtornos de humor (Howren; Lamkin; Suls, 2009; Hodes et al., 2015). Em individuos com

TDM, uma metanalise demonstrou que os niveis de IL-1, IL-2, IL-6 ¢ TNF-o foram mais
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significativos em comparacdo ao aumento de niveis de citocinas pré-inflamatorias (Dowlat,
2010) assim como, alteracdes neuroenddcrinas e dos neurotransmissores no TDM sdo
relacionadas as citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a (Phillips; Fahimi, 2018). Nessas pesquisas, o
estresse no inicio da infancia promoveu o aumento da inflamagao periférica, potencializando
o desenvolvimento de transtornos tanto na infancia quanto na vida adulta e demonstrando
relacdo com o sistema imunolégico (Johnson; Kaffman, 2018).

Além de presenca de niveis de citocinas pro-inflamatdrias circulantes, € possivel
constatar o aumento do nimero de leucocitos, os quais podem ser associados a elevacao dos
marcadores inflamatérios (Hodes ef al., 2015). Um estudo sugere que mulheres tendem a ser
mais propensas a desenvolver o TDM visto que sofrem mais interferéncias pelo estresse, o
que, consequentemente, favorece a inflamacao (Carlessi et al., 2021).

Interferéncias hormonais podem provocar rea¢des parecidas com o estresse,
desencadeando alteracdes em regides cerebrais envolvidas com a expressdo emocional
sugerindo correlagdes entre o estresse € os mecanismos ligados as citocinas pro-inflamatorias
que comprometem a neurotransmissao nos circuitos cerebrais (Gadek-Michalska et al., 2013).

Conforme apresentado, as pesquisas apontam que o TDM apresenta uma condi¢do
psicopatologica complexa tanto na sintomatologia clinica, quanto na fisiopatologia e resposta
terapéutica ao tratamento. A crescente incidéncia do quadro depressivo, somada as lacunas
existentes na compreensdo do fendmeno e nas falhas decorrentes de medidas terapéuticas,

refor¢a a importancia do tema em estudo.

3.2 RESPOSTA IMUNOLOGICA

O sistema imune inato ¢ composto pelas células imunes periféricas e originarias de
células-tronco hematopoiéticas na medula 6ssea (Scheiermann; Frenette; Hidalgo, 2015) tais
como cé¢lulas mieldides compostas por granuldcitos, mondcitos, macrofagos, células
dendriticas e linfocitos inatos, como células natural killer (NK) (Hodes et al., 2015). Ao ser
recrutado na presenga de um patdgeno, o sistema imune produz uma resposta liberando
mediadores inflamatorios, que podem atuar de maneira local ou sistémica, ¢ sdo comumente
as citocinas pro-inflamatorias: a interleucina-la e  (IL-1a e IL-1B), TNF-a e IL-6 (Dantzer,
2009).

Nesse sentido, a percepcdo dos mecanismos de acionamento, pelo sistema inato,

ocorre de diversas maneiras (Vitkovic et al., 2000; Mou et al., 2022) e pressupde que a
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passagem se da por meio de difusdo nas regides onde 6rgdos circunventriculares ndo passam
pela barreira hemato encefalica (BHE). Duas respostas importantes inatas acontecem em vias
diferentes no organismo: a via humoral, onde receptores semelhantes a 7o// (TLRs) em 6rgao
circunventriculares e plexo cordide, atuam na deteccdo de padrdes moleculares associados a
patogenos e produzem citocinas pré-inflamatorias; e a via dos nervos aferentes, onde citocinas
acionam os nervos primarios viscerais ¢ abdominais. Os transportadores de citocinas na BHE
compreendem uma terceira via, que atua em formato de transporte saturavel (Dantzer ef al.,
2008) e uma quarta via ocorre por meio dos macrofagos perivasculares e células endoteliais
das vénulas do cérebro que tem receptores de IL-1 (Konsman et al., 2004). Ha pouco
conhecimento sobre como a movimentagdo das células imunes ocorre no cérebro para a
ativagdo da sinalizagdo de citocinas pro-inflamatdrias, bem como, suas consequéncias
comportamentais. No entanto, essas ligacdes sdo importantes para doengas do SNC (Dantzer
et al., 2008).

Ghasemi et al. (2017) refere que o cérebro faz a modulagdo do sistema imunoldgico
central e periférico envolvendo adjuvantes como os neurotransmissores, os hormdnios
endocrinos e as citocinas. A desregulacdo do sistema imunoldgico estaria relacionada ao
feedback negativo, produzindo estimulo do eixo HPA que culmina em circulagdo de
glicocorticdides em niveis elevados, e esse mecanismo se dd por agdo das citocinas
inflamatorias, principalmente relacionada ao estresse cronico (Ignacio et al., 2019).

Considerando a hipotese que a desregulagdo do sistema imunologico esta relacionada
com a etiologia do TDM (Dantzer, 2009) um estudo realizado em camundongos submetidos a
estresse cronico, avaliou o efeito do antidepressivo fluoxetina e apresentou niveis reduzidos
de citocinas pré-inflamatérias verificadas em sangue periférico e tecido cerebral no grupo
submetido ao tratamento ap6s 60 dias (Lu et al., 2017). Ainda, pode-se observar redugdo do
comportamento anedonico que possivelmente reduziria os sintomas depressivos.

Individuos com TDM tendem a ter as fungdes executivas impactadas, comprometendo
a adaptacdo psicossocial, o desempenho cognitivo e ocupacional (Zuckerman ef al., 2018). As
fungdes executivas sdo comandadas pelo lobo frontal ¢ compreendem principalmente
memoria de trabalho, inibi¢do e flexibilidade cognitiva (Miyake et al., 2000; Friedman;
Miyake, 2017). Um estudo com adolescentes depressivos, avaliou a fun¢do executiva e sugere
haver maior influéncia no risco para disfun¢do executiva nos estados de desregulacio

imunoldgica em individuos depressivos (Peters et al., 2019).
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3.3 INFLAMACAO

A inflamagdo pode ser caracterizada por uma ampla gama de estimulos como
patogenos microbianos e moléculas geradas endogenamente, onde o reconhecimento imune
inato desempenha papéis fundamentais com resposta imunovascular dos tecidos (Into et al.,
2017). Num contexto histérico, iniciou-se a investigacdo dessa hipdtese por associacao
quando um estudo relacionou que pacientes desenvolveram TDM ao fazerem tratamento para
hepatite C utilizando interferon (Schaefer ef al., 2005). Esse estudo em associacdo com outros
achados semelhantes em doencas cronicas como cardiovasculares, advindas de dados
epidemioldgicos, sugere a relacdo da inflamagdo com o desencadeamento do TDM (Tang et
al.,2021).

A existéncia de uma correlagdo bem sustentada entre a depressao aumentar niveis
inflamatoérios e a inflamacao desencadear depressao foi relatada em um estudo que avaliou
plasma e liquido cefalorraquidiano e em outros estudos pds-morte (Alcocer-Gomez et al.,
2014).

Padroes de estresse como isolamento social sdo preditores de altos niveis de citocinas
pro-inflamatorias centrais e periféricas (Moller, 2013). As descobertas relacionando fatores
estressores fisicos e psicoldgicos oferecem uma robusta predicdo para o desenvolvimento de
TDM. A resposta inflamatéria possui relacdo com o eixo HPA, onde em condi¢des de
homeostase o eixo HPA promove acgdo inibitoria no sistema imune. No entanto, na condigao
cronica pode ocorrer a resisténcia aos glicocorticoides, circunstancia essa que as células
imunolédgicas ndo tém sensibilidade. Na inflamacdo cronica também ocorre o processo de
resisténcia aos glicocorticdides pelas citocinas pro inflamatdrias, reduzindo o feedback
inibitorio do hormonio liberador de corticotropina (Tang et al., 2021).

As fungdes neuronais sao fortemente afetadas sob acdo permanente de citocinas
inflamatorias, levando a interrupgdes de sintese, bem como da recaptacdo e da liberacao de
neurotransmissores (Beurel; Toups; Nemeroff, 2020). Desta forma, a reduciao da sintese de
monoaminas ¢ a intensificagdo dos transportadores de monoaminas como a recaptagdao
sindptica sdo mecanismos envolvidos com as citocinas pro-inflamatoérias (Tang et al., 2021).

Em relacdo a neuroinflamagdo, pesquisas recentes sugerem que acgdes antidepressivas
sdo demonstradas quando ha impedimento para violagdo da BHE, ou seja, quando ¢ protegida
da agdo das citocinas periféricas (Menard et al., 2017). Postula-se que a neuroinflamagao

exacerbada na resposta imune torna-se aumentada quando hd comunicac¢do entre a microglia e
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a estrutura do endotélio cerebral fazendo recrutamento de monocitos (Biltz ef al., 2022). Uma
metanalise analisou o liquor cefalorraquidiano e o parénquima cerebral de pacientes com
TDM e propds aumento nos niveis de IL-6, IL-8 ¢ TNF-a, no entanto, percebeu reducao nos
oligodendrocitos e nos astrocitos (Wang; Miller, 2018).

Desregulacdes no SNC, estresse e depressao sdo refletidas na presenca e elevacdo nos
niveis de marcadores inflamatorios como a IL-18, IL-2, IL-6, interferon-gama (IFN-y) e TNF-
a. Contudo, a IL-1f reduz a neurogénese no hipocampo bem como a expressdo do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) que estd associada a comportamento depressivo
(Iwata; Ota; Duman, 2013).

Chamberlain ef al., (2019) apontam que a inflamacdo de baixo grau esta associada a
depressao resistente ao tratamento. Corrobora com esse achado, outro estudo com pacientes
com TDM que ndo apresentaram resposta anti-inflamatoria no tratamento e revelaram-se
individuos resistentes a esse, ou seja, mediante a presenga de citocinas apresentam um efeito
anti-inflamatoério no sistema imune e por consequéncia menor resposta terapéutica (Syed et al.,
2018).

Um aspecto importante € proposto por Syed ef al., (2018) em um estudo ao avaliar as
citocinas anti e pro-inflamatorias, sugere que haja uma alteragdo no equilibrio dessas que
promove a¢do antidepressiva, dado que pacientes deprimidos resistentes ao tratamento
apresentam niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias em relagdo aos niveis de citocinas

pro-inflamatorias dos pacientes com resposta ao tratamento (Kubera et al., 2001).

3.4 SISTEMA PURINERGICO

No inicio da década de 1970, Geoffrey Burnstock langou a “hipotese do nervo
purinérgico” na qual postula que o adenosina trifosfato (ATP) tem papel de neurotransmissor
especifico no SNC (Burnstock, 1972). Na cascata do sistema purinérgico o ponto inicial ¢
dado pela presenga do ATP extracelular. Nesse meio o ATP sofre o processo de hidrélise pela
enzima NTPDase-1 (CD39), que a degrada em adenosina difosfato (ADP); o ADP sofre o
processo de hidrélise pela enzima CD39 e ¢ degradado em adenosina monofosfato (AMP);
para hidrolise do ATP em AMP a enzima atuante ¢ ectonucleotideo
fosfodiesterase/pirofosfatase (E-NPPs); o AMP sofre também o processo de hidrodlise e se

transforma em adenosina (ADO); para a hidrélise do AMP a enzima atuante ¢ a ecto-5’-
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nucleotidase (CD73); o processo termina com a hidrdlise da ADO em inosina. Para a hidrélise
da ADO a enzima atuante ¢ a adenosina deaminase ADA (CD26) (Burnstock, 2013).

O sistema purinérgico possui receptores das familias P1 e P2. O P1 ¢ o receptor de
adenosina, um nucleosideo que se liga a A1, A2A e A2B e A3 e se acoplam a proteinas G. O
P2 ¢ um receptor de nucleotideo sendo dividido em receptor P2Y e P2X. O P2Y ¢ um canal
metabotrdpico e desmembrado em familias: P2Y1, P2Y2, P2Y4 e P2Y6 que sdo ligados a
proteina Gq; o receptor P2Y11 esta ligado a proteina Gs; os receptores P2Y12, P2Y13 ¢
P2Y 14 estdo ligados a proteina Gi (Sperlagh, 2012; Di Virgilio, 2012; Burnstock, 2013). Por
sua vez, receptores P2X sdo canais ionotropicos, receptores de ATP e ADP, ligados a
membrana plasmatica e subdivididos em P2X1-7 (Di Virgilio, 2012). Na Figura 1, Silva et al.,

(2022) demonstram a atuagdo do sistema purinérgico.

Figura 1 - Sistema Purinérgico

'OXPHOS

Fonte: (Silva et al., 2022).

Os receptores Al e A2A atuam na regulacdo da liberacdo de neurotransmissores
monoaminicos no efeito antidepressivo da privagdo do sono, principalmente da serotonina. No
estresse cronico, niveis de adenosina sdo reduzidos exercendo desequilibrio ao realizar a
ligacdo com A1R e A2AR. A adenosina quando em baixas concentragdes, faz a ativacdo de
A1R, bloqueando a liberagdo e reduzindo a concentragdo de 5-HT no hipotalamo, mecanismo

que sugere desencadear a depressdo (Liu et al., 2019).
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A ADO atua com fun¢do imunossupressora, ao passo que ativa células T regulatorias
mediando a liberagdo de IL-10 que é uma citocina anti-inflamatoria. Em relagcdo ao aspecto
imunolégico, compreende-se que os receptores Pl reduzem ou inibem a secrecdo de
quimiocinas, ao passo que os receptores P2 realizam acdo contraria. Esse processo culmina na
contribuicdo da migrag¢do de leucdcitos, visto que os nucleotideos e o nucleosideo favorecem
a regulacdo de quimiocinas (Ferrari et al., 2016).

No SNC as vias sinalizadoras purinérgicas sdo muito expressas (Di Virgilio et al,
2009). Os receptores sdao reguladores de processos como inflamagdo, vasodilatacdo e
neurotransmissdo (Welsh; Kucenas, 2018). O receptor ionotroépico P2X7 ¢ o mais estudado no
SNC (Sperlagh, 2012) e constitui-se como o principal integrante de ligacdo do ATP
extracelular (Burnstock, 2012), que oferece grande permeabilidade para as células (Troubat et
al., 2021). Esse receptor ¢ expresso em varios tipos de células, principalmente as imunes
desempenhando a mediagdo da sinalizagdo do ATP (Jian, 2012). O ATP extracelular, liberado
por células saudéaveis ou ndo, ¢ mediado pelo P2X7, que por meio de ligantes controla o canal
i6nico da superficie celular (Troubat, et al., 2021).

No SNC o sistema purinérgico desempenha diversas funcdes e € constituido por
moléculas sinalizadoras, enzimas e receptores. O mecanismo consiste em degradacao,
sinalizacdo, acdo e inativagdo extracelular de ATP culminando em adenosina como produto
de degradagdo (Sperlagh et al., 2012). Posteriormente, descobriu-se que o ATP extracelular
possui fungdes multiplas, além de neurotransmissor, atua como modulador pré e pds-sinaptico,
de modo que as pesquisas também evidenciam a sinalizagdo purinérgica como alvo
terapéutico para doencas do SNC (Sperlagh, 2012).

No entanto, a presenca de ATP em excesso no meio extracelular pode atuar como
padrdo molecular associado ao dano (DAMP) (Di Virgilio et al., 2009), e sua permanéncia
por longos periodos e em excesso desencadeia neurodegeneragdo e toxicidade. Os receptores
P2 atuam como amplificadores do ATP e da inflamagao, sendo que no neurdnio os receptores
P2X tornam-se ativados desencadeando a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias. A
desregulagdo dos receptores P2X pode favorecer o desenvolvimento de doenca neuro
inflamatoria cronica (Abbracchio et al., 2009).

Desta forma, relacao de inflamacao com liberacao de ATP pode se estabelecer com a
presenga de DAMP. A inflamagdo estéril, sem presenca de patdégeno, causada por estresse
sistémico ou psicoldgico, estimula as células a responderem com liberacdo de citocinas e
quimiocinas (Fleshner; Frank; Maier, 2017). Como descrito anteriormente, o ATP faz ligacao
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com o receptor P2X7 e ocorre a liberagdo de IL-15 que culmina em inflamacao, e o efluxo de
potassio intracelular reduz as concentragdes e ativa o NRLP3, um complexo proteico que
aciona a produgdo da caspase-1 (Stoffels ez al., 2015).

Sendo assim, o sistema purinérgico por vez pode contribuir para a ativagdo da
maquinaria do NLRP3 que ¢ uma estrutura que tem trés dominios: um dominio PYRIN (PYD)
amino-terminal, um dominio NACHT de ligacdo a nucleotideos contendo atividade ATPase e
um dominio de repeticdo rica em leucina (LRR) carboxi-terminal (Seoane et al., 2020).
Juntamente a esse processo esta a interleucina 18 (IL-18); nesse complexo sistema de ativagao
do NLRP3 e maturagdo da caspase-1 ocorre o processamento da IL-15 e IL-18. O NRLP3
ativa-se por disfun¢do mitocondrial e por acdo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
ligando-se a um dominio de recrutamento de caspases (ASC) para a formacdo de seu
complexo (Kelley et al., 2019).

A associagdo do NRLP3 como sinalizador de dano neuroinflamatério pelo
envolvimento forte na matura¢do da IL-1, infere na potencial relagdo com sintomas do TDM
(Tang et al., 2021). Exemplificando, um estudo em camundongos utilizando antagonista do
receptor P2X7 reverteu comportamento anedonico ¢ de ansiedade promovidos por estresse
cronico, ao bloquear a liberagdo de IL-18 ¢ TNF. E possivel estabelecer a relagio que a
liberagdo de ATP decorrente do estresse € detectada pelo sistema imunoldgico promovendo a

interagdo com P2X7 e a formagao do NLRP3 (Iwata et al., 2016).

3.5 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo acontece quando a sintese de radicais livres excede a capacidade
do corpo de fazer a compensagdo com moléculas antioxidantes, acionando multiplas vias
capazes de estimular a agdo inflamatéria (Rawdin ef al., 2013).

As EROS em condigdes de homeostase sdo importantes ¢ fundamentais para a funcao
cognitiva e plasticidade sinaptica (Corrigan et al., 2023). Em contraponto, aumento na
quantidade de EROS que caracterizam condicdo patologica impedem o mecanismo
regulatorio de antioxidantes enddgenos com capacidade de provocar dano neuronal,
provocado por metabolitos oxidativos em altas concentragdes (O’farrell; Harkin, 2017).

A inflamagao ativada atua conjuntamente com o aumento do estresse oxidativo e

nitrosativo, condi¢do que favorece a diminuicdo da neurogénese, bem como, lesdo as células
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em areas relevantes para o humor: cortex pré-frontal, hipocampo ¢ a amigdala (Tang et al.,
2021).

Conforme Rawdin et al., (2013) a andlise de sangue periférico de individuos com
TDM para identificar marcadores de estresse oxidativo através do isoprostanos F2 resultou na
presenca e na correlagdo com a citocina pré-inflamatéria IL-6. Esses mesmos individuos
pesquisados, apos tratamento com sertralina, apresentaram reversao dos sintomas depressivos,
sugerindo a desagregacdo do sistema serotoninérgico e consequente fragmentagdo dos
componentes de estresse oxidativo e inflamag¢ao como somatérios nesse processo. Em adigao,
a tetrahidrobiopterina (BH4) ¢ um cofator que atua na conversao de tirosina em dopamina, no
entanto, por induc¢do do estresse oxidativo, as citocinas inflamatorias provocam redugdo dos
niveis de BH4 desencadeando quadro de fadiga no individuo (Felger ef al., 2013).

Em pacientes com TDM citocinas inflamatdérias aumentam as EROS mitocondriais
que convergem com o aumento da expressdo de diversas citocinas pro-inflamatorias (Alcocer-
Gomez et al., 2014). As EROS também estao relacionadas com a produ¢do do NRLP3, onde a
TXNIP, uma proteina que faz interagdo com a tioredoxina (TRX), atua com regulacao
negativa da atividade redutase, tendo como resultado ativagdo do NLRP3. Cabe destacar que
nao esta bem estabelecido o mecanismo desencadeador deste processo (Jin; Flavell, 2010).

A elevacao da produgdo de EROS também ¢ relacionada com as citocinas pro-
inflamatorias ao passo que, ao estimular a producdo de indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO),
essa enzima reduz o triptofano ocasionando em aumento de metabolitos de 3-
hidroxiquinurenina e acido quinoldnico (Maes et al., 2011).

O TDM incursa com disfungdo bioenergética, bem como com redugdo do
metabolismo energético. Estudos estabelecem que em ratos o estresse cronico moderado inibe
os complexos mitocondriais I, III, IV no cértex cerebral e cerebelo dos animais. No entanto,
pode ser revertido com administragdo da cetamina, o antagonista do receptor N- metil-D-

aspartato (NMDA) (Sharma; Akundi, 2019).

3.6 COMPOSTOS NATURAIS

Os compostos naturais podem fornecer funcdes bioldgicas (Wong; Barron; Abdullah,
2021). A fitoterapia em estudos envolvendo distirbios cerebrais ganhou notoriedade nas
ultimas décadas, quando pesquisas realizadas em modelos animais levantaram informagdes

acerca dos beneficios preventivos e protetores dos extratos de ervas (Sahraei et al., 2022).
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E sabido que existem cerca de 5 mil espécies de plantas no planeta com potencial
terapéutico e a natureza historica das ervas medicinais estimula o interesse em pesquisar as
potencialidades ainda pouco conhecidas (Lokanathan er al., 2016). Nessa perspectiva, os
produtos naturais e seus derivados sdo importantes fontes de pesquisa com finalidade
terap€utica para a populagdo, visto que geralmente sdo acessiveis, sauddveis e constituidos
por compostos potenciais a tornarem-se fontes medicamentosas promissoras (Wong; Barron;

Abdullah, 2021).

3.7 C. asiatica

A C. asiatica ¢ uma planta tradicional da familia Apiaceae, cultivada na China,
sudeste asiatico e Maldsia, muito utilizada na medicina Ayurvédica (Orhan, 2012) pelas
propriedades neuroprotetoras e por atuar com propriedades regeneradoras (Lokanathan ef al,
2016). Na medicina indiana ¢é utilizada para melhora das fung¢des cognitivas (Shinomol;
Muralidhara; Bharath; 2011) e também consumida em sucos e saladas (Wong; Barron;
Abdullah, 2021). No Brasil a C. asiatica ¢ conhecida como Cairugu-asiatico, Centelha,
Codagem e Pata-de-mula (Anand ef al., 2010).

O principal componente quimico de agdo farmacologica da C. asiatica ¢ o acido
madecassico (Sun et al., 2020), com capacidade de ultrapassar a barreira hematoencefalica
(BHE) e potencial de atingir células do SNC, mesmo quando administrado perifericamente
(Wong; Barron; Abdullah, 2021).

As propriedades anti-inflamatérias da C. asiatica estdo relacionadas a presenca de
glicosideos triterpenoides: asiaticosideo e madecassosideo. Os triterpenos sdo: acido asiatico,
acido madecassico, asiaticosideo, madecassosido e acido brahmico e os efeitos benéficos
desse composto foram demonstrados em parametros do estresse oxidativo (Anand et al., 2010;
Orhan, 2012). Sdo compostos presentes na C. asiatica os fendlicos assim como os triterpenos
que sdo predominantes constituintes da planta, destacando-se o acido madecassico como
principal triterpeno e mais presente na sua composi¢do (Arora et al., 2018; Wong; Barron;
Abdullah, 2021). Além destes mencionados, a folha contém potassio (K), ferro (Fe), sodio
(Na), magnésio (Mg) e 4cido ascorbico (Lokanathan et al., 2016).

Os estudos que investigam os compostos da C. asiatica para uso terapéutico inferem
que as melhoras cognitivas sdo decorrentes do mecanismo antioxidante possibilitado pela

planta (Arora et al., 2018). Os derivados da C. asiatica exercem efeitos neuroprotetores contra
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morte celular decorrente dos radicais livres e também da toxicidade decorrente do
neurotransmissor glutamato, sendo que o acido madecassico tem atividade anti-inflamatoria
notavel (Arora et al., 2018).

A C. asiatica possui niveis elevados de polifendis e flavondides que atuam como
antioxidantes, para os quais um estudo com ensaios de atividades in vivo e in vitro
demonstraram a supressao de EROS. O mesmo estudo, ainda observou a capacidade redutora
de inativa¢do de hidroxilas das EROS com extrato metandlico de C. asiatica (Anand et al.,
2010)

Em ratos com disfuncdo de memoria em decorréncia do estresse oxidativo a
suplementacdo de C. asiatica proporcionou melhora no desempenho, indicando relagao entre
funcdo cognitiva e efeito antioxidante (Prakash; Kumar, 2013). A C. asiatica também
mostrou-se potente em ratos, eliminando radicais livres, reduzindo a peroxidagao lipidica e
elevando a atividade de enzimas antioxidantes endodgenas, o que sugere que a C. asiatica atua
inibindo a atividade da via da enzima caspase-9 relacionada com a ativagdo da apoptose
(Lokanathan et al., 2016).

Um estudo realizado com ratos Wistar utilizou C. asiatica, mais especificamente o
extrato aquoso, € mostrou atenuagdo do estresse oxidativo, da atividade inflamatéria bem
como da apoptose (Rather et al., 2019). Corroborando com estes resultados, outro estudo
demonstrou que a atividade antioxidante da C. asiatica também teve efeitos na inibi¢do da
peroxidagdo lipidica e aumentou a catalase em tecido hepatico de ratos, revelando seu
potencial antioxidante (Intararuchikul ez al., 2019)

A C. asiatica tem capacidade de permeabilidade para atravessar a BHE para
fitoquimicos, no entanto, ndo estd bem estabelecido na literatura cientifica o mecanismo de
transporte (Wong; Barron; Abdullah, 2021). Porém, foi constatada a presenga de fitoquimico
no tecido cerebral apos administracdo periférica da C. asiatica (Anukunwithaya et al., 2017) e
concentragdes suficientes para exercer efeitos neuroterapéuticos (Wong; Barron; Abdullah,
2021).

Sado conhecidos na literatura os beneficios da C. asiatica na doenga de Alzheimer e
Parkinson, pelos efeitos antioxidantes (Gray et al., 2018; Teerapattarakan et al., 2018).
Especula-se que a C. asiatica tenha papel importante na mitocondria, especificamente na

regulacdo da fung¢do e atuando no potencial de membrana (Wong; Barron; Abdullah, 2021).
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Em um estudo realizado com modelo animal, ratos submetidos a isquemia e tratados
com C. asiatica apresentaram redu¢do nos niveis de citocinas, estabelecendo a relagdo de
efeito anti-inflamatorio (Luo et al., 2014).

Estudos em pacientes com cancer demonstraram que a C. asiatica promoveu a
modulagdo da atividade inflamatoria, reduzindo as citocinas pro-inflamatorias e aumentando
as citocinas anti-inflamatérias (Naidoo et al., 2017). Outro estudo com camundongos avaliou
a disfun¢do mitocondrial e o estresse oxidativo, onde o extrato de C. asiatica apresentou
funcdo antioxidante, com redu¢do dos niveis de EROS e malondialdeido (Orhan, 2012). Além
disso, outro estudo observou que em macrofagos de camundongos a C. asiatica reduziu a
expressao de 6xido nitrico e a producao de mediadores anti-inflamatérios (Cho et al., 2020).

A foérmula molecular do dcido madecdassico possui a seguinte composi¢do: C30H4806
e peso molecular de 504,7g/mol. Ha detec¢do mesmo que baixa de concentracdo no plasma de
centella asiatica por administragdo via oral apds 48 horas e o acido madecassico ¢ um
ingrediente ativo (ANUKUNWITHAYA et al., 2016). H4 deteccdo mesmo que baixa de
concentragdo no plasma de C. asiatica por administracdo via oral apés 48 horas e o acido
madecdssico ¢ um ingrediente ativo (YIN ez al., 2012).

A literatura conhecida até o momento pouco tem investigado e constatado sobre as
relagdes entre a analise do sistema purinérgico com C. asiatica ¢ o acido madecéssico. Esta
correlacdo se faz pertinente tendo em vista pesquisas que indicam os efeitos benéficos da
planta na mediacao anti-inflamatoria, sustentando a importancia de mais pesquisas neste

campo.

4 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo quantitativo, analitico, descritivo, experimental, desenvolvido
no Biotério Setorial da Universidade Federal da Fronteira Sul - BIOCHUFFS, da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS Campus Chapeco).

4.1 MODELO ANIMAL

Foram utilizados ratos albinos Wistar machos e fémeas, provenientes do BIOCHUFFS.
Os animais do grupo controle permaneceram alojados em uma gaiola ventilada, com serragem

e dimensdes de 414 x 344 x 174 mm com capacidade para até 5 animais separados por género.
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Os animais que passaram por isolamento social permaneceram em gaiola individual, ventilada,
com serragem. As gaiolas sao em polipropileno, inquebravel, autoclavavel, resistente a acidos,
com dimensodes de 160 x 265 x 115 mm. O acesso a dieta e agua foi livre (ad libitum). A sala
foi mantida em temperatura ambiente variando de 22 a 25°C com umidade de 55+10% e ciclo
de claro/escuro de 12 horas (07h as 19h). Os procedimentos foram realizados conforme as
normas do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) para minimizar o sofrimento dos
animais, conforme os Principios Eticos de Experimentagio Animal, adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). O estudo foi aprovado na CEUA da UFFS
sob o protocolo nimero 1912270922.

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL - PRIVACAO MATERNAL E ISOLAMENTO SOCIAL
NO INICIO DA FASE ADULTA

O desenho experimental encontra-se esquematizado na Figura 2. Os animais
submetidos a privagdo maternal foram privados do convivio materno do dia 01 (um) de vida
at¢ o dia 10 (dez) por 3h didrias e apOs repostos na gaiola com a mae. Posteriormente
permaneceram com a mae até o desmame no dia 21 (vinte um), e, apds este periodo, foram
mantidos 5 (cinco) animais por gaiola, separados por machos e fémeas. No dia 50 (cinquenta)
foram submetidos ao isolamento social, e alojados em gaiolas individuais. O tratamento
farmacologico e fitoterapico iniciou no dia 80 (oitenta) até o dia 94 (noventa e quatro) e apos
esse periodo foram submetidos a eutanasia.

Os animais do grupo controle ndo sofreram alteragdes de alojamento e mantiveram-se
na gaiola com a mae até o desmame. Apos o desmame foram mantidos 5 (cinco) animais por
gaiola, separados por machos e fémeas até o dia 94, quando foram submetidos a eutanasia.

Os grupos experimentais foram compostos por um n (numero) de 10 (dez)
animais/grupo para machos e para fémeas, totalizando 5 (cinco) grupos de tratamento
constituidos na seguinte divisdo: controle + salina (CS), estresse + salina (ES), estresse +

escitalopram (ESC), estresse + acido madecassico (AM) e estresse + C. asiatica (CA).

Figura 2 - Sintese do modelo experimental
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Controle + salina (CS)

Estresse + salina (ES)

Estresse + escitalopram (ESC)
Estresse + acido madecassico (AM)
Estresse + C. asidtica (CA)

Fonte: o autor.

4.3 TRATAMENTO

Os animais foram submetidos ao tratamento farmacoldgico por meio de gavagem via
oral, por um periodo de 14 (quatorze dias) estabelecendo o tempo de uso cronico do farmaco
na literatura. O controle positivo foi realizado com antidepressivo escitalopram (10mg/kg)
(Lexapro®), C. asiatica (30mg/kg) e o acido madecassico (10mg/kg).

A preparacdo do extrato foi feita com separacdo da planta e secagem a temperatura
ambiente (25+5°C), ap0s triturado em moinho de facas (Ciemlab®, CE 430), selecionadas em
peneira (425 pm; 35 Tyler/Mesch) armazenadas e identificadas com protecdo da luz. O
extrato foi produzido por meio de maceragdo (5 dias) a temperatura ambiente com as folhas
moidas a seco (100g) e etanol a 70% (1:20, p/v). Foi filtrado por funil de Biichner e os
extratos hidroalcoolicos concentrados via evaporagdo sob pressdo reduzida, liofilizadas,
pesadas e armazenadas a temperatura de -20°C. A identificagdo botanica da planta foi
realizada pelo Herbario da Universidade Comunitaria de Chapecé - UNOCHAPECO,
Chapeco, SC, Brasil, onde contém guardada uma exsicata.

O composto ativo acido madecassico foi fabricado pela Cayman Chemical sediada em
Michigan nos Estado Unidos e adquirido por meio da empresa Interprise Instrumentos

Analiticos LTDA, na quantidade de 1grama em forma solida e cristalina, com pureza de 95%.
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A dose de escitalopram foi determinada apo6s revisdo em estudos prévios que
utilizaram este farmaco como controle positivo em modelos animais por ser um
antidepressivo classico (PALASZ et al., 2016; FARAHBAKHSH et al., 2022; GROLLI et al.,
2023;

4.4 AMOSTRA

As amostras foram compostas por sangue periférico, o qual foi separado em plasma,
soro ¢ c¢lulas periféricas mononucleares, ¢ por tecido cerebral compreendendo a estrutura do
cortex pré-frontal, coletado conforme a técnica histologica de Paxinos e Watson (Paxinos;
Watson, 1997). As amostras coletadas foram acondicionadas em microtubos individuais com
capacidade de 2ml e armazenadas em ultra-freezer -80°C para posterior analise dos
parametros bioquimicos. Na estrutura do cortex pré-frontal coletada, foi realizado preparo da
amostra através da adicicdo de 500 pL de solucdo salina e realizado processo de sonicacao
com os parametros de pulso por 20 segundos e pausa de 10 segundos em amplitude de 50 para
cada amostra. O volume total de cada amostra foi determinado pela quantidade de material
coletado em cada etapa de separagdo, contabilizando minimamente 2ml. O excedente foi

acondicionado em microtubo adicional.

4.6 ANALISES BIOQUIMICAS

4.6.1 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

A quantificagdo dos niveis de TBARS nas amostras foi realizada segundo a
metodologia de Jentzsch (Jentzsch et al., 1996), que visa medir a formag¢do de malondialdeido
(MDA), uma substancia formada pela peroxidagdo lipidica (LPO). Esse processo ocorre
quando as espécies reativas de oxigénio reagem com lipidios de membrana, causam alteragoes
na membrana, incluindo permeabilidade prejudicada, perda de seletividade e perturbacao dos
componentes da matriz extracelular. A peroxidagao lipidica ¢ avaliada pela interagdo entre o
malondialdeido e o acido tiobarbitarico (TBA), o qual forma, quando aquecido, um composto
de coloragao rosada, medido com um espectrofotometro em 532 nm (Choi ef al., 2012; Noh et

al., 2015).
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A curva padrao foi preparada com solugdo de MDA 0,03 mM. As amostras foram
compostas por soro ¢ avaliadas em triplicatas e pipetados nos tubos 55 uLL de adgua destilada,
100 pL de &cido ortofosforico 1%, 25 uL. de TBA 0,1 M e 20 uL da amostra. Apods o preparo,
as amostras foram incubadas por 45 minutos a 90°C e, em seguida, lidas no espectrofotdmetro
de microplacas com absorbancia a 532 nm. Para o calculo, as médias das absorbancias foram
multiplicadas pelo fator de corre¢do (FC), dividido pelo volume de amostra e expresso em

nmol MDA/mL (Choi et al., 2012; Noh et al., 2015).

4.6.2 Vitamina C

A vitamina C ¢ um antioxidante exdgeno que atua transformando as EROS em formas
inertes. Para a técnica foram utilizados 500pl sobrenadante de amostra de plasma + 500ul de
TCA 10% posteriormente agitado no vortex e centrifugado por 15 minutos a 3500 rpm.
Retirado o sobrenadante e colocado nos tubos para incubar por 2 horas a 37°C. A analise de
vitamina C foi realizada pelo método de Jacques-Silva et al, (2001) com leitura de

absorbancia em 520 nm, sendo que os resultados sdo expressos em gramas/litro (g/L).

4.6.3 Tiois nao proteicos (NPSH)

Para determinacdo dos NPSH foi utilizada a metodologia de Ellman (1959). Para tal,
utilizaram-se as amostras desproteinizadas de soro. Na desproteinizagao foram utilizados 150
pL de amostra + 150 pL de TCA 10% seguido de agitacdo em vortex e centrifugacao por 10
minutos a 2.000 rpm. Na andlise utilizaramse 40ul do sobrenadante. Os tiois reagem com o
2,2’-dinitro-5,5’-ditiodibenzoico (DTNB) gerando um composto de coloragdo amarela, com

leitura a 412 nm, sendo que o resultado foi expresso em pmol/mL de plasma.

4.6.4 Espécies reativas de oxigénio (EROS)

Para o procedimento de ROS foi utilizada amostra de soro proteinizado na quantidade
de 10 uL e adicionado 240 uL de TRIS — HCI (10 mM , pH 7,4) e 10 uL de Dicloro com
posterior incubag¢do por 30 min no escuro ¢ feita a leitura a por fluorimetro em = 525nm

seguindo a formula A = 6X = 488 nm no equipamento Varioskan® (Yin et al., 2017).
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4.6.5 Enzimas do sistema purinérgico

4.6.5.1 Normalizacdo das proteinas

Para realizar as analises das moléculas do sistema purinérgicode interesse, a
quantidade de proteinas na amostra de linfocitos foi normalizada em concentragdes de 0,1-0,2
mg/mL com solugdo salina.

Para a determinagdo de proteinas utilizou-se a técnica de Bradford, (Bradford et al.,
1976) que normaliza as proteinas com a curva padrdo usando curva de Correcao do Comassie,
utilizando Albumina Bovina (0,1 mg/mL) como padrdo. Para a determinagdo utiliza-se em
cada poco 250uL. de Azul de Comassie filtrado e 5 uL. da amostra. Para obter o resultado da
concentragdo de proteinas deve-se aplicar o céalculo: ((Abs da amostra-Abs do branco) X

FC)/0.05 (5 pL).

4.6.5.2 Avaliagdo das enzimas que hidrolisam nucleotideos e nucleosideo de adenina

A atividade das enzimas E-NTPDase e E-5’-Nucleotidase foi realizada em tecido de
cortex pré-frontal, segundo método Pilla ef al., (1996) modificado por Lunkes et al., (2003).
A atividade da enzima E-NPP foi realizada nas amostras citadas de acordo com o método de

(Fiirstenau ef al., 2000).

4.6.6 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados inicialmente realizamos o teste para identificagdo
dos outliers e removidos de acordo com ROUT Q = 5% . Posteriormente aplicamos o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk test. Para dados ndo paramétricos utilizamos o teste Kruskal-
Wallis seguido do teste post-hoc de Dunns’s e para dados paramétricos foi urilizado foi
realizada ANOVA one-way com multiplas comparagdes, seguido do teste post-hoc de Tukey
pelo software GraphPad Prism 9.0.0. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Os dados paramétricos foram apresentados como média com o erro padrdo da

média e os dados ndo paramétricos foram apresentados como mediana com o 95% de IC.

5 RESULTADOS
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Na andlise da Figura 3-A, a andlise de Kruskal-Wallis revelou uma interagdo
significativa nos niveis de TBARS (p<0,0001) entre os grupos. Os resultados da analise dos
niveis de TBARS no soro de ratos machos expostos a diferentes tratamentos evidenciaram
efeitos significativos tanto do estresse quanto da intervengdo com ESC, AM e CA. Observou-
se um aumento significativo nos niveis de TBARS no grupo ES quando comparado ao grupo
controle (*CS + ES: p=0,0474), indicando que o modelo testado gera peroxidacdo lipidica
significativa. Ao comparar o grupo ES com os tratamentos experimentais, observou-se uma
reducgdo significativa nos niveis de TBARS nos grupos tratados com AM e CA (***ES + AM:
p=0,0006; ***ES + CA: p=0,0003), indicando o potencial desses compostos em atenuar o
estresse oxidativo. Além disso, observou-se que os tratamentos com C. asiatica ¢ acido
madecassico conseguiram reduzir os niveis de TBARS quando comparados ao grupo ESC
(**AM + ESC p=0,0044; **CA + ESC p=0,0020).

Na andlise da Figura 3 - B, a ANOVA one-way identificou uma interacdo significativa
nos niveis de TBARS (F=5,92; p<0,0007) entre os grupos. Os resultados indicam uma
reducdo dos niveis de TBARS no grupo fémea ao comparar os grupos expostos, ES com AM,
e ES com CA. Ao comparar os grupos, houve uma diminui¢do significativa dos niveis de
TBARS nos grupos ES e AM (**ES + AM p=0,0017) e entre ES e CA (**ES + CA
p=0,0012), refor¢ando o potencial desses tratamentos em atenuar o estresse oxidativo em ratas
expostas ao estresse. Esses resultados sugerem que tanto o acido madecéssico quanto a C.
asiatica t€m potencial em reduzir os efeitos do estresse oxidativo em fémeas, assim como

observado também o mesmo efeito em ratos machos.
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Figura 3-A. Anélise de TBARS em grupo de machos
com multiplas comparagdes. Efeitos do estresse
PM+IS e tratamentos com CA (30 mg/kg), AM (10
mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de TBARS
no soro dos ratos machos. Os dados sdo apresentados

Figura 3-B. Analise de TBARS em grupo de fémeas
com multiplas comparagdes. Efeitos do estresse
PMHIS e tratamentos com CA (30 mg/kg), AM (10
mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de TBARS
no soro dos ratas fémeas. Os dados sdo apresentados

com mediana mais IC. A analise estatistica: Kruskal-
Wallis e o test pos-hoc de Dunns’s. *p<0,05.
**p<0,01. ***p<0,001

com média + erro padrio da média. A analise
estatistica: ANOVA one-way ¢ o test pos-hoc de
Tukey's. **p<0,01.

Os resultados de Kruskal-Wallis para os grupos machos representados na Figura 4-A
(p=0.0003) confirmam a significancia das diferengas nos niveis de vitamina C entre os grupos
experimentais, sugerindo que ha influéncia do estresse e dos tratamentos nas concentragdes
dessa vitamina. Na andlise da Figura 4-A, observa-se dados significativos sobre os niveis de
vitamina C em ratos machos. Nota-se uma redug¢do dos niveis de vitamina C do grupo ESC
em comparagdo com o grupo ES e em relagdo ao grupo CS (**CS + ESC p=0,0049; **ES +
ESC p=0,0212). Esses resultados sugerem um consumo maior de vitamina C no grupo
exposto ao ESC, o que ndo ocorreu nos grupos tratados com acido madecéssico e C. asiatica.
Este cenario, considerando os compostos naturais, sugere certo grau de preservagao € nao uso
de vitamina C.

Para as fémeas representadas na Figura 4-B, os resultados da ANOVA (F= 14,31; p<

0,0001) mostram uma redug@o nos niveis de vitamina C nos grupos ES em comparacdo com
38



CS (*CS + ES p=0.0224) sugerindo que o modelo experimental gerou um ambiente pro-
oxidativo com base no uso da vitamina C como agente antioxidante. Além disso, houve um
aumento nos niveis de vitamina C no grupo ESC em comparacdo com ES ¢ o AM (*ES +
ESC p=0,0464 ¢ ES + AM *p=0,0236) demonstrando um efeito positivo sobre os niveis de
antioxidantes. Também foi observado que o tratamento com 4cido madecassico e C. asiatica

promoveu reducao dos niveis de vitamina C em comparagdo com o grupo CS.
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Figura 4-A. Andlise de vitamina C em grupo de
machos com multiplas comparagdes. Efeitos do
estresse PM+IS e tratamentos com CA (30 mg/kg),
AM (10 mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de
vitamina C no soro dos ratos machos. Os dados sdo
apresentados com mediana mais IC. A analise
estatistica: Kruskal-Wallis e o test pos-hoc de
Dunns’s. **p<0,01.

Figura 4-B. Anadlise de vitamina C em grupo de
fémeas com multiplas comparagdes. Efeitos do
estresse PM+IS e tratamentos com CA (30 mg/kg),
AM (10 mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de
vitamina C no soro dos ratas fémeas. Os dados sdo
apresentados com média + erro padrdo da média. A
analise estatistica: ANOVA one-way ¢ o test pos-hoc
de Tukey’s. *p<0,05. **p<0,01. ****P<0.0001

Na andlise da Figura 5 - A, os resultados de Kruskal-Wallis mostrou uma interagao
significativa nos niveis de NPSH (p=0.0011) entre os grupos machos. Na comparacao entre os
grupo CA e ES com CS, percebeu-se uma diferenca significativa (**ES + CA p=0,0013; *CA
+ CS p=0,0139), sugerindo que a C. asiatica teve efeito benéfico na preservacao dos niveis de

NPSH quando comparada com o grupo ES, demonstrando efeito positivo do tratamento. Além
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disso, o tratamento com a C. asiatica conseguiu manter niveis acima do controle de NPSH

indicando efeito protetor contra o estresse oxidativo.

A andlise de Kruskal-Wallis reconheceu uma interagdo significativa nos niveis de

NPSH (p=0,0008) entre os grupos fémeas, conforme apresentado na analise da Figura 5 - B.

Ao comparar o grupo CA com o grupo CS e ESC percebe-se uma diferenca significativa

(***CA + CS p=0,0005; **CA + ESC p=0,0074), sugerindo que a C. asiatica mantém 0s

niveis de NPSH e demonstra efeito positivo do tratamento mesmo acima do controle e

também comparado com o tratamento classico padrao com o ESC.
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Figura 5-A. Anélise de NPSH em grupo de machos
com multiplas comparagdes. Efeitos do estresse
PM+IS e tratamentos com CA (30 mg/kg), AM (10
mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de NPSH
no soro dos ratos machos. Os dados sdo apresentados
com mediana mais IC. A analise estatistica: Kruskal-
Wallis e o test pos-hoc de Dunns’s. *p<0,05. **p<
0,01.
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Figura 5-B. Andlise de NPSH em grupo de fémeas
com multiplas comparagdes. Efeitos do estresse
PMHIS e tratamentos com CA (30 mg/kg), AM (10
mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de NPSH
no soro das ratas fémeas. Os dados sdo apresentados
com mediana mais IC. A analise estatistica: Kruskal-
Wallis e o test pos-hoc de Dunns’s. **p < 0,01. ***p
<0,001.

Conforme analise da Figura 6-A, a ANOVA one-way indicou uma interagao

significativa nos niveis de ROS (F= 5,89; p=0.0006) entre os grupos. O grupo ES demonstrou

que o modelo experimental gerou aumento dos niveis de ROS enquanto que o tratamento com
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acido madecéassico e C. asiatica foi capaz de neutralizar as ROS. Na comparacao de ES com
AM e CA verificou-se uma diferenca significativa (**ES + AM p=0.0064; ***ES e CA
p=0,0006) ao apresentar diminuicdo dos niveis de ROS, sugerindo que o tratamento teve
efeito benéfico, de maneira que a planta pode auxiliar na neutralizagdo desse biomarcador
nocivo e na protecao das células contra danos oxidativos.

Com relagdo a Figura 6-B, os resultados da analise de Kruskal-Wallis mostrou uma
interagdo significativa nos niveis de ROS (p=0,0001) entre os grupos. Observou-se que,
diferentemente do grupo macho, as fémeas tratadas com C. asiatica apresentaram um
aumento nos niveis de ROS em comparag¢do com os demais grupos (**CA + AM p<0,0020;

*CA + ESC p=0,0492).
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Figura 6 - A. Analise de ROS em grupo de machos
com multiplas comparagdes. Efeitos do estresse
PM+IS e tratamentos com CA (30 mg/kg), AM (10
mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de ROS no
soro dos ratos machos. Os dados sdo apresentados
com média + erro padrio da média. A analise
estatistica: ANOVA one-way ¢ o test pos-hoc de
Tukey's. ¥*p < 0,01. ***p <0,001.

Figura 6 - B. Analise de ROS em grupo de fémeas
com multiplas comparagdes. Efeitos do estresse
PMH+IS e tratamentos com CA (30 mg/kg), AM (10
mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de ROS no
soro das ratas fémeas. Os dados sdo apresentados
com mediana mais IC. A analise estatistica: Kruskal-
Wallis e o test pos-hoc de Dunns’s.
*p<0,05.%*p<0,01.

Na andlise da Figura 7 - A, os resultados da analise de Kruskal-Wallis mostraram uma

interagdo significativa nos niveis de ATP (p=0,0002) entre os grupos. Identificou-se que
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houve redugdo dos niveis de hidrolise de ATP do grupo CA em relagdo ao grupo ES e ao
grupo tratado com ESC, o mesmo se observou ao comparar a CA com o grupo controle
(***CA + CS p=0,0005; *ES + CA p=0,0048; *CA + ESC p=0,0011). Estes resultados
sugerem que o extrato de C. asiatica promove protecdo ao reduzir o dano celular, podendo
minimizar a permeabilidade da membrana e, consequentemente, o extravasamento do ATP
extracelular.

Com base na Figura 7 - B, os resultados da analise de Kruskal-Wallis revelaram uma
interagdo significativa nos niveis de ATP (p=0,0009) entre os grupos. Observou-se que o
grupo tratado com C. asiatica apresentou redug¢do nos niveis de hidrolise de ATP. Quando
comparado o grupo CA com o grupo CS e ES verificou-se uma diferenca significativa (**CA
+ CS p=0,0048; **CA + ES p=0,0068 ¢ *ESC + CA=0.0143), sugerindo que a C. asiatica

teve efeito benéfico na diminuicao dos niveis de hidrdlise de ATP, semelhante aos resultados

do grupo de machos.
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Figura 7-A. Anélise da hidrélise do ATP em grupo de
machos com multiplas comparagdes. Efeitos do
estresse PM+IS e tratamentos com CA (30 mg/kg),
AM (10 mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de
ATP em tecido de cortex dos ratos machos. Os dados
sdo apresentados com mediana mais IC. A analise
estatistica: Kruskal-Wallis e o test pos-hoc de

Figura 7-B. Analise da hidrolise do ATP em grupo de
fémeas com multiplas comparagdes. Efeitos do
estresse PM+IS e tratamentos com CA (30 mg/kg),
AM (10 mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de
ATP em tecido de cortex das ratas fémeas. Os dados
sdo apresentados com mediana mais IC. A analise
estatistica: Kruskal-Wallis e o test pos-hoc de
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Dunns’s. **p<0,01. ***p<0.001. Dunns’s. *p<0,05. **p<0,01

Na analise da Figura 8 - A, a ANOVA one-way reconheceu uma interacido
significativa nos niveis de ADP (F= 4,52; p<0,0001) entre os grupos machos. Percebeu-se a
diminui¢do dos niveis de hidrolise de ADP do grupo tratado com CA, AM, ESC ¢ ES em
relagdo ao CS (****CA + CS p<0,0001; ***AM + CS p=0,0004; *ESC + CS p=0,0117 e *ES
+ CS p=0,0225). Estes resultados sugerem efeito protetor significativo da C. asiatica e do
composto acido madecéssico, que também foi percebido no grupo que recebeu tratamento
com medicamento padrdo escitalopram.

A partir da Figura 8 - B, os resultados de Kruskal-Wallis mostraram uma interacao
significativa nos niveis de ADP (p<0.0001) entre os grupos fémeas. Observou-se a
diminui¢do dos niveis de hidrélise de ADP do grupo tratado com CA, AM, ESC em relacao
ao CS (****CA + CS p<0,0001; ***AM + CS p=0,0001; **ET + CS p=0,0039). Estes
resultados sugerem que os grupos de tratamentos CA e AM tiveram maior atividade dos
niveis de hidrélise de ADP, e o grupo tratado com ESC também obteve resultados
semelhantes aos do grupo macho. Pode-se atribuir a redug¢do dos niveis de hidrolise de ADP
aos niveis reduzidos de hidrolise do ATP, visto que a sequéncia de degradagdo enzimatica

ocorre pela degradagao do ATP.
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Figura 8-A. Analise da hidrdlise de ADP em grupo de
machos com multiplas comparagdes. Efeitos do
estresse PM+IS e tratamentos com CA (30 mg/kg),
AM (10 mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de
ADP em tecido de cortex dos ratos machos. Os dados
sdo apresentados com média + erro padrdo da média.
A analise estatistica: ANOVA one-way e o test pos-
hoc de Tukey's. *p<0,05.%**p<0,001.****p<0,0001.

Figura 8-B. Analise da hidrolise de ADP em grupo de
fémeas com multiplas comparagdes. Efeitos do
estresse PM+IS e tratamentos com CA (30 mg/kg),
AM (10 mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de
ADP em tecido de cortex das ratas fémeas. Os dados
sdo apresentados com mediana mais IC. A analise
estatistica: Kruskal-Wallis e o test pos-hoc de
Dunns’s. ***p<0,001.****p<0,0001.

Na andlise da Figura 9 - A, os resultados de Kruskal-Wallis mostrou uma interagao
significativa nos niveis de AMP (p<0,0001) entre os grupos machos. Os tratamentos com CA,
AM e ESC mostraram resultados significativos ao reduzir os niveis de hidrolise de AMP em
comparagdo com o grupo ES (****CA + ES p<0,0001, **AM + ES p=0,0040 ¢ *ESC + ES
p=0,0170). A CA apresentou acdo maior em comparagdo com o grupo CS (***CA + CS
p=0,0008) na reducdo dos niveis de hidrolise de AMP. Estes resultados sugerem que os
tratamentos com C. asiatica e 4&cido madecéssico conseguem oferecer prote¢do celular e o
mesmo € observado no tratamento padrao estabelecido com escitalopram.

Na andlise, os resultados de Kruskal-Wallis revelam uma interacdo significativa nos
niveis de AMP (p<0,0001) entre os grupos fémeas, conforme apresentado na Figura 9 - B.

Observou-se que os tratamentos com CA, AM mostraram resultados significativos ao reduzir
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os niveis de hidrolise de AMP em comparag¢ao com o grupo ES (****CA + ES p<0,0001 ¢ o

*#* AM + ES p=0,0002). Ao analisar o grupo CA e AM em comparagdo com o grupo CS
também identificou-se diferenca significativa (***CA + CS p=0,0003 e o **p=0,0037),

sugerindo que o grupo CA promoveu uma redugdo dos niveis de hidrolise de AMP. Ao

analisar o grupo CA e ESC também mostrou reducao nos niveis de hidrélise de AMP (**ESC

+ CA p=0,0095).
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Figura 9-A. Analise da hidrolise de AMP em grupo
de machos com multiplas comparagdes. Efeitos do
estresse PM+IS e tratamentos com CA (30 mg/kg),
AM (10 mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de
AMP no soro dos ratos machos. Os dados sdo
apresentados com mediana mais IC. A andlise
estatistica: Kruskal-Wallis e o test pos-hoc de
Dunns’s.*p<0,05.*¥*p<0,01.%**p<0,001.****p<0,000
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Figura 9-B. Andlise da hidrolise de AMP grupo de
fémeas com multiplas comparagdes. Efeitos do
estresse PM+IS e tratamentos com CA (30 mg/kg),
AM (10 mg/kg) e ESC (10 mg/kg) sobre os niveis de
AMP no soro das ratas fémeas. Os dados sdo
apresentados com mediana mais IC. A analise
estatistica: Kruskal-Wallis e o test pos-hoc de
Dunns’s. **p<0,01***p< 0,001.****p<0,0001.
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6 DISCUSSAO

Este estudo verificou que o tratamento cronico com extrato hidroalcodlico da C.
asiatica ¢ o composto ativo dcido madecéssico apresentou efeitos moduladores no estresse
oxidativo e no sistema purinérgico de ratos Wistar machos e fémeas, submetidos a um
modelo de estresse por meio da privacdo maternal e do isolamento social na fase jovem
adulta. Os protocolos de estresse aplicados promoveram alteragdes fisiopatoldgicas celulares e
metabolicas, evidenciadas nas analises de TBARS, vitamina C, NPSH e ROS e o tratamento
cronico com C. asiatica e o acido madecassico reverteram essas alteracoes.

Ao analisar os resultados de TBARS, identificou-se que o estresse induziu dano
celular evidenciado pelo aumento de niveis de TBARS no grupo ES, especialmente nos
machos, em comparacdo com o grupo CS. O tratamento com farmacos padrdo reduziu os
niveis de TBARS em comparacdo aos do grupo ES. Também observado esse efeito nos
grupos tratados C. asiatica e o acido madecassico. Corroborando com estes resultados, um
estudo verificou que o uso de biocompostos derivados de plantas, como extrato aquoso de C.
asiatica ¢ o acido madecassico, apresentou resultados promissores, reduzindo
significativamente os niveis de TBARS aos do grupo controle, indicando agdo citoprotetora
(Kuswati; Wiyono; Akhmad, 2018).

Os danos celulares podem ser atribuidos como consequéncia da agdo dos radicais
livres, moléculas instdveis que reagem com as membranas celulares (Kuswati; Wiyono;
Akhmad, 2018; Sabaragamuwa; Perera; Fedrizzi, 2018). Nesse sentido, um estudo em modelo
animal com ratos submetidos a déficit de cogni¢do observou que o uso do AM promoveu
restauragdo dos niveis de peroxidagdo lipidica (Xu et al., 2012). Essa agdo bioprotetora
antioxidante (Junsai et al., 2024) pode ser atribuida a capacidade desses compostos de
neutralizar os radicais livres e minimizar o dano oxidativo as células (Sabaragamuwa; Perera;
Fedrizzi, 2018).

A vitamina C desempenha um papel crucial na protecdo das membranas celulares
contra a lipoperoxidagdo, atuando como antioxidante e eliminando os radicais livres. No
entanto, na presenca de ions de metais de transi¢do como o ferro, a vitamina C pode induzir
reacdes de peroxidacdo lipidica, levando a producdo de dienos conjugados. Além disso,
observou-se que a vitamina C interage com lipidios e tocoferdis da membrana, como alfa-
tocoferol e gama-tocoferol, para protegé-los e regenera-los contra a peroxida¢do, mantendo
assim a integridade e a funcdo da membrana (Vedder et al., 1999; Erdemir et al., 2014; Cimen
etal., 2015).
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O consumo da vitamina C nos niveis apresentados neste estudo pode estar relacionada
ao fato de que os hormonios de estrogénio, especificamente estrona e 17beta-estradiol,
reduzem a peroxidagdo lipidica em varios sistemas de células cerebrais, incluindo
homogenatos de cérebro de rato, células HT 22 do hipocampo, culturas neocorticais primarias
de ratos e homogenatos cerebrais humanos (HBHs) (Vedder ef al., 1999). Somado a estes
resultados, estudos indicaram que o uso prolongado da fluoxetina, além dos ISRS pode
promover lesdo testicular e consequentemente aumento do estresse oxidativo. Revelou-se que
ocorre reducdo nos niveis de testosterona em decorréncia do uso dos ISRS por desencadear o
dano celular (Erdemir ef al., 2014; El Sayed et al., 2021).

Ainda, outro estudo revelou que andlises dos niveis de marcadores de estresse
oxidativo em pacientes depressivos se aproximaram daqueles observados em individuos
sauddveis, sugerindo que o escitalopram ajuda a normalizar o estresse oxidativo em pessoas
com depressao maior (Cimen ef al., 2015). Este dado fortalece os resultados encontrados em
nossa pesquisa laboratorial, quando analisamos os dados apresentados no grupo fémeas.

As analises de NPSH revelam que o estresse possui a capacidade de alterar os niveis
dos metabdlitos da glutationa (GSH), defesa antioxidante ndo enzimdtica abundante no
interior das células, cenario este observado no grupo ES, com o aumento do consumo de
NPSH, como forma de restaurar o equilibrio oxidativo (Hafiz et al., 2020; Chen et al., 2016).
Algumas estratégias podem contribuir para a manuten¢do do estado antioxidante intracelular,
podendo assim modular a atividade da GSH e de seus subprodutos, como visto no grupo ESC
tratado com farmacos padrdo, onde os niveis de NPSH se mantiveram proximos aos do grupo
CS. A ingestdo de compostos naturais também possui efeitos promissores na atividade
antioxidante, como evidenciado neste estudo pelos resultados obtidos com a administracdo de
C. asiatica e o acido madecassico, onde se observou aumento do metabolismo da GSH, pelo
acimulo de NPSH, ti6is ndo proteicos necessarios para o equilibrio do estresse oxidativo,
além dos vistos no grupo CS.

Nesse sentido, o grupo tratado com escitalopram regulou a niveis proximos ao do
controle dos metabolitos da GSH. Os grupos tratados com compostos naturais C. asiatica € o
acido madecassico, demonstram um actimulo na produ¢do de NPSH, sugerindo aumento na
atividade metabdlica da GSH. O aumento no consumo de NPSH nos machos ¢
significativamente maior no grupo ES, sugerindo o uso dos tidis para o equilibrio redox.
Tanto o grupo de ratos machos como o grupo das fémeas apresentaram elevagdo gradual de

niveis de NPSH e da concentracdo de antioxidantes, sugerindo resposta adaptativa mais
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eficiente ao desequilibrio redox. O escitalopram e os compostos naturais antioxidantes C.
asiatica e o acido madecassico podem modular a resposta ao estresse e reduzir o consumo de
GSH, possivelmente por mecanismos relacionados a diminuicdo do estresse oxidativo e a
modulagdo da resposta inflamatoéria, visto que a C. asiatica possui propriedades antioxidantes
e anti-inflamatoria.

Evidéncias sugerem relacdo entre antidepressivos, principalmente os inibidores ISRSs
e anti-inflamatorios. Estudos demonstram que alguns antidepressivos podem atuar como
agentes anti-inflamatoérios, enquanto certos anti-inflamatorios apresentam propriedades
antidepressivas (Chen ef al., 2016) e que o dcido madecdssico promove restauracao dos niveis
de GSH em cortex cerebral de ratos submetidos a déficit de cognig¢do (Xu et al., 2012).
Contudo, o uso de compostos bioativos como o C. asiatica ¢ o 4cido madecassico parecem
aumentar o metabolismo da GSH, matriz produtora de tidis ndo proteicos, importante defesa
antioxidante contra o estresse oxidativo (Hafiz et al., 2020). Os triterpenos podem elevar a
atividade da GSH, aumentar as defesas antioxidantes e levar a neutralizacdo do estresse
oxidativo (Sun et al., 2020).

Ao analisar os resultados de ROS do grupo macho pode-se inferir que o estresse
cronico demonstra um efeito significativo na producdo de ROS, moléculas instaveis que
podem causar danos celulares e teciduais (Herbet et al., 2017). Estudos indicam que a
exposi¢do prolongada ao estresse induz o aumento dos processos oxidativos e a diminuigdo
das defesas antioxidantes, tornando as células mais suscetiveis a lesdes (Cieslak; Wojtczak,
2018; Sachdev; Ansari; Ansari, 2023).

O composto ativo acido madecassico, atua como um “escudo” protetor contra danos
celulares, prevenindo a peroxidacao lipidica e preservando a integridade das membranas das
células, além disso, modula a resposta apoptoética, revertendo o estado pro-apoptotico que
pode levar a morte prematura (Xu ef a/,. 2012; Bandopadhyay et al., 2023). Os resultados do
nosso estudo indicam que o estresse aumenta a producdo de ROS e os tratamentos com C.
asiatica ¢ o acido madecassico podem reduzir ou reverter significativamente estes niveis
através da doagao de elétrons (Bartolomei et al., 2021) e da estimulagdo da atividade
metabolica da GSH e seus derivados (Hafiz et al., 2020). Compostos triterpénicos, como C.
asiatica ¢ o acido madecassico, demonstram notavel capacidade de eliminar e potencial de
reduzir radicais livres, protegendo as células contra danos oxidativos (Bandopadhyay et al.,
2023). A diminui¢ao das EROS e o aumento da GSH fortalecem as defesas celulares contra os

danos oxidativos (Giustarini ef al., 2023) que foi observado nos resultados do grupo macho,
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diferentemente dos resultados obtidos no grupo fémea, o qual o C. asiatica e o acido
madecdassico ndo apresentaram efeitos nas defesas antioxidantes contra ROS.

Em relagdo ao sistema purinérgico, os protocolos de estresse aumentaram os niveis de
hidrolise de ATP, ADP e AMP e os tratamentos cronicos reverteram as alteragoes. Na analise
das Figuras 7-A e B apresentados nos resultados, ¢ possivel perceber que o grupo tratado com
ESC apresentou alteragdes transitorias na hidrélise de ATP em ambos os sexos. Essa
modulagdo, positiva ou negativa, na atividade das enzimas CD39 e CD73 do sistema
purinérgico sugere uma resposta adaptativa ao estresse. A ativa¢do foi mais expressiva nos
machos, indicando maior suscetibilidade ao estresse neste grupo. O tratamento com
escitalopram reduziu a hidrolise de ATP em ambos os sexos, possivelmente por inibir as
enzimas hidroliticas do ATP do sistema purinérgico. A C. asiatica ¢ o 4dcido madecassico
apresentaram efeito significativo em relagdo ao grupo controle, reduzindo expressivamente a
atividade hidrolitica das enzimas, sugerindo ag¢do protetora da membrana celular. A presenca
de ATP no meio extracelular induz condi¢gdes pro-inflamatdrias, corroborando com o modelo
experimental em que a privacdo maternal e o isolamento social induzem neuroinflamagao
(Dou et al., 2018).

Um estudo que avaliou a atividade de ATPase em modelo animal com ratos Wistar
epiléticos revelou que o tratamento com C. asiatica inibiu a peroxidagao lipidica, melhorou as
atividades de Na + , K + -ATPase, Ca 2+ -ATPase e Mg 2+ -ATPase, mantendo o equilibrio
de gradiente i0nico. Estes resultados sugerem que os fatores bioativos presentes em extratos
de C. asiatica oferecem neuroprotecdo, modulando direta ou indiretamente as atividades das
ATPases (Visweswari et al., 2010).

A alteragcdo da hidrélise de ATP no grupo ESC pode ser atribuida a ativacido das
enzimas CD39 e CD73 do sistema purinérgico. Essas enzimas catabolizam ATP em adenosina
e fosfato inorganico, gerando nucleosideos e nucleotideos que podem modular a resposta
inflamatoria e neuroinflamatoria (Aminin; Illes, 2021). A ativacdo mais intensa das enzimas
nos machos sugere maior suscetibilidade ao estresse nesse sexo, resultado que corrobora com
outros estudos (Brivio; Lopez; Chen, 2020; Swaab; Bao, 2020). O escitalopram, por ser um
ISRS, reduziu a hidrolise de ATP em ambos os sexos, j4 a serotonina pode modular a
atividade das enzimas purinérgicas, diminuindo a neuroinflamac¢do e promovendo efeitos
antidepressivos (Vasiliu, 2022). A C. asiatica e o 4cido madecdssico, também apresentaram
efeito significativo na reducdo da hidrolise de ATP. Seus mecanismos de agdo podem

envolver a modulagdo da expressdo génica e da atividade das enzimas purinérgicas, além de
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propriedades anti-inflamatorias (Hafiz et al., 2020). A presenga de ATP no meio extracelular
induz condi¢des pro-inflamatdrias, corroborando com o modelo experimental de estresse e
privagdo maternal que ¢ sugestivo de neuroinflama¢do (Zanta; Assad; Suchecki, 2023). O
ATP extracelular pode ativar receptores purinérgicos P2X e P2Y, liberando citocinas pro-
inflamatorias e contribuindo para a neurodegeneracao (Territo; Zarrinmayeh, 2021; Imraish;
Abu-Thiab; Hammad, 2023).

Ainda no sistema purinérgico, ao analisar a Figura 8. A e B apresentadas nos
resultados, ¢ perceptivel que houve diminui¢ao na hidrélise do ADP através da modulacao da
enzima CD39, tanto nos grupos machos quanto fémeas. Dessa forma, também se observa que
os compostos naturais C. asiatica e o 4acido madecdssico atenuam ainda mais a atividade
enzimatica. Ao observarmos a diminui¢do da atividade da enzima CD39, pode-se indicar um
potencial mecanismo de adaptacdo da enzima ao estresse (Bangasser; Wiersielis, 2018; Catale;
Carola; Viscomi, 2022). Essa modulacao ¢ bastante intensificada pela presenca dos compostos
naturais C. asiatica ¢ o acido madecassico, sugerindo um perceptivel efeito modulatério da
neuroinflamagdo (Sun et al., 2020). E importante ressaltar que essa analise se baseia em um
unico estudo, a ampliacdo das pesquisas neste tema com testes complementares sao
necessarios para confirmar ou refutar os resultados e elucidar os mecanismos moleculares
subjacentes. No entanto, os resultados propostos sdo promissores e indicam que a modulacao
da hidrélise de ADP por compostos naturais pode ser uma estratégia promissora para o
tratamento de disturbios relacionados ao estresse e a neuroinflamacao.

Por fim, a andlise da hidrélise de AMP, apresentadas nas Figuras 9. A e B, demonstra
a modulagdo da atividade da enzima CD73 ¢ seus efeitos nos niveis de hidrolise de AMP em
machos e fémeas. Em ambos os sexos, o grupo ES apresentou aumento significativo da
atividade da CD73 e consequente modulacao dos niveis de AMP quando comparado ao grupo
CS, com efeito mais expressivo em ratos machos. J&, nos grupos estressados tratados com
escitalopram, C. asiatica o 4cido madecassico, observou-se reducao consideravel da atividade
da CD73 em relagdo ao grupo estressado tratado com salina. A analise comparativa entre os
sexos revelou um padrdo similar de alteragdes na atividade hidrolitica de AMP.

Esse resultado corrobora com estudos anteriores que demonstram a ativacdo da CD73
como um mecanismo de adaptacao ao estresse e que possivelmente existe o envolvimento do
eixo HPA (Pasquini et al., 2021). A CD73 catalisa a conversao de AMP em ADO e fosfato
inorganico, modulando o ambiente purinérgico extracelular e influenciando diversas fungdes
fisioldgicas, incluindo a neuroinflamacdo e a neuroprotecdo (Antonioli et al., 2019). As
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analises revelam que os compostos escitalopram, dcido madecassico ¢ C. asiatica modulam a
atividade da CD73, o que pode ser clinicamente relevante (Huang et al., 2021), considerando
os fatores que podem ser desencadeados a partir da ndo metabolizacdo de AMP em adenosina
e seu contexto sinalizador, favordvel a pro-inflamacdo (Vasiliu, 2022). Ja4 as analises
comparativas entre machos e¢ fémeas indicam um padrao similar de alteragdes na atividade
hidrolitica da CD73 e seus efeitos nos niveis de AMP. Os resultados deste estudo fornecem
evidencias importantes para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para
distirbios relacionados ao estresse. A modulacdo da atividade da CD73 por fdrmacos e
compostos naturais pode ser uma abordagem promissora para reduzir a neuroinflamacio e
promover a neuroprotecdo. No entanto, mais pesquisas sdo necessarias para determinar a
eficacia e a seguranga dessas abordagens em contextos clinicos especificos.

Portanto, o presente estudo demonstra os efeitos neuroprotetores promissores do C.
asiatica e o acido madecéssico frente a danos celulares induzidos por estresse oxidativo. A
analise de TBARS revelou uma reducdo significativa na formacdo desses compostos em
células expostas ao C. asiatica e o acido madecassico. O efeito neuroprotetor pode ser
atribuido a atividade antioxidante intrinseca do C. asiatica e o 4cido madecéssico, compostos
fenolicos que neutralizam radicais livres e protegem as células contra danos oxidativos (Sun
et al., 2020).

Além da agdo antioxidante direta, o C. asiatica ¢ o é4cido madecéssico também
parecem modular a atividade de enzimas e possivelmente dos receptores envolvidos no
sistema purinérgico nas c€lulas neurais. A administragdo do C. asiatica e o 4cido madecdassico
diminuiu as atividades hidroliticas das enzimas CD39 e CD73, responsaveis pela degradagao
de nucleotideos extracelulares reveladas nas analises de hidrolises do ATP, ADP e do AMP.
A reducao da atividade enzimatica poderia levar ao acimulo de nucleotideos, que possuem
potencial pré-inflamatério ao se ligarem a receptores especificos (Puchalowiz et al., 2014).
Porém, como mecanismo adaptativo, a reducao dos niveis na hidrélise de ATP, ADP ¢ AMP
pode ter sido acionada para preservacdo de membrana celular. No entanto, a andlise de
TBARS ndo evidenciou danos celulares significativos, inclusive abaixo dos controles,
sugerindo que a neuroprotecdo mediada pelo C.asiatica e dcido madecassico ndo se limita a
modulacao da atividade enzimatica.

E possivel que a inativagdo de receptores de membranas para nucleotideos contribua

para a resposta neuroprotetora, impedindo a ativagdo de vias inflamatorias. Por outro lado,
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consideramos neste estudo a capacidade de protecdo da membrana atribuida a diminui¢ao nos

niveis da hidrolise de ATP, ADP e AMP.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se considerar que a C. asiatica ¢ o composto acido madecassico possuem
atividade bioldgica sobre as células de diferentes espécies, incluindo o ser humano. Verificou-
se neste estudo os parametros de estresse oxidativo em soro, tais como TBARS, vitamina C,
NPSH e ROS em relacao ao efeito sob o tratamento cronico com C. asiatica. Os resultados
obtidos sobre o estresse oxidativo e defesas antioxidantes entre ratos machos e fémeas se
mostraram similares, refor¢ando a capacidade antioxidante dos compostos naturais em
promover resposta positiva de equilibrio oxidativo. O tratamento cronico com a C. asiatica €
o acido madecéssico consegue modificar a resposta do organismo sobre o estresse oxidativo,
exceto no grupo de fémeas, no entanto, sdo necessarias analises aprofundadas para explorar os
mecanismos associados ao estresse oxidativo induzidos por ROS.

Em relagdo as hidrolises dos nucleotideos ATP, ADP e AMP no tecido do cortex pré-
frontal os resultados mostram que o tratamento com C. asiatica ¢ acido madecassico
apresenta efeitos neuroprotetores que atenuam danos celulares ¢ modulam a atividade das
enzimas CD39, CD73 e seus efeitos no sistema purinérgico.

Este estudo, baseado em um modelo experimental controlado, contribui para ampliar a
compreensdo de mecanismos moleculares ligados aos efeitos neuroprotetores decorrentes do
tratamento cronico com C. asiatica ¢ acido madecassico. A abrangéncia dos resultados
obtidos, juntamente com os dados da literatura, abre caminho para o desenvolvimento de
novas perspectivas tanto de desfechos terapéuticos quanto da compreensdo da etiologia

associada a disturbios psiquiatricos como o TDM.
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