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Eixo 04: Ciéncias da Saude

Resumo: O transtorno depressivo maior ¢ uma doenga mental prevalente. Objetivou-se avali-
ar o efeito do estresse de PM em comportamentos tipo depressivos € na neuroinflamagao hi-
pocampal, e o efeito do tratamento com o extrato de C. asiatica € composto ativo nos compor-
tamentos tipo depressivos e possivel neuroinflamacdo. Os animais foram submetidos a PM,
tratamento cronico conforme grupo experimental e testes comportamentais e de citocinas in-
flamatorias. A PM induziu comportamentos tipo depressivos e aumento de citocinas inflama-
torias no hipocampo. Os tratamentos reverteram ou reduziram as alteragdes.

Palavras-chave: Transtorno Depressivo Maior. Privagdo Maternal. Neuroinflamacao. Centel-
la asiatica. Acido madecdssico.

Introducao
Estatisticas da Organizacdo Mundial da Satide (OMS) mostram que o Transtorno De-

pressivo Maior (TDM) afetava, em 2017, mais de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo e

contribuiu para a maior porcentagem de incapacidades (WHO, 2017). O transtorno depressivo

maior (TDM) € um transtorno grave e que causa enorme perda da qualidade de vida das pes-
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soas, sendo uma das formas mais prevalentes de doenca mental (NEMEROFF; OWENS,
2002).

Entre os fatores mais relevantes subjacentes ao TDM esta o estresse na infancia. A
privagao maternal (PM) em roedores ¢ um modelo comportamental que mimetiza os traumas
no inicio da vida das pessoas (IGNACIO et al., 2014). Em individuos com TDM, alguns estu-
dos vém observando um aumento de liberacdo de citocinas inflamatdrias no sistema nervoso
central (SONG et al., 2020). A espécie medicinal Centella asiatica (C. asiatica) vem sendo
estudada por seu potencial efeito neuroprotetor e antidepressivo (WANG et al., 2020).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento com extrato de fo-
lhas da espécie C. asiatica e seu composto ativo dcido madecéssico sobre comportamentos
tipo depressivos € mecanismos pro-inflamatdrios em ratos submetidos a estresse de PM nos

primeiros dias de vida.

Metodologia

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
UNOCHAPECO, SC, sob o protocolo 002/CEUA/2021 e desenvolvida em parceria entre a
UNOCHAPECO e a Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS).

Os animais foram submetidos ao protocolo de PM nos dez primeiros dias de vida.
Quando atingiram 60 dias de vida, os animais foram submetidos a um tratamento crénico de
extrato de C. asiatica e acido madecdassico por 14 dias. A administracao foi feita pelo método
de gavagem. Os 60 animais foram divididas em 6 grupos (N = 10 cada grupo): Controle sem
estresse + veiculo (Controle sem estresse); PM + veiculo (Estresse + Tratamento controle);
PM + Escitalopram (Estresse + Tratamento controle positivo) 10 mg/kg; PM + Extrato de C.
asiatica 30 mg/kg; PM + acido madecassico 10 mg/kg.

Foi realizado o teste de campo aberto, que avalia a atividade motora exploratoria
(REUS et al., 2013) e o teste de natagdo forcada que avalia o comportamento depressivo
(PORSOLT et al., 2000). Apos o ultimo teste comportamental os animais foram submetidos a
eutanasia por decapitagdo. Apds a extracdo do cérebro, o hipocampo foi separado com base na
descri¢do histoldgica de Paxinos e Watson (1986). Os niveis de IL-1B e IL-6 no hipocampo
foram analisados através de kits ELISA de acordo com os protocolos dos fabricantes dos kits.

Os resultados foram analisados através de ANOVA one-way, seguido do teste post-

hoc de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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Resultados e discussao

Os efeitos da PM e dos tratamentos com C. asiatica, acido madecassico e escitalopram
nos parametros avaliados no teste de natacdo forgada estdo ilustrados na figura 1. No protoco-
lo de natacdo forcada a ANOVA de uma via revelou uma interagdo significativa no tempo de
imobilidade, entre os grupos sem estresse € os grupos privados maternalmente e entre os trata-
mentos (F=9,4344; p < 0,0001). O teste Post hoc de Tukey revelou as seguintes diferencgas es-
tatisticas: A PM elevou significativamente o tempo de imobilidade (p < 0,002) no teste de na-
tacdo forgada e os tratamentos com C. asiatica (p < 0,0007), &cido madecassico (p < 0,0002) e
escitalopram (p < 0,002) reverteram o efeito da PM. A PM apresentou uma tendéncia de dimi-
nuicao do tempo de natagao, porém nao houve diferenga estatistica significativa entre os gru-
pos (F=3,15; p < 0,024784). Em relagdo ao tempo de natagdo foi indicado que o grupo PM
apresentou menor tempo de natagdo em comparagdo ao grupo tratado com acido madecassico
(p < 0,03). Quanto a escalada no nado for¢ado, ndo houve diferenca estatistica significativa

entre os grupos (F=0,59; p > 0,05).
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Figura 1 - Efeitos do estresse de PM e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/
kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a os pardmetros de mobilidade no teste de natagdo forcada. Os dados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média. **diferenga estatistica entre o Controle Salina e o PM Salina
(p < 0,01); #diferente do PM Salina (p < 0,05); ##diferente do PM Salina (p < 0,01); ###diferente do PM Salina
(p <0,001).
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Como previsto, a PM exerceu efeito tipo depressivo nos animais, corroborando com a
literatura cientifica (IGNACIO et al., 2017), e os tratamentos reverteram os comportamentos
tipo depressivos no teste de natacao forcada. Foi identificado que o grupo PM apresentou uma
diminui¢do do tempo de nado em comparacao ao grupo controle, porém esta diferenca nao
teve significancia estatistica. O dcido madecdssico aumentou significativamente o tempo de
natacdo, quando comparado ao grupo PM salina. O acido madecassico foi o tratamento que
induziu o maior aumento no tempo natagao.

A PM e os tratamentos com C. asiatica, acido madecassico e escitalopram nao altera-
ram os parametros avaliados no teste de campo aberto. Tanto a PM quanto os tratamentos nao
induziram alteragdes significativas na atividade locomotora, avaliada através dos nlimeros de
cruzamentos (F=1,89; p > 0,05) e levantamentos (F=1,14; p > 0,05) no teste do campo aber-
to .A atividade locomotora avaliada neste teste € um marcador importante do efeito sedativo
ou estimulante dos tratamentos (GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009), portanto este resultado
indica que os farmacos nao induziram efeitos sedativo ou estimulante importantes que poderia
interferir nos comportamentos de mobilidade dos animais.

Os efeitos da PM e dos tratamentos com C. asiatica, acido madecassico e escitalopram
nos niveis da IL-1fB e IL-6 no hipocampo estdo ilustrados na figura 2. Houve uma interagao
significativa nos niveis de IL-1B (F=5,98 e p < 0,05) e IL-6 (F=6,06 ¢ p < 0,01) entre os gru-
pos. A PM elevou significativamente os niveis de IL-1B em comparacdo ao grupo controle (p
< 0,02) e o tratamento com escitalopram (p < 0,007) e acido madecassico (p < 0,05) reverte-
ram o efeito da PM. O tratamento com C. asiatica diminuiu os niveis de IL-1p em compara-
¢do ao grupo PM-salina, porém ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos (p
> 0,05). Quanto ao nivel de IL-6 o teste Post hoc de Tukey revelou as seguintes diferencas es-
tatisticas: A PM elevou significativamente os niveis de IL-6 em comparacao ao grupo contro-
le (p <0,009) e os tratamentos com C. asiatica (p < 0,02), acido madecassico (p < 0,02) e an-

tidepressivo classico escitalopram (p < 0,009) reverteram o efeito da PM.

Atividade da IL-1p e IL-6 no Hipocampo
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Figura 2 - Efeito da PM e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), acido madecassico (10 mg/kg) e escitalo-
pram (10 mg/kg) sobre os niveis de IL-1f e IL-6 no hipocampo. Os dados sdo apresentados como média =+ erro
padrao da média. *diferenca estatistica entre Controle Salina e PM Salina (p < 0,05); **diferenga estatistica entre
Controle Salina e PM Salina (p < 0,01); #diferente do PM salina (p < 0,05); ##diferente do PM salina (p < 0,01);
#i#diferente do PM salina (p < 0,001).

A PM elevou significativamente os niveis de IL-1 em comparagdo ao grupo controle.
Os tratamentos com escitalopram e acido madecdassico reverteram o efeito da PM. O trata-
mento com C. asiatica diminuiu os niveis de IL-1B em comparagdo ao grupo PM-salina, po-
rém o resultado ndo chegou a um nivel de significancia estatistica. De forma similar, a PM
elevou significativamente os niveis de IL-6 em comparag¢do ao grupo controle e os tratamen-
tos com escitalopram, C. asiatica e acido madecassico reverteram o efeito da PM.

Os resultados comportamentais € nos marcadores inflamatérios observados no presen-
te estudo assim como os resultados na literatura cientifica sobre as a¢des bioldgicas da espécie

C. asiatica e seu composto ativo acido madecéssico destacam a importancia da continuidade

nas analises sobre o perfil antiinflamatorio e antidepressivo.

Conclusiao ou Consideracoes Finais

O estresse de privagao maternal nos primeiros dias de vida induziu um aumento signi-
ficativo de comportamentos tipo depressivos na vida adulta. Os animais submetidos ao estres-
se de PM apresentaram um aumento significativo de citocinas inflamatorias, IL-1p e IL-6, no
hipocampo, sugerindo que o estresse na infancia induz neuroinflamacao ao longo da vida. Os

tratamentos com extrato da C. asiatica e composto ativo acido madecassico, bem como o anti-
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depressivo escitalopram reverteram ou reduziram os comportamentos tipo depressivos € os ni-
veis das citocinas inflamatdrias no hipocampo.

Esses resultados sugerem fortemente que a espécie medicinal C. asiatica € seu com-
posto ativo apresentam potencial antidepressivo e que a reducdo da neuroinflamacao hipo-

campal ¢ um mecanismo envolvido no efeito tipo antidepressivo da espécie.
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	Resumo: O transtorno depressivo maior é uma doença mental prevalente. Objetivou-se avaliar o efeito do estresse de PM em comportamentos tipo depressivos e na neuroinflamação hipocampal, e o efeito do tratamento com o extrato de C. asiatica e composto ativo nos comportamentos tipo depressivos e possível neuroinflamação. Os animais foram submetidos à PM, tratamento crônico conforme grupo experimental e testes comportamentais e de citocinas inflamatórias. A PM induziu comportamentos tipo depressivos e aumento de citocinas inflamatórias no hipocampo. Os tratamentos reverteram ou reduziram as alterações.
	Palavras-chave: Transtorno Depressivo Maior. Privação Maternal. Neuroinflamação. Centella asiatica. Ácido madecássico.
	Introdução
	Estatísticas da Organização Mundial da Saúde (OMS) mostram que o Transtorno Depressivo Maior (TDM) afetava, em 2017, mais de 300 milhões de pessoas em todo o mundo e contribuiu para a maior porcentagem de incapacidades (WHO, 2017). O transtorno depressivo maior (TDM) é um transtorno grave e que causa enorme perda da qualidade de vida das pessoas, sendo uma das formas mais prevalentes de doença mental (NEMEROFF; OWENS, 2002).
	Entre os fatores mais relevantes subjacentes ao TDM está o estresse na infância. A privação maternal (PM) em roedores é um modelo comportamental que mimetiza os traumas no início da vida das pessoas (IGNÁCIO et al., 2014). Em indivíduos com TDM, alguns estudos vêm observando um aumento de liberação de citocinas inflamatórias no sistema nervoso central (SONG et al., 2020). A espécie medicinal Centella asiatica (C. asiatica) vem sendo estudada por seu potencial efeito neuroprotetor e antidepressivo (WANG et al., 2020).
	Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento com extrato de folhas da espécie C. asiatica e seu composto ativo ácido madecássico sobre comportamentos tipo depressivos e mecanismos pró-inflamatórios em ratos submetidos a estresse de PM nos primeiros dias de vida.
	Metodologia
	Esta pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), da UNOCHAPECÓ, SC, sob o protocolo 002/CEUA/2021 e desenvolvida em parceria entre a UNOCHAPECÓ e a Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS).
	Os animais foram submetidos ao protocolo de PM nos dez primeiros dias de vida. Quando atingiram 60 dias de vida, os animais foram submetidos a um tratamento crônico de extrato de C. asiatica e ácido madecássico por 14 dias. A administração foi feita pelo método de gavagem. Os 60 animais foram divididas em 6 grupos (N = 10 cada grupo): Controle sem estresse + veículo (Controle sem estresse); PM + veículo (Estresse + Tratamento controle); PM + Escitalopram (Estresse + Tratamento controle positivo) 10 mg/kg; PM + Extrato de C. asiatica 30 mg/kg; PM + ácido madecássico 10 mg/kg.
	Foi realizado o teste de campo aberto, que avalia a atividade motora exploratória (RÉUS et al., 2013) e o teste de natação forçada que avalia o comportamento depressivo (PORSOLT et al., 2000). Após o último teste comportamental os animais foram submetidos à eutanásia por decapitação. Após a extração do cérebro, o hipocampo foi separado com base na descrição histológica de Paxinos e Watson (1986). Os níveis de IL-1β e IL-6 no hipocampo foram analisados através de kits ELISA de acordo com os protocolos dos fabricantes dos kits.
	Os resultados foram analisados através de ANOVA one-way, seguido do teste post-hoc de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
	Resultados e discussão
	Os efeitos da PM e dos tratamentos com C. asiatica, ácido madecássico e escitalopram nos parâmetros avaliados no teste de natação forçada estão ilustrados na figura 1. No protocolo de natação forçada a ANOVA de uma via revelou uma interação significativa no tempo de imobilidade, entre os grupos sem estresse e os grupos privados maternalmente e entre os tratamentos (F=9,4344; p < 0,0001). O teste Post hoc de Tukey revelou as seguintes diferenças estatísticas: A PM elevou significativamente o tempo de imobilidade (p < 0,002) no teste de natação forçada e os tratamentos com C. asiatica (p < 0,0007), ácido madecássico (p < 0,0002) e escitalopram (p < 0,002) reverteram o efeito da PM. A PM apresentou uma tendência de diminuição do tempo de natação, porém não houve diferença estatística significativa entre os grupos (F=3,15; p < 0,024784). Em relação ao tempo de natação foi indicado que o grupo PM apresentou menor tempo de natação em comparação ao grupo tratado com ácido madecássico (p < 0,03). Quanto à escalada no nado forçado, não houve diferença estatística significativa entre os grupos (F=0,59; p > 0,05).
	Teste de Natação Forçada
	Figura 1 - Efeitos do estresse de PM e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), ácido madecássico (10 mg/kg) escitalopram (10 mg/kg) sobre a os parâmetros de mobilidade no teste de natação forçada. Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média. **diferença estatística entre o Controle Salina e o PM Salina (p < 0,01); #diferente do PM Salina (p < 0,05); ##diferente do PM Salina (p < 0,01); ###diferente do PM Salina (p < 0,001).
	Como previsto, a PM exerceu efeito tipo depressivo nos animais, corroborando com a literatura científica (IGNÁCIO et al., 2017), e os tratamentos reverteram os comportamentos tipo depressivos no teste de natação forçada. Foi identificado que o grupo PM apresentou uma diminuição do tempo de nado em comparação ao grupo controle, porém esta diferença não teve significância estatística. O ácido madecássico aumentou significativamente o tempo de natação, quando comparado ao grupo PM salina. O ácido madecássico foi o tratamento que induziu o maior aumento no tempo natação.
	A PM e os tratamentos com C. asiatica, ácido madecássico e escitalopram não alteraram os parâmetros avaliados no teste de campo aberto. Tanto a PM quanto os tratamentos não induziram alterações significativas na atividade locomotora, avaliada através dos números de cruzamentos (F=1,89; p > 0,05) e levantamentos (F=1,14; p > 0,05) no teste do campo aberto .A atividade locomotora avaliada neste teste é um marcador importante do efeito sedativo ou estimulante dos tratamentos (GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009), portanto este resultado indica que os fármacos não induziram efeitos sedativo ou estimulante importantes que poderia interferir nos comportamentos de mobilidade dos animais.
	Os efeitos da PM e dos tratamentos com C. asiatica, ácido madecássico e escitalopram nos níveis da IL-1β e IL-6 no hipocampo estão ilustrados na figura 2. Houve uma interação significativa nos níveis de IL-1β (F=5,98 e p < 0,05) e IL-6 (F=6,06 e p < 0,01) entre os grupos. A PM elevou significativamente os níveis de IL-1β em comparação ao grupo controle (p < 0,02) e o tratamento com escitalopram (p < 0,007) e ácido madecássico (p < 0,05) reverteram o efeito da PM. O tratamento com C. asiatica diminuiu os níveis de IL-1β em comparação ao grupo PM-salina, porém não houve diferença estatística significativa entre os grupos (p > 0,05). Quanto ao nível de IL-6 o teste Post hoc de Tukey revelou as seguintes diferenças estatísticas: A PM elevou significativamente os níveis de IL-6 em comparação ao grupo controle (p < 0,009) e os tratamentos com C. asiatica (p < 0,02), ácido madecássico (p < 0,02) e antidepressivo clássico escitalopram (p < 0,009) reverteram o efeito da PM.
	Atividade da IL-1β e IL-6 no Hipocampo
	
	Figura 2 - Efeito da PM e dos tratamentos com C. asiatica (30 mg/kg), ácido madecássico (10 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) sobre os níveis de IL-1β e IL-6 no hipocampo. Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média. *diferença estatística entre Controle Salina e PM Salina (p < 0,05); **diferença estatística entre Controle Salina e PM Salina (p < 0,01); #diferente do PM salina (p < 0,05); ##diferente do PM salina (p < 0,01); ###diferente do PM salina (p < 0,001).
	A PM elevou significativamente os níveis de IL-1β em comparação ao grupo controle. Os tratamentos com escitalopram e ácido madecássico reverteram o efeito da PM. O tratamento com C. asiatica diminuiu os níveis de IL-1β em comparação ao grupo PM-salina, porém o resultado não chegou a um nível de significância estatística. De forma similar, a PM elevou significativamente os níveis de IL-6 em comparação ao grupo controle e os tratamentos com escitalopram, C. asiatica e ácido madecássico reverteram o efeito da PM.
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	O estresse de privação maternal nos primeiros dias de vida induziu um aumento significativo de comportamentos tipo depressivos na vida adulta. Os animais submetidos ao estresse de PM apresentaram um aumento significativo de citocinas inflamatórias, IL-1β e IL-6, no hipocampo, sugerindo que o estresse na infância induz neuroinflamação ao longo da vida. Os tratamentos com extrato da C. asiatica e composto ativo ácido madecássico, bem como o antidepressivo escitalopram reverteram ou reduziram os comportamentos tipo depressivos e os níveis das citocinas inflamatórias no hipocampo.
	Esses resultados sugerem fortemente que a espécie medicinal C. asiatica e seu composto ativo apresentam potencial antidepressivo e que a redução da neuroinflamação hipocampal é um mecanismo envolvido no efeito tipo antidepressivo da espécie.
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