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Resumo

O transtorno depressivo maior (TDM) ¢ um transtorno grave e que causa enorme perda da
qualidade de vida das pessoas, sendo uma das formas mais prevalentes de doenca mental.
Entre os fatores mais relevantes subjacentes ao TDM esta o estresse na infancia. Além disso, a
falta de suporte social nos periodos da adolescéncia e de adultos jovens pode potencializar os
efeitos dos traumas na infancia, contribuindo de forma relevante, tanto para desencadear,
quanto para aumentar a gravidade do TDM. A privagdo maternal (PM) e isolamento social
(IS) em roedores sao modelos comportamentais que mimetizam de forma mais natural os
traumas no inicio da vida e na vida adulta das pessoas. O estresse no inicio da vida também ¢
um grande vildo nas alteracdes do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HHA), podendo levar a
uma condi¢do de resisténcia aos glicocorticoides. Importante destacar que as alteragdes a
partir do estresse no inicio e ao longo da vida podem ser transmitidas e desencadear prejuizos
comportamentais e bioldgicos na geragdo descendente dessas maes. Portanto, este estudo
avaliou em ratos machos e fémeas, o efeito do estresse de PM nos primeiros dias de vida,
associado ao IS em adultos jovens, tanto na primeira geragdo, quanto em adultos jovens ndo
estressados, descendentes de maes que passaram pelos protocolos de estresse antes do periodo
de prenhez. Foram avaliados comportamentos tipo depressivos e expressdo génica de
proteinas envolvidas com a fun¢do do eixo HHA no ntcleo accumbens (NAc). O estudo
também investigou o possivel efeito terapéutico de extrato e composto ativo 4acido
madecassico da espécie medicinal Centella asiatica (C. asiatica), tanto no TDM, quanto na
expressdo génica. Os protocolos de estresse por PM e IS induziram comportamentos tipo
depressivos em machos e fémeas na fase I. Esses animais apresentaram reducao na expressao
de NR3C1 e FKBPS5 no NAc, sugerindo que o estresse na infincia e a falta de suporte social
na vida adulta culminam em alteragdes na func¢ao do eixo HHA. Tratamentos com C. asiatica,
acido madecdssico e escitalopram reduziram significativamente os comportamentos tipo
depressivos e aumentaram a expressao desses genes nos animais da fase I. Esses achados
sugerem uma potencial acdo antidepressiva da C. asiatica e seu composto ativo, o acido
madecassico. Paralelamente, o extrato € o composto ativo reverteram a reducdo da expressao
génica de NR3C1 e FKBP5 no NAc em animais da primeira geragdo expostos ao estresse.
Nos animais da fase II, o estresse pré-gestacdo nas fémeas induziu comportamentos tipo
depressivos nos descendentes, sendo revertidos por tratamentos com C. asiatica (machos) e
C. asiatica e acido madecassico (fémeas), refor¢ando o impacto intergeracional do estresse.
No entanto, as alteragdes identificadas no comportamento dos animais da fase Il ndo foram
acompanhadas de altera¢do da expressao génica de NR3C1 e FKBP5 no NAc. Os resultados
sugerem que o extrato de C. asiatica e o composto ativo acido madecdssico possuem
potencial antidepressivo, modulando os efeitos do estresse cronico na infancia, tanto nos
animais que sofreram o estresse, quanto em seus descendentes que ndo foram submetidos aos
protocolos de estresse.

Palavras-chave: Privacao maternal; Isolamento social; Depressao; Eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal; Centella asiatica.
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Abstract

Major depressive disorder (MDD) is a severe condition that causes a significant loss in
people’s quality of life, being one of the most prevalent forms of mental illness. Among the
most relevant factors underlying MDD is childhood stress. Additionally, the lack of social
support during adolescence and early adulthood can amplify the effects of childhood trauma,
contributing both to triggering and increasing the severity of MDD. Maternal deprivation
(MD) and social isolation (SI) in rodents are behavioral models that more naturally mimic
early-life and adult-life traumas in humans. Early-life stress is also a major culprit in
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis alterations, potentially leading to glucocorticoid
resistance. It is essential to highlight that changes resulting from early-life and lifelong stress
can be transmitted and cause behavioral and biological impairments in the offspring of these
mothers. Therefore, this study evaluated the effect of early-life MD stress combined with SI
in young adulthood on both male and female rats, focusing on the first-generation and
non-stressed young adults, offspring of mothers who underwent stress protocols before the
gestation period. Depressive-like behaviors and gene expression of proteins involved in HPA
axis function in the nucleus accumbens (NAc) were evaluated. The study also investigated the
possible therapeutic effect of extract and active compound madecassic acid from the
medicinal species Centella asiatica (C. asiatica) in MDD and gene expression. MD and SI
stress protocols induced depressive-like behaviors in males and females in phase I. These
animals showed reduced expression of NR3C1 and FKBPS5 in the NAc, suggesting that
childhood stress and the lack of social support in adulthood culminate in alterations in HPA
axis function. Treatments with C. asiatica, madecassic acid, and escitalopram significantly
reduced depressive-like behaviors and increased the expression of these genes in phase I
animals. These findings suggest a potential antidepressant action of C. asiatica and its active
compound, madecassic acid. Additionally, the extract and the active compound reversed the
reduction in NR3C1 and FKBP5 gene expression in the NAc of first-generation animals
exposed to stress. In phase II animals, pre-gestational stress in females induced
depressive-like behaviors in their offspring, which were reversed by treatments with C.
asiatica (males) and C. asiatica and madecassic acid (females), reinforcing the
intergenerational impact of stress. However, the changes identified in phase II animal
behavior were not accompanied by NR3C1 and FKBP5 gene expression alterations in the
NAc. The results suggest that C. asiatica extract and the active compound madecassic acid
have antidepressant potential, modulating the effects of chronic childhood stress in animals
that experienced stress and in their offspring who were not subjected to stress protocols.

Keywords: Maternal deprivation; Social i1solation; Depression;
Hypothalamic-pituitary-adrenal axis; Centella asiatica.
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1. INTRODUCAO

Dados da Organizagao Mundial da Satde (OMS) indicam que o transtorno depressivo
maior (TDM) afetava mais de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo e foi a maior causa
de incapacidades em 2017. O TDM ¢ a principal causa de mortes por suicidio, contribuindo
para 800.000 suicidios por ano (WHO, 2017). Além disso, apenas no primeiro ano de
pandemia de COVID-19, os casos subiram cerca de 30% (WHO, 2022a), destacando a
relevancia do estudo deste transtorno.

A adversidade na infancia parece ser um relevante fator predisponente a severidade e a
refratariedade aos tratamentos. Foi identificado em um estudo de coorte que 62% dos
individuos avaliados com diagnostico de depressdo resistente a tratamento (DRT)
apresentaram pelo menos um tipo de adversidade na infancia (Tunnard et al., 2014). Além
disso, os eventos mais traumaticos mostraram maior associacdo com a predisposicao ao
suicidio (Sabawoon et al., 2022).

O estresse no inicio da vida esta relacionado com modulagdo de mecanismos
bioldgicos ao longo do desenvolvimento e € potencializado por estimulos estressantes na vida
adulta. A privagao maternal (PM) de roedores no inicio da vida, combinada com isolamento
social (IS) na idade jovem, pode aumentar os riscos de comprometimento metabdlico,
comportamentos tipo depressivos e reatividade do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA)
(Trujillo, Durando e Suarez, 2016; Vargas et al., 2016).

Evidéncias sugerem que o TDM originado de eventos traumaticos na infancia pode
estar associado a alteragdes epigenéticas, afetando a expressdo génica e resultando em
mudangas fenotipicas, inclusive relacionadas a saude mental. Ainda, estudos apontam que
essas alteragdes epigenéticas podem ser transmitidas para as geragdes futuras a partir da
epigenética intergeracional (Chan et al., 2020; Heard e Martienssen, 2014; Ignacio et al.,
2014; Koenig et al., 2018; Park et al., 2019b; Weinhold, 2006).

A resisténcia aos glicocorticdides € considerada a caracteristica fisiologica mais
significativa no TDM. E observada em 80% dos pacientes com humor deprimido de longa
duragdo e alteracdes substanciais nas funcdes neurovegetativas e cognitivas (Green et al.,
2010; Mayer et al., 2020). A imunofilina FKBP51, componente de um complexo
multiproteico  citoplasmatico, desempenha um papel crucial na resisténcia aos
glicocorticoides, competindo com a imunofilina FKBP52 pelo sitio de liga¢ao do receptor de

glicocorticoide (GR), sendo substituida durante a ligagdo do hormoénio e influenciando a


https://www.zotero.org/google-docs/?o0k9U1
https://www.zotero.org/google-docs/?843sBT
https://www.zotero.org/google-docs/?kdFrdm
https://www.zotero.org/google-docs/?FkqM2y
https://www.zotero.org/google-docs/?aydayQ
https://www.zotero.org/google-docs/?ijTLjw
https://www.zotero.org/google-docs/?ijTLjw
https://www.zotero.org/google-docs/?M0pPNC
https://www.zotero.org/google-docs/?M0pPNC

FEDERAL DA
FRONTEIRA SUL

) HIEEES%ADE
translocacdo do receptor para o nucleo, o que pode impactar a agdao dos glicocorticoides
durante periodos estressantes (Echeverria e Picard, 2010; Jiang et al., 2019; Merkulov,
Merkulova e Bondar, 2017; Zgajnar et al., 2019). Mudangas no eixo HHA podem ser
decorrentes de modulagdo epigenética (Palma-Gudiel et al., 2021).

O ntcleo accumbens (NAc) ¢ uma regido chave na regulagdo do prazer e da
motivagdao. No TDM, disfungcdes no NAc sdo associadas a anedonia e a resisténcia aos
glicocorticdides, contribuindo para a incapacidade de experimentar prazer e para déficits
emocionais significativos no transtorno (Li et al, 2022). Essas alteragdes reforcam a
compreensdo do TDM como um transtorno que vai além do humor, impactando o sistema de
recompensa e motivagao do individuo (Mavridis, 2015).

As estratégias terapéuticas disponiveis para o TDM, além de ndo induzirem uma
resposta efetiva na maior parte dos individuos, um grande percentual ¢ totalmente refratario
aos tratamentos e corre sérios riscos de suicidio (Cui ef al., 2024; Voineskos, Daskalakis e
Blumberger, 2020). Apenas 30,6% dos individuos respondem adequadamente ao primeiro
antidepressivo ofertado, e, conforme as tentativas se seguem, a taxa reduz ainda mais,
chegando a apenas 13% de resposta na quarta tentativa (Goodwin et al., 2022).

Neste cenario, os estudos preliminares acerca da Centella asiatica (C. 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. A administracdo oral em
camundongos de 4acido madecéssico, um composto ativo da espécie, induziu efeito
antioxidante no tecido renal. Além disso, apos administracao oral cronica foi verificada a
biodisponibilidade do 4acido madecassico em varios tecidos, incluindo o tecido cerebral (Yin
etal.,2012).

Os estudos sobre efeito antidepressivo ainda sdo escassos. Dois estudos observaram
efeito tipo antidepressivo a partir de triterpenos da C. asiatica em camundongos (Chen ef al.,
2003, 2005). Um estudo recente traz evidéncias de que uma gama de efeitos medicinais
benéficos da C. asiatica e seus compostos ativos estdo amplamente relacionados a efeitos
antioxidantes e antinflamatorios (Sun et al., 2020).

Apesar de os estudos sobre C. asiatica ainda serem limitados, as evidéncias iniciais
indicam que a planta e seus compostos ativos tém potencial terapéutico, especialmente devido
aos seus efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e antidepressivos. Esses resultados destacam

a importancia de novos protocolos de estudos que objetivem explorar o potencial terapéutico


https://www.zotero.org/google-docs/?tSOPyT
https://www.zotero.org/google-docs/?tSOPyT
https://www.zotero.org/google-docs/?sxoswn
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https://www.zotero.org/google-docs/?LqkH9o
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https://www.zotero.org/google-docs/?8zB6PW
https://www.zotero.org/google-docs/?8zB6PW
https://www.zotero.org/google-docs/?SoBvUM

FEDERAL DA
FRONTEIRA SUL

l UFFS
UNIVERSIDADE
dessa espécie medicinal.

2. OBJETIVOS

2.1 GERAIS

- Avaliar comportamentos tipo depressivos e expressdo génica relacionada ao eixo HHA no
ntcleo accumbens (NAc) de ratos machos e fémeas, submetidos a estresse no inicio da vida e
na fase jovem da vida adulta, bem como em descendentes de ratas maes que sofreram o

acumulo de estresse antes da prenhez.

- Avaliar o efeito do tratamento com extratos de C. asidtica e do composto ativo acido
madecéssico nos comportamentos tipo depressivos e expressao génica no NAc de ratos
machos e fémeas que sofreram estresse no inicio e fase jovem da vida e em descendentes de

maes que sofreram o acumulo de estresse antes da prenhez.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar comportamentos tipo depressivos em ratos machos e fémeas submetidos a estresse
de privagao maternal (PM) nos primeiros dias de vida e isolamento social (IS) na fase jovem

da vida adulta, e em descendentes adultos de fémeas que sofreram o estresse antes da prenhez;

- Investigar o efeito do estresse de PM e IS na expressao génica dos genes FKBPS5 e NR3C1
no NAc de ratos machos e fémeas adultos que sofreram estresse de PM e IS e em

descendentes adultos de fémeas que sofreram o estresse antes da periodo de prenhez;

- Avaliar o efeito do tratamento cronico com extratos de C. asiatica e o composto ativo acido
madecassico nos possiveis comportamentos tipo depressivos e expressio génica de FKBPS5 e
NR3C1 no NAc de ratos que sofreram estresse no inicio € na fase jovem da vida e em filhos

adultos jovens de ratas que sofreram estresse antes da gestacao.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 DEFINICAO, FISIOPATOLOGIA E MODELOS ANIMAIS DE TRANSTORNO
DEPRESSIVO MAIOR

O TDM ¢ um transtorno grave e que causa enorme perda da qualidade de vida das
pessoas (Solek et al., 2019), sendo uma das formas mais prevalentes de doenca mental
(Larsen et al., 2010). A prevaléncia varia de acordo com o pais e a regido, mas ¢ encontrada
em todas as faixas etarias e afeta mais as mulheres do que os homens. O TDM também tem
um impacto econdmico significativo, pois a perda de produtividade relacionada a transtornos
mentais custou a economia global mais de 1 trilhdo de dolares apenas no ano de 2017 (WHO,
2017).

Nos tultimos anos houve um aumento exorbitante dos casos de TDM ao redor do
mundo. Varios fatores, como IS, incerteza, restri¢des e preocupacdes relacionadas a saude,
tém contribuido para agravar os sintomas do TDM em muitas pessoas. E importante ressaltar
que diferentes grupos populacionais tém sido afetados de maneiras distintas, com algumas
pessoas sendo mais suscetiveis aos efeitos negativos na saude mental do que outras. Durante o
inicio da pandemia de COVID-19, aqueles que ja sofriam de TDM podem ter experimentado
uma intensificagdo de seus sintomas, enquanto outras pessoas podem ter enfrentado o
transtorno pela primeira vez (Bertollo et al., 2023; WHO, 2022a).

Os sintomas do TDM podem variar de pessoa para pessoa, mas normalmente incluem
humor deprimido, anedonia, alteragdes no apetite, distirbios do sono, fadiga, falta de
concentracdo e sentimentos de culpa ou baixa autoestima, que podem ter um impacto
significativo na qualidade de vida, nas relagdes interpessoais, no desempenho académico e
profissional e até mesmo aumentar o risco de suicidio (WHO, 2022b). O diagndstico ¢ feito
pela sintomatologia clinica, presente por pelo menos duas semanas, ¢ de acordo com o
Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais 5* edi¢do (DSM-5) (American
Psychiatric Association, 2022).

O TDM ¢ uma condi¢do complexa e cada individuo pode ter uma combinagdo Uinica
de fatores de risco e desencadeantes. A interagdo entre esses diferentes elementos € o que
contribui com a etiologia do transtorno, que envolve fatores bioldgicos, sociais, psicologicos e

genéticos. A fisiopatologia do TDM também ¢ complexa e multifatorial, envolvendo uma
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interacdo entre fatores genéticos, neuroquimicos, hormonais e ambientais. Embora a
compreensdo exata dos mecanismos subjacentes ao TDM ainda seja limitada, diversos
estudos sugerem que alteragdes biologicas e neuroquimicas desempenham um papel
importante. Alteracdes em neurotransmissores, aumento de marcadores inflamatorios, e
fatores genéticos sdo os principais fatores que contribuem com a fisiopatologia do TDM.
Além disso, o estresse oxidativo e alteragdes na via da quinurenina, na via do alvo mamifero
da rapamicina (mMTOR — da expressdo em inglés), no eixo HHA, e no sistema purinérgico
também influenciam o quadro (Bertollo et al., 2023; Mingoti et al., 2023).

Uma das hipoteses mais estudada para o TDM ¢ a monoaminérgica. De acordo com
essa hipotese, ocorre um desequilibrio na neurotransmissao das monoaminas, como a
serotonina, noradrenalina e dopamina, reduzindo a fun¢do destes neurotransmissores. Estes
neurotransmissores tém um papel fundamental na regula¢do do humor e do comportamento e,
no TDM, sua disfuncdo resulta em um desequilibrio neuroquimico associado aos sintomas
depressivos (Blier e El Mansari, 2013). Diversas regides cerebrais sdo afetadas pelo
transtorno, como o NAc, que apresenta desregulacdo de neurotransmissores, como serotonina,
dopamina, glutamato e sinalizagdio GABA (Li et al, 2022), e mudancas funcionais e
morfoldgicas, como hipoativagdo e volume diminuido (Mavridis, 2015). Essas alteracdes
neuroquimicas podem levar a um prejuizo no processamento de recompensa, culminando em
anedonia, um dos sintomas centrais do TDM (Li et al., 2022).

A presenca de inflamagdo cronica identificada por alteracdo nos niveis de citocinas
pré-inflamatorias, como interleucina (IL)-1, IL-6, e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
também tem sido associada ao TDM (Felger e Lotrich, 2013). A ativacdo do sistema
imunoldgico e a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias podem afetar negativamente o
funcionamento do cérebro, levando ao desenvolvimento e a manutengdo dos sintomas
depressivos (Miller e Raison, 2016).

Além disso, diversos genes estdo implicados na suscetibilidade ao transtorno,
incluindo aqueles envolvidos na regulacdo do sistema serotoninérgico, noradrenérgico e do
eixo HHA. Um estudo com familias e gémeos mostrou uma maior concordancia para o TDM
em parentes de primeiro grau de individuos com TDM (Sullivan, Neale e Kendler, 2000).

Os antidepressivos cléassicos disponiveis constituem uma classe de medicamentos
amplamente utilizados no tratamento do TDM. Esses medicamentos incluem os inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), como o escitalopram, fluoxetina, e sertralina, os

triciclicos, como a amitriptilina e imipramina, e os inibidores da monoaminoxidase, como a
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tranilcipromina e a fenelzina. FEles agem principalmente aumentando a disponibilidade de
neurotransmissores, como serotonina, noradrenalina ¢ dopamina no sistema nervoso central
(SNC), ajudando a melhorar o humor e aliviar os sintomas depressivos (Cleare ef al., 2015;
Fitzgerald e Bronstein, 2013).

O TDM vem muitas vezes acompanhado de outros transtornos psiquidtricos. A
presenca de comorbidades parece aumentar a gravidade e contribuir com a pobre resposta aos
tratamentos com antidepressivos classicos, uma condi¢cdo conhecida como DRT (De Carlo,
Calati e Serretti, 2016).

Entre os fatores psicossociais, um grande nimero de evidéncia destaca que o estresse
na infincia ¢ um dos fendmenos mais potentes em precipitar a expressao de um gendtipo
predisponente ao TDM (Ignacio et al., 2014). Varios mecanismos biologicos parecem surgir
como consequéncia de estresse no inicio da vida, o que indica que eles estdo relacionados ou
interagem entre si. Esses processos se acumulam ao longo do tempo, resultando em uma carga
de estresse constante e podendo levar ao desenvolvimento de TDM (Ignacio et al., 2017,
Scheuer et al., 2018).

Um aspecto fundamental é 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 a protocolos de PM
(Zhang et al., 2015). Roedores submetidos a protocolos de PM nos primeiros dias de vida
apresentaram niveis elevados de comportamentos tipo ansiosos no teste de labirinto em cruz
elevado e comportamentos tipo anedonico e depressivo em testes de anedonia e natagdo
forgada, respectivamente (Ignacio et al., 2017; Réus et al., 2015). Um aspecto relevante que
emerge da utilizacdo do modelo de PM ¢ o fato de mimetizar uma situagdo grave de violéncia,
abandono e falta de cuidado em criancas humanas, sendo considerado um dos mais poderosos
estressores naturais durante o desenvolvimento (IGNACIO et al., 2017).

A interagdo entre o estresse perinatal, como ¢ o caso da PM, e o
neurodesenvolvimento, envolve a possibilidade de alteracdes epigenéticas que, por sua vez,
podem interferir na neurogénese, na diferenciacdo neuronal e nos padrdes de conexdo
sinaptica, potencialmente contribuindo para efeitos a longo prazo no funcionamento cerebral e
na saude mental (Stenz ef al., 2018).

Outro modelo de estressor que apresenta semelhangas com condi¢des psicossociais na
espécie humana ¢ o estresse por IS em roedores (Djordjevic et al., 2012). O estresse por IS,

além de resultar em comportamentos tipo depressivos e ansiosos em animais, causa alteragdes
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em diversas fungdes bioldgicas observadas no TDM e que estdo envolvidas em mecanismos
funcionais e estruturais relacionados a danos na plasticidade neuronal, principalmente em
estruturas cerebrais limbicas (Djordjevic et al., 2010).

Um fendmeno relevante que deve ser aprofundado ¢ o fato de que o estresse no inicio
da vida pode sofrer modulagdo ao longo do desenvolvimento (Van Zyl, Dimatelis ¢ Russell,
2016; Vargas et al., 2016) e também pode ser potencializado por estimulos estressantes na
vida adulta (Trujillo, Durando e Sudrez, 2016). O estresse a partir da PM, combinado com o
IS na idade jovem, parece aumentar ainda mais o risco de comprometimento metabolico,
comportamentos tipo depressivos ¢ reatividade do eixo HHA quando comparado a apenas um

dos estressores (Vargas et al., 2016).
3.2 GENETICA, EPIGENETICA E O TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR

A genética ¢ o estudo dos genes e de como eles sdo transmitidos de geragdo em
geracdo. Ela investiga a hereditariedade e como os genes influenciam as caracteristicas fisicas
e tracos comportamentais dos organismos. Os genes sdo sequéncias de 4cido
desoxirribonucleico (DNA) que carregam as informagdes necessarias para a produgdo de
proteinas e desempenham um papel fundamental na determinacdo das caracteristicas
bioldgicas de um individuo (Collins, 2001).

O DNA ¢ composto por uma dupla hélice formada por duas cadeias de nucleotideos
que se enrolam em torno de um eixo central. Cada cadeia ¢ composta por unidades de
nucleotideos, que consistem em uma base nitrogenada (adenina, timina, citosina ou guanina),
um grupo fosfato, e um actcar (desoxirribose). A cromatina ¢ a estrutura em que o DNA ¢
organizado dentro do nucleo das células eucarioticas. Ela ¢ composta por DNA, proteinas
histonas e outras proteinas nao histonicas. As histonas sdo proteinas basicas que se associam
ao DNA formando octameros, conhecidos como nucleossomos. Cada nucleossomo ¢
composto por um segmento de DNA que se enrola em torno de um nucleo de histonas. A
estrutura da cromatina ¢ altamente dindmica e pode sofrer modificagdes para regular a
expressao génica (Watson e Crick, 1953).

Diversos sistemas contribuem com a transmissdao de informacgdes entre geracgoes, pois
nem tudo que ¢ herdado € genético. Existem formas de passar informagdes em um nivel supra

genético, como pelos sistemas epigenético, comportamental e simbodlico. Assim, adaptagdes
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que ocorrem durante a vida sdo acopladas muito mais diretamente as informagdes que o
organismo transmite para a proxima geragao (Jablonka e Lamb, 2005).

A epigenética ¢ um termo que se refere a mudangas na expressdo de genes que nao
envolvem alteracdes na ordem dos nucleotideos da sequéncia do DNA. A metilacdo do DNA,
e acetilacdo e desacetilacdo de histonas sdo algumas das principais formas de modulagao
epigenética. Essas modificacdes podem ser influenciadas por fatores ambientais, como a
nutricdo, o estresse € a exposicao a toxinas, e podem afetar a atividade dos genes, tendo papel
crucial no desenvolvimento ¢ na diferenciagdo celular (Weaver et al., 2004).

A metilagdo do DNA envolve a adi¢do de grupos metil (-CH3) em locais especificos
do DNA, geralmente nas bases citosina que estdo adjuntas a guaninas (sitios CpG), o que
pode resultar na inativacdo génica. A metilagdo do DNA ¢ uma modificacdo estavel e
hereditaria que pode regular a expressdo génica ao influenciar a acessibilidade do DNA aos
fatores de transcricdo. As enzimas responsaveis pela adicdo de grupos -CH3 as bases de
citosina no DNA sdao as DNA metiltransferases (DNMTs). Existem varias isoformas de
DNMT, sendo a DNMTI1 a principal envolvida na manutencdo da metilagdo durante a
replicagdo do DNA. A metilagdo do DNA mediada pelas DNMTs esta associada a regulagao
da expressdo génica, silenciamento de genes e estabilidade do genoma (Bakusic et al., 2017;
Weaver et al., 2004). Um estudo identificou que certos genes que sofreram altos niveis de
metilacdo apresentam expressdo génica reduzida nos individuos com TDM, altera¢des que
podem estar associadas a vias biologicas envolvidas na regulacdo do humor, estresse e
resposta imune (Wang et al., 2021).

A acetilagdo e desacetilacao das histonas, por sua vez, envolvem a adigdo ou remogao
de grupos acetil (-COCH3) as histonas que compdem a estrutura da cromatina. A acetilagdo
das histonas estd associada a ativagdo génica, relaxando a estrutura da cromatina e facilitando
o acesso dos fatores de transcrigdo ao DNA. Por outro lado, a desacetilagao das histonas
geralmente estd associada a inativacdo génica, tornando a cromatina mais compacta e
dificultando a transcri¢gdo do DNA (Chavez-Blanco et al., 2005; Weaver et al., 2004).

As histonas desacetilase (HDACs) s@o as enzimas responsaveis pela remocdo de
grupos acetil das histonas. Elas atuam revertendo a acetilagdo das histonas, levando a uma
maior compactacdo da cromatina e consequente silenciamento da expressdao génica. A
desacetilacdo das histonas pelas HDACs estd relacionada a repressdao da transcricdo e a
formacdo de uma estrutura de cromatina mais fechada. Por outro lado, as histonas

acetiltransferase (HATs) sdo enzimas responsaveis pela adicdo de grupos acetil as histonas.
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Elas atuam adicionando grupos acetil (-COCH3) as lisinas presentes nas caudas das histonas,
relaxando a estrutura da cromatina e facilitando a transcricdo génica. A acetilagdo das
histonas pelas HATs estd associada a ativacdo da expressdo génica e a formagdo de uma
estrutura de cromatina mais aberta (Chavez-Blanco et al., 2005; Weaver et al., 2004).

H4 uma forte e complexa interagdo entre fatores ambientais € mecanismos
epigenéticos no desenvolvimento de disturbios relacionados ao estresse, como o TDM. Os
fatores ambientais, como estresse cronico, trauma ou adversidades na infancia, podem
desencadear alteragdes nos padroes de metilagdo do DNA e modificagdes das histonas. Essas
mudangas epigenéticas podem influenciar a expressdo de genes relacionados a vias
neurobioldgicas envolvidas na regulacdo do humor, resposta ao estresse e plasticidade
neuronal (Chmielewska et al., 2019). Um estudo recente demonstrou que alteragdes
epigenéticas foram mais significativas na depressdo mais grave e em individuos com TDM
que sofreram traumas na infancia (Han et al., 2019). As mudancas epigenéticas podem ser
moduladas ou revertidas, o que sugere a possibilidade de intervencdes terapéuticas
farmacoldgicas para reverter essas alteragcdes e melhorar os sintomas do TDM (Szyf, 2012).

Em suma, evidéncias crescentes sugerem que o TDM a partir de eventos traumaticos
na infincia pode estar associado com alteragdes epigenéticas (Park er al., 2019a). Essas
mudancgas afetam os mecanismos e processos associados a fungdo do DNA, resultando em um
desvio no curso da expressdo génica, que se refere a ativacdo ou desativacdo dos genes para
produzir proteinas especificas. As alteracdes epigenéticas podem fazer com que genes que
normalmente seriam silenciados sejam ativados, ou vice-versa. Isso pode levar a alteragdes na
producao de proteinas, que sdo fundamentais para o funcionamento normal das células e para
a saude mental. Como resultado, essas mudangas epigenéticas podem causar alteracdes
fenotipicas, ou seja, mudangas observaveis no comportamento, nas caracteristicas fisicas ou
na fungdo bioldgica de um individuo (Weinhold, 2006). Embora as alteragdes epigenéticas
sejam cruciais durante o desenvolvimento embriondrio, assim como em outros periodos da
vida, as alteracdes epigenéticas podem levar a doencgas ou transtornos psiquidtricos (Ignacio et
al., 2014).

Estudos mostram evidéncias de que mudangas epigenéticas a partir do estresse de
longo prazo podem ser transmitidas para as geragdes futuras, destacando a epigenética
intergeracional (Chan et al., 2020; Heard e Martienssen, 2014; Koenig et al., 2018). Para
serem transmitidas de uma geragdo para outra, as alteragdes epigenéticas precisam resistir aos

processos normais de regulacdo epigenética, que controlam a transcricdo de genes. Porém,
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quando uma alteracdo epigenética ¢ removida ou apagada, fatores de acdo tanto "cis" quanto
"trans" podem reinstala-la. Esses termos se referem a elementos no proprio gene (cis) ou em
locais distantes (trans) que podem influenciar a regulacdo epigenética. Portanto, mesmo que
uma alteragdo seja removida, ainda existe a possibilidade de que ela seja reintroduzida pelos
fatores apropriados. Outro ponto a ser considerado ¢ que certas regides do DNA podem ser
mais propensas a adquirir ou perder metilagdo devido as caracteristicas especificas de sua
sequéncia. Portanto, a metilagdo do DNA interage com diversos fatores associados para ser
transmitida para as proximas geragdes (Stenz et al., 2018).

Estudos indicam que o estresse materno durante a gravidez pode contribuir para a
transmissao de sintomas de ansiedade (Gleason et al., 2010; Mitchell et al., 2016), assim
como o estresse parental antes da concepgao pode contribuir para mudangas comportamentais
na prole de roedores (Gapp et al., 2014; Mychasiuk et al., 2013) e ansiedade na prole de
peixes (McGhee e Bell, 2014), sendo ambas as contribuicdes a partir de mecanismos
epigenéticos intergeracionais.

Um estudo analisou a associa¢do entre a exposi¢do das maes a experiéncias adversas
na infancia e a metilagdo do DNA em todo o genoma em recém-nascidos. Os resultados
indicam que a exposi¢do das maes a experiéncias adversas na infancia esta associada a
metilagao diferencial, principalmente hipermetilagao, em 5 locais CpG no sangue do cordao
umbilical de bebés do sexo masculino. Esses locais CpG estdo em areas genéticas que
provavelmente afetam a expressdo génica, como promotores, ilhas CpG e regides proximas a
ilhas CpG. Eles estdo localizados em genes relacionados a fungdo mitocondrial ¢ em um gene,
DOCK10, que ¢ essencial para a morfogénese da coluna dendritica em neurdnios do

hipocampo, e inclusive € proposto como biomarcador para depressao (Scorza et al., 2023).

3.3 EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL E TRANSTORNO DEPRESSIVO
MAIOR

O estresse estimula o eixo HHA, induzindo a liberagdo de glicocorticédides, como o
cortisol, pela adrenal. Os glicocorticdides desempenham um papel regulatério no
metabolismo energético e no sistema imunologico. Quando o estimulo estressante cessa, o
mecanismo de retroalimentagdo negativa inibe a continuidade de sua liberagdo pelo eixo.
Porém, no estresse prolongado e no TDM pode ocorrer um fendmeno de resisténcia aos

glicocorticdides, prejudicando o mecanismo de retroalimentagdo negativa sobre o eixo HHA
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(Bertollo, Mingoti, et al., 2024). Isso leva a um aumento nos niveis de cortisol nos individuos
com o transtorno, o que pode interferir na sobrevivéncia neuronal e na neurogénese
(Zajkowska et al., 2022).

Estudos observaram que o eixo HHA continua a responder inadequadamente a
situagdes de estresse em individuos com TDM recorrente em remissdo. Esses pacientes
também apresentam concentragdes elevadas de cortisol, independentemente da presenga de
estresse psicossocial. Essa hiperatividade também pode contribuir para o aumento de citocinas
inflamatorias na circulagdo sistémica, o que pode promover a neuroinflamagdo,
neurodegeneracao e o proprio TDM (Bertollo, Mingoti, et al., 2024; Catena-Dell’Osso et al.,
2013).

Maus tratos na infancia induziram alteragdes na fun¢ao do eixo HHA, com indicagdo
de resisténcia aos glicocorticoides, tanto em maes que sofreram abuso, quanto em seus filhos,
mostrando evidéncias de herdabilidade de modificacdes epigenéticas (Koenig et al., 2018).
Em individuos com TDM e sindrome coronariana aguda, a metilacdo do gene do GR esteve
relacionada com a presenca de sintomas depressivos, e os individuos com niveis mais altos de
metilacdo apresentaram uma maior probabilidade de ter TDM em comparagdo com aqueles
com niveis mais baixos de metilagdo (Kang et al., 2019, p. 209). Em relagdo a resisténcia aos
glicocorticoides, um fator importante a ser considerado ¢ que esta alteracdo esta entrelagada
com prejuizos no balango oxidativo e aumento de inflamagdo e neuroinflamacao (Ignécio et
al., 2019).

Um dos alvos investigados na resisténcia aos glicocorticoides ¢ a FKBP51, uma
imunofilina de 51 kDa codificada pelo gene FKBPS, cuja expressao ¢ regulada pelo GR
ativado. Essa proteina tem um papel relevante nos mecanismos de resisténcia aos
glicocorticoides (Jiang et al, 2019). A FKBP51 faz parte de um complexo proteico
citoplasmatico, onde sua fungdo principal ¢ impedir a translocagdo do GR para o ntcleo,
retendo-o no citoplasma. O GR, por sua vez, ¢ codificado pelo gene receptor nuclear da
subfamilia 3, grupo C, membro 1 (NR3C1).

Os genes NR3C1 e FKBP5 desempenham papéis cruciais na regulacdo do eixo HHA e
estdo diretamente relacionados a resposta ao estresse € a0 TDM. O GR medeia os efeitos do
cortisol, um hormonio liberado em resposta ao estresse, enquanto a FKBP51 atua como um
regulador negativo, inibindo a translocagdo do GR para o nucleo. Estudos demonstram que a
expressao elevada de FKBPS5 est4 correlacionada com transtornos psiquiatricos, incluindo o

TDM e o transtorno de estresse pds-traumatico. Em um estudo recente, a delegdo de FKBPS


https://www.zotero.org/google-docs/?8AnPMt
https://www.zotero.org/google-docs/?PUW4Pw
https://www.zotero.org/google-docs/?NsWnWG
https://www.zotero.org/google-docs/?NsWnWG
https://www.zotero.org/google-docs/?TYnGG4
https://www.zotero.org/google-docs/?EIw0rR
https://www.zotero.org/google-docs/?eSMnRq
https://www.zotero.org/google-docs/?eSMnRq
https://www.zotero.org/google-docs/?rWHz4W

FEDERAL DA
FRONTEIRA SUL

UFFS
) UNIVERSIDADE

no hipocampo resultou em resisténcia a depressdo induzida por estresse, evidenciando a
importancia desse gene na mediagdo das alteracdes sindpticas associadas a ativacao do GR,
pois a auséncia de FKBP5 sugere insensibilidade a ativagdo do GR e minimiza as mudancas
na transmissao sinaptica, resultando em resiliéncia ao estresse (Zhang et al., 2022). Estudos
indicam que a reducdo na sensibilidade ¢ um mecanismo compensatorio frente a exposicao
cronica aos glicocorticoides, o que mantém o eixo HHA hiperativo em situagdes de estresse
prolongado (Holsboer, 2000; Pariante e Miller, 2001).

Diversos estudos indicam alteragdes nas expressoes génicas (de FKBP5 e NR3Cl1) e
protéicas (de FKBP51 e GR) no TDM e, em especial, em situacdes de estresse cronico,
podendo estar relacionadas ao aumento (Guidotti et al., 2013; Hartmann et al., 2012; Xu et
al., 2019) ou reducdo na expressdo (Lopez et al, 1998; Schiele et al, 2016). Essa
discrepancia nos achados sugere que os efeitos do estresse cronico sobre o eixo HHA podem
variar dependendo de fatores como o modelo experimental utilizado, as condi¢des especificas
do estudo e as caracteristicas individuais dos participantes.

Alguns estudos apontam aumento na expressdo génica de FKBPS e alteragcdes na
expressdo de GR no hipocampo e no cortex pré-frontal em modelos de estresse cronico e
comportamentos tipo depressivos (Guidotti et al., 2013; Hartmann et al., 2012; Xu et al.,
2019). Além disso, polimorfismos de FKBP5 estao relacionados a um aumento na recorréncia
de episodios depressivos € a uma resposta mais rapida aos tratamentos antidepressivos
(Binder, 2009; Fujii et al., 2014; Szczepankiewicz et al., 2014). Essas variagdes genéticas
afetam a expressdo de FKBP51 e GR, influenciando a regulagdo do eixo HHA durante os
episodios depressivos. Além disso, foi identificado que o impacto dos polimorfismos de
FKBP5 na reatividade do eixo HHA e na expressdo génica ¢ dependente da idade. Individuos
mais velhos que possuem variantes especificas de FKBP5 apresentam maior supressao da
resposta ao cortisol e mudangas na expressio de mRNA de GR e FKBP51, o que pode se
assemelhar a fendtipos observados em distirbios relacionados ao estresse (Fujii et al., 2014).

Por outro lado, evidéncias sugerem que ha reducdo da expressdo do gene NR3C1 no
cortex frontal (camadas III-VI), cortex temporal inferior (camada IV), cortex entorrinal
(camadas III e VI), hipocampo (giro denteado, CA4, CA3 e CAl) e subiculo de individuos
com TDM, associado a uma reducao da proteina GR, além de niveis reduzidos de miRNA do
GR em diversas regides cerebrais (Lopez et al., 1998; Webster et al., 2002). A diminui¢do da
expressao do GR sugere menor sensibilidade ao cortisol, enquanto a reducdo do FKBP51

pode ser vista como um mecanismo compensatorio, pois o FKBP51 inibe a ativagdo do GR e,
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assim, interfere na regulacdo da producdo de cortisol (Brix et al., 2022). Essa reducao na
expressao de GR e FKBP51, especialmente em condigdes de estresse cronico, pode impactar a
regulacdo emocional e o processamento de recompensas, afetando a neuroplasticidade e a
conectividade sindptica, o que reforca a ideia de que essa diminuigdo representa uma resposta
adaptativa ao estresse prolongado (Freimer et al., 2022) com o objetivo de aumentar a
resiliéncia ao estresse (Zhang et al., 2022).

Além disso, microRNAs especificos, como miR-124a, miR-18a e miR-511, regulam a
expressao de GR e FKBP51. Alteragdes induzidas por estresse nesses microRNAs contribuem
para a desregulacdo de GR e FKBP51, implicando ainda mais esses fatores na suscetibilidade
ao TDM. Essas evidéncias reforcam a complexidade das interacdes genéticas e epigenéticas
no contexto do TDM e suas implicagdes para o tratamento e a prevencdo do transtorno (Xu et
al., 2019).

O complexo proteico que envolve a FKBP51 tem papel essencial na alta afinidade do
GR pelos glicocorticoides (Echeverria e Picard, 2010). Quando o glicocorticoide se liga ao
GR no complexo, ocorre uma substituigdo da FKBP51 (codificada pelo gene FKBPS5) pela
FKBP52 (codificada pelo gene FKBP4). Essa troca é crucial para que o receptor possa ser
translocado para o nucleo, onde desencadeia a regulagdo da transcri¢do génica (Davies, Ning
e Sanchez, 2002). Tanto a FKBP51 quanto a FKBP52 competem pelo mesmo sitio de ligacao
no complexo, mas a FKBP52 possui maior afinidade pelo receptor ativado. Uma vez no
nicleo, o GR funciona como um fator de transcricdo de varios genes, incluindo o FKBPS5,
promovendo a produgdo de FKBP51. Isso aumenta sua concentracdo intracelular, elevando
sua competitividade com a FKBP52. Durante situagdes de estresse, o aumento da liberacao de
glicocorticoides pode intensificar a producdo de FKBP51, o que impede a eficiente
translocagdo do GR para o nucleo. Como consequéncia, a retroalimentacdo negativa dos

glicocorticoides sobre o eixo HHA pode ser prejudicada (Merkulov, Merkulova ¢ Bondar,

2017) (Figura 1).
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Ativacgao fisiologica do GR no Ativacao do GR no citoplasma
citoplasma em individuos com TDM
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Figura 1 - Ativacdo do GR no citoplasma de individuos com e sem TDM. No citoplasma, o FKBP51 esta
associado ao GR e retém o receptor no citoplasma, impedindo sua translocagdo para o nicleo, onde ocorrem as
fungdes de transcri¢do do horménio glicocorticoide. Por outro lado, o FKBP52 compete com o FKBP51 pelo
sitio de ligagdo no complexo proteico, ¢ quando o horménio se liga ao GR, o FKBP52 substitui o FKBP51,
permitindo que o receptor seja transportado para o nucleo e realize suas fungdes de transcricdo. No TDM ha
hiperativagdo do eixo HHA e portanto grande quantidade de glicocorticoides circulantes, gerando niveis
aumentados de FKBP51 que estdo associados a uma menor sensibilidade dos receptores de glicocorticoides aos
seus ligantes, afetando a acdo dos glicocorticoides e a retroalimentacdo negativa do eixo HHA. FKBP51 -
Proteina de Ligacdao a FK506 de 51 kDa; FKBP52 - Proteina de Ligacao a FK506 de 52 kDa; GR - Receptor de
Glicocorticoide; HHA- Hipotalamo-Hipofise-Adrenal; TDM - Transtorno Depressivo Maior.

Fonte: Traduzido de (Bertollo, Galvan, et al., 2024)

Além dos genes que regulam a translocacdo do GR, estudos em humanos e roedores
trazem evidéncias de que o estresse no inicio da vida esta associado com aumentada metilagao
do gene NR3CI, o qual codifica o GR. Além disso, o estresse maternal antes da gestacao
também parece desencadear aumento de metilagdo do exon IF do gene NR3CI nos
descendentes (Turecki e Meaney, 2016). O exon 1F em humanos ¢ homologo ao exon 17 em
ratos, que ¢ especifico de neurdnios (Moser et al., 2007, p. 2; Turecki e Meaney, 2016).

Estudar o eixo HHA no NAc ¢ importante devido ao seu papel na regulagdo do
estresse, pois 0 NAc medeia as respostas emocionais e a ativacdo do HHA influencia a fungao
do NAc, afetando comportamentos relacionados a recompensa e ao prazer (Nikbakhtzadeh et
al., 2023). A alteracao do funcionamento do NAc em resposta a ativacao do eixo HHA pode
contribuir para a vulnerabilidade ao TDM e outros transtornos psiquiatricos em contextos de

estresse cronico (Sinha, 2008). Além disso, o NAc ¢ central no circuito de recompensa do
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cérebro, e a modificacdo da sinalizacdo dopaminérgica pelo HHA pode impactar a resposta a
estimulos de recompensa (Volkow, Wang e Baler, 2011).

O estresse pode induzir alteracdes epigenéticas e neuroplasticas no NAc,
influenciando a expressdo de genes que regulam o comportamento, o que ressalta a
importancia do estudo do HHA nessa regido para revelar como essas alteragdes ocorrem e
suas consequéncias a longo prazo (Martins de Carvalho, Chen e Lasek, 2021). Além disso,
entender a interacdo entre 0 HHA e o NAc pode auxiliar no desenvolvimento de intervengdes
terapéuticas para tratar disturbios emocionais, como o uso de antidepressivos que visam
regular a resposta ao estresse e a fungdo dopaminérgica (Fox e Lobo, 2019). Em estudos com
modelos animais, a manipulagdo do HHA resulta em comportamentos que mimetizam
aspectos de disturbios psiquidtricos humanos, permitindo uma melhor compreensdo dos
mecanismos subjacentes a essas condi¢des (Dion, Muioz e Franklin, 2022).

O estresse cronico no inicio da vida exerce um papel significativo nas alteracdes do
eixo HHA no NAc, o que pode resultar em uma resisténcia aos glicocorticdides. Nesse
contexto, sdo observadas mudangas epigenéticas em genes envolvidos na regulagdo do
sistema de retroalimentacdo negativa do eixo, como FKBP5 e FKBP4, bem como no proprio
gene responsavel pela codificagdo do GR, o NR3C1. Vale ressaltar que essas alteragdes
epigenéticas, decorrentes do estresse na fase inicial e ao longo da vida, t€ém a capacidade de
serem transmitidas, podendo desencadear prejuizos comportamentais e bioldgicos de forma
intergeracional. Esses processos genéticos e epigenéticos estdo associados a efeitos biologicos

adversos, tais como estresse oxidativo e inflamacao, que desempenham um papel no TDM.
3.4 A C. asiatica E O TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR

Considerando as possibilidades de alvos terapéuticos, ¢ importante que, paralelamente
aos protocolos de estresse e testes comportamentais, sejam investigados compostos ou
estratégias de intervengdo terapéutica. Neste sentido, alguns estudos vém destacando a espécie
medicinal C. asiatica como possibilidade de intervencao e efeito benéfico no TDM (Jana et
al., 2010) e na plasticidade neuronal, incluindo aumento de arboriza¢ao dendritica hipocampal
(Lokanathan ef al., 2016).

No Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS) oferece o uso de plantas medicinais e
fitoterapia desde 2005, proporcionando alternativas terapéuticas a populacdo, e refor¢ando a

relevancia de estudos na area (Ministério da Satde, 2006). E importante citar que a C.
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asiatica esta seguramente presente em cosméticos utilizados por humanos (Johnson et al.,
2023).

Os efeitos aparentemente neuroprotetores envolvem diversos mecanismos moleculares
e estruturais, envolvendo também agdes benéficas sobre o eixo HHA, estresse oxidativo e
inflamacao (Lokanathan et al., 2016). Em um estudo in vitro, os pesquisadores observaram
que dois componentes ativos da espécie, os acidos asiatico e madecassico, funcionaram
sinergisticamente, proporcionando efeitos semelhantes a fatores de crescimento na
diferenciagdo neuronal (Lin, Huang e Hung, 2016).

Os 4acidos asidtico e madecassico, presentes nas folhas de C. asiatica, tém
concentragdes estimadas de 1.29 mg/g e 2.96 mg/g de peso fresco, respectivamente, o que
corresponde a 1.44% e 3.29% de peso seco. O 4cido asiatico, portanto, representa uma
quantidade significativa, enquanto o 4cido madecdssico se destaca como o composto de maior
concentragdo entre os dois acidos analisados (James e Dubery, 2011).

Um estudo recente observou que o asiaticosideo, um componente triterpenoide da C.
asiatica exerceu efeito tipo antidepressivo em camundongos submetidos a estresse moderado
cronico e reduziu a expressdo de citocinas inflamatérias (Wang et al., 2020). Outro estudo
observou que o acido madecassico exerceu um potente efeito na ativagdo da telomerase
(Tsoukalas et al., 2019). De forma geral, os estudos sobre os extratos e compostos ativos da C.
asiatica sugerem sua relevancia como estratégia farmacologica terapéutica para o TDM, bem
como sua fun¢do em mecanismos bioldgicos subjacentes.

A literatura cientifica, at¢é o momento, ndo possui informagdo sobre o efeito da C.
asiatica ¢ o acido madecdssico em mecanismos epigenéticos e resisténcia aos
glicocorticoides. As pesquisas publicadas até o momento destacam a importancia de novas
investigagdes para preencher as lacunas de conhecimento e responder a questdes
fundamentais que permanecem em aberto. As estratégias propostas neste estudo tém como
objetivo avaliar o efeito da planta e de um dos compostos ativos, o &cido madecdassico (Figura
2). Os resultados obtidos poderdo contribuir significativamente para o entendimento da
fisiopatologia do TDM e para o desenvolvimento de tratamentos mais efetivos destinados aos
pacientes com transtornos depressivos graves e resistentes aos tratamentos convencionais

disponiveis.
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Acido madecassico

Figura 2 - Estrutura fisica do acido madecassico. Representacido molecular do acido madecéssico, destacando
as principais liga¢Ges e grupos funcionais presentes na estrutura.

4. METODOLOGIA

4.1 PREPARACAO E ANALISE DO EXTRATO DE C. asidtica

As amostras de plantas de C. asiatica foram secas a temperatura ambiente (25 + 5°C),
trituradas em moinho de facas (Ciemlab®, CE430), selecionadas em peneira (425 pum; 35
Tyler/Mesch), identificadas e armazenadas com protecdo contra a luz. Os extratos
hidroalcodlicos foram produzidos através de maceragdo (5 dias) a temperatura ambiente,
utilizando folhas moidas a seco da planta (100 g) e etanol a 70% (1:20, p/ v). Apos a filtragdo
através do funil de Biichner, os extratos hidroalcodlicos foram concentrados via evaporagao
sob pressdo reduzida, liofilizados, pesados e armazenados a -20°C. A identificacdo botanica
foi feita no Herbario da UNOCHAPECO onde uma exsicata foi depositada e tombada sob o
numero 4930.

O extrato hidroalcoolico de C. asiatica foi submetido a analises de inje¢do direta em
fluxo realizadas no aparelho Thermo LTQ-XL acoplado a uma fonte de ionizacao por
eletrospray e um analisador de armadilha de ions. A analise foi realizada em modo negativo a
uma temperatura capilar de 280 °C, uma voltagem de lente de tubo de —200 V, 5,0 kV e 3,5

pA na fonte, 30 unidades de fluxo de gas arbitrarias e um fluxo de amostra de 10 pL/min.
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Fragmentacdes dos ions moleculares mais abundantes foram realizadas usando o método CID

com hélio e uma energia de colisdo de 30 eV.
4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os animais foram provenientes do Biotério Setorial da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapeco - BIOCHUFFS. O experimento com o uso de
animais foi realizado nas instalagdes do BIOCHUFFS. O referido centro possui uma
infraestrutura de criacdo e experimentacdo registrada no Cadastro de Instituicdes de Uso
Cientifico de Animais (CIUCA), com o CIAEP/CONCEA no. 02.0118.2019 e segue
rigorosamente as orientagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas. Os animais foram acondicionados em
5 (cinco) animais por caixa, exceto para os grupos que passaram pelo protocolo de IS por 30
dias, com ciclo claro/escuro de 12 horas (07:00 as 19:00, com luz iniciando as 7:00), comida e
adgua ad libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 23+1°C. Os protocolos
experimentais foram realizados de acordo com os principios éticos de experimentagao animal,
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). Os protocolos
experimentais com animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

UFFS, sob o protocolo CEUA/UFFS n° 1912270922 (ID 000435) (Anexo A).
4.3 PRIVACAO MATERNAL E ISOLAMENTO SOCIAL

A PM consistiu na remocdo dos filhotes da gaiola da mae durante 3 h/dia nos
primeiros 10 (dez) dias apdés o nascimento. Os animais ndo privados (controles)
permaneceram imperturbaveis na gaiola original com a mae. Apds o décimo dia de PM, os
animais permaneceram com suas respectivas maes até o vigésimo primeiro dia, quando os
animais foram desmamados. O protocolo de IS foi iniciado no dia 50, e consistiu em manter
cada animal condicionado em alojamento individual por um periodo de 30 dias. Os animais
que nado passaram pelo IS foram mantidos em 5 (cinco) animais por caixa (Djordjevic ef al.,

2012).
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4.4 TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS

Apds os 30 dias de IS, ou apds o dia 80 no grupo controle, os animais foram
submetidos ao tratamento cronico por 14 dias. Os animais foram tratados com salina (grupo
controle de tratamento), extrato de C. asiatica (30mg/kg), composto ativo &cido madecdassico
(10mg/kg) ou escitalopram (10mg/kg) (controle positivo). Os animais foram organizados em
grupos (N=20) de acordo com o protocolo de estresse e os tratamentos farmacolédgicos. O
composto ativo acido madecéssico foi adquirido através da empresa Interprise Instrumentos
Analiticos Ltda, sendo fabricado pela empresa Cayman Chemical, com sede nos Estados
Unidos, estado do Michigan. O composto conta com pureza > 95%, apresentado em forma
solida cristalina, na quantidade de 1 grama / frasco.

A dose de escitalopram, antidepressivo classico da classe dos ISRS da serotonina
(Patasz et al., 2016), foi escolhida de acordo com estudos prévios disponiveis na literatura
cientifica que utilizaram este farmaco como controle positivo em modelos animais
(Farahbakhsh ¢ Radahmadi, 2022; Firouzabadi et al., 2021; Grolli et al., 2023a; Seo et al.,
2017). A dose de 10 mg/kg de acido madecassico (Devi, Balasundaram e Harikrishnan, 2020;
Nasir et al., 2015) e 30 mg/kg de C. asiatica (Bobade et al., 2015; Boondam et al., 2019) por
dia, cronicamente, foi escolhida para este estudo por possuir efeitos neuromoduladores

positivos em estudos disponiveis na literatura.
4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

A primeira fase teve cinco grupos de animais, sendo eles: Sem estresse + Salina, PM +
IS + Salina, PM + IS + Escitalopram (10mg/kg), PM + IS + C. asiatica (30mg/kg), PM + IS +
Acido madecassico (10mg/kg).

Cada grupo foi composto de 20 animais, sendo 10 machos e 10 fémeas, com excecao
do grupo PM + IS + Salina da fase um que envolveu 25 animais, sendo um N necessario,
considerando que foi realizada a avaliagdo comportamental e andlises bioquimicas de 10
fémeas e garantido que tivessem mais 5 fémeas desse grupo para o acasalamento dos animais
da fase dois. Ao fim da fase I, essas 5 fémeas do grupo PM + IS + Salina foram separadas

para o acasalamento e os machos e demais fémeas foram eutanasiados (Figura 3).
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Figura 3 - Desenho experimental da primeira fase. Desenho experimental do protocolo de PM + IS,
tratamentos farmacologicos e testes comportamentais da primeira fase do estudo.

Controle (sem estresse) + Salina (20)
PM + 1S + Salina (25)

PM + IS + Escitalopram (20)

PM + IS + C. asiatica(20)

PM +IS + Acido madecéssico (20)

A segunda fase envolveu 4 grupos de filhotes das 5 fémeas da fase 1 separadas para
acasalamento, sendo eles: PM + IS + Salina, PM + IS + Escitalopram, PM + IS + C. asiatica,
e PM + IS + Acido madecassico. Além disso, a segunda fase teve um grupo de filhotes
controle, descendentes de animais que ndo passaram pelo estresse de PM e IS, totalizando 5

grupos de animais de cada sexo na segunda fase, cada um com 10 animais também (Figura 4).

Tratamentos Farmacologicos
e Fitoterapicos

N
r N

Dial Dia 21 Dia80 14 dias Dia9%4

3 3 J—> 1
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Desmame
Testes
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Controle (sem estresse) + Salina (20) -
Descendentes (maes PM + IS) + Salina (20) T8N, e {
Descendentes (mdes PM + IS) + Escitalopram (20) \ f b
Descendentes (maes PM + IS) + C. asiatica (20) F 28 N0l
Descendentes (mdes PM + IS) + Acido madecéssico (20) 3 —

a _—

Figura 4 - Desenho experimental da segunda fase. Desenho experimental dos tratamentos farmacologicos e
testes comportamentais da segunda fase do estudo.
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4.6 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os animais da fase um, apds completarem 94 dias de idade ou nos ultimos dias de
tratamento farmacologico, passaram por testes comportamentais. Apds, todos os machos e
uma parte das fémeas foram sacrificados por decapitagcdo e o NAc foi separado para as
analises (Paxinos e Watson, 1986). Um grupo de fémeas (N=5) foi separado para
acasalamento dos descendentes, animais da fase dois. Os filhotes ficaram com essas maes até
o desmame, no 21° dia. Ap6s o desmame, as fémeas foram sacrificadas por decapitagdo. Os
animais desmamados foram acondicionados 5 animais por gaiola, machos e fémeas em
gaiolas separadas. Os filhos adultos dessas ratas foram tratados por 14 dias, protocolo iniciado
apos completarem a idade de 80 dias. Entre os dias 12 e 14 de tratamento, os animais foram
submetidos aos mesmos testes comportamentais e analises bioquimicas dos grupos da

primeira fase.
4.7 TESTES COMPORTAMENTAIS

Todos os testes comportamentais foram realizados uma hora apds os tratamentos
farmacologicos. Foi realizado um teste de atividade locomotora durante cinco minutos no
campo aberto, ¢ o comportamento tipo depressivo foi avaliado pelo teste de natagdao forcada
(Porsolt, Le Pichon e Jalfre, 1977).

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

O teste de natagdo for¢ada avaliou o comportamento tipo depressivo (Porsolt, 2000) (n
= 20/grupo). Para realizar o teste, cada rato foi colocado individualmente em um cilindro com
agua a temperatura de 23°C preenchido com agua suficiente para que o animal nao
consiguisse apoiar as patas no fundo. Este teste foi realizado em dois dias, sendo que no
primeiro dia (13° dia de tratamento farmacologico) os ratos foram for¢ados a nadar durante 15

minutos (pré-teste), e no segundo dia do teste (14° dia de tratamento farmacoldgico) os ratos
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foram forcados a nadar por 5 minutos, sendo que nesse momento foram avaliados os
parametros de imobilidade, envolvendo imobilidade total ou movimentos para manter a
cabeca fora da 4agua sem intencdo de escapar. Também foram avaliados pardmetros de
mobilidade, como o tempo que o animal estard nadando e o tempo que ficara escalando as
paredes do cilindro na tentativa de escapar do ambiente. Apds o teste de natagdo,

imediatamente os animais foram eutanasiados por decapitagdo para realizar a coleta das

amostras de NAc.
4.8 ANALISES BIOQUIMICAS

A avaliagdo da expressdo de RNAm dos genes FKBPS, codificador da proteina
FKBP51, e NR3Cl, codificador do GR, foi realizada pela técnica de transcricdo reversa
seguida de reacdo em cadeia da polimerase RT-PCR. A expressao foi normalizada utilizando o
gene de referéncia gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), e a quantificagdo relativa
foi feita por meio do célculo de Delta-Delta Ct.

O GAPDH foi escolhido como gene de referéncia devido a sua expressdo constitutiva,
que nao varia significativamente entre diferentes condi¢des experimentais, € por estar
presente em praticamente todas as cé€lulas devido ao seu papel central na glicdlise, o que
garante sua aplicabilidade em uma ampla gama de amostras, inclusive em tecido cerebral
(Barber et al., 2005; Chen et al., 1999; Vandesompele et al., 2002).

O desenho dos primers estd na tabela 1.

Tabela 1 - Sequéncias de primers usados para RT-PCR

Gene Forward Reverse
GAPDH (gene de referéncia) TCTCTGCTCCTCCCTGTTCTA  GGTAACCAGGCGTCCGATAC
FKBPS (codifica FKBP51) GTTCAGCTGTGCAATCCAGA  AGGGTGTTCTGTGCTCTTCAA
Nr3cl (codifica GR) GGGACACGAATGAGGATTG CACACTGCTGGGACTTGAT

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via e do teste post-hoc de

Tukey. Foi considerado o p < 0,05 como o nivel de significancia estatistica. Para as analises
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foi utilizado o software Prisma 9.3. Todos os dados foram expressos como média + erro
padrao da média (EPM), e significancia estatistica foi definida para valores de p de *p < 0,05,
**p < 0,01, ¥**p < 0,001 e ****p <0 ,0001.

Nos graficos, foram usadas siglas para representar os grupos experimentais. Grupos da
fase I: C+S (Controle + Salina), E+S (Estresse + Salina), E+E (Estresse + Escitalopram 10
mg/kg), E+Ca (Estresse + C. asiatica 30 mg/kg), e E+AM (Estresse + Acido madecéssico 10
mg/kg). Para a fase II, a sigla D foi usada para identificar os descendentes de maes que
passaram por PM + IS, portanto os grupos foram identificados da seguinte forma: C+S
(Controle + Salina), D+S (Descendentes + Salina), D+E (Descendentes + Escitalopram 10
mg/kg), D+Ca (Descendentes + C. asiatica 30 mg/kg), e D+AM (Descendentes + Acido

madecéssico 10 mg/kg).

5. RESULTADOS

5.1 ANALISE DOS COMPONENTES DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE C. asiatica

Os resultados da analise por espectrometria de massa do extrato hidroalcoolico de C.
asiatica estdo dispostos na Tabela 2 e a estrutura dos compostos estdo representados na Figura
5. Devido a técnica utilizada ndo foi possivel detectar acido madecéssico. No entanto, a
analise dos modos negativo e positivo do concentrado revelou a presenca de nove compostos,

incluindo fitoconstituintes da classe antioxidante, como catequina e verbascosideo.

Tabela 2 - Analise fitoquimica do extrato hidroalcodlico de Centella asiatica por meio de ensaios

espectrométricos
Composto [M-H]~ MS, Referéncia
Catequina 289 187,171, 161, 125 (De Souza et al., 2008)
Acido elagico 301 257,272,283 (Zanatta et al., 2021)
Rhamnetina 315 300, 271, 165, 121 (Engels et al., 2012)
Eter dimetilico de quercetina 329 314, 299, 285, 241 (Falcao et al., 2013)
Glucosideo de kaempferol 447 285, 241, 257, 267 (Zanatta et al., 2021)
Acido chicérico 473 311,293,179 (Zanatta et al., 2021)
Rutinosideo de acido cafeico 487 469, 459, 441, 427, 179 (Engels et al., 2012)
Cafeoil diglucosideo 503 341,179, 161, 143 (Vallverdu-Queralt et al., 2011)
Verbascosideo 623 461, 315,179 (Attia et al., 2018)
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Figura 5 - Estruturas quimicas no extrato de Centella asiatica. Estruturas quimicas denotadas para o extrato
hidroalcodlico de C. asiatica a partir da analise do extrato por analise de espectrometria de massa.

5.2 EFEITOS DA PM, IS, E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE NADO FORCADO EM
MACHOS DA FASE I

Os efeitos dos protocolos de PM e IS e dos tratamentos com extrato de C. asiatica (30
mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos parametros avaliados
no teste de natagdao forcada em machos (fase I) estao ilustrados na Figura 6. No protocolo de
natacdo forcada a ANOVA de uma via revelou uma interacdo significativa no tempo de
imobilidade entre os grupos sem estresse € os grupos que passaram por PM e IS, e entre os
tratamentos (F = 10,81; p < 0,0001). O teste post-hoc de Tukey revelou as seguintes
diferencas estatisticas: A PM+IS elevou significativamente o tempo de imobilidade (p <
0,0001) no teste de natacdo forcada e os tratamentos com C. asiatica (p < 0,01), &cido
madecéssico (p < 0,0001) e escitalopram (p < 0,001) reduziram significativamente ao nivel do

controle o efeito da PM e IS. Quanto aos parametros de escalada (F = 1,690; p = 0,1677) ¢
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nado (F = 0,6891; p = 0,6028) no teste de nado forcado, ndo houve diferenga estatistica

significativa entre os grupos.
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Figura 6 - Teste de natacio forcada em machos fase 1. Efeitos do estresse de PM ¢ IS e dos tratamentos com
C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre os parametros de
mobilidade no teste de natacdo forcada em machos (fase I). Os dados sdo apresentados como média £ erro
padrao da média, e significancia estatistica foi definida para valores de p de **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p <
0,0001. Grupos: C — Controle; e E — Estresse. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E — Escitalopram; e AM
— Acido Madecassico.

5.3 EFEITOS DA PM, IS, E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE NADO FORCADO EM
FEMEAS DA FASE I

Os efeitos dos protocolos de PM e IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg),
acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos parametros avaliados no teste
de natagdo forgada em fémeas da fase I estdo ilustrados na Figura 7. No protocolo de natacao
forcada a ANOVA de uma via revelou uma interagdo significativa no tempo de imobilidade,
entre 0s grupos sem estresse € os grupos privados maternalmente e entre os tratamentos (F =
4,735; p = 0,0033). O teste post-hoc de Tukey revelou as seguintes diferencas estatisticas: A
PM elevou significativamente o tempo de imobilidade (p < 0,05) no teste de natacdo forcada e
os tratamentos com C. asiatica (p < 0,01), 4cido madecassico (p < 0,01) e escitalopram (p <
0,05) reduziram significativamente ao nivel do controle o efeito da PM e IS. Quanto aos
parametros de escalada (F = 0,1284; p = 0,9714) e nado (F = 0,8711; p = 0,4879) no teste de

nado for¢ado, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos.
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Figura 7 - Teste de natacao forcada em fémeas fase L. Efeitos do estresse de PM e IS e dos tratamentos com C.
asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre os pardmetros de mobilidade
no teste de natagdo for¢ada em fémeas da fase I. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média,
e significancia estatistica foi definida para valores de p de *p < 0,05, **p <0,01. Grupos: C — Controle; ¢ E —
Estresse. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E — Escitalopram; e AM — Acido Madecéssico.

5.4 EFEITOS DA PM, IS, E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE NADO FORCADO EM
MACHOS DA FASE II

Os efeitos intergeracionais dos protocolos de PM e IS nas maes e dos tratamentos com
C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos
parametros avaliados no teste de nata¢do for¢ada em machos da fase II estdo ilustrados na
Figura 8. No protocolo de natacdo forcada a ANOVA de uma via revelou uma interagao
significativa no tempo de imobilidade, entre os grupos sem estresse € os grupos privados
maternalmente e entre os tratamentos (F = 4,622; p = 0,0022). O teste post-hoc de Tukey
revelou as seguintes diferencas estatisticas: Filhos de maes estressadas aumentaram
significativamente o tempo de imobilidade (p < 0,01) no teste de natacdo forcada e o
tratamento com C. asiatica (p < 0,05) reduziu significativamente este efeito, chegando ao
nivel do controle. Em relacdo ao tratamento com acido madecassico, os resultados foram
similares ao grupo com escitalopram. Quanto a escalada (F = 1,026; p = 0,3995), ndo houve
diferenga estatistica significativa entre os grupos. Em relag¢ao ao nado (F = 3,783; p = 0,0075),

filhos de maes estressadas apresentaram uma redugdo significativa no tempo de nado (p <
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0,05). O tratamento com C. asiatica tendeu a reverter esta alteracdo, porém sem diferenca

estatistica significativa (p = 0.0611).
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Figura 8 - Teste de natacio forcada em machos fase Il. Efeitos intergeracionais dos protocolos de PM e IS nas
maes e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecéssico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg)
nos pardmetros avaliados no teste de natacdo for¢ada em descendentes machos da fase II. Os dados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média, e significancia estatistica foi definida para valores de p de *p
< 0,05, **p < 0,01. Grupos: C — Controle; e D — Descendentes. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E —
Escitalopram; e AM — Acido Madecassico.

5.5 EFEITOS DA PM, IS, E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE NADO FORCADO EM
FEMEAS DA FASE II

Os efeitos intergeracionais dos protocolos de PM e IS nas maes e dos tratamentos com
C. asiatica (30 mg/kg), acido madecéssico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos
parametros avaliados no teste de natacdo forcada em fémeas da fase II estdo ilustrados na
Figura 9. No protocolo de natacdo forcada a ANOVA de uma via revelou uma interagdo
significativa no tempo de imobilidade, entre os grupos sem estresse e os descendentes de
grupos privados maternalmente e entre os tratamentos (F = 5,158; p = 0,0013). O teste
post-hoc de Tukey revelou as seguintes diferencas estatisticas: Descendentes de maes
estressadas aumentaram significativamente o tempo de imobilidade (p < 0,05) no teste de
natacdo forgcada e os tratamentos com C. asiatica (p < 0,05) e 4cido madecassico (p < 0,05)
reduziram significativamente o tempo de imobilidade, alcan¢ando o nivel do controle. Quanto
aos parametros de escalada (F = 1,278; p =0,2893) e nado (F = 1,171; p = 0,3332) no teste de

nado for¢ado, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos.
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Figura 9 - Teste de natacao forcada em fémeas fase I1. Efeitos intergeracionais dos protocolos de PM e IS nas
maes e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg)
nos pardmetros avaliados no teste de natacdo forgada em descendentes fémeas da fase II. Os dados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média, e significancia estatistica foi definida para valores de p de *p
< 0,05.Grupos: C — Controle; e D — Descendentes. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E — Escitalopram; e
AM — Acido Madecassico.

5.6 EFEITOS DA PM, IS, E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE CAMPO ABERTO EM
MACHOS DA FASE I

Os efeitos dos protocolos de PM e IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg),
acido madecéssico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos parametros avaliados no teste
de campo aberto em machos (fase I) estdo ilustrados na Figura 10. No teste de campo aberto a
ANOVA de uma via ndo revelou interacdo significativa entre os grupos sem estresse € 0s
grupos que passaram por PM e IS. Tanto os protocolos de PM e IS quanto os tratamentos nao
induziram alteragdes significativas na atividade locomotora, avaliada através dos numeros de
cruzamentos (F = 1,197; p = 0,3233) e levantamentos (F = 1,797; p = 0,1434) no teste do

campo aberto.
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Figura 10 - Atividade locomotora no campo aberto em machos fase I. Efeitos do estresse de PM e IS e dos
tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a
atividade motora exploratéria em machos (fase I). Os dados sdo apresentados como média + erro padrio da
média.Grupos: C — Controle; e E — Estresse. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E — Escitalopram; e AM
— Acido Madecassico.

5.7 EFEITOS DA PM, IS, E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE CAMPO ABERTO EM
FEMEAS DA FASE I

Os efeitos dos protocolos de PM e IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg),
acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos parametros avaliados no teste
de campo aberto em fémeas (fase I) estdo ilustrados na Figura 11. No teste de campo aberto a
ANOVA de uma via ndo revelou interacdo significativa entre os grupos sem estresse € 0s
grupos que passaram por PM e IS. Tanto os protocolos de PM e IS quanto os tratamentos nao
induziram alteragdes significativas na atividade locomotora, avaliada através dos numeros de
cruzamentos (F = 1,173; p = 0,3334) e levantamentos (F = 2,937; p = 0,0297) no teste do

campo aberto.
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Figura 11 - Atividade locomotora no campo aberto em fémeas fase 1. Efeitos do estresse de PM e IS e dos
tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a
atividade motora exploratdria em fémeas (fase I). Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da
média. Grupos: C — Controle; e E — Estresse. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E — Escitalopram; e AM
— Acido Madecéssico.

5.8 EFEITOS DA PM, IS, E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE CAMPO ABERTO EM
MACHOS DA FASE II

Os efeitos intergeracionais dos protocolos de PM e IS nas maes e dos tratamentos com
C. asiatica (30 mg/kg), acido madecéssico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos
parametros avaliados no teste de campo aberto em machos (fase II) estdo ilustrados na Figura
12. No teste de campo aberto a ANOVA de uma via ndo revelou interagdo significativa entre o
grupo controle e o grupo com maes que sofreram PM e IS. Tanto o estresse nas maes quanto
os tratamentos ndo induziram alteragdes significativas na atividade locomotora, avaliada
através dos numeros de cruzamentos (F = 2,298; p =0,0721) e levantamentos (F = 2,321; p =

2,321) no teste do campo aberto.
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Figura 12 - Atividade locomotora no campo aberto em machos fase II. Efeitos intergeracionais dos
protocolos de PM e IS nas maes e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), d&cido madecassico (10 mg/kg) e
escitalopram (10 mg/kg) sobre a atividade motora exploratdria em descendentes machos (fase II). Os dados sdo
apresentados como média + erro padrao da média. Grupos: C — Controle; ¢ D — Descendentes. Tratamentos:
Ca — Centella asiatica; E — Escitalopram; e AM — Acido Madecassico.

5.9 EFEITOS DA PM, IS, E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE CAMPO ABERTO EM
FEMEAS DA FASE 11

Os efeitos intergeracionais dos protocolos de PM e IS nas maes e dos tratamentos com
C. asiatica (30 mg/kg), acido madecéssico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos
parametros avaliados no teste de campo aberto em fémeas (fase II) estdo ilustrados na Figura
13. No teste de campo aberto a ANOVA de uma via ndo revelou interagdo significativa entre o
grupo controle e o grupo com maes que sofreram PM e IS. Tanto o estresse nas maes quanto
os tratamentos ndo induziram alteragdes significativas na atividade locomotora, avaliada
através dos numeros de cruzamentos (F = 1,557; p=0,1991) e levantamentos (F = 1,759; p =

0,1507) no teste do campo aberto.
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Figura 13 - Atividade locomotora no campo aberto em fémeas fase II. Efeitos intergeracionais dos protocolos
de PM e IS nas maes e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) e
escitalopram (10 mg/kg) sobre a atividade motora exploratdria em descendentes fémeas (fase II). Os dados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média. Grupos: C — Controle; e D — Descendentes. Tratamentos:
Ca — Centella asiatica; E — Escitalopram; e AM — Acido Madecéssico.

5.10 EFEITOS DA PM + IS, E DOS TRATAMENTOS NA EXPRESSAO GENICA DE
NR3C1 NO NAc DE MACHOS DA FASE I

Os efeitos dos protocolos de PM e IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg),
acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) sobre a expressao génica de NR3Cl1
em machos (fase I) estdo ilustrados na Figura 14. Na andlise dos resultados do PCR, a
ANOVA de uma via revelou uma interagdo significativa na expressao génica de NR3ClI entre
0s grupos sem estresse e os grupos submetidos a PM + IS, e entre os tratamentos (F = 6,146;
p = 0,0045). O teste post-hoc de Tukey indicou que o protocolo de PM + IS culminou em
reducdo significativa da expressdo génica de NR3CI1 (p = 0,0082), assim como o grupo que
passou por PM + IS e foi tratado com escitalopram (p = 0,0375). O tratamento com C.
asiatica, teve efeito melhor que o escitalopram, apesar de o resultado ndo ter chegado a um
nivel de sgnificancia estaistica. O tratamento com acido madecassico (p = 0,0277) reduziu

significativamente o efeito da PM + IS, aumentando a expressao génica ao nivel do controle.
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Figura 14 - Expressao génica de NR3C1 no NAc de machos fase I. Efeitos do estresse de PM e IS e dos
tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a
expressao génica de NR3C1 no NAc de machos (fase I). Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo
da média, e significancia estatistica foi definida para valores de p de *p < 0,05, ¢ **p < 0,01. Grupos: C —
Controle; e E — Estresse. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E — Escitalopram; AM — Acido Madecassico.

5.11 EFEITOS DA PM + IS, E DOS TRATAMENTOS NA EXPRESSAO GENICA DE
NR3C1 NO NAc DE FEMEAS

Os efeitos dos protocolos de PM + IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg),
acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) sobre a expressao génica de NR3Cl1
em fémeas (fase I) estdo ilustrados na Figura 15. Na andlise dos resultados do PCR, a
ANOVA de uma via revelou uma interacdo significativa na expressao génica de NR3Cl1 entre
0s grupos sem estresse € o grupo PM + IS, e entre os tratamentos (F =3,781; p = 0,0359). O
teste post-hoc de Tukey indicou que o protocolo de PM + IS reduziu significativamente a
expressao génica de NR3C1 (p = 0,0367). Os tratamentos, embora tenham aumentado a
expressdo, nao chegaram a um nivel de significancia estatistica (Escitalopram: p = 0,1232; C.

asiatica: p = 0,8428; Acido madecassico: p = 0,1566).
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Figura 15 - Expressido génica de NR3C1 no NAc de fémeas fase 1. Efeitos do estresse de PM e IS e dos
tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a
expressdo génica de NR3C1 no NAc de fémeas (fase I). Os dados s@o apresentados como média + erro padrdo da
média. *p < 0,05. Grupos: C — Controle; ¢ E — Estresse. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E —
Escitalopram; AM — Acido Madecassico.

5.12 EFEITOS DA PM + IS E DOS TRATAMENTOS NA EXPRESSAO GENICA DE
NR3C1 EM MACHOS DA FASE I

Os efeitos dos protocolos de PM e IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg),
acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) sobre a expressao génica de NR3Cl1
em machos (fase II) estdo ilustrados na Figura 16. Na andlise dos resultados do PCR, a
ANOVA de uma via ndo revelou interagdo significativa entre os grupos sem estresse € os
grupos que passaram por PM e IS, assim como os grupos com tratamento (F = 2,651; p =
0,0745). Apesar disso, ¢ possivel identificar que a expressdo génica de NR3C1 teve uma

tendéncia a aumentar nos grupos descendentes, em relagdo ao grupo controle.
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Figura 16 - Expressido génica de NR3C1 no NAc de machos fase II. Efeitos do estresse de PM e IS e dos
tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a
expressdo génica de NR3C1 no NAc de machos (fase II). Os dados sdo apresentados como média + erro padrao

da média. Grupos: C — Controle; ¢ D — Descendentes. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E —
Escitalopram; e AM — Acido Madecassico.

5.13 EFEITOS DA PM, IS, E DOS TRATAMENTOS NA EXPRESSAO GENICA DE
NR3C1 EM FEMEAS DA FASE II

Os efeitos dos protocolos de PM e IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg),
acido madecéssico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) sobre a expressao génica de NR3Cl1
em fémeas (fase II) estdo ilustrados na Figura 17. Na analise dos resultados do PCR, a
ANOVA de uma via ndo revelou interagdo significativa entre os grupos sem estresse € 0s
grupos que passaram por PM e IS, assim como os grupos com tratamento (F = 0,7658; p =

0,5612).
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Figura 17 - Expressdo génica de NR3C1 no NAc de fémeas fase II. Efeitos do estresse de PM e IS e dos
tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a
expressdo génica de NR3C1 no NAc de fémeas (fase II). Os dados sdo apresentados como média + erro padrao
da média. Grupos: C — Controle; e D — Descendentes. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E —
Escitalopram; e AM — Acido Madecassico.

5.14 EFEITOS DA PM + IS E DOS TRATAMENTOS NA EXPRESSAO GENICA DE
FKBP5 NO NAc DE MACHOS FASE I

Os efeitos dos protocolos de PM + IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg),
acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) sobre a expressao génica de FKBPS
em machos da fase I estdo ilustrados na Figura 18. Na andlise dos resultados do PCR a
ANOVA de uma via revelou uma interagdo significativa na expressdo génica de FKBPS entre
os grupos sem estresse € o grupo PM + IS, e entre os tratamentos (F = 3,823; p =0,0215). O
teste post-hoc de Tukey indicou que o protocolo de PM + IS reduziu significativamente a
expressao génica de FKBPS5 (p = 0,0491), assim como o grupo que passou por PM + IS e foi
tratado com 4cido madecassico (p = 0,0409). O tratamento com C. asiatica ficou similar ao

tratamento com escitalopram.
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Figura 18 - Expressdo génica de FKBP5 no NAc de machos fase I. Efeitos do estresse de PM e IS e dos
tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a
expressdo génica de FKBP5 no NAc de machos (fase I). Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo
da média. *p < 0,05. Grupos: C — Controle; ¢ E — Estresse. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E —
Escitalopram; e AM — Acido Madecassico.

5.15 EFEITOS DA PM + IS E DOS TRATAMENTOS NA EXPRESSAO GENICA DE
FKBP5 NO NAc DE FEMEAS FASE I

Os efeitos dos protocolos de PM e IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg),
acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) sobre a expressao génica de NR3Cl1
em fémeas (fase I) estdo ilustrados na Figura 19. Na analise dos resultados do PCR a ANOVA
de uma via revelou uma interagdo significativa na expressao génica de FKBP5 entre os grupos
sem estresse € os grupos privados maternalmente e entre os tratamentos (F = 12,29; p =
0,0002). O teste post-hoc de Tukey indicou que o protocolo de PM e IS reduziu
significativamente a expressao génica de FKBPS5 (p = 0,0058), assim como o grupo que
passou por PM e IS e foi tratado com C. asiatica (p = 0,0031). Os tratamentos com
escitalopram (p = 0,0017) e acido madecéssico (p = 0,0313) reverteram o efeito da PM e IS.

Além disso, o tratamento com C. asiatica reduziu a expressao génica de FKBP5 em relagao
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ao grupo controle (p = 0,0031), grupo escitalopram (p = 0,0009) e grupo acido madecassico (p
=0,0158).
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Figura 19 - Expressao génica de FKBP5 no NAc de fémeas fase 1. Efeitos do estresse de PM e IS e dos
tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a
expressdo génica de FKBP5 no NAc de fémeas (fase I). Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da
média, e significancia estatistica foi definida para valores de p de *p < 0,05, **p < 0,01, e ***p <0,001. Grupos:
C — Controle; e E — Estresse. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E — Escitalopram; ¢ AM — Acido
Madecassico.

5.16 EFEITOS DA PM + IS E DOS TRATAMENTOS NA EXPRESSAO GENICA DE
FKBP5 NO NAc DE MACHOS DA FASE II

Os efeitos dos protocolos de PM + IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg),
acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) sobre a expressao génica de FKBPS5
em machos (fase II) estdo ilustrados na Figura 20. Na andlise dos resultados do PCR a

ANOVA de uma via ndo revelou interacdo significativa entre os grupos sem estresse € 0s
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grupos que passaram por PM + IS, assim como os grupos com tratamento (F = 2,623; p =

0,0985).
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Figura 20 - Expressdo génica de FKBP5 no NAc de machos fase II. Efeitos do estresse de PM e IS e dos
tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a
expressdo génica de FKBP5 no NAc de machos (fase II). Os dados sdo apresentados como média =+ erro padréo
da média. Grupos: C — Controle; ¢ D — Descendentes. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E —
Escitalopram; e AM — Acido Madecassico.

5.17 EFEITOS DA PM + IS E DOS TRATAMENTOS NA EXPRESSAO GENICA DE
FKBP5 NO NAc DE FEMEAS DA FASE II

Os efeitos dos protocolos de PM e IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg),
acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) sobre a expressao génica de FKBPS
em fémeas (fase II) estdo ilustrados na Figura 21. Na andlise dos resultados do PCR a
ANOVA de uma via ndo revelou interagdo significativa entre os grupos sem estresse € 0s
grupos que passaram por PM e IS, assim como os grupos com tratamento (F = 0,2019; p =

0,9325).
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Figura 21 - Expressao génica de FKBP5 no NAc de fémeas fase II. Efeitos do estresse de PM e IS e dos
tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a
expressao génica de FKBP5 no NAc de fémeas (fase II). Os dados sdo apresentados como média + erro padrao
da média. Grupos: C — Controle; ¢ D — Descendentes. Tratamentos: Ca — Centella asiatica; E —
Escitalopram; e AM — Acido Madecassico.

DISCUSSAO

Esta pesquisa investigou os efeitos dos protocolos de PM nos primeiros dez dias de
vida associada ao IS na vida adulta jovem, nos comportamentos tipo depressivos e na
expressdo génica de NR3C1 e FKBP5 em ratos Wistar, tanto machos quanto fémeas, € em
descendentes de fémeas que passaram pelos protocolos de estresse antes da prenhez. O
estresse induzido pelos protocolos de PM + IS aumentou o tempo de imobilidade tanto em
machos quanto em fémeas no teste de nado for¢ado e reduziu, na fase I, a expressdo génica de
NR3C1 e FKBP5 no grupo estresse em relacdo ao grupo controle. Os grupos submetidos aos
tratamentos com C. asiatica, acido madecdssico e escitalopram reduziram significativamente
os comportamentos tipo depressivos e modularam a expressao génica de FKBPS e NR3Cl1.

Os resultados da fase I indicaram que o estresse a partir de PM + IS aumentou
significativamente o tempo de imobilidade em machos e fémeas, sugerindo que esses
protocolos de estresse culminam em comportamento tipo depressivo, comumente avaliado no

teste de natagdo forgada. O aumento do tempo de imobilidade pode ser interpretado como
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uma resposta de desespero comportamental, refletindo a vulnerabilidade ao estresse
(Rosas-Sanchez, German-Ponciano e Rodriguez-Landa, 2022; Yankelevitch-Yahav et al.,
2015). Esses achados estdo alinhados com a literatura, que sugere que o estresse pode
comprometer a capacidade de adaptagdo do organismo, exacerbando comportamentos tipo
depressivos em animais (Li et al., 2023; Mingardi et al., 2023; Peng et al., 2020) e
comportamento depressivo em humanos (Burrowes et al., 2022; De Manincor et al., 2016;
Ogata et al., 2023; Wang et al., 2017).

Os tratamentos com C. asiatica, &cido madecassico e escitalopram mostraram eficacia
na redugdo dos efeitos negativos da PM + IS nos machos e fémeas da fase 1. Os resultados
reforcam a sugestdo da literatura de que a C. asiatica e o 4cido madecassico podem atuar
como agentes antidepressivos, possivelmente modulando vias neuroquimicas associadas ao
estresse (Mando et al., 2024; Micheli et al., 2022; Zakaria et al., 2023). Estes resultados
corroboram com um estudo anterior realizado em ratos Wistar submetidos a estresse cronico e
tratados com C. asiatica e 4cido madecassico (Bertollo, Mingoti, et al., 2024), e outros
diversos estudos em diferentes modelos animais (Holvoet et al., 2023; Mando et al., 2024;
Micheli et al., 2022; Zakaria et al., 2023).

Estudos com modelos de depressdo em zebrafish (Mando et al., 2024; Zakaria et al.,
2023) e camundongos, e estudos in vitro (Micheli ef al., 2022) apontam que a C. asiatica ¢
seus compostos induzem melhora de comportamentos tipo depressivos e alteracoes
bioquimicas causadas por estresse, especialmente a neuroinflamacao. Além disso, um estudo
com Drosophila melanogaster demonstrou que um extrato aquoso de C. asiatica melhora
sintomas associados a depressdao, como anedonia e redugdo da atividade fisica. Os autores
descrevem que os efeitos benéficos foram atribuidos principalmente a acdo sinérgica dos
acidos mono-cafeoilquinicos presentes na planta, em especial o dcido clorogénico (Holvoet et
al., 2023).

Derivados da mesma classe dos acidos mono-cafeoilquinicos, como o acido chicérico
e o rutinosideo de acido cafeico, foram identificados no extrato hidroalcoodlico de C. asiatica
utilizado neste estudo. Essas moléculas, além de suas propriedades antioxidantes e
anti-inflamatorias, tém papel relevante na modulacdo de vias biologicas relacionadas ao
estresse oxidativo e a inflamacdo, reforcando sua eficacia no contexto de protecdo e
regeneracgao celular (Engels ef al., 2012; Vallverdu-Queralt et al., 2011; Zanatta et al., 2021).

Em uma pesquisa utilizando zebrafish exposto ao estresse induzido por reserpina, o

extrato etanolico de C. asiatica modulou os niveis de biomarcadores relacionados ao estresse.
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No estudo foi observado um aumento nos niveis de B-hidroxiisovalérico, leucina, treonina,
esciloinositol, lactato, betaina, valina, colina e L-fucose no grupo tratado com C. asiatica, em
comparacdo com os animais estressados ndo tratados. Além disso, o extrato induziu um
aumento significativo na biossintese de valina, leucina e isoleucina, como evidenciado pelas
alteracOes metabolicas detectadas no cérebro dos peixes. Esses efeitos bioquimicos foram
acompanhados pela reversao de comportamentos tipo depressivos, demonstrada pelo aumento
na distancia total percorrida e redu¢do na duracdo do comportamento de congelamento nos
testes de campo aberto (Zakaria et al., 2023).

No contexto da neuroprotecao, analises em modelos animais revelam que o extrato de
C. asiatica desempenha um papel importante na cognig¢do, fun¢ao cerebral, adaptagdao e
resiliéncia a mudangas relacionadas a idade. Camundongos machos e fémeas C57BL6
envelhecidos que receberam tratamento com o extrato da planta na 4gua por 5 semanas (1000
mg/kg/dia) apresentaram melhorias no aprendizado, funcdo executiva e memoria de
reconhecimento, além de uma redugao da ansiedade nas fémeas (Gray et al., 2024). Além
disso, andlises em Caenorhabditis elegans mostraram que a C. asiatica melhorou a fungdo
cerebral, aumentou a memoria e demonstrou efeitos neuroprotetores nesses organismos (Naf3,
Kampf e Efferth, 2021).

Na fase II, os efeitos intergeracionais da PM e IS nas maes foram particularmente
intrigantes. Os descendentes de maes estressadas apresentaram aumento no tempo de
imobilidade, sugerindo que a exposicdo ao estresse durante a prenhez pode predispor os
filhotes a um comportamento semelhante ao de desespero. Os tratamentos com C. asiatica em
machos, e os tratamentos com C. asiatica e¢ acido madecassico em fémeas reduziram
significativamente os efeitos do estresse materno antes da prenhez.

A exposicdo ao estresse durante a prenhez tem sido associada a alteracdes
comportamentais significativas nos descendentes. Estudos indicam que o estresse materno
pode predispor os filhotes a comportamentos depressivos, como evidenciado pelo aumento do
tempo de imobilidade no teste de nado forcado em modelos animais. A imobilidade
aumentada sugere um comportamento semelhante ao desespero, reforgando a teoria de que a
experiéncia materna de estresse pode influenciar o comportamento da prole, possivelmente
através de mecanismos epigenéticos que alteram a expressao génica (Schmidt ez al., 2018).

O estresse antes da gestagdo ndo apenas impacta o comportamento imediato dos
filhotes, mas também pode ter efeitos duradouros que se estendem por geragdes. Essas

alteracdes podem ser mediadas por mudangas neurobioldgicas, incluindo a regulacdo de
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neurotransmissores € o aumento da neuroinflamagao (Coussons-Read, 2013). Nesse contexto,
intervengdes com extratos de plantas tém mostrado promissora eficacia na mitigagdo dos
efeitos do estresse materno, como ¢ o caso da C. asiatica, que reverteu os efeitos do estresse
antes da prenhez nos descendentes, tanto machos quanto fémeas.

Outro teste comportamental realizado foi o teste de campo aberto, utilizado para
avaliar efeitos locomotores (Baretta er al., 2012). Neste estudo ndo foram observadas
diferencas significativas na atividade locomotora entre os grupos, tanto em machos quanto em
fémeas da fase I e da fase II. A auséncia de diferencas nos pardmetros de cruzamentos e
levantamentos sugere que nem o estresse induzido por PM e IS, nem os tratamentos com
escitalopram, C. asiatica ¢ 4cido madecdassico influenciaram a atividade locomotora dos
animais. Assim, ¢ possivel inferir que os pardmetros de imobilidade e mobilidade na natacdo
forcada ndo tiveram influéncia locomotora do estresse ou dos tratamentos.

Alteragdes na expressdo génica de NR3C1 e FKBPS, cujas proteinas estdo envolvidas
na funcdo do eixo HHA, podem ter implicagdes significativas, influenciando a resposta ao
estresse € a vulnerabilidade a transtornos psiquiatricos. O gene NR3C1 codifica o GR, que
modula a resposta ao cortisol (Wadji et al., 2023), enquanto o FKBP5 ¢ um regulador
negativo do receptor de glicocorticoides (Zhang et al., 2022), afetando sua disponibilidade e
acdo. Os niveis elevados de estresse, principalmente o estresse cronico, podem causar
disfuncdes neste eixo, levando a modulagdo anormal de genes como NR3C1 e FKBPS,
resultando em uma expressdo alterada (Malekpour et al., 2023). Nesta pesquisa foram
observadas diferencas comportamentais significativas entre machos e fémeas em relagdo ao
estresse € aos tratamentos aplicados, e esses efeitos comportamentais podem estar
relacionados com a expressdo diferencial destes genes no NAc.

A expressdo génica de NR3C1 no NAc foi afetada significativamente pela PM + IS,
com redugodes observadas nos grupos estressados machos e fémeas da fase I. A diminui¢ao na
expressao de NR3C1 pode reduzir a fungdo dos glicocorticdides no NAc.

O NAc desempenha um papel central na modulacdo da motivag¢do, no sistema de
recompensa e na resposta ao estresse. Ele recebe proje¢des de regides cerebrais como o cortex
pré-frontal e o hipocampo, que integram informacgdes emocionais € comportamentais. A
exposicao a estressores altera significativamente a expressao génica no NAc, modulando sua
funcdo e contribuindo para mudangas comportamentais. O estresse também influencia

diretamente os sistemas de receptores opioides no NAc, particularmente os receptores
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p-opioide (MOR) e x-opioide (KOR), que regulam comportamentos de recompensa e busca
por substancias (Askari, Mousavi e Vaez-Mahdavi, 2022).

A desregulagdo desses sistemas no NAc estd associada a maior vulnerabilidade a
transtornos psiquidtricos, como dependéncia e depressdo. Além disso, a redug@o na expressao
do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no NAc € outro mecanismo importante
relacionado ao estresse cronico, influenciando a plasticidade neuronal e a fungdo
dopaminérgica, ambas necessarias para o comportamento motivacional e de recompensa.
Modelos experimentais de PM demonstram que o estresse no inicio da vida pode causar
alteragdes neurobioldgicas duradouras no NAc. Essas mudancas incluem a reducdo da
expressao do BDNF e a hiperatividade do eixo HHA, contribuindo para maior preferéncia por
substancias como alcool e opioides em paradigmas experimentais (Askari, Mousavi e
Vaez-Mahdavi, 2022).

Quando ha redug¢do na expressdo génica, a expressdo proteica consequentemente
reduz. Portanto, a redu¢do de NR3Cl1 esta associada com a reducdo do GR (Karin et al.,
2020). Estudos anteriores corroboram que em cérebros post-mortem de humanos com TDM
houve reducdo na expressdo do GR, especialmente no hipocampo (Lépez et al., 1998), e uma
diminui¢do do miRNA de GR no cortex frontal, cortex temporal inferior, cortex entorrinal,
hipocampo e subiculo (Webster ef al., 2002). Além disso, a expressao de proteina e mRNA de
GR foi significativamente diminuida no cortex pré-frontal e na amigdala de adolescentes
vitimas de suicidio (Pandey et al., 2013). A reducdo do GR também foi identificada em
modelos animais de depressao (Lopez et al., 1998) e em tecidos periféricos de individuos com
TDM analisados in vitro (Pariante, 2004). Essa queda na expressao do GR estd associada a
diminui¢do da expressdo do gene NR3C1 (Palma-Gudiel ef al., 2015; Pandey et al., 2013),
um achado também observado nesta pesquisa.

E importante citar que a supressdo da expressdo do gene NR3C1 também reduz em
outros transtornos, como em pacientes com transtorno do estresse pds-traumatico (Gonzalez
Ramirez et al., 2020). Além disso, os protocolos realizados nesta pesquisa foram de PM e IS,
mimetizando estresse no inicio da vida e falta de suporte social na vida adulta. Nesse
contexto, um estudo que investigou a metilacdo do promotor do exon 1F do NR3Cl em
individuos que sofreram maus-tratos na infancia encontrou uma associag¢do entre o aumento
da metilacao e a gravidade dos maus-tratos. A metilacdo do promotor afeta a expressao génica

de NR3Cl1, e portanto interfere no eixo HHA (Perroud et al., 2011).
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A inflamagdo presente no TDM pode nao ser apenas um resultado da resisténcia aos
glicocorticoides e da sinalizagdo reduzida do GR, mas também da agdo pro-inflamatoria do
proprio cortisol. Em condi¢des normais, o cortisol exerce efeitos anti-inflamatorios, mas em
casos de hiperatividade do eixo HHA, seus niveis aumentam de forma andmala, promovendo
inflamacao (Amasi-Hartoonian et al., 2022). Essa desregulagdo, por sua vez, pode levar a
redu¢do da expressdo dos genes-alvo dos GRs em individuos com TDM e em modelos
animais, agravando a dificuldade do organismo em modular adequadamente a resposta ao
estresse (Amasi-Hartoonian et al., 2022).

A diminui¢do da expressao génica de FKBPS no NAc dos grupos estressados também
se alinha com achados que mostram que o estresse cronico afeta os reguladores moleculares
do receptor de glicocorticoide. FKBP51, que atua como um regulador negativo da fung¢ao do
receptor de glicocorticdide, ¢ influenciado pelo ambiente estressante de maneira a modular a
sensibilidade dos tecidos ao cortisol. Estudos sugerem que a diminui¢do de FKBPS5 pode estar
ligada a alteragdes no controle da retroalimentacdo do eixo HHA, levando a um aumento na
exposi¢ao prolongada a glicocorticoides (Binder, 2009).

Esses mecanismos sdo frequentemente implicados em transtornos depressivos, onde o
eixo HHA ¢ disfuncional e onde hd uma dessensibilizacdo ou reducdo dos receptores de
glicocorticoide, resultando em uma menor capacidade de regular o estresse de forma eficaz
(Menke et al., 2013; Wiist et al., 2005). Dessa forma, a reducdo de NR3C1 e FKBP5
observada nos grupos estressados pode ser um reflexo direto dessas respostas adaptativas e
disfuncionais ao estresse cronico.

Nesse caso, a redu¢do do GR indicaria menor sensibilidade ao cortisol (Karin et al.,
2020), enquanto a reducdo de FKBP51 poderia sinalizar um mecanismo compensatorio, ja
que FKBP51 normalmente atua inibindo a ativagdo do GR (Brix ef al., 2022). Em um estudo
realizado com roedores, os autores identificaram resultados que corroboram com a hipétese de
que a reducao na expressao génica seja um mecanismo compensatorio. Niveis mais baixos de
GR no NAc foram observados em ratos com alta ansiedade e propensao a submissao,
enquanto animais com baixa ansiedade e maior propensdo a dominancia apresentaram niveis
mais elevados de GR nessa regido cerebral. Além disso, a reducao experimental na expressao
de GR no NAc, induzida por métodos virais, aumentou a probabilidade de os animais
exibirem comportamento dominante. Esses achados indicam que niveis reduzidos de GR no

NAc estdo associados a maior dominancia social, sugerindo que o receptor de glicocorticoides
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nessa regido desempenha um papel crucial na regulagdo da hierarquia social (Papilloud et al.,
2019).

A FKBP51 reduz a eficiéncia dos glicocorticoides por diminuir a expressdo de
proopiomelanocortina. Isso significa que o FKBP51 atrapalha a capacidade do corpo de
regular a producao de cortisol, mantendo o eixo HHA mais ativo do que deveria. Ao reduzir a
expressao de FKBP51, a sensibilidade dos GRs melhora, facilitando o feedback negativo e
ajudando a regular a produgdo de cortisol. Esse ajuste ¢ especialmente benéfico em situagdes
de envelhecimento ou estresse cronico, prevenindo disfungdes metabdlicas e emocionais
associadas ao excesso de cortisol (Brix ef al., 2022).

Um estudo com camundongos identificou que a delecdo de FKBPS5 reduziu as
respostas imunes centrais induzidas por lipopolissacarideos (LPS) no hipocampo, incluindo a
ativacdo microglial e a expressdo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-6,
observadas nos camundongos WT (do inglés: tipo selvagem). Essa atenuagdo foi
acompanhada por uma diminui¢do na ativacdo do GR no hipocampo dos camundongos
FKBP5-KO. Em WT, a inje¢do de LPS induziu um aumento tardio na expressao de NR3Cl1,
em seu alvo transcricional SGK1 e nos niveis proteicos de GR no hipocampo no sétimo dia
pos-inje¢do (LPS-D7), efeitos que foram significativamente reduzidos nos camundongos
FKBP5-KO. Além disso, imagens imunofluorescentes indicaram maior localizagao nuclear de
GR nos neurdnios CA1 dorsal e ventral em WT, sugerindo maior ativagao do eixo HHA. Esta
resposta foi enfraquecida nos FKBP5-KO, que também apresentaram maior variagdo
individual na ativagdo nuclear de GR. Considerando a conexdo funcional entre o hipocampo e
o NAc, ¢ plausivel que a redu¢do de FKBP51 também possa modular respostas inflamatoérias
e a ativagao de GR no NAc, promovendo resiliéncia a estimulos inflamatdrios e estressores,
com implica¢des para o comportamento motivacional e emocional (Gan et al., 2022).

A reducdo da expressdo génica e proteica de GR e FKBP51 no NAc sob condigdes de
estresse cronico pode contribuir para a disfungdo dos circuitos neurais relacionados a
regulacdo emocional e ao processamento de recompensas. Alteracdes na atividade do eixo
HHA e a sinalizagdo de glicocorticoides estdo associadas a alteragdes estruturais e funcionais
nessa area cerebral, impactando negativamente a neuroplasticidade e a conectividade sinaptica
(Freimer et al., 2022). Assim, corrobora com a hipdtese de que a diminuigdo da expressao de
GR e FKBP51 pode ser uma resposta adaptativa a condigdes de estresse prolongado, tentando

mitigar os efeitos deletérios do estresse nos processos neurais (Zhang et al., 2022).
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O tratamento com acido madecassico na fase I foi eficaz em reverter de forma
significativa essa reducao da expressao génica de NR3C1 (em machos) e FKBPS5 (em machos
e fémeas), o que pode ser interpretado como uma normalizagdo do eixo HHA e uma
recuperagdo da capacidade do organismo de lidar com o estresse. A modulagdo da expressao
génica pelo adcido madecassico pode estar relacionada as suas propriedades anti-inflamatorias
e neuroprotetoras, destacando sua potencial utilidade terapéutica (Bertollo, Mingoti, et al.,
2024).

Em relagdo a fase II, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
em relacdo a expressio génica de NR3Cl e FKBP5 no NAc, sugerindo que os
comportamentos tipo depressivos identificados nestes animais sdo decorrentes de outras
alteracdes bioquimicas.

No contexto desta pesquisa, as alteracdes comportamentais observadas na fase II,
especialmente nos descendentes de maes que sofreram estresse, podem ter sido mediadas por
mecanismos epigenéticos. O estresse materno anterior a prenhez pode ter induzido
modificagdes epigenéticas que afetaram a expressdo génica nos filhotes, predispondo-os a
comportamentos tipo depressivos (Mychasiuk ef al., 2013; Schmidt ef al., 2018). Apesar de
ndo terem sido identificadas alteragdes na expressao génica de NR3C1 e FKBP5 no NAc dos
descendentes, ¢ possivel que outros genes podem ter sido afetados epigeneticamente pelo
estresse das fémeas antes da prenhez. Além disso, outros fatores também podem ter mediado
os comportamentos tipo depressivos identificados nos descendentes de maes estressadas,
como por exemplo a neuroinflamacdo e o estresse oxidativo (Grolli et al, 2023b), ja
identificados como contribuintes para a fisiopatologia do TDM e modulados positivamente
pelos tratamentos com C. asiatica e acido madecéssico (Bertollo, Mingoti, et al., 2024).

Esta pesquisa possui algumas limitagdes que devem ser consideradas. Primeiro, a
amostra pode ndo representar toda a diversidade genética presente na populagdo. Além disso,
a avaliagdo da expressdo génica se concentrou apenas em NR3C1 e FKBP5 do NAc. Outros
genes e vias relevantes para a resposta ao estresse € a0 TDM poderiam ser investigados para
proporcionar uma compreensdo mais abrangente de possiveis alteragdes epigenéticas, assim
como outras regides cerebrais, possivelmente envolvidas. A falta de diferengas significativas
na expressao génica entre os grupos da fase Il levanta questdes sobre os mecanismos
subjacentes as alteragdes comportamentais observadas. Embora a epigenética seja um fator
importante, outros aspectos, como a interacdo entre genes e ambiente e a influéncia de

mediadores neuroquimicos, também devem ser explorados em pesquisas futuras.
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Futuras investigacdes poderiam se beneficiar da inclusdo de um ntimero maior de
genes e do uso de técnicas epigenéticas para medir a metilacido do DNA e modificacoes de
histonas. Estudos longitudinais que examinem a relagcdo entre estresse materno, alteragdes
epigenéticas e comportamentos em descendentes também podem contribuir para o
entendimento de como as experiéncias maternas impactam a prole. Além disso, a exploracao
de intervengdes precoces, como tratamentos com C. asiatica ¢ acido madecassico, poderia
fornecer informacdes relevantes sobre possiveis efeitos protetores contra o estresse materno e

promover uma resiliéncia maior em descendentes.

CONSIDERACOES FINAIS

Os protocolos de PM e IS induziram comportamentos tipo depressivos em machos e
fémeas (fase I) e em descendentes de maes estressadas antes da prenhez (fase II). Nos animais
da fase I, as alteragdes comportamentais estiveram relacionadas com a reducdo na expressao
génica de NR3C1 e FKBP5 no NAc, sugerindo que o estresse precoce e a falta de suporte
social influenciam a expressdao génica de moléculas relacionadas ao eixo HHA.

Os tratamentos com extrato da C. asiatica e seu composto ativo, acido madecéssico,
bem como o antidepressivo escitalopram, demonstraram eficicia em reduzir
significativamente os comportamentos tipo depressivos, além de modular a expressdo de
NR3C1 e FKBP5 no NAc. Esses achados sugerem que a modulagdo da expressdo génica
dessas moléculas pode ser um mecanismo crucial associado ao efeito antidepressivo desses
tratamentos, especialmente em resposta ao estresse.

Além disso, na fase II do estudo, a indugdo de comportamentos tipo depressivos nos
descendentes devido ao estresse materno antes da prenhez reforga a ideia de que o estresse
pode ter efeitos biologicos intergeracionais. A capacidade dos tratamentos de modular esses
efeitos destaca seu potencial terapéutico.

Por fim, esses resultados ressaltam a importancia de considerar as diferengas sexuais
nas respostas ao estresse e ao tratamento, contribuindo para o desenvolvimento de

intervengdes mais eficazes e personalizadas.
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ANEXO A - Certificado de aprovacio da pesquisa pelo CEUA da UFFS

UFFS Comisséo de Etica no

UNIVERSIDADE

FEDERALDA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Potencial Terapéutico da Centella asiatica no Efeito Intergeracional do Estresse na Infancia
sobre Comportamentos Depressivos e Mecanismos Epigenéticos", protocolada sob o CEUA n? 1912270922 (o oooa3s), Sob a
responsabilidade de Zuleide Maria Ignacio e equipe; Amanda Gollo Bertollo; Jesiel de Medeiros - que envolve a producao,
manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - estad de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Fronteira Sul (CEUA/UFFS) na reunido de
23/12/2022.

We certify that the proposal "Therapeutic Potential of Centella asiatica in the Intergenerational Effect of Childhood Stress on
Depressive Behaviors and Epigenetic Mechanisms", utilizing 225 Heterogenics rats (males and females), protocol number CEUA
1912270922 (i oooa3s), under the responsibility of Zuleide Maria Ignacio and team; Amanda Gollo Bertollo; Jesiel de Medeiros -
which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree
6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and
was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of South Border (CEUA/UFFS) in the meeting of
12/23/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 02/2023 a 01/2025 Area: Ciéncias da Satde
Origem: Aplicavel ao Biotério

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 0 a 188 dias N: 225
Linhagem: Wistar Peso: 6a400g

Local do experimento: Biotério da UFFS, Campus Chapecd

Realeza, 02 de janeiro de 2024

L . .
Jondto, i)od/W\B'(-MA :

Profa. Dra. Fabiola Dalmolin Bidlogo Cassio Batista Marcon
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Fronteira Sul Universidade Federal da Fronteira Sul

Av. Edmundo Galevski 1000, Rodovia PR 182 acesso Km 466 - Cidade Universitaria, CEP 85770-000 Realeza/PR - tel: 55 (46) 3543-8402
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 13h as 17h : e-mail: ceua@uffs.edu.br
CEUA N 1912270922
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