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RESUMO

PEREIRA, F.S. efeitos de VARO1 sobre o comportamento do tipo depressivo
induzido por lipopolissacarideo (LPS) em ratos. Dissertagdo de mestrado,
Programa de pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal
do Para, Belém, 2020. 64p.

O Transtorno Depressivo Maior € uma doenga neuropsiquiatrica grave e
debilitante, caracterizada por humor deprimido, diminuicdo de interesses e
comprometimento da funcao cognitiva, que acomete cerca de 6 % da populacdo
mundial. Apesar de dispor diversos medicamentos para seu tratamento, s&o
todos direcionados a modulacdo do componente monoaminérgico atribuido a
sua patogenia. Tais medicamentos apresentam demora na geracdo de
beneficios clinicos, havendo frequentemente sintomas residuais permanentes. A
busca por agentes terapéuticos inovadores mais seguros e eficazes tem sido um
importante foco da pesquisa farmacolégica, abordando outros componentes
fisiopatoldgicos, como a neuroinflamacéo. As plantas medicinais, relevante fonte
de moléculas com potencial terapéutico, tém sido amplamente investigadas.
Diante disso, o presente projeto se propde a avaliar a atividade do extrato aquoso
liofiizado de Varronia multispicata (VARO1), sobre o comportamento do tipo
depressivo induzido por lipopolissacarideo (LPS) em ratos. Para isto, 32 ratos
(Rattus norvegicus) wistar, divididos em 4 grupos (n=8/grupo): BRANCO; LPS;
VAROL1 e padréo (FLX), foram tratados oralmente (gavagem) com salina (0,9%),
salina (0,9%), VARO1 (150 mg/kg) e Fluoxetina (20 mg/kg), respectivamente, a
cada 24 horas, por 6 dias. Trinta minutos apds a ultima administracdo oral,
receberam salina 0,9% (BRANCO) ou LPS (LPS, VAROl1 e FLX) por via
intraperitoneal. Ap6s 24 h, foram submetidos a avaliacdo comportamental
através dos testes do Campo Aberto, splash test e Nado Forcado. Os resultados
demonstram pela primeira vez que o VARO1 é capaz de reduzir o tempo de
imobilidade no teste do nado forcado, ndo promove alteragdo motora no campo
aberto e aumenta o tempo de grooming no splash test. Tais achados sé&o
indicativos, de que o VAROl é capaz de reduzir o comportamento tipo

depressivos associado a um processo neuroinflamatorio.

Palavras-chave: Plantas Medicinais; Varronia; Lipopolissacarideo; Depresséo.
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ABSTRACT

PEREIRA, F.S. effects of VARO1 on lipopolysaccharide-induced depressive
behavior (LPS) in rats. Master's Dissertation, Postgraduate Program in

Pharmaceutical Sciences, Federal University of Para, Belém, 2020. 64p.

Major Depressive Disorder is a severe and debilitating neuropsychiatric disease,
characterized by depressed mood, decreased interests and impaired cognitive
function, which affects about 6% of the world population. Despite having several
medications for their treatment, they are all aimed at modulating the
monoaminergic component attributed to its pathogenesis. Such drugs have a
delay in generating clinical benefits, and there are often permanent residual
symptoms. The search for safer and more effective innovative therapeutic agents
has been an important focus of pharmacological research, addressing other
pathophysiological components, such as neuroinflammation. Medicinal plants, a
relevant source of molecules with therapeutic potential, have been extensively
investigated. Therefore, this project aims to evaluate the activity of the freeze-
dried aqueous extract of Varronia multispicata (VARO1), on the behavior of the
depressive type induced by lipopolysaccharide (LPS) in rats. For this, 32 rats
(Rattus norvegicus) wistar, divided into 4 groups (n = 8 / group): WHITE; LPS;
VARO1 and standard (FLX), were treated orally (gavage) with saline (0.9%),
saline (0.9%), VARO1 (150 mg / kg) and Fluoxetine (20 mg / kg), respectively,
each 24 hours, for 6 days. Thirty minutes after the last oral administration, they
received 0.9% saline (WHITE) or LPS (LPS, VARO1 and FLX) intraperitoneally.
After 24 h, they were submitted to behavioral evaluation through the tests of the
Open Field, splash test and Forced Swimming. The results demonstrate for the
first time that VAROL is able to reduce the immobility time in the forced swim test,
does not promote motor alteration in the open field and increases the grooming
time in the splash test. Such findings are indicative that VARO1 is capable of

reducing depressive behavior associated with a neuroinflammatory process.

Keywords: Medicinal Plants; Varronia; lipopolysaccharide; Depression.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEPRESSAO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) € uma doencga neuropsiquiatrica,
grave e debilitante, com alteracées a nivel celular e molecular. E a mais comum
das patologias psiquiatricas, caracterizada por humor deprimido, diminuicdo de
interesses, comprometimento da funcéo cognitiva, déficit psicomotor e sintomas
vegetativos, como distarbios do sono ou apetite. O TDM pode apresentar uma
hereditariedade de aproximadamente 35% (WANG et al.,, 2015; FAKHOURY,
2016 ; OTTE et al., 2016 ; SHADRINA et al., 2018; SUH et al., 2019). Apesar de
tais fatores genéticos e biolégicos, que contribuem para essa condicdo, o perfil
socioecondmico, influéncia cultural e social, exercem papel fundamental para a
deflagracéo da depressao (KESSLER, 2013; KANG, et al 2018).

Sua prevaléncia global é de aproximadamente 6 %, destacando-se sua
propensdo a recorréncia e cronicidade, que o torna um grande problema de
salde publica em escala mundial (MALHI e MANN, 2018; KANG, et al., 2018). A
doenca se manifesta principalmente na transicdo da adolescéncia para a vida
adulta, sendo o primeiro episddio depressivo apresentado antes dos 20 anos
em cerca de 40% dos individuos (MALHI e MANN, 2018), aumentando a
probabilidade do surgimento de doencas cronicas seguido da néo realizacao do
tratamento ao longo da vida (DEAN, et al.,, 2017). Devido a esse padrdo de
manifestacéo, a depressao impacta negativamente em contextos cruciais para o
desenvolvimento pessoal, como no periodo escolar e desenvolvimento laboral,
comprometendo seu desenvolvimento e insercdo social (MATSUO, 2017). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) prevé que em até 2030, o transtorno
depressivo seja o principal contribuinte para a carga global de doencas (WHO,
2008).

As caracteristicas observadas no comportamento desses individuos, sao
acompanhadas de variacdes em aspectos clinicos com evidéncias de alteragcbes
morfofuncionais do encéfalo, com afinamento cortical em varias regides,

incluindo lobo frontal, lobo temporal, hipocampo, cortex pré-frontal, cortex
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cingulado anterior, cortex orbito-frontal, hipotalamo e corpo estriado (COFFEY,
1993; KUMAR, 2002; SUH, et al., 2019; BOKU, et., 2017). Além dessas
alteracdes macroscopicas, varias mudancas neurobiolégicas e moleculares

foram identificadas e sustentam as hipéteses da fisiopatologia do TDM.

1.2 FISIOPATOLOGIA DA DEPRESSAO

Apesar do crescente impacto que o TDM gera em todo o mundo, sua
fisiopatologia ainda permanece incerta. Varias hipéteses foram propostas para
sua origem e fisiopatologia, com frequéncia associada a compreensao do modo
de acdo dos farmacos antidepressivos (BOKU et., 2017). Partindo da teoria da
deplecdo monoaminérgica, atualmente sdo também exploradas a resisténcia de
receptores de glicocorticbides, a teoria glutamatérgica e a teoria
neuroinflamatéria (PAUL-SAVOIE et al., 2011; HAROON et al., 2012; ALBERT,
2012). A terapéutica farmacolégica do TDM, no entanto, ainda € centrado
basicamente na modulacdo da transmissdo sinaptica monoaminérgica
(FAKHOURY, 2016).

121 Hipo6tese Monoaminérgica

A hipétese monoaminérgica é a mais comum na tentativa de esclarecer a
fisiopatologia da depressdo e estd baseada nas evidéncias de que as
concentragbes de monoaminas como serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e
dopamina (DA) estdo diminuidas na fenda sinaptica, no contexto depressivo
(BOKU et al., 2018; FAKHOURY et al., 2016; DOMINGUEZ-LOPEZ et al., 2012;
SANACORA et al.,2009), sendo reforcada pelo fato de a maioria dos farmacos

antidepressivos terem como alvo componentes monoaminérgicos.

Uma variante dessa teoria, a teoria serotoninérgica afirma que uma
reducdo nos niveis de 5-HT aumenta os riscos de desenvolver um estado

depressivo e dentre as monoaminas, tem sido uma das mais estudadas na
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tentativa de desenvolver novas estratégias, dada a eficacia dos Inibidores
Seletivos da Recaptacdo de Serotonina (ISRS), além de serem o0s
antidepressivos mais prescritos (MANSARI, et al., 2010; BOOIJI et al., 2002).

Entre os achados que dao suporte a teoria serotoninérgica esta a
evidéncia de baixos niveis de 5-HT plaquetario em pacientes depressivos, antes
de iniciar o tratamento com ISRS. Isso foi também observado naqueles nao
responsivos ao tratamento com Paroxetina (Maurer-Spurej, 2007).
Adicionalmente, tem sido demonstrada a deplecéo dos niveis plasmaticos de L-
triptofano, precursor de 5-HT, associado a ocorréncia de sintomas depressivos
em 50-60% dos individuos (Booij et al., 2002; BOOIJ et al., 2005).

Os ISRS apresentam seletividade para o circuito serotoninérgico. A
Fluoxetina (FLX) foi o primeiro farmaco pertencente a classe e foi introduzido na
clinica para pacientes depressivos e outras doencas e transtornos mentais
(WONG, et al., 1995). Desde entéo, a FLX comecou a ser utilizada como padréo
ouro em modelos de comportamento do tipo depressivo (FERNANDES E
GUPTA, 2019; LU et al., 2017; ZHANG et al., 2012; MORAES et al., 2017).

A modulacdo do humor no estado depressivo promovida pela NA esta
concentrada na atividade dos receptores inibitérios a2- pré- sinaptico. Esses
receptores em desarmonia, promovem uma desrregulacdo do tdnus
noradrenérgico, desencadeando o quadro depressivo (SALGADO et al., 2012).
Esse dado é confirmado quando Gonzalez-Maeso (2002) evidencia que
pacientes com depressao que cometeram suicidio apresentam maior densidade
desses receptores do que o grupo controle, sugerindo o envolvimento dos
receptores de NA (NET) na fisiopatologia da depressdo.A DA € um
neurotransmissor que esta relacionado com modulagdes da concentracéo,
capacidade de sentir prazer, motivacéo, velocidade psicomotora, nos circuitos
neurais do SNC. AlteragBes nos niveis de DA disponiveis na fenda sinaptica,
compromete fungbes neurais influenciando a deflagragdo dos sintomas da
depressao, em partes, reguladas pela DA (DUNLOP E NEMEROFF, 2007).

Essa disfuncdo dopaminérgica, por muitas vezes, foi negligenciada e
ofuscada por pesquisas que focaram em demasia nos circuitos neurais contendo
5 —HT e NA (BOKU et al., 2018; FAKHOURY et al., 2016; DOMINGUEZ-LOPEZ
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et al., 2012; SANACORA et al.,2009), contribuindo dessa forma para evidenciar
que a teoria monoaminérgica se mostra simplista para esclarecer o transtorno
depressivo em sua totalidade (MANSARI et al., 2010).

Embora NA e DA exercam papel chave nessa hipotese, a concentracao
das evidéncias sobre o sistema serotoninérgico e a eficacia de ISRS, ganharam
grande destaque na terapéutica antidepressiva por induzirem um aumento do
nivel de 5-HT na fenda sinaptica por meio da inibicdo da recaptacdo nos
neurdnios pré-sinapticos exercida pelo receptor pré-sinaptico SERT, mantendo
0S niveis da neurotransmissao e consequentemente alterando positivamente o
humor depressivo (MANSAR]I, et al., 2010) No entanto, sintomas residuais como
comprometimento da motivagdo, concentragao e prazer podem permanecer por
estarem relacionados as concentracbes de DA ndo somente a farmacos
monoaminérgicos convencionais (DUNLOP e NEMEROFF, 2007).

122 Hipotese Neuroenddcrina

O estresse é classicamente conhecido por interferir na regulagdo do eixo
Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HPA). Quando um agente estimulador do estresse
como o Lipopolissacarideo (LPS), ativa o eixo HPA através dos neurbnios do
ndcleo paraventricular, o hipotalamo é estimulado para liberar o Fator Liberador
de Corticotrofina (CRF). Apés ativacdo, o CRF promove a ativacao do Hormdonio
Adrenocorticotréfico (ACTH) na adenohipdfise por meio da circulacdo
hipotalamo-hipofisaria (BOKU et al., 2018).

O ACTH segue para a circulacéo sistémica para exercer seus efeitos na
por¢cdo cortical da glandula adrenal para que sejam produzidos os
glicocorticéides (GC), elevando os niveis de GC no sangue e no liquido
cefalorraquidiano. Os niveis elevados de GC suprimem a liberacdo de CRF no
hipotalamo realizando o feedback negativo do eixo HPA que depende da
integridade do hipocampo, regido altamente sensivel ao estresse (KENDLER et
al., 1999; KALINCHUK, 2010; BOKU et al., 2018).
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No entanto, o TDM promove um bloqueio do feedback negativo do eixo
HPA, permitindo com que os niveis de GC permanecam elevados. Com isso, 0
estresse pode promover uma atrofia cerebral especificamente do hipocampo,
cortex e amigdala além da diminuicdo da sensibilidade dos receptores de GC,
regides que exercem papel chave na fisiopatologia da depressao (MACQUEEN,
2003; BOKU et al., 2018).

1.2.3 Hipotese Glutamatérgica

Deficiéncias do sistema glutamatérgico tem sido abordado em estudos
pré-clinicos e clinicos em individuos, como agente deflagrador do transtorno
depressivo (LENER et al., 2017; BERMAN, et al., 2000). Esses estudos tem
focado na busca de novos agentes terapéuticos que possam suprir a
necessidade resultante da néo eficiéncia dos farmacos que atuam no sistema
monoaminérgico (GERHARD, et al., 2016).

Um dos primeiros farmacos a atuar com um antagonista ndo competitivo
dos receptores N- Metil —D- Aspartato (NMDA) glutamatérgicos foi a cetamina,
apresentando um efeito antidepressivo em torno de 24 horas com uma dose
Unica intravenosa, permanecendo por um tempo significativo de 2 semanas,
contrapondo os ISRS que apresentam variacdo de eficacia de 2 a 4 semanas,
porém, a cetamina apresentou remissao dos sintomas em tempo semelhante
aos de sua eficiéncia (NICIU et al., 2015; GARCIA et al., 2008).

A caréncia de antidepressivos com intervencdes que abordem
diretamente alvos subjacentes ao circuito monoaminérgico, reforca uma
compreensao mais concreta da fisiologia dos receptores do tipo NMDA que séo
uma peca chave para compreender quais alvos podem ser atingidos na busca
de antidepressivos mais eficientes (BERMAN et al., 2000; ZARATE et al., 2003).

NMDA é composto por um tetramero com duas subunidades GIuN1 e
duas GIuN2 que regulam influxo de calcio e sédio e efluxo de potassio e que
possuem em suas subunidades canal mediado por ligantes e canal mediado por

voltagem. Além do mais, esses receptores apresentam um transbordamento
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extra-sinaptico, como liberacdo de glutamato (GLUT) pelas células gliais,

tornando a regulacéo dessa via mais rica e complexa (PAPOUIN, et al., 2012).

124 Hipotese Neuroinflamatoria

Evidéncias mais recentes sugerem que 0 processo inflamatdrio no
Sistema Nervoso Central (SNC) ou comumente chamado de neuroinflamacéao, é
uma hipétese a ser considerada para doencas e transtornos do sistema nervoso
central como observado na figura 1. Essa hipétese se fundamenta na reatividade
de células microgliais, células astrocitarias e oligodentrocitos, além de uma
expressiva reducdo da neurogénese hipocampal (TROUBAT et al., 2020;
GIRIDHARAN, et al., 2019; YIRMIYA et al., 2015; CARLESSI et al., 2019).

DEPRESSAO
(BRITES et al, 2015;
WOLFER et al, 2018)
LZHEIMER
(BAGeNSKY etal, 2017; ESCLEROSE |
HERRERA et al, 2000) LATERAL E MULTIPLA
(MAMMANA et .al. 2018
PARKINSON FAN et al, 2012)
(HENSLEY et al, 2010)
TRANSTORNO BIPOLAR
(WILMS et al, 2007)
AUTISMO
(BERNARDI et al, 2012) ESQUIZOFRENIA

(GAO et al, 2002)

Figura 1 doengas e transtornos envolvidos no processo neuroinflamatério com
estimulacao de células gliais. fonte: autor

As células gliais desempenham func¢des estruturais e homeostaticas no
SNC. Mais recentemente descobriu-se que elas também possuem importante
fung@o imunologica. Para tanto, quando estimuladas, assumem morfologia e
atividade diferenciadas, tornando-se fonte e alvo de mediadores pro-
inflamatoérios como IL-1B, IL-6 e TNF-a. Apesar de sua funcdo protetora,
dependendo da modalidade, persisténcia e intensidade da agressao, a resposta

neuroinflamatoria pode acarretar prejuizos ao SNC, favorecendo mecanismos
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de morte celular ou ainda pela inducdo da producdo de espécies Reativas de
Oxigénio (ERO’s) e Espécie Reativas de Nitrogénio (ERN). Este processo ainda
tem a capacidade de alterar a permeabilidade da Barreira Hematoencefalica
(BHE), permitindo, portanto, a migracdo de leucdcitos, citocinas e TNF-a da
periferia para a regido do encéfalo (CUSTODIO et al, 2013; O'CALLAHGAN,
2008).

1.3 LIPOPOLISSACARIDEO

O lipopolissacarideo (LPS), componente principal da parede celular de
bactérias gram-negativas, esta relacionado com a maioria dos disturbios
fisiopatoldgicos em infeccBes por gram-negativas (RIESTHCHEL et al, 1994,
TUIN et al, 2006). O LPS possui na sua por¢ao mais interna o lipideo A, além de
um polissacarideo formado por um nucleo (core) e antigeno O, formado por
varios terminais de séries repetidas de sacarideos.

O lipideo A é um glicolipideo responsavel pela toxicidade da molécula,
sendo composto por unidades dissacaridicas de glicosamina fosforilada ligadas
a varios acidos graxos de cadeia longa, que variam de acordo com a espécie
bacteriana. O core do polissacarideo € semelhante entre todas as espécies que
apresentam o LPS, no entanto, cada espécie apresenta unidades de repeticdes
do antigeno O diferentes (Figura 2) (BROOKS, 2000; SCHUSTER, 1982).

Figura 2 - a) desenho esquematico do lipopolissacarideo (LPS). A: antigeno O; B: core
do polissacarideo; C: glicosamina fosforilada; D: acidos graxos; E: lipideo A. Fonte: autor. b)
estrutura quimica do lipopolissacarideo. Fonte: RAETZ et al (2006).
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O LPS promove sua acéo através dos receptores Toll-Like, com especial
atencdo ao tipo 4 (TLR4). O reconhecimento do LPS é mediado por outras
moléculas como a proteina ligante do LPS (LBP) do inglés, (Lipopolysaccharide
Binding Protein), a proteina CD14 e proteina Mieldide Diferenciadora 2 (MD-2).
O complexo formado por essas proteinas, € dito como a principal forma de
reconhecimento do LPS. A ativacdo dos receptores TLR4 desencadeia diversas
vias de sinalizagéo, sendo a via do Fator Nuclear Kappa B (NFkB) a principal.
Uma vez ativado, NFKB migra para o ndcleo, promovendo a transcricdo de
diversos genes que participam de processos fisioldgicos e fisiopatologicos, além
de vias como MAPK (do inglés mitogen-activated protein kinase), AP-1 (activator
protein 1), STAT (signal tranducer and activator of transcription) IRF3 (interferon
(IFN)-regulatory factor 3) entre outras (RAETZ e WHITFIELD, 2002).

: LPS L8P
& [ ©

LPS/LBP
—
TLR-A
coia \ oMD‘z
L@ TRAM
1\\\'“9\‘ ‘\ e Citoplasma
myDss

Tmnxriiao Génica

Nucleo

Figura 3 - via classica da ativacdo dos recptores por LPS e a ativagdo da translocacao nuclear
do NFKB e de outros fatores de transcricdo. fonte: Cruz-Machado (2010)

131 LPScomo agente indutor de neuroinflamag&o em modelo de

comportamento depressivo

O LPS, como o maior fator de viruléncia das bactérias gram-negativas,

nao é facilmente neutralizado por anticorpos, dada a caréncia de especificidade.
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Esta endotoxina € capaz de ativar as células da cascata do complemento,
envolvendo mediadores inflamatérios, ativacdo plaquetaria, mastocitaria e
endotelial (LANGHANS, 1996), além de induzir os macrofagos a secretarem
citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a), oxido nitrico, interferons e
prostaglandinas ( DANTZER et al, 2001).

Ao ser administrado por via sistémica ou intracerebral, o LPS induz a
ativacdo microglial, elevando a expresséao de citocinas pro-inflamatorias. Em
resposta a expressao de citocinas, induz de forma dose-dependente, febre,

anorexia, reducao global na atividade exploratdria, diminuicdo da interacdo
social e prejuizos comportamentais (BERG et al., 2004; DANTZER et al., 2001).
Junto a resposta celular e liberacéo de citocinas, 0 comportamento do tipo
depressivo no modelo neuroinflamatério induzido pelo LPS, também é marcado
pela inducéo de enzimas proé-inflamatdrias, como a isoforma 2 da ciclooxigenase
(COX-2) e a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), e elevacao da producéo de
ERO’s e ERN’s, além da redugao da producao de neurotrofinas como o BDNF
SABEDRA-SOUSA et al, 2018).

A partir destas propriedades, o LPS tem sido utilizado como agente
neuroflogistico, proporcionando um modelo experimental neuroinflamacéo
associada a transtornos mentais (THIBEAULT et al, 2001; RIVEST et al, 2003).
Véarios grupos de pesquisa envolvidos em elucidar mecanismos
neuroinflamatérios presentes nas doencas e transtornos do SNC, tem utilizado
o LPS como agente indutor de neuroinflamacdo em modelos de depresséo
(ZHANG et al, 2012; ZHU, 2014; LEE, 2018; JIANG, 2017; SABEDRA-SOUSA
et al, 2018; BERKIKS et al, 2018).

132 LPS e ahipo6tese neuroinflamatéria

O Sistema Nervoso Central (SNC) relaciona-se com o sistema imune
pelos sistemas nervoso autbnomo e neuroenddcrino. Além disso, mudangas no
sistema imune, como estresse, podem afetar diretamente o SNC, aumentando o
risco de desenvolver alteragcbes emocionais como ansiedade e depressdo
(JEON e KIM, 2016; WEBER et al., 2017).
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A presenca elevada de citocinas pro-inflamatérias no fluido
cerebroespinal de pacientes com depressao tem sido amplamente demonstrada
(LEVINE et al, 1999), havendo também fortes evidéncias associando a ativacédo
microglial (SETIAWAN et al, 2015) e astrocitaria nestas alteracoes
comportamentais. Yun et al, (2018) demonstrou que a inibi¢ao astrocitaria reduz

0 comportamento tipo depressivo induzido pelo LPS.

Experimentalmente observa-se a manifestacdo de comportamento do tipo
depressivo, como é o caso do aumento do tempo de imobilidade em ratos no
teste do nado forcado apdés administracdo aguda ou cronica de LPS
(RODRIGUES et al, 2018; ZHANG et al, 2018), assim como na neuroinflamacgéo
induzida por estresse (YU et al, 2018; FERNANDES e GUPTA, 2019).

Além do comportamento do tipo depressivo, 0 modelo de neuroinflamacao
induzida por LPS também é marcado pela manifestagcdo de comportamento do
tipo ansioso, prejuizos cognitivos e de aprendizado em ratos, prejudicando ainda
a coordenacao motora (ZHAO et al, 2009; SABREDRA-SOUSA et al,2018; LEE
et al, 2018).

1.4 PLANTAS MEDICINAIS COMO FONTE DE NOVOS AGENTES
TERAPEUTICOS

Desde a Antiguidade, os seres humanos mantém uma relacdo de
dependéncia com a natureza, sendo ela a principal fonte de suprimento de suas
demandas, como alimentos, moradia, lazer e remédios. As primeiras evidéncias
acerca do manejo de plantas para fins medicinais sdo datadas em 2.600 a.C. na
regido da Mesopotamia, conservado sua relevancia até os dias de hoje (DAR et
al, 2017).

Mesmo diante de todo o desenvolvimento tecnoldgico, os produtos
naturais ainda constituem o mais importante celeiro de moléculas bioativas.
Apesar do deslumbramento com o desenvolvimento industrial no inicio do século
XX, os ultimos 30 anos tem sido marcado pelo crescente resgate do interesse
no uso de plantas medicinais, quer seja para a selecdo de moléculas com

potencial farmacologico ou para o desenvolvimento de fitoterdpicos e preparacao
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artesanais com validacao técnica e cientifica (DAR et al, 2017; GONULALAN et
al, 2019).

Estima-se que mais de 80% da populagéo de paises em desenvolvimento
fazem uso de plantas para fins terapéuticos. Isso se deve principalmente a forte
heranca cultural destes povos (SHANLEY et al, 2015); a substituicdo parcial de
drogas pelas terapias envolvendo extratos vegetais, uma vez que sao
economicamente mais acessiveis; e a preocupacao pelos efeitos adversos
ocasionados pelos medicamentos industrializados (SKALLI et al, 2019).

O proveito de extratos vegetais na clinica pode ser evidenciado em
diversos estudos, como conduzido por Karim (2018), que demonstrou efeito do
tipo antidepressivo de flavonoides de sweet violet (Viola odorata L). Kumar et al
(2019), por sua vez, evidenciou a eficacia do 6leo essencial de Isodon
melissoides (Benth.) H. Hara, em reduzir a producdo de citocinas pro-
inflamatérias no modelo de neuroinflamacado induzida por LPS. Figueird et al
(2011) demonstraram os efeitos neuroprotetores do extrato de Marapuama
(Ptychopetalum olacoides Bentham). O estudo de Berkiks et al (2018) reporta
que o extrato metanodlico de Thymelaea lythroides apresenta o potencial de
reprimir a resposta inflamatéria e comportamento depressivo de longa duracao
associado neuroinflamacéo em ratos adultos apds exposicao neonatal ao LPS.

A relacdo das atividades bioldgicas de plantas medicinais ho mundo
evidenciada nesses estudos, reforca a relevancia que o Brasil, em especial a
regido amazonica possuli, visto que é dotada de uma grande diversidade vegetal,
e representa uma vasta fonte para a pesquisa cientifica. A elucidacdo de
possiveis aplicacfes farmacologicas dos extratos obtidos a partir de espécies
vegetais inseridas na cultura medicinal amaz6nica, mostra-se um caminho

promissor na busca por agentes efetivos e mais seguros.

1.5 VARRONIA MULTISPICATA:

151 Aspectos botanicos, fitoquimicos e farmacoldgicos

bY

As plantas deste género inicialmente pertencentes a familia das

Boraginaceae, apresentavam Cordiaceae como uma subfamilia de
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Boraginaceae (JOHNSTON 1950; NOWICKE e MILLER, 1990; MILLER, 2007).
Relne cerca de 2.600 espécies, distribuidas em 130 géneros. Todavia,
evidéncias filogenéticas designaram Cordiaceae e outras subfamilias, ao nivel
de familia (GOTTSCHLING et al, 2001, 2005; MILLER e GOTTSCHLING, 2007).
A familia Cordiaceae é considerada monofilética e cosmopolita (TARODA e
GIBBS, 1986; MILLER e GOTTSCHLING, 2007), e abrange os géneros Coldenia
L., Cordia L. e Varronia P. Browne. Destes, somente as espécies de Cordia L. e
Varronia P. Br. possuem ocorréncia nativa no Brasil (CAVALHEIRO et al, 2003;
MILLER e GOTTSCHLING, 2007).

Varronia P. Browne, que era classificado como um subgénero de Cordia
L., foi recentemente redimensionado, com a promoc¢do do Varronia P. Br. ao
status de género. Apesar desta separacdo, Cordia continua sendo o maior em
namero de espécies de Cordiaceae, abrangendo cerca de 250 espécies com
distribuicdo pantropical (MILLER, 2001; MILLER e GOTTSCHLING, 2007). As
espécies deste género se concentram em regifes de clima tropical e subtropical,
principalmente na América do Sul e Central, india, Asia e Africa (MATIAS et al,
2010). No Brasil, se tem conhecimento de cerca de 45 espécies, predominantes
em planicies sazonalmente secas de floresta tropical (TARODA e GIBBS, 1986;
VIEIRA et al, 1994; MILLER, 2001).

Na medicina popular, algumas espécies do género Cordia, séo utilizados
na medicina tradicional mundialmente (IOSET et al, 2000; KUROYANAGI et al,
2001). A espécie Varronia curassavica Jacq., se destaca em Cordia, visto que
apresenta destague entre as outras espécies e interesse da industria
farmacéutica pelo farmaco Acheflan, utilizado como analgésico e anti-
inflamatério por meio do 6leo essencial extraido das folhas dessa espécie
(SANTOS e PINHO, 2012).

Estudos fitoquimicos revelam uma grande variedade de metabdlitos
secundarios presentes em Cordia, incluindo triterpenos, flavonoides,
sesquiterpenos (MENEZES et al. 2004), saponinas (SANTOS et al, 2003),
hidroquinonas (MANNERS, 1983) e quinonas (MENEZES et al, 2005). A
Varronia multispicata, também conhecida popularmente por “carucaa, maria-

preta, cha-de-caboclo e cavarucaa”, € uma espécie principalmente distribuida
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em areas abertas na regidao amazonica (VIEIRA et al, 1994; KUROYANAGI et al,
2003; FEUILLET, 2016), nos estados do Amazonas, Para e Rondbnia, e em
outras regibes do pais: nordeste (Alagoas, Bahia, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco), centro-oeste (Goias), e sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio
de Janeiro) (MATIAS et al, 2010; MELO, 2013).

Esta planta € de porte arbustivo, de frutos pequenos e avermelhados. Sua
inflorescéncia € vasta e séssil, com incapacidade de autofecundacédo, o que
compde um dos critérios de classificacdo para este género (MELO et al. 2013;
VIEIRA,1997). Na medicina popular, a V. multispicata apresenta alegacao de uso
como expectorante e no tratamento de contusdes, apesar de ndo existirem
estudos que validem estas indicacdes (KUROYANAGI et al, 2001). Em um dos
poucos estudos ja realizados, Da Silva et al (2010), avaliaram o potencial
antioxidante do extrato acetonico das folhas em relacéo ao seu conteudo fendlico
total. O extrato apresentou atividade antioxidante, porém menos expressiva que
padrao utilizado.

Ainda, outros grupos de pesquisas tém identificado a presenca
triterpendides como ursano, oleanano e dammarano (Cordianol A), a partir da
fracdo acetato de etila do extrato metandlico das folhas. A estas substancias
foram atribuidas potencial atividade anti-androgénica (KUROYANAGI et al,
2001, 2003). Das Gragas et al (2011), apontou o -cariofileno como o
sesquiterpeno volatil predominante no 6leo das folhas, inflorescéncia, hastes e
partes aéreas de V. multispicata.

Portanto, o estudo de drogas, extratos vegetais que possam recuperar o
estado depressivo através de um processo neuroinflamatorio, se torna essencial
para investigacdo de novas alternativas terapéuticas que possam reverter
quadros de doencas e transtornos que acometem o SNC. Para auxilio desses
estudos, modelos de indugéo de neuroinflamagéo por LPS foram consolidados

e permitem aproximacao de estudos experimentais com estudos clinicos.

Nesse contexto, o presente trabalho visa investigar o potencial terapéutico
do Extrato Aquoso de Varronia multispicata, tipica de regides de clima tropical e
subtropical, principalmente na América do Sul e Central, india, Asia e Africa.
(VIEIRA et al, 1994; MILLER, 2001). A espécie selecionada esta inserida na
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cultura medicinal amazoénica, sendo popularmente usada como anti-inflamatério,
antimicrobiano, antifungico, analgésico, tratamento do sistema digestivo,

respiratério, cardiaco, disturbios vasculares e sanguineos (MATIAS et al, 2015).

No entanto, ndo se tem estudos cientificos até hoje, que mostrem a
atividade de Varronia multispicata sobre o comportamento do tipo depressivo em
modelo de neuroinflamacdo. De forma a direcionar a investigacdo para a
hipétese neuroinflamatdria da depresséo, estudos desenvolvidos por nosso
grupo de pesquisa ja tém revelado que esta espécie apresenta atividade anti-

inflamatoria periférica e antinociceptiva (LOPES, 2019).

Figura 4 - arronia multispicata. A: ilustragdo da espécie. Fonte: Martius et al. (1987). B e C:
Florescéncia e folhas. Fonte: Herbéario UFP (2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar os efeitos do extrato aquoso liofilizado de Varronia multispicata
(VARO1) sobre o comportamento do tipo depressivo induzido por

lipopolissacarideo (LPS) em ratos.

2.2 ESPECIFICOS
e Avalia os efeitos do VARO1 sobre o comportamento dos animais em
campo aberto;
e Verificar seus efeitos sobre o comportamento de autocuidado;

e Avaliar a influéncia da droga sobre o comportamento de autopreservacgao.
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3 METODOLOGIA

3.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

O material vegetal foi legalmente coletado in locus no municipio de
Castanhal PA em uma éarea localizada a 01°18'25.63” de latitude e 47°45'18.01”
de longitude, sob o consentimento do proprietério. As Coordenadas geogréficas
foram obtidas por um aparelho de GPS (Global Positioning System). A
identificacdo botanica do material foi realizada pela parabotanica Silvana
Rodrigues Tavares do Herbario da EMBRAPA-PA, no qual a exsicata se
encontra depositada sob o registro IAN-188979.

3.2 PREPARACAO DO EXTRATO

O preparo do extrato aquoso liofilizado das folhas de V. multispicata foi
realizado pelo Laboratorio de Cromatografia Liquida (LABCROL/UFPA). As
folhas da planta foram cautelosamente selecionadas, lavadas em &gua corrente
e postas a secagem em estufa com fluxo de ar forcado (45 °C) durante 72 horas.

/ OBTENGAO DO EXTRATO AQUOSO LIOFILIZADO \

Folhas lavadas em Secagem em estufa Folhas secas e trituradas
4gua corrente de ar forgado (200g)

Extrato Aquoso
Liofilizado de Varronia
multispicata (18g) g
.- - —&)y—
Solugdo resultante, filtrada e Infusdo de 2 L de dgua
\ liofilizada destilada a 100°C, 30 min /

Figura 5 - fluxograma da obtenc&o do Extrato Aquoso de Varonia multispicata (VARO1). Fonte:
autor.

O material seco resultante foi pulverizado em um moinho de facas

obtendo-se 200 g de pulverizado, sequencialmente submetido a infusdoem 2 L

31




de agua destilada a 100 °C por 30 minutos. A solucéo resultante foi filtrada, e
posteriormente liofilizada (1 mba/-20 °C), obtendo-se 18 g de VAROL,

correspondendo a um rendimento de 9%, como mostrado na figura 7.

3.4 DROGAS

Nos procedimentos de avaliacdo da atividade biol6gica foram adotados o
Lipopolissacarideo (LPS; 3mg/kg; Sigma-Aldrich) de E.coli (055:B5) como
agente flogistico para inducdo do comportamento do tipo depressivo associado
a neuroinflamacéo; o Cloridrato de Fluoxetina (FLX; 20 mg/kg; Daforin®; EMS
Sigma Pharma LTDA), inibidor seletivo da recaptacéo de serotonina, como droga
padrdo; a Cetamina antagonista ndo competitivo dos receptores NMDA, e
Xilazina, anestésico agonista alfa-2 adrenérgico, para inducao de anestesia.

A adocéo do FLX como droga padrao se deve a sua capacidade de inibir
significativamente a ativacdo microglial induzida pelo LPS, bem como a

subsequente liberacdo de multiplos fatores pré-inflamatérios (Zhang et al, 2012).

O Extrato Aquoso Liofilizado de Varronia mustispicata (VARO01) foi
solubilizado em salina 0,9%, sendo adotada a dose de 150 mg/kg, dose efetiva
mediana identificada em estudo prévio de nosso grupo (LOPES, 2019) e sua
solucdo oral foi administrada diretamente no animal na concentracdo de
15mg/mL.

A via oral (v.0.) foi eleita para o tratamento com FLX e VARO1. Para o LPS
e anestesia (Cetamina+Xilazina) foi adotada a via intraperitoneal (i.p.). Todas as
solu¢Bes foram administradas em volumes de 0,1 ml para cada 100 g da massa

corpérea do animal.

3.5 ANIMAIS

O projeto foi aprovado pela comiss&o de Etica em Uso de Animais (CEUA)
da UFPA sob o parecer CEUA n° 2986170418 (ID 000858), seguindo aos critérios
de Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais. Os procedimentos

experimentais comportamentais e bioquimicos foram realizados no Laboratorio

32



de Farmacologia da Inflamacdo e do Comportamento (LAFICO) da Faculdade
de Farmécia da UFPA e em laboratérios parceiros.

Foram utilizados 32 machos da espécie Rattus norvegicus (wistar),
adultos jovens, com massa corporal entre 150 e 170 g, provenientes do Biotério
Central da UFPA.

Os animais foram alocados no Biotério da Faculdade de Farmacia da
UFPA e mantidos em gaiolas plasticas (39x32x16 cm), com 4 ratos por gaiola,
com forragdo de maravalha, sob condicbes padronizadas de temperatura
(22+1°C), exaustao, ciclo de luz claro escuro de 12h (claro iniciado as 06h). A

alimentacéo e agua foram disponibilizadas ad libitum.

3.6 MODELO DE NEUROINFLAMACAO
Os ratos foram randomicamente dispostos em 4 grupos (n=8
animais/grupo), conforme apresentado na tabela 1 e figura 6.

Grupo N Tratamento Oral Administracéo Intraperitoneal
BRANCO 8 Salina 0,9% Salina 0,9%
LPS 8 Salina 0,9% Lipopolissacarideo 3 mg/kg
VARO1 8 VARO1 150 mg/kg Lipopolissacarideo 3 mg/kg
FLX 8 Fluoxetina 20 mg/kg Lipopolissacarideo 3 mg/kg

Tabela 1 — Distribuicdo dos grupos experimentais.
BRC - Branco;
LPS - Lipopolissacaridio, Controle negativo;
VAROL1 — Varronia multispicata;
FLX — Fluoxetina, grupo padréo de tratamento.

O tratamento oral foi feito com canula orogastrica, de acordo com o grupo,
por 6 dias consecutivos (D1 — D6), em intervalos de 24 horas (adaptado de
Zhang et al, 2012; Kazak, 2017). Trinta minutos apds a ultima administracdo oral,
procedeu-se a administragdo i.p. de salina 0,9% (BRANCO) ou LPS 3,0 mg/kg
(LPS, VAROL1 e FLX) ( Zhu et al, 2015; Yao et al, 2015).

Passadas 24 horas da administracado i.p., deu-se inicio a avaliagdo dos

possiveis efeitos do VARO1 sobre o comportamento, a saber:
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e Avaliagdo comportamental - incluindo os testes do campo aberto,
splash test e nado for¢cado, dada a importante relagé@o reciproca entre o
SNC e o sistema imunoldégico, evidenciando alteracdes comportamentais
e neuroldgicas como Alzheimer e Depressao validadas por esses testes
(ZHU et al., 2015; MELLO et al., 2013).

24h

D1 —I— D2 D3 D4 D5 D6

3"

Yy
N: 8/Grupo
=== Tratamento VAR 01 e BRC
(v.0)

Grupos: e Adm LPS ( 3mg/kg) 30 min apds a
dltima adm oral.
BRC: SALINA (V.0.) Testes comportamentais:
* LPS:SALINA (V.O) + LPS (I.P) * Open Field
*  VARO1: VARO1 (V.O.) + LPS (I.P) * Forced Swimming

* Splash Test.

*  FLX:FLX (V.0.) + LPS (LP)

Figura 6 - desenho experimental do modelo de comportamento do tipo depressivo induzido por
LPS estudado. Fonte: autor.

3.3 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Os testes comportamentais foram iniciados 24 h apés a administracédo de
LPS, sendo realizados entre 11 e 15 h em uma sala de luminosidade baixa,

havendo habituacao prévia de pelo menos 1 h.

33.1 Teste do campo aberto (open field)

Originalmente descrito por Hall (1934), se baseia no principio de que os
roedores naturalmente tém aversdo a ambientes novos e abertos, e utiliza a
atividade exploratéria para inferir o grau de emocionalidade do animal em um
ambiente novo. Por meio dessa premissa, baseado no movimento do animal, é

possivel quantificar o comportamento do tipo ansioso através da atividade
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locomotora espontanea geral na arena. O aparato experimental trata-se de uma
arena quadrada de madeira de cor preta (LXPxA — 100cm x100 cm x40 cm) com
o topo aberto.

Parametros como a distancia total percorrida (quadrantes centrais e
periféricos); tempo de permanéncia no centro do aparato (tempo em que o
animal permanece nos quadrantes centrais da caixa); locomog¢do no centro
(distancia percorrida pelo animal nos quadrantes centrais); Rearing (nUmero de
vezes gue o rato se levanta sobre as patas traseiras, ficando perpendicular a
arena); Freezing (quando o animal permanece “congelado” ou imével sobre as
quatro patas e sua parte ventral ndo estd encostada na superficie da caixa) e
Grooming (tempo em segundos gasto com autolimpeza), foram contabilizados
apos o animal ser colocado no quadrante central do aparato, e observados

durante 05 minutos.

Antes de cada animal ser colocado no aparato, a arena foi limpa com
alcool a 70% para eliminar possiveis pistas e odores deixado pelo animal
anterior. No intervalo de cada animal na arena, foram permitidos 2 minutos para
qgue houvesse secagem completa por ventilacao para que se iniciasse o0 préximo
animal. A atividade do rato foi monitorada por video através de uma camera
posicionada acima da arena para ser analisados off-line com o software ANY-

mazeTM (Stoelting, EUA) por observacéo duplo-cego.

w00l

Figura 7 - Arena do campo aberto. fonte: autor
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332 Teste de borrifagem de sacarose (splash test)

Este teste avalia o comportamento anedonico, o autocuidado e o
comportamento motivacional dos animais. Consiste em uma borrifada
(pulverizacéo) de solucéo de sacarose 10% (0,35 mL por rato) na regido dorsal
do animal. Apés o esguicho, o animal é colocado em uma camara de observacao
(LxPxA — 60cm x 40 cm x 30 cm), sendo observados os movimentos de grooming
(autolimpeza) realizados pelo animal (figura 10) durante cinco minutos (SURGET
e BELZUNG, 2008; ISINGRINI et al, 2010; DUCOTTET et al, 2003). A reducéo
do comportamento motivacional e do autocuidado, caracterizado pelo aumento

da laténcia para o inicio e diminuicdo do tempo gasto com o autocuidado, sédo

considerados marcadores de comportamento do tipo depressivo (D’AUDIFFRET
et al, 2010).

Figura 8 - Movimentos de autolimpeza (grooming) iniciado a partir da pulverizacéo de
sacarose 10% no dorso de ratos. Na sequéncia, observam-se movimentos simétricos em forma
de elipse ao redor do nariz; movimentos unilaterais envolvendo uma pata, que alcancam até as
vibrissas; movimentos amplos bilaterais feitos simultaneamente; e movimentos prolongados de
autolimpeza do corpo. Fonte: Adaptado de Berridge et al (2015)

3.3.3 Teste do nado for¢cado (forced swimming test)

O teste descrito por Porsolt et al (1997) é fundamentado no
comportamento de autopreservacao dos ratos, que em situacdes de desespero,
como o nado, tornam-se imoveis apos intenso esforco fisico, realizando apenas
movimentos necessarios para ndo afundar. Este tempo de imobilidade é,
portanto, considerado como marcador de comportamento do tipo depressivo,
sendo este teste considerado padrdao ouro para avaliacdo de drogas

antidepressivas, que caracteristicamente reduzem este comportamento.
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O teste consiste em colocar os animais individualmente em um cilindro
acrilico (25 cm de altura e 10 cm de didmetro) contendo dgua a uma temperatura
entre 22 a 24°C. Os animais foram habituados no aparato por dois minutos e a
seguir avaliados quanto ao tempo de imobilidade (é o tempo em segundos em
gue o animal tem auséncia de comportamentos ativos como natacdo, saltos,
hearing ou mergulho), tempo de Hearing e quantidade de mergulhos, por um

periodo de 5 minutos (Figura 9).

Figura 9 - teste do nado forcado. Fonte: mind the graph (2019).

3.4 EUTANASIA

Apds a avaliacdo comportamental os animais foram anestesiados e

eutanasiados por deslocamento cervical.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados serdo expressos como média = erro padrao da
média. Para a andlise estatistica sera utilizada a anéalise de varidncia de uma via
(ANOVA), seguida pelo teste post hoc Holm-Sidak. Foram consideradas

significativas as diferencas com p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

411 Efeito do VARO1 sobre a atividade locomotora total no teste do

Campo Aberto

Quando submetidos ao campo aberto, teste realizado apds 24 horas a
administragcdo com LPS, observou-se que o LPS reduziu a deambulacéo dos
animais de forma significativa quando comparado ao grupo BRANCO. No
entanto, o tratamento com o VARO1 (150 mg/kg) reverteu significativamente
(***p<0,001) o efeito do LPS, aumentando a atividade locomotora no campo

aberto de forma equivalente ao grupo FLX (figura 10).
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Figura 10 — Efeito do VARO1 sobre a atividade locomotora espontanea de ratos no capo aberto,
no contexto do comportamento do tipo depressivo induzido por LPS. Resultados expressos como
média + EPM (n=8 animais/grupo) da distancia total percorrida durante 300 s em metros. ANOVA
de uma via seguido do post hoc de Tukey. Onde **p< 0,01 e ***p<0,001.
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4.1.2 Efeito de VAROL sobre o tempo de Freezing no teste do Open Field

A administracédo i.p. de LPS (3 mg/kg) promoveu um aumento significativo sobre
o tempo de freezing, quando comparado ao grupo BRANCO. O pré-tratamento
com VARO1 (150 mg/kg), no entanto, preveniu os efeitos induzidos pelo LPS,
levando o padrdo de freezing a niveis equivalentes ao grupo BRANCO e ao
padrao FLX (figura 12).
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Figura 11 - Efeito do VARO1 sobre a atividade no tempo de freezing em ratos no contexto do
comportamento do tipo depressivo induzido por LPS no campo aberto. Resultados expressos
como média + EPM (n=8 animais/grupo) do comportamento apresentado durante 300 s. *p <0,05
versus grupo LPS. ANOVA de uma via seguido do post hoc de Holme-Sidak.

413 Efeito do VARO1 sobre o comportamento de autolimpeza(grooming)

- Splash test.
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A borrifagem de solucéo de sacarose 10% no dorso dos animais estimula
0 comportamento de autolimpeza. Observou-se que a administracao do LPS (3
mg/kg; i.p.) reduziu significativamente (p < 0,05) esse comportamento em
comparacao com o grupo BRANCO. O efeito do LPS foi revertido pelo tratamento
com FLX (20 mg/kg). O tratamento oral com VARO1 (150 mg/kg), no entanto,

nao exerceu influéncia sobre os efeitos do LPS (figura 15).
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Figura 12 — Efeitos do VARO1 sobre o comportamento de autolimpeza no contexto do
comportamento do tipo depressivo induzido por LPS em ratos no splash test. Dados expressos
como média + EPM (n=8/grupo) do tempo de grooming apresentado no intervalo 5 minutos.
***pn<0,001 versus grupo LPS. ANOVA de uma via seguido do post hoc de Holme-Sidak.

414 Efeito do VARO1 sobre o tempo de imobilidade no nado forgcado

A administracéo i.p. de LPS (3 mg/kg) promoveu um aumento (p< 0,01)

do tempo de imobilidade no teste do nado forcado. O tratamento oral com
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VARO1, no entanto, mostrou-se eficaz em prevenir tal efeito, promovendo
comportamento equivalente ao grupo BRANCO nos animais. Observou-se ainda
que o efeito promovido pelo VARO1 se mostrou equivalente ao padrédo FLX (20
mg/mL) (figura 14).
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Figura 13 — Efeito do VARO1 sobre o tempo de imobilidade no teste do nado forcado em animais
tratados com VARO1 comparado ao grupo controle LPS no modelo de depressao induzida por
LPS. Os resultados foram expressos como média + EPM (n=8/ grupo) do nimero de groomings.
calculados por ANOVA de uma via seguido do post hoc de Tukey, onde ***p<0,001
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5 DISCUSSAO

O presente estudo fundamentou-se na hipétese de que o VAROL seria
capaz de inibir o comportamento do tipo depressivo em ratos submetidos a
administracdo de LPS (3 mg/kg). Apresenta, portanto, evidéncias cientificas
inéditas acerca da atividade da espécie vegetal amazbnica Varronia multispicata
sobre a locomocdo, comportamento emocional de autocuidado e
autopreservacao em modelos murinos. Nesse contexto, demonstra a capacidade
de seu extrato aquoso liofilizado de inibir o comportamento do tipo depressivo
induzido pela administragdo intraperitoneal de LPS, sem comprometer a

atividade locomotora dos animais.

A literatura cientifica tem demonstrado os efeitos comportamentais
induzidos pela administracdo sistémica de LPS para esclarecer sua realacéo
com o comportamento do tipo depressivo ( DUNN e SWIERGIEL, 2005; JIANG
et al, 2017; SABREDRA-SOUSA et al, 2018; LEE et al, 2018). Notoriamente, as
alteracdes comportamentais induzidas por esta endotoxina estdo relacionadas
com o tempo e, mais precisamente, o periodo de tempo de 24 h apos a
administracdo de LPS(OHGI et al, 2013; ZHU et al, 2015; YAO et al, 2015). Por
essa razao, adotamos esse recorte de tempo para nosso estudo, a fim de avaliar

o0 comportamento do tipo depressivo em ratos.

A selecdo da droga experimental e da dose originou-se de estudos
anteriores realizados por nosso grupo, que demonstraram a baixa toxicidade do
VARO1, bem como suas propriedades antinociceptiva e anti-inflamatoria, para as
quais apresentou dose efetiva mediana de 146,89 mg/kg (LOPES et al., 2019),
adotamos, por aproximacdao, a dose de 150 mg/kg como padréo para inicio dos
testes. A propriedade anti-inflamatdria significativa do extrato, frente ao contexto
neuroinflamatorio da depressédo, despertou a questdo sobre sua possivel
influéncia em processos inflamatdrios encefalicos e, consequentemente, seu
aproveitamento para o tratamento de doencas neuroinflamatérias, como a

depresséo.

Entre as manifestacdes clinicas apresentadas por pacientes depressivos,

assim como em reacg0es adversas promovidas pelo uso de medicamentos

42



antidepressivos estdo as alteracbes do sono, coordenacdo motora e nivel de
energia (MORENO,1999; MORAES et al., 2010). Por essa razao, a avaliacédo
comportamental foi iniciada abordando os efeitos do LPS sobre o
comportamento exploratério dos animais e a influéncia do tratamento com
VARO1 (150 mg/kg) sobre esse contexto. Essa analise € ainda fundamental para
evitar interpretacdes equivocadas e/ou resultados falso positivo, caso a droga
experimental possua a capacidade de alterar significativamente atividade

locomotora dos animais.

O LPS, quando administrado sistemicamente, desencadeia, além da
diminuicdo da exploracdo do ambiente, sinais de desespero e comportamento
anedonico (BERG et al., 2004). No teste do campo aberto, o grupo de animais
que recebeu LPS (3mg/kg; i.p.) apresentou reducdo significativa da
deambulacéo, reafirmando o padrdo de comportamento promovido pelo LPS
(KIRSTEN, 2015). A literatura cientifica demonstra que essa mudanca no
comportamento promovida pelo LPS, implica em eventos relacionados a
expressdo do Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF). A reducdo do
BDNF em estruturas limbicas com perfil atrofiado e o aumento de citocinas proé-
inflamatorias por células da glia em estruturas limbicas, incluindo o hipocampo,
cortex pré-frontal e amigdala, levam ndo sé a anedonia, mas a sintomas
depressivos como perda de prazer, desinteresse, medo, além de desencadear
um processo neuroinflamatério com intensa liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias como IL- 1B, IL-6 e TNF-a (DUMAN e MONTEGGIA, 2006;
CASTREN et al, 2007; VISMARI, 2008; DANTZER et al., 2001).

Nesse contexto, o pré-tratamento com VARO1l (150 mg/kg) reduziu
significativamente o prejuizo gerado pelo LPS, favorecendo uma deambulagéo
semelhante ao grupo BRANCO, que nao foi submetido ao agente flogistico.
Note-se ainda que o efeito promovido pelo extrato acompanhou o padrao de
atividade da FLX, droga padrdo para o tratamento da depressdo. Estudos
realizados por nosso grupo ja haviam demonstrado que o VARO1, quando
administrado isoladamente, ndo promove alteracées na atividade locomotora
espontanea no teste do campo aberto, tanto na faixa de dose explorada no
presente estudo quanto em doses elevadas (2.000 mg/kg) (LOPES et al., 2019).

Demonstraram, portanto, que o extrato, mesmo em dose mais de dez vezes
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maior que a utilizada no presente estudo, nado interfere no comportamento
exploratério dos animais, sua consciéncia ou em sua capacidade de execuc¢ao
de movimentos. Para além disso, o presente estudo vem demonstrar de forma
inédita, que o0 extrato ndo s6 ndo compromete o comportamento natural dos

animais como € capaz de reduzir o prejuizo locomotor induzido pelo LPS.

Outro parametro comportamental comprometido pelo LPS é o freezing,
que corresponde a conduta de imobilidade do animal sobre as quatro patas,
sendo que a parte ventral ndo esta encostada na superficie da caixa. Em nossos
experimentos, a administracdo do LPS (3 mg/kg; i.p.) elevou significativamente
o tempo de freezing dos animais, quando comparado ao grupo BRANCO. Tal
efeito pode estar relacionado a dose de LPS adotada, 3 mg/kg, visto que essa
dose é capaz de promover neuroinflamacdo, com inducdo da expresséo
citocinas proé-inflamatérias como IL- 1B, IL-6 e TNF-a no hipocampo, cortex pré-
frontal e amigdala (KAZAK e YARIM, 2017). A regido da amigdala, por exemplo,
esta envolvida com respostas emocionais, em especial as emocdes
desagradaveis, como o reflexo do medo, sintoma caracteristico da depressao.
Sabe-se que a resposta do congelamento é a reacdo de defesa mais comum
quando os ratos sdo expostos em situacdes perigosas e esta intimamente ligado
a regido do nucleo lateral da amigdala que esta alterada quando o animal se
depara com estimulos aversivos (ROZENTHAL et al., 2004 LANDEIRA-
FERNANDEZ et al.,2006).

Seguindo o contexto neuroinflamatério, alteracbes na amigdala, podem
estar diretamente ligadas a atividade do eixo HPA, sistema envolvido na
fisiopatologia da depresséo, ja que o estresse ativa esse eixo e dispara o sistema
limbico. Portanto, o aumento no tempo de congelamento do grupo LPS como
consequéncia de uma possivel resposta neuroinflamatéria, pode estar
relacionado com a desregulacdo da amigdala, ativacdo de células microgliais
além da ativacéo do sistema HPA.

O tratamento dos animais com VARO1l (150 mg/kg) reduziu
significativamente as alteracbes promovidas pelo LPS, trazendo o tempo de
freezing ao nivel do grupo BRANCO. Importante destacar também que o grupo

VERO1 apresentou comportamento equivalente ao padréo FLX.

44



Ainda em relacdo aos componentes de emocionalidade avaliados no teste
do campo aberto. A deambulacdo na area central da arena é um comportamento
evitado por ratos, quando submetidos a um ambiente novo, preferindo
permanecer na periferia do aparato, comportamento conhecido como tigmotaxia
(CAMPOS et al., 2013; HABR et al., 2011). No experimento realizado, observou-
se uma tendéncia de reducédo da deambulacdo dos animais do grupo LPS na
area central, em comparacao com o grupo BRANCO (dados nédo apresentados),
indicando um estado do tipo ansioso. O VARO1, em contrapartida, demonstrou
a tendéncia de normalizacdo da tigmotaxia (dados ndo apresentados),

ratificando os potenciais beneficios observados sobre o tempo de freezing.

Diante de tais evidéncias, a avaliacao voltou-se a testes mais especificos
para avaliacdo do comportamento do tipo depressivo. No teste de borrifagem de
sacarose (10%), mais conhecido como splash test, €& explorado o
comportamento de autolimpeza e autocuidado dos animais frente a percepcéo
do liquido viscoso sobre o pelo. Nessa condi¢do, os animais desenvolvem os
movimentos de grooming. Esse comportamento esta propriamente relacionado
a respostas motivacionais, sendo a sua reducédo, considerada como evidéncia
de anedonia (CASTREN et al, 2007).

O comportamento aned6nico, esta relacionado a atividade hipocampal,
além de envolver alteracdes em regides mesolimbicas e mesoestriatais que sao
influenciadas por variantes genéticas e agentes de agressdo, como o LPS
(STEIN, 2008; GARCIA et al., 2009; CASARIL, 2019). Neste contexto, como
esperado, observou-se que a administragdo de LPS (3 mg/kg i.p.) reduziu
significativamente o tempo de grooming, induzindo comportamento aneddénico

nos animais.

Diante deste contexto que tipifica manifestacdes clinicas da depresséao,
observou-se que o tratamento prévio com VARO1 (150 mg/kg) néo foi capaz de
alterar o prejuizo induzido pelo LPS, sugerindo que o extrato ndo promove
influéncia sobre o comportamento anedonico (LIEBERKNECHT, 2017). O
tratamento antidepressivo FLX, por outro lado, é capaz de reverter
eficientemente o comportamento induzido pelo LPS, o que corrobora com os

estudos de Schulz et al (2007) que demonstraram a elevagao do grooming diante
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do tratamento com o ISRS (FLX). A elevacdo do tempo de grooming também
tem sido relacionada a atividade agonista gabaérgica, fato observado por
Osborne (1993), evidenciando que o sistema gabaérgico pode estar

envolvido na resposta anedonica.

Aplicou-se ainda o teste do nado for¢cado, considerado o padréo ouro para
avaliacdo de drogas com potencial antidepressivo. A literatura aponta que o
tratamento sistémico com LPS produz altera¢cées marcantes no comportamento
diante do contexto aversivo do teste do nado forcado (JIANG, et al.,, 2017;
FAKHRAEI et al., 2018; ZHANG et al., 2018). ZHANG et al (2018) demonstraram
em seu estudo que, 24 horas apés a administracdo aguda ou cronica de LPS ha
evidente alteracdo comportamental, manifestando respostas do tipo depressiva.
Isso foi observado pelo aumento significativo do tempo de imobilidade dos ratos
submetidos a esse teste. Desta forma, o teste do nado forcado é fundamentado
na premissa de que o comportamento do tipo depressivo € capaz de ser
expresso por meio do aumento no tempo de imobilidade em situagbes de
desespero como a natacédo forcada (FAKHRAELI et al., 2018). Portanto, LPS
3mg/kg ao aumentar o tempo de imobilidade no nado forcado, confirma a

validacdo do modelo de depresséao proposto.

Embora nenhum modelo animal seja capaz de abranger todas as
caracteristicas referente aos sintomas depressivos que acometem os humanos,
o tempo de imobilidade através do nado forcado é até os dias de hoje, uma
ferramenta confidvel na triagem das propriedades antidepressivas de drogas
(FAKHRAEI et al., 2018).

No presente estudo, a administracdo do LPS (3 mg/kg) promoveu
elevacdo expressiva do tempo de imobilidade dos animais no teste do nado
forcado, tendo sido avaliado 24 horas apés a administracdo deste agente
flogistico. Esse resultado reafirma o comprometimento dos reflexos de
autopreservacado do animal, indicando um comportamento do tipo depressivo
subsequente ao processo neuroinflamatério induzido pelo LPS (BERG, 2003;
WANG, et al.,, 2019). Os animais pré-tratados com VARO1 (150 mg/kg), em
contrapartida, apresentaram comportamento semelhante ao grupo BRANCO,

promovendo potente inibicdo dos prejuizos gerados pela administragédo do LPS.
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Diante disso, o efeito promovido pelo tratamento prévio com VARO1 (150 mg/kg)

evidencia possivel atividade do tipo antidepressiva.

Lopes et al. (2019), como citado anteriormente, demonstrou a propriedade
anti-inflamatéria do VARO1, que foi capaz de inibir a formacdo de edema
associado a producéo de eicosanoides e citocinas. Mostrou-se também capaz
de inibir a migracdo leucocitaria e a producdo de oxido nitrico no modelo de
peritonite induzida por carragenina. O autor sugere ainda a modulagéo de
mediadores eicosanoides entre 0os possiveis mecanismos de acdo do extrato.
Considerando que o comportamento do tipo hiperansioso relacionado a
administracdo de LPS envolve a inducéo inflamatoria no sistema nervoso central,
0 conjunto destes achados corroboram com a hipétese de que o beneficio gerado
pelo VAROL sobre os prejuizos comportamentais induzidos pela administragéo
de LPS estejam relacionados a sua capacidade de modular processos
neuroinflamataorios. Tais indicacdes séo ainda reforcadas por suas propriedades
anti-inflamatérias, o que deve melhor investigado em pesquisas futuras, incluido
o estudo de seus efeitos sobre os marcadores de resposta celular (ativacéo
microglial) e humoral (expressdo de citocinas pro-inflamatérias) da inflamacgéo

central, bem como a influéncia sobre fatores neurotréficos e hormonais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstra pela primeira vez que o VARO1 foi capaz
de inibir o desenvolvimento de comportamento do tipo-depressivo em ratos
submetidos a neuroinflamacao induzida pela administracdo sistémica de LPS.
Reafirma ainda, que o extrato ndo promove prejuizos sobre a atividade
locomotora e exploratdria dos animais, garantindo assim, sua reprodutibilidade
em novos estudos. Estes dados evidenciam, que VARO1 apresenta potencial
como farmaco inovador, sendo necesséario, no entanto, o prosseguimento do
estudo para melhor caracterizacdo destas propriedades, bem como para
elucidacdo dos mecanismos subjacentes e circuitos neurais envolvidos na

depresséo.
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ANEXO - PARECER DO CEPAE UFPA

=& 1 UFPA Comissao de Etica no
=~ L Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITOS DO VARO01 SOBRE O PROCESSO NEUROINFLAMATORIO INDUZIDO POR
LIPOPOLISSACARIDEO {LPS) EM RATOS.", protocolada sob o CEUA n2 2986170418 (o ccoese), sob a responsabilidade de Enéas de
Andrade Fontes Junior e equipe; Felype da Silva Pereira; Enéas de Andrade Fontes Junior; Consuelo Yumiko Yoshioka e Silva;
Milton Nascimento da Silva - que envolve a producao, manutengao efou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta 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 Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
do Para (CEUA/UFPA) na reuniae de 24/05/2018.

We certify that the proposal "EFFECTS OF VAROL ON LIPOPOLYSACCHARIDE-INDUCED NEUROINFLAMMATORY PROCESS (LPS) IN
RATS.", utilizing 70 Heterogenics rats (70 males), protocol number CEUA 2986170418 (0 ooasss), under the responsibility of Enéas
de Andrade Fontes Junior and team; Felype da Silva Pereira; Enéas de Andrade Fontes Junior; Consuelo Yumiko Yoshioka e Silva;
Milton Nascimento da Silva - 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 Para
(CEUA/UFPA) in the meeting of 05/24/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 05/2018 a 03/2020 Area: Farmacologia da Inflamacao E do Comportamento - Lafico
Origem: Biotério Central ICB/UFPA

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 7 a 8 semanas N: 70
Linhagem: Rattus norvegicus/wistar Peso: 150al70¢9

Local do experimento: Laboratério de Farmacologia da Inflamagao e do Comportamento - LAFICO

Belé, 27 de maio de 2018

M2 U B, 7o, JM‘?QW J

Profa. Dra. Maria Vivina Barros Monteiro Profa. Dra. Vanessa Joia de Mello
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Para Universidade Federal do Para

Rua Augusto Correa, 01 - Reitoria {térrec) - Balrro Guamd. CEP 66075-110. Belém.Pard. - tek: 980412500
Hordrio de atendimento: 2¢ a 68 cas 18h &s 18h : e-mall: ufpa ceusPgmal.com
CEUA N 2906170418
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