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EPIGRAFE

“Mas iremos achar o tom
Um acorde com lindo som
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Outra vez 0 nosso cantar
E a gente vai ser feliz
Olha nés outra vez no ar
O show tem que continuar”
(CRUZ A., 2009)



RESUMO
CARDOSO, E. K. S. C.. EFEITO ANTINEUROINFLAMATORIO DO OLEO
ESSENCIAL DE Aniba canelilla (Kunth) Mez (Lauraceae) E SUAS
REPERCUSSOES SOBRE O COMPORTAMENTO DO TIPO DEPRESSIVO. 2024,
98 f, Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Para,
Para, 2024.

A neuroinflamagé&o € um processo que envolve a microglia, mediadores inflamatorios
e espécies reativas que podem gerar dano e morte neuronal, contribuindo para o
desenvolvimento de disfun¢des no sistema nervoso central (SNC), como a depresséo
e ansiedade. A espécie Aniba canelilla (Kunth) Mez (Lauraceae), conhecida como
casca preciosa, distribuida pela regido amazbnica, € reconhecida por suas
propriedades anticolinesterasica, ansiolitica, hipndtica e anticonvulsivante. O presente
estudo visou investigar o efeito do 6leo essencial de Aniba canelilla (OEAc) e seu
constituinte majoritario, 1-nitro-2-feniletano (1N2F), sobre um modelo de
neuroinflamacao induzida por lipopolissacarideo (LPS). Neste protocolo, ratos Wistar
machos (n= 50) foram tratados com OEAc, 1N2F, padrédo (fluoxetina) ou solucao
salina durante 7 dias seguidos, em intervalos de 24h. Apds 1 hora da ultima
administracdo, os grupos receberam LPS (0,5 mg/kg, via intraperitoneal). Apds 24h,
os animais foram submetidos a avaliagdo comportamental, através dos testes campo
aberto, borrifagem de sacarose e nado forcado. Foram ent&o coletados amostras do
hipocampo, cortex pré-frontal, estriado e amigdala para avaliacdo de parametros
estresse oxidativo (nitrito e malondialdeido) e citocinas pré-inflamatérias. Verificou-se
que o LPS diminuiu a deambulacgéo total, reduziu o tempo de autolimpeza e aumentou
o tempo de imobilidade no nado forcado. As alteracdes comportamentais foram
acompanhadas por aumento do fator NF-kB, IL-13, IL-6, nitritos e malondialdeido. O
OEAc e o 1N2F aumentaram a atividade locomotora, reduziram comportamento
anedonico no splash test e tempo de imobilidade no nado forcado. O efeito do tipo
antidepressivo esta associado ao efeito antineuroinflamatério do OEAc e 1N2F, ao

reduzir a concentracdo de NF-kB, IL-1p3, IL-6, nitritos e malondialdeido.

Palavras-chave: Aniba canelilla, 1-nitro-2-feniletano, neuroinflamacgéo, depressao,

plantas medicinais.



ABSTRACT
Neuroinflammation is a process involving microglia, inflammatory mediators and
reactive species that can cause neuronal damage and death, contributing to the
development of dysfunctions in the central nervous system (CNS), such as depression
and anxiety. The species Aniba canelilla (Kunth) Mez (Lauraceae), known as precious
bark, distributed in the Amazon region, is recognized for its anticholinesterase,
anxiolytic, hypnotic and anticonvulsant properties. The present study aimed to
investigate the effect of Aniba canelilla essential oil (EOAc) and its major constituent,
1-nitro-2-phenylethane (1N2F), on a model of neuroinflammation induced by
lipopolysaccharide (LPS). In this protocol, male Wistar rats (n = 50) were treated with
EOACc, 1N2F, standard (fluoxetine) or saline for 7 consecutive days, at 24-h intervals.
One hour after the last administration, the groups received LPS (0.5 mg/kg,
intraperitoneally). After 24h, the animals were subjected to behavioral evaluation
through open field, sucrose spray and forced swimming tests. Samples were then
collected from the hippocampus, prefrontal cortex, striatum and amygdala to evaluate
oxidative stress parameters (nitrite and malondialdehyde) and pro-inflammatory
cytokines. It was found that LPS decreased total ambulation, reduced self-grooming
time and increased immobility time in forced swimming. Behavioral changes were
accompanied by increased NF-kB, IL-1pB, IL-6, nitrites and malondialdehyde. OEAc
and 1N2F increased locomotor activity, reduced anhedonic behavior in the splash test
and immobility time in forced swimming. The antidepressant-like effect is associated
with the antineuroinflammatory effect of OEAc and 1N2F, by reducing the

concentration of NF-kB, IL-1j3, IL-6, nitrites and malondialdehyde.

Keywords: Aniba canelilla, 1-nitro-2-phenylethane, neuroinflammation, depression,

medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

O processo inflamatdrio € uma resposta imunologica a estimulos bioldgicos,
quimicos e/ou fisicos, que tem a finalidade de restaurar a homeostase do organismo,
através da inducdo e da regulacdo de componentes celulares e humorais
(ZWEIFACH, GRANT e MCCLUSKEY, 2014; CHEN et al., 2018). A inflamacao no
sistema nervoso central (SNC), chamada de neuroinflamacao, envolve a participacéo
de neurbnios, micrdglia, astrocitos e células sanguineas, além de infiltracdo de
leucécitos, liberacdo de mediadores inflamatorios e de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e nitrogénio (ERNS). (ABDULKHALEQ et al.,, 2018; CHEN et al., 2018).
Consequentemente, o excesso destas moléculas gera disfuncdo sinaptica, morte
neuronal e inibicdo da neurogénese, propiciando e contribuindo para disfuncoes e
degeneragbes do SNC como na doencga de Parkinson, de Alzheimer, na depresséao,
na esquizofrenia, no autismo e no transtorno bipolar (SHABAB et al., 2017).

Os modelos experimentais utilizando lipopolissacarideo (LPS), uma
endotoxina da parede celular de bactérias Gram-negativas, sdo eficazes para a
indugdo de neuroinflamagdo em animais, pois geram mecanismos oxidativos e
inflamatorios em regides encefalicas (LEE et al., 2018; KURACH et al., 2021). O LPS
ativa a microglia, via receptor Toll-like 4, iniciando cascatas de sinalizac&o e de varios
fatores de transcricdo como o fator nuclear kappa —B (NF-kB) (SHABAB et al., 2017;
ALZAREA et al., 2022). Nesse processo, ocorre a estimulacdo da producédo de
espécies oxidantes e mediadores pro-inflamatorios, principalmente fator de necrose
BNtumoral-a (TNF-a), interferon-gama (IFN-y), interleucinas (IL-1B, IL-6) e enzimas
oxido nitrico sintase (NOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2) (SHABAB et al., 2017; LI et
al., 2021; ALZAREA et al., 2022).

A partir destas propriedades, o LPS tem sido utilizado como agente
neuroflogistico, proporcionando um modelo experimental de neuroinflamacéo
associada a transtornos mentais (LI et al., 2021; ALZAREA et al., 2022). O LPS induz
comportamentos do tipo depressivo e ansioso, prejuizos cognitivos e de aprendizado,
anedonia, lentiddo psicomotora e prejuizo na interacdo social em murinos (BENSON
et al., 2017; ALZAREA et al., 2022). Esse comportamento € induzido pelo estresse
oxidativo, reducdo de fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e aumento de
citocinas em estruturas limbicas como hipocampo, cortex pré-frontal e amigdala
(KIECOLT-GLASER et al., 2015; LI et al., 2021; YAN et al., 2023). Nesse sentido,

estudos atuais baseiam-se nestes modelos neuroinflamatérios de indugédo por LPS
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para elucidacdo de novos farmacos que atuem no processo neuroinflamatorio,
melhorando a depresséao e ansiedade, principalmente a base de plantas medicinais.

A familia de arvores e arbustos Lauraceae € constituida por 52 géneros e
aproximadamente 3.500 espécies, que apresentam ocorréncia em regides tropicais e
subtropicais (ROHWER et al., 1993; SOUZA-JUNIOR et al., 2020). As espécies sio
utilizadas economicamente para fornecimento de madeira, extracdo de Oleos
essenciais e producdo de compostos quimicos (GOTTLIEB, 1972; BARBOSA et al.,
2012). Ja foram identificados cerca de 24 géneros e 411 espécies no Brasil, géneros
como Aniba, Nectandra, Ocotea, Licaria e Dicypellium sdo caracterizados pelos
aromas da extracdo de seus 6leos essenciais resinas e rico em compostos volateis
(QUINET et al., 2015; SOUZA-JUNIOR et al., 2020).

Algumas espécies da familia s&o utilizadas na medicina tradicional, como a
Aniba canelilla (Kunth) Mez (Lauraceae), uma arvore aromatica de odor caracteristico,
semelhante a canela, sendo conhecida popularmente como ‘casca-preciosa’ ou ‘falsa-
canela’ (PINTO et al., 1995; CARDOSO et al., 2022). E relatado a ampla utilizacio da
infusdo de suas folhas, cascas e galhos, sendo utilizada para o tratamento de
inflamacédo, dor, infeccdo, lesdo, ulceracfes intestinais e nauseas. Populacbes
indigenas a citam como calmante natural, possuindo atividade tranquilizante e
antidepressiva (DE ALMEIDA et al., 2013; BARBOSA et al., 2017; SOUZA-JUNIOR et
al., 2020).

Dessa forma, estudos envolvendo o 6leo essencial de A. canelilla, constituido
majoritariamente por 1-Nitro-2-Feniletano (1N2F), possui atividade antimicrobiana,
anti-inflamatéria, antinociceptiva, antioxidante, anti-hipertensiva, antiarritmica,
neuroprotetora, anticolinesterasica, ansiolitica, sedativa, anti-hipnética e
anticonvulsivante (DA SILVA et al., 2007; CARDOSO et al., 2022; VALE et al., 2013;
LAHLOU et al., 2005; SILVA et al., 2012; MESQUITA et al., 2012; INTERAMINENSE
etal., 201; OYEMITAN et al., 2013). Todavia, ndo ha estudos pré-clinicos relacionados
aos efeitos do Oleo essencial de Aniba canelilla (OEAc) e de seu constituinte
marjoritario  1-Nitro-2-feniletano sobre a neuroinflamacdo e alteracdes

comportamentais induzida pelo LPS.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Neuroinflamacéao

A inflamacéo é uma resposta imunoldgica a um estimulo agressor, baseada na
ativacdo coordenada e dinadmica de vias de sinalizacdo que induzem e regulam
componentes celulares, vasculares e humorais, visando restaurar a homeostasia
(ZWEIFACH, GRANT e MCCLUSKEY, 2014; CHEN et al., 2018). Sendo iniciada por
estimulos prejudiciais, como patdgenos, radiacdo, células danificadas e moléculas
toxicas (CHEN et al., 2018). Para isso, 0 processo inflamatério conta com alteracdes
de permeabilidade vascular, infiltracdo e acumulo de leucécitos como mondcitos,
neutroéfilos, macrofagos e células da cascata do complemento, que se apresentam em
sinais como vermelhidao, inchaco, calor, dor e perda de funcéo tecidual. Essas células
liberam moléculas inflamatérias como IL-18, IL-6, TNF-a, quimiocinas, 6xido nitrico
(NO), compostos lipidicos, prostaglandinas, EROS e ERNS (ABDULKHALEQ et al.,
2018; CHEN et al., 2018).

Em consoante, a inflamacdo no SNC acarreta consequéncias imunoldgicas,
fisioldgicas, bioquimicas e psicolégicas (SHABAB et al., 2017). Sendo um fator
etiopatogénico comum entre os distlrbios neuroldgicos, como doenca de Huntington,
acidente vascular cerebral, esclerose multipla, doenca de Parkinson, esclerose lateral
amiotréfica, epilepsia, doenca de Alzheimer, narcolepsia, ansiedade e depressao
(SHABAB et al., 2017; MISHRA et al., 2021). Frequentemente, estas respostas
neuroinflamatérias sdo ocasionadas por infec¢des, traumas, processos isquémicos,
lesBes, antecedentes genéticos, estimulacbes anormais, experiéncias passadas e
envelhecimento (SHABAB et al., 2017; LENG e EDISON, 2021). Suas caracteristicas
marcantes sdo 0 aumento de citocinas pro-inflamatorias, ativagcdo da microglia,
infiltracd@o periférica de leucdcitos e danos ao tecido nervoso. (WOORDBURN et al.,
2021).

Na neuroinflamacdéo, a célula-chave é a micréglia, célula residente do SNC, que
possui atividade estrutural e fisiologica, apresentando um perfil imunolégico frente ao
estimulo nocivo, semelhante ao macrofago periféerico (LENG e EDISON, 2021,
WOORDBURN et al., 2021). A ativacdo glial pode ser o resultado de um dano local
ou uma resposta a um dano sistémico (HURLEY e TIZABI, 2013). Este dano é
reconhecido pelos receptores de reconhecimento padrdo (PRR) presentes nas
membranas celulares das microglias, como por exemplo o receptor Toll-Like. Esses

RRP’s sao ativados por moléculas patogénicas, induzindo vias de transcricdo génica
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e iniciando a sintese de citocinas pré-inflamatérias (IL-18, IL-6 e TNF-a), interferons
Tipo | (IFN-I), quimiocinas (CCL2, CCL5, CXCL1), EROS, ERNS e de prostaglandinas
(DISABATO et al., 2016; MISHRA et al., 2021; MUZIO, 2021).

A progressédo e persisténcia da neuroinflamacd acarreta o rompimento a
barreira hematoencefalica (BHE) pelo aumento de moléculas reativas em excesso
(MISHRA et al., 2021; HEIDARI et al., 2022). Essa ruptura permite a infiltracdo de
leucocitos periféricos, como monaocitos, macréfagos, neutréfilos e células T, que
intensificam ainda mais a neuroinflamacéao (HEIDARI et al., 2022). Geralmente, esse
processo € autolimitante, porém a persistente ativacdo microglial intensifica a
producdo moléculas pro-inflamatérias e espécies reativas propiciando o
desenvolvimento de disfungdes e degeneragdes do SNC (LENG e EDISON, 2021).

2.1.1. MICROGLIA

A micréglia € uma das células responsaveis pela homeostase e comportamento
neural, chamada de macréfago residente do SNC (SHABAB et al., 2017). Estas
células representam uma proporcéo variada de 10-15% da populacao total de células
do cérebro (SUBHRAMANYAM et al.,, 2019). Em um estado saudavel, a microglia
expressa morfologia ramificada e monitora 0 microambiente sem perturbar o espaco
neurovascular (KWON e KOH, 2020; SHAO et al., 2022). Além disso, desempenha
atividades de remodelacdo de sinapses, manutencdo da homeostase da mielina e
liberacdo de fatores neurotréficos (KIM et al., 2015; KWON e KOH, 2020). Mas
também, sdo células imunes inatas responsaveis pela inflamacéo cerebral e, em sua
maioria, pelas doencas neurodegenerativas inflamatorias (SHABAB et al., 2017). Esta
funcdo imunolégica microglial é ativada por desregulagdo homeostatica, assim,
alterando sua morfologia, expressdo génica e funcionamento, proliferando-se e
migrando para a lesdo, onde fagocita os restos celulares ou células danificadas
(SHAO et al., 2022).

Essa alteracdo de funcionamento possibilita que a microglia ativada seja
classificada de acordo com seu perfil fenotipico expresso: M1 e M2 (Figura 1). O
fendtipo M1 é chamado de inflamatorio, associado a producdo de EROs e ERNSs,
citocinas pro-inflamatorias, proteases e migracdo leucocitaria, dessa forma
produzindo efeitos prejudiciais (BACHILLER et al., 2018; SUBHRAMANYAM et al.,
2019). Por outro lado, o perfil M2 regula a¢des anti-inflamatérias por meio da liberacao

de fatores tréficos e citocinas anti-inflamatérias, sendo liberado IL-4, IL-10, IL-13 e
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fator de crescimento transformador 8 (TGF-B) (BACHILLER et al., 2018). A micréglia
neuroprotetora libera mais fatores associados a neuroprotecdo e a cicatrizacao
tecidual, tais como Quitinase-3 (Chil3), Arginase 1 (Arg-1), CD206, fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e receptor 1 da classe Frizzled (Fzd1)
(SUBHRAMANYAM et al., 2019; KWON e KOH., 2020).

Fenétipo M1
’ Pré-inflamatéria ---> Danos ao redor
LY dos neurdnios
i IL-6, 1B, TNFa,
‘ -7 aumento de NO e EROs
sy ) .
T “ Anti-inflamatéria - - -> Reparagdo de tecido

MICI’Og'Ia e cicatrizagdo

IL-10, Arg-1, Chil3
Fenétipo M2

Figura 1. Perfil fenotipico expresso pela microglia. Abreviacdes: IL-6- interleucina 6; IL-1B3- interleucina
1B8: TNF-a- fator de necrose tumoral alfa; EROS- espécies reativas de oxigénio; NO- 6xido nitrico; IL-
10- interleucina 10; Arg-1- Arginase 1; Chil3- Quitinase-3.

Fonte: Adaptado de Subhramanyam et al. (2019).

Também é uma das fungdes imunoldgicas da micrdglia reconhecer padrdes
moleculares associados a patdégenos (PAMPSs) e padrdes moleculares associados a
danos (DAMPs) através de PRRs presentes nas membranas dessas células, dessa
forma, funcionando como uma célula apresentadora de antigeno (APC). Como
exemplo de PRRs presentes nas micréglias tém-se o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), receptor para produtos finais de glicagdo avancada
(RAGE), clusters de diferenciacdo-36 (CD-36), receptor Toll-like (TLR), receptor
scavenger, receptor Fc, receptores de complemento (CRs), receptores de quimiocinas
e de citocinas (MISHRA et al., 2021; SKRZYPCZAK-WIERCIOCH e SALAT, 2022).

2.1.2. RECEPTOR TOLL-LIKE 4
Os TLR’s séo pertencentes a familia dos RRP’s, a qual os humanos possuem
10 tipos (TLR1-10), que estdo distribuidos em células dendriticas, mondocitos,

macréfagos, microglia, astrocitos, ceélulas endoteliais cerebrais, endotélio de
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microvasos dérmicos, endotélio da veia umbilical e adipdcitos (SAMMER e NISSAR,
2021; SKRZYPCZAK-WIERCIOCH e SALAT, 2022). Sendo assim, possui uma
posicdo importante na defesa contra patdogenos ao identificar PAMP’s e DAMP’s,
como sinais exdgenos ou enddgenos, proteinas ou moléculas agregadas, células
mortas e restos celulares, assim ativando essas células e iniciando a reacao
inflamatéria (SHABAB et al., 2017; LENG e EDISON., 2021; MISHRA et al., 2021).

Para que a identificacdo do patdgeno seja eficiente, os TLR s&o divididos em
intracelulares (TLR3, 7, 8 e 9) e de membrana celular (TLR1, 2, 4,5, 6 e 10) (SAMMER
e NISSAR, 2021). Nesse sentido, o TLR4 é um receptor transmembranar expresso
nas micréglias que reconhece os PAMP's e DAMP's, detectados pelo dominio externo
de repeticbes ricas em leucina (RRL) dos TLR’s, ocasionando a homo ou
heterodimerizacao do receptor e ativando os dominios Intracelulares do Receptor Toll
/IL-1 (TIR), iniciando a cascata de sinalizacao. A partir disto, inicia-se o recrutamento
de moléculas adaptadoras como a MyD88 (proteina de resposta primaria de
diferenciacéo mieloide 88), que se liga ao dominio do TLR4 através da proteina MAL
(proteina semelhante a adotante MyD88) e TIRAP (proteina adaptadora contendo
dominio TIR) (SKRZYPCZAK-WIERCIOCH e SALAT, 2022; HEIDARI et al., 2022).

Como ilustrado na figura 2, o complexo TLR4-MyD88 (1) induz a ligacao de
quinases associadas ao receptor de interleucina (IRAK), como IRAK1, IRAK2 e
IRAK4, formando o complexo "myddosome”. As IRAK’s fosforiladas atraem o fator 6
associado ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAF6) para o myddosome, que
induz a quinase 1 ativada pelo fator de crescimento beta de transformacéo (TAKL).
Desse modo, a sinalizacdo pela TAKL (2) aumenta a expressao de ativadores de
transcricdo como complexo IkB quinase (IKK) que fosforilam o complexo de NF-
kB/IkB, proporcionando liberacdo NF-kB subunidade p50/p65 e sua translocacgao para
0 nucleo, ativando o fator de transcricdo NF-kB. Além disso, a quinase TAK1 (3) ativa
proteinas quinases ativadas por mitégeno p38 (MAPK's) e quinases jun N-terminais
(JNK’s) que elevam a expresséao de proteina ativadora-1 (AP-1). A ativacéo do fator
NF-kB e AP-1, induz regides reguladoras de genes pro-inflamatorios e leva a
transcricdo de mediadores pro-inflamatorios, como IL-1, IL-6 e TNF-a e enzimas, tais
como INOS e COX-2 (SKRZYPCZAK-WIERCIOCH e SALAT, 2022; HEIDARI et al.,
2022).
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Figura 2. Mecanismo de sinalizacao intracelular de receptores Toll Like 4. Abrevia¢des: TLR4- toll like
4; MyD88- proteina de resposta priméria de diferenciacdo mieloide 88; IRAK- quinases associadas ao
receptor de interleucina; TRAF6- fator 6 associado ao receptor do fator de necrose tumoral; TAK1-
quinase 1 ativada pelo fator de crescimento beta de transformacéo; IKK- complexo IkB quinase; NF-kB-
factor nuclear kappa B; MAPK's- proteinas quinases ativadas por mitdgeno p38; JNK’s- quinases jun
N-terminais; AP-1- proteina ativadora-1; TRIF- dominio receptor Toll/Interleucina-1- contendo interferon
B indutor de adaptador; TRAF3- fator 3 associado ao receptor de TNF; IKKi- quinase induzivel por IKK;
TBK1- quinase 1 de ligagdo ao TANK de serina/proteina-treonina; IRF3- fator regulador 3 do IFN.
TRAM- molécula adaptadora relacionada ao TRIF.

Fonte: Adaptado de Subhramanyam et al. (2019), Heidari et al. (2022), Krzypczak-Wiercioch e Salat

(2022).

Outro meio de reconhecimento pelos TLR's, especialmente pelo TLR3 e TLRA4,
€ a via dependente de TRIF (Dominio receptor Toll/Interleucina-1- contendo interferon
B indutor de adaptador). Nessa via de sinalizacdo (4; Figura 2), o TRIF ativado
estimula o fator 3 associado ao receptor de TNF (TRAF3), recrutando a quinase

induzivel por IKK (IKKi) e a quinase 1 de ligagédo ao TANK de serina/proteina-treonina
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(TBK1). Entéo, as quinases TBK1 e IKKi ativam o fator regulador 3 do IFN (IRF3), que
por sua vez induz a sintese de Interferon tipo I. Além disso, TRIF (5) associado a
molécula adaptadora relacionada ao TRIF (TRAM) e TLR4 podem interagir com
TRAF6 que desencadeia a translocagéo nuclear de fatores de transcricdo como a via
NF-kB e AP-1, induzindo a producéo excessiva de citocinas pré-inflamatérias que irdo
desencadear desequilibrio em outras células neurais (SKRZYPCZAK-WIERCIOCH e
SALAT, 2022; HEIDARI et al., 2022).

2.1.3. CITOCINAS

As citocinas sdo peptideos heterogéneos liberados por células do sistema
imunolégico, como mondcitos, macréfagos, linfocitos, microglia e astrocitos, na
inflamacéo, infec¢do e/ou alteragbes imunoldgicas e realizam a reparacéo de tecidos
danificados e a restauracdo homeostatica (KIM et al., 2015). Com isso, estas
moléculas sao diferentes entre si e atuam de diferentes formas em uma célula efetora,
de tal maneira que esse conjunto de moléculas engloba interleucinas (IL), interferons
(IFN), quimiocinas, linfocinas, TNF-a e a superfamilia do fator de crescimento
transformador de citocinas (TGF). Nesse sentido, podem ser classificadas em
citocinas proé-inflamatoérias que amplificam a inflamacé&o, como IL-1B, IL-6 e TNF-q, e
em citocinas anti-inflamatérias, que amplificam respostas inflamatorias, por exemplo
IL-4 e IL-10 (KIM et al., 2015). A partir disso, as citocinas irdo atuar na proliferagéo e
diferenciacdo celular, infiltracdo de leucdcitos, morte e sobrevivéncia celular em
diversas regides do organismo (SHABAB et al., 2017; HARSANY!I et al., 2023).

No microambiente do SNC, a ocorréncia de lesdo, isquemia ou infeccao ativa
as microglias, que induzem a superproducdo e liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, aumentando a concentragdo em 100 vezes em relacdo as condicdes
homeostéticas (KIM et al., 2015). Essa sinalizacéo inflamatoéria elevada desregula o
metabolismo e funcionalidade dos neurotransmissores por diferentes mecanismos,
como por exemplo, a agéo de IL-1B e TNF- a ativa a via da MAPK, aumentando a
recaptacdo de monoaminas como serotonina, dopamina e norepinefrina atraves de
estimulacdo de transportadores da membrana (MILLER et al., 2009; KIECOLT-
GLASER et al., 2015; GRYGIEL-GORNIAK et al., 2019).

Nesse cenario, o aumento citocinas IFN-y, IL-18 e TNF-a diminuiu
pronunciadamente os niveis de serotonina pela degradacéo do triptofano, atraves da

inducéo da via das quinureninas e da indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO). Além disso,
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a degradacdo de Triptofano pode exacerbar a excitotoxicidade glutamatérgica ao
produzir metabdlitos ligantes de receptor N-metil-d-aspartato (NMDA) e diminuir a
producdo de fatores neurotroficos, como BDNF, especialmente no hipocampo
(GRYGIEL-GORNIAK et al., 2019; KIECOLT-GLASER et al., 2015). De forma
semelhante, a estimulacao de IL-1B8 na producéo de prostaglandina E2, proporciona
a liberacao de glutamato pré e pos-sinaptico, induzindo o receptor NMDA, produzindo
a excitotoxicidade neuronal. Além disso, esse aumento altera os niveis de TNF-a
iniciando vias apoptoéticas ao ativar o receptor 1 do TNF (TNFR1) e recrutando a
caspase 8, levando a morte neuronal (LENG e EDISON, 2021).

As modificacfes neuroenddcrinas também ocorrem por elevacgao de citocinas
provocando a hiperatividade do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e falha do
feedback negativo de glicocorticoides (GC’s). Dessa maneira, os GC’s induzem a via
JNK e MAPK p38, ativando o fator de transcricdo NF-kB, alterando funcéo e expresséao
do receptor de GC'’s, ocorrendo a irresponsividade desses receptores, exacerbando a
producéo de respostas inflamatérias (KIECOLT-GLASER et al., 2015). Somado a isso,
IL-1B e TNF-a causam alteracao de permeabilidade da BHE por inducéo da expressao
de moléculas de adeséao, auxiliando a infiltracdo de leucdécitos e espécies reativas.
(SHABAB et al., 2017; GRYGIEL-GORNIAK et al., 2019). Por outro lado, as espécies
reativas também induzem a expressao de genes pro-inflamatorios pela via do NF-kB,
mantendo, assim, a interdependéncia entre o estresse oxidativo e a inflamacao
(BHATT et al., 2020; SHARAPOV et al., 2021).

2.2. Estresse Oxidativo

Os radicais livres sado gerados por processos metabdlicos biolégicos, como a
respiracao celular pelas mitocdndrias através da fosforilagdo oxidativa, ocorrendo a
redugcdo monovalente do oxigénio (Oz) na cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial (FEITOSA et al., 2018; TELEANU et al., 2022). Em niveis homeostaticos,
essas moléculas despenham o papel de segundos mensageiros em processos como
fagocitose, apoptose, fertilizacdo do o6vulo, regulacdo de expressao génica,
sinalizacao celular, crescimento, proliferacdo e diferenciagéo celular (BAKUNINA et
al., 2015; BHATT et al., 2020)

A partir de sua estrutura molecular, os radicais livres e espécies reativas podem
ser classificados como EROs e ERNs (FILOMENI et al., 2015; FEITOSA et al., 2018).

Desse modo, dentre as EROs tém-se superoxido (O2), hidroxila (OH"), perdxido de
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hidrogénio (H2032), peroxil (ROz2"), hidroperoxil (HO2"), hidroperoxidos lipidicos (LOOH)
e acido hipocloroso (HCIO) (FEITOSA et al., 2018). ERNS sdo compostas por 6xido
nitrico (NO"), Nitrito (NO2), didxido de nitrogénio (NO2), dinitrogénio trioxido (N203),
anion nitroxila (HNO) e peroxinitrito (ONOO") (FEITOSA et al., 2018). Devido os
elétrons desemparelhados, estas moléculas apresentam capacidade de doar seus
elétrons para outras moléculas causando reacfes em cadeia e, em niveis elevados,
danos oxidativos (FILOMENI et al., 2015; FEITOSA et al., 2018).

Em circunstancias normais, 0os processos metabdlicos produzem niveis altos
de espécies reativas que sao contrabalanceadas por um sistema antioxidante, com
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Dentre 0os enzimaticos, tém-se a enzima
superoxido dismutase (SOD) que neutraliza o superéxido em agua (H20) e peréxido
de hidrogénio (H2032), que é desprotonado pela catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx). Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo substancias capazes de neutralizar
radicais livres, como glutationa tocoferdis e ascorbato (FILOMENI et al.,, 2015;
FEITOSA et al., 2018). Contudo, quando o sistema antioxidante ndo é capaz de
neutralizar as EROs/ERNS, instala-se o quadro de estresse oxidativo, caracterizado
pelos altos niveis de espécies reativas. (FEITOSA et al., 2018; SHARAPOV et al.,
2021)

As espécies reativas possuem a capacidade de oxidar macromoléculas
biolégicas como lipidios, proteinas, RNA e DNA (SHARAPOV et al.,, 2021). A
peroxidacao lipidica causa danos estruturais a hidroperoxidos lipidicos (LOOH) das
membranas, gerando epitopos de oxidacdo, como o 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) e o
malondialdeido (MDA), que séo subprodutos citotoxicos e pro-inflamatérios
(BAKUNINA et al., 2015; TELEANU et al., 2022). A oxidacdo de proteinas também é
relevante, pois as proteinas oxidadas formam agregados citotéxicos, especialmente
em células neurais, que podem estar presentes em distlrbios como, por exemplo, na
doenca de Parkinson (TELEANU et al., 2022).

Curiosamente, o SNC é o mais suscetivel a danos oxidativos devido sua alta
atividade metabolica, consumindo 20% do oxigénio total (FEITOSA et al.,, 2018).
Ainda, possui baixa regeneracdo tecidual, como também baixos niveis de
antioxidantes enziméticos e ndo enzimaticos, acarretando a autooxidacdo dos
neurotransmissores e aminoacidos excitatorios. Além disso, a liberacdo de radicais

pode peroxidar as membranas neuronais ricas em acidos graxos poli-insaturados,



31

oxidar proteinas, acidos nucléicos e ativar a apoptose de células neurais (SHABAB et
al., 2017, FEITOSA et al., 2018; SHARAPOQV et al., 2021).

Intensificando o quadro, o estresse oxidativo e inflamacdo s&o processos
interdependentes e correlacionados. A partir da micréglia ativada ocorre
superproducao de EROs/ERNSs, que por sua vez, induzem a expressao de genes pro-
inflamatorios pela via do fator nuclear NF-kB, logo, amplificando as cascatas de
sinalizacdo intracelular. Entretanto, a alta geracdo de citocinas pré-inflamatorias
também estd relacionada com a reducdo de antioxidante enzimaticos e nao
enzimaticos (BHATT et al., 2020; SHARAPOQV et al., 2021). Além disso, as EROS
circundantes causam hipoatividade dos receptores NMDA, alteracbes de
interneurdnios gabaérgicos e degradacdo de neurdnios dopaminérgicos e
serotoninérgicos (BAKUNINA et al, 2015). De maneira semelhante as citocinas,
também estimulam a degradacéao do triptofano, pela via das quinureninas e pela IDO
(BAKUNINA et al, 2015). Por fim, o eixo HPA é regulado positivamente, levando a
maior producdo de EROs (BHATT et al., 2020).

Véarios mecanismos estdo envolvidos para producdo de EROS/ERNs no SNC,
principalmente a micréglia, que sustenta esse ambiente inflamatorio e oxidante,
contribuindo para alteracdes comportamentais (PICCA et al., 2020; BHAT et al., 2020).
Com base nisso, estudos comportamentais em modelos animais frequentemente
utilizam administracéo aguda de indutores neuroinflamatérios, como LPS, que ativam
essas células da glia, aumentando a superproducao de EROS/ERNS e citocinas pré-
inflamatorias (MILLER et al., 2009).

2.3. Lipopolissacarideo

O LPS é uma endotoxina predominante no folheto externo da parede celular de
bactérias Gram-negativas, capaz de desenvolver inflamacdo pronunciada no
hospedeiro. E um glicolipidio macromolecular constituido por um lipideo A,
polissacarideos centrais e repeticdes de antigeno O (Figura 3) (WANG e QUINN,
2010). Nessa estrutura, o lipideo A representa o constituinte hidrofébico do folheto
externo da membrana bacteriana, sendo constituida por &cidos graxos e uma
estrutura principal de unidades dissacaridicas de glicosamina fosforilada com cadeias
Acil conectadas, onde quatro grupos Acil estao ligados as posicoes 2, 3, 2' e 3' da
estrutura principal e os outros dois grupos as cadeias lipidicas. O lipidio A € o
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constituinte mais imunogénico da molécula e esta relacionado aos efeitos toxicos de
infeccdes bacterianas. (WANG e QUINN, 2010; PARK e LEE, 2013).
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Figura 3. Estrutura esquematica do LPS. A: antigeno O; B: core do polissacarideo; C: glicosamina
fosforilada; D: acidos graxos; E: lipideo A.
Fonte: Pereira (2020)

Na superficie da membrana externa, os polissacarideos centrais e as
repeticdes de antigeno O se encontram mais superficialmente na membrana externa
(WANG e QUINN, 2010). Esses polissacarideos centrais sdo relativamente
conservados nas bactérias, possuindo residuos de carboidratos heptose e KDO, que
nao estdo presentes em humanos. J& o antigeno O, é constituido por varias repeticdes
de copias de carboidratos, onde cada espécie bacteriana possui sua propria repeticdo
(PARK e LEE, 2013).

A molécula de LPS € um PAMP potente, sendo reconhecida pela ligacdo ao
receptor TLR4 dos organismos hospedeiros (Figura 4) (WANG e QUINN, 2010). No
SNC, o LPS é reconhecido principalmente pelo complexo receptor CD14/TLR4
expresso na microglia e nos astrocitos (BADSHAH et al., 2016). Para a apresentacao,
0 LPS é capturado pela proteina de ligacdo ao lipopolissacarideos (LBP) e transferido
para o cluster de diferenciagdo-14 (CD-14), que apresenta o LPS ao TLRA4.
Posteriormente, a ligacdo ao receptor TLR4 é realizada pela fenda hidrofébica na
proteina correceptora MD-2 que esta associada ao RRL do receptor, onde 0s grupos
Acil do Lipidio A do LPS s&o acoplados profundamente (PARK e LEE, 2013;
SKRZYPCZAK-WIERCIOCH e SALAT, 2022).
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Figura 4. Ligacdo do LPS ao receptor Toll Like 4. Abreviacdes: BP- proteina de ligagdo ao
lipopolissacarideo; LPS- lipopolissacarideo; CD14- cluster de diferenciacdo-14; TLR4- receptor Toll-like
4; MD-2- proteina acessoéria MD-2; MyD88- proteina de resposta priméria de diferenciacdo mieloide;
MAL- MyD88—proteina semelhante a um adotante; TRAM- molécula adaptadora relacionada a TRIF;
TIRAP- proteina adaptadora contendo dominio TIR; IRAK- cinase associada ao receptor de
interleucina-1.

Fonte: Adaptado de Krzypczak-Wiercioch e Salat (2022).

A formacdo do complexo LPS-TLR4-MD2 permite dimerizacdo dos dominios
TIR intracelulares, formando o "myddosome”, ativando via dependente de MyD88
(Figura 4). Desse modo, as vias recrutam outras moléculas adaptadoras e de
sinalizacdo, para induzir fatores de transcricdo de resposta inflamatoria, como a
producao de citocinas e quimiocinas, incluindo IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a, prostaglandina
E> (PGE 2), EROS, NO e interferons tipo | (PARK e LEE, 2013; SKRZYPCZAK-
WIERCIOCH e SALAT, 2022). Além disso, o LPS também induz a producdo do
inflamassoma, ativado em infeccBes microbianas, o qual € um complexo composto
pela NLRP3, ativadora de caspase 1, produzindo a maturagdo e secrecdo das
citocinas pro-inflamatérias IL-1B e IL-18 que podem se estender por todo organismo
(JEON et al., 2017).

Dessa forma, a administracéo do LPS altera a BHE através da modificacéo da
juncéo estreita pelo aumento de prostandides e NO, também ocorre dano ao endotélio
e degradacdo do glicocélice pelo aumento de TNF-a, ROS, MMPs e trombina
(VARATHARAJ e GALEA, 2017). Essa alteracdo da BHE permite influxo sinais

inflamatorios periféricos para SNC, acelerando a neuroinflamagdo. Nesse sentido,
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tanto a injecdo periférica quanto a central de LPS ativam a microglia, induzindo
respostas inflamatdrias para ocasionar comportamentos depressivos, que Sao
atingidos 24 horas apés a injecao, sendo frequentemente utilizado como agente
neuroflogistico para modelo de avaliagdo de neuroinflamacdo e comportamentos
associados a transtornos mentais e psiquiatricos (ALZAREA et al., 2022; YIN et al.,
2023). Os comportamentos frequentemente vistos sdo prejuizos cognitivos e de
aprendizado, anedonia, lentiddo psicomotora e prejuizo na interacdo social,
reproduzindo sintomas do tipo depressivo em ratos (HURLEY e TIZABI, 2013;
BENSON et al., 2017; LI et al., 2021; ALZAREA et al., 2022).

O comportamento do tipo depressivo esta associado a reducdo de BDNF,
ativacao de células da glia, aumenta a producdo de EROS/ERNs e de TNF-q, IL-1B e
IL-6 em estruturas limbicas relacionadas ao humor como hipocampo, cortex pré-
frontal e amigdala (KIECOLT-GLASER et al., 2015; LI et al., 2021; YAN et al., 2023).
Também, ha evidéncias de que o LPS pode induzir a ativacdo da enzima IDO e via da
quinurenina, gerando a catabolizagdo de triptofano, convertendo-o no subproduto
neurotoxico &cido quinolinico, agonista do receptor NMDA; além de aumentar a
expressdo de citocinas pro-inflamatdrias e alterar concentracdes de serotonina em
regides cerebrais, como hipocampo (JEON et al., 2017; RODRIGUES et al., 2018;
GARCEZ et al., 2020). Todos esses achados reforcam que o LPS é um forte indutor
de comportamentos semelhantes a depresséao, podendo ser utilizado como um indutor

desse transtorno em modelos animais.

2.4. Depressao

A depressao é uma doenca global com alta incidéncia e taxa de suicidio (YIN
et al., 2023). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2023), cerca 280 milhdes de
pessoas no mundo sofrem de depresséo, o qual cerca de 5% sao adultos, sendo mais
comum em mulheres. Globalmente, mais de 700 mil pessoas morrem por suicidio
todos os anos, sendo a quarta causa principal de morte entre adolescentes e adultos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023). Sendo assim, é caracterizado como um
problema de saude publica, pois é a causadora do aumento da mortalidade e
morbidade, disfuncéo laboral e gastos publicos em saude (BRITES e FERNANDES,
2015; YIN et al., 2023).

De maneira clinica, a depresséo ou transtorno depressivo maior (TDM) é um

transtorno neuropsiquiatrico multifatorial, que envolve fatores genéticos e ambientais
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(BRITES e FERNANDES, 2015). Suas caracteristicas clinicas frequentes séo falta de
interesse, baixa autoestima, culpa constante, pensamentos suicidas, mudanca
significativa de humor, dificuldades de concentragdo, falta de memoria, irritabilidade,
anedonia, distdrbios no sono e na alimentacdo e outras alteragbes emocionais
(LEONARD e MAES, 2012; LIA et al., 2020).

Nesse sentido, a regulacdo de comportamentos emocionais esta
principalmente relacionada ao circuito limbico-cortical-estriado-palidal-talamico
(LCSPT), responsaveis pela estabilidade emocional, modulagc&o da neurotransmissao
e neuroenddcrina (PLAZIDOU, 2012; HAMON e BLIER, 2013). Esse circuito consiste
na conectividade de estruturas como cértex pré-frontal (CPF) medial e orbital,
amigdala, giro cingulado, hipocampo, hipotdlamo, estriado ventromedial, nucleo
talamico ventral e globo pélido (DREVETS et al., 2008; HAMON e BLIER, 2013).
Alteracbes nessas conectividades, especialmente na conexdo CPF e estruturas
limbicas, como amigdala e hipocampo, estdo relacionadas a transtornos
comportamentais (PRICE e DREVETS, 2010; PLAZIDOU, 2012; HAMON e BLIER,
2013). De tal maneira, estudos demonstram que pacientes depressivos apresentam
hipometabolismo e disfuncdo no CPF e aumento da ativacao e desinibicdo em regides
limbicas, em especial na amigdala (PLAZIDOU, 2012; HAMON e BLIER, 2013).

Nestes circuitos neurais, 0s principais responsaveis pelas comunicag¢des sao
0S neurotransmissores, especialmente as monoaminas dopamina, noradrenalina e
serotonina, cada uma desempenhando fungdes especificas dentro da circuitaria do
SNC. A dopamina € associada ao desejo e recompensa, sendo sintetizada em
neurdénios dentro da substancia negra e area tegmentar ventral projetando-se até o
caudado-putdmen, nucleo accumbens e CPF. Enquanto a noradrenalina é produzida
pelo locus coeruleus, se estendendo para o tegmento lateral do tronco cerebral,
hipocampo, amigdala, cortex entorrinal, tdlamo e neocértex, sendo relacionado a
formacdo e fortalecimento de memoérias (KHROUD et al, 2022). A sintese de
serotonina acontece no nucleo de rafe para caudado-putamen, globo palido,
amigdala, prosencéfalo limbico e neocértex, auxiliando no comportamento e humor
(DE SOUZA et al., 2021; HAMON e BLIER, 2013).

Atualmente, a 'hipétese da depressao das monoaminas' € a mais aceita e se
baseia na deficiéncia de monoaminas, como causa da depressdo (PALAZIDOU,
2012). Diante disso, as bases fisiopatologicas da depressao estédo relacionadas a

diminuicdo de monoaminas, regulagcdo de neurotrofinas, irresponsividade aos
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receptores glicocorticoides, excesso de glutamato e aumento dos niveis de
glicocorticoides, sendo todos estes desbalanceados pelas vias inflamatérias e
oxidativas (BRITES e FERNANDES, 2015; RODRIGUES et al, 2018). A
neuroinflamacéo tem sido fortemente associada a sintomas do tipo depressivo, onde
€ relatado maior nimero e ativacdo da micréglia e aumento de citocinas, incluindo
TNF-a, IL-1B e IL-6, que ja foram encontrados em niveis altos no liquido
cefalorraquidiano e niveis séricos de pacientes com TDM e de pacientes com TDM
que cometeram suicidio (LIA et al., 2020; HARSANY et al., 2023).

Diversos estudos apontam que as citocinas IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-
17A, TNF- a, IFN e TGF-B1, estdo constantemente associados aos transtornos de
humor, distdrbios de sono, disfun¢ao cognitiva e comportamento depressivo (MILLER
et al., 2009; GRYGIEL-GORNIAK et al., 2019; BHATT et al., 2020; HARSANY! et al.,
2023). Na amigdala, cortex pré-frontal medial, cortex cingulado dorsal, hipocampo e
insula ja foi demonstrado alteracfes inflamatérias em modelos de depressdo animal
e diminuicao da conectividade das areas cerebrais responsaveis pelo processamento
emocional, como o cortex cingulado anterior sublingual e amigdala (GUO et al., 2023).
Além disso, as citocinas contribuem para o dano as células gliais em regifes cerebrais
relevantes para o humor, como o cortex pré-frontal e a amigdala (KIECOLT-GLASER
et al., 2015).

Os mecanismos com que a neuroinflamacao contribui para o desenvolvimento
de comportamentos depressivos sdo através da desregulacdo do funcionamento do
eixo HPA causada pelas citocinas pro-inflamatorias, através da irresponsividade dos
receptores GC’s aos seus agonistas. Em vista disto, a resisténcia desses receptores
que estdo fortemente expressos no hipocampo, produz atrofia dendritica e
deflagracdo da expressao do BDNF nas regides do hipocampo e corticais, bem como
inibicdo do feedback negativo de secrecdo de cortisol. Além da persisténcia
inflamatoria causar resisténcia de receptores GC’s, ainda induz a JNK e MAPK p38,
ativando fatores de transcricdo como NF-kB e exacerbando a inflamacéo (KIECOLT-
GLASER et al., 2015; JESULOLA et al., 2018).

Ademais, as citocinas e as EROs aumentam a expresséo e ativacdo da enzima
IDO, degradando o triptofano, produzindo metabdlitos citotdéxicos e diminuindo
serotonina (RODRIGUES et al., 2018). Vale-se destacar, que as EROS também sé&o
produzidas como subprodutos da atividade da monoamina oxidase, responsavel pela

degradacéo dos neurotransmissores monoaminérgico (BAKUNINA et al., 2015). Além
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disso, ha altos niveis de biomarcadores de estresse oxidativo no SNC de paciente
depressivos, como MDA e 8-hidroxideoxiguanosin, juntamente com atividade
enzimatica antioxidante significativamente reduzida (BAKUNINA et al., 2015; BHATT
et al., 2020).

Nesse sentido, em virtude dos mecanismos patolégicos descritos, a procura
por terapias que cessem ou amenizem 0s prejuizos no SNC tém sido uma das
principais buscas entre o meio cientifico. Além disso, os efeitos adversos causados
pelo uso de antidepressivos prejudicam a adesdo ao tratamento, acarretando na
buscam plantas medicinais como alternativa de tratamento pelos pacientes. Dessa
forma, algumas plantas constituidas de saponinas, polifendis, alcaloides,
monoterpenos, triterpendides, acidos graxos e flavonoides demonstraram eficacia
semelhante a antidepressivos em modelos in vivo ou in vitro (MARTINS e S, 2018;
FAJEMIROYE et al., 2016). Diante disto, € comprovando que plantas medicinais
podem ser uma alternativa terapéutica para condicfes do SNC (FAJEMIROYE et al.,
2016).

2.5. Plantas medicinais

As plantas medicinais sao parte essencial do conhecimento tradicional de uma
cultura ou de um grupo étnico (HEINRICH et al., 1998; CABALLERO-SERRANO et
al., 2019). Sendo a medicina tradicional uma pratica secular de cuidados em saude, a
qual é transmitida oralmente pelas geracfes e pelas comunidades, seus usos e
estudos acompanham a evolucdo da civilizacdo até os dias atuais (BALUNAS e
KINGHORN, 2005; KARUNAMOORTHI et al.,, 2013). As primeiras moléculas
farmacoldgicas isoladas sao originadas de espécies vegetais, como a morfina advinda
do oOpio extraido da Papoula somniferum e a salicilina retirada das cascas da Salix
alba no século XIX, a busca de moléculas bioativas a base de espécies vegetais se
mantém como foco de pesquisa até hoje para o desenvolvimento de novos farmacos
(BALUNAS e KINGHORN, 2005).

De fato, a maior parte dos medicamentos atuais possuem origem vegetal, uma
vez que cerca de 60% dos que estdo disponiveis atualmente advém de compostos
naturais; bem como, o uso de substancias naturais chega a cerca de 50% dos
tratamentos clinicos, demonstrando a forte influéncia e segurangca nos compostos
originados de plantas medicinais (GAO et al., 2023). Tal uso e eficacia se deve a fonte

Gnica e renovavel de constituintes que as espécies vegetais oferecem, possibilitando
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descobertas de novas moléculas ativas, sendo até mesmo o inicio para modificacao
qguimica de um novo medicamento (SEN et al., 2014). Esses constituintes quimicos
nada mais sdo do que metabdlitos secundarios gerados pelas vias metabdlicas das
plantas, possuindo atividades biolégicas e alto valor de utilizagdo na indUstria
farmacéutica, alimenticia, de perfumaria e agroquimica (LI et al., 2020)

Além do desenvolvimento de farmacos sintéticos, atualmente as plantas
medicinais séo utilizadas na medicina alternativa e complementar para o tratamento
de doencas, denominada de fitoterapia. Diante disso, a fitoterapia é baseada no
conhecimento popular e na pesquisa cientifica, contribuindo para o tratamento de
doencas com racionalidade e seguranca, desenvolvimento econdmico e sustentavel,
além de possuir baixo custo promovendo o acesso a populacdo em vulnerabilidade
econOmica (BRUNING et al., 2012; LEITE e CASTILHO., 2021).

Apesar da fitoterapia ser uma atividade milenar, ela foi desqualificada em
detrimento do avanco dos medicamentos sintéticos, sendo utilizadas apenas em
isolados de plantas (FIGUEIREDO et al., 2014). Apenas em 1987, a Organizacéo
Mundial da Saude a reconheceu como recurso terapéutico pelo baixo custo e acesso
pelos paises em desenvolvimento, incentivando-0s a incorporarem em seus sistemas
de saude (BRUNING et al.,, 2012; LEITE e CASTILHO., 2021). A partir desse
reconhecimento, no Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS) implantou a prética
sustentavel e racional da fitoterapia, visando alcancar o acesso da populagdo geral de
maneira segura e ampliando as possibilidades de tratamento (FIGUEIREDO et al.,
2014; LEITE e CASTILHO, 2021).

Para isso, foi legitimada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, pelo decreto n°. 5.813, de 22 de junho de 2006, para garantir 0 acesso
de todos a fitoterapicos e plantas medicinais (BRASIL, 2006; BADKE et al., 2012;
FIGUEIREDO et al., 2014). No mesmo ano, foi regulamentado a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares no SUS (PNPIC) por meio da portaria do
Ministério da Saude GM/MS n° 971, a fim de implantar a fitoterapia, homeopatia,
acupuntura, crenoterapia e medicina antroposofica nos servigcos de saude publicos
(BRASIL, 2006; FIGUEIREDO et al., 2014).

A implementacdo dessas politicas representa comprovacdo e relevancia
cientifica da eficacia e seguranca de plantas medicinais no Brasil, propondo
alternativas e nao limitando o tratamento de doencas ao uso de medicamentos

sintéticos, que reproduzem reagfes adversas significativas, de altos custos e pouco
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acessiveis (BRUNING et al.,, 2012; FIGUEIREDO et al., 2014). Além disso, a
fitoterapia promove a valorizacdo do conhecimento tradicional miscigenado de origem
africana, indigena e europeia sobre terapéuticas que o Brasil possui (LEITE e
CASTILHO, 2021). Considerando que atualmente cerca de 82% da populacao
brasileira utiliza produtos a base de plantas medicinais, € importante estudar espécies
vegetais disponiveis e seus constituintes quimicos possibilitando novas alternativas

de tratamento mais eficazes e segurancas (LEITE e CASTILHO, 2021).

2.7. Familia Lauraceae

A Familia de arvores e arbustos Lauraceae é constituida por 52 géneros e com
aproximadamente 3.500 espécies, que apresentam ocorréncia em regides tropicais e
subtropicais (ROHWER et al., 1993; SOUZA-JUNIOR et al., 2020). S&o arvores de
médio a grande porte, com altura até 8 metros, didametro entre 1 a 5 centimetros,
algumas sdo semelhantes a arbustos e pequenas arvores (RIBEIRO et al., 1999).
Foram identificados cerca de 24 géneros e 411 espécies no Brasil (QUINET et al.,
2015). As espécies da familia Lauraceae sdo frequentemente utilizadas pela madeira,
canela, polpa de frutas, gordura de sementes e aroma de seus 0leos essenciais,
utilizados na construcdo civil e industria alimenticia, farmacéutica e de perfumaria
(GOTTLIEB, 1972; BARBOSA et al., 2012). Géneros como Aniba, Nectandra, Ocotea,
Licaria e Dicypellium s&o produtoras de Oleos essenciais e resinas de compostos
volateis e algumas espécies possuem atividades bioldgicas ja relatadas (SOUZA-
JUNIOR et al., 2020).

Nesse contexto, 0 género Nectranda sp. esta associado a propriedades anti-
inflamatdrias, analgésicas e antimicrobianas devido ser constituido de alcaloides,
lignoides, flavonoides, cumarinas, xantonas, esteroides, terpenos, entre outros
(GRECCO et al., 2016). Como também, o OE do género Ocotea sp. € composto de
enilpropandides, monoterpendides e sesquiterpendides, com atividade analgésica,
anti-inflamatoria, citotoxica, antimicrobiana e acao depressora do SNC (DA SILVA et
al., 2017; PASSOS et al., 2022). De maneira semelhante, o género Licaria sp. é rico
em cariofileno, monoterpendides, fenilpropandides e  sesquiterpendides,
desempenhando atividade antioxidante e antiplaquetéria (ALCANTARA et al., 2010;
XAVIER et al., 2021). Seguindo a linha dos géneros anteriores, os OE’s do género

Dicypellium sp. sé@o constituidos, em sua maioria, principalmente por eugenol e
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metileugenol, fenilpropanodides e sesquiterpenos (ALCANTARA et al., 2013; ZOGHBI
et al., 2013).

Além destes, as 48 espécies do género Aniba sp. sdo destaque na alta
producdo de OE aromaticos extraidos em todas as suas partes constituintes e estdo
50% concentradas na Amazoénia Brasileira (XAVIER et al., 2021). Os metabdlitos
secundarios encontrados no género Aniba sp. sdo benzofenonas, pirenos, alilfendis,
neolignanas, alilbenzenos, terpenos e flavonoides que oferecem importantes
propriedades bioldgicas (MORAIS et al, 1972; SILVA et al, 2016). Desse modo, tém-
se 0 OE de pau-rosa (Aniba duckei Kosterm e A. rosaeodora Ducke) que é rico (85-
90%) em linalol, utilizado como fragrancias em perfumarias, cosméticos e na industria
alimenticia, possuindo propriedade antimicrobiana, antioxidante e citotoxica em
células cancerigenas, além de atividade antidepressiva (MAIA et al., 2009; SOEUR et
al., 2011; DA SILVA et al., 2016; SANTOS, 2017; TELES et al., 2020; XAVIER et al.,
2021).

Outra espécie do género Aniba sp. rica em linalol é a Aniba parviflora,
demonstrando atividade antioxidante e antimicrobiana (DA SILVA et al., 2016). O OE
de Aniba hostmanniana € constituido de benzoato de benzila, monoterpenos e
metileugenol e apresenta atividade antimicrobiana (DE LIMA et al., 2015; DA SILVA
et al., 2016). Semelhantemente, a Aniba canelila é uma espécie de odor
caracteristico, sendo muito utilizada economicamente, contando ainda com acfes
terapéuticas promissoras (SOUZA-JUNIOR et al., 2020).

2.7.1. ANIBA CANELILLA

A Aniba canelilla (Kunth) Mez (Aniba elliptica, Cryptocarya canelilla Kunth)
(Figura 5), da familia Lauraceae, é uma &rvore aromética de odor caracteristico
semelhante a canela, sendo conhecida popularmente de ‘casca-preciosa’ ou ‘falsa-
canela’ (PINTO et al., 1995; CARDOSO et al., 2022). Devido ao cheiro caracteristico,
a planta foi confundida com Cinnamomum zeylanicum Blume (canela), durante a
expedicao dos europeus a floresta amazoénica no século XVI e XIX (GOTTLIEB, 1972;
DE SIQUEIRA et al., 2010). Sua arvore atinge até 35 metros de altura, possuindo
tronco de 40 a 60 cm de diametro, seus ramos séo lisos e lenticelados apresentando
folhas de 8 a 16 cm, ainda possui pequenas flores e frutos capsulares alongados (DE
SIQUEIRA et al., 2010). Estende-se pela Amazonia brasileira até a Amazobnia
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peruana, transpassando pelo leste da Guiana Francesa, Suriname, Venezuela e
Colémbia (SOUZA-JUNIOR et al., 2020).

Figura 5. Aniba canelilla (Kunth) Mez.
Fonte: (A) Plants of the World Online, 2024; (B) Flora e Funga do Brasil, 2024.

Diante disso, a A. canelila € uma espécie cultural muito utilizada, com
propriedades econdmicas e medicinais marcantes. Os caules finos, a madeira do
tronco e as folhas sao utilizados como temperos e ingredientes para alimentos, as
fragrancias sdo aproveitadas como aromatizantes de cosméticos e perfumaria (DE
SIQUEIRA et al., 2010). Dentre o uso popular, a decoccdo da casca € utilizada para
inflamacgdes, dores estomacais, uUlceras, tranquilizante, estimulante e antidepressivo
(DE ALMEIDA et al., 2013; SOUZA-JUNIOR et al., 2020). Outros usos medicinais
frequentes sdo como antiespasmodico, antibidtico, antidiarreico e antianémico
(SOUZA-JUNIOR et al., 2020). Ha relatos que o OE possui atividades semelhantes e
ainda € usado para o tratamento de inflamacdes dérmicas e infeccdes (BARBOSA et
al., 2017).
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Quadro 1. Outros constituintes da Aniba canelilla e suas atividades biolégicas

principais.

Constituinte

a-pineno

Linalol

E -cariofileno
B-longipineno

Selin-11-En-4a-ol

Oxido de cariofileno

Atividade
Antimicrobiana

Anti-inflamatdria

Antioxidante

Neuroprotetora

Anti-inflamatoria
Analgésica
Anticonvulsivante
Ansiolitica

Antidepressiva
Sedativa
Antimicrobiana
Antioxidante
Analgésica
Anti-inflamatéria
Antimicrobiana
Antioxidante
Anti-inflamat6ria
Antimicrobiana
Antineoplasica

Analgésica
Anti-inflamatéria

Sedativa

Referéncias
SILVA, et al., 2012

KIM et al., 2015;
KARTHIKEYAN et al., 2018
KARTHIKEYAN et al., 2018

LEE et al., 2017; GOUDARZI et
al., 2017; ZAMYAD et al., 2019;
KHOSHNAZAR et al., 2020
HUO, et al., 2013; PEANA et al.,
2002

PEANA, et al., 2006; BATISTA,
et al., 2008

ELISABETSKY et al., 1999;
SAMPAIO et al., 2012

LINCK et al., 2010; SHAW, et
al., 2007

SANTOS, 2017

LINCK et al., 2009

SANTOS et al., 2013

NAFIS et al., 2019
HERNANDEZ-LEON, et al.,
2020

ZAtUSKI e JANECZKO, 2015

WEI et al., 2023

KALEMBA et al., 2002
DELGADO et al., 2021; PARK et
al, 2011

CHAVAN et al., 2010;
MOGHROVYAN et al., 2022
CHAVAN et al., 2010; SAIN et
al, 2014

DOUGNON e ITO, 2021

O 06leo essencial de A. canelilla € comercialmente extraido da madeira do

tronco possuindo um alto rendimento. Entretanto, o rendimento e a composi¢cao do
0leo podem diferenciar a depender da sazonalidade, condicbes geogréficas e parte
da planta (MANHAES et al., 2012; CARDOSO et al., 2022). Todavia, o OE extraido

das folhas ndo apresenta rendimento dependente da sazonalidade (TAVEIRA et al.,
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2003; CRUZ et al., 2023). O o6leo é marrom amarelado, podendo ser extraido da
madeira do tronco, galhos, folhas, caules finos e cascas, independente da parte
vegetal da qual o 6leo é extraido, ele € constituindo por dois fitoconstituintes principais:
1-nitro-2-feniletano  (constituinte  majoritario) e  metileugenol  (1-alil-3,4-
dimetoxibenzeno), além de outros constituintes descritos no quadro 1 (SOUZA-
JUNIOR et al., 2020; CRUZ et al., 2023).

O 1N2F é o constituinte majoritario da espécie, podendo representar até 95%
da constituicdo do O6leo. Ele é responsavel pelo odor de canela e propriedades
medicinais. Por outro lado, o metileugenol representa 4-5% do 6leo em periodo
chuvoso, possuindo aroma de cravo e sabor amargo, e apresenta atividade citotoxica,
utilizado na industria, perfumaria e higiene (DE SIQUEIRA et al., 2010; MANHAES et
al., 2012; SOUZA-JUNIOR et al., 2020). Considerando que o metileugenol € um
constituinte que causa citotoxicidade, busca-se fontes confidveis de 1N2F e em
estudos desenvolvidos por Cruz e colaboradores (2023), néo identificaram o
metileugenol durante sua avaliagdo de composicdo em diferentes periodos de
sazonalidade, descrevendo a espécie € constituida de principalmente 1N2F.

Das propriedades biolégicas ja estudadas sobre a espécie, identificou-se a
baixa toxicidade (Xenobidticos de classe 4) do 6leo essencial (LD50 = 720 mg/kg, oral)
e do 1N2F (LD50 = 712 mg/kg, oral, e 490 mg / kg, ip.) em modelos animais (SOUSA
etal., 2009; DE LIMA et al., 2009; OYEMITAN et al., 2013). Ademais, outros relataram
a presenca de atividade antinociceptiva, anti-inflamatéria, anti-hipertensiva,
vasorelaxante, anticolinesterasica, ansiolitica, antimicrobiana, antioxidante e
anestésica (LAHLOU et al., 2005; DA SILVA et al., 2007; DE SIQUEIRA et al., 2010;
INTERAMINENSE et al., 2011; MESQUITA et al., 2012; SILVA et al., 2012; VALE et
al., 2013; MALDANER et al., 2022; CARDOSO et al., 2022).

Nosso grupo de estudo anteriormente identificou que o 6leo essencial de A.
canelilla, constituido de 77,5% de 1N2F, demonstra atividade antioxidante, ao captar
radicais livres, e efeito anti-inflamatorio ao inibir a permeabilidade vascular e a
migracao leucocitaria em modelo murino (CARDOSO et al., 2022). Acredita-se que
muitas atividades estao relacionadas ao 1N2F, como exemplo, o estudo desenvolvido
por De Campos e colaboradores (2023), o qual evidenciou que o 6leo essencial e 0
IN2F revertem os danos cognitivos causados pela escopolamina, atuando no
aprendizado e memoria de animais. Ha estudos que demonstram que a atividade no

SNC esta relacionada ao 1N2F, visto que evidenciaram as atividades ansiolitica,
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hipnéticos e anticonvulsivantes do fitocomposto (OYEMITAN et al., 2013). Entretanto,
nao ha relatos na literatura sobre acdo anti-inflamatéria e antioxidante do 6leo

essencial de Aniba canelilla, rico em 1N2F, no SNC.

2.7.2. 1-NITRO-2-FENILETANO

O 1N2F (CsH9NO 2) & um fenilpropandide, constituinte majoritario (90%) do OE
de A. canelilla. O constituinte nitro é formado pela biotransformacdo da fenilalanina
por enzimas da superfamilia CYP (citocromo P450) (SOUZA-JUNIOR et al., 2020;
TRINDADE et al., 2021; MINETO et al., 2024). Ha estudos que as concentracdes de
IN2F variam com as mudancas climaticas, na qual em periodos secos sua
concentracdo chega a 39% e em periodos chuvosos a 95% (TAVEIRA, 2003). Além
disso, é o principio ativo raro em espécies naturais, sendo encontrado em Ocotea
pretiosa (Nees & Mart.) Mez (Lauraceae) e Dennettia tripetala G. Baker (Annonaceae)
(SOUZA-JUNIOR et al., 2020; TRINDADE et al., 2021; MINETO et al., 2024).

Em vista disso, o 1-nitro-2-feniletano € o responséavel pelas propriedades
farmacoldgicas da A. canelilla. Estudos ja descreveram atividade citoprotetora, anti-
inflamatoria, antinociceptiva, antioxidante, vasodiladora, bradicardica, anti-
hipertensiva, hipotensora pulmonar e antiparasitaria. (DA SILVA et al., 2007; DE LIMA
et al, 2009; INTERAMINENSE et al, 2011; INTERAMINENSE et al, 2013; BRITO et,
2013; COSKER et al. 2014; GIONGO et al., 2017; GONZAGA-COSTA, et al., 2021;
CARDOSO et al., 2022). Sendo uma molécula que possui um grupo fenil hidrofébico,
o 1N2F é lipofilico, dessa maneira, consegue atravessar facilmente membranas e,
especialmente, a BHE (CRUZ et al, 2023).

Diante da lipofilicidade apresentada, estudos ainda demonstraram que o 1N2F
inibe a enzima acetilcolinesterase, sendo posteriormente evidenciado que a molécula
consegue reverter os danos cognitivos causados pela escopolamina (SILVA et al,
2014; CAMPOS et al, 2023). O 1N2F também exibiu atividade hipndtica,
anticonvulsivante e ansioliticas (OYEMITAN et al, 2013). Porém, nenhum estudo até
o momento identificou a atividade do 1N2F sobre o processo neuroinflamatério com

repercussdes no comportamento do tipo depressivo.
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3. OBJETIVOS

Avaliar o efeito antineuroinflamatério e atividade do tipo antidepressiva do
O0leo essencial de Aniba canelilla (Kunth) Mez (Lauraceae) (OEAc) e seu
constituinte majoritario, 1N2F, em modelo experimental de neuroinflamacéo

induzida por lipopolissacaridio (LPS).

3.1. Objetivos especificos
« Avaliar os efeitos comportamentais do tratamento sobre exploracdo, anedonia,
0 autocuidado, comportamento motivacional e autopreservacao dos animais
submetidos a neuroinflamacéo por LPS;
e Determinar os efeitos do tratamento com OEAc e 1N2F sobre o balanco
oxidativo no estriado, cértex pré-frontal, hipocampo e amigdala;
e Investigar seus efeitos sobre a producdo de mediadores inflamatérios no

estriado, cortex pré-frontal e hipocampo.
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4. MATERAIS E METODOS
4.1. Aquisicdo do material botanico

O o6leo essencial e seu composto majoritario foi cedido pelo Laboratério de
Quimica da Universidade do Estado do Pard, coordenado pelo professor Pablo Luis
Baia Figueiredo. A espécie foi coletada no municipio de Beléem/PA, Para, Brasil
(coordenadas: 1°27'20,3" S; 48°26'18,1" W) e identificado no Herbario do Museu
Paraense Emilio Goeldi. A coleta da espécime ocorreu de acordo com as leis
brasileiras relativas a protecdo da biodiversidade (SISGEN A704928).

As folhas foram secas através de secagem em estufa com ventilacdo por 48h,
sendo posteriormente triturado e moido. O Oleo essencial foi extraido por
hidrodestilacdo em processo continuo, com duracdo de 3h, utilizando aparelho de
Clevenger modificado acoplado a um sistema de refrigeracdo com temperatura de
15°C. Poseriormente, o 6leo essencial foi centrifugado e seco com Na2S04 anidro e
refrigerado a 5-10°C. A umidade do materia foi determinada por um medidor por

infravermelho.

4.2. Analise da composicao quimicado OEAC

Foi realizada analise quantitativa da composicdo quimica do 6leo por
cromatografia em fase gasosa, com detector de ionizacdo de chamas (CG-DIC)
equipado com coluna capilar DB-5 (30m x 0,25 mm x 0,25um), utilizando o nitrogénio
como gas de arraste (fluxo de 1,2 mL/min), injecdo splitless (split flow 20:1). A
temperatura do injetor e do detector foi fixada em 250 °C e o aquecimento da coluna
de 60 a 240 °C (variacao de 3°C/min). A analise qualitativa foi realizada nas mesmas
condi¢cbes, usando cromatografia em fase gasosa com espectrometria de massas
(CG-EM). Gas de arraste: Hélio, fonte de ions: 70 eV (impacto eletrbnico), temperatura

da fonte de ions e da linha de transferéncia de 200 °C.

4.3. Animais de experimentacao
O projeto foi submetido Comité de da Universidade Federal do Para a comissao
de ética em pesquisa com animais de experimentacdo (CEPAE/UFPA), sobre o
namero de registro 5320260521, e seguiu 0s principios de Cuidados com Animais,
com base na Lein®11.794 de 8 de outubro de 2008, conhecida como Lei Arouca. Os
experimentos ocorreram somente com aprovacao do comité e desenvolvidos no

Laboratorio de Farmacologia da Inflamacdo e do Comportamento (LAFICO) da
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Faculdade de Farmacia na UFPA.

Foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus e linhagem Wistar, machos
(n = 40), com 40 dias e peso médio de 150 gramas, provenientes do Biotério do
Instituto Evando Chagas (IEC). Esses animais foram encaminhados para o Biotério
da Faculdade de Farméacia, onde foram mantidos em gaiolas plasticas (39x32x16
cm) em grupos de 3 animais/gaiola, com condi¢des padronizadas de temperatura (25
°C), exaustdo e ciclo claro/escuro (12 horas; claro de 6-18 horas). Agua e comida
foram disponibilizadas ad libitum.

4.4, Drogas

No modelo experimental foi utilizado o LPS, uma endotoxina bacteriana (0,5
mg/kg) (Escherichia coli 0111:B4, Sigma Aldrich, St Lois, USA), como agente
flogistico neuroinflamatério. Para o padrdo positivo, foi administrado a Fluoxetina
(FLX; 10mg/kg; i.p; Daforin®; EMS Sigma Pharma LTDA), pela sua capacidade de
inibir significativamente a ativacao de microglia induzida por LPS, consequentemente
a liberacédo de mediadores pré-inflamatérios (Zhang et al., 2012). O branco e controle
foi tratado com solugéo salina (0,9%).

O OEAc de 77,5% de 1N2F e OEAc de 80% de 1N2F (considerado o grupo
1IN2F) foram administrados na dose de 2 e 1,65mg/kg, respectivamente, sendo
solubilizados em solugéo salina e Tween 80, de acordo com suas propriedades. Estas
doses foram adotadas em estudos prévio desenvolvidos e artigos publicados pelo
grupo, os quais evidenciaram os efeitos anti-inflamatérios e atuacdo sobre o SNC
(Cardoso et al., 2022; De Campos et al., 2023). Para o padrdo e a anestesia
(Cetamina+Xilazina) foi adotada a via intraperitoneal (i.p.), sendo a cetamina, um
antagonista ndo competitivo dos receptores NMDA, e a xilazina, anestésico agonista
alfa-2 adrenérgico. Foi adotada a via intraperitoneal (ip.) como via administracédo
padrdo para as drogas, obedecendo um volume méaximo de 0,1 mL/100g de massa

corporal por animal.

4.5. Modelo de Neuroinflamacgéo induzida pelo LPS

O design experimental foi adaptado, baseado nos protocolos de Li et al. (2023),
Adzic et al. (2015), Corona et al. (2020) e Melo et al. (2013). Nesse sentido, 0s animais
foram previamente tratados com solucéo salina 0,9% (grupos Branco e LPS), OEAc
(2mg/kg), 1N2F (1,65mg/kg) ou Fluoxetina (Padréo; 10 mg/kg) por 7 dias, em
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intervalos de 24h. A neuroinflamacao foi induzida 1 hora apds a ultima administracao,
através da injecao ip. de LPS (0,5 mg/kg). Para isso os animais foram divididos em

cinco grupos conforme a tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais.

GRUPO TRATAMENTO AGRESSAO N
G1- BRANCO SALINA 0,9% SALINA 0,9% 8
G2- LPS SALINA 0,9% LPS 0,5 mg/kg 8
G3- PADRAO FLUOXETINA 10mg/kg  LPS 0,5 mg/kg 8
G4-T1 OEAc 2 mg/kg LPS 0,5 mg/kg 8
G5- T2 1N2F 1,65 mg/kg LPS 0,5 mg/kg 8
N Total 40
LPS
0,5mg/Kg
P 24h
, 0-06060000.,0
, Ambientagao
fir, A Periodo de administracao
Machos
Wistar 150g . G1- Controle (Salina 0,9%) ‘ Administragao Comportamento: open field,
N= 40 G2 -LPS LPS splash test, nado forgado
G3 - Fluoxetina 10mg/Kg Coleta de amostras: estriado,
G4 - OEAc 2mg/Kg cortex pré-frontal, hipocampo
G5 - 1N2F 1,65mg/Kg e amigdala

Figura 6. Desenho experimental. Abreviaturas: LPS- Lipopolissacarideo; OEAc- Oleo essencial de
Aniba Canelila; 1N2F- 1-Nitro-2-feniletano.
Fonte: Autor, 2024

Dessa forma, a injecdo de LPS produz uma resposta inflamatéria sistémica e
no SNC, induzindo comportamentos do tipo depressivo nos animais. Sendo assim,
apos 24 horas da administracdo do LPS, os animais foram submetidos as avaliacdes
comportamentais (campo aberto, splash test e teste do nado forcado), usadas para
evidenciar essas altera¢cdes comportamentais e desordens neurolégicas, provocadas
pela relacéo reciproca entre o SNC e o sistema imunologico (ZHU et al., 2015; MELLO
et al., 2013).
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4.6. Avaliacdo comportamental
4.6.1. TESTE DO CAMPO ABERTO (OPEN FIELD)

Para avaliar possiveis efeitos na locomocéo provocados pelo modelo de
neuroinflamacéo induzido por LPS e pelo pré-tratamento foi realizado o teste do
Campo Aberto (PANDOLFO et al., 2007; FERNANDES et al., 2018). Neste teste foi
utilizado uma arena em madeira cujo piso (100 x 100 cm) e paredes (40 cm de altura)
pintados de cor preta e cobertos com Férmica impermeavel (Figura 7). Os parametros
locomotores avaliados foram: distancia total percorrida, velocidade média, distancia
percorrida no centro e tempo no centro. Os parametros foram analisados pelo software
Anymaze TM versao 4.99 (Stoelting Co., USA), (BRENES et al., 2009; FERNANDES
et al., 2018).

O teste de locomoc¢ao ocorre com a colocacao dos animais individualmente no
centro do campo aberto sendo permitido o livre deslocamento dentro do aparato por
5 minutos, seus movimentos ao longo da sessdo foram registrados através de

filmadora posicionada acima da arena.

Figura 7. Representacdo esquematica do teste do Campo Aberto.

4.6.2. TESTE DE BORRIFAGEM DE SACAROSE (SPLASH TEST)

O teste avalia o comportamento anedbnico, autocuidado e comportamento
motivacional dos animais. Consiste em uma borrifada (pulverizacdo) de solucéo de
sacarose 10% (0,35 mL por rato) na regido dorsal do animal (Figura 8). Apés o
esguicho, o animal foi colocado em uma camara de observacéo (LxPxA — 60cm x 40
cm x 30 cm), sendo observados os movimentos de grooming (autolimpeza) realizados
pelo animal durante cinco minutos (SURGET e BELZUNG., 2008; ISINGRINI et al.,
2010; DUCOTTET et al., 2003). A reducao do comportamento motivacional e do

autocuidado, caracterizado pelo aumento da laténcia para o inicio e diminuicdo do
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tempo gasto com o autocuidado, sdo considerados marcadores de comportamento do
tipo depressivo (D’AUDIFFRET et al., 2010).

Figura 8. Representacéo esquematica do teste de Borrifagem de Sacarose.

4.6.3. TESTE DO NADO FORCADO (FORCED SWIMMING TEST)

O teste descrito por Queiroz et al (2022) é fundamentado no comportamento
de autopreservacao dos ratos, que em situacdes de desespero, como o nado, tornam-
se imdveis apos intenso esforgo fisico, realizando apenas movimentos necessarios
para ndo afundar. Este tempo de imobilidade €, portanto, considerado como marcador
de comportamento do tipo depressivo, sendo este teste considerado padréo ouro para
avaliacdo de drogas antidepressivas, que caracterizam a reducdo este
comportamento (CRYAN et al., 2002).
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Figura 9. Representacdo esquematica do teste do Teste do Nado Forcado.

O teste consiste em colocar 0os animais individualmente em um cilindro acrilico
(25 cm de altura e 10 cm de diametro) contendo agua a uma temperatura entre 22 a
24°C. Os animais foram habituados no aparato por dois minutos e a seguir avaliado o
tempo de imobilidade (é o tempo em segundos em que 0 animal realiza movimentos

minimos para se manter flutuando) e tempo de escalada (movimento repetido das
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patas frontais alinhado com a lateral do cilindro, direcionado a parte de cima do

aparato) por um periodo de 3 minutos (Figura 9; QUEIROZ et al., 2022).

4.7. Eutanésia e coleta de amostras

Apos os testes comportamentais, 0os animais foram anestesiados com cetamina
+ xilazina (91 + 9,1 mg/Kkg; ip.) e ao ficarem inconscientes, foram eutanasiados por
exsanguinacao realizada por puncao cardiaca, sendo coletado estriado, cortex pré-
frontal, hipocampo e amigdala de todos os animais. As amostras foram destinadas
para a avaliacdo de balanco oxidativo e de citocinas pro-inflamatoria por ELISA. Todos
0s materiais bioldgicos foram imediatamente acondicionados a -80 °C.

Os materiais residuais provenientes dos animais foram encaminhados para o
servico especializado de coleta da UFPA, conforme o que preconiza o Plano de

Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude - PGRSS da instituicao.

4.8. Avaliacédo da neuroinflamagao

A fracao proteica de cada amostra (estriado, cortex pré-frontal e hipocampo) foi
extraida com Tri-reagent (Applied Biosystems, EUA), seguindo as instrucbes do
fabricante. As citocinas IL-1B (E-EL-R0012) e IL-6 (E-EL-R0015) e fator de transcri¢éo
NF-kB (E-EL-R0674) foram detectadas por kits comerciais Elabscience desenvolvidos
para a avaliacdo de citocinas da espécie, de acordo com o protocolo fornecido pelo
fabricante.

Inicialmente, 10 uL do homogenato de cada amostra foram adicionados a cada
poco de uma placa de 96 pocos, que ja estavam preenchidos com 40 pL de diluente
fornecido com o kit. Esse procedimento foi realizado em triplicata. Em seguida, a placa
foi incubada a 37°C por 30 min, seguido pela adicéo de 10 pL de solugéo de cromatina
A e solucéo de cromatina B. Por fim, o processo foi concluido adicionando 50 pl de
solucdo de bloqueio a cada poco. Apds 15 min na auséncia de luz, a microplaca foi
avaliada por leitor em comprimento de onda de 450 nm (ELX808, BioTek, EUA). Os

resultados foram expressos em pg/mL.

4.9. Avaliacao do estresse oxidativo
4.9.1. DOSAGEM DE NITRITOS
A determinacédo dos niveis de nitritos foi realizada a partir de homogenatos das

amostras dos animais. ApoOs centrifugacdo, o sobrenadante do homogeneizado foi
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coletado e a producéao foi determinada com base na reacdo de Griess. Foi usado 50
pl do reativo de Griess e foi adicionado a 50 pl do sobrenadante do homogenato
tecidual, posteriormente foi incubado a temperatura ambiente por 10 minutos. A curva
padréo foi elaborada com vérias concentracdes de NANOZ2 sob as mesmas condicdes
e os brancos foram preparados pela adicdo de 50 pl do reativo de Griess a 50 pl do
tampdo usado para o homogenato. A absorbancia foi medida em 560 nm e foi
expressa em nm/g de tecido umido (GREEN e GOLDMAN, 1981).

4.9.2. SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

Para determinacéo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico foi seguido
o0 método de Khonn e Livesedge (1944) e adaptado por Percario et al. (1994), utilizado
para quantificar a peroxidagéo lipidica, sendo baseada na reacdo do malondialdeido
(MDA) e outras substancias com o acido tiobarbitdrico, cuja alto nivel de TBARS é
indicado como marcador de estresse oxidativo. Foi adicionado 200 uL de amostra a
200 pL da solugdo de acido tiobarbiturico (0,8%), 20 ul de BHT (Hidroxitolueno
butilado) e 200 uL de HCL (Acido cloridrico). Posteriormente, FOI levado ao banho-
maria (94°C por 60 minutos), apds resfriamento por 10 minutos, adicionou-se 618 uL
de alcool 1-butilico, foi homogeneizado e submetido a centrifugacéo a 4000 rpm por 3
minutos, foi coletado 200 pL de sobrenadante para leitura espectrofotométrica a 532

nm. Os resultados foram expressos em nmol/mL.

4.10. Anédlise Estatistica

A normalidade dos dados foi testada pelo método de Shapiro-Wilk, sendo
aplicada analise de variancia, seguido do teste de Holm-Sidak, quando houve
distribuicdo gaussiana. Nos demais casos, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Dunn. Foram considerados diferentes 0s grupos que
apresentaram probabilidade de nulidade menor ou igual a 5% (P<0,05). Os resultados

foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) de 5-8 animais.
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5. RESULTADOS
5.1. Composicao do oleo essencial

Foram detectados vinte e sete compostos no OEAc, dos quais o 1-nitro-2-
feniletano representa 77,5 % (Figura 10). Em quantidades menores foram
identificados o Oxido de Cariofileno (4,4 %), E-cariofileno (3,6%), linalol (2,8%),
B-longipineno (1,6%) e benzeno acetaldeido (1,1%). Os demais constituintes e

respectivos percentuais estdo expressos na tabela 2.
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Figura 10. Cromatograma do 6leo essencial de A. canelilla.

Tabela 2. Composi¢éo quimica do 6leo essencial de A. canelilla 77,5%.

IR(C) IR(L) CONSTITUINTE *%
850 850a 3Z-Hexenol 0,0
933 932a a-Pineno 0,4
958 952a Benzaldeido 0,6
977 974a B-Pineno 0,4
1024 1020a p-Cimeno 0,1
1028 1024a Limoneno 0,2
1031 1026a 1,8-Cineol 0,1
1041 1036a Benzeno acetaldeido 1,1
1100 1095a Linalol 2,8
1137 1134a Benzenoacetonitrila 0,2
1190 1186a a-Terpineol 0,4
1195 1195a Mirtenal 0,1
1308 1294a 1-nitro-2-Feniletano 77,5
1357 1356a Eugenol 0,3
1377 1374a a-Copaeno 0,8
1408 1417a B-Longipineno 1,6
1420 1417a E-Cariofileno 3,6
1454 1452a a-Humuleno 0,4
1496 1498a a-Selineno 0,1
1509 1505a B-Bisaboleno 0,1
1525 1522a 0-Cadineno 0,1
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IR(C) IR(L) CONSTITUINTE *0
1584 | 1582a | Oxido de Cariofileno 4.4
1610 1608a Epodxido de Humuleno I 0,3
1634 1639a Cariofila-4(12),8(13)-dien-5-a-ol 0,2
1637 1639a Cariofila-4(12),8(13)-dien-5--ol 0,7
1656 | 1658a Selin-11-en-4-a-ol 0,8
1672 1668a 14-hidréxi-9-epi-E-Cariofileno 0,2

Total identificado 98,4

* = média (n = 3); IR ¢ = indice de retencdo calculado na coluna capilar Rtx-5ms; IR () =
indice de retencdo de literatura, a = (Adams, 2007), tr = vestigios (<0,1%).

5.2. Composicao do 6leo essencial enriquecido em 1N2F

No Oleo essencial de A. canelilla, considerado o grupo 1N2F, foram detectados
guarenta e oito compostos, sendo 80,4% 1-nitro-2-feniletano (Figura 11). Outros
constituintes foram detectados em quantidades menores, como 6xido de cariofileno
(5,1%), linalool (2,2%), B-longipineno (1,6%), benzaldeido (1,1%) e benzeno
acetaldeido (1,0%). As porcentagens de concentracdo dos constituintes do 6leo

enriquecido estao expressas na tabela 3.
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Figura 11. Cromatograma do 6leo essencial de A. canelilla.

Tabela 3. Composi¢édo quimica do 6leo essencial de A. canelilla 80,4%.

IR (C) IR (L) | CONSTITUINTE %
793 786b 2-Hexanona 0,0
796 795b Hexano-3-ol 0,0
800 80la | Hexanal 0,0
847 846a 2E-Hexenal 0,0
933 932a a-pineno 0,3
948 946a Canfeno 0,0
958 952a Benzaldeido 1,1
977 974a B-pineno 0,3




IR (C) IR(L) | CONSTITUINTE %
1000 1000a | N-Decano 0,0
1024 1020a | p-Cimeno 0,1
1028 10242 | Limoneno 0,1
1031 10262 | 1,8-Cineol 0,2
1041 10362 | Acetaldeido de benzeno 1,0
1069 10592 | Acetofenona 0,1
1071 10672 | cis- Oxido de linalol 0,1
1088 10842 | trans- Oxido de linalol 0,1
1100 10952 | Linalool 22
1113 11092 | Benzaldeido, dimetil acetal 0,0
1126 11222 | a-Campholenal 0,0
1137 11342 | Benzenoacetonitrila 0,3
1177 11742 | Terpinen-4-ol 0,0
1185 11832 | Criptbnio 0,1
1190 11862 | a-Terpineol 0,3
1196 11952 | Mirtenal 0,1
1256 12542 | Acetato de feniletila 0,0
1308 12942 | 1-nitro-2-feniletano 80,4
1357 13562 | Eugenol 0,2
1377 13742 | a-copaeno 0,5
1393 13892 | B-elemene 0,0
1395 13932 | Isobutanoato de feniletila 0,0
1408 14172 | B-longipineno 1,9
1420 14172 | E -cariofileno 0,5
1441 14392 | 2-27 butanoato de feniletila 0,1
1454 14522 | a-humuleno 0,1
1496 14982 | a-selineno 0,1
1509 15052 | B-bisoboleno 0,1
1524 15212 | trans-calameneno 0,1
1579 15772 | Espatulenol 0,1
1584 15822 | Oxido de cariofileno 5.1
1588 15902 | B- copaen-4- a- ol 0,0
1610 16082 | Epoxidos de humuleno Il 0,4
1630 16302 | 1-epi- cubenol 0,1
1634 16392 | cariofila-4(12),8(13)-dien-5-a-ol 0,3
1637 16392 | cariofila-4(12),8(13)-dien-5-3-ol 0,8
1656 16582 | selin-11-en-4-a-ol 0,9
1672 16682 | 14-hidroxi-9- epi - E -cariofileno 0,5
1678 16762 | Mustakone 0,1
1726 17182 | B-davanone-2-ol 0,0
Total identificado 98,2
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* = média (n = 3); IR (¢) = indice de retencdo calculado na coluna capilar Rtx-5ms; IR () =

indice de retencao de literatura, a = (Adams, 2007), tr = vestigios (<0,1%).
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5.3. Avaliacdo comportamental
5.3.1. O OEAC E 1N2F PREVINEM O PREJUIZO NA LOCOMOCAO ESPONTANEA
ASSOCIADO A NEUROINFLAMACAO.

A administracdo do LPS (0,5 mg/kg; ip.) promoveu reducdo significativa da
distancia percorrida (8,32 + 0,95 m), quando comprado ao grupo branco (19,98 + 2,2
m; p< 0,001; Figura 12A). O pré-tratamento com o OEAc (2 mg/kg; ip.; 14,93 + 1,99
m) e o 1IN2F (1,65 mg/kg; ip.; 15,98 + 2,25 m) foi capaz de prevenir 0 prejuizo
locomotor induzido pelo LPS (p<0,05) com deambulacéo espontanea semelhante ao

grupo branco e ao padréo fluoxetina (14,45 + 0,83 m).
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Figura 12. Efeito do OEAc (2 mg/kg; ip.) ou 1N2F (1,65 mg/kg; ip.) sobre a distancia de locomocéo total
(A) e velocidade (B) no teste do Campo Aberto. Dados expressos como média + EPM (n = 8/grupo).
*** n< 0,001 versus BRANCO, + p<0,05 versus LPS, ++ p< 0,01 versus LPS. Anova de uma via seguido
do teste de Holm-Sidak.

Semelhantemente, a administracdo do LPS (0,5 mg/kg; ip.) reduziu a
velocidade média (0,027 + 0,003 m/s) dos animais em comparacao ao branco (0,076
+ 0,007 m/s; p<0,001; Figura 12B). O pré-tratamento com OEAc (2 mg/kg; ip.; 0,051+
0,007 m/s), IN2F (1,65 mg/kg; ip.) ou Fluoxetina (FLX; 10 mg/kg; ip.; 0,048 + 0,003
m/s) promoveram a elevacéao da velocidade média de deambulacgéo alterada pelo LPS
(p<0,05, p<0,01 e p<0,05, respectivamente).
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5.3.2. O OEAC E 1IN2F PREVINEM O PREJUIZO NA EMOCIONALIDADE
ASSOCIADO A NEUROINFLAMACAO.

A neuroinflamacdo induzida por LPS (0,5 mg/kg) promoveu reducdo na
locomogédo dos animais na area central do Campo Aberto (0,805 = 0,13 m) em
comparacao ao branco (3,38 + 0,62 m; p<0,01; Figura 13A). O pré-tratamento com
IN2F (1,65 mg/kg; ip.; 2,84 £ 0,55 m) previniu esse comportamento, aumentando a
deambulacéo no centro do aparato (p<0,05). O OEAc (2 mg/kg; ip.; 2,45 + 0,77 m)
demonstrou aumento da locomogé&o central, poréem sem diferenca significativa em
comparacao ao grupo LPS (p=0,062). A fluoxetina (FLX; 10 mg/kg; ip.; 1,03 £ 0,22 m)

nao interferiu da deambulacdo no centro quando comparavel ao LPS (p= 0,766).
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Figura 13. Efeito do OEAc (2 mg/kg) ou 1N2F (1,65 mg/kg) sobre locomocéo (A) e tempo (B) no Centro
do Campo Aberto. Dados expressos como média + EPM (n = 8/grupo). ** p< 0,01 versus BRANCO, +
p<0,05 versus LPS, ++ p< 0,01 versus LPS; p=0,062 versus LPS. Anova de uma via seguido do teste
de Holm-Sidak.

O LPS (0,5 mg/kg) também promoveu a redugéo do tempo no centro do aparato
(11,1 £ 1,2 s) em relagéo ao grupo branco (34,8 + 4,37 s; p<0,01; Figura 13B). O pré-
tratamento com OEAc (2 mg/kg; ip.; 30,9 + 4,33 s) e IN2F (1,65 mg/kg; ip.; 31,8 + 4,58
S) aumentaram o tempo de permanéncia dos animais nas areas centrais quando
comparavel ao LPS (p<0,05 e p>0,01, respectivamente). A fluoxetina (9,8 + 1,98 s)
nao alterou o tempo de permanéncia no centro do campo aberto em comparacao ao
LPS (p=0,9981)
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53.3. O OEAC E 1N2F REDUZEM A ANEDONIA RELACIONADA A
NEUROINFLAMACAO.

No splash test, a administragcdo de LPS (0,5 mg/kg; ip.) nédo interferiu sobre
laténcia para inicio do grooming (129,2 + 11,0 s) quando comparado ao grupo branco
(122,7 + 10,40 s; Figura 14A), ndo havendo também alteracbes quando os animais
foram tratados com OEAc (2 mg/kg; ip.; 137,5 + 12,3 s), IN2F (1,65 mg/kg; ip.; 130,5
+ 12,5 s) ou Fluoxetina (FLX; 10 mg/kg; ip.; 112,8 £ 5,5 s).
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Figura 14. Efeito do OEAc (2 mg/kg) ou 1N2F (1,65 mg/kg) sobre o tempo de laténcia (A) e grooming
(B) no Splash Test. Dados expressos como média + EPM (n = 8/grupo). * p< 0,05 versus BRANCO, +
p<0,05 versus LPS, +++ p< 0,001 versus LPS. Anova de uma via seguido do método de Dunnet.

O tempo de grooming, por outro lado, foi significativamente reduzido nos
animais que receberam LPS (0,5 mg/kg; ip; 7,0 £ 0,98 s), quando comparado aos
animais do grupo branco (16,7 + 1,38 s; p< 0,05; Figura 14B). Nesse contexto, 0 OEAc
(2 mg/kg; ip.; 18,5 + 2,98 s) e 1N2F (1,65 mg/kg; ip.; 18,0 £ 1,07 s) inibiram esse
prejuizo, aumentando significativamente o tempo de autolimpeza (p<0,05 e p<0,05,
respectivamente). A administragéo da fluoxetina (FLX; 10 mg/kg; ip.; 29,0 £ 2,7 s)
também aumentou significativamente o tempo de autolimpeza em relagdo ao LPS (p<
0,001).
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534. O OEAC E 1IN2F PREVINEM O DESENVOLVIMENTO DE
COMPORTAMENTO DO TIPO DEPRESSIVO ASSOCIADO A
NEUROINFLAMACAO.

O processo neuroinflamatoério induzido por LPS (0,5 mg/kg; ip.) produziu
aumento significativo no tempo de imobilidade (114,5 £ 4,4 s) em comparacao ao
branco (67,5 £ 8,6 s; p<0,01; Figura 15A) no teste do nado for¢cado. O pré-tratamento
com OEAc (2 mg/kg; ip.; 48,6 = 9,93 s) e 1IN2F (1,65 mg/kg; ip.; 42,1 £ 11,3 s) foi
capaz de reduzir o tempo de imobilidade em relacdo ao LPS (p<0,001 e p<0,001,
respectivamente). O padrao fluoxetina (FLX; 10 mg/kg; ip.; 73,1 £ 8,7 s) diminuiu a

imobilidade dos animais comparado ao LPS (p<0,05).
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Figura 15. Efeito do OEAc (2 mg/kg) ou 1N2F (1,65 mg/kg) sobre o tempo de imobilidade (A) e escalada
(B) no Nado For¢cado. Dados expressos como média + EPM (n = 8/grupo). * p< 0,05 versus BRANCO,
** p< 0,01 versus BRANCO, *** p< 0,001 versus BRANCO, + p<0,05 versus LPS, +++ p< 0,001 versus
LPS. Anova de uma via seguido do teste de Holm-Sidak.

A administracdo de LPS (0,5 mg/kg; ip.) reduziu também o tempo de escalada
(10,1 £ 1,9 s) em relacdo ao branco (23,6 + 3,8 s; p<0,05; Figura 15B). O pré-
tratamento com OEAc (2 mg/kg; ip.; 22,0 £ 2,0 s) e IN2F (1,65 mg/kg; ip.; 25,0 + 4,7
S), em contrapartida, promoveram aumento no tempo de escalada inibindo o efeito do
LPS (p<0,05 e p<0,05, respectivamente). A Fluoxetina (FLX; 10 mg/kg; ip.; 51,1 £ 4,4
s) também melhorou o tempo de escalada em relacdo ao LPS e ao branco (p<0,001

e p<0,001, respectivamente).
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5.4. Avaliacdo neuroinflamatéria
5.4.1. O OEAC E 1N2F REDUZEM A NEUROINFLAMACAO INDUZIDA POR LPS
Mediante a administracdo de LPS (0,5mg/kg; ip.; Figura 16) foi observada
elevacao dos niveis de NF-kB em comparacao ao branco no estriado (A; 1,58 + 0,002
pg/mL e 0,33 £ 0,006 pg/mL, respectivamente; p<0,001), cértex pré-frontal (B; 1,50 +
0,0002 pg/mL e 0,4 = 0,011 pg/mL, respectivamente; p<0,001) e hipocampo (C;1,59
+ 0,001 pg/mL e 0,37 £ 0,04 pg/mL, respectivamente; p<0,001). O pré-tratamento com
OEAc (2mg/kg; ip.) e IN2F (1,65mg/kg; ip.) foi capaz de suprimir os niveis de NF-
kKB no estriado (0,93 + 0,002 pg/mL e 0,97 + 0,032 pg/mL, respectivamente; p<0,001
e p<0,001, respectivamente), cortex pré-frontal (1,0 £ 0,0003 pg/mL e 0,98 + 0,001
pg/mL respectivamente; p<0,001 e p<0,001 respectivamente) e hipocampo (0,97 *
0,02 pg/mL e 0,95 *= 0,04 pg/mL, respectivamente; p<0,001 e p<0,001,
respectivamente). O pré-tratamento com a fluoxetina (FLX; 10 mg/kg; ip) reduziu a
expressdo de NF-kB no estriado (0,07 + 0,006 pg/mL; p<0,001), cértex pré-frontal
(0,68 + 0,014 pg/mL; p<0,001) e hipocampo (0,69 = 0,015 pg/mL; p<0,001).

A administracédo do LPS (0,5mg/kg; ip.; Figura 16) elevou a concentracao de
IL-1B8 em relag&o ao branco no estriado (D; 0,89 + 0,0002 pg/mL e 0,25 £ 0,009 pg/mL,
respectivamente; p<0,001), cértex pré-frontal (E; 0,74 + 0,07 pg/mL e 0,20 + 0,01
pg/mL, respectivamente; p<0,001) e hipocampo (F; 0,86 + 0,006 pg/mL e 0,24 + 0,01
pg/mL, respectivamente; p<0,001). O pré-tratamento com OEAc (2mg/kg; ip.) e IN2F
(1,65mg/kg; ip.) demonstrou reduziu os niveis de IL-18 no estriado (0,38 + 0,003
pg/mL e 0,39 = 0,013 pg/mL, respectivamente; p<0,001 e p<0,001, respectivamente),
cortex pré-frontal (0,20 £ 0,06 pg/mL e 0,98 + 0,0001 pg/mL respectivamente; p<0,001
e p<0,001 respectivamente) e hipocampo (0,32 + 0,03 pg/mL e 0,29 + 0,04 pg/mL,
respectivamente; p<0,001 e p<0,001, respectivamente). O padrao fluoxetina (FLX; 10
mg/kg; ip) aumentou a concentracdo de IL-1 em relacdo branco no estriado (1,31 +
0,002 pg/mL; p<0,001), cértex pré-frontal (1,25 + 0,0002 pg/mL; p<0,001) e hipocampo
(1,31 + 0,0005 pg/mL; p<0,001).
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Figura 16: Efeito do OEAc e 1N2F sobre os niveis de NF-kB, IL-1f3 e IL-6 no estriado (A, D e G), cértex
pré-frontal (B, E e H) e hipocampo (C, F e I). Dados expressos como média + EPM (n = 5/grupo). ***p<
0,001 versus BRANCO, +++ p<0,001 versus LPS. Anova de uma via seguido do teste de Holm-Sidak.

O LPS (0,5mg/kg; ip.; Figura 16) aumentou os niveis de IL-6 comparado ao
branco no estriado (G; 2,74 + 0,0002 pg/mL e 0,65 + 0,00 pg/mL, respectivamente;
p<0,001), cortex pré-frontal (H; 2,23 + 0,07 pg/mL e 0,42 + 0,01 pg/mL,
respectivamente; p<0,001) e hipocampo (I; 2,62 + 0,07 pg/mL e 0,62 + 0,02 pg/mL,
respectivamente; p<0,001; Figura 16). O pré-tratamento com OEAc (2mg/kg; ip.) e
IN2F (1,65mg/kg; ip.) foi capaz de reduzir a concentracdo de IL-6 no estriado (1,96
0,0001 pg/mL e 1,56 *= 0,037 pg/mL, respectivamente; p<0,001 e p<0,001,
respectivamente), cortex pré-frontal (1,67 + 0,06 pg/mL e 1,53 + 0,05 pg/mL
respectivamente; p<0,001 e p<0,001 respectivamente) e hipocampo (1,87 + 0,05
pg/mL e 1,63 + 0,06 pg/mL, respectivamente; p<0,001 e p<0,001, respectivamente).

A administracdo com a fluoxetina (FLX; 10 mg/kg; ip) diminuiu os niveis de IL-6 no
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estriado (1,33 £ 0,008 pg/mL; p<0,001), cortex pre-frontal (1,19 + 0,03 pg/mL; p<0,001)
e hipocampo (1,32 + 0,003 pg/mL; p<0,001).

5.5. Avaliacdo do estresse oxidativo
5.5.1. O OEAC E 1IN2F REDUZEM O ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR LPS
A administracdo do LPS (0,5 mg/kg; ip.; Figura 17) aumentou o0s niveis de
nitritos em relagcéo ao branco no estriado (A; 99,2 + 21,1 ymol/g e 46,8 = 4,2 ymol/g,
respectivamente; p<0,05), cortex pré-frontal (B; 40,7 £ 4,0 umol/g e 16,8 + 4,2 uymol/g,
respectivamente; p<0,01) e amigdala (D; 25,6 + 4,7 ymol/g e 6,8 £ 1,9 umol/g,
respectivamente; p<0,05). O OEAc (2 mg/kg; ip) e 1N2F (1,65 mg/Kkg; ip) reduziram as
concentracdes no estriado (A; 55,7 £ 9,8 umol/g e 56,2 + 8,2 ymol/g, respectivamente;
p<0,05 e p<0,05, respectivamente) e cortex pré-frontal (B; 13,3 £ 1,4 umol/g e 14,0 £
2,7 umol/g, respectivamente; p<0,01 e p<0,01, respectivamente). Na amigdala (D), o
OEACc (8,06 £ 2,3 umol/g) diminuiu os niveis de nitritos em relacdo ao LPS (p<0,05), o
IN2F reduziu a concentracdo, porém nao significativamente (12,7 + 1,9 umol/g;
p=0,084).

No hipocampo (C) o LPS néo alterou a concentracao de nitritos induzido em
relacdo ao branco (58,2 £ 8,1 ymol/g e 60,2 £ 8,1 ymol/g, respectivamente). O pré-
tratamento com OEAc e 1N2F ndo alteram os niveis de nitritos comparado ao LPS no
hipocampo (68,6 + 6,7 umol/g e 47,7 £ 7,7 ymol/g, respectivamente). A administracao
da fluoxetina (FLX; 10 mg/kg; ip) reduziu a concentracao de nitritos no estriado (60,6
+ 10,4 ymol/g; p<0,05), porém nao diminuiu em comparacao ao LPS no cortex pré-
frontal (30,1 + 8,3 umol/g), hipocampo (63,4 + 5,3 pmol/g) e amigdala (21,3 = 8,9
pmol/g).
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Figura 17. Efeito do OEAc e 1N2F sobre os niveis de nitritos e TBARS no estriado (A e E),
cortex pré-frontal (B e F), hipocampo (C e G) e amigdala (D e H). Dados expressos como média + EPM
(n = 6/grupo). * p< 0,05 versus BRANCO, ** p< 0,01 versus BRANCO, *** p< 0,001 versus BRANCO,
+ p<0,05 versus LPS, ++ p<0,01 versus LPS, +++ p<0,001 versus LPS. Anova de uma via seguido do
teste de Holm-Sidak.
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O LPS (0,5 mg/kg; ip; Figura 17) induziu a peroxidacéo lipidica ao aumentar a
concentracéo de TBARS comparado ao branco no estriado (E; 20,6 + 1,2 nmol/mL e
14,3 £ 2,1 nmol/mL respectivamente; p<0,05), cértex pré-frontal (F; 46,0 + 7,4 nmol/mL
e 10,05 = 2,1 nmol/mL, respectivamente; p<0,001) e amigdala (H; 23,5 £ 3,2 nmol/mL
e 11,1 £ 1,03 nmol/mL respectivamente; p<0,001). No estriado (E), o 1N2F (1,65
mg/kg; ip; 10,4 £ 2,03 nmol/mL) diminuiu os niveis de TBARS em relagéo ao LPS
(p<0,01), o que nao foi observado no tratamento com OEAc (2 mg/kg; ip. 17,0 £ 1,6
nmol/mL). O OEAc e 1N2F reduziram os niveis de TBARS no cértex pré-frontal (F;
16,4 + 3,2 nmol/mL e 17,5 = 3,9 nmol/mL respectivamente; p<0,001 e p<0,001,
respectivamente) e amigdala (H; 4,7 =+ 1,1 nmol/mL e 7,1 = 1,3 nmol/mL

respectivamente; p<0,001 e p<0,001, respectivamente).

O pré-tratamento com fluoxetina (FLX; 10 mg/kg; ip) suprimiu os niveis de
TBARS no estriado (13,9 + 1,7 nmol/mL; p<0,05), cortex pré-frontal (19,1 + 4,66
nmol/mL; p<0,001) e amigdala (7,15 £ 1,5 nmol/mL; p<0,001). No hipocampo (G) nao
houve altera¢cées na concentracédo de TBARS pela administracdo do LPS comparado
ao branco (19,47 * 2,4 nmol/mL e 18,9 + 2,8 nmol/mL respectivamente). O pré-
tratamento com OEAc, 1N2F e FLX nao alteram os niveis de TBARS em relacdo LPS
no hipocampo (19,7 = 2,3 nmol/mL; 18,6 + 1,18 nmol/mL e 17,0 + 1,37 nmol/mL,

respectivamente).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo identificou, pela primeira vez, o efeito antineuroinflamatorio
do OEAc e seu constituinte majoritario, 1IN2F. Foram ainda capazes de inibir os
prejuizos na emocionalidade (comportamento do tipo ansioso) e 0 comportamento do
tipo depressivo em murinos, associados a neuroinflamacgéo. O partiu de uma revisao
da literatura realizada por nosso grupo, que identificou indicagfes tradicionais da A.
canelilla para o tratamento de enfermidades do SNC (tranquilizante e antidepressivo;
SOUZA-JUNIOR et al., 2020). Apesar disso, ndo foram identificados estudos voltados
ao preenchimento dessa lacuna. Associado a isso, foram observadas também
indicacdes populares e estudos cientificos do aproveitamento da planta para o
tratamento de processos inflamatorios e indicios preliminares, posteriormente
comprovados por nosso grupo, de atividade antioxidante sistémica (CARDOSO et al.,
2022). Além de considerar que o 1N2F, reconhecido pelo odor semelhante a canela,
apresenta caracteristicas fisico-quimicas promissoras como elevada lipofilicidade e
propriedades sobre o SNC ja relatadas. Dessa forma, o presente estudo vem
preencher uma importante lacuna no conhecimento a respeito das propriedades
farmacoldgicas da casca preciosa.

A composicdo e rendimento do OEAc séao influenciados pela sazonalidade,
condicdes geogréficas e parte da planta a qual é extraido (MANHAES et al., 2012;
CARDOSO et al., 2022). Entretanto, o rendimento do material vegetal para a extracéo
do 6leo esta relacionado ao tipo de solo, variando de 0,5 a 0,8%, independente da
sazonalidade (TAVEIRA et al., 2003; CARDOSO et al., 2022). Os OEAc obtidos para
o estudo apresentaram rendimento médio de 1,3%, demonstrando alto rendimento em
comparacao a média de variacdo citada.

Referente a composi¢cdo, em periodos chuvosos a concentracdo de 1N2F
presente no OEAc € maior, variando de 39% (periodos secos) a 95% (periodos
chuvosos) (DE MORAES et al., 2005). Neste estudo, as folhas utilizadas para extracao
do OEAc foram coletadas em periodos chuvosos, apresentando 77,5% e 80% de 1-
nitro-2-feniletano em sua composicdo. Em estudos desenvolvidos por Cruz e
colaboradores (2023) foi demonstrado que em diferentes periodos sazonais nao foi
identificado metileugenol, constituinte citotoxico, na composi¢cdo do OEAc, sendo a
espécie uma fonte confiavel e segura de 1N2F. Além do 1N2F, foram identificados
outros constituintes fitoquimicos no OEAc, como oxido cariofileno (4,4/5,1%), E-
cariofileno (3,6%) e linalol (2,8/2,2%).
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A composicdo fitoquimica do OEAc oferece abundéancia em propriedades
farmacoldgicas que séo relatadas na medicina popular, sendo utilizada como anti-
inflamatdrio, analgésico, cicatrizante, antiespasmaodico, antibitico, antidiarreico e
antianémico (SOUZA-JUNIOR et al., 2020). Também dentro do uso tradicional, a
espécie é usada para tratamento de condicBes associadas ao SNC como doenca de
Alzheimer, ansiedade e depressao, propriedades que foram pouco exploradas
cientificamente até o0 momento (SOUZA-JUNIOR et al., 2020).

Dessa forma, neste estudo foi avaliado os efeitos do OEAc e o 1N2F sobre a
neuroinflamacéo e alteracbes comportamentais em animais. O modelo experimental
de neuroinflamacéao induzidos pelo LPS produz comportamento do tipo depressivo em
animais (WANG e QUINN, 2010). O LPS induz respostas inflamatérias responsaveis
por redugao de BDNF, aumento de producao de EROS/ERNS e de TNFaq, IL-1B e IL-
6 em estruturas relacionadas ao humor como hipocampo, cértex pré-frontal, estriado
e amigdala (JEON et al., 2017; RODRIGUES et al., 2018; GARCEZ et al., 2020).
Desse modo, o LPS gera prejuizos cognitivos e de aprendizado, anedonia, lentiddo
psicomotora e prejuizo na interacdo social em murinos (ALZAREA et al., 2022).

As alteracBes comportamentais do tipo depressivo séo atingidas 24 horas ap0s
a administracdo (BADSHAH et al., 2016). De fato, ap6s 24 horas da administracao do
LPS, houve reducédo da atividade locomotora espontanea e da velocidade média dos
animais no campo aberto, demonstrando a lentiddo psicomotora e prejuizos motores
causados pelo LPS (COUCH et al., 2015). Em conformidade com outros estudos que
demonstraram que o LPS na dose de 0,5 mg/kg produz reducdo do comportamento
exploratério dos animais (COUCH et al., 2015; LATALIZA et al., 2021).

Neste estudo, os animais pré-tratados com o OEAc e 1N2F restauraram 0s
prejuizos locomotores causados pelo LPS, aumentando a locomocgao exploratéria e
velocidade de deambulacdo dos animais, assim como aqueles que receberam a
fluoxetina. A deambulagdo exploratéria dos animais necessita de estimulos
motivacionais, sugerindo que o pré-tratamento elevou para niveis basais a motivacao
dos animais submetidos ao LPS (CARTAGENES et al., 2022).

O campo aberto permite avaliagdo de parametros emocionais, como
comportamento do tipo ansioso, através da avalicdo da permanéncia em &reas
periféricas do campo aberto, evitando areas aversivas como o centro do aparato
(KRAEUTER et al., 2019; QUEIROZ et al., 2022). Cordeiro e colaboradores (2019) ja

demonstraram que LPS tende a diminuir a exploracdo da area central, apresentando
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comportamento semelhante ao ansioso, neste estudo a administracdo do LPS seguiu
0 mesmo padrdo comportamental, aumentando tempo de permanéncia dos animais
em areas periféricas.

Apesar do fen6tipo do tipo ansiogénico do LPS, o OEAc e 1N2F demonstraram
atividade do tipo ansiolitica através do aumento de permanéncia e locomog¢ao no
centro do campo aberto, diferente da fluoxetina que nao apresentou este efeito. Os
efeitos do tipo ansioliticos do 1N2F ja foram evidenciados em ensaios desenvolvidos
por Oyetmitan e colaboradores (2013), onde as doses de 5mg/kg, 10mg/kg e 20 mg/kg
apresentaram maior porcentagem de entradas e duracdo nos bracos abertos no
Labirinto em Cruz Elevada. Neste estudo demonstramos que uma dose menor de
IN2F (1,65 mg/kg) é capaz de promover efeito do tipo ansiolitico frente ao processo
neuroinflamataério.

Como ja relatado na literatura, neste ensaio o LPS causou comportamento do
tipo depressivo no teste de borrifagem de sacarose, induzindo comportamento
anedonico e diminuindo a motivagdo dos animais ao reduzir o tempo de grooming
(LATALIZA et a., 2021). Alteragbes no comportamento de autolimpeza séo associados
a mimetizacao da apatia observada na depresséo clinica (TAKSANDE et al., 2013).
Dessa forma, medicamentos antidepressivos tendem a aumentar o tempo de
autolimpeza dos animais, como a fluoxetina utilizada no estudo (DOS SANTOS et al.,
2024) Nesse cenario, demonstramos que o tratamento com OEAc e o 1N2F reverte
os déficits motivacionais dos animais induzidos por LPS, restabelecendo o estado
heddnico, semelhante aos tratados com fluoxetina.

Para validacdo do comportamento do tipo depressivo, foi realizado o Nado
forcado, padrdo ouro para avaliacdo de propriedades do tipo antidepressivas e
comportamentos semelhantes a depressdo (SALMAMI et al., 2022). E baseado na
prerrogativa da imobilidade refletir uma caracteristica central da depressdo humana e
reducdo motivacional (YANKELEVITCH-YAHAV et al., 2015; SALMAMI et al., 2022).

O modelo de neuroinflamacéo induzido por LPS ja demonstra gerar o padrao
de comportamento semelhante ao depressivo em animais (ZHAO et al., 2019; YIN et
al., 2023). Neste estudo o LPS aumentou o tempo de imobilidade e diminuiu o tempo
de escalada dos animais, apresentando fenotipo semelhante ao depressivo. O
resultado reafirma a associacéo entre inflamacéo e comportamentos depressivos em
modelos animais, mimetizando achados na clinica, onde pacientes depressivos

apresentam marcadores inflamatérios (SALMAMI et al., 2022).
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Os medicamentos antidepressivos reduzem o tempo de imobilidade dos
animais, sendo utilizados como avaliagdo de triagem para novos compostos com
potenciais antidepressivos (SALAZAR et al., 2012; YANKELEVITCH-YAHAYV et al.,
2015). Pela primeira vez, evidenciamos que o OEAc e 0 1N2F possuem atividade do
tipo antidepressiva ao promoveram reducdo do tempo de imobilidade induzido pelo
LPS no nado forcado, semelhante ao demonstrado pela fluoxetina. Ha estudos que
relatam efeitos anti-inflamatérios desempenhados por drogas com potencial
antidepressivos através da reducdo da ativagcdo microglial pelo LPS em modelo
animais e supresséao de citocinas inflamatorias em pacientes depressivos (MELO et
al., 2013).

Além disso, 0 OEAc e o0 1N2F aumentam o tempo de escalada dos animais,
paradmetro que avalia comportamento ativos em desafio aversivo relacionado a vias
neuroquimicas monoaminérgicas. O pré-tratamento aumentou a escalada equivalente
ao branco e apresentou um padrdo de comportamento semelhante ao ISRS,
fluoxetina, demonstrando que pode atuar em vias serotoninérgicas (OLIVEIRA et al.,
2005). Além disso, o comportamento do tipo depressivo pela administracdo do LPS
estd relacionado diminuicdo de monoaminas pela neuroinflamacdo em areas
encefélicas de regulacdo emocional (GOMES et al., 2022).

Em modelos murinos, é estabelecido que a administracdo sistémica de LPS
produz inflamacédo periférica, que transmite sinais inflamatérios ao cérebro pela BHE
e ativa microglias e astrocitos, estabelecendo a neuroinflamacéo (Xie et al., 2024). A
ligacdo do LPS a receptores TLR4, culminando na ativacdo da cascata de sinalizacao
dependente de MyD88 e ativacdo do fator de transcricdo génica NF-kB (GOMES et
al.,, 2022; SKRZYPCZAK-WIERCIOCH e SALAT, 2022). Os nossos resultados
reafirmaram que o LPS eleva expressivamente os niveis de NF-kB no estriado, cortex
pré-frontal e hipocampo, estabelecendo o processo neuroinflamatério.

A via NF-kB é chave via da sinalizacdo em processos imunologicos e nas
respostas inflamatdrias, promovendo a expressdo ¢génica de citocinas pro-
inflamatorias (TOMAZ et al., 2014; XIE et al., 2024). Dessa forma, a endotoxina ao
aumentar o fator NF-kB, elevou a superproducéo de citocinas IL-1 e IL-6 no estriado,
cortex pré-frontal e hipocampo. E descrito ativagdo microglial por TLR4 aumenta 100
vezes a concentracao de citocinas (KIM et al., 2015). A superexpressao de citocinas
inicia um ciclo ao ativar a via de sinalizacdo NF-kB, agravando a inflamacao (ZHANG

et al., 2019). Dessa forma, em nossos achados também sugerem que as citocinas IL-
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18 e IL-6 ativaram o fator NF-kB, assim intensificando os niveis de citocinas pré-
existentes.

O aumento de IL-1B eleva a recaptacdo de monoaminas e reduz os niveis de
serotonina e noradrenalina por ativar a via das quinureninas e da IDO, produzindo
comportamento do tipo depressivo como observado no nado forcado (GRYGIEL-
GORNIAK et al., 2019). Em estudos clinicos foi identificado que pacientes depressivos
apresentam niveis elevados de citocinas inflamatérias no sangue periférico e tecidos
cerebrais, gerando alteragbes no metabolismo de neurotransmissores, plasticidade
neural e suporte neurotrofico (LEE et al., 2018; LOCATELI et al., 2020). Nesse sentido,
moléculas que modulem a inflamacao ou reduzem expressao cerebral de citocinas e
podem ser alternativas para obter um efeito antidepressivo (LOCATELI et al., 2020;
GOMES et al., 2022).

A atividade anti-inflamatéria do OEAc, rico em 1N2F, ja foi evidenciada em
nossos estudos anteriores, a qual reduziu a infiltragédo leucocitaria e a permeabilidade
vascular em modelo de inflamacao cavitaria, através de possivel modula¢édo da via
p38/MARK/NFkB (CARDOSO et al., 2022). Neste estudo inédito, € evidenciado que o
OEAC e 1N2F previnem o processo neuroinflamatério, ao reduzirem os niveis do fator
NF-kB e suprimirem a superproducéo de IL-1f e IL-6 no estriado, cortex pré-frontal e
hipocampo. Diante disso, com a atenuacdo da inflamac&o por atua na via NF-
KB nestas regides de humor, os animais pré-tratados apresentaram comportamentos
do tipo ansiolitico e antidepressivo, validando e justificando o uso popular da espécie.

A propriedade anti-neuroinflamatéria do OEAc estda associada ao 1N2F,
considerando sua alta concentracdo na composicao e alta lipofilicidade, permitindo
atravessar BHE (CRUZ et al., 2023). Propriedades farmacolégicas no SNC
associadas ao 1N2F, em estudos desenvolvidos pelo grupo foi evidenciado que o
benzendide melhora aprendizado e memodria danificados pela escopolamina (DE
CAMPOS et al.,, 2023). Assim como ja foram descritas atividade hipndtica,
anticonvulsivante e ansioliticas (OYEMITAN et al., 2013). Neste estudo, evidenciamos
que o OEAc, constituido de 77,5% e 80,4% de 1N2F apresenta atividade do tipo
antidepressiva associada ao efeito antineuroinflamatorio.

Como descrito anteriormente, algumas drogas antidepressivas possuem
atividade antineuroinflamatoria, como a fluoxetina que promove a inibicdo da
translocacgéo nuclear de NF-kB p65 na ativagdo microglial por LPS, assim diminuindo
na producao de citocinas como IL-6 e TNF-a (LI et al, 2018; LIU et al., 2021). Neste
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estudo, o pré-tratamento com a fluoxetina reduziu a expresséao de NF-kB e niveis de
IL-6 no estriado, coértex pré-frontal e hipocampo, demonstrando seu efeito
antidepressivo relacionado a modulacdo de monoaminas e processo inflamatério.

O LPS induz um processo inflamatério associado ao estresse oxidativo, sendo
caracteristicas patolégicas encontradas no desenvolvimento da depressdo e
ansiedade (ADEBESIN et al., 2017). A neuroinflamacéo e o estresse oxidativo sao
processos interdependentes e correlacionados, de modo que a ativacdo de NF-
kKB induz a producéo de radicais livre e o aumento de radicais livres, como EROS e
NO, intensificam a expresséo de genes pro-inflamatérios pela via do NF-kB (BHATT
et al., 2020; SHARAPOV et al., 2021).

Dessa forma, na neuroinflamagéo induzida por LPS, a ativagdo microglial
intensifica a producéo de radicais livres, como radicais hidroxila, superoxido e 6xido
nitrico, que juntos oxidam macromoléculas biol6gicas como lipidios, proteinas, RNA e
DNA (FILOMENI et al., 2015; SHARAPOQV et al., 2021). Apds 24h da administracéo
do LPS, observou-se o aumento dos niveis de nitritos em areas como estriado, cortex
pré-frontal e amigdala, demonstrando o efeito deletério deste radical livre. Em outros
estudos pré-clinicos € sugerido que a amigdala e o cortex pré-frontal sdo suscetiveis
ao estresse oxidativo, justificando as alteracées comportamentais apresentadas pelos
animais, visto que s&o areas de modulacio emocional e humor (CARTAGENES et al.,
2022)

A administracdo do LPS também elevou os niveis de peroxidacao lipidica,
demonstrando que o modelo de neuroinflamacéo foi capaz de estabelecer um quadro
de estresse oxidativo intenso no encéfalo dos animais. Em ensaios pré-clinicos, o
modelo de neuroinflamacgéo induzido por LPS (0,5 mg/kg) também demonstrou
aumento da peroxidacao lipidica em animais (MELLO et al., 2013). O malondialdeido
(MDA) é principal marcador do dano oxidativo, sendo produto secundario de
hidroperoxidos lipidicos advindos da peroxidacéo lipidica de membranas plasméaticas
(TELEANU et al.,, 2022). O MDA estad associado processos patologicos, lesdes
aterogénicas e disturbios neurodegenerativos (FEITOSA et al., 2018). Ha evidéncias
gue demonstram elevacdo MDA em pacientes depressivos (BAKUNINA et al., 2015;
BHATT et al., 2020).

Mediante isto, este estudo € pioneiro em demonstrar que o OEAc e 0 1IN2F
reduzem os niveis NO e a peroxidacéo lipidica em um modelo de neuroinflamacéo

causado por LPS em éareas encefalicas como estriado, cortex pré-frontal e amigdala.
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Além disso, o estudo demonstra que o OEAC e 1N2F possui efeito protetor contra o
estresse oxidativo e radicais livre no SNC.

Reafirmamos a capacidade antioxidante do OEAc, relatada em nossos estudos
anteriores, onde identificamos que o OEAc reduz a peroxidacao lipidica e aumenta a
captura de radicais livres, justificado pelo aumento de concentracdo do GSH e
capacidade antioxidante total em inflamacéo periférica (CARDOSO et al., 2022). A
atividade antioxidante estd associada ao constituinte 1N2F, que j& demonstrou
neutralizacédo de radicais DPPH, além disso, outros constituintes como linalol e 6xido
de cariofileno inibem a producédo de NO e aumentam atividade antioxidante (DA SILVA
et al., 2007; MEHRI et al., 2015; CARDOSO et al., 2022).

O estudo destaca o potencial terapéutico do OEAc e o 1N2F na prevenc¢ao do
comportamento do tipo ansioso e antidepressivo ao modular o processo inflamatorio,
suprimindo o fator NF-kB e a superproducéo de citocinas pro-inflamatoérias como IL-
18 e IL-6, além de prevenir o dano oxidativo e neutralizar radicais livre. Os
mecanismos descritos demonstram o potencial terapéutico do OEAc e do 1N2F sobre

a modulacéo de processos inflamatérios em doencgas neuropsiquiatricas.
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7. CONCLUSAO

Os oOleos essenciais de Aniba canelilla extraidos apresentaram alta
concentracdo de 1-nitro-2-feniletano, demonstrando que a espécie é fonte confiavel
do composto. O LPS causou alteracbes na atividade locomotora, comportamento
anedonico e comportamento do tipo ansioso e depressivo associado ao aumento dos
niveis do fator NF-kB, IL-1p e IL-6 e estresse oxidativo. A partir disso, pela primeira
vez, foi identificado que OEAc e 0 1N2F previne o comportamento do tipo depressivo
e ansioso e modula o processo neuroinflamatério, suprimindo o fator NF-kB e a
superproducao de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B e IL-6, além de prevenir o
dano oxidativo e neutralizar a elevacéo da producéo de radicais livre induzidos pelo
LPS. Por fim, o estudo evidenciou o potencial terapéutico do OEAc e do 1N2F sobre

a modulacédo de processos inflamatérios em condicdes patolégicas do SNC.
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ANEXO
ANEXO A - Certificado de Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa

- UFPA Comissao de Etica no
» Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos do éleo essencial de Aniba canelilla no processo de neuroinflamagéo.", protocolada
sob o CEUA n? 5320260521 (o 001693), Sob a responsabilidade de Enéas de Andrade Fontes Junior e equipe; Pablo Henrique
Franco Santos de Souza; Eloise Karoline Serrdo Cardoso; Pablo Luis Baia Figueiredo - que envolve a produgao, manutencao e/ou
utilizacdo 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 Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA) na reunido de 24/06/2021.

We certify that the proposal "Effects of Aniba canelilla essential oil on the neuroinflammation process.", utilizing 120 Heterogenics
rats (120 males), protocol number CEUA 5320260521 (b 001693), under the responsibility of Enéas de Andrade Fontes Junior and
team; Pablo Henrique Franco Santos de Souza; Eloise Karoline Serrdo Cardoso; Pablo Luis Baia Figueiredo - 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 06/24/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 05/2021 a 05/2022 Area: Farmacologia da Inflamagéo E do Comportamento - Lafico

Origem: Biotério Central ICB/UFPA
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 30 a 40 dias N: 120
Linhagem: Rattus norvegicus/wistar Peso: 180a200g

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

Belém, 01 de fevereiro de 2024
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