
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA 

DEPARTAMENTO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

CURSO DE GRADUAÇÃO EM FISIOTERAPIA 

  

 

 

 

 

ÁCIDO ROSMARÍNICO INIBE A RESPOSTA NEUROINFLAMATÓRIA 

AUTOIMUNE E COMPORTAMENTO TIPO DEPRESSIVO EM 

CAMUNDONGOS1 

 

 

 

LARISSA DA ROCHA LAURINDO 

 

 

ARARANGUÁ 

2017 

                                                           
1Projeto de inovação e desenvolvimento tecnológico com perspectiva de pedido de patente de 
inovação, de acordo com as diretrizes estabelecidas na Lei n° 13.243 de 11 de janeiro de 2016. Para os 
devidos efeitos serão consideradas Informações Confidenciais todas e quaisquer ideias, estratégias, 
dados, relatórios, resultados preliminares, dentre outras, as quais não poderão ser repassadas a 
terceiros do seu conteúdo ou existência. 



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA 

DEPARTAMENTO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

CURSO DE GRADUAÇÃO EM FISIOTERAPIA 

 

 

 

 

 

 

ÁCIDO ROSMARÍNICO INIBE A RESPOSTA NEUROINFLAMATÓRIA 

AUTOIMUNE E COMPORTAMENTO TIPO DEPRESSIVO EM 

CAMUNDONGOS 

 

LARISSA DA ROCHA LAURINDO 

Trabalho de conclusão de curso de 

graduação apresentado à disciplina TCC 

II do Curso de Fisioterapia da 

Universidade Federal de Santa Catarina, 

como requisito parcial para obtenção do 

título de Bacharel em Fisioterapia. 

Orientador: Prof. Dr. Rafael Cypriano 

Dutra  

 

 

 

ARARANGUÁ 

2017 



AGRADECIMENTOS 

Primeiramente agradeço a Deus, por ter me dado o dom da vida e iluminado 

sempre minhas escolhas.  

Agradeço também aos meus pais, Braz Z. Laurindo e Rosinete G. da Rocha 

Laurindo, os quais não mediram esforços pra me oportunizar a possibilidade de 

estar realizando esse trabalho. Agradeço em especial o meu pai, que todos os 

dias acordou mais cedo para poder me trazer até a faculdade. Agradeço a 

minha mãe, por todos os colos que sempre me deu quando eu precisava.  

Agradeço meu irmão, Michel da R. Laurindo, por sempre ter paciência e me 

ajudar no que fosse preciso. 

Agradeço minhas amigas que sempre tiveram comigo, me apoiando e me 

incentivando. Em especial a Bruna Orige, Tamyles, Karol, Grazi, Juliana e 

Bruna C., que sempre me ouviram e entenderam minha ausência em vários 

momentos.  

Agradeço ao meu orientador Rafael Cypriano Dutra, por ter me aberto à porta 

para a área da pesquisa, por sempre me orientar quando eu precisava, por ter 

tido paciência e por dividir parte do seu conhecimento comigo.  

Por fim, não poderia deixar de agradecer a toda à família LAIF, que foram de 

extrema importância em todos os momentos de execução desse trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Cada segundo é tempo para mudar 

tudo para sempre”  

(Charles Chaplin) 



RESUMO 

A Esclerose Múltipla (EM) é uma doença autoimune, inflamatória, crônica e 
desmielinizante do sistema nervoso central (SNC) – caracterizada pelo 
desenvolvimento de comprometimento motor, sensorial e visual, além de 
disfunções intestinais, urinárias, sexuais, déficits cognitivos e particularmente 
sintomas depressivos. Além disso, a depressão é o principal e mais prevalente 
transtorno de humor da sociedade atual, representando assim, importante 
problema de saúde pública. Pacientes que desenvolvem doenças, nas quais há 
neuroinflamação, tendem a desenvolver sintomas depressivos. A depressão é 
uma das dez principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo. 
Atualmente, as terapias farmacológicas disponíveis para o tratamento da EM e 
depressão apresentam diferentes efeitos adversos ao organismo, além de 
possuírem elevado custo e, frequentemente, eficácia clínica limitada. Por esta 
razão, a busca por novas terapias neuroprotetoras e imunomoduladoras torna-
se de fundamental importância para o controle dessas patologias 
neuropsiquiátricas. Assim, a principal motivação desse trabalho foi investigar os 
efeitos neuroprotetor e antidepressivo do ácido rosmarínico (AR) (O-cafeoil-3,4-
diidroxifenil lático) em modelos experimentais. No estudo foram utilizados 40 
camundongos Swiss machos – para avaliar o efeito do AR no comportamento 
tipo-depressivo, através dos testes de suspensão pela cauda, splash test e 
campo aberto – além de 18 camundongos C57BL6, fêmeas, para avaliar o 
efeito neuroproter do AR no modelo de encefalomietile autoimune 
experimental, através das avaliações do escore diário e do peso corporal. 
Resumidamente, os resultados obtidos demonstram o efeito pré-clínico 
neuroprotetor e antidepressivo do AR. 
 
Palavras chaves: esclerose múltipla; encefalomielite autoimune experimental; 
depressão; ácido rosmarínico.  



 

ABSTRACT 

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune, inflammatory, chronic and 
demyelinating disease of the central nervous system (CNS) characterized by 
the development of motor, sensory and visual impairment, as well as intestinal, 
urinary, sexual dysfunction, cognitive deficits and depression. Depression is the 
main and most prevalent mood disorder in today's society, thus representing an 
important public health problem. Patients who develop diseases, in which there 
is neuroinflammation, tend to develop depressive symptoms. In addition, 
depression is one of the top ten causes of morbidity and mortality worldwide. 
Currently, pharmacological therapies available for the treatment of MS and 
depression have different adverse effects on the body, and are costly and often 
of limited clinical efficacy. For this reason, the search for new neuroprotective 
and immunomodulatory therapies becomes of fundamental importance for the 
control of these neuropsychiatric disorders. Thus, the main motivation of this 
work was to investigate the neuroprotective and antidepressant effects of 
rosmarinic acid -O-caffeoyl-3,4-dihydroxyphenyl lactic acid. The sample 
consisted of 40 male Swiss mice, which were used to evaluate the effect of 
rosmarinic acid on the type-depressive behavior, through the tests of tail 
suspension, splash test and open field. In addition, 18 female C57BL6 mice 
were used to evaluate the neuroproter effect of rosmarinic acid on the 
experimental autoimmune encephalomyelitis model through daily score and 
body weight assessments. Briefly, the results demonstrate the neuroprotective 
and antidepressant preclinical effect of rosmarinic acid. 

Key words: Multiple sclerosis; experimental autoimmune encephalomyelitis; 
depression; rosmarinic acid. 
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CAPÍTULO I - ESCLEROSE MÚLTIPLA 

 

1. INTRODUÇÃO  

A esclerose múltipla (EM) é uma doença autoimune, neuroinflamatória 

crônica e desmielinizante do sistema nervoso central (SNC), que afeta tanto o 

cérebro como a medula espinhal, conduzindo a incapacidade e a perdas 

psicossociais (SIQUEIRA; PIRES, 2016; SILVA; NASCIMENTO, 2014; 

BARKER et al., 2014). 

A gênese da doença ocorre a partir de uma lesão, a qual induz uma 

resposta autoimune, caracterizada por infiltrado linfocitário multifocal, 

especialmente linfócitos TCD4+ e linfócitos B, os quais em conjunto promovem 

dano axonal, morte de neurônios e oligodendrócitos. Além disso, a principal 

marca da EM é a perda da bainha de mielina – desmielinização – induzida pela 

resposta autoimune, a qual resulta no aparecimento dos sinais e sintomas 

motores, sensoriais e cognitivos. As lesões desmielinizantes alteram a 

condução do impulso nervoso neuronal, e contribuem para o déficit neurológico 

que varia com a localização das placas desmielinizadas no SNC. Ainda, o 

infiltrado celular da periferia para dentro do SNC pode ser facilitado pela perda 

da integridade da barreira hemato-encefálica (BHE) durante o processo de 

neuroinflamação (CABREIRA; CECCBINT, 2006). 

A etiologia da EM é desconhecida, ainda que existam evidências de 

causas multifatoriais (SILVA; NASCIMENTO, 2014). A hipótese patogênica 

mais aceita fundamenta-se na associação entre fatores genéticos e ambientais, 

os quais desencadeiam uma resposta autoimune contra a bainha de mielina, 

gerando morte de oligodendrócitos e desmielinização, o que culmina com a 

alteração na condução dos impulsos nervosos. Em conjunto, essas reações 

resultam no surgimento dos sintomas motores, sensoriais e cognitivos típicos 

da doença (MOREIRA et al., 2000). Segundo Cabreira e Ceccbint (2006) as 

áreas da mielina destruídas pela resposta neuroinflamatória são referidas como 

“lesões” ou “placas” e dependendo do local promoverão o aparecimento de 

sinais e sintomas distintos, conforme ilustrado abaixo (QUADRO 1).  
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QUADRO 1. Localização do local da lesão correspondente aos sinais e sintomas decorrentes 

nos pacientes com EM. Imagem adaptada de Cabreira; Ceccbint (CABREIRA; CECCBINI, 

2006). 

Localização da Lesão Sinais e Sintomas 

Cerebelo Desequilíbrio, disfunção motora e tremores. 

Nervos motores Fraqueza muscular, paralisia espástica, problemas 
visuais, alterações patológicas na bexiga e no intestino. 

Nervos sensitivos Alterações na sensibilidade, dormência, parestesia, 
sensação de queimação. 

 

1.1. EPIDEMIOLOGIA 

A EM representa uma importante doença neurológica, devido à sua 

cronicidade e por acometer adultos jovens, na faixa etária de 20-40 anos de 

idade, com prevalência global estimada em 2,3 milhões de portadores  em 

2013 (ONTANEDA et al., 2017). Além disso, a EM afeta com maior prevalência 

mulheres na proporção de 2:1, com quatro formas clínicas distintas: EM 

reincidente-remitente; EM progressiva primária; EM progressiva secundária, e 

EM progressiva reincidente (FINKELSZTEJN et al., 2009; ERRANTE; FERRAZ; 

RODRIGUES, 2016).  

A EM acomete cerca de 100.000 pessoas no Reino Unido, sendo a 

causa mais comum de deficiência física adquirida em diferentes países da 

América do Norte e Europa (BARKER et al., 2014; FINKELSZTEJN et al., 2009; 

SILVA; NASCIMENTO, 2014). De maneira geral, a incidência e prevalência da 

EM diferem dependendo das regiões do mundo, apresentando maior 

concentração depacientes portadores de EM em regiões distantes do equador. 

Na Europa e América do Norte a incidência é cerca de 6/100.000/ano e a 

prevalência de 1/1000 (WEISSERT, 2013). A EM afeta aproximadamente 

400.000 pessoas somente nos Estados Unidos, a maioria deles jovens adultos, 

sendo que aproximadamente 87% dos pacientes apresentam a EM reincidente-

remitente (EMRR), caracterizada por ataques agudos (recaídas), seguido de 

recuperação parcial ou completa (remissão) (LOMA; HEYMAN, 2011). 

No Brasil, a prevalência da EM é de 15 casos/100.000 habitantes na 

região sudeste, porém, devido à grande extensão territorial brasileira, o país é 

considerado de baixo-média prevalência, pois as áreas de clima tropical e 
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equatorial exibem taxas menores (5 casos/100.000 habitantes), tal como ocorre 

na cidade de Recife (taxa de 1,36 casos/100.000 habitantes) (FINKELSZTEJN 

et al., 2009). 

 

1.2. ETIOLOGIA 

A inflamação do SNC é a principal causa de danos na EM, embora os 

elementos específicos que iniciam esta inflamação ainda não sejam 

completamente entendidos. Pesquisas sugerem que as causas são 

multifatoriais, tais como: suscetibilidade genética, mecanismos autoimunes, 

exposição a fatores estressores, redução da exposição solar, tabagismo e 

infecções virais (SILVA; NASCIMENTO, 2014; LOMA, HEYMAN, 2011). Por 

exemplo, fatores genéticos influenciam a susceptibilidade à patogênese da EM 

(OLSSON; BARCELLOS; ALFREDSSON, 2016). Oliveira e Souza (1998) 

realizaram estudo em gêmeos que constataram susceptibilidade 40 vezes 

maior entre os familiares de primeiro grau de pacientes com EM (OLIVEIRA; 

SOUZA, 1998). Além disso, alguns autores descrevem as regiões do antígeno 

leucocitário humano (HLA) como sendo o locus de susceptibilidade mais 

importante para a EM (EBERS et al., 1996; KAIMEN-MACIEL et al, 2009; 

SCHMIDT; WILLIAMSON; KOCH, 2007; ROJAS et al., 2010; ALVES-LEON et 

al., 2007; OLSSON; BARCELLOS; ALFREDSSON, 2016), tais como o locus 

HLA localizado nos cromossomos 6p2110p15, 5p13 e 1p36 (OLIVEIRA; 

SOUZA, 1998).  Isso ocorre devido ao fato de que as moléculas de HLA, de 

classe I e II, participam do processo de reconhecimento e apresentação dos 

antígenos aos linfócitos T e são expressas, principalmente, por células 

apresentadoras de antígenos (APC´s) tais como: macrófagos, células 

dendríticas e linfócitos B, além de possuírem a capacidade de ligar-se a 

determinados peptídeos próprios e apresentá-los às células do sistema 

imunológico, desencadeando assim a resposta autoimune. As variantes de 

genes de classe II codificam produtos que apresentam antígenos para os 

linfócitos T CD4+, enquanto os produtos de classe I apresentam antígenos 

para linfócitos T CD8+ (EBERS et al., 1996; OLSSON; BARCELLOS; 

ALFREDSSON, 2016). 
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Em contrapartida, a hipótese mais aceita da etiologia da EM está 

relacionada à infecção prévia, considerando o fato de que os patógenos 

possuem proteínas semelhantes àquelas da mielina, contribuindo assim para a 

resposta autoimune e desenvolvimento de desmielinização da bainha de 

mielina, processo esse definido como mimetismo molecular. Vírus como 

Epstein-Barr, Varicella zoster e Rubeulla virus ou bactérias como o 

Mycobacterium avium paratuberculosis possuem em suas proteínas 

sequências polipeptídicas semelhantes àquelas da proteína básica da mielina, 

as quais são reconhecidas como antígenos pelas APC´s (OLIVEIRA; SOUZA, 

1998; DO OLIVAL et al., 2013; MAMELI et al., 2014). 

Ainda, fatores ambientais, como a exposição a agentes infecciosos, bem 

como a diminuição da exposição à luz solar e conversão de vitamina D, são 

considerados responsáveis por alterar o risco de EM. Atualmente, existe uma 

associação positiva entre a diminuição da exposição à luz solar, principalmente 

diminuição da exposição à radiação ultravioleta e subsequentemente culmina 

na diminuição do nível de calcifediol (pré-hormônio, o qual é convertido no rim 

à forma ativa da vitamina D) e a ocorrência de EM (ESMAEL; EL‑SHERIF; 

ELAZZOUNY, 2016). 

 

1.3. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

Conforme descrito anteriormente, a EM pode ser subdividida em quatro 

tipos de manifestações clínicas, sendo eles: remitente-recorrente (EMRR), 

progressivo-secundária (EMPS), progressivo-primária (EMPM) e a progressivo-

redicivante (EMPR) (DOUVARAS et al., 2014; GABY, 2013; CABREIRA; 

CECCBINT, 2006; KARACA et al., 2017).  

A EMRR é a forma mais comum, a qual afeta aproximadamente 85% 

dos pacientes com EM, sendo caracterizada por crises (recidivas ou 

exacerbações) seguidas por períodos de remissão, quando os sintomas 

melhoram ou desaparecem (GOLDENBERG, 2012; KARACA et al., 2017). 

Além disso, a maioria dos portadores de EMRR evolui para a forma EMPS com 

considerável persistência dos sintomas motores com ou sem períodos de 

remissão ou nivelamento fora da severidade dos sintomas (platôs). Para muitos 

pacientes, o tratamento com agentes modificadores da doença auxilia no 
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retardo de tal progressão (GOLDENBERG, 2012; KARACA et al., 2017). A 

EMPM acomete cerca de 10% dos portadores, e os sintomas progridem 

consideravelmente desde o início da doença, com ausência de recaídas ou 

remissões, porém podendo ocorrer platôs ocasionais. Esta forma de EM é mais 

resistente às drogas tipicamente usadas para tratar a doença (GOLDENBERG, 

2012; KARACA et al., 2017). A forma EMPR é rara, afetando menos de 5% dos 

pacientes. É a forma mais grave da doença, resultante de uma combinação de 

exacerbações e progressões desde o início, com crises intermitentes de piora 

dos sintomas no decurso da doença e com ausência de remissão 

(GOLDENBERG, 2012; OLIVEIRA; SOUZA, 1998; KARACA et al., 2017). 

Os sintomas iniciais da EM podem ser divididos em sinais maiores e 

menores. Alterações piramidais, sensitivas e cerebelares são consideradas 

como os sinais maiores, e manifestações visuais e esfincterianas são sinais 

menores (OLIVEIRA; SOUZA, 1998; MOREIRA, 2000; HORNG; FABIAN, 

2017). As alterações piramidais englobam fadiga, espasticidade, sinais de 

liberação piramidal (hiperreflexia, sinal de Babinski, clônus uni ou bilateral), 

enquanto as alterações cerebelares podem ser divididas em comprometimento 

do equilíbrio e da coordenação motora (OLIVEIRA; SOUZA, 1998; HORNG; 

FABIAN, 2017). O sintoma sensitivo mais comum são as parestesias, descritas 

como “formigamento” ou “adormecimento”, as quais podem estar associadas à 

hipoestesia superficial e/ou profunda em um ou mais membros (OLIVEIRA; 

SOUZA, 1998; HORNG; FABIAN, 2017). Sobre os principais distúrbios visuais, 

a neurite óptica (ON) é uma apresentação clínica inicial comum que ocorre 

durante todas as recaídas de EM, a qual normalmente evolui ao longo de dias 

ou semanas à medida que a lesão se desenvolve. A perda visual é geralmente 

unilateral, podendo variar de leve a moderada em gravidade. Inicialmente, o 

paciente experimenta um escotoma (escuridão de uma parte do campo visual) 

central, embora o padrão de perda visual também possa ser uniforme em todo 

o campo visual ou focal. Já o comprometimento esfincteriano que geralmente 

acontece é a incontinência ou retenção urinária e fecal. Pode-se observar 

também disfunção sexual (OLIVEIRA; SOUZA, 1998; HORNG; FABIAN, 2017). 

 

 



17 

 

1.4. MODELO EXPERIMENTAL DE EM 

Segundo Garg e Smith (2015), o modelo experimental utilizado para o 

estudo da EM é baseado na inflamação neuronal induzida resultando em 

encefalomielite autoimune, sendo esse comumente conhecido como 

encefalomielite autoimune experimental (EAE) (SIQUEIRA; PIRES, 2016). 

A EAE é uma doença desmielinizante do SNC que compartilha 

características clínicas e patológicas similares à EM, descrita pela primeira vez 

há cerca de 80 anos como modelo de doença desmielinizante, importante para 

estudar os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da doença e no 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas (CONSTANTINESCU et al., 

2011). O primeiro modelo foi descrito por Thomas Rivers em 1933 (RIVERS et 

al., 1933). Nesse trabalho, macacos desenvolveram sinais clínicos 

relacionados ao SNC, apresentando reações inflamatórias acompanhadas de 

desmielinização perivascular no mesencéfalo, medula e cerebelo, após 

receberem injeções de extratos de cérebros de coelhos (RIVERS et al., 1933). 

Atualmente, existem diferentes modelos de EAE, os quais apresentam 

variações nas linhagens de animais (preferencialmente roedores) e os tipos de 

antígenos utilizados para a indução. Em conjunto, esses modelos mimetizam 

as formas clínicas desenvolvidas também na EM. De maneira geral, os animais 

são sensibilizados com proteínas da mielina e desenvolvem um processo 

similar a EM, principalmente, àquelas relacionados aos sintomas motores, 

sensoriais e cognitivos. A partir de evidências obtidas utilizando-se este modelo 

muitos dos processos imunopatológicos da EM são hoje conhecidos 

(SIQUEIRA; PIRES, 2016). Existem, três abordagens diferentes podem ser 

utilizadas para induzir a doença nos animais: imunização ativa, imunização 

passiva (transferência de células T encefalitogênicas para animais 

susceptíveis) e o modelo de EAE espontânea (sem manipulação exógena) 

(STROMNES; GOVERMAN, 2006). Nesse trabalho utilizamos o modelo de 

imunização ativa.  

A doença, induzida por imunização ativa, pode ser induzida em ratos e 

camundongos através da imunização com antígenos derivados de mielina 

(myelin basic protein – MBP, proteolipid protein – PLP, myelin oligodendrocyte 

glycoprotein – MOG ou peptídeos derivados destas proteínas) em associação 
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ao adjuvante completo de Freund (LINK; XIAO, 2001; MINICUCCI et al., 2010; 

STROMNES; GOVERMAN, 2006). 

 A EAE induzida com o peptídeo MOG35-55 em camundongos C57BL/6 

induz uma doença monofásica, com surgimento dos sintomas entre os dias 9-

14 após a indução, com pico entre os dias 15 - 20, seguidos de recuperação 

lenta e parcial, a partir do dia 35 pós-indução. Os sintomas clínicos associados 

à EAE podem ser evidenciados através dos escores locomotores, assim como 

pela perda de peso corporal (STROMNES; GOVERMAN, 2006), conforme 

ilustrado na Tabela 2. 

 

Escore Sinais clínicos Observações 

0 Sem sinais Os animais ficam com as patas posteriores estendidas; a 
cauda enrola no objeto cilíndrico; andar normal. 

0,5 Perda parcial do tônus da 
cauda 

Os animais ficam com as patas posteriores estendidas; ponta 
da cauda caída e/ou não enrola no objeto cilíndrico; andar 
normal. 

1 Perda total do tônus da 
cauda 

Os animais ficam com as patas posteriores estendidas; cauda 
caída e não enrola no objeto cilíndrico; anda normal. 

2 Perda na coordenação dos 
movimentos, paresia das 
patas posteriores 

Os animais contraem as patas posteriores quando são 
segurados pela cauda; os animais caminham com falta de 
coordenação nos movimentos; os animais apresentam reflexo 
nas patas quando apertadas; cauda sem tônus. 

2,5 Uma das patas paralisadas Os animais arrastam uma das patas; uma das patas não 
responde ao reflexo. 

3 Patas posteriores paralisadas Ambas as patas posteriores paralisadas; os animais arrastam 
ambas as patas posteriores e ambas não respondem ao 
reflexo. 

3,5 Fraqueza nas patas 
anteriores 

Patas posteriores arrastadas; patas dianteiras com dificuldades 
de mover o corpo; ambas as patas não respondem ao reflexo. 

4 Paralisia das patas anteriores Os animais não se movem; as patas posteriores e anteriores 
não respondem ao reflexo. 

5 Moribundo/Morte Morte. Nenhum movimento; frio ao toque, respiração alterada. 
Animais sacrificados. 

QUADRO 2. Avaliação clínica dos animais durante o decurso da EAE, relacionada ao escore 
dos sinais clínicos associados ao desenvolvimento da EAE.  FONTE: DUTRA et al., 2012. 
 

1.5. PATOGÊNESE DA EAE 

A EAE se caracteriza tanto pela inflamação por células mononucleares 

(monócitos e linfócitos), quanto por desmielinização, as quais se assemelham a 
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EM nos portadores humanos. A EAE é mediada por linfócitos T, especialmente 

o subtipo Th17 e Th1, específicos contra antígenos de mielina, os quais 

migram da circulação sanguínea para o SNC, através da BHE (O’CONNOR et 

al., 2008). O modelo murino MOG35-55 vs. C57BL/6 tem sido bastante útil na 

indução de EAE persistente, severa e sem remissões (SOSPEDRA; MARTIN, 

2005). Esta proteína tem sido objeto de estudos que sustentam a possibilidade 

dela ser o antígeno-alvo primário no desenvolvimento da EM nos humanos 

(MENDEL et al., 1995; SILVA; PAULA; FERREIRA, 2008). 

Após o reconhecimento de peptídeos pelas APC´s, essas migram para o 

tecido linfóide periférico e apresentam os antígenos aos linfócitos T naive 

(CHASTAIN et al., 2011; KRUMBHOLZ et al., 2012; GANGULY et al., 2013). 

Assim, estes linfócitos T se diferenciam em células Th1 - produtoras de 

interferon-γ (IFN-γ) e, principalmente, Th17 - produtoras de IL-17, IL-22 e IL-21 

(MCFARLAND; MARTIN, 2007). A célula Th17 tem demonstrado alto potencial 

patogênico na EM, uma vez que expressa marcadores de ativação, co-

estimuladores e moléculas de adesão maiores que as células Th1 

(BRUCKLACHER-WALDERT et al., 2009). 

Inicialmente, acreditava-se que os linfócitos Th1 eram as principais 

células envolvidas na patogênese da EM, tal como na EAE. Essa conclusão foi 

baseada no fato de que animais nocautes para a citocina IL-12p40 (IL-12p40-/-) 

eram resistentes a EAE, considerando que a IL-12 é necessária para a 

diferenciação das células Th1 (PANITCH et al., 1987). Além disso, o tratamento 

com IFN-ɣ, citocina produzida, preferencialmente, por linfócitos Th1, exacerbou 

a doença, no entanto, camundongos nocautes para IFN-ɣ-/- ou ativador de 

transcrição-1 (STAT-1)-/- desenvolvem EAE com maior gravidade (BETTELLI et 

al., 2004). Outros dados demonstram que a transferência de linfócitos Th17 

induz EAE com maior severidade quando comparada com a transferência de 

células Th1. Por esta razão, acredita-se que os linfócitos Th17 sejam as 

principais células envolvidas com o surgimento e manutenção das doenças 

autoimunes no SNC como, por exemplo, a EM (FROHMAN et al., 2006; 

MCFARLAND; MARTIN, 2007; GOVERMAN, 2009). 

De acordo com Goverman (2009), o processo de desmielinização inicia-

se com a ativação de linfócitos T CD4+ Th1 e Th17 pelas células dendríticas, 
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as quais apresentam antígenos de mielina a essas células nos órgãos linfóides 

periféricos. Após a ativação periférica, as células T autoreativas entram no 

SNC cruzando a BHE através do plexo coroide, auxiliadas não somente pelo 

aumento da expressão de citocinas inflamatórias, como também por moléculas 

de adesão, integrinas e receptores de quimiocinas expressos nas células 

endoteliais da BHE. Neste contexto, talvez as moléculas de adesão como as 

selectinas (E-, P-, e L-Selectinas) e as interações de integrinas VLA-4 (very late 

antigen-4) e LFA-1 (lymphocyte functionassociated antigen-1) sejam as mais 

importantes. Além disso, um dos mecanismos propostos para esta 

transmigração é que a ativação das células endoteliais da BHE através dos 

receptores de reconhecimento padrão, tal como o receptor do tipo Toll-like 4 

(TLR4, Toll-like Receptor-4) induz alta expressão de P-selectinas, facilitando 

assim a transmigração das células T para dentro do SNC (RACKE et al., 2005). 

E por fim, a ativação recorrente dos receptores TLRs nos astrócitos parece ser 

capaz de aumentar a produção de IL-6 e outras quimiocinas, aumentando 

assim o recrutamento de células com potencial inflamatório para dentro do 

SNC (FARINA et al., 2005). 
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CAPÍTULO II – DEPRESSÃO  

2. INTRODUÇÃO 

A depressão é uma importante enfermidade da sociedade atual, com 

prevalência aproximada de 21% na população de alguns países desenvolvidos. 

Além disso, segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a depressão é 

uma das dez principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo 

(BETTIO et al., 2011). Sendo definida como um distúrbio heterogêneo, 

frequentemente manifestado por sintomas psicológicos, comportamentais e 

fisiológicos (MACHADO et al., 2012). É considerada uma das principais 

condições neuropsiquiátricas do mundo moderno (prevalência de 10-30% em 

mulheres e 7-15% em homens) e é prevista pela OMS como a principal causa 

de doença para o ano de 2030 (TIERNEY, 2007; COLLA et al., 2012).  

O conceito de doença depressiva existe desde o século II D.C e já, 

nessa época, existiam relatos médicos de pacientes com transtornos de humor 

(SARTORIUS, 2001). Contudo, foi apenas no final do século XIX que o 

psiquiatra alemão Emil Kraepelin apresentou uma classificação diagnóstica 

para a depressão, diferenciando-a da esquizofrenia e de outras doenças 

mentais (ANGST; GAMA, 2008).  Atualmente, segundo o Manual Estatístico e 

Diagnóstico da Associação Norte-Americana de Psiquiatria, em sua quarta 

versão (DSM-5), os distúrbios afetivos podem ser classificados em distúrbios 

depressivos (depressão maior, distimia e tipos não-especificados) e distúrbios 

bipolares. Os sintomas da depressão incluem componentes emocionais e 

biológicos. Dentre os componentes emocionais estão à apatia e o pessimismo, 

baixa autoestima, sentimentos de culpa e de inadaptação, assim como a 

indecisão e a perda de motivação. Enquanto os sintomas biológicos incluem o 

retardo de pensamento e de ação, a perda da libido, distúrbio do sono e perda 

do apetite (RANG et al., 2016). 

A depressão maior é ainda conhecida por ser acompanhada pelas 

respostas imunoinflamatórias. Pacientes com depressão maior apresentam: i) 

aumento no número de leucócitos sanguíneos periféricos, relacionados ao 

desequilíbrio linfócitos T CD4+/CD8+; ii) aumento na concentração plasmática 

de proteínas de fase aguda, tais como a haptoglobina e a proteína C reativa; iii) 

diminuição na resposta celular a patógenos; iv) redução no número de linfócitos 
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e da atividade de células Natural Killer (NK); v) alteração na expressão de 

antígenos; vi) além do aumento nos níveis sanguíneos de citocinas pró-

inflamatórias e seus receptores, tais como IL-6 e IL-23. Logo, tem-se sugerido 

que o aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias e o desequilíbrio na 

resposta Th1/Th2 poderiam desempenhar papel relevante na fisiopatologia da 

depressão (VISMARI; ALVES; PALERMO- NETO, 2008). 

Ainda, a partir do surgimento da hipótese monoaminérgica, grande 

avanço ocorreu na compreensão da neurobiologia da depressão. Segundo esta 

hipótese, a depressão ocorre a partir da menor disponibilidade de aminas 

biogênicas cerebrais, em particular serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e/ou 

dopamina (DA). Tal proposição é reforçada pelo conhecimento do mecanismo 

de ação dos antidepressivos, o qual se baseia, principalmente, no aumento da 

disponibilidade desses neurotransmissores na fenda sináptica, seja pela 

inibição (seletiva ou não) de suas recaptações, seja pela inibição da enzima 

responsável por suas degradações (tal como os inibidores da enzima 

monoaminoxidase) (HIRSCHFELD, 2010; VISMARI; ALVES; PALERMO- 

NETO, 2008; DOBOSZEWSKA et al., 2017). 

A hiperatividade do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) é outro forte 

correlato biológico da depressão (FERRARI; VILLA, 2016). Diferentes fatores 

regulam a atividade do eixo HPA, tais como a inervação direta 

catecolaminérgica, serotonérgica e dopaminérgica nos neurônios produtores de 

hormônio liberador de corticotropina (HLC) no hipotálamo, os quais parecem 

influenciar a liberação de HLC (JURUENA; CLEARE; PARIANTE, 2004). 

Neurotransmissores noradrenérgicos e serotoninérgicos têm sido implicados na 

resposta ao estresse, medo e ansiedade (MILLAN, 2003; WIECZOREK et al., 

2005).  

  

2.1. HIPÓTESE INFLAMATÓRIA E NEURODEGENERATIVA DA 

DEPRESSÃO  

Os primeiros trabalhos demonstrando o componente neuroinflamatório 

da depressão, através da ativação de células mononucleares, surgiram na 

década de 80. A partir dessas descobertas, uma nova hipótese para o 

desenvolvimento e progressão da depressão passou a ser considerada, 
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pautada nos seguintes pilares: monoaminas vs. inflamação vs. ativação da 

resposta imunológica (MAES et al., 1993). O pesquisador Smith, em 1991, 

propôs pela primeira vez qual seria o papel das citocinas na depressão, sob a 

forma da "teoria de macrófagos de depressão" e aprofundados os estudos por 

Maes e colaboradores no início da década de 90 (SMITH, 1991; MAES; SONG; 

YIRMIYA, 2012). As citocinas pró-inflamatórias são responsáveis pela resposta 

da fase aguda na inflamação, contribuindo para diferentes aspectos clínicos da 

depressão, tais como hiperatividade do eixo HPA e distúrbio no metabolismo 

da serotonina (MAES, 1994; FERRARI; VILLA, 2016; GROSSO; VALENTÃO; 

ANDRADE, 2016). Ainda, as citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-α) 

podem influenciar tanto o metabolismo de NA, 5-HT e DA como as funções 

neuroendócrinas, levando ao achatamento da curva de cortisol e ao aumento 

das concentrações de cortisol noturno, sugerindo a existência de uma ligação 

entre a ativação do eixo HPA e a resposta depressiva (GROSSO; VALENTÃO; 

ANDRADE, 2016).  

As diminuições induzidas pelo estresse no nível de Fator Neurotrófico 

Derivado do Cérebro (BDNF) e na neurogênese estão relacionadas, em parte, 

com a indução da liberação de citocinas imunes inatas. Além disso, a 

administração tanto de IFN-α como de vacinação tifóide para humanos pode 

alterar neurocircuitos – relevantes no estabelecimento do humor – incluindo 

núcleos da base e córtex cingulado anterior dorsal, as quais controlam 

comportamentos relacionados à atividade motora, motivação, ansiedade e 

reações de alarme (GROSSO; VALENTÃO; ANDRADE, 2016; GULYAEVA, 

2017). As respostas adaptativas ao estresse envolvem a ativação do eixo HPA. 

No entanto, é necessária uma regulação eficiente para retornar os níveis do 

hormônio aos níveis basais, uma vez que a estimulação excessiva ou 

reatividade do eixo HPA pode desencadear estado de sofrimento prolongado, 

comprometimento do sistema límbico e aumento do risco de transtornos 

psiquiátricos (GOEL et al., 2014). Nos últimos 30 anos, tornou-se evidente a 

observação da hiperatividade do eixo HPA em um subconjunto de pacientes 

com depressão maior (VARGHESE; BROWN, 2001; GROSSO; VALENTÃO; 

ANDRADE, 2016). 
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O eixo HPA consiste em um loop de retroalimentação, o qual 

compreende o hipotálamo, a glândula pituitária e as glândulas adrenais, sendo 

ativado durante um estresse emocional. As células neurosecretoras do núcleo 

paraventricular (PVN) do hipotálamo recebem inputs neuronais de diferentes 

regiões cerebrais, incluindo amígdala, hipocampo e núcleos do mesencéfalo 

(MCQUADE; YOUNG, 2000; VARGHESE; BROWN 2000; GROSSO; 

VALENTÃO; ANDRADE, 2016). O estresse é percebido pelo córtex cerebral, 

transmitido ao hipotálamo como consequência à ativação do eixo HPA. A 

atividade do eixo HPA é regulada pelo fator liberador de hormônio 

adrenocorticotrópico (CRF) e vasopressina (AVP), secretados pelo hipotálamo, 

que por sua vez estimulam a hipófise a liberar o hormônio adrenocorticotrópico 

(ACTH), que ativa a secreção de glicocorticoides (cortisol em humanos e 

corticosterona em roedores) a partir do córtex da glândula adrenal. 

Glicocorticoides irão ligar-se a seus receptores localizados dentro do eixo HPA, 

bem como, nos locais em que exercem o controle de feedback sobre a 

liberação de CRF, AVP e ACTH (FERRARI; VILLA, 2016). Os glicocorticoides 

não só controlam as funções periféricas, o metabolismo e a resposta 

imunológica, mas também apresentam diferentes efeitos centrais, tais como: 

regulam a sobrevivência neuronal, a neurogênese, o tamanho hipocampal, a 

formação e aquisição de novas memórias e a avaliação emocional de eventos, 

representando assim um importante elo entre o estresse vs. funcionamento 

cerebral (FERRARI; VILLA, 2016). Ainda, alguns estudos observaram o 

aumento da atividade do eixo HPA em pacientes deprimidos, os quais 

apresentaram 1) níveis aumentados de cortisol na saliva, plasma e urina, 2) 

aumento no nível de CRF no líquido cefalorraquidiano (LCR) e nas regiões 

cerebrais límbicas; e 3) aumento do tamanho (bem como da atividade) das 

glândulas pituitária e adrenais, sugerindo que essa hiperativação do eixo HPA 

esteja, provavelmente, relacionada com as alterações no controle inibitório de 

feedback exercidos pelos glicocorticoides endógenos (FERRARI; VILLA, 2016; 

GROSSO; VALENTÃO; ANDRADE, 2016).  
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2.2. MODELO EXPERIMENTAL DEPRESSÃO 

Estudos anteriores demonstraram que a aplicação de estímulos físicos 

e/ou psicológicos intensos a animais de experimentação constituem fator 

estressante capaz de induzir alterações fisiológicas e comportamentais 

similares àquelas observadas em indivíduos deprimidos e, principalmente, de 

maneira sensível ao tratamento com drogas antidepressivas (WILLNER, 1985; 

MCARTHUR; BORSINI, 2006). Assim, a exposição de animais de 

experimentação a situações estressantes não controláveis vêm sendo 

empregada como uma importante ferramenta experimental no estudo da 

neurobiologia da depressão (WILLNER, 1997; MATHEW et. al., 2005; 

MCARTHUR; BORSINI, 2006).  Alguns desses exemplos são: o teste do nado 

forçado (TNF) (PORSOLT et al., 1977), o teste de suspensão pela cauda (TSC) 

(MCARTHUR; BORSINI, 2006) e desamparo aprendido (WILLNER, 1985).  

O TSC é amplamente utilizado para a investigação da ação 

antidepressiva de novos compostos, assim como para compreender o 

"comportamento tipo depressivo”. Particularmente, o teste avalia o tempo de 

imobilidade dos roedores expostos a uma situação estressante inevitável, neste 

caso a suspensão pela cauda a partir de uma estrutura fixa, normalmente 

durante um período pré-definido, comumente 6 minutos (BARKUS, 2012). 

Assim, após um período inicial de movimentação ativa, o animal eventualmente 

exibe uma postura imóvel, sendo que no TSC, a imobilidade é marcada quando 

os animais deixam de apresentar movimentos ativos de tronco e membros 

(KRISHNAM; NESTLER, 2011). No TSC, a imobilidade tem sido interpretada 

como uma expressão de desespero comportamental ou de aprisionamento, 

que pode ser revertida pela administração de fármacos antidepressivos. 

Diferentes fármacos que atuam independentemente da sinalização de 

monoamina também têm sido eficazes em reduzir o tempo de imobilidade, tais 

como a grelina, quetamina e estradiol (KRISHNAM; NESTLER, 2011). 

 

2.3. LIPOPOLISSACARÍDEO (LPS) 

Lipopolissacarídeo (LPS), também conhecido como endotoxina, é uma 

molécula altamente tóxica, derivada da membrana celular externa de bactérias 

gram-negativas, tal como Escherichia coli, liberada durante o processo de 
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multiplicação bacteriana ou de fagocitose realizada pelas células do sistema 

imune inato (TUIN et al., 2006; CRUZ-MACHADO, 2010). O LPS é um 

glicolipídio exclusivamente bacteriano, composto por duas camadas de açúcar 

(região hidrofílica) e uma camada lipídica (região hidrofóbica), essa 

responsável pela ação antigênica do LPS, incluindo indutor de inflamação 

sistêmica (RIESTSCHEL et al., 1994; RAETZ; WHITFIELD, 2002; CRUZ-

MACHADO, 2010). Por esta razão, o LPS é considerando importante agente 

pró-inflamatório particularmente indutor da resposta imune inata, através da 

interação com os receptores de reconhecimento padrão, tal como o TLR4 

(LANGHANS, 1996), contribuindo ainda para os comportamentos tipo-

depressivos em animais (DANTZER, 2007; KONSMAN; PARNET; DANTZER, 

2002; DANTZER et al., 2008). Sua administração sistêmica induz inflamação 

periférica e central, tanto em animais como em seres humanos (CONNOR et 

al., 1998; DUNN et al., 1999). Além disso, o LPS atua como pirógeno exógeno 

e ativador de macrófagos, induzindo-os a liberar citocinas, tais como TNF-α, IL-

1, IL-6, IL- 8, dentre outras (TURNBULL; RIVIER, 1999). 

Estudos descrevem que a administração sistêmica de LPS induz 

aumento no espectro de respostas comportamentais tipo-depressivas em 

camundongos (HART, 1988; KENT et al., 1992; DANTZER et al., 2001; NA et 

al., 2015), Esse comportamento induzido pela administração periférica de LPS 

está vinculado ao comportamento da doença e à ativação aguda do sistema 

imune inato periférico. Os camundongos sensibilizados exibem diferentes 

alterações comportamentais bem caracterizadas, tais como redução no 

consumo de água e comida, redução da atividade exploratória e sonolência 

aumentada (NA et al., 2015). Estudos relataram que uma baixa dose de LPS foi 

eficaz na indução de comportamentos tipo-depressivos em ratos wistar e 

camundongos Swiss (LINTHORST; REUL, 1998; LACOSTA; MERALI; 

ANISMAN, 1999). O LPS também induz mudanças fisiológicas, como àquelas 

associadas ao estresse físico ou psicogênico em animais (ANISMAN et al., 

2002), assim como ativa o metabolismo de NA e 5-HT (DUNN, 1999; DUNN, 

2006), consequentemente ativando o eixo HPA, culminando com o aumento 

das concentrações plasmáticas de ACTH e glicocorticoides (BESEDOVSKY et 

al., 1986; DUNN, 2000).  
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3. ÁCIDO ROSMARÍNICO 

O ácido rosmarínico (AR) - O-cafeoil-3,4-diidroxifenil lático (Figura 1) – 

foi isolado pela primeira vez em 1958, a partir das folhas do alecrim 

(Rosmarinus officinalis L), originando a sua nomenclatura atualmente utilizada. 

Posteriormente, o AR foi encontrado em diversas outras espécies pertencentes 

às famílias Lamiaceae, Boraginaceae, Blechnaceae (samambaias), 

Zosteraceae, Potamogetonaceae e Cannaceae (PETERSON; SIMMONDS, 

2003). O AR é um polifenol derivado do ácido caféico e do ácido 3,4-

dihidroxifenilacético (SCARPATI; ORIENTE, 1958; FAZEL NABAVI et al., 2015; 

ERTAS et al., 2015; GÜLÇIN et al., 2016).  

 
Figura 1. Estrutura química do AR. Fonte AMOAH et al., 2016. 

 

Dentre as várias espécies vegetais que contém o AR destacam-se: 

Lavandula angustifólia (lavanda), Lippia alba (erva cidreira, chá de tabuleiro), 

Lippia graveolens (orégano mexicano), Lippia origanoides (salva de Marajó), 

Melissa officinalis (melissa), Mentha arvensis (hortelã), Mentha piperita (hortelã 

pimenta), Mentha spicata (hortelã-peluda), Momordica charantia (melão-de-

são-caetano), Monarda didyma (bergamota), Ocimum basilicum (manjericão), 

Origanum vulgare (orégano), Passiflora edulis (maracujá), Rosmarinus 

officinalis (alecrim), Rubus fruticosus (amora silvestre), Salvia officinalis 

(sálvia), Symphytum officinalis (confrei), dentre outras (PETERSON E 

SIMMONDS, 2003; KOMES et al., 2011; ROY; MUKHOPADHYAY, 2012; 

AYRANCI; ERKAN, 2013; SALTAS et al., 2013; STASSHENKO et al., 2013).    

Grande parte das atividades biológicas apresentadas pelo AR está 

relacionada às suas características antioxidantes e anti-inflamatórias, as quais 

são amplamente descritas na literatura. Estas ações estão associadas aos 

seus efeitos citoprotetores (AMOAH et al., 2016; HASANEIN et al., 2016; 

KELSEY et al., 2010; LUAN et al., 2013; FAZEL NABAVI et al., 2015; CHU et 

al., 2012; PETERSON; SIMMONDS, 2003; JIANG et al., 2009; ADOMAKO-
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BONSU et al., 2017). Além disso, estudos in vitro demonstram que o AR possui 

efeitos antimutagênicos, antigenotóxicos, citotóxicos, antimetastáticos, 

antiangiogênicos, neuroprotetores, antimicrobianos e imunomoduladores 

(AMOAH et al., 2016; KU et al., 2013; MOON et al., 2010; ZHANG et al., 2011; 

KIM et al., 2009). O efeito anti-inflamatório do AR é decorrente da diminuição 

da expressão da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) e, consequentemente, nos 

níveis de prostaglandinas (BABA et al., 2004; YOUN et al., 2003; ADOMAKO-

BONSU et al., 2017). Perreira e colaboradores (2005) demonstraram que o AR 

inibe a resposta inflamatória em células dendríticas derivadas da medula óssea 

estimuladas com LPS, enquanto Guginski e colaboradores (2009) demonstram 

o efeito analgésico do AR em modelos de dor aguda induzida pelo glutamato. 

O AR parece melhorar a sensibilidade à insulina com a manutenção dos níveis 

plasmáticos de lipídios (KARTHIK; VISWANATHAN; ANURADHA, 2011), 

sugerindo potencial mecanismo para o tratamento do diabetes (BERHOW et 

al., 2012; ADOMAKO-BONSU et al., 2017; GOVINDARAJ; PILLAI, 2015). 

Outros autores demonstram que os efeitos farmacológicos desempenhados 

pelo AR parecem correlacionar-se com a inibição do fator de transcrição NF-κB 

(PAPA; GOMES; ROCKWELL, 2007). Além disso, a eficácia antioxidante dos 

compostos fenólicos, tal como o AR, é atribuída à presença de quatro grupos 

hidroxila, tornando-os potentes agentes terapêuticos contra o dano oxidativo 

(GOVINDARAJ; PILLAI, 2015). Por esta razão, a grande capacidade 

antioxidante correlaciona-se com as ações neuroprotetora desses compostos, 

os quais sequestram as espécies reativas de oxigênio (ROS), tais como os 

peroxinitritos e peróxido de hidrogênio (H2O2) (CHOI et al., 2002; QIAO et al., 

2005; LEE et al., 2008). 

Deste modo, com a comprovação de que o AR possui importante efeito 

antioxidante, surge o interesse de investigar se o mesmo apresenta efeito 

neuroprotetor em modelos de doenças neurodegenerativas relacionadas à 

produção de ROS (ALKAM et al., 2007; SHIMOJO et al., 2010). Embora a 

potência antioxidante do AR esteja bem estabelecida, os estudos relacionados 

ao seu efeito neuroprotetor ainda são escassos na literatura (JAYANTHY; 

SUBRAMANIAN, 2014; GOVINDARAJ; PILLAI, 2015). Nesse contexto, estudos 

pré-clínicos demonstraram que o AR exerce importante efeito protetor dos 
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neurônios dopaminérgicos durante a neurotoxicidade induzida pela 6-

hidroxidopamina (6-OHDA), através de sua ação antioxidante e antiapoptótica, 

indicando assim seu potencial terapêutico para o tratamento da doença de 

Parkinson (REN et al., 2009; WANG et al., 2012). No SNC, alguns efeitos 

protetores do AR incluem: i) ação antiapoptótica das células gliais e neuronais 

quando estimuladas por H2O2 (GAO et al., 2005; GHAFFARI et al., 2014; LEE 

et al., 2008); ii) inibição do dano neuronal em modelo in vitro de estresse 

oxidativo, excitotoxicidade e isquemia/reperfusão (FALLARINI et al., 2009), iii) 

prevenção da neurotoxicidade induzida pela proteína β-amilóide em 

camundongos (ALKAM et al., 2007), e iv) inibição da mortalidade induzida por 

encefalite viral japonesa em camundongos, através do bloqueio da produção 

de mediadores inflamatórios, tais como o TNF, IL-6 e IL-12 (HOOKER; LOTT; 

HARRICH, 2001; TEWTRAKUL et al., 2003).  

Igualmente, outro estudo demonstrou que o AR apresenta efeito 

antifúngico e antibacteriano, já que inibiu o crescimento da Chlamydia 

pneumoniae, bactéria responsável pela pneumonia atípica primária (SALIN, et 

al., 2011). Além disso, o extrato da planta Kitaibelia vitifolia, cujo componente 

majoritário é o AR, também possui atividade bactericida contra o 

Staphylococcus aureus, a Klebsiella pneumoniae e a Proteus mirabilis, assim 

como apresentou efeito fungicida contra os fungos Candida albicans e 

Aspergillus niger (MASKOVIC et al., 2011).   

 

4. JUSTIFICATIVA 

A EM é uma doença altamente incapacitante que afeta a qualidade de 

vida dos indivíduos induzindo prejuízos psicossociais e econômicos. As 

terapias atuais existentes para o tratamento da EM apresentam custo elevados 

associado a importantes efeitos adversos, dificultando assim a completa 

adesão ao tratamento, além de serem comumente drogas imunossupressoras. 

Atualmente, nenhum dos tratamentos existentes é capaz de curar a EM, mas 

apenas reduzir sua progressão. Por esta razão, a procura por terapias 

específicas que tenham ação sobre a resposta neuroinflamatória autoimune, 

característica desta doença, é intensa no meio científico. Estas pesquisas têm 

o objetivo de descobrir novos alvos terapêuticos para o tratamento da EM.  
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Alterações de humor, como euforia, depressão e estado de apatia nos 

pacientes com esclerose múltipla (EM) são conhecidas desde as primeiras 

descrições da doença (MENDES et al., 2003). A depressão é um dos 

transtornos de humor mais prevalente na sociedade, constituindo um grave 

problema de saúde pública, com índice de comorbidade em torno de 60 a 70% 

(NEMEROFF; OWENS, 2002; EBMEIER; DONAGHEY; STEELE, 2006; 

KALUEFF et al., 2007). Embora o tratamento atual para depressão seja 

normalmente seguro, o mesmo ainda não é ideal, já que possui algumas 

limitações, tais como: atraso na remissão dos sintomas, com grande latência 

entre o início do tratamento e a obtenção dos efeitos benéficos, efeitos 

colaterais severos (enxaqueca, náusea, aumento de peso, disfunção sexual, 

entre outros) (NEMEROFF; OWENS, 2002). 

Assim, com os múltiplos efeitos adversos das drogas disponíveis no 

mercado e sua eficácia limitada em uma considerável proporção de pacientes, 

justificam-se os esforços na tentativa infatigável de encontrar novas 

substâncias com potencial ação terapêutica e posterior aplicação na prática 

clínica. A hipótese central desse trabalho é que o AR, através de sua eficaz 

atividade anti-inflamatória e antioxidante seja uma provável forma de 

tratamento das doenças neuroinflamatórias e neuropsiquiátricas. Pautado na 

ampla caracterização da problemática, espera-se que os resultados obtidos 

deste trabalho possam fornecer subsídios importantes para o maior 

entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na EM e depressão, 

podendo representar o desenvolvimento de uma nova opção terapêutica para o 

tratamento das doenças neuroinflamatórias e neuropsiquiátricas. 

 

5. OBJETIVOS 

5.1. OBJETIVO GERAL 

No presente estudo avaliou-se o efeito neuroprotetor e antidepressivo do 

AR em modelos pré-clínicos de EM e depressão. 
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5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 Caracterizar o efeito preventivo e terapêutico do AR durante o 

desenvolvimento da EAE; 

 Avaliar o efeito antidepressivo agudo e repetido do AR no modelo 

de neuroinflamação induzida pela administração periférica do LPS em 

camundongos; 

 

6. MATERIAL e MÉTODOS 

 

6.1. ANIMAIS 

Camundongos C57BL/6, fêmeas (8 semanas de idade) provenientes do 

Centro de Inovação e Ensaios Pré-clínicos (CIEnP, Florianópolis) e Swiss 

machos (2 – 3 meses de idade) provenientes do Biotério Central da UFSC 

foram utilizados para a indução da EAE e avaliação do comportamento tipo-

depressivo, respectivamente. Os animais foram mantidos em gaiolas com 

ventilação, controle de temperatura (22 ± 2 ºC) e umidade (40 – 70%) em ciclo 

de 12 horas claro-escuro, com livre acesso à água e ração. Os animais foram 

aclimatizados por no mínimo 1-2 horas antes do início dos testes 

comportamentais. Os procedimentos empregados no presente estudo foram 

aprovados no Comitê de Ética no Uso de Animais/UFSC (PP00956).  

 

6.2. INDUÇÃO DA EAE 

A EAE foi induzida com inoculação de 100 µL de emulsão contendo 200 

µg de glicoproteína de mielina do oligodendrócitos (MOG35-55) suplementado 

com adjuvante incompleto de Freund (CFA) contendo 500 µg de 

Mycobacterium tuberculosis (Mt) H37RA (Difco, Detroit, MI, USA), em ambos 

os flancos traseiros. Além disso, cada animal recebeu 300 ng de Bordetella 

toxina pertussis em 200 µL de solução salina por via intraperitoneal no dia 0 e 

às 72 h pós-imunização (STROMNES; GOVERMAN, 2006; HOFSTETTER et 

al., 2002). Os animais foram pesados e examinados diariamente, durante 30 

dias. Os sintomas da doença foram determinados através dos estágios 

conforme descrito a seguir: sem sinais clínicos (estágio 0), perda do tônus da 

cauda (estágio 1), paralisia leve dos membros posteriores e dificuldade de 
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endireitamento (estágio 2), paralisia severa dos membros posteriores e 

acometimento dos membros anteriores (estágio 3), tetraplegia e moribundos 

(estágio 4) ou morte (estágio 5). Os animais não foram classificados 

clinicamente antes do dia 7, assim, àqueles animais que responderam de forma 

aguda à imunização com MOG35-55 não foram incluídos na análise estatística 

deste estudo. Os experimentos foram divididos em dois protocolos distintos. No 

primeiro foi avaliado o efeito preventivo do AR sobre a EAE, para isso os 

animais foram divididos em três grupos experimentais: grupo EAE; grupo 

tratamento preventivo (tratado do dia 0 ao dia 30) e grupo naive. No segundo 

protocolo avaliou-se o efeito terapêutico do AR sobre a EAE, para isso os 

animais foram divididos em três grupos: grupo EAE, grupo tratamento 

terapêutico (tratado do dia 15 ao dia 30) e grupo naive. Cada grupo foi 

composto por 6 animais escolhidos aleatoriamente. No 30° dia de análise, fase 

crônica da EAE, os animais foram eutanasiados, por overdose de pentobarbital 

(250 mg/Kg, i.p. + lidocaína 10%, i.p.). 

 

6.3. MODELO DE INDUÇÃO DA DEPRESSÃO PELO LPS 

LPS (Escherichia coli, serotipo 055: B5, Sigma-Aldrich Chemical Corp., 

St. Louis, MO. USA) foi usado para induzir o estado de depressão nos 

camundongos Swiss de 12 semanas de idade. O LPS foi injetado pela via 

intraperitoneal na dose de 0,5 mg/kg dissolvido em salina estéril 0,9% e isenta 

de endotoxina. A dose selecionada de LPS foi escolhida com base em estudo 

previamente publicado (FAIRCHILD et al., 2009). Os experimentos foram 

divididos em dois protocolos distintos. No primeiro foi investigado o efeito do 

tratamento agudo com AR sobre o comportamento tipo depressivo, para isso 

os animais foram divididos em quatro grupos: grupo naive; grupo tratamento 

agudo (administrado 1 hora antes do LPS), grupo controle positivo (tratado com 

imipramina, antidepressivo utilizado na prática clínica) e grupo LPS. No 

segundo protocolo foi avaliado o efeito do tratamento repetido com AR sobre o 

comportamento tipo depressivo, para isso os animais foram divididos em três 

grupos experimentais: grupo LPS, grupo tratamento repetido e grupo naive. 

Cada grupo foi composto por 6 animais escolhidos aleatoriamente. Para evitar 

a interferência do comportamento tipo-doente, comumente observado em 
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camundongos expostos ao LPS, às análises comportamentais foram realizadas 

24 horas após a administração do LPS (DUNN; SWIERGIEL, 2005; XIE et al., 

2012; MARTIN-DE-SAAVEDRA et al., 2013). 

 

6.4. PROTOCOLO DE TRATAMENTO  

6.4.1. PROTOCOLO DE TRATAMENTO DURANTE O DECURSO DA EAE 

Os camundongos foram imunizados com MOG35-55 e tratados com AR 

(50 mg/Kg, por via oral – gavagem) ou salina (veículo). A escolha da dose do 

AR utilizada foi baseada em protocolo piloto e trabalhos prévios (SOTNIKOVA 

et al., 2013; KIM et al., 2015; OU et al., 2017). O AR, com teor de pureza de 

96%, obtido da Sigma Aldrich (USA), foi diluído em solução salina (0,9%) e 

utilizado para o tratamento dos animais em uma dose de 50mg/Kg v.o. 

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais: i) animais 

tratados uma vez ao dia, durante os trinta dias após a imunização (dia 0 – 30: 

tratamento preventivo); ii) animais  tratados após o surgimento dos sintomas 

motores (dia 15 ao dia 30: tratamento terapêutico). O grupo naive recebeu por 

via oral apenas solução salina (veículo).  

 

6.4.2. PROTOCOLO DE TRATAMENTO DURANTE O MODELO 

EXPERIMENTAL DE DEPRESSÃO 

Os camundongos foram imunizados com LPS (0,5 mg/Kg, i.p.) e tratados 

com AR (50 mg/Kg, por via oral): i) 1 hora antes da imunização com LPS 

(tratamento agudo) ou ii) diariamente, 1x/dia, durante 7 dias, sendo a última 

administração aplicada 1 hora antes do estímulo com LPS (tratamento 

repetido). Os animais do grupo controle positivo receberam imipramina 20 

mg/Kg (i.p.) 1 hora antes do estímulo com LPS. Os animais do grupo controle 

receberam apenas a administração de LPS por via i.p., enquanto os animais 

naive não receberam nenhum tipo de tratamento.  

 

6.5. TESTES COMPORTAMENTAIS  

Os testes comportamentais descritos foram realizados somente nos 

animais Swiss, imunizados com LPS (grupo tratamento agodo com AR e grupo 

tratamento repetido com AR) e nos grupos controle (grupo naive e grupo 
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controle positivo tratado com imipramina), 24 horas após a imunização dos 

camundongos com LPS (0,5 mg/Kg, i.p.).  

 

6.5.1. TESTE DE SUSPENSÃO PELA CAUDA (TSC) 

O teste é baseado no fato de que os animais submetidos ao estresse 

inevitável de curto prazo, de ser suspensos pela cauda, desenvolverão uma 

postura imobilizada. Diferentes medicamentos antidepressivos invertem a 

imobilidade e promovem a ocorrência de comportamento relacionado à fuga 

(CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). Os animais foram colocados na 

posição teste e avaliados individualmente. Todos os animais dos 4 grupos 

descritos no item 6.5 foram avaliados no TSC. Cada animal foi suspenso 50 cm 

acima do chão, com auxílio de fita adesiva colocada aproximadamente a 1 cm 

da ponta da cauda, por 6 minutos. Em seguida, foi cronometrado o tempo de 

imobilidade (tempo total que o camundongo ficou imóvel no período de 6 

minutos), o tempo de latência (tempo que o camundongo levou para ficar 

imóvel pela primeira vez) e a quantidade de vezes que o animal ficou imóvel, 

de acordo com o método desenvolvido por Steru e colaboradores (1985) 

(Figura 2).  

 

Figura 2. Teste de suspensão pela cauda (TSC). A: comportamento de imobilidade; B: 

comportamento ativo. FONTE: COLLA, 2015. 

 

6.5.2. CAMPO ABERTO 

Esse teste permite avaliar os efeitos das substâncias teste na atividade 

exploratória dos roedores – usado para avaliar o comportamento motor dos 

animais. Dessa forma, esse parâmetro comportamental permite a avaliação do 

nível de excitabilidade do SNC. A locomoção dos animais foi avaliada no teste 

do campo aberto, conforme descrito previamente (RODRIGUES et al., 1996). O 
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aparato consiste em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm, no qual a 

base da arena é dividida em 12 quadrados iguais. Assim, o número de 

quadrados cruzados com as quatro as patas foi contado em uma sessão treino 

que teve a duração de 6 minutos, assim como o número de elevações verticais 

(Figura 3). Cada animal foi colocado individualmente e analisado por 6 min. 

Nos intervalos entre os animais o aparato foi limpo com álcool 70%. Todos os 

grupos de camundongos Swiss foram avaliados no teste. 

 
Figura 3. Teste do campo aberto demonstrando o número de cruzamentos realizados pelos 

animais. Figura adaptada de COLLA, 2015.  

 

6.5.3. TESTE DE SPLASH  

Este teste comportamental baseia-se no interesse do hábito de higiene 

dos roedores quando o pêlo está sujo. Assim, quando o animal está com o pêlo 

sujo ele faz o movimento estereotipado de autolimpeza ou gromming. Esse 

movimento tem uma organização padronizada, sequencial com característica 

progressão cefalocaudal (Figura 4) (KALUEFF, 2015). Para isso, 200 mL de 

solução de sacarose a 10% foram esguichados no dorso do camundongo com 

o animal dentro de aparato quadrado (para evitar qualquer outra distração). 

Imediatamente após, o tempo gasto na autolimpeza foi avaliado durante o 

período de 5 min - tempo de grooming, a latência para o primeiro grooming e 

números de gromming foram avaliados. Um alto tempo de latência e um baixo 

tempo de grooming estão relacionados a um comportamento de tipo depressivo 

– anedonia (perda da capacidade de sentir prazer).   
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Figura 4. Fases do movimento de grooming avaliadas no test Splash. Fase 1 consiste em uma 
série de "golpes de pata" bilaterais feitos perto do nariz (limpeza do nariz e da pata). Fase 2 
consiste em uma série de movimentos unilaterais (cada um feito por uma pata) até embaixo do 
olho (limpeza da face). Fase 3 consiste em uma serie de movimentos bilaterais para trás e para 
cima, feitos por ambas as patas simultaneamente (limpeza da cabeça). Fase 4 consiste em 
lamber o corpo que é precedida por uma transição postural cefalocaudal da pata - da limpeza 
da cabeça a limpeza do corpo. Figura adaptada de KALUEFF, 2015.  
 

6.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média (n 

corresponde ao número de animais por grupo incluído nas análises). As 

análises estatísticas foram avaliadas utilizando ANOVA de uma ou duas vias, 

seguida do teste de Bonferroni’s para comparações múltiplas. Valores de 

p<0,05 foram considerados de significância estatística, e utilizou-se o software 

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) para as 

análises estatísticas necessárias. 

 

7. RESULTADOS 

O referido estudo foi realizado com 40 camundongos da linhagem Swiss, 

machos com 90 dias de idade, e massa corporal de 43 gramas em média, os 

quais foram divididos randomicamente, conforme segue: i) grupo LPS (n=16); 

ii) tratamento agudo com AR (n=8); iii) tratamento repetido com AR (n=8); iv) 

grupo naive (n=8). Os animais foram submetidos à tarefa do campo aberto, 

teste de suspensão pela cauda e teste de splash. Em outro bloco de resultados 

foram utilizados 18 camundongos da linhagem C57BL/6, fêmeas, com 8 

semanas de idade e com massa corporal de 27 gramas em média. Esses 

foram subdivididos da seguinte forma: i) grupo naive (n=4); ii) grupo EAE (n=4); 

iii) tratamento preventivo com AR (n=5) e iv) tratamento terapêutico com AR 

(n=5), e posteriormente submetidos a análise do escore clínico da EAE e perda 

de peso corporal durante 30 dias.    
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7.1. TRATAMENTO PREVENTIVO E TERAPÊUTICO COM AR REDUZ O 

SURGIMENTO DOS SINAIS CLÍNICOS E A PERDA DE PESO INDUZIDOS 

PELA EAE 

Neste primeiro bloco de resultados foi avaliado o efeito neuroprotetor do 

AR no modelo da EAE, através de dois diferentes protocolos: durante a fase de 

indução da doença (tratamento preventivo) e durante a fase crônica da EAE 

(tratamento terapêutico, na qual foi avaliado o efeito do AR, após o surgimento 

dos sintomas típicos da EAE, conforme descrito anteriormente). Os resultados 

apresentados nas Figuras 5 e 6 demonstram que os animais do grupo EAE 

apresentaram os primeiros sintomas de paralisia no dia 12 intra plantar (i.p.), 

atingindo o valor máximo de escore no dia 30 i.p. (3,5 ± 0,5). Conforme 

ilustrado na Figura 5A, os animais tratados com AR do dia 0 ao dia 30 

(tratamento preventivo) apresentaram menor escore clínico quando comparado 

aos animais do grupo EAE durante o decurso temporal da doença. Ressalta-se 

que os animais tratados com AR na dose de 50 mg/kg apresentaram os 

primeiros sintomas típicos da EAE apenas no 15° dia i.p., com escore clínico 

máximo de 2 no último dia da análise (Figura 5A). Os animais tratados com AR 

apresentaram uma taxa de inibição de 23% quando comparado ao grupo EAE 

(Figura 5B). 

Além dos sinais de paralisia, a perda de peso corporal é também 

considerada uma manifestação clínica decorrente da EAE. De acordo com a 

Figura 5C, nos primeiros dias pós-imunização todos os animais apresentaram 

perda de peso. No entanto, no decurso da doença, pôde-se observar que os 

animais do grupo EAE apresentaram significativa perda de massa corporal em 

relação ao grupo controle (Figuras 5C e 5D). Por outro lado, o tratamento 

preventivo com AR (50 mg/kg, v.o.) inibiu a perda de peso induzida pela EAE 

(Figura 5C), assim como restaurou-a de maneira similar aos animais do grupo 

controle (Figura 5D).    
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Figura 5. Tratamento preventivo com AR reduziu o surgimento dos sinais clínicos e a 
perda de peso induzidos pela EAE. Os animais foram imunizados com peptídeo MOG35-

55/CFA e com a toxina pertussis. Escore clínico (A) foi avaliado nos grupos naive, EAE, animais 
tratados com AR na dose de 50 mg/kg (v.o.) (tratamento preventivo: dia 0 – 30). Dados 
expressos pela área sob a curva (B) evidenciam a atividade do tratamento com AR durante o 
tratamento preventivo. O peso diário (C) dos animais do grupo tratamento preventivo com AR 
manteve-se ao longo dos dias, através da análise de regressão linear (D). Os valores 
representam a média ± EPM (n=6-10 animais/grupo). ΔΔΔp<0,0001 em relação ao grupo naive; 
***p< 0,0001 em relação ao grupo EAE. 
 

Tendo em vista que os pacientes com EM necessitam de terapias mais 

eficazes após o surgimento e/ou desenvolvimento da doença, o próximo 

objetivo deste trabalho foi investigar se o tratamento terapêutico com o AR (50 

mg/kg, v.o.) poderia modular os sinais clínicos, assim como a neuroinflamação 

induzida pela EAE. Desta forma, os animais foram devidamente tratados 

durante quinze dias, após o surgimento dos primeiros sinais clínicos da EAE, 

entre os dias 15 ao dia 30 pós-imunização, caracterizando a fase crônica da 

EAE. De maneira relevante, o tratamento terapêutico com AR (50 mg/kg, v.o., 

dia 15-30) inibiu de maneira significativa os sinais clínicos (Figura 6A e 6B) e a 

perda de peso (Figura 6C e 6D) induzidos pela EAE, quando comparado com o 

grupo EAE.  
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Figura 6. Tratamento terapêutico com AR reduz o surgimento dos sinais clínicos e a 
perda de peso induzidos pela EAE. Os animais foram imunizados com peptídeo MOG35-

55/CFA e com a toxina pertussis. Escore clínico (A) foi avaliado nos grupos naive, EAE, animais 
tratados com AR na dose de 50 mg/kg (v.o.) (tratamento terapêutico: dia 14 – 30). Dados 
expressos pela área sob a curva (B) evidenciam a atividade do tratamento com AR durante o 
tratamento terapêutico. O peso diário (C) dos animais do grupo tratado terapeuticamente com 
AR, manteve-se ao longo dos dias, mantendo-se em uma linha sem declínio, como se pode 
observar-se no gráfico (D). Os valores representam a média ± EPM (n=6-10 animais/grupo). 
ΔΔΔp<0,0001 em relação ao grupo naive; ***p< 0,0001 em relação ao grupo EAE. 
 
 

7.2. TRATAMENTO AGUDO E REPETIDO COM AR PREVINE O 

COMPORTAMENTO TIPO- DEPRESSIVO INDUZIDO POR LPS 

Neste segundo bloco de resultados foi avaliado o efeito antidepressivo 

do AR no modelo de depressão induzido por LPS, através de dois protocolos: i) 

tratamento agudo (no qual os animais foram tratados com AR, 1 hora antes da 

aplicação com LPS) e ii) tratamento repetido (no qual os animais foram tratados 

uma vez ao dia, durante 7 dias, sendo a última dose aplicada 1 hora antes do 

estimulo com LPS). Nesse segundo bloco de resultados os animais foram 

submetidos a três testes comportamentais, sendo eles: TSC, teste de Splash e 

campo aberto. Os animais com comportamento tipo depressivos tendem a 

desistirem de escapar de uma situação de risco e diminuem o comportamento 

de auto-limpeza – grooming. Nesse bloco de resultados, submeteram-se os 

animais a duas situações: i) uma situação de perigo, na qual os animais naives 
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e tratados tendem a escapar (teste de suspensão pela cauda); e ii) 

administração de solução de sacarose no dorso, na qual avalia-se o 

comportamento de anedonia dos animais, através de auto-limpeza (teste de 

splash). Com o TSC pode-se observar que os animais do grupo LPS das 

Figuras 7A e 9A ficam imóveis mais rápido quando comparado aos animais do 

grupo naive– observado através do tempo de latência (Figuras 7A e 9A) – 

indicando assim o comportamento tipo depressivo. Em contra pardida os 

animais do grupo tratadostiveram tempo de latência maior que os dos animais 

naives.  Os animais tratados com AR, relevantemente, apresentam menor 

tempo de imobilidade (Figuras 7B e 9B). Na Figura 7B, observa-se que o AR 

diminuiu o tempo total de imobilidade dos animais, assim como àquele induzido 

pela Imipramina – controle positivo. No entanto, a quantidade de vezes que os 

animais ficaram imóveis durante o teste, representada nas Figuras 7C e 9C, 

não apresentou diferença estatística.  

Com o teste de Splash pode-se observar que ambos os tratamentos 

(agudo ou repetido) com AR bloqueou o comportamento tipo depressivo. Os 

animais do grupo LPS levam mais tempo para realizar o movimento de 

grooming pela primeira vez quando comparado aos animais dos grupos 

tratados e naive (Figuras 7D e 9D). O tempo total que os animais ficaram 

realizando grooming foi estatisticamente maior nos grupos tratados quando 

comparado aos animais do grupo LPS (Figuras 7E e 9E). No tratamento agudo, 

observamos que o tempo total de grooming do grupo LPS foi estatisticamente 

menor quando comparado aos animais do grupo naive, tratado com AR e 

tratado com imipramina (Figura 7E). Por outro lado, o numero de vezes que os 

animais realizaram grooming não apresentou diferença estatística dentre os 

grupos (Figuras 7F e 9F).  

Nas Figuras 8 e 10 pode-se observar que os tratamentos não induziram 

comprometimento motor nos animais, quando esses foram avaliados no campo 

aberto – número de quadrantes percorridos e número de levantamento durante 

6 minutos de avaliação.  
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Figura 7. Tratamento agudo com AR previne os comportamentos tipo-depressivo 
induzido por LPS. Os animais foram imunizados com LPS (0,5mg/kg, i.p.) e submetidos ao 
teste de suspensão pela cauda (A, B e C) e ao teste de Splash (D,E e F). Na figura (A) está 
ilustrado o tempo de latência que os animais levaram para ficarem imóveis pela primeira vez, 
no TSC, dos grupos naive, LPS, AR agudo (50 mg/kg, i.p., 1 hora antes da imunização com 
LPS) e do grupo imipramina (20 mg/kg, i.p., 1 hora antes da imunização com LPS). O 
tratamento agudo com AR diminuiu o tempo total de imobilidade (B) quando comparado ao 
grupo LPS. O numero total de imobilidade de cada grupo (C) não apresentou diferença 
estatística. Na figura (D) está representado o tempo de latência que os animais levaram para 
realizar o grooming pela primeira vez, nos grupos naive, LPS, AR agudo e imipramina. O tempo 
total de grooming (E) foi maior nos grupos tratados do que no grupo LPS. Já o numero total de 
grooming (F) não apresentou diferença entre os grupos. Os valores representam a média ± 
EPM (n=8 animais/grupo). *p<0,05 em relação ao grupo LPS; **p< 0,001 em relação ao grupo 
LPS; #p< 0,05 em relação ao grupo naive e ##P< 0,001 em relação ao grupo naive. 
 

 

Figura 8. Tratamento agudo com AR não prejudica o comportamento locomotor e 
exploratório dos animais. Resultado para a tarefa de campo aberto, realizada com os grupos 
naive, LPS, tratamento agudo com AR e imipramina. Não houve comprometimento na 
quantidade de quadrantes explorados pelos animais (A) e sobre a quantidade de vezes que o 



42 

 

animal levantou, houve diferença estatística do grupo tratado com imipramina em relação ao 
grupo LPS (B). Os valores representam a média ± EPM (n=8 animais/grupo). *p<0,05 em 
relação ao grupo LPS. 
   

 

Figura 9. Tratamento repetido com AR previne os comportamentos tipo-depressivo 
induzido por LPS. Os animais foram imunizados com LPS (0,5mg/kg, i.p.) e submetidos ao 
teste de suspensão pela cauda (A, B e C) e ao teste de Splash (D,E e F). Na figura (A) está 
ilustrado o tempo de latência que os animais levaram para ficarem imóveis pela primeira vez, 
no TSC, dos grupos naive, LPS e AR agudo (50 mg/kg, i.p., 1 hora antes da imunização com 
LPS). O tratamento agudo com AR diminuiu o tempo total de imobilidade (B) quando 
comparado ao grupo LPS. O numero total de imobilidade de cada grupo (C) não apresentou 
diferença estatística. Na figura (D) está representado o tempo de latência que os animais 
levaram para realizar o grooming pela primeira vez, nos grupos naive, LPS e AR agudo. O 
tempo total de grooming (E) foi maior no grupo tratado do que nos grupos LPS e naive. Já o 
numero total de grooming (F) foi maior no grupo tratado do que no grupo LPS. Os valores 
representam a média ± EPM (n=8 animais/grupo). *p<0,05 em relação ao grupo LPS; **p< 
0,001 em relação ao grupo LPS; #p< 0,05 em relação ao grupo naive e ##P< 0,001 em relação 
ao grupo naive. 
 

 

Figura 10. Tratamento repetido com AR não prejudica o comportamento locomotor e 
exploratório dos animais. Resultado para a tarefa de campo aberto, realizada com os grupos 
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Naive, LPS e tratamento repetido com AR. Não houve comprometimento na quantidade de 
quadrantes explorados pelos animais (A) e nem na quantidade de vezes que o animal levantou. 
 

8. DISCUSSÃO 

A busca da compreensão dos mecanismos que levam à incapacidade 

neurológica em pacientes portadores da EM, associado com o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas destinadas a reduzir a 

progressão da doença tem se destacado nas pesquisas com EM. Pacientes 

que desenvolvem doenças, nas quais existe a resposta neuroinflamatória, 

tendem a desenvolver sintomas depressivos, evento este observado em 

pacientes com DP, DA, EM e trauma crânio-encefálico (BRITES e 

FERNANDES, 2015; YIRMIYA et al., 2015; MOGHADASI et al., 2016). 

A depressão é uma doença cada vez mais recorrente na população 

atual. Diante disso a busca por novas abordagens terapêuticas vem ganhando 

cada vez mais espaço na área da pesquisa. Nesse contexto, o presente estudo 

avaliou o potencial neuroprotetor e antidepressivo do AR, em modelo 

estabelecido na literatura para avaliar depressão e EM nos roedores. Nesse 

sentido, trabalhos prévios já demonstraram os efeitos anti-inflamatório, 

antioxidante, antidiabético, citoprotetor e antidepressivo do AR (AMOAH et al., 

2016; HASANEIN et al., 2016; KELSEY et al., 2010; LUAN et al., 2013; FAZEL 

NABAVI et al., 2015; CHU et al., 2012; PETERSON; SIMMONDS, 2003; JIANG 

et al., 2009; ADOMAKO-BONSU et al., 2017; MACHADO et al., 2009; SASAKI 

et al., 2013; TAKEDA et al., 2002; KONDO et al., 2015).  

Como já explorado anteriormente, tanto a EM como a depressão, são 

doenças que se iniciam após uma resposta inflamatória periférica e 

consequentemente afeta o SNC, contribuindo assim para o desenvolvimento da 

neuroinflamação. Desse modo espera-se que substâncias com efeitos anti-

inflamatórios possam modular essas doenças. Neste contexto, os resultados 

obtidos em nosso estudo estão em conformidade com o estudo realizado por 

Papa, Gomes e Rockwell (2007), os quais descrevem o efeito imunomodulador 

do AR, tornando-a uma substância promissora para o tratamento de doenças 

envolvendo a inflamação, principalmente, àquelas relacionadas ao SNC.  

Nosso estudo revelou que o AR administrado preventivamente bloqueou 

a progressão dos sinais da EAE, além de inibir a perda de peso dos animais 
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durante o decurso da EAE, o que acontece comumente em animais com EAE. 

Assim como demonstrou que o AR administrado de forma terapêutica – no qual 

os animais foram tratados a partir dos primeiros sintomas clínicos da doença – 

inibiu de maneira significativa os sintomas clínicos e a perda de peso quando 

comparado aos animais do grupo EAE. Além disso, o AR administrado, de 

forma repetida por 7 dias consecutivos (tratamento repetido) e uma hora antes 

(tratamento agudo) dos testes comportamentais, inibiu o comportamento tipo 

depressivo em animais, tais como: reduziu o tempo de imobilidade no TSC, 

aumentou o tempo de grooming e diminuiu o tempo de latência para o primeiro 

grooming no teste do splash.  

No estudo de Machado et al. (2009) o AR nas doses de 10 e 100mg/Kg, 

aplicado via oral, 1hora antes dos testes comportamentais, em camundongos, 

reduziu o tempo de imobilidade dos animais tratados em relação ao grupo 

controle no TSC e no teste de nado forçado. Nesse estudo o AR reverteu 

hiperatividade, anedonia e déficit de aprendizado em modelo de depressão 

induzida por bubectomia olfatória, de forma similar a fluoxitina. Indo de acordo 

com o nosso estudo onde o AR (50mg/Kg) aplicado de forma aguda (1hora 

antes dos testes comportamentais) reduziu o tempo de imobilidade dos animais 

tradados em comparação aos animais do grupo naive.  

O estudo de Sasaki et al (2013) avaliou o efeito antidepressivo de R. 

officinalis utilizando TSC em camundongos ICR e células PC12 como modelo 

neuronal in vitro. Nesse estudo foi observado que os animais tratados com AR 

tiveram o tempo de imobilidade menos no TSC assim como no estudo de 

Kondo et al. (2015), que também avaliou o efeito antidepressivo do AR através  

do TSC. Nosso estudo também demonstrou o efeito antidepressivo do AR 

através da diminuição do tempo de imobilidade dos animais tratados no TSC. 

A depressão é conhecida por ser acompanhada pelas respostas 

imunoinflamatórias, assim como na EM. Pacientes com depressão apresentam: 

aumento no número de leucócitos sanguíneos periféricos relacionados ao 

desequilíbrio linfócitos T CD4+/CD8+, além do aumento nos níveis sanguíneos 

de citocinas pró-inflamatórias e seus receptores, tais como IL-6 e IL-23 

(VISMARI; ALVES; PALERMO- NETO, 2008). Por sua vez, a EM se inicia com 

a ativação e lesões mediadas por linfócitos T CD4+ e citocinas produzidas por 
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essas células (RIVERA-QUINONES ET AL., 1998; NEUMANN, 2003). Nossos 

resultados demonstraram que o AR modula tanto a depressão quanto a EM. Já 

foi descrito na literatura que o AR diretamente ou indiretamente inibe a 

migração celular e reduz a liberação de citocinas pró-inflamatórias no local da 

inflamação (SANTOS, 2013), propriedades estas que podem estar 

relacionadas com os resultados obtidos em nosso estudo. No entanto, cabe 

aqui ressaltar que o efeito antidepressivo do AR, foi comparado ao efeito 

produzido pela Imipramina – antidepressivo tricíclico comumente utilizado na 

prática clínica.   

Sabe-se que o comportamento tipo-depressivo em animais é induzido 

através da aplicação do LPS, que atua como pirógeno exógeno e ativador de 

macrófagos, induzindo-os a liberar citocinas, tais como TNF, IL-1, IL-6, IL- 8, 

dentre outras (TURNBULL; RIVIER, 1999). Santos (2013) descreveu que o AR 

inibe diretamente a produção ou liberação de citocinas pró-inflamatórias, tal 

como TNF. Assim, acredita-se que os efeitos induzidos pelo AR durante nossos 

modelos experimentais possam estar relacionados à inibição da expressão 

e/ou produção do TNF pelas células do sistema imune inato e/ou linfócitos Th1. 

Por esta razão, novos estudos serão necessários para a confirmação dessa 

hipótese.  

Em estudos anteriores, a tratamento com o AR inibiu a resposta 

inflamatória no SNC através da modulação dos mediadores pró-inflamatórios, 

tais como a enzima COX-2 e níveis de prostaglandinas, os quais são 

extremamente importantes para o início e manutenção da resposta autoimune 

induzida durante o decurso da EM, assim como no modelo experimental de 

EAE (BABA et al., 2004; YOUN et al., 2003; LEE et al., 2008, SÁNCHEZ-

CAMPILLO et al., 2009; ADOMAKO-BONSU et al., 2017). Assim, nossos 

resultados indicam que o AR, administrado preventivamente, diminuiu a 

progressão dos sinais da EAE, o qual poderia estar relacionado à inibição 

destes mediadores.  

Takeda et al. (2002) descreveu que o AR aplicado na dose de 2 mg/kg, 

i.p., assim como o ácido cafeico aplicado na dose de 4 mg/kg, i.p.,  reduziram o 

tempo de duração da imobilidade no teste de natação forçada em 

camundongos, sugerindo que o AR e o ácido cafeico podem ter mecanismos 
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antidepressivos diferentes dàqueles dos transportadores de monoaminas ou 

inibidores de monoamina oxidase, atualmente utilizados na prática clínica. 

Esses estão em acordo com os resultados obtidos no referido projeto, já que o 

tratamento com AR diminuiu o tempo de imobilidade no TSC, demonstrando 

assim sua atividade antidepressiva. Em resumo, nossos achados 

demonstraram que o AR reduziu os sinais clínicos da EAE, inibiu a perda de 

peso, assim como apresentou efeito antidepressivo em modelos animais. 

Contudo, ainda são necessários estudos para elucidar os mecanismos 

moleculares relacionados aos efeitos induzidos pelo AR. 

 

9. CONCLUSÃO  
 

Em resumo, nossos achados demonstraram pela primeira vez que o AR 

bloqueou os sinais neurológicos da EAE, através da inibição dos sinais clínicos 

induzidos pelo modelo. Além disso, a administração do AR por via oral inibiu o 

comportamento tipo-depressivo em camundongos, após inflamação periférica. 

Portanto, nossos dados sugerem que o AR pode constituir um possível 

candidato terapêutico eficaz para o tratamento da EM, bem como outras 

doenças neuropsiquiátricas associadas ao processo neuroinflamatório.  
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