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RESUMO

O transtorno depressivo maior (TDM) ¢ uma das alteragcdes psiquiatricas mais prevalentes e
esta associado a fatores como estresse na infancia e auséncia de suporte social na fase jovem da
vida, frequentemente mimetizados em animais pela privacao maternal (PM) e pelo isolamento
social (IS). Esses modelos mimetizam os efeitos de traumas no inicio da vida, com o intuito de
desvendar os mecanismos biologicos envolvidos na depressao. Entre eles, destaca-se o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), neurotrofina essencial para a plasticidade sinéptica,
neurogénese e sobrevivéncia neuronal, cuja expressao ¢ modulada por estimulos ambientais e
experiéncias estressoras, influenciando a adaptacdo ao estresse ¢ a regulacdo do humor. Este
estudo teve como objetivo avaliar, em ratos Wistar machos, o impacto da PM nos primeiros
dias de vida associada ao IS na fase jovem, analisando comportamentos tipo depressivo e
alteragdes bioldgicas no hipocampo. Além disso, investigar o potencial terapéutico da espécie
medicinal Centella asiatica e de seu composto ativo, o acido madecdassico, em comparagdo com
o escitalopram. Os resultados mostraram que os protocolos de PM e IS foram eficazes em
induzir comportamentos tipo depressivo, evidenciados pelo aumento do tempo de imobilidade
no teste de nado forcado (TNF). Os tratamentos utilizados reverteram o aumento do tempo de
imobilidade, enfatizando o efeito desses tratamentos sobre comportamentos do tipo depressivo
em animais expostos ao estresse. Nao foi identificada alteracdo nos niveis hipocampais de
BDNF em nenhum dos grupos experimentais, sugerindo que os comportamentos do tipo
depressivo nao foram modulados pelos niveis de BDNF. Conclui-se que a combinagao dos
protocolos de PM e IS € um modelo valido para mimetizar comportamentos do tipo depressivo

e que os tratamentos utilizados apresentam um potencial terapéutico promissor.

Palavras-chave: Transtorno depressivo maior; privacdo maternal; isolamento social; BDNF;

Centella asiatica.



ABSTRACT

Major depressive disorder (MDD) is one of the most prevalent psychiatric disorders and is
associated with factors such as childhood stress and lack of social support in early life, often
mimicked in animals by maternal deprivation (MD) and social isolation (SI). These models
mimic the effects of early life trauma in order to uncover the biological mechanisms involved
in depression. Among them, brain-derived neurotrophic factor (BDNF) stands out, a
neurotrophin essential for synaptic plasticity, neurogenesis, and neuronal survival, whose
expression is modulated by environmental stimuli and stressful experiences, influencing
adaptation to stress and mood regulation. This study aimed to evaluate, in male Wistar rats, the
impact of MD in the first days of life associated with SI in the young phase, analyzing
depressive-like behaviors and biological changes in the hippocampus. In addition, it
investigated the therapeutic potential of the medicinal species Centella asiatica and its active
compound, madecassic acid, in comparison with escitalopram. The results showed that the MD
and SI protocols were effective in inducing depressive-like behaviors, evidenced by increased
immobility time in the forced swim test (FST). The treatments used reversed the increase in
immobility time, emphasizing the effect of these treatments on depressive-like behaviors in
animals exposed to stress. No change in hippocampal BDNF levels was identified in any of the
experimental groups, suggesting that depressive-like behaviors were not modulated by BDNF
levels. It is concluded that the combination of MD and SI protocols is a valid model for
mimicking depressive-like behaviors and that the treatments used show promising therapeutic

potential.

Keywords: Major depressive disorder; maternal deprivation; social isolation; BDNF; Centella

asiatica.
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1 INTRODUCAO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) ¢ uma condicao psiquiatrica grave, responsavel
por uma significativa perda da qualidade de vida das pessoas, sendo uma das formas mais
prevalentes de transtorno mental. Além disso, o TDM ¢ a principal causa de mortes por suicidio,
contribuindo para 727.000 suicidios anuais, sendo a quarta principal causa de morte entre
jovens de 15 a 29 anos (WHO, 2025). Estudos recentes apontam que cerca de 36% dos
adolescentes fazem tratamento para transtornos depressivos e fatores como idade, nivel de
renda e regido contribuem para as taxas de tratamento de transtornos mentais entre jovens
(Wang et al., 2023).

Quando atinge um grau mais elevado de severidade, o TDM pode resultar em tentativas
de suicidio entre os individuos portadores da doenca (OPAS, 2025). Apesar das implicagdes
envolvidas no TDM, a sua fisiopatologia permanece pouco compreendida e a resposta aos
tratamentos existentes no mercado ainda ¢ limitada, visto que 20-40% dos pacientes apresentam
resisténcia aos tratamentos com farmacos convencionais (Touloumis, 2021).

Corroborando que as adversidades ocorridas na infancia predispdem ao maior grau de
severidade e refratariedade aos tratamentos existentes no mercado, observou-se em uma
pesquisa com estudo de coorte, que 62% dos individuos com diagnostico de depressao resistente
a tratamento (DRT) apresentaram pelo menos um tipo de adversidade na infancia (Tunnard et
al.,2014).

O estresse cronico ¢ considerado um dos principais fatores de risco para o TDM,
especialmente quando ocorre na infincia, estando associado a hiperatividade do eixo
Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA), ao aumento da liberagao de cortisol e a neuroinflamagao
no sistema nervoso central (SNC) (Knezevic et al., 2023; Nemeroff; Owens, 2002). Esses
mecanismos repercutem diretamente sobre a neuroplasticidade, definida como a capacidade do
cérebro de se reestruturar neurobiologicamente em resposta a estimulos extrinsecos e processos
regulados por mecanismos genéticos e epigenéticos (Kvichansky et al., 2021).

Embora a neuroplasticidade possa ocorrer de forma positiva, em decorréncia da pratica
de habitos saudaveis e experiéncias enriquecedoras, adversidades ocorridas na infancia
(Dahmen et al., 2018) e periodos de estresse cronico durante a vida podem comprometé-la,
favorecendo o desenvolvimento de transtornos psiquicos (Sheline; Liston; McEwen, 2019).

Dentre os fatores neurotroficos, destaca-se o fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF), amplamente distribuido no sistema nervoso central (SNC) e essencial para a

sobrevivéncia neuronal, plasticidade sinaptica, aprendizado e memoria. Responsavel por
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processos celulares envolvidos no desenvolvimento e manutengdo da funcdo cerebral, sendo
expresso por neurdnios glutamatérgicos e células gliais, como astrocitos isolados do
hipocampo. Sua expressao ¢ modulada por experiéncias ambientais e niveis de estresse,
podendo ser reduzida em condi¢des depressivas (Clarke et al., 2018).

Nos ultimos anos, pesquisas sdo realizadas visando elucidar como estimulos externos
modulam a expressdo do BDNF e, consequentemente, influenciam a neurogénese no
hipocampo (Numakawa; Odaka; Adachi, 2018). Uma pesquisa apontou que ambientes
enriquecidos aumentam a expressao do BDNF no hipocampo, bem como a neurogénese
hipocampal (Loprinzi; Day; Deming, 2019).

Em estudos com roedores, a privacdo maternal (PM) realizada logo no inicio da vida
(Ignécio et al., 2017), e a falta de suporte social na adolescéncia e na vida adulta, mimetizada
pelo isolamento social (IS) (Djordjevic et al., 2010), contribuiram para desencadear e agravar
comportamentos do tipo depressivo, além de aumentar os riscos de comprometimento
metabolico e reatividade do eixo HAA (Trujillo; Durando; Suarez, 2016; Vargas et al., 2016).

Considerando que muitos pacientes ndo respondem adequadamente aos antidepressivos
disponiveis, ha uma necessidade de procura por novas terapéuticas mais eficazes. Neste
contexto, a espécie Centella asiatica (C. asiatica) e um de seus principais compostos ativos, o
acido madecdssico, t€m sido investigados pelo seu potencial anti-inflamatorio, antioxidante,
neuroprotetor e antidepressivo (Wang et al., 2020).

Um estudo demonstrou que a administracdo oral do dcido madecéssico promoveu efeito
antioxidante no tecido renal de camundongos (Hsu ef al., 2015). Outro estudo observou que o
acido madecassico exerceu um potente efeito na ativagao da telomerase (Tsoukalas et al., 2019).
A enzima telomerase ¢ crucial na prevencdo do encurtamento de teldomeros e,
consequentemente, na inflamacao e no envelhecimento e morte celular, os quais também estao
envolvidos na fisiopatologia do TDM (Lin; Huang; Hung, 2016; Schroder et al., 2022; Szebeni
etal.,2014).

Além disso, apos o uso oral cronico, observou-se a presenca do acido madecassico em
diversos tecidos, incluindo o cérebro, indicando sua biodisponibilidade sistémica (Yin et al.,
2012). Embora os estudos sobre os efeitos antidepressivos ainda sejam escassos, a literatura
existente sugere que a C. asiatica € seus compostos ativos podem ter efeitos terap€uticos
promissores, justificando a necessidade de mais pesquisas para explorar seu potencial (Sun et
al., 2020).

Diante do exposto, este estudo objetivou avaliar os efeitos da PM e do IS sobre

comportamentos tipo depressivos em ratos Wistar machos e sobre a expressdao de BDNF no
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hipocampo por meio do método Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), bem como
avaliar o efeito do tratamento com extratos de C. asiatica e do composto ativo acido

madecassico nestes animais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

- Avaliar o efeito do estresse no inicio da vida e na fase adulta jovem sobre

comportamentos do tipo depressivo e niveis de BDNF no hipocampo de ratos machos adultos.

- Avaliar o efeito do tratamento com extrato hidroalcoolico de C. asiatica e seu composto
ativo, o acido madecdssico, sobre comportamentos do tipo depressivo e niveis de BDNF no

hipocampo em ratos machos submetidos a PM e a IS nos primeiros dias de vida;

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar comportamentos tipo depressivos em ratos machos submetidos a PM nos

primeiros dias de vida e ao IS na fase jovem da vida adulta;

- Avaliar os efeitos da PM e do IS sobre a expressao do BDNF na regido hipocampal de

ratos machos adultos submetidos a PM ¢ ao IS;

- Avaliar o efeito do tratamento cronico com extratos de C. asiatica e seu composto ativo,
o acido madecassico, sobre possiveis comportamentos do tipo depressivo € na expressao do

BDNF hipocampal em ratos machos adultos submetidos a PM e ao IS.



16

3 REFERECIAL TEORICO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satude (OPAS, 2025), o TDM ¢ o principal
transtorno neuropsiquiatrico que causa incapacidade e afeta cerca de 300 milhdes de pessoas
no mundo. Além disso, ¢ amplamente reconhecido como um fator de risco para comportamento
suicida, contribuindo com 800.000 mortes anualmente (Ilic; Ilic, 2022), resultando em maiores
encargos econdmicos € sociais. Apesar de sua relevancia, o TDM ¢ um transtorno complexo
cujos mecanismos ndo estdo completamente estabelecidos (Marx ef al., 2023).

Entre os fatores psicossociais, um grande nimero de evidéncias destaca que o estresse
na infincia ¢ um dos fendmenos mais potentes em precipitar a expressdo de um genotipo
predisponente ao TDM (Ignacio ef al., 2014). 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 estresse (Zhang
et al., 2015). O modelo de PM ¢é amplamente utilizado em pesquisas, pois mimetiza situagdes
adversas que ocorrem na infancia, como abandono, violéncia e negligéncia, sendo considerado
um dos estressores naturais mais potentes durante o desenvolvimento (Ignécio et al., 2017).

Outro modelo utilizado e que apresenta semelhangas em condigdes psicossociais em
seres humanos € o estresse por IS em roedores (Djordjevic ef al., 2012). O modelo de IS, além
de resultar em comportamentos do tipo depressivo e ansioso em animais, age em diversas
alteragdes 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).

Outro aspecto relevante que deve ser aprofundado ¢ o fato de que o estresse no inicio
da vida pode sofrer modula¢do ao longo do desenvolvimento (van Zyl; Dimatelis; Russell,
2016; Vargas et al., 2016) e também pode ser potencializado por estimulos e ambientes
estressantes durante a vida adulta (Trujillo; Durando; Suarez, 2016). O estresse decorrente da
PM, quando combinado com o IS durante a idade jovem, tem o potencial de aumentar
significativamente o comprometimento metabolico, o desenvolvimento de sintomas do tipo
depressivo e comprometer a expressao de BDNF no hipocampo destes animais (Roceri ef al.,
2002).

No TDM, ha alteragdes nas estruturas cerebrais limbicas, o que influencia o humor, a
cognicdo e o comportamento. Dentre as regides limbicas, o hipocampo ¢ uma estrutura de
grande importancia na compreensdo da patogénese do TDM (Sanchez-Mendoza et al., 2020),

visto que desempenha um papel critico na regulagdo do humor, sendo uma das poucas regides
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cerebrais consideradas capazes de neurogénese adulta (Boldrini et al., 2018). Os processos
neurotdxicos mediados pelo estresse cronico podem provocar inflamagdes e disturbios dos
neurotransmissores, o que pode levar a atrofia e a reducdo do volume hipocampal (Belleau;
Treadway; Pizzagalli, 2019).

A neuroplasticidade ou plasticidade cerebral ¢ a capacidade do sistema nervoso de
reorganizar sua estrutura. Dessa forma, o SNC ¢ capaz de modificar suas fungdes e conexdes
em resposta a estimulos externos ou internos (Cramer et al., 2011). Nesse contexto, o BDNF e
seu receptor tirosina quinase B (TrkB) desempenham papel central, estando presentes nao
apenas no SNC, mas também em tecidos periféricos, como as plaquetas, consideradas a
principal fonte de BDNF circulante (Fujimura ef al., 2002).

Dados apontam que niveis reduzidos de BDNF estao relacionados ao TDM (Kishi et al.,
2018) e no SNC essa proteina ¢ secretada por neurdnios, astrocitos e microglia (Brigadski;
LeBmann, 2020). Além disso, uma reducao na expressdo de BDNF e no receptor TrkB foi
relatada no hipocampo e no cortex pré-frontal de tecidos post-mortem de vitimas de suicidio
(Dwivedi, 2012). Um modelo tedrico sugere que a exposicao cronica ao estresse pode reduzir
a disponibilidade de fatores neuroprotetores, como o BDNF, o que pode comprometer os
mecanismos de plasticidade neuronal e acelerar a degeneracao das células nervosas, o que pode
resultar em atrofia cerebral (Abdallah et al., 2015).

Evidéncias sugerem que inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRSS)
modulam a expressdo do BDNF. O mecanismo de agdo desses farmacos consiste na inibi¢ao
do transportador de serotonina (SERT), o que resulta no aumento da disponibilidade de
serotonina na fenda sinaptica (Chu; Wadhwa, 2025). Os antidepressivos sdo considerados
tratamentos de primeira escolha para o TDM, uma vez que desempenham um papel
fundamental na redugdo dos sintomas depressivos e na melhora da qualidade de vida dos
pacientes (Cipriani et al., 2018).

As terapias farmacolégicas disponiveis no mercado para o manejo do TDM abrangem
uma variedade de classes de medicamentos, cada uma com mecanismos de acao diferentes.
Entre as principais estdo os antidepressivos triciclicos (ADT), inibidores da monoamina oxidase
(IMAO), ISRS, inibidores da recaptacdo da serotonina e norepinefrina (IRSN), inibidores da
recaptacdo de norepinefrina e dopamina (IRND), antagonistas da serotonina e inibidores da
recaptacdo (SARI) (Voineskos; Daskalakis; Blumberger, 2020).

No entanto, apesar dos avancos na compreensdo da psicofarmacologia do TDM e a
introducdo de antidepressivos, cerca de 10%-15% dos pacientes ndo respondem a uma terapia

farmacologica adequada, 30%-40% tém apenas uma remissao parcial e outros frequentemente
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ndo aderem a esses antidepressivos sintéticos devido a uma série de efeitos colaterais adversos
ou atraso significativo na eficacia (Parker, 2024).

Os efeitos colaterais graves incluem dores de cabecga, disfuncao sexual, dependéncia,
convulsoes e suicidio. Esses efeitos colaterais graves t€ém incentivado a busca por tratamentos
fitoterapicos, que, em alguns estudos mostrados, reduzem em cerca de 45% a incidéncia de tais
efeitos (Nawrot ef al., 2022; Yeung et al., 2018).

A C. asiatica, também conhecida como Gotu kola ou Centella asiatica (L.) Urb., ¢ uma
erva da familia Apiaceae e da espécie Asiatica Linn, amplamente utilizada na medicina
tradicional chinesa e em paises do Sudeste Asiatico para o tratamento de diversas doengas
(Orhan, 2012). Os efeitos terapéuticos da planta C. asiatica estdo associados a presenga de
compostos bioativos pertencentes a classe dos triterpenoides pentaciclicos, destacando-se entre
eles o asiaticosideo e o madecassosideo (Krzyzostan; Wawrzynczak; Nowak, 2024).

Estudos apontam que a C. asiatica € seus compostos ativos tiveram um efeito positivo
em doencas do SNC, além de atuarem reduzindo fatores inflamatorios, equilibrando o estresse
oxidativo, evitando a morte de células nervosas, aumentando a densidade sinaptica e
melhorando a taxa de sobrevivéncia de células neurais (Bansal et al., 2024).

O 4acido madecéssico ¢ um triterpenoide pentaciclico que possui propriedades anti-
inflamatoérias, anticancerigenas, hepatoprotetoras e neuroprotetoras que atuam por meio da
modulacdo de vias de sinalizag@o das proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK), fator
nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) e da fosfatidilinositol 3-quinase/proteina
quinase B (PI3K/Akt) (Tan et al, 2021). Além disso, uma pesquisa apontou que o acido
madecassico possui efeitos anti-inflamatorios em neuro inflamagao cronica (Bandopadhyay et
al., 2023).

Para mais, em estudos sobre os extratos e compostos ativos de C. asiatica apontam sua
relevancia como estratégia farmacoldgica terapéutica para o TDM e seu papel em mecanismos
biologicos subjacentes, incluindo a capacidade de normalizar neurotransmissores, reduzir a
inflamacao cerebral, ativar a via de sinalizagdo cAMP/proteina quinase A (PKA) e aumentar os
fatores neurotrofico (Lin; Huang; Hung, 2016; Wang et al., 2020).

Em outra pesquisa com ratos submetidos a bulbectomia olfativa, o extrato de C.
asiatica reverteu os sintomas depressivos relacionados ao procedimento de forma semelhante
aos antidepressivos imipramina, fluoxetina e desipramina. Além de reduzir os sintomas
depressivos, C. asiatica reduziu o comportamento ansioso no teste do labirinto em cruz elevado

(Kalshetty et al., 2012)



19

Além disso, os triterpenoides pentaciclicos da C. asiatica apresentam uma vasta
variedade de propriedades farmacoldgicas, incluindo atividades anti-inflamatorias,
imunomoduladoras, antioxidantes, antivirais, antibacterianas, cicatrizantes, neuroprotetoras,
cardioprotetoras, hepatoprotetoras, ansioliticas, antifibréticas, antiartriticas, antitumorais e

antidepressivas (Krzyzostan; Wawrzynczak; Nowak, 2024).
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4 METODOLOGIA

A presente pesquisa caracterizou-se como quantitativa e experimental e foi
desenvolvida no Laboratorio da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), no Campus

Chapeco.
4.1 PREPARACAO DO EXTRATO DE C. ASIATICA

As amostras de plantas de C. asiatica foram secas em temperatura ambiente, trituradas,
peneiradas e armazenadas em local protegido a luz. O extrato hidroalcodlico foi produzido por
macerag¢ao das partes aéreas da planta (50 g) com etanol (70%; 1L). O extrato foi filtrado através
do funil de Biichner, concentrado por evaporacao sob pressdo reduzida, liofilizado, pesado e

armazenado a -20°C.
4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os animais utilizados foram provenientes do Biotério Setorial da UFFS, Campus
Chapeco - BIOCHUFFS. O experimento com o uso de animais foi realizado nas instala¢des do
BIOCHUFFS que possui uma infraestrutura de criacdo e experimentagdo, além de possuir
registro no Cadastro de Instituigdes de Uso Cientifico de Animais (CIUCA), com o
CIAEP/CONCEA n°02.0118.2019 e segue rigorosamente as orientacdes do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA). Na sala de alojamento conjunto os animais
foram alocados em grupos de cinco ratos Wistar machos por caixa, exceto os animais
designados para o protocolo de IS, quando permaneceram em alojamento individual. O
ambiente foi mantido em condi¢des controladas, com ciclo claro/escuro de 12 horas (07:00 as
19:00, com luz iniciando as 7:00), temperatura a 22+1°C e ventila¢dao adequada para garantir a
qualidade do ar e com acesso livre a comida e dgua. A equipe responsavel pelo manejo e
cuidado desses animais foi composta por docentes e académicos, de graduagao e pds-graduagao,
que tenham realizado um curso de capacitagdo no uso € manejo de animais em pesquisa com

certificado.
4.3 PRIVACAO MATERNA E ISOLAMENTO SOCIAL

Os filhotes foram submetidos & PM por 3 horas didrias nos primeiros 10 (dez) dias de vida.
O protocolo da PM consistiu-se na remocao dos filhotes da gaiola da mae. Em contraste, os

animais nao privados, que foram do grupo controle, permaneceram em sua gaiola original com
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a mae. Apds o décimo dia de PM, os filhotes foram mantidos com suas respectivas maes até o
vigésimo primeiro dia, momento em que ocorreu o desmame. O protocolo de IS foi iniciado no
dia 50 apds o nascimento. Esse protocolo de IS envolveu a manutencdo de cada animal em
alojamento individual por um periodo de 44 dias, sendo 30 dias de IS sem tratamento
farmacoldgico e, apds os 30 dias, mais 14 dias isolados e tratados diariamente com os
compostos. Os animais que ndo foram isolados foram mantidos em grupos de cinco em cada

caixa (Djordjevic et al., 2012).

4.4 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

Apds 30 dias do protocolo de IS, tanto os animais isolados quanto os controles foram
tratados com salina (grupo controle/veiculo), extrato de C. asiatica (30 mg/kg), composto ativo
acido madecassico (10 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg). O acido madecassico foi adquirido
em forma solida cristalina, com pureza >95%, fabricado pela empresa Cayman Chemical
(Michigan, EUA). A dose de escitalopram, um antidepressivo da classe dos ISRS (Patasz et al.,
2016), foi escolhida com base em estudos prévios que utilizaram o farmaco como controle
positivo em modelos animais (Farahbakhsh; Radahmadi, 2022a, 2022b; Grolli et al., 2023; Seo
et al., 2017). A dose de 10 mg/kg de acido madecassico (Devi; Balasundaram; Harikrishnan,
2020; Mn et al., 2015) e de 30 mg/kg de C. asiatica (Bobade et al., 2015; Boondam ef al.,
2019), administradas diariamente de forma cronica por gavagem, foram selecionadas para este
estudo com base em evidéncias da literatura que descrevem seus efeitos neuromoduladores
positivos em modelos experimentais. Além disso, a C. asiatica apresentou perfil de seguranca
amplamente reconhecido, sendo utilizado em formulacdes cosméticas e também em

preparagdes orais para consumo humano (JohnsonJr et al., 2023).

4.5 GRUPOS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

O experimento foi composto por cinco grupos, cada grupo com 10 ratos Wistar machos,
sendo estes os grupos: Sem estresse + veiculo, PM + IS + Veiculo, PM + IS + Escitalopram
(10mg/kg), PM + IS + C. asiatica (30 mg/kg), PM + IS + acido madecassico (10 mg/kg). Cada
grupo foi composto por 10 animais. Ao completar 94 (noventa e quatro) dias de idade, ou ao
final do tratamento farmacoldgico, os animais foram submetidos aos testes comportamentais
que avaliaram comportamentos tipo depressivos. Apos, os machos foram sacrificados por

decapitacdo e o hipocampo separado para as analises (George Paxinos; Charles Watson, 1986).
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Figura 1 - Desenho experimental
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Figura 1 - Desenho experimental do protocolo de PM + IS, tratamento farmacologico e testes comportamentais.

4.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

O teste de campo aberto, descrito anteriormente por Réus et al. (2013), avaliou a
atividade motora exploratoria dos animais, sendo realizado em uma caixa de 40 x 60 cm,
cercada por trés paredes de madeira e uma frontal de vidro, com o assoalho dividido em 9
retangulos por linhas pretas. Cada animal teve 5 minutos para que explorasse o ambiente.
Durante esse tempo, foram contabilizados os cruzamentos entre as linhas pretas e o nimero de
levantamentos, quando o rato se apoia nas patas traseiras para explorar.

O teste de natagdo for¢ada (TNF), originalmente desenvolvido por Porsolt em 1977
(Porsolt; Le Pichon; Jalfre, 1977), avaliou comportamentos do tipo depressivo. Para a
realizacdo do teste, cada rato foi colocado individualmente em um cilindro com dgua a 23 +
2°C, com um volume suficiente que impede o apoio das patas no fundo. O teste ocorreu em
dois dias: no primeiro dia, os ratos foram for¢ados a nadar por 15 minutos (pré-teste), € no
segundo dia por 5 minutos, quando foram avaliados parametros de imobilidade (movimentos
minimos para manter a cabeca fora da agua, sem intengdo de escapar) e mobilidade (tempo
gasto nadando ou escalando as paredes do cilindro na tentativa de escapar). Imediatamente apds

o teste, os animais foram eutanasiados por decapitacao para a coleta de amostras do hipocampo.



23

4.7 COLETA DE ESTRUTURAS

Os animais foram submetidos a eutandsia por decapitacdo, procedimento que permitiu a
retirada das amostras de tecidos a serem utilizadas para as analises experimentais. As amostras
de hipocampo foram coletadas e armazenadas em eppendorf e, posteriormente, foram

congeladas a -80°C, garantindo a viabilidade das proteinas presentes na estrutura limbica.
4.8 ANALISES BIOQUIMICAS

As analises bioquimicas para avaliar a expressao da proteina BDNF no hipocampo de ratos
Wistar machos foram realizadas através do protocolo ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay) no laboratorio da Universidade Federal da Fronteira Sul - campus Chapecé.
4.9 ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

Para esta pesquisa, foi adotado o método de ELISA sanduiche, o qual permite a
quantificagdo de antigenos em amostras desconhecidas por meio da utilizagdo de dois
anticorpos que reconhecem epitopos distintos da mesma molécula. Inicialmente, o anticorpo de
captura ¢ fixado na placa, permitindo a ligagdo do antigeno presente na amostra. Em seguida,
um segundo anticorpo reconhece outro sitio especifico da molécula-alvo. Apos as etapas de
lavagem, que removem componentes nao ligados, adiciona-se um anticorpo conjugado a uma
enzima, capaz de catalisar uma reagdo colorimétrica proporcional a concentragdo do antigeno
presente. Esse formato de ELISA ¢ considerado o mais sensivel entre as variagdes disponiveis,
apresentando de duas a cinco vezes mais sensibilidade, sendo especialmente indicado em
situagdes em que ha pequena quantidade de anticorpos especificos ou auséncia de antigeno

purificado (Tabatabaei; Ahmed, 2022).
4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via e do teste Pos-hoc de Tukey.
Foi considerado o p < 0,05 como o nivel de significancia estatistica. Para as andlises foi
utilizado o software Prisma 9.0. Todos os dados sdo expressos como média + erro padrao da
média, e significancia estatistica foi definida para valores de p de *p < 0,05, **p < 0,01, ***p

< 0,001 e ****p <0 ,0001.
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4.11 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFFS, sob o protocolo
CEUA/UFFS n° 1912270922 (ID 000435). A pesquisa baseou-se em modelos experimentais
com animais e tem sido realizada ha muito tempo. Esses animais podem ser utilizados em
experimentos de pesquisa para ampliar a compreensdo sobre doengas humanas ou para
investigar opgoes de uso para tratamentos, dessa forma contribuindo para o avango cientifico
(LaFollette et al., 2020). Os animais usados em projetos de pesquisa cientifica vivem em
ambientes especiais, chamados biotérios, cujo foco ¢ o bem-estar animal. Dessa forma, espera-
se obter um ambiente favoravel, mimetizando as condigdes do seu habitat natural. Existem
razoes importantes para o uso de animais em pesquisas €, uma das principais razoes, ¢ o fato de
que os animais € os humanos compartilham muitos processos biologicos. Além disso,
apresentam diversas semelhangas anatdmicas, todos possuem pulmoes, coragao, rins, figado e
outros 0rgaos, o que torna certos animais especialmente adequados para estudos experimentais.
Essas similaridades permitem que eles sejam utilizados ndo apenas em experimentos, mas
também no conhecimento pratico de jovens pesquisadores e estudantes em varias areas das

ciéncias bioldgicas e biomédicas (Franco, 2013).
4.12 ASPECTOS DA ENFERMAGEM

O TDM ¢ uma das condi¢des de maior impacto na saide publica e os enfermeiros estao
na linha de frente no cuidado e acompanhamento desses pacientes. A enfermagem tem papel
central na promocao da satide integral. Pesquisar o potencial de plantas medicinais amplia as
possibilidades de praticas integrativas e complementares, reconhecidas pelo SUS, além de ser
atividade privativa do enfermeiro prescrever fitoterapicos (Lima, 2024).

O estudo de mecanismos bioldgicos ajuda a fundamentar cientificamente o uso de
terapias alternativas, evitando praticas baseadas apenas na tradi¢do ou no senso comum. Ao
explorar tratamentos naturais, o enfermeiro fortalece abordagens que consideram nio apenas a
doenca, mas também a qualidade de vida, a adesdo terapéutica e o bem-estar do paciente. Diante
do exposto, as investigagdes experimentais mostram que a enfermagem pode atuar também na
pesquisa translacional, ndo apenas na assisténcia, mas contribuindo para o desenvolvimento de
novas terapias que podem chegar a clinica.

Para finalizar, pesquisas que investigam terapias alternativas, como o extrato
hidroalcoolico de C. asiatica e de seu composto ativo, o acido madecassico, tornam-se

relevantes para a pratica clinica, ampliando o conhecimento sobre os mecanismos
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neurobiolédgicos e pro-inflamatorios envolvidos na depressdo, dessa forma a enfermagem se
coloca além uma profissdo de cuidado, contribuindo com a producdo de conhecimento

cientifico que torna a assisténcia segura.

4.13 ANALISE DOS COMPONENTES DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE C.
ASIATICA

Os resultados da analise por espectrometria de massa do extrato hidroalcodlico de C.
asiatica estdo dispostos na Tabela 1, devido a técnica ndo foi o possivel detectar acido
madecassico. 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 1 - Analise fitoquimica do extrato hidroalcodlico de Centella asiatica por meio de

ensaios
Composto [M-H]- MS2 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,  (Engels et al., 2012)
179
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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5 RESULTADOS

5.1 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNAL, ISOLAMENTO SOCIAL, E DOS
TRATAMENTOS NO TESTE DE NADO FORCADO EM RATOS WISTAR MACHOS

Os resultados obtidos a partir dos protocolos de PM ¢ IS e a utilizacao dos tratamentos com
a C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) referentes
aos parametros avaliados no TNF em machos estdo apresentados na figura 2. A ANOVA de
uma via indicou diferencga significativa no tempo de imobilidade entre os grupos submetidos a
PM e a IS, grupos sem estresse e grupos submetidos aos diferentes tratamentos (F = 10,81; p <
0,0001). O teste Post hoc de Tukey revelou as seguintes diferengas estatisticas: Os protocolos
de PM e IS elevaram significativamente o tempo de imobilidade (p < 0,0001) no TNF e os
tratamentos com C. asiatica (p < 0,01), acido madecéassico (p < 0,0001) e escitalopram (p <
0,001) foram capazes de reduzir significativamente o efeito da PM e IS. Em relacdo aos
parametros de escalada (F = 1,690; p = 0,1677) e nado (F = 0,6891; p = 0,6028) no teste de

nado for¢ado, ndo houve diferencga estatistica significativa entre os grupos.

Figura 2 - Teste de Natacdo For¢ada em Machos
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Figura 2 - Efeitos do estresse de PM e IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecéssico (10
mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a os pardmetros de mobilidade no teste de natagdo forgada em ratos machos.
Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média, e significancia estatistica foi definida para valores
de p de **p< 0,01, ***p< 0,001 e ****p< 0 ,0001.
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5.2 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNAL, ISOLAMENTO SOCIAL, E DOS
TRATAMENTO NO TESTE DE CAMPO ABERTO EM RATOS WISTAR MACHOS

Os resultados obtidos a partir dos protocolos de PM ¢ IS e a utilizacao dos tratamentos com
a C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) referentes
aos parametros avaliados no teste de campo aberto em machos estio ilustrados na figura 3. A
ANOVA de uma via ndo indicou diferengas significativas entre os grupos sem estresse € 0s
grupos privados maternalmente. Tanto os protocolos de PM e IS quanto os tratamentos nado
induziram alteragdes significativas na atividade locomotora, avaliada por meio dos nimeros de

cruzamentos (F =1,197; p=0,3233) e levantamentos (F = 1,797; p = 0,1434) no teste do campo

aberto.
Figura 3 - Atividade Locomotora no Campo Aberto em Machos
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Figura 3 - Efeitos do estresse de PM e IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecéssico (10
mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a atividade motora exploratéria em ratos machos. Os dados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média.
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5.3 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNAL, ISOLAMENTO SOCIAL, E DOS
TRATAMENTO NA EXPRESSAO DE BDNF NO HIPOCAMPO DE RATOS WISTAR
MACHOS

Os resultados obtidos referentes a expressdo de BDNF no hipocampo de ratos machos
submetidos aos protocolos de PM e IS e a utilizacdo dos tratamentos com a C. asiatica (30
mg/kg), acido madecéssico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) estdo apresentados na figura
4. A ANOVA de uma via nao revelou diferengas significativas entre os grupos em relagao aos
niveis de BDNF (p > 0,05 e F= 0,4917). Observa-se que tanto os grupos submetidos aos
protocolos de estresse quanto os grupos tratados apresentaram valores de BDNF semelhantes

ao grupo controle, o que indica que os tratamentos ndo modificaram a sua expressao.

Figura 4 - Expressao de BDNF no hipocampo de ratos machos
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Figura 4 - Efeitos do estresse de PM e IS e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecéssico (10
mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a expressdo de BDNF no hipocampo em ratos machos. Os dados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média.
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6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou os efeitos do estresse precoce, tanto na infincia quanto na fase
jovem da vida, bem como os tratamentos com C. asiatica, seu composto bioativo o acido
madecdssico, e 0 escitalopram sobre pardmetros comportamentais e biolégicos em ratos Wistar
machos. Estudos apontam que vivenciar situagdes estressantes no inicio da vida desempenha
um papel crucial para o surgimento e o agravamento do TDM (Ignacio et al., 2014), ja que ¢
capaz de produzir alteragdes que ocorrem durante um periodo critico do desenvolvimento, em
que o cérebro ainda esta em formagao. A PM ¢ um protocolo amplamente utilizado em modelos
animais que mimetiza situagdes adversas que ocorrem na infancia, como abandono, negligéncia
e violéncia (Nishi, 2020). Portanto, este protocolo busca reproduzir traumas precoces sobre o
neurodesenvolvimento, o que permite analisar mecanismos relacionados ao surgimento do
TDM.

O IS ¢ outro modelo experimental que visa avaliar os efeitos da auséncia de interagdo
social e da falta de suporte na vida adulta, em que os animais permanecem sozinhos em sua
caixa por determinado tempo, sendo empregado para mimetizar situagdes de negligéncia,
rejeicdo ou ambientes empobrecidos. Ademais, a falta de estimulos sensoriais, sociais e
ambientais produz alteragdes relacionadas a ansiedade e a depressdao. Quando o IS ¢ aplicado
apos a PM, como utilizado nesta pesquisa, onde os animais passam pela ruptura do vinculo
materno e apds sao privados socialmente, os efeitos destes protocolos se juntam e intensificam
o prejuizo emocional (Vargas et al., 2016).

A combinagdo destes dois protocolos (PM e IS) ¢ capaz de mimetizar o impacto de
experiéncias adversas semelhantes as que acontecem na vida de individuos que passam por
abandono, negligéncia e ambientes desfavordveis ao desenvolvimento (Chen et al., 2025).
Esses protocolos utilizados em roedores promovem comportamentos como anedonia, evitagao
social, redu¢do na motivagao, que s@o compativeis com comportamentos do tipo depressivo e,
que nesta pesquisa, foram evidenciados nos resultados do TNF.

Outra pesquisa demonstrou que animais submetidos & PM no inicio da vida e a IS na
fase jovem estdo sujeitos a desenvolver na vida adulta comportamentos do tipo depressivo.
Entre estes comportamentos, destaca-se o aumento da imobilidade no TNF, o que sugere um
prejuizo na motivacdo (Yankelevitch-Yahav er al., 2015). Além disso, o TNF ¢ um teste
amplamente utilizado que busca avaliar compostos que possam ter atividades antidepressivas,
visto que os farmacos antidepressivos classicos podem influenciar respostas comportamentais

em animais submetidos ao protocolo (Haraguchi et al., 2018).
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Nesta pesquisa, os achados refletem a literatura existente, na qual grupos submetidos
aos protocolos de PM e IS apresentaram aumento significativo do tempo de imobilidade no
TNF (Bertollo et al., 2024). Os resultados embasam a hipdtese de que experiéncias adversas na
infancia comprometem o desenvolvimento cerebral e predispdem ao surgimento de transtornos
psiquiatricos. Para mais, os tratamentos utilizados apontaram que o extrato de C. asiatica (30
mg/kg), o acido madecéssico (10 mg/kg) e o escitalopram (10 mg/kg) reduziram o tempo de
imobilidade, revertendo um comportamento tipo depressivo desenvolvido pelos protocolos de
estresse.

A C. asiatica e seu composto bioativo, o dcido madecassico, possuem mecanismos
antidepressivos ja descritos na literatura, evidenciando que a melhora observada na utilizacao
desse fitoterapico nos grupos tratados esta diretamente associada ao efeito terapéutico dessas
substancias (Bertollo et al., 2024). Por sua vez, o escitalopram apresentou um padrao esperado
para um ISRS, reduzindo a imobilidade e validando o modelo experimental utilizado.

O TNF avaliou comportamentos do tipo depressivo desencadeados por protocolos de
estresse. O tempo de natacdo avaliado identificou que os grupos PM e IS apresentaram maior
tempo de imobilidade quando comparados ao grupo controle sem estresse, apresentando uma
diferenga estatistica significativa. A imobilidade apresentada neste teste ¢ indicativa de
comportamento do tipo depressivo e desespero comportamental (Ignacio et al., 2017; Rosas-
Sanchez; German-Ponciano; Rodriguez-Landa, 2022).

Ademais, além da C. asiatica (30 mg/kg), os grupos tratados com 4cido madecassico
(10 mg/kg) e o escitalopram (10 mg/kg) reduziram comportamentos do tipo depressivo,
evidenciados pela diminui¢ao do tempo de imobilidade. Pesquisas indicam que o aumento do
tempo de natagdo e a diminuicao do tempo de imobilidade estdo relacionados com o aumento
da serotonina na fenda sindptica e, em comparagao, antidepressivos classicos reduzem o tempo
de imobilidade e aumentam o tempo de natacdo (Pumpaisalchai ef al., 2005). As alteragdes
observadas neste teste indicam que os tratamentos utilizados contribuiram positivamente para
a reducao de comportamentos do tipo depressivo causados pela PM e pelo IS nesses roedores.

O teste de campo aberto ¢ utilizado para avaliar efeitos locomotores (Baretta et al.,
2012). Portanto, avaliou-se a atividade locomotora e exploratoria em comportamentos
relacionados a depressao em roedores, sendo observado a auséncia de diferengas significativas
nos parametros de cruzamento e levantamento, o que sugere que os protocolos utilizados e os
tratamentos ndo influenciaram na atividade locomotora dos animais. Em suma, podemos

afirmar que o teste de campo aberto pode assegurar as alteragdes comportamentais observadas
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no TNF, o que reafirma que os compostos e o farmaco utilizados no tratamento nos animais
ndo produzem efeitos na locomogao.

Além disso, o resultado do teste de campo aberto enfatizou que os tratamentos utilizados
ndo exerceram efeitos sedativos ou estimulantes nos animais, pois ndo foram observadas
diferengas estatisticas significativas entre os grupos sobre os parametros locomotores,
corroborando com estudos que mostram que a C. asiatica € seus compostos bioativos nao
afetam os resultados em testes de exploracao (Wijeweera et al., 2006). Também, os resultados
obtidos fornecem dados de que o modelo experimental e os testes utilizados foram eficazes para
avaliar tanto o impacto do estresse precoce no inicio da vida, o IS na fase jovem da vida, quanto
a eficécia terapéutica do fairmaco e da planta medicinal junto com seu composto bioativo.

A andlise da expressdo de BDNF no hipocampo nao revelou diferengas significativas
entre os grupos experimentais, mesmo considerando a exposi¢do aos protocolos de estresse e
aos tratamentos utilizados. Entretanto, esse resultado aparenta ser contrario ao que se espera de
modelos de estresse, ja que grande parte da literatura descreve a redugdo de BDNF apos a
utilizacao de protocolos estressores em animais € o aumento de sua expressao apos a utilizacao
de tratamentos. Outro ponto, ¢ que ao analisar as pesquisas existentes, nota-se que a expressao
de neurotrofinas pode variar e estd diretamente ligada ao tipo de protocolo utilizado e ao tempo
de uso. Dessa forma, ndo ha uma resposta uniforme da neurotrofina a todos os tipos de
estressores (Hashikawa ef al., 2015).

Em um estudo com camundongos submetidos a estresse cronico por contencdo
combinada com imersdo parcial em dgua durante 3 horas didrias, por 15 dias, observou-se que
a expressao de BDNF ndo seguiu um padrdo, havendo uma diminui¢do na fase média do
estresse € um aumento significativo apos o término do protocolo. Esses resultados foram
decorrentes da retirada do hipocampo dos animais durante o periodo intermediario e apds a
finalizag@o do protocolo (Hashikawa et al., 2015).

Em pesquisas que utilizam a C. asiatica como fitoterapico, o aumento de BDNF nao
ocorreu rapidamente. Por exemplo, em uma pesquisa, a elevacdo ocorreu somente apos 4
semanas de tratamento continuo em modelos de roedores submetidos a estresse cronico de
longa duracdo, onde o tecido hipocampal foi obtido diretamente ap6s 28 dias de choque elétrico
repetitivo (Sari et al., 2019). Dessa maneira, podemos hipotetizar que tratamentos mais longos
ou doses maiores de C. asiatica e 4&cido madecassico talvez atuariam no aumento da expressao
de BDNF. Outro ponto que se pode estudar ¢ o fato de que os efeitos antidepressivos da C.

asiatica podem nao depender exclusivamente da via BDNF/TrkB.
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Outro estudo apontou que esses efeitos ndo sdo mediados necessariamente por vias de
neurotrofinas, dessa forma a auséncia de aumento da expressao de BDNF ndo invalida a eficacia
dos comportamentos e resultados observados, mas sugere que o dcido madecassico e o extrato
da planta podem atuar por outras vias que também colaborem para a reversao dos
comportamentos do tipo depressivo (Ansari et al., 2025).

Uma pesquisa apontou que a expressao de BDNF permaneceu inalterada entre os grupos
de animais submetidos a estresse cronico por choques nas patas e que a administragao do extrato
de C. asiatica nao promoveu qualquer alteragcdo. Os autores ainda observaram que houve uma
reducdo significativa da expressio de BDNF em todos os grupos de animais,
independentemente da dose utilizada (Sari et al., 2019). Outros estudos mostraram que o
estresse cronico diminui a expressdo de mRNA e proteina BDNF em algumas areas cerebrais
de ratos (Banerjee; Mondal; Ghosh, 2012; Grenli et al., 2006).

Portanto, a auséncia de alteragdes no BDNF nos grupos tratados, juntamente com o
efeito observado no TNF, refor¢a a ideia de que a melhora dos comportamentos do tipo
depressivo nao decorre de um mecanismo Unico, mas de uma conjuntura de fatores. O resultado
obtido nessa pesquisa a respeito da expressao de BDNF difere da literatura em alguns pontos e,
dessa forma, como nao foi encontrada correlacao direta entre a dose administrada de C. asiatica
e a expressao de BDNF, novas pesquisas sao necessarias para compreender o mecanismo pelo

qual a planta exerce sua fungao.
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7 CONCLUSAO

Os achados desta pesquisa demonstraram que os protocolos de PM nos primeiros dias
de vida e de IS ainda na fase jovem da vida estimulam comportamentos do tipo depressivo em
ratos Wistar machos, que foram evidenciados pelo aumento no tempo de imobilidade no TNF,
reforcando a relevancia de que eventos adversos na primeira infincia e na fase adulta jovem
sdo capazes de reverberar na vida adulta.

Em outra perspectiva, os tratamentos utilizados, tanto o extrato da planta de C. asiatica
quanto seu composto bioativo, o acido madecassico, foram capazes de reduzir as alteragdes
comportamentais induzidas pelos protocolos utilizados, apresentando uma eficacia comparada
ao escitalopram, antidepressivo classico utilizado como controle positivo na pesquisa. No
entanto, apesar das alteracdes significativas avaliadas nos testes comportamentais, ndo foram
observadas mudancas na expressdo de BDNF no hipocampo, o que sugere que os efeitos que
os tratamentos utilizados podem exercer ndo sdo necessariamente por meio da via neurotrofica.

Sao de suma importancia os resultados desta pesquisa para a area da enfermagem, visto
que o profissional estd inserido diretamente no cuidado de pacientes que possuem doengas
psiquiatricas, além de possuir autonomia para prescrever fitoterapicos. Desta forma, o presente
estudo evidenciou que a C. asiatica e seu composto bioativo possuem um potencial terapéutico
promissor para o tratamento do TDM. Pesquisas futuras poderdo aprofundar a investigagao
sobre quais meios a C. asiatica € o 4cido madecédssico modulam e exercem seus papéis
antidepressivos. Ademais, pesquisas sao essenciais para avaliar a seguranca e a aplicabilidade,
0 que pode contribuir para uma nova abordagem terapéutica complementar ou adjuvante aos

tratamentos convencionais do TDM.
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