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RESUMO

EFEITO TIPO ANTIDEPRESSIVO E ANSIOLITICO DO EXTRATO ETANOLICO DE
Egletes viscosa E DE SEU METABOLITO CONIZALEUCOLIDEO A: ENVOLVIMENTO
DE MECANISMOS MONOAMINERGICOS, ANTIOXIDANTES E  ANTI-
INFLAMATORIOS

A espécie Egletes viscosa, da familia Asteraceae, € uma erva silvestre frequente no sertdo e litoral
nordestino do Brasil, popularmente designada por macela verdadeira. A planta apresenta como
principais usos problemas digestivos e intestinais, cdlicas, gases, azia, ma digestdo, diarreia e
enxaqueca. Estudos prévios levaram a relacionar possiveis efeitos centrais a esta espéecie vegetal.
Visando a busca por melhores alternativas terapéuticas para tratamentos de depressao e ansiedade
em humanos, avaliou-se seus possiveis efeitos centrais nos modelos pré-clinicos em
camundongos. Foram utilizados modelos classicos de triagem para agentes sedativo/hipnoético e
antidepressivos, como o campo aberto (CA), rota rod (RR), Labirinto em cruz elevado ou plus
maze (LCE), nado forcado (TNF) e preferéncia por sacarose (PS). Para esse estudo, utilizou-se o
extrato etanolico nas doses de 100 e 200 mg/kg, além do constituinte majoritario isolado desse
extrato, um diterpeno furénico denominado colizaleucolideo A (CZA), nas doses de 25 e 50
mg/kg. No modelo do LCE demonstrou-se que as drogas apresentaram atividade ansiolitica com
envolvimento do receptor benzodiazepinico, pois o efeito foi revertido pelo Flumazenil.
Posteriormente, foram realizados testes de avaliacdo do efeito antidepressivo com dois modelos
comportamentais, 0 TNF e PS, sendo a depressao induzida pela administracdo intraperitoneal de
LPS 0,5 mg/kg. Através desses modelos, foi observado um efeito antidepressivo néo relacionado
a acdo psicoestimulante, e que parece ser mediado, pelo menos em parte, por uma interacdo com
os sistemas dopaminérgico (receptores D1 e D), noradrenérgico (receptor oi) e serotonérgico
(receptores 5-HT1a). Também foi analisado o efeito anti-inflamatorio e antioxidante, sabidamente
relacionados a fisiopatologia da depressdo. Usando o lipopolissacarideo como indutor do estado
depressivo, 0 mesmo atuou alterando os niveis de nitrito, espécies reativas de acido tiobarbitrico
(TBARS), da enzima mieloperoxidase (MPO), bem como reduzindo os niveis de glutationa
reduzida (GSH), efeitos condizentes com o estado depressivo. Verificou-se a atuacdo dos
materiais extraidos de E. viscosa na prevencdo e na reversao de alteracdes no cortex pré-frontal,
hipocampo e nucleos da base de camundongos conseguiu reverter os efeitos do
Lipopolissacarideo nos parametros estudados. Foi utilizada a imipramina na dose de 10 mg/kg
como droga padréo tanto na prevencdo quanto na reversdo do estado depressivo em animais. Os
dados obtidos sugerem efeito antidepressivo do extrato etanolico de E. viscosa assim como seu
constituinte majoritario, CZA.

Palavras-chave: Lipopolissacarideo. Egletes viscosa. Ansiedade. Depresséo.



ABSTRACT

ANTIDEPRESSANT AND ANXIOLYTIC LIKE EFFECT OF ETHANOLIC EXTRACT
OF Egletes viscosa AND ITS METABOLITE CONYZALEUCOLIDE A:
INVOLVEMENT OF MONOAMINE, ANTIOXIDANTS AND ANTI- INFLAMMATORY
MECHANISMS

The Egletes viscosa specie, from Asteraceae family, is a common wild grass in the wilderness
and the northeastern coast of Brazil, popularly known as true macela. The plant has as main uses
digestive and intestinal problems, cramps, gas , heartburn, indigestion, diarrhea and headache.
Previous studies have led to relate possible central effects of this plant species. Aiming to search
for better therapeutic alternatives for treatment of depression and anxiety in humans, it evaluated
its possible central effects in preclinical models of mice. Classic models were used in screening
for sedative / hypnotic and antidepressant agents, such as the open field (CA), rota rod (RR), plus
maze (LCE), forced swimming test (TNF) and suppression of sucrose (SC). For the study, we
used the ethanolic extract at doses of 100 and 200 mg / kg, besides the isolated major constituent
of this extract, a diterpene furan called colizaleucolideo A, at doses of 25 and 50 mg / kg. It has
been shown that drugs presented anxiolytic and antidepressant activity. A target site to the related
anxiolytic effects is the GABA receptor, which was shown in the plus maze test with the GABA
antagonist flumazenil. Following, evaluation tests of antidepressant effect with two behavioral
models were performed, the forced swimming test (TNF) and the suppression of sucrose (SC),
having de LPS (lipopolysaccharide) intraperitoneal as the inductor of similar to depression
behaviour. Through these models, it was observed an antidepressant effect not related to
psychostimulant actions, and that seems to be mediated, at least in part by an interaction with the
dopaminergic system (D1 and D2 receptors), noradrenergic (receptor al) and serotonin (receptor
5-HT1A). It was also analyzed the anti-inflammatory and antioxidant effects, known to be related
to the pathophysiology of depression. Using lipopolysaccharide as an inducer of the depressive
state, it changed the nitrite levels, reactive thiobarbituric acid (TBARS), the enzyme
myeloperoxidase (MPO ) as well as reduced the levels of reduced glutathione (GSH), all the
effects consistent with the depressive state. The performance of the materials extracted from E.
viscosa was found in the prevention and reversal of changes in the prefrontal cortex,
hippocampus and nucleus of base, where it could reverse the effects of lipopolysaccharide in the
studied parameters. Imipramine was used as a standard drug both in prevention and in reversing
the depressive state in animals. The data suggest the use of E. viscosa ethanol extract and the
diterpene colizaleucolideo A as antidepressant.

Keywords: Lipopolysaccharide. Egletes viscosa. Anxiety. Depression.
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1. INTRODUCAO

1.1 Problematica dos transtornos mentais

A conscientizacdo de que os transtornos mentais representam um sério problema de saude
publica é relativamente recente, ocorrendo a partir de publicagdo realizada pela Organizagdo
Mundial da Saude e por pesquisadores da Escola de Saude Publica da Universidade de Harvard,
em 1994 (LOPEZ; MURRAY, 1998). Utilizando como medida uma combinacdo do numero de
anos vividos com incapacidade, consequente deterioracdo da qualidade de vida, e do nimero de
anos perdidos por morte prematura causada pela doenca (medidos pela unidade Disability
Adjusted Life Years — DALYS), verificou-se que doencas como transtornos depressivos e
transtornos cardiovasculares estdo rapidamente substituindo a desnutricdo, complicacdes
perinatais e doencas infectocontagiosas em paises subdesenvolvidos, onde vivem quatro quintos
da populacdo do mundo (ANDRADE, 2006).

Transtornos mentais comuns estdo associados com deficiéncia, mau prognostico de
doengas de comorbidade e impactos sobre os custos de saide e produtividade econdmica. Uma
proporcéo significativa da carga global de satde € atribuivel a saide mental (WHO, 2008).
Problemas de salde mental grave contribuem com 21,5% de toda a incapacitacdo decorrente de
doengas (DALY) no Brasil (WHO,2010; SCHRAMM, 2004) . Recente pesquisa epidemioldgica
com adultos na cidade de Sdo Paulo mostrou uma prevaléncia anual de 19,9% para transtornos de
ansiedade, 11% para transtornos do humor, como a depressdo, 4,3% para o0s transtornos de
controle de impulso e de 3,6 % para abuso de substancias. Estes dados revelam o impacto
causado pelos problemas de saiude mental na vida do individuo bem como na economia,

resultante da incapacitacao laboral daqueles acometidos pelos transtornos (GONCALVES, 2014).
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1.2 Ansiedade

A palavra ansiedade provém do termo grego anshein, que significa estrangular, sufocar,
oprimir. O termo correlato, angustia, origina-se de duas palavras latinas: angere (causar panico)
e angor (opresséo ou falta de ar). Tais palavras indicam estreitamento ou constricdo. Todos esses
termos referem-se, metaforicamente, a experiéncia subjetiva caracteristica da ansiedade
(STORCH, 2013).

E caracterizada como uma emocéo difusa e desagradavel que faz parte da reacdo de
sobrevivéncia evolutiva de “luta e fuga”, sendo desencadeada em situacdes de ameaca
(KEELEY; STORCH, 2009; STAHL, 2010); é um sentimento comum e muito frequente em
todos os seres humanos e (til para a sobrevivéncia e protecdo do individuo. A definicdo de tal
sentimento pode, muitas vezes, ser fornecida através de metéforas, dificultando definicGes
precisas a respeito do objeto estudado (CARVALHO, 2006). A ansiedade é definida como um
estado emocional desagradavel, que produz desconforto e muitas queixas. o fenbmeno é
complexo e envolve varias estruturas do encéfalo. Dentre as estruturas envolvidas, a amigdala
representa a estrutura chave do fenémeno, visto que a hiperatividade dos circuitos ligados a ela

determina o surgimento dos sintomas ansiosos (STAHL, 2010).

Até o final do século XIX os disturbios de ansiedade raramente eram encarados como
problemas médicos. No século XIX Sigmund Freud estabeleceu o conceito de neurose,
distinguindo a neurose crénica dos ataques de ansiedade, além de notar associacdo entre estes e a
agorafobia (PROVENSI, 2007).

Do ponto de vista evolutivo, a ansiedade e o medo, assim como o estresse, tém suas
raizes nas reacdes de defesa dos animais, que ocorrem em resposta aos perigos encontrados em
seu meio ambiente. Quando um animal se depara com uma ameaca ao Seu bem estar, a sua
integridade fisica, ou até mesmo a sua sobrevivéncia, ele experimenta uma série de respostas
comportamentais e neurovegetativas, que caracterizam a reacdo de medo (MARGINS, 2003).
Porém, esse mecanismo pode perder a capacidade de auto-regulagéo transformando-se assim, em
um distarbio de ansiedade. (KIM; GORMAN, 2005).
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Segundo o DSM-V da Associagdo Americana de Psiquiatria (2013) e o CID-10 da

Organizacdo Mundial de Saude (2008), os principais transtornos de ansiedade sao:

e Agorafobia — ansiedade ou hesitacdo para com lugares ou situagOes de onde a fuga

pode ser dificil ou embaragosa, ou aonde o0 socorro pode ndo ser possivel.

¢ Fobia social — Ansiedade intensa provocada pela exposicao a certas situacfes sociais

ou de desempenho, geralmente levando a comportamentos de hesitacao.

e Fobias especificas — Ansiedade intensa provocada pela exposicdo a determinados

objetos ou situacOes temidas, geralmente levando a comportamentos de hesitacao.

e Transtorno de ansiedade generalizada — ansiedade ou preocupagdo excessiva e

persistente com duragdo maior de seis meses.

e Transtorno do panico — frequentes ataques de panico com inicio subito e sem causa
aparente, consistindo em sentimentos de intenso terror, com palpitagdes, sudorese, tremores,

faltam de ar, dor no peito, ndusea, sensacdo de formigamento, e até sensacdo de morte eminente.

e Transtorno do estresse poOs-traumatico — sentimento de reviver um acontecimento
extremamente traumatico acompanhado por sintomas de aumento do estado de alerta e de

hesitacdo a fatores associados ao trauma.

e Transtorno obsessivo-compulsivo — obsessdes que podem causar intensa ansiedade ou

perturbacdes e/ou compulsbes que servem para neutralizar a ansiedade.

Dentre as desordens citadas, o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) é a mais
comum, atingindo 11,5% dos atendimentos (SCHMIDT, 2010). E importante ressaltar o alto grau
de comorbidade entre os diferentes subtipos de ansiedade e outras desordens psiquiéatricas,
particularmente os distdrbios de humor. Um estudo americano revelou que 66,3% dos pacientes
com diagndstico de transtorno de ansiedade generalizada também sofriam de pelo menos um
outro distdrbio psiquiatrico, sendo a maior associagdo verificada com a depressdo (38,6%)
(NUTT et al, 2006).
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Apesar de possuirem aspectos clinicos distintos, os transtornos de ansiedade
aparentemente possuem uma base neural semelhante, algumas vezes podendo ser explicados
como o resultado de uma reducédo na sinalizacao inibitoria mediada pelo acido y-aminobutirico
(GABA) (CRESTANI et al., 1999), porém, apenas esta hipOtese ndo explica totalmente a

complexidade destes transtornos.

As informagcbes sensoriais chegam a amigdala através de projecGes aferentes
provenientes do tdlamo, cértex e hipocampo, e nela as informagdes sensoriais sdo processadas em
seus diferentes nucleos, partindo do nucleo lateral para o basolateral até alcancar o nicleo central,
sua principal via de saida. Os neurbnios eferentes partem do nucleo central da amigdala em
direcdo a diferentes areas cerebrais responsaveis pela geracdo de respostas fisioldgicas,
comportamentais, autondmicas e hormonais relacionadas a ansiedade (BRANDAO, 2008)
(Figura 1, pag. 26). As conexdes entre a amigdala, o cortex orbitofrontal e o cingulado anterior
regulam a resposta emocional (sentimento de medo), enquanto que as conexdes entre a amigdala
e a area cinzenta pareaquedutal do tronco cerebral regulam as respostas motoras associadas ao

medo que podem ser de luta, fuga ou congelamento (STAHL, 2010).

As reacdes enddcrinas, por sua vez, (como, por exemplo, a elevacdo dos niveis de
cortisol) sdo devidas as conexdes entre a amigdala e o hipotdlamo, enquanto que o aumento da
frequéncia respiratoria e as respostas autondémicas (como, por exemplo, o aumento da frequéncia
cardiaca e da presséo arterial) sdo mediadas, respectivamente, por conexdes entre a amigdala e o
ndcleo parabraquial no tronco cerebral e entre a amigdala e o locus coeruleus (onde se
concentram corpos celulares noradrenérgicos). A ansiedade pode também ser desencadeada por

memadrias contidas no hipocampo através de suas conexdes com a amigdala (STAHL, 2010).
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Figura 1 - Circuitos neuronais da ansiedade e medo
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Fonte: Adaptado de BRANDAO, 2008.

A ativagdo excessiva dos circuitos ligados a amigdala pode desencadear a ansiedade
patoldgica em vérias circunstancias (BRANDAO, 2008). Sabe-se que as alteragdes nesses
circuitos tém origem neuroquimica, estando associadas com um estado de excessiva
excitabilidade do SNC e/ ou prejuizos dos sistemas GABAEérgicos, serotoninérgicos e
noradrenérgicos, entre outros (CALINE; MENDES, 2011) (Figura 2, pag. 27).
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Figura 2 - Ansiedade patoldgica: hiperativacéo de circuitos ligados a amigdala
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ACP: area cinzenta pareaquedutal do tronco cerebral; LC: l6cus coeruleus; NPB: nlcleo parabraquial.

O individuo, durante a reacdo de luta-e-fuga, também tem sua transpiragdo aumentada e
ha reducdo da atividade do sistema digestivo (causando nauseas, sensacao de peso no estdbmago,
constipacdo ou diarréia) e sintomas de tensdo, que podem acarretar dores (BARLOW, 1999). A
ansiedade também envolve a mudanga na atencdo do individuo, deixando-o alerta para qualquer
ameaca em potencial no ambiente. Dessa forma, pessoas ansiosas tém dificuldade para se focar
em uma unica tarefa, qualquer alteracdo no ambiente tira sua concentracdo. Individuos ansiosos
sdo distraidos, possuem dificuldade de concentracdo e problemas de memdria. Além da distracéo,
essas pessoas também tém a precisdo de seus movimentos prejudicada, ja que, na ansiedade, as
vias neurais se ocupam com impulsos de alerta do sistema de luta-e-fuga, fazendo com que
decresca ou iniba os impulsos precisos que compdem o movimento coordenado (BARLOW,
1999; ROMAN & SAVOIA, 2003).

No tocante ao tratamento, a farmacoterapia combinada a psicoterapia sdo formas
efetivas de controle. No caso de transtornos generalizados de ansiedade, fobia social e sindrome
do pénico sdo amplamente prescritos 0s benzodiazepinicos com o intuito de suprimir a
excitabilidade neuronal em areas cerebrais chaves (CALINE; MENDES, 2011).
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Os benzodiazepinicos se ligam a receptores benzodiazepinicos no canal GABAa
modulando alostericamente este canal na amigdala e no cortex pré-frontal nas algas CSTC. O
GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitorio do Sistema Nervoso Central. No nucleo dorsal
da rafe, exerce uma inibicdo ténica sobre os neurdnios serotonérgicos. Na MCP e coliculos
superiores, exerce um controle inibitério sobre o substrato neural do medo. No teto
mesencefalico, controla aspectos motores relacionados ao comportamento de fuga. Os receptores
benzodiazepinicos e 0 GABA estdo presentes em toda parte no SNC, afetando diversos sistemas
funcionais. Entretanto, os sistemas neuronais envolvidos na regulacdo da ansiedade, segundo
evidéncias experimentais, sdo particularmente os ndcleos lateral e baso-lateral da amigdala, os
quais sdo ricos em receptores benzodiazepinico. Estudos mostram também que o sistema GABA
— benzodiazepinico da amigdala regula ndo apenas a ansiedade, mas a memaria emocional, ja que
a amigdala também é atribuida a acdo amnésica dos compostos benzodiazepinico (ZANGROSSI;
HETEM; GRAEFF, 1997).

O GABA ¢ sintetizado a partir do glutamato utilizando a enzima L-acido glutamico
descarboxilase e a VitaminaB6 como cofator. Este processo converte o principal
neurotransmissor excitatorio (glutamato) em um inibitério. Como citado anteriormente, 0 GABA
é considerado o principal neurotransmissor inibitério no SNC de vertebrados tendo sua acgédo
mediada pelos receptores GABAA, GABAs e GABAc (STAHL, 2010). Os receptores GABAA
sdo canais idnicos sensiveis a ligantes, com estrutura pentamérica em cujo centro ha um canal de
cloreto. Tipos diferentes de isoformas (subunidades) (o6, P1-3, y1-3, p1-3, 0, €, @, 61-3) podem se
combinar para formar um receptor deste tipo, portanto ha muitos subtipos diferentes de receptor
GABA A, dependendo das subunidades presentes (ALLEN et al., 2009).

A atividade do receptor GABAA é mediada por um grande numero de ligantes quimicos,
que atuam em diferentes sitios do receptor (GALOFRE et al., 2010). Sabe-se que 0s receptores
GABAA sensiveis aos benzodiazepinicos devem apresentar duas subunidades B e a subunidade y>
ou v3, ¢ duas unidades a, do subtipo a1, o2 ou a3 € tém localizagdo pos-sinéptica (STAHL, 2010).
Apos ligar-se a regido entre as subunidade yz3 € ayozs, 0S benzodiazepinicos aumentam a
afinidade entre 0 GABA e seu receptor e medeiam um tipo de inibi¢do no neurdnio pos-sinéptico

que e fasica, ocorrendo em surtos de inibicdo desencadeados por concentracbes maximas de
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GABA liberado na sinapse. Supostamente a combinacgdo de benzodiazepinicos e GABA aumenta

a frequéncia de abertura dos canais de cloro inibitorios (STAHL, 2010) (Figura 3).

Figura 3 - Receptor GABAA.
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Conforme dito anteriormente, nem todos o0s receptores do tipo GABAAa sdo iguais.
Aqueles sensiveis aos benzodiazepinicos com subunidades o1 S80 mais importantes para a
regulacdo do sono e sdo alvos de drogas hipnético-sedativas. Por outro lado, os com subunidades
02 e/ou o3 parecem ser oS mais importantes para a regulagdo da ansiedade e sdo os alvos
presumiveis dos ansioliticos benzodiazepinicos. Os benzodiazepinicos disponiveis atualmente,
porém, ndo sao seletivos para receptores GABAA com subunidades diferentes. Ha, no entanto,
pesquisa continua de drogas seletivas a2z que podem ser utilizadas no tratamento de transtornos
de ansiedade em seres humanos. Essas drogas seriam teoricamente ansioliticas sem ser sedativas.

Os agonistas parciais seletivos para subunidades o2/3 causariam, hipoteticamente, menos euforia,
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menos reforco e seriam menos passiveis de abuso, causariam menos dependéncia e menos

problemas quanto a interrupgédo (STAHL, 2010).

1.3 Depresséao

Dos transtornos de humor o mais comum € a depressao. A depressdo é hoje a doenca
mental mais comum do mundo, afetando mais de 121 milhdes de pessoas e, além disso, estima-se
gue em aproximadamente uma década ela se torne a segunda doenca responsavel pela perda

prematura de vida entre todas as idades e sexos. (WHO, 2012).

A depressao € uma doenca de curso cronico e recorrente, debilitante e que apresenta uma
alta incidéncia e prevaléncia (GALDINO et al., 2009). A prevaléncia na populacdo geral para
transtornos depressivos tem alcangado nimeros entre 4% e 10%, sendo observada uma maior
incidéncia em mulheres, variando de 10% a 25%, enquanto nos homens a porcentagem é de 5% a
12 %. Outro dado importante é que uma a cada 20 pessoas € atingida por um episddio depressivo
durante o curso da vida, e em cada 50 casos diagnosticados com a patologia, um necessita de
internacdo, e 15% dos deprimidos graves cometem suicidio. Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude houve um aumento vertiginoso dos casos da doenca a partir da segunda metade do século
XIX (CUNHA et al, 2012).

Os principais sintomas clinicos da depressdo sdo: anorexia, anedonia, perda de peso,
fadiga, letargia, distirbios do sono, hiperalgesia, sentimento de culpa, reducdo da atividade
locomotora, falta de concentracdo e idéias suicidas. A caracteristica essencial do comportamento
depressivo é a presenca de humor deprimido caracterizado por sentimentos de tristeza,
desamparo, e/ou perda de interesse ou prazer em quase todas as atividades, durante um periodo

de pelo menos duas semanas (BECK et al., 1999).

A delimitacdo dos sintomas dentro de um espaco de tempo forma os critérios diagnosticos
necessarios para a classificagdo do transtorno depressivo em transtorno depressivo maior,
transtorno depressivo menor, distimia ou depressdo induzida por substancia ou devida a uma

condicdo clinica (DSM-1V, 1994). Ainda com relacdo aos sintomas depressivos, considera-se que
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cada um deles esta associado hipoteticamente a deficiéncia do processamento de informagdes em
circuitos cerebrais especificos (Figura 4). O circuito do humor deprimido, por exemplo, envolve
uma transmissdo monoaminérgica deficiente a nivel de amigdala e coértex pré-frontal
ventromedial, enquanto que o circuito da baixa auto-estima envolve as mesmas areas cerebrais,

mas esta associado principalmente a uma transmisséo serotoninérgica deficiente (STAHL, 2010) .

Figura 4 - Correspondéncia entre sintomas depressivos e circuitos.
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accumbens; T: tdlamo; HP: hipotdlamo; H: hipocampo; A: amigdala, ME: medula espinhal e C:cerebelo.

Nos ultimos anos, muito esforco foi direcionado para melhorar o entendimento sobre a
fisiopatologia da depressdo. Até o momento, tem-se convic¢do da participacdo de fatores

bioldgicos, psicoldgicos e sociais no desencadeamento da doenca (ANSSEAU et al., 2009).
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Devido a heterogeneidade clinica e etiologica dos transtornos depressivos, tem sido
dificil elucidar por completo a fisiopatologia da depressdo. As teorias disponiveis sdo baseadas
em estudos que investigam o estresse psicossocial e 0s horménios do estresse, 0s
neurotransmissores (serotonina,  noradrenalina, = dopamina, glutamato e acido gama-
aminobutirico - GABA), a resposta inflamatoria, o estresse oxidativo, 0s neurocircuitos, 0s

fatores neurotroficos e o ritmo circadiano (HASLER, 2010).

Considera-se que as teorias da depressao se aplicam aparentemente a apenas alguns tipos
de pacientes deprimidos, e, além disso, tem-se observado que a fisiopatologia depressiva pode
variar consideravelmente em todo o curso da doenca. Diante dessas evidéncias, defende-se que
ndo ha uma hipotese unificada que explique todos os casos de depressdo. Como consequéncia, 0s
tratamentos antidepressivos, incluindo abordagens psicoldgicas e bioldgicas, devem ser
adaptados de acordo com o individuo e o estado de doenca (HASLER, 2010).

Dentre as teorias sobre a etiologia bioldgica da depressdo, a teoria classica propde a
hipétese de que a doenca se deve a deficiéncia dos neurotransmissores monoaminicos:
noradrenalina (NA), dopamina (DA) e serotonina (5-HT). Segundo esse pensamento, 0 sistema
neutransmissor trimonoaminérgico pode estar disfuncional em diversos circuitos cerebrais, com
diferentes neurotransmissores envolvidos, dependendo do perfil de sintomas do paciente,
podendo provavelmente ser secundaria a um evento primario (STAHL, 2010; HASLER, 2010).

As evidéncias diretas da hipdtese monoaminérgica ainda sdo insuficientes. Mas alguns
estudos apresentam como resultado de investigacdo baixos niveis de metabdlitos
monoaminérgicos no liquor cefalorraquidiano de pacientes deprimidos. Estes achados estdo em
conformidade com a observacdo da efetividade clinica dos antidepressivos que agem aumentando
a sinalizacdo monoaminérgica (NUTT, 2006; LEONARD, 2000).

A teoria classica foi levada a um passo adiante quando formularam a hipotese dos
receptores monoaminérgicos. Esta hipdtese sugere que a deplecdo dos neurotransmissores
verificada nos pacientes deprimidos seria responsdvel por uma supra-regulacdo compensatoria
dos receptores pos-sinapticos. As evidéncias diretas disso ainda sdo escassas, mas estudos post
mortem mostraram consistentemente o aumento no numero de receptores de serotonina no cortex

pré-frontal de pacientes que cometem suicidio e, além disso, estudos de neuroimagem
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identificaram anormalidades nos receptores de serotonina em pacientes deprimidos (STAHL,
2010).

Todos os antidepressivos eficazes atuais reforcam a acdo sinaptica de uma ou mais
monoaminas (NA, DA, 5-HT) e, dessa forma, revertem, teoricamente, a supra-regulacao
compensatdria dos receptores ao longo do tempo. Esse fendmeno é mediado provavelmente pelo
processo de sub-regulacdo de genes relacionados com a sintese dos receptores. Vale destacar
ainda que as alteragbes na expressdo génica também podem incluir o aumento de fatores
neurotroficos, como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), importantes reguladores

da sobrevivéncia, desenvolvimento, fungéo e plasticidade neuronal (STAHL, 2010).

1.3.1 Receptores Monoaminérgicos

Os neurbnios noradrenérgicos sao regulados por uma multiplicidade de receptores
classificados como o1aB/c , 02aBic, P1, B2, B3. Todos eles podem ser pds-sinapticos, mas somente
0s receptores o tem localizacdo pré-sinaptica e agem como autorreceptores, ou seja, reconhecem
a NA e desativam sua liberacdo adicional (STAHL, 2010).

Os adrenoceptores o1 € o2 (Quadro 1, pag. 34) parecem estar envolvidos com a geracao
de respostas antidepressivas a drogas (KASTER et al., 2007). A administracdo cronica de
antidepressivos e a electroconvulsoterapia aumentam a densidade e atividade funcional de
adrenoceptores a1 em estruturas cerebrais de individuos deprimidos, tais como o coértex pre-
frontal e hipocampo (STONE et al., 2003). Alem disso, o tratamento cronico com antidepressivos
causa uma regulagdo gradual e para baixo no nimero de autoreceptores o2, 0 que parece ser de
extrema importancia terapéutica, tendo em vista que o numero destes receptores estdo elevados

tanto nos pacientes deprimidos quanto naqueles estressados (FLUGGE et al., 2003).



34

Quadro 1 - Vias de sinalizacdo, localizacao e farmacologia de subtipos de receptor NA

Receptor Viade Localizagao Localizagao regional
sinalizagao Neuronal
principal
o NP3 e DAG Pds-sinaptico Cortex frontal, Locus coeruleus,
hipocampo.
o, AMPc Pré-sinaptico/ Pds- Cortex frontal, Locus coeruleus,
sindptico amigdala, hipocampo, hipotdlamo.

Fonte: Adaptado de http://www.acnp.org/g4/GN401000034/CHO034.html.

Nota: AMPc - adenosina 3',5'-monofosfato ciclico ; IP3— trifosfato de inositol; DAG - D-1,2-
Diacilglicerol.

Drogas que antagonizem os receptores do tipo a2 nos neurénios noradrenérgico e 5-HT
serotoninérgico (por exemplo, mirtazapina, risperidona), aumentam a liberacdo de NA e 5-HT,

respectivamente, intensificando essas transmissdes (STAHL, 2010).

Com relagdo a via serotonérgica, estudos em modelos animais de depressao oferecem
pistas da participacdo de seus receptores no processo terapéutico. Efeitos antidepressivos
semelhantes aos produzidos pela administracdo de Inibidores Seletivos da Recaptacdo de
serotonina (ISRS) tém sido mediado por agonistas dos receptores 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT2c, 5-
HT4 e 5-HTs, e antagonistas de 5-HT2a, 5-HT3, 5 -HTs, € 5-HT7 em roedores (CARR e LUCKI,
2011). Informacdes sobre os diferentes subtipos de receptores serotoninérgicos estdo dispostas no

Quadro 2, pag. 35.


http://www.acnp.org/g4/GN401000034/CH034.html
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Quadro 2 - Vias de sinalizacdo, localizacdo e farmacologia de subtipos de receptor 5-HT

Receptor Viade Localizagao Localizagao regional
sinalizagao Neuronal
principal
5-HT 1a AMPc, Autorreceptor Nucleo da rafe / hipocampo, cortex
somatico/pds-sinaptico
5-HT 1 AMPcl, Autorreceptor Striatum, nucleus accumbens, area
terminal/pds-sinaptico tegmental ventral
5-HT ;4 IP3 Pds-sinaptico Cortex frontal
5-HT ;¢ IP3 Pds-sinaptico Cértex frontal
5-HT ; Canal i6bnico  Pds-sinaptico Cortex, amigdala
5-HT 4 AMPc Pds-sindptico Striatum, nucleus accumbens,
cortex
5-HT ¢ AMPc Pés-sinaptico Hipocampo, cértex
5-HT ; AMPc Pds-sindptico Nucleo supraquiasmatico, cortex

Fonte: CARR; LUCKI, 2011. Nota: AMPc - adenosina 3',5'-monofosfato ciclico ; IPs— trifosfato de inositol.

Partindo do conhecimento de que a NA regula os neurbnios serotoninérgicos e,
reciprocamente, a 5-HT também regula os neurbnios noradrenérgicos, podemos entender as
consequéncias terapéuticas de moduladores destas vias. A mirtazapina, por exemplo, € um
antidepressivo muito efetivo cujas acOes terapéuticas sdo mediadas por suas propriedades
antagonistas de o2 e de 5-HT2c . Ao causar desinibicdo da liberagdo de serotonina, pelo primeiro
mecanismo (antagonismo de o), a droga estimula principalmente receptores 5-HT1a, haja vista a
acdo antagonista potente da mirtazapina sobre outros receptores serotoninérgicos (5-HT2a, 5-
HT.c e 5-HTz3). A estimulacdo de 5-HT1a, por sua vez, acarreta liberagdo de dopamina, e isso
seria, teoricamente, util para a depressdo e a cognicdo. Pelo segundo mecanismo de agéo
(antagonismo de 5-HTac) , a droga causa a desinibi¢do de noradrenalina e serotonina no cortex
pre-frontal (STAHL, 2010).
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Quanto a terapéutica com outras classes de drogas, tem-se demonstrado em estudos
recentes que antipsicéticos atipicos podem atuar como adjuvantes no tratamento da depresséo. A
olanzapina (antagonista 5-HT.a) combinada com a fluoxetina melhoram significativamente
sintomas depressivos em comparacdo a pacientes tratados apenas com olanzapina ou fluoxetina
(TRIVEDI etal. 2009).

Os receptores dopaminérgicos (D1, D2, D3, D4 e Ds) estdo distribuidos em duas classes
diferentes, denominadas Di-simile e D»-simile, que foram originalmente distinguidas por sua
capacidade de ativar (D1-simile) ou inibir (D2-simile) a adenilato ciclase (Quadro 3).

Quadro 3 - Receptores dopaminérgicos.

Tipo D1 Tipo D2
Distribuigéo Papel Funcional
D1 Ds D2 Ds D4
Cortex Reatividade,
Humor +++ - ++ — +
Sistema limbico Emocao, +++ + ++ +
Comportamento
Estereotipado
Estriado Controle motor +++ + ++ + +
Hipotalamo Secrecdo de = = ++ + =
ventral e adeno- el
hipofise
Transdugéo de TAMPc  TAMPC {AMPc  JAMPc  {AMPCc
sinais elou TIP3 e/ou TIP;  elou TIP;
Efeito Inibicdo  Inibicéo Inibicdo  Inibicdo Inibicdo
pos- pos- pré- e pds- pré- e pds- pré- e pos-

sindptica  sinaptica sinaptica  sindptica  sinaptica
Ativacdo/ Ativacdo/ Ativacéo/
inibicdo inibicdo inibicdo da

da da secrecao
secrecdo  secrecdo  de
de de horménios

horm6énios hormonios

Fonte: RANG et al., 2012. Nota: AMPc - adenosina 3',5'-monofosfato ciclico ; IP3— trifosfato de inositol.
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Os receptores D> desempenham um papel importante na regulacdo da transmissdo DA
(KATZUNG, 2013). Varios estudos clinicos tém demonstrado a eficicia terapéutica de
antagonistas de D> (sulpirida e raclopride) nos diferentes tipos de depresséo. De fato, tem-se
sugerido que a administracdo de sulpirida em baixas doses (100-300 mg/dia) pode ser eficaz em
pacientes com depressdo leve, incluindo aqueles que sofrem de depressdo enddgena
(NISKANEN et al., 1975; BENKERT; HOLSBOER, 1984). O mecanismo de acdo
antidepressiva da amissulpirida parece envolver o bloqueio do sistema dopaminérgico, mais
especificamente, o blogueio de receptores pré-sindpticos dopaminérgicos do tipo D2/Ds e uma
possivel sensibilizacdo de receptores D1 e D2 na area mesolimbica (TSUKAMOTO et al., 1994).
Esta area tem provavel participacdo no desenvolvimento do comportamento motivacional, haja
visto que a hipofuncdo do sistema dopaminérgico mesolimbico pode mediar a anedonia e a
apatia, dois sintomas depressivos (WILLNER, 1995).

Ainda com relacdo a amissulpirida, se administrada em doses mais altas, perde a
especificidade para os receptores pré-sinpticos e passa a bloquear também o0s receptores D2/D3
pos-sinapticos, causando assim depressdo (WILLNER, 2002). Com relacdo a participacdo dos
receptores D1 nos transtornos afetivos, esta tem sido demonstrada pela administragdo do
antagonista seletivo de D1, SCH23390 (YAMADA et al., 2004).

1.3.2 Hipdtese inflamatdria e neurodegenerativa da depressao

Na década de 80 foram publicados os primeiros trabalhos sobre o envolvimento de
mecanismos neuroinflamatorios na depressao relacionados a ativacao de células monociticas e
células T. Com isso, na pratica clinica foram langadas as bases para uma nova hipotese de que a
inflamacao e a ativagdo imunitdria mediada por células sdao fatores chaves na depressao (MAES

etal., 1990-1991, 1991b, 1993, 1993a).

O papel das citocinas na depressao foi proposto pela primeira vez por Smith (SMITH,
2005), sob a forma da "teoria de macréfagos de depressdo” e ainda estudada por Maes no inicio

de 1990 (MAES; SONG; YIRMIYA, 2012). Esta teoria foi postulada na observacdo das
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concentragdes sanguineas elevadas de marcadores inflamatérios, em pacientes com depressao
clinica grave, associada a uma resposta de fase aguda. Segundo esta teoria, as citocinas pro-
inflamatérias sdo responsaveis pela resposta da fase aguda na inflamagdo, ocasionando varios
aspectos clinicos da depressao, como hiperatividade do eixo HPA e disturbio no metabolismo da
serotonina (MAES, 1993a). Com base em evidéncias de investigacao e revisao literaria de Smith
1991, concordou-se que os macréfagos sdo ativados pelos linfécitos T e, portanto, que a
depressdo ¢ caracterizada pela ativagdo imune mediada por células (MAES; SMITH; SHARPE,
1995). Com isso, os sintomas psicossomaticos ou vegetativos que ocorrem na depressdo sao
manifestagdes celulares, mediada pela ativacdo imunitaria, e se assemelham com os

comportamentos tipo-depressivos em modelos de animais (MAES, 1993; MAES et al., 1993).

Com o passar dos anos, a teoria dos macréfagos mudou para “Teoria de ativacdo do
Sistema de Resposta Inflamatorio (IRS)”, devido a muitos aspectos do sistema inflamatdrio
serem correlacionados com a imunidade celular durante a depressdo maior (SONG et al., 1998;
VANWEST; MAES, 1999). Tradicionalmente, a inflamacdo envolve a sintese e liberacdo de
mediadores pré- inflamatdrios, tais como citocinas e quimiocinas. Nesse processo, sdo envolvidas
células como, mondcitos, neutrofilos e macrofagos, células da cascata do complemento
(SCHIEPERS; WICHERS; MAES, 2005).

A ativacdo do IRS na depressao esta relacionada com a hiperatividade dos indices de
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), sugerindo que a depressdo é induzida por citocinas pro-
inflamatdrias. A hiperatividade do eixo ocorre pela interacdo imunoenddcrina, ou seja, as
citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a também aumentam a secrecdo de ACTH por acdo direta ou
mediante aumento do efeito do CRH, evidenciando essa hiperatividade (MAES et al., 1993a,
1993d).

Recentemente, a hipotese de depressdo tem como teoria "Resposta inflamatoria e (neuro)
degenerativa (I & ND) (MAES, 2010). Esta teoria reine os conceitos inflamatorios por vias de
estresse oxidativo e nitrosativo acompanhada por neurodegeneragdo e diminuicdo da
neurogénese. A teoria implica que o neuroprogressao em depressao é causado por multiplas vias
de estresse oxidativo e nitrosativo (ZUNSZAIN; HEPGUL; PARIANTE, 2013; GARDNER e
BOLES, 2010; MAES et al, 2010).



39

A neuroinflamac&o tem sido utilizada para descrever o papel dos processos inflamatorios
na fisiopatologia da maioria das doengas neurodegenerativas (RIDET, 1997; BAUER, 2007). As
respostas inflamatérias no SNC ja foram associadas a muitas doencas cronicas
neurodegenerativas como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose multipla e
esclerose lateral amiotréfica (MCGEER, 2004; BLOCK; HONG, 2005; PHILLIS, 2006;
UBOGU, 2006; TANSEY, 2007, MELLO, 2012).

O cerebro contém células do sistema imunologico, tais como macrofagos e células
dendriticas, as quais estdo presentes no plexo cordide e meninges. Macrdfagos cerebrais
parenquimatosos, conhecidos como células microgliais, sdo mais quiescentes em comparagdo
com os macréfagos de tecidos, mas podem responder a estimulos inflamatorios através da
producdo de citocinas pro-inflamatorias e prostaglandinas. Além disso, tanto células cerebrais

neuronais e nao neuronais expressam receptores para estes mediadores (DANTZER, 2006).

A micrdglia tém estados diversos de ativacdo, que dependem do estimulo inflamatério
especifico. Assim, em situacOes de transiente estimulacdo inata imune periférica, marcadores no
SNC, tais como receptores Toll-like (TLRs) podem indicar ativacdo da microglia (MILLER,
2003). A micrdglia esta principalmente envolvida na vigilancia imunolégica (DAVALOQOS et al.,
2005; NIMMERJAHN; KIRCHHOFF; HELMCHEN , 2005), mas quando ativada, 0s
macrofagos tém capacidades semelhantes, incluindo fagocitose de citocinas, producdo
inflamatdria e apresentacdo de antigeno (GARDEN; MILLER, 2006). Microglia e astroglia
também sdo considerados como uma fonte de mediadores inflamatorios e como geradores de
oxidantes reativos, o chamado "lado escuro” da glia, por causa do potencial para estas respostas

ao danificar alvos neuronais (HUANG et al., 2007).

As alteragGes neuroinflamatorias da microglia séo transitorias, retornando a um estado de
repouso quando o estimulo imune estiver cessado. No entanto, o envelhecimento ou a doenca
neuroldgica, pode proporcionar um ambiente do cérebro mais reativo ou preparado para um
desafio imune periférico. Além disso, estudos relataram que uma consequéncia bioldgica deste
perfil glial reativo é devido a resposta neuroinflamatéria exagerada ao desafio imune inato
(GODBOUT et al., 2005).
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As citocinas pré-inflamatorias no SNC sdo parcialmente responséveis pelos sintomas
comportamentais tipo-depressivos, por exemplo, anorexia, isolamento social e anedonia
(KELLEY et al., 2003; GODBOUT et al., 2005; HUANG et al., 2007), as quais alteram a
plasticidade sinaptica em animais (MURRAY; LYNCH, 1998). A resposta inflamatoria de
citocinas excessivas no cérebro esti associada a uma variedade de complicagGes, incluindo a
disfuncéo cognitiva (GODBOUT et al., 2005; CHEN et al., 2008).
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A evidéncia de dano oxidativo tem sido consistentemente mostrada nos episodios de
humor (ANDREAZZA et al., 2008). Estresse Oxidativo ocorre quando espécies reativas de
oxigénio interagem com lipidios, proteinas ou acidos nucleicos. O dano oxidativo é um
mecanismo de lesdo celular em certo numero de condi¢des, incluindo estados inflamatorios e
neurodegeneragdo. O estresse oxidativo fornece uma ligagéo entre dano oxidativo e inflamagéo
sisttmica (ZHANG et al, 2009). Os neurdnios e glia sdo particularmente vulneraveis a processos
inflamatdrios e estado redox, e s@o dependentes da manutengdo do suporte neurotrofico. Algumas
destas alteracdes, ocorrendo durante os episodios de humor podem conduzir a disfuncéo
mitocondrial (BOULANGER et al, 2009).

A ativacdo de macrdéfagos e microglia no SNC, contribuem para a producdo de
mediadores oxidativos e neuroativos que podem influenciar o comportamento. Por exemplo,
citocinas inflamatdrias no SNC sobrerregulam a enzima IDO (indoleamina-2,3-dihidroxigenase),
a qual metaboliza o triptofano em L-quinurenina. Assim, niveis reduzidos de triptofano irdo
influenciar a sintese da serotonina. A producdo elevada de mediadores neuroativos, incluindo 3-
hidroxiquinurenina e acido quinolinico induzem danos neuronais por estresse oxidativo. Estudos
mostraram um importante mecanismo de complicagdes do comportamento e humor com a
inflamacdo, devido a degradacdo do triptofano, impactando nas vias serotoninérgicas e
glutamatérgicas (DANTZER, 2008; ARAUJO, 2015).

Estudos relatam que os sintomas depressivos apresentam uma correlacdo positiva com o
aumento da concentracdo de ROS, radicais de espécies de oxigénio (ROS). As respostas
inflamatérias e CMI sdo acompanhadas por um aumento producdo de radicais de espécies de
oxigénio e radicais de nitrogénio (MAES; SONG; YIRMIYA, 2012).

Existe um mecanismo que liga o estado oxidativo com sintomas depressivos. O eixo da
hiperatividade do hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) é frequentemente observado em pacientes
com depressdao maior (GERACIOTI et al., 2001). Os distdirbios no organismo evocam uma
resposta ao estresse, que serve para restaurar a homeostase e para facilitar a adaptagéo a esta

perturbacdo.
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A principal forca motriz do eixo HPA é hormonio liberador de corticotrofina (CRH),
que atua em sinergia com arginina-vasopressina (AVP), levando a liberacdo de glicocorticoides,
cortisol no homem e corticosterona em roedores. A corticosterona mantém a atividade basal do
eixo HPA e controla a sensibilidade ou limiar de resposta do sistema ao estresse. Com isso, a
corticosterona coordena outros eventos como o clico sono/vigilia, a ingestdo de alimentos, entre
outros. A corticosterona também exerce um feedback inibitério principalmente na hipofise e
neurdnios de ndcleo paraventricular, encerrando o estresse induzido pela ativacdo do eixo,
conforme figura 2, pag. 27 (DE KLOET et al., 1998).

1.4 Modelo animal de depressdo por Lipopolissacarideo (LPS):

Lipopolissacarideo (LPS) é uma endotoxina originaria da parede celular de bactérias
gram-negativas. Consiste num lipidio complexo, denominado lipidio A, ao qual esta ligado um
polissacarideo constituido de um nucleo (ou core) e de uma série terminal de unidades repetidas
(Figura 7). O lipidio A consiste em unidades dissacaridicas de glicosamina fosforilada as quais
estdo ligadas a varios &cidos graxos de cadeia longa (podendo variar de acordo com a espécie
bacteriana). O nudcleo do polissacarideo € semelhante em todas as espécies gram-negativas que
possuem LPS, todavia, cada espécie contém uma unidade de repeti¢do particular. Em geral, as
unidades de repeticdo consistem em trissacaridios lineares ou em tetra ou pentassacaridios
ramificados (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000). As moléculas de LPS de carga negativa sdo
ligadas de forma ndo covalente por cations divalentes, tornando a membrana estabilizada e
proporcionando uma barreira contra moléculas hidrofobicas. As substancias sdo termoestaveis,
com peso molecular entre 3000 e varios milhées (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

Patdgenos bacterianos entéricos contendo antigenos O, como um componente do LPS,
podem promover resisténcia e fagocitose, aumentando a patogenicidade dos membros da familia
Enterobacteriaceae, a qual pertence a espécie Escherichia coli (HART, 1988; SWIERGIEL et
al., 1999).
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Figura 5: Esquema da composicdo do LPS na parede celular de bactérias gram-negativas
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Fonte: Adaptado de http://www.microbiologybook.org/Portuguese/chapter_4 bp.htm

O LPS é sintetizado na membrana citoplasmatica e transportado para sua posicao exterior
final. E ligado & superficie celular, liberado apenas quando as células s&o lisadas. Quando o LPS
é clivado em lipidio A e em polissacarideo, toda a interacdo imune est associada ao lipidio A. A
especificidade antigénica é conferida pelas unidades terminais de repeticdo, que circundam a
célula, formando uma camada de polissacarideos hidrofilicos (BROOKS; BUTEL; MORSE,
2000). A presenca do LPS é necesséaria para a funcdo de muitas proteinas da membrana externa
das bactérias (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000). Porém, o LPS pode ser extremamente tdxico
para animais. Administracbes em doses menores que 1 nM ja sdo capazes de ativar o sistema
imune do animal (ADEREM, 2000). Os efeitos fisiopatoldgicos do LPS sdo semelhantes,
independente de sua origem bacteriana (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000). Dentro da area
médica e veterinaria, o0 LPS é muito utilizado nas mais diferentes linhas de pesquisa, pelo seu
efeito de estimulo do sistema imunoldgico. E muito empregado em animais de laboratério, como

roedores, por exemplo. Comercialmente, para estudos toxicologicos, neuroimunoldgicos, dentre


http://www.microbiologybook.org/Portuguese/chapter_4_bp.htm
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outros, uma das principais fontes de LPS é a partir da bactéria gram-negativa Escherichia coli,

através de um processo de extracao fendlica (MIMS et al, 1999).

1.4.1 Mecanismo de a¢do do LPS

Uma vez que o LPS entra em contato com o organismo animal, seja a partir de uma
bactéria gram-negativa como a Escherichia coli, ou pela administracdo direta do mesmo, inicia-
se uma série de respostas no organismo infectado. Esta endotoxina pode atuar em macrofagos,
monocitos, neutrofilos, plaquetas sanguineas e células endoteliais (SALUK-JUSZCZAK;
WACHOWICZ, 2005).

Tomando como exemplo 0 mecanismo de acdo por meio do macréfago, inicialmente, o
LPS que se encontra no plasma liga-se a uma proteina de fase aguda do hospedeiro, o LBP
(proteina ligadora de LPS, ou lipopolysaccharide binding protein), produzida no figado do
animal. A partir deste passo, ¢ formado um complexo chamado de LPS:LBP. O complexo
transfere o LPS para a proteina de membrana periférica CD14 na superficie dos macréfagos,
iniciando a ativacdo celular (FENTON, 1998; ADEREM, 2000; MIYAKE, 2003; MURPHY,

2010). A figura 6 ilustra 0 mecanismo de acao simplificado do LPS no macréfago.

O novo complexo formado, chamado de LPS:CD14, ativa a sinalizagdo do receptor
semelhante ao Toll (ou toll-like receptor, TLR)-4, ao qual é complexada a proteina MD-2. Neste
momento € iniciada a geracdo do sinal transmembranar para o nucleo. Dentro do macrofago
ocorre uma série de reacdes em cascata, incluindo a atuacdo de MyD88, IRAK, TRAF6, TAK-1,
quinase 1kB, AP-1, dentre outras (algumas ainda ndo elucidadas), até a ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB, que ativa os genes que codificam as proteinas envolvidas na defesa contra a
infeccdo, que sdo as citocinas pré-inflamatorias (ADEREM, 2000; HARJU et al., 2005;
ROMERO R. et al., 2007; MURPHY, 2010). Entre as citocinas pro-inflamatorias ativadas e
liberadas a partir do contato com o LPS, destacam-se a interleucina 1 beta (IL-1p), a interleucina
6 (IL-6) e 0 TNF-a, além de algumas outras (HAVA et al., 2006). O LPS é capaz de ativar
principalmente a resposta imune inata (inespecifica) com a participacdo dos macrofagos. Atua

também na resposta imune adquirida (ou adaptativa), referente a respostas de linfécitos que
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reconhecem antigenos microbianos especificos (com atuacdo dos TLR-4, na ativacdo de
membros da familia B7, que ativam células T naive) (ADEREM, 2000; LEVITON, 2005).

Figura 6 - Mecanismo de agdo simplificado do LPS em um macréfago, culminando com a

liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias.
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Fonte: KIRSTEN, 2012.

Em condi¢bes normais, o LPS e as citocinas ndo sdo capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica em quantidades significantes (ASHDOWN et al., 2006; DUNN, 2006). Apesar
disso, as citocinas liberadas por meio do LPS podem atuar no SNC do animal, onde interferem

com sua homeostasia. As vias pelas quais as citocinas modulam a a¢do do SNC séo:

e Através do nervo vago (que é a principal via aferente da cavidade abdominal para
0 cérebro): as citocinas liberadas podem entrar em contato com terminagdes de
ramificacOes vagais periféricas, as quais possuem receptores para citocinas. A
ativacdo desses receptores inicia a transmissdo de um impulso nervoso pelo nervo
vago aferente até sua ligacdo no encéfalo (no nucleo vagal). A importancia dessa

via é demonstrada por meio da vagotomia em roedores, e posterior injecdo i.p. de



46

IL-1, resultando na auséncia do comportamento doentio nestes animais
(DANTZER et al., 2006).
e O LPS é ainda capaz de induzir a sintese da enzima 6xido nitrico sintase, que leva

a producdo do 6xido nitrico, que é um importante mediador inflamatério, com

acdo vasodilatadora, podendo agir também no SNC (ROCHE et al., 2006;

MURATORE et al., 2009).

Neste sentido, a microglia ¢ considerada um analogo dos macrdéfagos e “orgdo
imune” do cérebro, com fungdo de combater infec¢des e a inflamacgdo (LENT, 2001; MEYER et
al., 2005; HAVA et al., 2006; XU et al., 2006).

O modelo de depressao induzido por LPS tem importante validade translacional visto que
a liberacdo de cortisol leva a um aumento de permeabilidade intestinal e mudanca do perfil da
flora para gram-negativo. Neste contexto, no estresse crénico, o LPS presente no intestino pode
atingir a corrente sanguinea sendo o responsavel pelo desencadeamento e manutencdo das

alteracOes neuroinflamatdrias em pacientes deprimidos.

1.5 O poder terapéutico dos produtos naturais

O conhecimento e uso de plantas medicinais acompanham a humanidade desde o inicio
da civilizacdo. Com o passar dos séculos, foi sendo acumulada uma grande gama de informacoes
sobre as acOes e 0s principios ativos de varias espécies vegetais. Atualmente sdo utilizadas pela
medicina popular mais de 20.000 espécies distintas de plantas medicinais, simbolizando muitas
vezes 0 Unico recurso terapéutico de varias comunidades e populagdes. Antes dos anos 1800, 0s
principios ativos de grande parte dos medicamentos, em geral a base de plantas, eram
desconhecidos. Até que em 1817, Friedrich Sertlirner isolou o primeiro composto puro e
farmacologicamente ativo, a morfina, a partir de uma planta, a Papaver somniferum e, com o
sucesso terapéutico do novo farmaco, aumentou o interesse da comunidade cientifica sobre o
poder terapéutico das plantas (NEWMAN; CRAGG, 2010).
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A pesquisa farmacéutica expandiu-se ainda mais ap6s a Segunda Guerra Mundial, com
um maior nimero de pesquisas com microorganismos por causa da descoberta da penicilina. A
investigacdo dos produtos naturais como fonte de novos farmacos atingiu o seu auge na industria
farmacéutica ocidental durante o periodo de 1970-1980. Em 1990, cerca de 80% dos
medicamentos eram produtos naturais ou analogos inspirado neles, mas esse percentual caiu ao
longo dos anos, e em 2009 cerca de 40% dos agentes terapéuticos eram derivados de fontes
bioldgicas (LI; VEDERAS, 2009).

A medicina tradicional ainda é o suporte principal de cerca da 75-80% da populagdo
mundial, principalmente, em paises subdesenvolvidos. A india, que mantém uma antiga tradicao
em medicina popular tem produzido remédios simples e eficientes usando plantas e seus
compostos derivados. Desta forma, necessita-se de validacdo por meio de pesquisas cientificas
que utilizem modelos adequados de experimentagdo, para comprovacdo dos efeitos
farmacoldgicos através do isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos, para que
se possa obter a formulacdo de fitoterapicos seguros para uso humano e/ou animal. Sendo assim,

0 estudo da dose, concentracdo e via de administracdo sao essenciais (ZHAN; ZHOU, 2003).

A pesquisa sistematica para a obtencdo de novas substancias com finalidade terapéutica
pode ser executada por meio de varios processos. Os mais utilizados séo a sintese de novas
moléculas, e modificacdo molecular e substancias naturais e/ou sintéticas com propriedades
farmacoldgicas definidas, extracdo, isolamento e purificacdo de novos compostos de fontes
naturais, especialmente os de origem potencialmente ativas como medicamento. Os trabalhos de
pesquisa com plantas medicinais, via de regra, originaram medicamentos em menor tempo, com

custos muitas vezes inferiores e consequentemente, mais acessiveis a populagdo (BRITO, 1993).

A andlise dos produtos naturais revela uma consideravel diversidade em termos de
estrutura e propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. Esta diversidade permite as “moléculas da
natureza” atingir um numero quase ilimitado de macromoléculas bioldgicas, muitas vezes de
forma altamente seletiva. Com relacdo a isso, tem-se acreditado que em comparacdo aos
sintéticos, 0s compostos naturais tendem a ser muito superiores em termos de diversidade,
eficiéncia e especificidade de ligacdo e propensdo para interagir com alvos biologicos
(CARLSON, 2010).
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A constatacdo da presenca dos efeitos adversos para os farmacos ja estabelecidos no
mercado denota a importancia da busca por novas moléculas efetivas para o tratamento da
ansiedade. Porém, a maior limitacdo nos esfor¢os para desenvolver novos farmacos reside no fato
de que os mesmos sdo geralmente sintetizados através da estratégia de modificacdo molecular me
too, ou seja, apenas sdo modificados alguns locais da molécula original, ndo sendo obtido um
farmaco realmente inovador (NUTT; ARGYROPOULOS, 1999).

As plantas medicinais vém como uma fonte praticamente inesgotavel de moléculas
inovadoras e com novos alvos farmacoldgicos, que podem apresentar melhor relacdo de
risco/beneficio do que os medicamentos tradicionais. A diversidade estrutural encontrada na
natureza € importante na busca por novos alvos biologicos e prototipos de farmacos (YUNES;
FILHO, 2001). Uma das principais ferramentas na busca destes novos modelos € a informacéo de
como as plantas sdo utilizadas por diferentes grupos étnicos e o estudo quimico e farmacolégico
das preparacOes utilizadas, respectivamente no ambito da etnoboténica e da etnofarmacologia
(RATES, 2001).

Algumas espécies vegetais ja tém seu uso aprovado para o tratamento de distdrbios de
ansiedade. A Organizacdo Mundial da Salde considera que a espécie Valeriana officinallis pode
ser utilizada in natura ou na producdo de fitoterapicos, como alternativa aos benzodiazepinicos
(OMS, 1999). Suas principais indicaces de uso sdo como sedativo leve, no alivio dos estados de
excitacdo nervosa, tensdo, irritabilidade e ansiedade indutora de distarbios de sono (ESCOP,
1997; OMS, 1999; BLUMENTHAL; GOLDBERG; BRINCKMANN, 2000). Dentre as
substancias isoladas e comprovadamente ativas, valepotriatos, baldrinais e componentes do 6leo

essencial como o 4cido valerénico, bem como flavonoides (FERNANDEZ et al, 2004).

Outra planta com uso terapéutico como ansiolitico e sedativo respaldado por ensaios
clinicos é Piper methysticum, conhecida popularmente como cava-cava (PITTLER; EDZARD,
2003). Essas atividades sdo atribuidas a uma mistura de cavalactonas presentes no extrato,
principalmente cavaina e iangonina (AMARAL; SCHENKEL; LANGELOH, 2002). No entanto,
dados relativos a hepatotoxicidade tém limitado o uso de medicamentos a base de cava
(CLOUATRE, 2004). Outras plantas como ldpulo (Humulus lupulus), melissa (Melissa
oficinalis) podem ser usadas como ansiolitico e sedativo (BLUMENTHAL, et al, 2000).
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O Brasil apresenta uma flora bastante rica e diversificada, constituindo uma fonte
potencial de novas substdncias com inumeras agdes farmacoldgicas. A magnitude da
biodiversidade brasileira ndo é conhecida com precisao tal como a sua complexidade, estimando-
se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas de plantas, animais e
microrganismos (DIAS, 1996). Juntos, os paises da America Latina possuem grande parte da
biodiversidade do mundo. Todavia, é estimado que ndo mais que 25.000 espécies de plantas
foram objetos de alguma pequena investigacdo cientifica. (CALIXTO, 2003). Contudo, o
potencial dos produtos de origem natural, como fontes de novas drogas, continua largamente
inexplorado uma vez que somente pequena fracdo de plantas, animais e microorganismos tem
sido investigada fitoquimica e biologiacamente (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991).

1.5.1 Consideracdes botanicas

Egletes viscosa Less, da familia Asteraceae, € uma erva silvestre, anual, e frequente nas
margens de lagoas, acudes, cursos de agua do sertdo e do litoral nordestino do Brasil, no inicio da
estacdo seca, apds o baixar das aguas. Apresenta folhas recortadas e flores alvas com o centro
amarelo, dispostas em pequenos capitulos, distribuidas na América intertropical (BRAGA, 1976).
Pio Correia (1974) descreve-a como planta de folha pinatifida, 2 a 5 cm de comprimento,
dilatada, capitulos florais curtos, no &pice dos ramos (Figura 7, pag. 51). E também conhecida
por Losna-do-mato (Minas Gerais), Macela-do-Campo, Macela do Sertdo, Marcela, Cha de
Lagoa (Paraiba), Botancilla (Peru). Os capitulos florais, também conhecidos por cabecinhas,
aparecem 1 a 3 meses ap0s a estacao chuvosa (MATOS, 1990). O verde intenso de sua folhagem
contrasta com a cor parda da lama ressequida conferindo por algum tempo uma beleza verdejante
a paisagem da terra rachada tdo caracteristica da regido nordestina nos periodos secos (MATOS,
2000). No Ceara, a macela é bastante dispersa, sendo encontrada com facilidade em qualquer
regido do Estado. Foram coletados espécimes do Sul (Crato) ao Norte (Irauguba), do litoral (Bela
Cruz e S30 Gongalo do Amarante) ao interior (Agua verde e Chorozinho) (SILVEIRA; PESSOA,
2005).



50

Existem trés espécies de Asteraceae de grande emprego na medicina popular, como
protetoras estomacais, recebendo o nome de macela. Chrysanthemum partenium Less,
Achirocline satureoide e Egletes viscosa Less, que sdo respectivamente, macela do reino, macela

do Brasil e macela da terra (Figura 7, pag. 51)

Os capitulos florais de E. viscosa, secos sdo comercializados em larga escala na regido
do antigo mercado central de Fortaleza, na Praca da Sé, e em escala menor nos diversos
ervandrios populares e “raizeiros” distribuidos por todas as feiras livres das grandes e pequenas
cidades do estado. Duas marcas fantasias, macela ANY e macela ISHASHI s&o encontradas em
supermercados de Fortaleza (SILVEIRA; PESSOA, 2005), sdo obtidos de forma extrativista e
comercializados para uso no tratamento caseiro de problemas digestivos e intestinais, colicas,
gases, azia, ma digestdo, diarreia e enxaqueca, bem como nos casos de irregularidades menstruais
(LORENZI; MATOS, 2002).

Para cultiva-las, as sementes devem ser deixadas, inicialmente por um periodo de quatro
a seis semanas, imersas em agua, para quebra da dorméncia, e entdo semeadas. Os capitulos ou
cabecinhas, facilmente encontrados no mercado de ervas, podem ser usados na forma de cha ou
tintura. O cha de emprego mais habitual é preparado na ocasido do uso (MATQOS, 2000). Em
varias partes do Brasil, o cha elaborado por infusdo é preparado dos capitulos florais de E.
viscosa Less, sendo mais empregado no tratamento de problemas digestivos e intestinais
(SILVEIRA; PESSOA, 2005)

Os estudos iniciais com macela comercial, principalmente no fim da década de 80,
permitiram a obtencdo de um d&leo essencial caracterizado principalmente pela presenca
majoritaria do acetato de trans-pinocarveila. Como principais constituintes ndo volateis, foram
isolados dois diterpénicos furanicos: o &cido centipédico, majoritario, € o outro biciclico, de
esqueleto ent-clerodano, a lactona do acido hawtrivaico. (SILVEIRA; PESSOA, 2005).

Figura 7 - Fotografia de Egletes viscosa Less, mostrando folhas e capitulos florais.



Fonte: http://www.cnip.org.br/banco_img/Macela/egletesviscosaless.html
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Figura 8 - Capitulos florais de E.viscosa Less.
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Fonte: http://plants.jstor.org/compilation/egletes.viscosa

1.5.2 Terpenos

Os terpenos representam uma classe de produtos naturais amplamente distribuida no
reino vegetal, (NABETA et al., 1995). Esses compostos sdo encontrados especialmente como
constituintes majoritarios dos chamados 6leos essenciais (GIRAL, 1956) e apresentam funcGes
variadas (VICKERY; VICKERY, 1981).

Os compostos terpénicos possuem em comum o fato de serem constituidos por multiplos
ou inteiros da molécula fundamental do isopreno (2-metilbutadieno), que se origina a partir do
acido mevalbnico. No entanto, distincdo se faz entre os verdadeiros terpenos, ou seja, a
denominacdo stricto sensu de terpeno se reserva para 0s hidrocarbonetos insaturados (terminacao
eno), estes podendo ser considerados como polimeros por adicdo ou condensacdo de moléculas
do isopreno. Isto implica, além de uma férmula bruta inteira do isopreno (CsHs), como também
uma estrutura ramificada que permita reconhecer as unidades integrantes da molécula (GIRAL,
1956).
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Além destes verdadeiros terpenos (auténticos), temos os chamados terpendides. A
quimica dos terpendides inclui compostos como alguns hidrocarbonetos que possuem menor ou
maior teor de hidrogénio do que os terpenos verdadeiros, conservando no entanto a estrutura das
unidades isoprénicas. Outros terpenodides sdao compostos formados por outras fun¢Bes quimicas
como os &lcoois, aldeidos, cetonas e acidos terpénicos. Estes sdo derivados dos terpenos pela
introdugdo do oxigénio na molécula terpenica. Todas estas substancias podem ser agrupadas
numa denominacdo mais genérica e vaga de compostos terpendides. Os esqueletos carbonados
dos terpendides sdo formados pela condensagdo de um namero variavel de unidades de isopreno

predominando a condensaco cabeca-cauda, como mostra a (Tabela 1) (SIMOES, 2007):

Tabela 1 - Classificacdo dos terpendides

UNIDADES DE NUMERO DE CLASSIFICAGAO
ISOPRENO CARBONOS

1 5 Hemiterpeno

2 10 Monoterpeno

3 15 Sesquiterpeno
4 20 Diterpeno

5 25 Sesterterpeno
6 30 Triterpeno

8 40 Tetraterpeno

=8 >40 Politerpeno

Fonte: Santos (2005)

Esses compostos terpendides apresentam variadas funcBes: 0s monoterpenos sao
constituintes dos 0leos volateis, atuando na atracdo de polinizadores. Os sesquiterpenos, em
geral, apresentam fungdes protetoras contra fungos e bactérias, enquanto muitos diterpenoides
sdo origem aos hormonios de crescimento vegetal. Os triterpendides e seus derivados, 0s
esteroides, apresentam uma gama de fungdes. Muitos tém funcdes de protecdo contra herbivoros,
alguns sdo antimitoticos, e outros atuam na germinacdo das sementes e na inibicdo do
crescimento da raiz (VICKERY; VICKERY, 1981).
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Os terpendides podem ser encontrados nas formas ciclica e linear. As formas ciclicas
poderdo compor um nimero imenso de formas de estereoisdmeros, por outro lado, os terpendides
lineares apresentam isomerismo geométrico nas duplas ligacGes isoprénicas. Os compostos mais
frequentes nos 6Oleos essenciais sd0 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos. Outros terpendides,
como diterpenos, sdo encontrados apenas em 0leos essenciais extraidos com solventes organicos.
O numero de compostos terpénicos conhecidos ultrapassa a 8000, como componentes descritos
em Oleos essenciais € estimado um numero superior a 150 monoterpenos e 1000 sesquiterpenos
(SIMOES, 2007).

Os compostos terpénicos apresentam importantes atividades farmacologicas, tais como,
anti-tumoral (CARNESECCHI et al, 2004), sedativas (DO VALE et al, 2002), analgésicas, anti-
inflamatérias (CARVALHO et al, 2004), ativadoras de proteina quinase A (RAJIC et al, 2001),
cardioprotetoras (LIEBGOTT et al, 2000); bloqueadoras dos canais de calcio (WANG et al,
2000) antioxidantes (ZHANG et al, 1996), hipolipidémica (SILVA et al, 2001), anti-
hipertensivas, relaxantes da musculatura lisa vascular (TORRES et al, 2000), antimicrobiana
(MADUREIRA et al, 2003), antiulcerogénica (HIRUMA-LIMA, et al, 2002), gastroprotetoras
(GUEDES, 2002), antinociceptiva (GUEDES, 2002; MAIA, 2006), antipruritogénica e
hepatoprotetora (OLIVEIRA et al, 2012).

Os diterpenos, por sua vez, sdo umas das poucas classes fundamentais de produtos
naturais com uma variedade de aproximadamente 5000 membros conhecidos. Esses compostos
organicos de baixo peso molecular apresentam um esqueleto contendo 20 atomos de carbono.
Eles apresentam importancia quimica e comercial porque o seu uso abrange aplicacfes na
industria farmacéutica (DZEROSKI et al, 1998). Os diterpenos constituem uma grande e
diversificada classe de metabdlitos secundarios que podem ser considerados como resultados de
fatores naturais e derivam biogeneticamente do pirofosfato de geraniol-geranila, que resulta do
encadeamento cabeca-cauda de quatro unidades de isopreno (TORSSELL, 1983).

Muitos estudos realizados com extratos de plantas contendo diterpenos mostraram uma
variedade de atividades farmacologicas, como atividade anti-ulcerogénica do trans-Crotonina,
diterpeno isolado do Croton cajucara Benth (HIRUMA-LIMA et al, 2002); atividade analgésica
e gastroprotetora, do acido centipédico e da lactona do acido hawtriwaico, diterpenos isolados

dos capitulos florais de E. viscosa (GUEDES, 2002); atividade analgésica do mirsinol, diterpeno
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isolado do Euphorbia decipiens (AHAMAD et al, 2005); atividade analgésica e anti-inflamatéria

do taxoide e lignanas, diterpenos isolados do Taxus baccata L. (KUPELLI, et al, 2003).

O CZA é um diterpeno do tipo clerodano. Os clerodanos sdo uma classe de
diterpendides biciclicos cujo nome deriva da (-)-clarodina, primeiro diterpeno da série dos
clerodanos isolado da Clerodendron infotunatum (BARTON; ELAD, 1956). Variadas atividades
bioldgicas sdo citadas para diferentes formas estruturais de clerodanos: antibidtica, antiviral,
antifungica, antitumoral, citotoxica, antiulcerogénica e inseticida (ROGERS et al, 1979;
ANDERSEN et al, 1983).

1.5.3 Diterpeno conizaleucolideo A

O diterpeno clerodano Colizaleucolideo A (CZA), de massa molar 314.19 g/mol e
férmula molecular CxoH260s3, inicialmente encontrado na espécie Leannecia schiedeana. Essa
espécie é utilizada na medicina popular ao redor do mundo no tratamento de iniUmeras doencas,
como distarbios gastrintestinais, bronquite cronica, gota e reumatismo, adicionalmente sendo
atribuidas atividades antipirética, anti-inflamatéria, além de ser empregada como agente
sedativo. O Conizaleucolideo A também apresenta atividade em linhagem de células
cancerigenas humanas de leucemia miel6ide cronica (linhagem K-562, taxa de inibicdo de 84%)
(ARCINIEGAS et al, 2011). O diterpeno Colizaleucolideo A foi um dos constituintes
majoritarios encontrados no extrato etandlico de E. viscosa, sendo escolhido para o estudo

juntamente com o proprio extrato etandlico.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Egletes viscosa € um produto natural cujo interesse quimico e farmacologico é
conhecido, existindo diversas aplicacfes para essa espécie, como 0 uso no tratamento caseiro de
problemas digestivos e intestinais, colicas, gases, azia, ma digestdo, diarreia e enxaqueca, bem
como nos casos de irregularidades menstruais. O conhecimento de que a populacéo local também
utilizava as inflorescéncias da planta para uso em distdrbios de ansiedade, nos motivou a realizar
testes neurocomportamentais iniciais com essa parte do vegetal. O interesse também advém do
fato de que a referida espécie apresenta em sua composicdo diversas classes de compostos com
atividade farmacoldgica, como diterpenos furanicos, diterpenos labdanicos, flavonoides, dentre
outros. O grupo de neurofarmacologia da Universidade Federal do Ceara desenvolveu diversos
trabalhos com substancias naturais obtendo resultados promissores, 0 que motivou 0
desenvolvimento desse estudo (RAO, 2001; ARAUJO, 2011; SOUSA, 2012; VASCONCELOS,
2015).

A relevancia do presente estudo € contribuir com as buscas por melhores alternativas
terapéuticas para os tratamentos da ansiedade e depressdo, transtornos que juntos sdo
responsaveis pelo maior nimero de prescricbes na atualidade, (KATZUNG, 2013), sendo
somente a Depressdo Maior (DM), uma doenga com prevaléncia estimada em mais de 16% da
populagdo mundial ao longo da vida (KESSLER et al, 2003; ANDRADE et al, 2002).
Utilizando-se fontes naturais, buscou-se o desenvolvimento de farmacos de baixa toxicidade e
mais acessiveis para a populagdo carente, bem como a abrangéncia do tratamento para pacientes
que pouco se beneficiam com as medidas terapéuticas atuais, sendo pelas limitagdes financeiras

ou de eficacia dos proprios medicamentos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

59

Avaliar as acdes centrais do extrato etandlico de Egletes viscosa e seu constituinte

majoritario, o conizaleucolideo A, atraves de modelos comportamentais de ansiedade e

depressdo, bem como determinar os possiveis efeitos preventivos e terapéuticos em animais

adultos submetidos ao modelo de depressdo por desafio imune induzido por LPS.

3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar possiveis alteracdes na atividade motora e possivel efeito relaxante

muscular utilizando os testes do campo aberto e do rota rod, respectivamente;

Verificar a atividade do extrato etanolico de Egletes viscosa, e seu constituinte
majoritario, o conizaleucolideo A, em modelos de ansiedade utilizando o teste
labirinto em cruz elevado e a possivel participagdo dos receptores
GABAA/Benzodiazepinicos nesta acao;

Determinar a acdo do extrato etanolico de Egletes viscosa, e seu constituinte
majoritario, o conizaleucolideo A, em modelos comportamentais de depressdo

utilizando os testes da suspressao de sacarose e do nado forgado;

Investigar a possivel participagdo do sistema monoaminérgico no mecanismo de
acdo antidepressivo do extrato etandlico de Egletes viscosa, e seu constituinte

majoritario, o conizaleucolideo A;
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o Avaliar as alteragdes comportamentais em animais submetidos ao modelo de
comportamento depressivo induzido por LPS e tratados com extrato etandlico de
Egletes viscosa (nas doses de 100 e 200 mg/kg) e seu constituinte majoritério, o
conizaleucolideo A (nas doses de 25 mg e 50 mg/kg) utilizando o teste do nado

forcado e da preferéncia de sacarose;

o Avaliar a participacdo dos mecanismos de oxidagdo através dos niveis de GSH e
TBARS, nas areas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo) em
animais com comportamento depressivo induzido por LPS e tratados com Egletes
viscosa (nas doses de 100 e 200 mg/kg) e seu constituinte majoritario, o

conizaleucolideo A (nas doses de 25 mg e 50 mg/kg) .

o Avaliar a participagéo da resposta inflamatoria e antioxidante atraves dos niveis de
nitrito (NO) e Mieloperoxidase (MPO), nas areas cerebrais (cértex pré-frontal,
corpo estriado e hipocampo) em animais com comportamento depressivo induzido
por LPS e tratados com Egletes viscosa (nas doses de 100 e 200 mg/kg) e seu

constituinte majoritario, o conizaleucolideo A (nas doses de 25 mg e 50 mg/kg) .
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4 MATERIAIS E METODOS

Quadro 4 - Drogas e Reagentes
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Drogas/Reagentes

Origem

Alcool etilico P.A.

Quimex, Brasil

Diazepam Unido Quimica Brasil
Flumazenil Sigma

Imipramina Imipra®, Cristélia

SCH 23390 Sigma

Sulpirida Equilid®, Aventis Pharma
loimbina Sigma

Prazosina Sigma

PCPA Sigma

Tween 80 — Polyoxyethilene Sorbitan Mono-oleate

Sigma
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Quadro 5 — Equipamentos

Equipamentos Origem

Balanca Analitica Modelo H5, Mettler, Suica
Balanga para animais Filizola, Brasil

Campo Aberto

Crondmetro Incoterm, Brasil
Deionizador USF, Elga, USA
Equipamento da Placa Perfurada Ugo Basile, Italy
Equipamento do Rota Rod Ugo Basile, Italy

Labirinto em cruz elevado

Pipetas Automaticas H.E., Dinamarca

Cubas de acrilico para o Nado Forgado

Sonicador Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments Inc.,

USA

Vidrarias Pirex, Brasil
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4.1 Extracdo e isolamento do diterpeno conizaleucolideo A

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizada uma espécie vegetal da familia Asteraceae,
onde se avaliaram os capitulos florais. Os capitulos florais de E.viscosa foram obtidos no centro
de Fortaleza, onde partes da planta sdo comercializadas em lojas de produtos naturais. A
autenticacdo boténica foi realizada pelo professor Edson Paula Nunes, professor titular do
departamento de biologia da Universidade Federal do Ceara. A exscicata representando a coleta

encontra-se depositada no Herbéario Prisco Bezerra — UFC, com o0 nimero 39767.

Os capitulos florais (1kg) foram macerados com 2 litros de hexano e em seguida, com 2
litros de etanol. As solucdes foram entdo filtradas e posteriormente rotaevaporadas . O residuo foi
submetido a temperatura branda (60° C) por uma semana, sendo obtido 30,5 g (rendimento de
3,05% p/p) de extrato hexanico e 32 (rendimento de 3,2% p/p) g de extrato etandlico. Foi retirado
3,0 g do extrato hexanico e o mesmo foi submetido a coluna cromatogréafica por gradiente de
eluicdo. Utilizou-se a silica como fase estacionaria e os solventes hexano, diclorometano e
metanol, nas seguntes concentracdes (seguindo esse gradiente de polaridade, com volume de 100
ml para cada coleta) : hexano 100%; hexano:cloroférmio (90:10); hexano:cloroférmio (75:25);

hexano:cloroférmio (50:50); hexano:cloroférmio (25:75); cloroférmio 100% e metanol 100%.

Apbds observacdo por cromatografia em camada delgada (CCD), a fracdo
hexano:cloroformio (50:50) foi seca, obtendo-se 600 mg de material, resultando em um
rendimento de 20%, que foi encaminhado ao Centro Nordestino de Aplicacdo e uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), onde foram realizados os espectros de
hidrogénio e carbono-13. Da mesma forma, foram retirados 2,0 g do extrato etandlico e 0 mesmo
foi submetido a coluna cromatografica por gradiente de elui¢do. Utilizou-se a silica como fase
estacionaria e 0s solventes hexano, diclorometano e metanol, nas seguntes concentragdes
(seguindo esse gradiente de polaridade, com volume de 100 ml para cada coleta): hexano 100%;
hexano:cloroformio  (90:10); hexano:cloroférmio  (75:25); hexano:cloroférmio (50:50);
hexano:cloroformio (25:75); cloroférmio 100% e metanol 100%. A fracdo hexano:cloroférmio
(50:50) foi seca e obteve-se 182 mg de material, resultando em um rendimento de 9,1%, que foi
levado ao CENAUREMN para a realizacdo dos espectros de ressonancia magnética nuclear do

hidrogénio e do carbono-13.
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Através de analise dados de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN-1H-
figura 9, pag. 65) e carbono-13 (RMN-13C- figura 10, pag. 66 ), e com auxilio da literatura, foi
possivel determinar a estrutura quimica do componente majoritario do extrato etandlico de E.
viscosa, o diterpeno furanico de nome quimico 5,6-Dihidro-3-(4-metil-3-pentenil)-6-[1-metil-4-
(3-furanil)-1-butenil]-2H-piran-2-ona, ou conizaleucolideo A, de formula molecular e estrutura

quimica listadas abaixo (figura 11, pag. 66):

Figura 9: Espectro de RMN-!H do diterpeno CZA (500 MHz, CDCls).
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Figura 10: Espectro de RMN-3C-BB do diterpeno CZA (125 MHz, CDCls).
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Figura 11: Estrutura quimica e formula molecular do diterpeno conizaleucolideo A (CZA)
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4.2 Animais

Em todos os experimentos foram utilizados camundongos albinos da espécie Mus
musculus da variedade Swiss, adultos, do sexo masculino, pesando entre 20-25 g (n=7 ou 8, por
grupo), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram
mantidos em caixas de propileno em uma sala com a temperatura de 25 £+ 1 °C e submetidos ao
ciclo claro/escuro de 12 em 12 h onde receberam racdo do tipo Purina e adgua ad libitum. Os
protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)

desta universidade, através do protocolo de nimero 14/2012.

4.3 Preparo das drogas

Ambas as drogas foram emulsificadas em Tween 80 a 2% e diluida em solucéo salina,
obtendo-se a concentracdo final de 10 mg/mL que foram administradas nas doses de 100 e 200
mg/kg o extrato etandlico e 25 e 50 mg/kg o CZA, respectivamente. A escolha das doses foi
selecionada de acordo com trabalhos anteriores utilizando-se extratos vegetais e constituintes
isolados (OLIVEIRA, 2012). Os grupos controles receberam veiculo (salina com Tween 80 a
2%). As demais drogas utilizadas nos experimentos foram dissolvidas e diluidas diretamente em

salina.

4.4 Tratamento dos grupos experimentais

Foram utilizados dois protocolos: um para a triagem inicial, avaliando efeitos
comportamentais do extrato etanélico e do diterpeno CZA, onde se realizaram os testes do campo
aberto, rota rod, labirinto em cruz elevado e nado for¢cado. O segundo foi realizado apos
comprovacao da atividade antidepressiva pelo teste inicial do nado forcado, onde se utilizou o
LPS como indutor do estado depressivo nos testes. Durante essa fase, foram posteriormente

realizados testes da supressdo de sacarose, do nado forgado frente & inUmeros antagonistas dos
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receptores de monoaminas, além do estudo de pardmetros inflamatorios, como os niveis de
glutationa reduzida (GSH) e espécies reativas do &cido tiobarbitirico (TBARS), e pardmetros
oxidativos, como o teste da mieloperoxidase (MPO) e o teste de nitrito,. Os animais, em jejum de
2 horas, foram tratados agudamente com as drogas nas doses 100 e 200 mg/kg com extrato
etandlico (EE100 e EE200) e 25 e 50 mg/kg com conizaleucolideo A (CZA25 e CZA50), por via
oral (v.0.), e submetidos aos testes comportamentais 60 minutos (min) depois das administragdes.
A droga utilizada como padréo positivo durante a avaliacdo da atividade antidepressiva foi a
imipramina 10 mg/kg, i.p no teste do nado forcado e supressdo de sacarose. Como referéncia
ansiolitica foi utilizado diazepam 1 mg/kg, i.p., nos testes do labirinto em cruz elevado, no campo
aberto e no rota rod, como padrdo positivo para atividade sedativa e relaxante muscular,
respectivamente. A Avaliacdo com as drogas aplicadas intraperitonealmente foi realizada 30
minutos apos administracdo. Nos experimentos envolvendo avaliacdo da participacdo do estresse
oxidativo e da inflamagcdo com o modelo do lipopolissacarideo LPS, buscou-se avaliar se as
drogas eram capazes de reverter e/ou tratar os efeitos similares a depressdo. Dessa forma os
camundongos foram aleatoriamente divididos em grupos experimentais de oito animais cada .
Para o esquema de pré-tratamento , EE (100 ou 200 mg/kg, v.0) , CZA (25 e 50 mg/kg, v.0), IMI
(10 mg/kg, i.p), ou salina foram administras as drogas aos animais 60 min antes do LPS (0,5 mg/
kg , ip). Para o protocolo de pos-tratamento, os animais separados receberam LPS (0,5 mg / kg,
ip), seguida do tratamento com EE (100 e 200 mg / kg , v.0) , CZA (25 e 50 mg/kg, v.0), IMI (10
mg / kg , ip) ou solucdo salina no tempo de 1,5 e 23,5 h apds a aplicacdo de LPS . O quadro 6
abaixo demonstra os dois modelos de administracdo das drogas. As doses das drogas foram
selecionadas com base em estudos pré-clinicos avaliando o seu efeito neuroprotector. A dose IMI
foi selecionado a partir da literatura anterior avaliando os seus efeitos do tipo antidepressivo em
camundongos (BERROCQOSO et al , 2013).

Quadro 6: Esquema demonstrativo da administracdo das drogas

Administracio das drogas PRE e POS aplicagdo de LPS

* Pré LPS -1 hora antes da aplicacéo de LPS

*  P6s LPS —1,5 hora e 23,5h ap0s aplicacdo de LPS
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4.5 Protocolo Experimental

Os experimentos foram realizados durante o periodo compreendido entre 08 e 12 horas
da manhca, e os animais foram observados em um ambiente fechado, silencioso e a temperatura
constante de aproximadamente 24 + 1° C. Para os testes do campo aberto e do labirinto em cruz
elevado foi utilizado iluminagdo de baixa densidade (lampada vermelha de 15 W) para reduzir a
influéncia ambiental no comportamento exploratorio. Os demais experimentos foram realizados
com iluminacdo normal. Todos os testes comportamentais foram realizados com diferentes
grupos de animais e em dias distintos. Em todos os testes, com exce¢do apenas do nado forgado,
apos a observacdo de cada animal, foi utilizado alcool 10% (v/v) para a remocao de residuos e

odor do animal do aparato, apos a observacdo de cada animal (ARCHER,1973).

4.6 Metodologias Comportamentais

4.6.1 Teste do Campo Aberto

Este teste foi realizado para avaliar a atividade exploratéria do animal. O aparato para
camundongos é feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e dividido
em 9 quadrantes iguais. Apos 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.o., respectivamente, 0s
animais, um por vez, foram colocados no centro do campo aberto onde foram registrados o
namero de cruzamentos com as quatro patas (atividade locomotora espontanea; ALE), nimero de
comportamentos de auto-limpeza (grooming) e o numero de levantamentos (rearing), sem se
encostar nas paredes, durante um tempo de 5 minutos (ARCHER,1973) . O Quadro 7, na pagina
70, mostra 0 esquema de realizacdo do teste do campo aberto, desde a administracdo das drogas

até a realizacdo do teste. Os animais foram submetidos ao teste do rota rod posteriormente.
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Quadro 7: Esquema do teste do campo aberto

& o 60 min

U Atividade Locomotora
espontanea (ALE)

EE (100 e 200 mg/kg) e CZA (25 e 50
mg/kg), v.o em solucio salina de tween
80 2%. Diazepam 1mg/kg, i.p

Fonte: Adaptado de Oliveira, 2012.

4.6.2 Teste da Barra Giratdria (Rota Rod)

O teste do rota rod avalia o efeito de relaxamento muscular ou incoordenagdo motora
produzidos por drogas em animais (CARLINI, 1979). Para este teste, os camundongos foram
colocados com as quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm de diametro, elevada a 25 cm do piso,
em uma rotacdo de 12 rpm, por um periodo de 1 minuto. Foi registrado o tempo de permanéncia
na barra giratdria, em segundos (s) (DUNHAM, 1957). O Quadro 8, pag. 71, mostra o esquema
de realizacdo do teste da barra giratoria, desde a administracdo das drogas até a realizacdo do

teste.
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Quadro 8: Esquema do Teste do Rota Rod

1 minuto

60 min

EE100, EE200, CZA25 ou CZAS0,
Tempo de permanénia

v.o. DZP1 i.p

Fonte: adaptado de Oliveira, 2012.

4.6.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (Plus maze)

O método do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) nos permite inferir sobre o potencial
efeito ansiolitico ou ansiogénico de uma substancia. O LCE consiste de dois bracos abertos
opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz. Os
bracos abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm). O aparelho
esta elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chdo. Apds 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p.

ou v.0., respectivamente, os animais foram colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada
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para um dos bracos fechados e o seu comportamento observado por 5 minutos. As medidas
comportamentais registradas durante o experimento foram: nimero de entradas e o tempo

despendido em ambos os bracos, abertos e fechados (LISTER, 1987) .

Para analise estatistica dos dados e confeccdo dos graficos, sdo considerados apenas 0s
parametros relacionados aos bracos abertos. Para isso, a percentagem de entradas nos bragos
abertos é calculada dividindo-se o nimero (frequéncia) de entradas nos bragcos abertos pelo
namero (frequéncia) total de entradas (obtida pela soma simples das freqiiéncias de entradas nos
bracos abertos e nos fechados). Esse indice obtido é multiplicado por 100. De maneira
semelhante, é calculada a percentagem do tempo em que 0S animais permanecem nos bracos

abertos (Quadro 9, pag. 72).
Dessa forma, os parametros levados em consideragdo para anélise estatistica séo:

e NuUmero de entradas nos bragos abertos (NEBA);

e NuUmero de entradas nos bracos fechados (NEBF);

e Tempo de permanéncia nos bracgos abertos (TPBA);
e Tempo de permanéncia nos bracgos fechados (TPBF);
e Percentagem de entrada nos bragos abertos (PEBA);

e Percentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos (PTBA).

Quadro 9 - Calculo dos parametros PEBA e PTBA do LCE

Calculo do PEBA e PTBA
% entrada nos bragos abertos (PEBA) % tempo de permanéncia nos bragos
abertos (PTBA)
PEBA= NEBA x 100 PTBA=_TPBA x 100
(NEBA + NEBF) (TPBA + TPBF)

Posteriormente, com a finalidade de investigar o possivel envolvimento do receptor

GABAA/ Benzodiazepinico no efeito ansiolitico da droga teste, pré-tratamos 0s animais com
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flumazenil (FLU) 3 mg/kg, i.p., um antagonista do receptor GABAAa/ Benzodiazepinico. Em
seguida, agrupamos os animais em dois grupos diferentes. Enquanto um grupo recebeu veiculo
v.0. (FLU3 + veiculo) 15 minutos depois do pré-tratamento, outros dois receberam EE 100 ou
200 mg/kg v.o. (FLU3 + EE-100/200), enquanto dois outros grupos receberam CZA 25 ou 50
mg/kg v.o. Além disso, o flumezenil foi adicionado ao grupo controle positivo, diazepam
(Img/kg), sendo este ultimo administrado via intraperitoneal 15 minutos ap6s a aplicacdo do
antagonista gabaérgico flumazenil (FLU3 + DZP 1). Apds 60 min, os dois grupos experimentais
foram conduzidos ao labirinto. Para andlise estatistica, o grupo (FLU3 + EE-100/200) foi
comparado com o grupo EE-100/200, v.0., enquanto que os demais grupos foram comparados aos

respectivos controles.

Quadro 10: Esquema do Teste do Labirinto em Cruz Elevado

P 86 o bl S minutos

al =

EE100, EE200, CZA25, CZAS0 ou
SALINA + Tween v.0. DZP1 i.p

) Numero de entradas (bracos abertos e
15 min fechados) e tempo de permanéncia
i (bracos abertos e fechados)
Flumazenil (3 mg/kg)

Fonte: adaptado de Oliveira, 2012.
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4.7 Avaliagéo da Atividade Antidepressiva

4.7.1 Teste do Nado Forcado (TNF)

O Teste do Nado Forcado (TNF) nos permite avaliar o tempo de imobilidade animal.
Para o experimento foram utilizados tanques de 22 cm de diametro e 40 cm de altura contendo
agua fresca a 23 + 1° C até a metade do tanque, cerca de 20 cm. A inducdo do estado depressivo
foi realizado com a aplicacdo de LPS 0,5 mg/kg via i.p. Apds decorridos 30 minutos do uso do
LPS, realizou-se o tratamento com as drogas (EE100, EE200, CZA25, CZA50, IMI10 ou salina)
por via oral. Ap6s 60 minutos do tratamento v.o., os animais foram colocados, um por vez, no
tanque onde o tempo de imobilidade (s), foi contado durante cinco minutos. O animal foi
considerado imével quando permaneceu flutuando na agua, fazendo apenas movimentos suaves

necessarios para manter a cabeca acima da dgua (PORSOLT et al, 1977).

4.7.2 Investigacao de possiveis mecanismos relacionados ao efeito antidepressivo do

extrato etanolico e do conizaleucolideo A no teste do nado forcado.

Para investigar o possivel envolvimento dos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico
no efeito antidepressivo da droga teste, os animais foram, ap6s indugdo do estado semelhante a
depressdo com o LPS, pré-tratados com o SCH23390 (15 ug/kg, i.p., um antagonista do receptor
dopaminérgico D1), amisulpirida (200 mg/kg, ip, um antagonista do receptor dopaminérgico D),
prazosina (1 mg/kg, i.p., um antagonista do receptor adrenérgico-a1) ou ioimbina (1 mg/kg, i.p.,
um antagonista do receptor adrenérgico a2), € apds 30 min, receberam os materiais em estudo
(EE100, EE200, CZA50, IMI10) ou o controle (salina + tween 80 2%). Passados 60 minutos, 0s

animais foram avaliados no teste do nado forgado.

Para a investigacdo do possivel envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito anti-

imobilidade do EE e CZA, os animais foram, apds inducdo do estado semelhante a depressao
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com o LPS, pré-tratados com p-clorofenilalanina (PCPA) (100 mg/kg, um inibidor da sintese da
serotonina), ou salina, uma vez por dia, durante 4 dias consecutivos. Vinte e quatro horas apds a
ultima injecao de salina ou de PCPA, os animais foram tratados com as drogas (EE100, EE200,
CZA5L0, v.o; IMI10, i.p.) ou controle e 60 minutos depois, foram testados no teste do nado

forcado.

Quadro 11: Esquema do Teste do Nado Forcado (TNF)

/""'

60 min E
- = ([T

EE100, EE200, CZAS0, IMI10 E
SALINA

f

Tempo de imobilidade (s)
Antagonistas seletivos (SCH23390 15 _
pg'lkg); amisulpirida 200 mg/lkg; prazosina
Im ; inimhina 1 mg; PCPA 100 m
gke ¢ gk | LPS

Fonte: adaptado de Oliveira, 2012.

4.7.3 Preferéncia de sacarose

Para avaliar a preferéncia por sacarose, foram fornecidas duas solucdes aos
camundongos do tipo Swiss, uma contendo agua e a outra contendo agua suplementado com 3 %

de sacarose , em tubos conicos de 200 mL equipados com tampas vedadas. Antes do inicio do
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teste, todos os camundongos foram aclimatados para se habituarem a presenca das duas garrafas.
Todos os ratos beberam tanto a 4gua quanto a solucdo de sacarose a 3 % (g/L de &gua), mas
preferiram beber a sacarose ao invés da agua. No dia do experimento, os animais foram privados
de alimentos e de liquidos 2 h antes do ensaio. No inicio da fase de escuro, a 4gua potavel e a
solugéo de sacarose 3% foram colocados na gaiola de alojamento durante a tarde (15 h ) . No
final de cada periodo de teste, o contetdo dos tubos conicos foi pesado. Pesaram-se 0s tubos e a
preferéncia de sacarose foi determinada utilizando a equacéo : consumo de sacarose fluido / Total

consumo (agua + consumo de sacarose ) x 100 (MAO, 2014).

4.8 Determinagdes neuroquimicas

As determinacdes neuroquimicas foram realizadas no cértex pré-frontal, hipocampo e
nucleos da base, areas intimamente relacionadas com a neuropatologia da depressdo, visando
encontrar alteragOes significativas nos parametros avaliados. Depois da morte dos animais, 0S
encéfalos foram retirados e rapidamente colocados sobre papel aluminio em placa de Petri com
gelo. Para a retirada do Cortex pré-frontal (CPF), a porcdo anterior dos lobos frontais (em torno
de 1,5 mm a partir do bulbo olfatdrio) foi removida e feita uma secc¢éo bilateral com o auxilio de
uma tesoura de microdissecacdo (MACHADO, 2000). Apds a retirada do CPF, acompanhando a
fissura sagital mediana, a camada cortical cerebral foi rebatida das leptomeninges com o auxilio
de uma pinca reta de microdissecacdo, a qual, progredindo delicada e tangencialmente aos
ventriculos laterais, ,divulsionou o cortez em toda a sua extensao fronto-occipital. O cortex ja
divulsionado foi rebatido para os lados, expondo a regido hipocampal (HC) e parte do corpo
estriado (CE). O hipocampo e o corpo estriado foram isolados das estruturas circunjacentes por
divulsionamento com uma tesoura de microdissecacdo, sendo a retirada orientada pelo diametro
da porcdo tuberosa visivel desses ndcleos, apds o rebatimento lateral do cortex (BURKE;
GREENBAUN, 1987).

4.8.1 Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH)
A reducéo dos niveis de glutationa foi avaliado para estimar defesas endogenas contra o

estresse oxidativo. O método é baseado na reacdo de reagente de Ellman (DTNB) com o0s grupos
tiol livres (Ellman, 1959). As areas do cérebro foram diluidos em tampédo de EDTA 0,02 M ( 10
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% w / v) e adicionado a uma solucdo de &cido tricloroacético a 50 % . Apo6s centrifugacdo ( 3000
rpm / 15 min ) , o sobrenadante do homogenato foi recolhido e misturado com tampéo de 0,4 M
tris-HCI , pH 8,9 e 0,01 M do acido 5,5-ditio-bis(2-nitrobenzdico - DTNB ) . A cor amarela
resultante foi imediatamente lida a 412 nm usando um espectrofotémetro (Beckman Coulter UV /
Visivel) . Os resultados foram calculados com base em uma curva padrdo de glutationa e
expressa como ng de GSH / g de tecido imido.

4.8.2 Niveis de espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS)

A formacdo de perdxidos de lipidios foi analisada através da medida da reacdo da
substancia reativa do acido - tiobarbitarico ( TBARS ) nos homogenatos (Draper et al., 1993)
como um indice de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). As amostras foram
misturadas com 1 mL de &cido tricloroacético a 10 % (TCA) e 1 mL de acido tiobarbitdrico a
0,67 % ( TBA), depois aqueceu-se num banho de agua fervente durante 15 min e imediatamente
apos mantido frio num banho de gelo. A peroxidacdo lipidica foi avaliada pela absorbancia a 532

nm e expressa em mmol de malonaldeido ( MDA )/g de tecido.

4.9 Avaliacdo da resposta inflamatoria.

4.9.1 Ensaio da mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPQO) é uma enzima presente nos granulos de neutréfilos. Essa
enzima é utilizada como indicador de processo inflamatdrio, mais especificamente, como
marcador de migracdo nas amostras de tecido. O radical oxigénio (O) resultante se combina com
diidrocloreto de e-dianisidina que é convertido a um composto colorido. O aparecimento deste
composto, ao longo do tempo, € medido por espectrofotbmetro para determinar o conteddo de
MPO do ensaio (BRADLEY, 1982).

Imediatamente apos a decapitacdo, as areas cerebrais foram homogeneizadas (50 mg/ml)

em uma solucdo de brometo de hexadeciltrimetilaménio 0,5% (HTBA) em tampéo fosfato 50
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mM, pH 6,0. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados (14000 rpm, 4 °C) por 2 minutos.
Foram retirados 30 uL do sobrenadante da amostra e adicionados a placa de ELISA juntamente
com 200 uL da solucdo contendo 0,167 mg/ml de hidrocloreto de e-dianisidina e 0,0005% de
peroxido de hidrogénio. A absorbancia foi medida nos tempos 0 e 3 minutos com comprimento
de onda de 460 mn (BRADLEY, 1982).

4.9.2 Ensaio de nitritos

Esta determinacdo baseou-se no método descrito por Green (GRENN et al, 1982). O
ensaio foi baseado na reacdo de Griess para determinar a producdo de NO. Resumidamente, 100
ml de sobrenadante foi incubado com 100 mL de reagente de Griess, que consiste em partes
jguais (1: 1 :1:1) 1 % de sulfanilamida dissolvido em de H3PO4 , 0,1% de N-( 1- naftilo )-
tilenodiamina, &cido cloridrico e de &gua destilada a temperatura ambiente durante 10 min . A
absorbancia foi medida a 560 nm em um leitor de microplacas .O teor de nitrito de sodio foi
determinado a partir de uma curva padrdo gerada a nitrito usando NaNO> ( variando entre 0,75 e

100 mM ) como padréo e foi expressa como mm/mg de tecido ( dados ndo mostrados na tese ).

4.10 Analise Estatistica

Todos os resultados sdo apresentados como a Média + Erro Padrdo da Média (E.P.M.). Os
dados foram analisados pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de
Student-Newman-Keuls post hoc. Os resultados considerados significativos apresentaram p <

0,05. O programa utilizado foi o GraphPad Prism®, 52 edicéo.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao da Atividade Motora e Ansiolitica

5.1.1 Teste do Campo Aberto

Neste teste os resultados foram expressos como numero de cruzamentos, de rearing e
de grooming. Na Figura 12, pag. 81, observou-se que 0s grupos que receberam a administracdo
Do extrato etandlico, nas doses de 100 ou 200 mg/kg, bem como CZA nas doses de 25 ou 50
mg/kg, por via oral, ndo sofreram alteracdo da atividade locomotora espontanea (ALE) em
comparacdo aos grupos controles, [(v.0.) Controle: 42,12 + 3,44 (8); EE-100: 42,28 + 6,96 (8);
EE-200: 47,66 £ 3,26 (8)]; CZA-25: 33 + 1,45 (8); CZA-50: 32,28 £+ 2,16 (8) . A administracdo
de diazepam 1 mg/kg, i.p., entretanto reduziu este pardmetro comportamental em relacdo aos
grupos controles [(i.p.) DZP-1: 24,14 + 2,70; p< 0,001].

Conforme apresentado na Figura 13, pag. 81, o comportamento de rearing ndo foi
alterado em nenhuma das doses utilizadas comparado com os respectivos controles [(v.0.)
Controle: 8,85 + 1,14 (8); EE-100: 9,14 + 1,22 (8); EE-200: 8,83 + 0,83 (8)]; CZA-25: 7,71 +
0,97 (8); CZA-50: 8,14 + 0,78 (8) . A administracdo de diazepam 1 mg/kg, i.p., entretanto
reduziu este parametro comportamental em relagdo aos grupos controles [(i.p.) DZP-1: 3,42 +
0,53; p< 0,001].

Na Figura 14 nota-se que o comportamento de grooming, em ambas as vias e doses
administradas, foi reduzido de maneira significativa [(v.0.) Controle: 8,0 + 1,22 (7); EE-100:
4,75 + 0,92 (8); EE-200: 3,57 £ 0,87 (8)]; CZA-25: 5,57 + 1,21 (8); CZA-50: 3,28 + 0,68 (7). A
reducdo deste parametro também foi observada apds o tratamento com diazepam, sendo
constatado uma diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos grupos controles v.o. [(
i.p.) DZP-1: 1,75 £ 0,88; p< 0,001)].
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Figura 12: Efeito dos extratos etandlico (EE) e do diterpeno conizaleucolideo A (CZA), via oral,

sobre a atividade locomotora espontanea no teste do campo aberto.
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Veiculo/ Controle (salina), Extrato etandlico (EE; 100 e 200 mg/kg), Conizaleucolideo A (CZA; 25 e 50 mg/kg) ou
diazepam (DZP; 1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observacbes
comportamentais. Os valores numéricos representam a Média = EPM do nimero de travessias durante 5 minutos.
Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. (*p<0,05 vs

controle).

Figura 13: Efeito dos extratos etandlico (EE) e do diterpeno conizaleucolideo A (CZA), sobre o
namero de rearing no teste do campo aberto.
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Veiculo/ Controle (salina), Extrato etandlico (EE; 100 e 200 mg/kg), Conizaleucolideo A (CZA; 25 e 50 mg/kg) ou
diazepam (DZP; 1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observacGes
comportamentais. Os valores numéricos representam a Média = EPM do nimero de travessias durante 5 minutos.
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Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. (*p<0,05 vs
controle).

Figura 14: Efeito dos extratos etandlico (EE) e do diterpeno conizaleucolideo A (CZA), sobre o
namero de grooming no teste do campo aberto.

Teste do Campo Aberto

N° Grooming

Veiculo/ Controle (salina), Extrato etandlico (EE; 100 e 200 mg/kg), Conizaleucolideo A (CZA; 25 e 50 mg/kg) ou
diazepam (DZP; 1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observacbes
comportamentais. Os valores numéricos representam a Média £ EPM do numero de travessias durante 5 minutos.
Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ( *p<0,05 vs
controle).

5.2 Avaliacdo da Atividade Relaxante Muscular

5.2.1 Teste do Rota Rod

A administracdo do extrato etanollico (EE) e do diterpeno (CZA) de E. viscosa por via

oral, ndo gerou alteragdes significativas no tempo de permanéncia (TP) sobre a barra giratoria em
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relacdo ao grupo controle [(v.0.) Controle: 58,0 + 1,32 (8); EE-100: 56,75 + 1,44 (8); EE-200:
55,43 + 1,95 (8); CZA-25: 57,5 + 1,51 (8); CZA-50: 57,75 + 1,52 (8)].

O diazepam 1 mg/Kkg, i.p., diminuiu o tempo de permanéncia na barra [41,36 + 3.50 (8),

p<0,05 ] quando comparado aos grupos controles (Figura 15).

Figura 15: Efeito dos extratos etandlico (EE) e do diterpeno conizaleucolideo A (CZA), sobre o

tempo de permanéncia no Teste do rota rod.
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Veiculo/ Controle (salina), Extrato etandlico (EE; 100 e 200 mg/kg), Conizaleucolideo A (CZA; 25 e 50 mg/kg) ou
diazepam (DZP; 1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observacbes
comportamentais. Os valores numéricos representam a Média = EPM do nimero de travessias durante 5 minutos.
Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. (¥*p<0,05 vs
controle).
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5.3 Avaliacao da atividade ansiolitica

5.3.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze)

Neste modelo experimental, a administracdo aguda de extrato etanodlico (EE) nas doses
de 100 e 200 mg/kg, por via oral, aumentou de maneira significativa 0 nimero de entradas nos
bracos abertos (NEBA) e o tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) em relacdo ao
grupo controle [(NEBA) Controle: 4,14 + 0,42 (7); EE-100: 8,28 + 0,67 (7), p<0,001; EE-200:
8,88 = 0,79 (8), p<0,001; CZA-25: 7,00 + 0,46 (8); CZA-50: 7,5 £ 0,57 (8) ](Figura 16),
[(TPBA) Controle: 52,28s + 7,09 (8); EE-100: 90,86s + 13,02 (8) p<0,001; EE-200: 136,14 s *
11,40 (7), CZA-25: 80 + 10,59 (7); CZA-50: 100,14 + 5,76 (8) p<0,001] (Figura 17). No tocante
a porcentagem de entradas nos bracos abertos (PEBA) e porcentagem do tempo de permanéncia
nos bragcos abertos (PTPA), verificou-se um aumento significativo destes parametros em
comparacdo ao grupo controle [(PTPA) Controle: 37,45 + 3,88 (7); EE-100:51,67 = 2,27 (7),
p<0,001; EE-200: 57,17 + 3,12 (7), p<0,001; CZA-25: 42,52 + 3,76 (8); CZA-50: 58,04 + 2,77
(8)] (Figura 18).

Por sua vez, a administracdo da droga padrdo positivo, o diazepam, na dose de 1 mg/kg,
i.p., aumentou 0s quatro parametros acima discutidos de forma significativa (p<0,001) em relacéo
aos controles [(NEBA) DZP: 10,46 + 0,64 ], [(TPBA) DZP: 168,7s + 5,36], [(PTBA) 61,27s +
2,97] (Figuras 16-18).

Em seguida, dada a apresentacdo do efeito ansiolitico dos extratos etandlico e do
diterpeno furénico conizaleucolide A, foi realizada a investigacéo sobre o possivel envolvimento
dos receptores benzodiazepinicos do tipo GABAAa/Benzodiazepinico neste efeito, através da
administracdo de flumazenil. Desta forma foi observado que os grupos previamente tratados com
flumazenil e que em seguida receberam o extrato etandlico (EE100 e EE200) ou o diterpeno
furanico CZA (CZA25 ou CZA50), por v.o., ndo apresentaram efeito ansiolitico, enquanto que
0S grupos tratados apenas com as drogas originais e diazepam, mostraram-se menos ansiosos em

relacdo ao controle. Nas figuras 14 a 17 estes resultados s&o demonstrados. Veja os parametros:
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GRUPOS ( EE-100 + FLU, EE-200 + FLU, CZA-25 + FLU e CZA 50 + FLU) - [(NEBA) EE-
100 + FMZ :5,67 = 1,45 (8); EE-200 + FMZ: 5,14 s £ 0,67 (8); p<0,001; CZA-25 + FMZ: 5,12 =
0,72 (7); CZA-50 + FLU: 4,25 + 0,62 (8)] (Figura 16), [(TPBA) EE-100 + FLU :165,66 + 20,55
(8); EE-200 + FLU: 69,85 s + 10,60 (8); p<0,001; CZA-25 + FLU: 55,28 + 6,33 (8); CZA-50 +
FLU: 46,28 + 5,38 (8)] (Figura 17) , [(PTBA) FLU + EE100: 32,56s + 6,879 p<0,01 (9); EE100
+ FLU: 27,21s + 4,748 p<0,001 (9)] (Figura 18) . GRUPOS (Controle, EE-100, EE-200, CZA-
25 e CZA-50) -[(NEBA) Controle: 4,14 + (7); EE-100: 8,28 £ (7), p<0,001; EE-200: 8,88 + (8),
p<0,001; CZA-25: 7,00 = (8); CZA-50: 7,5 £ (8) J(Figura 16), [(TPBA) Controle: 52,28s + 7.09
(8); EE-100:90,86s + 13,02 (8) p<0,001; EE-200: 136,14 s + 11,40 (7), CZA-25: 80 + 5,76 (7);
CZA-50: 100,14 +5,76 (8) p<0,001].] (Figura 17), [(PTPA) Controle: 37,45 + 3,88 (7); EE-
100:51,67 + 2,27 (7), p<0,001; EE-200: 57,17 % 3,12 (7), p<0,001; CZA-25: 42,52 + 3,77 (8);
CZA-50: 58,04 £ 2,77 (8) ] (Figura 18) .

De maneira semelhante, a associacdo (DZP-1 + FLU) impediu a expressdo do efeito
ansiolitico do diazepam administrado isoladamente: [(NEBA) DZP: 10,46 + 0,6466 (13); FLU +
DZP: 5,900+ 0,6904 (10); p<0,001 ], [(TPBA) DZP: 168,7s + 5,366 (13); FLU + DZP: 79,60s +
6,515 (10); p<0,001] , [(PTBA) DZP: 61,27s + 2,974 (13); FLU + DZP: 29,41s + 2,476 (10);
p<0,001] (Figura 16 - 18).
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Figura 16: Efeito do extrato etandlico de E. viscosa e do conizaleucolideo A, via oral, sobre o
numero de entradas nos bragos abertos (NEBA).
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Os valores numéricos representam a Média + EPM dos dois pardmetros analisados durante 5
minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
teste post hoc. ( *EE100 e EE200 vs controle; "EE-200 + FLU vs EE-200, °CZA-50 + FLU vs
CZA-50, ¢DZP+FLU vs DZP, p<0,05).
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Figura 17: Efeito do extrato etandlico de E. viscosa e do conizaleucolideo A, via oral, sobre o
tempo de permanéncia nos bracos abertos no teste do labirinto em cruz elevado.
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Os valores numéricos representam a Média + EPM dos dois parametros analisados durante 5
minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
teste post hoc. (*EE100 e CZA50<0,05 vs controle; PEE-200 + FLU vs EE-200, ‘CZA-50 + FLU
vs CZA-50, YDZP+FLU vs DZP, p<0,05).
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Figura 18: Efeito do extrato etandlico de E. viscosa e do conizaleucolideo A via oral, sobre a
porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos (PTPA) no teste do labirinto em cruz
elevado.
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Os valores numéricos representam a Média + EPM dos dois parametros analisados durante 5
minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
teste post hoc. (?EE200, CZA50 e DZP vs controle; PEE-200 + FLU vs EE-200, °CZA-50 + FLU
vs CZA-50, YDZP+FLU vs DZP-1, p<0,05).

5.4 Avaliacdo da Atividade Antidepressiva
5.4.1 Teste do Nado Forgado (TNF)

Neste modelo, a administracdo oral do extrato etandlico de E. viscosa e do
conizaleucolideo A em animais pré-tratados diminuiu significativamente o tempo de imobilidade
dos animais tratados em relacdo aos ndo tratados. A administracdo de LPS intraperitoneal gerou
um aumento no tempo de imobilidade quando comparado ao controle, sendo esse efeito revertido
pelas drogas em estudo [ Controle: 94.89 £ 4.08 (9); Salina: 144.1 + 6.44; EE-100 + LPS: 42.14 +
471 (7), p <0.001; EE-200 + LPS: 50.14 + 8.80 (7), p < 0.001; CZA-25 + LPS: 66.71 + 11.48;
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CZA-50 + LPS: 46.00 £ 7.94 (7)] (Figura 19 A). Um perfil similar de acdo foi observado nos
grupos tratados intraperitonealmente com imipramina [IMP-10 + LPS:16.86 + 2.80 (7) , P <
0.001] (Figura 19 A e B). Da mesma forma, o pos-tratamento com as drogas em estudo diminuiu
significativamente o tempo de imobilidade em animais tratados com LPS [Controle: 92.14 + 5.54
(9); Salina: 137.0 £ 10.54 ; EE-100 + LPS: 54.86 + 4.87 (7) , p < 0.001; EE-200 + LPS: 54.29 +
11.08 (7), p < 0.001; CZA-25 + LPS: 56.71 + 6.60; CZA-50 + LPS: 63.86 = 8.63 (7). Um perfil
similar de acdo foi observado nos grupos tratados intraperitonealmente com imipramina [IMP-10
+ LPS: 49.38 £+ 6.01 (7), P <0.001]
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Figura 19: Efeito do tratamento de camundongos pré-tratados (A) e pds-tratados (B) sobre a
reducdo do tempo de imobilidade induzida pelo tratamento com o extrato etandlico (100 e 200
mg / kg, v.0.) e com o diterpeno furanico CZA (50 mg / kg, v.0) no teste do nado forcado, antes e
apos aplicacdo do Lipopolissacarideo (LPS).
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Determinagdo do tempo de imobilidade em camundongos (9 a 7 / grupo ) pré - tratados ( A) e de
pos- tratados (B) com extrato etanolico (100 e 200 mg/kg), (CZA 25 e 50 mg/kg) e imipramina
(IM1 10 mg/kg) , antes e depois de LPS . Os valores numéricos representam a Média (s) + E.P.M.
Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste
post hoc. (3Salina vs Controle; ® vs Salina, p<0,05).
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Investigacdo de possiveis mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo das drogas em
estudo no TNF,

5.4.1.1 Envolvimento do sistema dopaminérgico

O efeito anti-imobilidade observado apds a administracdo do extrato etandlico (100 e
200 mg/ kg, v.0.) e do CZA (50 mg/kg) foi significativamente inibido pelo pré-tratamento dos
camundongos com amissulpirida (100 mg/kg, ip) (Figura 20 A) ¢ SCH23390 (15 pg/kg, ip)
(Figura 20 B) [Controle: 94.89 + 4.09 (9); Salina: 144.1 + 6.64 (8) ; EE100: 42,14 + 4.71 (7) ;
EE100 + AMS100: 149,14 + 6.65 (8) p< 0,001; EE200: 50,15 + 8.80 (8); EE200 + AMS100:
159,71 + 10.38 (8); CZA50: 46 + 7.95 (7); CZA50 + AMS100: 103,67 = 7.70 (7); EE100 +
SCH15: 131 + 8.38 (8); EE200 + SCH15: 145,86 + 13.74 (8); CZA50 + SCH15: 98,14 + 10.36
(8) ; p< 0,001].

Figura 20: Efeito do pré-tratamento de camundongos com AMS (100 mg/kg, i.p.) (A) ou
SCH23390 (15 ug/kg, i.p.) (B) sobre a reducdo do tempo de imobilidade induzida pelo tratamento
com o extrato etandlico (100 e 200 mg/kg, v.0.) e com o diterpeno furanico CZA (50 mg/kg, v.0)
no teste do nado forgado.
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Os valores numéricos representam a Média (s) £ E.P.M. Os resultados foram analisados por
ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. (#p <0,05 vs CONTROLE;
PEE100 + AMS100 vs EE100; EE200 + AMS200 vs EE200; 9CZA50 + AMS100 vs CZAS50;
‘IMI + AMS100 vs IM1).
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Os valores numéricos representam a Média (s) £ E.P.M. Os resultados foram analisados por
ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. (  p<0,05 vs Controle;
PEE100 + SCH15 vs EE100; EE200 + SCH15 vs EE200; CZA50 + SCH15 vs CZA50; ¢IMI +
SCH15 vs IMI, p<0,05).

5.4.1.2 Envolvimento do sistema noradrenérgico

Na Figura 21 observou-se que o pré-tratamento dos camundongos com o antagonista
adrenérgico alfa-1 prazosina (PZA 1 mg/kg, i.p.) foi capaz de impedir o efeito antidepressivo
simile observado apos o tratamento com as drogas derivadas de E. viscosa isoladamente (Figura
21A). O mesmo resultado ndo ocorreu apds o pré-tratamento com o antagonista noradrenérgico
alfa-2 ioimbina (IMB 1 mg / kg , ip) (Figura 21B): [Controle: 94.89 + 4.09 (9); Salina: 144.1 +
6.64 (8); EE100: 42,14 + (7) ; EE100 + PZN1: 120,43 * 17.63 (7) p< 0,001; EE200: 50,15 +
8.80 (7); EE200 + PZN1: 118,14 + 10.32 (7); CZA50: 46 + 7.95 ; CZA50 + PZN1: 117,57 +
15.76 (8); EE100 + IMB1: 36 + 5.88 (8); EE200 + IMB1: 50,14 + 11.85 (8); CZA50 + IMB1: 46
+9.59 (8) ; p< 0,001]
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Figura 21: Efeito do pré-tratamento de camundongos com PSZ (1 mg/kg, i.p.) (A) ou IMB
(Img/kg, i.p.) (B) sobre a redugdo do tempo de imobilidade induzida pelo tratamento com o
extrato etandlico (100 e 200 mg/kg, v.0.) e com o diterpeno furdnico CZA (50 mg/kg, v.0) no
teste do nado forgado.
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Os valores numéricos representam a Média (s) £ E.P.M. Os resultados foram analisados por
ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. ( # <0,05 vs Controle;
PEE100 + PZN1 vs EE100; °EE200 + PZN1 vs EE200; CZA50 + PZN1 vs CZA50; ¢IMI +
PZN1 vs IMI, p<0,05).
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Os valores numéricos representam a Média (s) £ E.P.M. Os resultados foram analisados por
ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. ( ? p<0,05 vs Controle; °IMI
+ IMBL1 vs IMI).

5.4.1.3 Envolvimento do sistema serotoninérgico

O pré-tratamento com o antagonista da sintese de serotonina PCPA (100 mg/kg, i.p.,
uma vez por dia durante quatro dias consecutivos) preveniu significativamente a diminuicéo do
tempo de imobilidade observado apds a administracdo do extrato etandlico sozinho (100 e 200
mg/kg), assim como preveniu 0 mesmo resultado com o diterpénico furanico conizaleucolideo A
(50 mg/kg) (Figura 22A). De forma semelhante, o pré-tratamento com o antagonista seletivo do
receptor serotoninérgico NAN 190 (0,5 mg/kg, i.p.) também o efeito antidepressivo
desencadeado pela administracéo da droga teste sozinha (Figura 22B). [Controle: 94.89 + 4.09
(9); Salina: 144.1 £ 6.64 (8);

EE100: 42,14 + 4.71 (8) ; EE100 + PCPA: 77,37 + 6.19 (8) p< 0,001; EE200: 50,15 +
8.80 (8); EE200 + PCPA100: 85,25 + 6.84 (8); CZA50: 46 + 7.95 ;CZA50 + PCPA100: 82,28 +
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9.45 (8); EE100 + NAN190: 114 + 6.57 (8); EE200 + NAN190: 102,14 + 8.10 (8); CZA50 +
NAN190: 81,17 + 9.58 (8) ; p< 0,001]

Figura 22: Efeito do pré-tratamento de camundongos com PCPA (100 mg/kg, i.p.) (A) ou 10l
(0,5 mg/kg, i.p.) (B) sobre a reducdo do tempo de imobilidade induzida pelo tratamento com o
extrato etandlico (100 e 200 mg / kg, v.0.) e com o diterpeno furanico CZA (50 mg / kg, v.0) no
teste do nado forgado.
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Os valores numéricos representam a Meédia (s) £ E.P.M. Os resultados foram analisados por
ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. (* p<0,05 vs Controle;
PEE100 + PCPA100 vs EE100; °EE200 + PCPA100 vs EE200; “CZA50 + PCPA100 vs CZA50;
‘IMI + PCPA100 vs IMI, p<0,05).
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Os valores numéricos representam a Média (s) £ E.P.M. Os resultados foram analisados por
ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. (  p<0,05 vs Controle;
PEE100 + NANO,5 vs EE100; °EE200 + NANO,5 vs EE200; 9CZA50 + NANO,5 vs CZA50; éIMI
+ NANO,5 vs IMI, p<0,05).

5.4.2 — Teste da preferéncia de sacarose

Esse teste avalia anedonia, a falta de prazer apresentado pelo animal, representado pela
reducdo da preferéncia do animal pela solugdo contendo sacarose em relacdo a agua pura. Tanto o
pré-tratamento como o pés-tratamento com EE100 e EE200 e com CZA25 e CZA50 aumentaram
significativamente o consumo das solucGes de sacarose em detrimento daquelas contendo apenas
agua, no teste da preferéncia de sacarose, quando comparado com o grupo onde se aplicou LPS
intraperitoneal (o procedimento experimental do mesmo encontra-se descrito na pagina 62). [
Pré-tratamento: Controle: 70.56 + 3.47; Salina: 53.00 = 4.40; EE100: 68.91 + 2.63; EE200: 64.46
+ 3.04; CZA25: 62.78 + 4.95; CZA50: 72.38 * 3.65. Pds-tratamento: Controle: 70.02 + 3.45;
Salina: 49.51 + 3.10; EE100: 69.45 + 3.66; EE200: 63.67 + 3.58; CZA25: 67.39 + 7.27; CZA50:
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65.61 + 4.18] . Resultado semelhante foi obtido com a utilizacdo do antidepressivo cléssico
imipramina, na dose de 10 mg/kg. [Pré-tratamento: IMI11068.64 + 2.98; Pos-tratamento: IMI:
67.23 + 3.01].

Figura 23: Efeito do extrato etanolico de E. viscosa e do conizaleucolideo A via oral, sobre a
porcentagem do consumo de solucdo de sacarose sobre agua pura no teste de preferéncia por
sacarose com administragdo de LPS antes e depois da administracéo das drogas.
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Determinacg&o dos niveis de preferéncia por sacarose ( 8/grupo ) pré - tratados ( A) e de pos-
tratados (B) com extrato etanolico (100 e 200 mg/kg), (CZA 25 e 50 mg/kg) e imipramina (IMI
10 mg/kg) , antes e depois de LPS . Os valores numeéricos representam a Média (s) + E.P.M. Os
resultados foram analisados por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post
hoc. ( 2Salina vs Controle, p<0,05; ® p <0,05 vs LPS).
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5.4.3 — Avaliacdo do extresse oxidativo e resposta inflamatoria

5.4.3.1 — Determinacao dos niveis de glutationa reduzida

5.4.3.1.1 — Determinacgdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) do cértex pré-frontal no

pré e pos tratamento com o extrato etandlico de E. viscosa e com o diterpeno CZA.

Apenas o diterpeno CZA na menor concentragdo testada (25 mg/kg) elevou os niveis
de GSH no pré-tratamento em comparacdo com o grupo tratado apenas com LPS intraperitoneal
(Figura 24A). Quanto ao pds-tratamento com o extrato e o diterpeno CZA, apenas a maior dose
testada do extrato etandlico (200 mg/kg) e a menor dose do diterpeno CZA (25 mg /kg)
apresentaram elevacao na concentracdo de GSH no tecido cerebral do cortex pré-frontal, quando
comparado ao tratamento apenas com LPS intraperitoneal (Figura 24B). [ Pré-tratamento:
Controle: 2349 + 254 (7); Salina: 1214 + 171 (7); EE100: 2034 + 226 (7); EE200: 2550 + 287
(7); CZA25: 3681 + 597 (7); CZA50: 2762 + 455 (7). Pés-tratamento: Controle: 2767 + 339 (6);
Salina: 1663 + 195 (6); EE100: 2929 + 375 (7) ; EE200: 3207 + 294 (7); CZA25: 3348 + 444 (7);
CZAbB0: 2848 + 411 (7). Esses resultados foram semelhantes aqueles obtidos com a aplicacdo da
droga imipramina (IMI, 10 mg/kg, ip). [Pré-tratamento: IMI: 2258 + 217 (7). Pds-tratamento:

IMI: 2529 + 451 (7)].
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Figura 24: Niveis de glutationa reduzida do cértex pré-frontal de camundongos pré-tratados (A)
e pbs-tratados(B) com o extrato etandlico (100 e 200 mg / kg, v.0.) e com o diterpeno furanico
CZA (50 mg / kg, v.0) no teste do nado forgcado, antes (pré) e apds (p6s) aplicacdo do
Lipopolissacarideo (LPS).

GSH CPF PRE

9 50007
< 4000 T
G
© J
% 3000
bod -
2 2000- T
° a
o
€ 10004
I
)
O 0' T T T

N $ § 1 S N

O N » Vv r 2 A
o £ & & & ¢
LPS
GSH CPF POS

9 40007 X b
: b T b
:p 30001 T
T
§ 2000 a
o
2 1000
€
I
0
V] 0- T T T

@ & N N 4 Q &

N W A\

0‘\\\ . A\ @@'\/ @@’L O/VY“ O/VY“

LPS

Teor de glutationa reduzida (GSH) no cértex pré -frontal de animais ( 7/grupo ) pré - tratados
(antes da aplicacdo de LPS - A) e pds- tratados ( apés a aplicacdo de LPS - B) com extrato
etanolico (100 e 200 mg/kg), (CZA 25 e 50 mg/kg) e imipramina (IMI 10 mg/kg). Os valores
numéricos representam a Média (s) £ E.P.M. Os resultados foram analisados por ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. ( 2Salina vs Controle; ® vs Salina,
p<0,05).
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5.4.3.1.2 — Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) do hipocampo no pré e

pos tratamento com o extrato etandlico de E. viscosa e com o diterpeno CZA.

O extrato etanolico em ambas as concentracGes testadas (100 e 200 mg/kg) elevou
0s niveis de GSH no pré-tratamento em compara¢do com 0 grupo tratado apenas com LPS
intraperitoneal, 0 mesmo ndo ocorrendo com o diterpeno isolado dos extratos de E. viscosa
(Figura 25A). O pos-tratamento revelou uma elevacdo do GSH no tecido cerebral do hipocampo
com as drogas nas duas concentragdes testadas, quando comparado ao tratamento apenas com
LPS intraperitoneal (Figura 25B). [ Pré-tratamento: Controle: 2268 + 724.0 (7); Salina: 2025 +
130.1 (7); EE100; 4710 + 469.8 (7); EE200: 4438 + 465.4 (7); CZA25; 2813 + 134.2 (7);
CZA50: 3138 + 280.3 (7). Pos-tratamento: Controle: 2467 + 245.5 (7); Salina: 1366 + 150.8 (7);
EE100: 3493 + 305.3 (7) ; EE200: 3573 £ 358.2 (7); CZA25: 2712 + 471.3 (7); CZA50: 3999 +
391.2 (7). Esses resultados foram semelhantes aqueles obtidos com a aplicacdo da droga
imipramina (IM110, 10 mg/kg, ip). [Pré-tratamento: IMI: 3718 + 242.4 (7). Pés-tratamento: IMI:

3370 + 180.9 (7)].
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Figura 25: Niveis de glutationa reduzida do hipocampo de camundongos pré-tratados (A) e pos-
tratados(B) com o extrato etandlico (100 e 200 mg / kg, v.0.) e com o diterpeno furanico CZA (50
mg / kg, v.0) no teste do nado forcado, antes e ap6s aplicacdo do Lipopolissacarideo (LPS).
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Teor de glutationa reduzida (GSH) no cortex hipocampo de animais ( 8/grupo ) pré - tratados (A )
e pos- tratados ( B ) com extrato etandlico (100 e 200 mg/kg), (CZA 25 e 50 mg/kg) e
imipramina (IMI 10 mg/kg) , antes e depois de LPS . (2Salina vs Controle; ° vs Salina, p<0,05),

respectivamente .
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5.4.3.1.3 — Determinagdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) nos ndcleos da base no

pré e po6s tratamento com o extrato etandlico de E. viscosa e com o diterpeno CZA.

Os niveis de glutationa reduzida nos nucleos da base de ambas as drogas testadas, nas
duas concentracdes (100 e 200 mg/kg no caso do extrato etandlico e 25 e 50 mg/kg no caso do
diterpeno CZA) elevaram os valores desse marcador no caso do tratamento preventivo dos efeitos
tipo-depressdo gerados pela administracao intraperitoneal com o LPS (Figura 26A). O mesmo
ocorreu quando foi administrada a droga apds aplicacdo de LPS intraperitoneal (p6s-tratamento),
onde ambas as drogas nas duas concentracdes elevaram os niveis de glutationa reduzida (Figura
26B). [ Pré-tratamento: Controle: 2629 *+ 182.6 (7); Salina: 1309 + 165.7 (7); EE100: 2282 +
158.7 (7); EE200: 2654 + 177.9 (7); CZA25; 2892 + 246.6 (7); CZA50: 2637 + 211.1 (7). Pos-
tratamento: Controle: 2746 * 280.4 (7); Salina: 1267 + 123.1 (7); EE100: 2971 + 212.6 (7) ;
EE200: 2932 + 250.5 (7); CZA25: 2522 + 139.8 (7); CZA50: 2355 + 201.5 (7). Esses resultados
foram semelhantes aqueles obtidos com a aplicacdo da droga imipramina (IMI110, 10 mg/kg, ip).

[Pré-tratamento: IMI: 3174 £ 183.1 (7). Pos-tratamento: IMI: 2986 + 201.0 (7)].
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Figura 26: Niveis de glutationa reduzida dos nucleos da base de camundongos pré-tratados (A) e
pos-tratados(B) com o extrato etandlico (100 e 200 mg kg, v.0.) e com o diterpeno furanico CZA
(50 mg kg, v.0) no teste do nado forcado, antes e apds aplicacdo do Lipopolissacarideo (LPS).
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Teor de glutationa reduzida (GSH) nos nucleos da base de animais ( 8/grupo ) pré - tratados (A )
e pos- tratados ( B ) com extrato etandlico (100 e 200 mg/kg), (CZA 25 e 50 mg/kg) e
imipramina (IMI 10 mg/kg) , antes e depois de LPS . ( ®Salina vs Controle; ° vs Controle,
p<0,05).
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5.4.3.2.1 — Determinacao dos niveis de espécies reativas do acido tiobarbitarico(TBARS) do
cortex pré-frontal de camundongos no pré e pos tratamento com o extrato etandlico de E.

viscosa e com o diterpeno CZA.

Os niveis de espécies reativas de acido tiobarbitdrico (TBARS) do cortex pré-frontal
de ambas as drogas , o extrato etamdlico (EE) e o diterpeno clerodano CZA, nas duas
concentracdes (EE100, EE200, CZA25 e CZA50) reduziram os valores desse marcador no caso
do tratamento preventivo dos efeitos tipo-depressdo gerados pela administracao intraperitoneal de
LPS (Figura 27A). O mesmo ocorreu quando foi administrada a droga apos aplicacdo de LPS
intraperitoneal (pds-tratamento), onde ambas as drogas nas duas concentracGes elevaram o0s
niveis das espécies reativas de acido tiobatbitarico (TBARS) (Figura 27B). [ Pré-tratamento:
CONTROLE: 223.2 £ 22.48 (7); SALINA: 486.0 + 30.51 (7); EE100: 301.4 + 31.47 (7); EE200:
303.0 + 35.73 (7); CZA25: 252.5 + 26.41 (7); CZA50: 257.7 + 18.54 (7). Pos-tratamento:
CONTROLE: 219.9 + 31.54 (7); SALINA: 403.9 + 23.58 (7); EE100: 230.3 £ 17.16 (7) ; EE200:
252.1 + 22.50 (7); CZA25: 199.2 + 21.01 (7); CZA50: 153.2 + 36.79 (7). Esses resultados foram
condizentes com aqueles obtidos com a aplicacdo da droga imipramina (IMI, 10 mg/kg, ip). [Pré-

tratamento: IMI: 213.3 + 21.30 (7). Pés-tratamento: IMI: 219.2 + 19.92 (7)].
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Figura 27: Niveis de espécies reativas do &cido tiobarbitarico(TBARS) do cortex pré-frontal de
camundongos pré-tratados (A) e pos-tratados(B) com o extrato etandlico (100 e 200 mg/kg, v.0.)
e com o diterpeno furdnico CZA (50 mg/kg, v.0) no teste do nado forcado, antes e ap6s aplicacao
do Lipopolissacarideo (LPS).
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Niveis de espécies reativas do acido tiobarbitarico (TBARS) no cortex pré-frontal dos animais (
6E10 / grupo) ( TBARS ) pré- tratados (A) e pos- tratado ( B) com extrato etandlico (100 e 200
mg/kg), (CZA 25 e 50 mg/kg) e imipramina (IMI 10 mg/kg), antes e depois de LPS. (2Salina vs
Controle; ® vs Salina, p<0,05) .
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5.4.3.2.2 — Determinacao dos niveis de espécies reativas do acido tiobarbitarico(TBARS) do
hipocampo de camundongos no pré e po6s tratamento com o extrato etandlico de E. viscosa e

com o diterpeno CZA.

Os niveis de TBARS do hipocampo no pré-tratamento foram reduzidos apenas
quando foi aplicado o extrato etandlico na dose de 100 mg/kg (EE100), e quando a dose de 50
mg/kg do diterpeno furanico CZA (CZA50) foi aplicada, em comparacdo com o grupo tratado
apenas com LPS intraperitoneal (Figura 28A). Quanto ao poOs-tratamento com o extrato e o
diterpeno CZA, todas as doses testadas apresentaram reducdo na concentracdo de TBARS do
hipocampo, quando comparado ao tratamento apenas com LPS intraperitoneal (Figura 28B). [
Pré-tratamento: Controle: 301 + 30.04 (7); Salina: 425.2 + 26.79 (7); EE100: 260.3 £ 37.30 (7);
EE200: 548.9 + 72.14 (7); CZA25: 292.7 £ 11.99 (7); CZA50: 237.1 + 31.68 (7). Pds-tratamento:
Controle: 319.8 + 22.15 (7); Salina: 561 + 44.03 (7); EE100: 223.9 £ 20.35 (7) ; EE200: 342.2 +
28.75 (7); CZA25: 196.6 £ 14.70 (7); CZA50: 189.6 + 15.07 (7). Esses resultados estdo de
acordo com aqueles obtidos na aplicacdo da droga imipramina (IMI, 10 mg/kg, ip). [Pré-

tratamento: IMI: 243.2 + 23.41 (7). Pds-tratamento: IMI: 220.2 + 23.29 (7)].
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Figura 28: Niveis de espécies reativas do acido tiobarbitirico(TBARS) do hipocampo de
camundongos pré-tratados (A) e pos-tratados(B) com o extrato etandlico (100 e 200 mg/kg, v.0.)
e com o diterpeno furdnico CZA (50 mg/kg, v.0) no teste do nado forgado, antes e apos aplicacdo
do Lipopolissacarideo (LPS).
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Niveis de espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) no cortex hipocampo dos animais (
8 / grupo) ( TBARS ) pre- tratados (A) e pos- tratado ( B) com extrato etanolico (100 e 200
mg/kg), (CZA 25 e 50 mg/kg) e imipramina (IMI 10 mg/kg), antes e depois de LPS .
(?Salina vs Controle; ° vs Salina, p<0,05).
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5.4.3.2.3 — Determinacao dos niveis de espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS)
nos nucleos da base de camundongos no pré e pos tratamento com o extrato etanolico de E.

viscosa e com o diterpeno CZA.

Os niveis de TBARS dos nucleos da base no pré-tratamento foram reduzidos apenas
quando foi aplicado o extrato etandlico na dose 100 mg/kg (EE100), e quando as duas doses do
diterpeno furanico CZA, de 25 e 50 mg/kg (CZA25 e CZA50) foram aplicadas, em comparagéo
com o grupo tratado apenas com LPS intraperitoneal (Figura 29A). Quanto ao pos-tratamento
com o extrato e o diterpeno CZA, todas as doses testadas apresentaram reducdo na concentragdo
de TBARS do hipocampo, quando comparado ao tratamento apenas com LPS intraperitoneal
(Figura 29B). [ Pré-tratamento: Controle: 273.0 + 28.66 (7); Salina: 475.8 + 28.13 (7); EE100:
218.1 + 17.10 (7); EE200: 393.5 + 40.14 (7); CZA25: 220.4 + 20.88 (7); CZA50: 261.7 + 25.82
(7). Pos-tratamento: Controle: 319.8 + 22.15 (7); Salina: 561 + 44.03 (7); EE100: 223.9 + 20.35
(7) ; EE200: 342.2 + 28.75 (7); CZA25: 196.6 + 14.70 (7); CZA50: 189.6 + 15.07 (7). Esses
resultados estdo de acordo com aqueles obtidos na aplicagdo da droga imipramina (IMI10, 10

mg/kg, ip). [Pré-tratamento: IMI: 243.2 + 23.41 (7). Pés-tratamento: IMI: 220.2 £+ 23.29 (7)].
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Figura 29: Niveis de espécies reativas do acido tiobarbitirico(TBARS) do ndcleo da base de
camundongos pré-tratados (A) e pos-tratados(B) com o extrato etandlico (100 e 200 mg/kg, v.0.)
e com o diterpeno furdnico CZA (50 mg/kg, v.0) no teste do nado forgado, antes e apos aplicacdo
do Lipopolissacarideo (LPS).
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Niveis de espécies reativas do acido tiobarbitdrico (TBARS) nos nucleos da base dos animais (
8/grupo) ( TBARS ) pré- tratados (A) e pés- tratado ( B) com extrato etandlico (100 e 200

mg/kg), (CZA 25 e 50 mg/kg) e imipramina (IMI 10 mg/kg), antes e depois de LPS. ( Salina vs
Controle; ° vs Salina, p<0,05).
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5.4.3.3 — Determinacdo dos niveis de Mieloperoxidase

5.4.3.3.1 — Determinacao dos niveis da enzima mieloperoxidase (MPO) no cortex preé-frontal
de camundongos no preé e pos tratamento com o extrato etandlico de E. viscosa e com 0

diterpeno CZA.

Podemos observar que os niveis de mieloperoxidase (MPO) do cortex pré-frontal de
ambas as drogas testadas, nas duas concentra¢cdes (100 e 200 mg/kg no caso do extrato etandlico
e 25 e 50 mg/kg no caso do diterpeno CZA) reduziram os valores desse marcador no caso do
tratamento preventivo dos efeitos tipo-depressao gerados pela administracdo intraperitoneal com
0 LPS (Figura 30A). O mesmo ocorreu quando foi administrada a droga apos aplicacdo de LPS
intraperitoneal (poOs-tratamento), onde ambas as drogas nas duas concentragBes reduziram 0s
niveis da concentracdo de MPO (Figura 30B). [ Pré-tratamento: Controle: 1.460 + 0.186 (7);
Salina: 3.977 £ 0.497 (7); EE100: 1.732 + 0.235 (8); EE200: 1.506 + 0.217 (8); CZA25: 2.423
0.358 (8); CZA50: 2.016 + 0.259 (8). Pos-tratamento: Controle: 2.406 + 0.173 (7); Salina; 5.560
+ 0.518 (7); EE100: 1.706 + 0.217 (8) ; EE200: 1.889 + 0.422 (8); CZA25: 2.788 + 0.493 (8);
CZA50: 2.439 + 0.154 (8). Esses resultados foram condizentes com aqueles obtidos com a
aplicacdo da droga imipramina (IMI, 10 mg/kg, ip). [Pré-tratamento: IMI: 2.105 + 0.272 (7). P6s-

tratamento: IMI: 2.853 £ 0.254 (7)].
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Figura 30: Niveis de mieloperoxidase (MPO) do cortex pré-frontal de camundongos pré-tratados
(A) e pos-tratados(B) com o extrato etanodlico (100 e 200 mg / kg, v.0.) e com o diterpeno
furdnico CZA (50 mg / kg, v.0) no teste do nado forcado, antes e apds aplicacdo do

Lipopolissacarideo (LPS).
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Niveis de mieloperoxidase tecidual ( MPO ) no cortex pré-frontal dos animais ( 8 / grupo) ( MPO
) pré- tratados (A) e pos- tratado ( B) com extrato etanolico (100 e 200 mg/kg), (CZA 25 e 50
mg/kg) e imipramina (IM1 10 mg/kg), antes e depois de LPS. ( ?Salina vs Controle;  vs Salina,

p<0,05).
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5.4.4.3.2 — Determinacdo dos niveis da enzima mieloperoxidase (MPO) no hipocampo de
camundongos no pré e pés tratamento com o extrato etandlico de E. viscosa e com o

diterpeno CZA.

Podemos observar que os niveis de mieloperoxidase (MPO) do hipocampo de ambas
as drogas testadas, nas duas concentracdes (100 e 200 mg/kg no caso do extrato etanolico e 25 e
50 mg/kg no caso do diterpeno CZA) foram incapazes de reduzir os valores desse marcador no
caso do tratamento preventivo dos efeitos tipo-depressdo gerados pela administracdo
intraperitoneal com o LPS. Os dados foram significativos para reducdo da mieloperoxidase
tecidual guando foi administrada a droga apds aplicacdo de LPS intraperitoneal (pds-tratamento),
onde as duas drogas conseguiram reduzir os niveis da concentracdo de MPO (Figuras 31 A e B).
[ Pré-tratamento: Controle: 1.180 + 0.145 (7); Salina: 3.031 £ 0.373 (7); EE100: 1.871 + 0.252
(8); EE200: 2.398 + 0.250 (8); CZA25: 2.312 + 0.367 (8); CZA50: 1.906 + 0.420 (8). Pos-
tratamento: Controle: 2.589 + 0.234 (7); Salina: 5.392 + 0.520 (7); EE100: 2.752 + 0.255 (8) ;
EE200: 1.541 + 0.196 (8); CZA25: 3.036 = 0.362 (8); CZA50: 2.953 + 0.362 (8). Esses
resultados foram condizentes com aqueles obtidos com a aplicacdo da droga imipramina (IMl, 10

mg/Kkg, ip). [Pré-tratamento: IMI: 1.663 + 0.256 (7). Pés-tratamento: IMI: 2.214 + 0.197 (7)].
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Figura 31: Niveis de mieloperoxidase do hipocampo de camundongos pré-tratados (A) e pos-
tratados(B) com o extrato etandlico (100 e 200 mg / kg, v.0.) e com o diterpeno furanico CZA (50
mg / kg, v.0) no teste do nado forcado, antes e ap6s aplicacdo do Lipopolissacarideo (LPS).
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Niveis de mieloperoxidase tecidual ( MPO ) no hipocampo dos animais ( 8 / grupo) ( MPO ) preé-
tratados (A) e pos- tratado ( B) com extrato etanolico (100 e 200 mg/kg), (CZA 25 e 50 mg/kg) e
imipramina (IMI mg/kg), antes e depois de LPS. ( ®Salina vs Controle; ° vs Salina, p<0,05).
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5.4.4.3.3 — Determinacéo dos niveis da enzima mieloperoxidase (MPO) nos ndcleos da base
de camundongos no pré e pds tratamento com o extrato etanolico de E. viscosa e com 0

diterpeno CZA.

De forma semelhante aos dados obtidos na analise do hipocampo, os niveis de
mieloperoxidase (MPO) dos nucleos da base de ambas as drogas testadas, nas duas concentracfes
(100 e 200 mg/kg no caso do extrato etandlico e 25 e 50 mg/kg no caso do diterpeno CZA) foram
incapazes de reduzir os valores desse marcador no caso do tratamento preventivo dos efeitos tipo-
depressdo gerados pela administracdo intraperitoneal com o LPS (Figura 32A). No po0s-
tratamento essa reducdo dos niveis da MPO foram significativos, onde foi possivel observar
ambas as drogas conseguindo diminuir os niveis da concentracdo de MPO (Figura 32B). [ Pré-
tratamento: Controle: 2.450 £ 0.550 (7); Salina: 3.430 + 0.343 (7); EE100: 1.833 + 0.227 (8);
EE200: 1.891 + 0.344 (8); CZA25: 3.276 £ 0.602 (8); CZA50: 2.144 + 0.259 (8). Pds-tratamento:
Controle: 2.867 = 0.213 (7); Salina: 5.994 + 0.565 (7); EE100: 2.476 + 0.221 (8) ; EE200: 1.681
+ 0.262 (8); CZA25: 3.350 + 0.459 (8); CZA50: 2.976 + 0.412 (8). Esses resultados foram
condizentes com aqueles obtidos com a aplicacdo da droga imipramina (IMI, 10 mg/kg, ip). [Pré-

tratamento: IMI: 1.796 + 0.283 (7). Pés-tratamento: IMI: 2.619 + 0.215 (7)].
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Figura 32: Niveis de mieloperoxidase dos nucleos da base de camundongos pré-tratados (A) e
pos-tratados(B) com o extrato etandlico (100 e 200 mg / kg, v.0.) e com o diterpeno furénico
CZA (50 mg / kg, v.0) no teste do nado forcado, antes e ap6s aplicacdo do Lipopolissacarideo
(LPS).
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mg/kg) e imipramina (IMI 10 mg/kg), antes e depois de LPS. ( ?Salina vs Controle; ° vs Salina,
p<0,05).
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5.4.3.4 Determinacdo dos niveis de nitrito

5.4.3.4.1 — Determinacao dos niveis de nitrito do cértex pré-frontal no pré e p6s tratamento

com o extrato etanolico de E. viscosa e com o diterpeno CZA.

Os niveis de nitrito (Figura 33A) do cortex pré-frontal no pré-tratamento foram
elevados apenas quando foi aplicado o extrato etandlico na dose 200 mg/kg (EE200) em
comparagao com o grupo tratado apenas com LPS intraperitoneal. Quanto ao pds-tratamento com
0 extrato e o diterpeno CZA, todas as doses testadas apresentaram elevacdo na concentracdo de
nitrito no tecido cerebral do cortex pré-frontal, quando comparado ao tratamento apenas com LPS
intraperitoneal (Figura 33B). [pré-tratamento: Controle: 2.13 + 0.50 (7); Salina: 1.03 + 0.10 (7);
EE100: 2.86 + 0.59 (7); EE200: 3.36 + 0.46 (7); CZA25: 1.52 + 0.36 (7); CZA50: 3.76 + 0.72
(7). Pos-tratamento: Controle: 1.87 + 0.39 (6); Salina: 0.63 £+ 0.16 (6); EE100: 2.89 + 0.40 (7) ;
EE200: 3.29 £ 0.21 (7); CZA25: 2.21 + 0.38 (7); CZA50: 2.01 + 0.38 (7). Esses resultados foram
semelhantes aqueles obtidos com a aplicacdo da droga imipramina (IMI, 10 mg/kg, ip). [Pré-

tratamento: IMI: 2.54 + 0.35 (7). Pés-tratamento: IMI: 2.12 + 0.23 (7)].
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Figura 33: Niveis de nitrito do cortex pré-frontal de camundongos pré-tratados (A) e pos-
tratados(B) com o extrato etandlico (100 e 200 mg/kg, v.0.) e com o diterpeno furénico CZA (50
mg / kg, v.0) no teste do nado forcado, antes e ap6s aplicacdo do Lipopolissacarideo (LPS).
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Determinacgéo dos niveis de nitrito no cortex pré-frontal de animais (7/grupo) pre - tratados ( A) e
de poés- tratados (B) com extrato etandlico (100 e 200 mg/kg), (CZA 25 e 50 mg/kg) e
imipramina (IMI 10 mg/kg) , antes e depois de LPS . Os valores numéricos representam a Média
(s) = E.P.M. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls
como teste post hoc. (®Salina vs Controle; ® vs Salina, p<0,05).
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5.4.3.4.2 — Determinacao dos niveis de nitrito do hipocampo no pré e pos tratamento com o

extrato etanolico de E. viscosa e com o diterpeno CZA.

Os niveis de nitrito (Figura 34A) do hipocampo no pré-tratamento foram elevados
apenas quando foi aplicado o extrato etan6lico em ambas as doses de 100 e 200 mg/kg (EE100 e
EE200) em comparagdo com o grupo tratado apenas com LPS intraperitoneal. Quanto ao pos-
tratamento com o extrato e o diterpeno CZA, todas as doses testadas apresentaram elevagdo na
concentracdo de nitrito no tecido cerebral do hipocampo, quando comparado ao tratamento
apenas com LPS intraperitoneal (Figura 34B). [ Pré-tratamento: Controle: 2.05 + 0.17 (7);
Salina: 1.31 + 0.37 (7); EE100: 3.94 + 0.29 (7); EE200: 3.13 + 0.28 (7); CZA25: 2.01 + 0.27 (7);
CZA50: 2.08 £ 0.29 (7). Pbs-tratamento: Controle: 2.00 + 0.35 (7); Salina: 1.09 + 0.14 (7);
EE100: 3.58 + 0.26 (7) ; EE200: 2.57 = 0.30 (7); CZA25: 2.85 + 0.38 (7); CZA50: 3.24 + 0.71
(7). Esses resultados foram semelhantes aqueles obtidos com a aplicacdo da droga imipramina

(IMI, 10 mg/kg, ip). [Pré-tratamento: IMI: 2.63 + 0.36 (7). POs-tratamento: IMI: 4.92 + 0.42 (7)].
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Figura 34: Niveis de nitrito do hipocampo de camundongos pré-tratados (A) e pds-tratados(B)
com o extrato etandlico (100 e 200 mg / kg, v.0.) e com o diterpeno furnico CZA (50 mg / kg,
v.0) no teste do nado forcado, antes e ap6s aplicacéo do Lipopolissacarideo (LPS).
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Determinacgdo dos niveis de nitrito no hipocampo de animais ( 7 / grupo ) pré - tratados ( A) e de
pos- tratados (B) com extrato etanolico (100 e 200 mg/kg), (CZA 25 e 50 mg/kg) e imipramina
(IM1 10 mg/kg) , antes e depois de LPS . Os valores numéricos representam a Média (s) + E.P.M.
Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste
post hoc. ( ° vs Salina, p<0,05).
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5.4.3.4.3 — Determinacgdo dos niveis de nitrito dos nucleos da base no pré e pos tratamento

com o extrato etanolico de E. viscosa e com o diterpeno CZA.

Tanto o extrato quando o diterpeno CZA em todas as concentracdes testadas
elevaram os niveis de nitrito no pré-tratamento em comparag¢do com o grupo tratado apenas com
LPS intraperitoneal (Figura 35A). Quanto ao pos-tratamento com o extrato e o diterpeno CZA,
apenas as doses testadas do extrato etanolico (EE100 e EE200) apresentaram elevacdo na
concentracdo de nitrito no tecido cerebral dos nucleos da base, quando comparado ao tratamento
apenas com LPS intraperitoneal (Figura 35B). [ Pré-tratamento: Controle: 2.10 £ 0.21 (7);
Salina: 0.95 + 0.18 (7); EE100: 3.94 + 0.29 (7); EE200: 3.43 + 0.24 (7); CZA25: 2.18 + 0.32 (7);
CZA5L0: 2.45 *+ 0.23 (7). Pos-tratamento: Controle: 2.12 £ 0.36 (6); Salina: 0.99 = 0.13 (6);
EE100: 2.99 + 0.26 (7) ; EE200: 3.30 £ 0.25 (7); CZA25: 1.18 £ 0.26 (7); CZA50: 1.13 £ 0.26
(7). Esses resultados foram semelhantes aqueles obtidos com a aplicacdo da droga imipramina

(IMI, 10 mg/kg, ip). [Pré-tratamento: IMI: 2.34 £ 0.37 (7). Pds-tratamento: IMI: 3.68 £ 0.26 (7)].
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Figura 35: Niveis de nitrito do nlcleo da base de camundongos pré-tratados (A) e pos-tratados
(B) com o extrato etandlico (100 e 200 mg / kg, v.0.) e com o diterpeno furanico CZA (50 mg /
kg, v.0) no teste do nado forcado, antes e apds aplicacdo do Lipopolissacarideo (LPS).
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Determinacg&o dos niveis de nitrito no nucleo da base de animais ( 7 / grupo ) pré - tratados ( A) e
de poés- tratados (B) com extrato etandlico (100 e 200 mg/kg), (CZA 25 e 50 mg/kg) e
imipramina (IMI 10 mg/kg) , antes e depois de LPS . Os valores numéricos representam a Média
(s) £ E.P.M. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls
como teste post hoc. ( ®Salina vs Controle; ° vs Salina, p<0,05).
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi realizada uma triagem inicial com o teste do campo aberto,
sendo esse considerado robusto para a obtencdo de um panorama preliminar da influéncia da
droga na excitabilidade do sistema nervoso central, visando reduzir a probabilidade de resultados
falso-positivos em testes posteriores (MANSUR; MARTZ; CARLINI, 1971).

Sabe-se, por exemplo, que a diminuigcdo da atividade locomotora exploratéria (ALE)
pode estar relacionada a sedagdo resultante da depressdo do SNC (OZTURK et al., 1996) ,
enguanto que o aumento desse parametro pode estar associado a um efeito psicoestimulante.
Substancias psicoestimulantes, tais como a anfetamina e a cafeina, promovem aumento da ALE
em animais e humanos gerando resultados falso-positivos em testes para avaliagdo de atividades
ansiolitica e antidepressiva (PELLOW et al., 1985).

Diante do exposto, pode-se enfatizar que os efeitos observados ap6s a administracdo das
drogas derivadas de E.viscosa nos testes comportamentais de ansiedade e depressdo ndo séo
resultado de interferéncia sobre a atividade locomotora, visto que a administracdo da substancia
teste ndo alterou a ALE dos animais no teste do campo aberto. Em contraste, o diazepam na dose
de 1 mg/kg diminuiu a ALE no teste do campo aberto mostrando seu potencial efeito sedativo
nesta dose. Vale ainda ressaltar que os efeitos ansioliticos e antidepressivos do extrato e do
diterpeno CZA ndo sdo acompanhados de um efeito sedativo no campo aberto, sendo este um
efeito colateral indesejado na maioria dos tratamentos contra a ansiedade.

Além da ALE, o rearing e o grooming também foram observados no teste do campo
aberto. A atividade de rearing em roedores € descrita como um comportamento esteriotipado
complexo (DANDIYA et al., 1969), sendo um pardmetro de interpretacdo variavel na literatura.
Alguns autores descrevem que o rearing reflete um comportamento exploratério do animal
(JOHANSSON; AHLENIUS, 1989) e portanto, a administracdo de substancias ansioliticas
poderiam induzir um aumento da atividade de rearing ou ndo altera-la. Por outro lado, alguns
autores relacionam tal parametro com o0s niveis de excitabilidade do SNC e sugerem que a
administracdo de agentes ansioliticos e sedativos diminuem o rearing (MANSUR; MARTZ,
CARLINI, 1971).
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Neste trabalho, a administracdo do extrato (EE 100 e 200 mg/kg) bem como do
diterpeno furénico (CZA 25 e 50 mg/kg) nas doses e vias testadas ndo reduziu o nimero de
rearing. Enquanto que a administracdo de diazepam na dose de 1 mg/kg reduziu esse parametro,
demonstrando que em uma dose sedativa este parametro é significativamente diminuido. Desse
modo, nossos resultados nos fazem sugerir que o efeito induzido pelas drogas derivadas de E.
viscosa no LCE ndo sdo sedativos o suficiente para alterar o comportamento de rearing no campo

aberto.

Com relacdo ao grooming, a literatura refere que o aumento deste comportamento pode
ser observado em roedores apreensivos (ARCHER, 1973), e em um grande nimero de estudos,
pesquisadores observaram que a administracdo de drogas ansioliticas reduzem este parametro no
teste do campo aberto (BARROS; TANNHAUSER; TANNHAUSER, 1994). Em nosso estudo,
houve uma reducéo significante do nimero de grooming induzida pela administracdo do extrato
etandlico nas duas doses, sendo que essa reducdo também ocorreu quando foi administrado o
diterpeno CZA na dose de 50 mg/kg sugerindo a atividade ansiolitica dos mesmos.

Foram adotadas algumas medidas durante a execucdo do teste do campo aberto, teste
qgue tem como premissa a aversdo de roedores a ambientes desconhecidos e desprotegidos,
visando a redugdo do viés (TREIT; MENARD; ROYAN, 1989). Tendo em vista que nos
experimentos onde had uma area definida, como no campo aberto, os roedores tipicamente
comegam a explorar a regido proxima as paredes, evitando a parte aberta, iniciou-se o teste
colocando o animal no centro da area. O nivel de iliuminacdo do ambiente também €é outro ponto
causador de estresse, sendo as areas mais claras locais mais aversivos aos animais do que as
escuras. Visando contornar esse fator, colocou-se os animais em uma sala fechada com uma fraca

iluminacdo por luz vermelha de 15W.

Outro teste realizado com o intuito de avaliar um possivel déficit na coordenagdo motora
causado pelas drogas derivadas da E. viscosa foi o teste da barra giratdria, também conhecido
como rota rod. Este teste proposto por Dunham e Miya, (1957) avalia o potencial efeito de
relaxamento muscular ou incoordenagdo motora de substancias (CARLINI; BURGOS, 1979).
Quanto mais intenso for o efeito relaxante muscular menos tempo o animal conseguira se
equilibrar sobre a barra giratoria. Ressalta-se, no entanto, que se trata de um método nao-

especifico, uma vez que mede indistintamente, efeitos neurologicos, estimulantes e depressores
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sobre a coordenacdo motora, aos quais também ¢ atribuido o termo neurotoxicidade
(DALLMEIER; CARLINI, 1981).

No presente estudo, as drogas provenientes de E. viscosa nao alteraram a coordenagéo
motora no teste do rota rod, diferenciando-se do diazepam, que na dose de 1 mg/kg apresentou
significativo efeito relaxante muscular, visto que diminuiu o tempo de permanéncia na barra
(PEREZ et al., 1998; AMOS et al., 2001). Estes resultados indicam que as a¢0es das drogas sao
provavelmente desprovidas de efeito relaxante muscular, mas resultantes de uma possivel acao

central.

A investigacdo sobre o potencial efeito ansiolitico das drogas teve sequéncia com a
exposicdo de camundongos aos aparatos labirinto em cruz elevado (LCE). A premissa desse teste
basea-se na aversdo que roedores tém a locais elevados, abertos e desconhecidos, 0 que tende a
afasta-los, pois sdo considerados instintivamente locais potencialmente perigosos. Portanto,
quanto mais os animais se expdem a situacdes consideradas perigosas, isto €, aos bragcos abertos
do LCE, supde-se que menos “ansiosos” estardo. (TREIT, 1993; BOISSIER; SIMON, 1962).

Visando confirmar o efeito ansiolitico do extrato etandlico e do diterpeno CZA
anteriormente observado no teste do campo aberto, foi usado o teste do labirinto em cruz elevado
(LCE). No referido modelo, é esperado que animais ndo tratados com ansioliticos gastem mais
tempo nos bracos fechados devido a ansiedade filogeneticamente determinada (TREIT, 1993). O
modelo em questdo é mais popular para pesquisas de novos agentes ansioliticos do tipo
benzodiazepinicos, haja vista sua sensibilidade em detectar efeitos ansioliticos de drogas que
agem no receptor GABAAa/Benzodiazepinico. De fato, varios estudos demonstram diferencas de
resultados entre o diazepam, um benzodiazepinico, e outros ansioliticos detentores de
mecanismos de acdo diversos. Exemplificando, o agonista parcial da serotonina buspirona,
apresenta afeitos inconsistentes sobre os parametros obervados no teste do labirinto em cruz
elevado. Enquanto que o DZP produz efeitos ansioliticos sobre no referido teste, a buspirona
apresenta resultados muito variaveis (PELOW et al., 1985; ZANGROSSI, 1997).

O diazepam, aumentou de forma significativa todos os parametros indicativos de efeito

ansiolitico, o que era esperado como droga padrdo ouro do teste. As drogas derivadas de E.
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viscosa em todas as doses aplicadas, promoveram o efeito ansiolitico no LCE que ndo é
influenciado por alteragdes na atividade locomotora, como observado anteriormente no teste do

campo aberto e do rota rod, o que descarta a possibilidade de efeitos falso-positivos no modelo.

Considerando o potencial efeito ansiolitico do extrato e do diterpeno furanico CZA
apresentado no LCE, resolvemos investigar o possivel envolvimento do sistema gabaérgico neste
efeito. Para isto escolheu-se tratamento prévio dos animais com flumazenil e utilizar o aparato
LCE por este ser mais sensivel na triagem de drogas ansioliticas do tipo benzodiazepinicas
(PELOW et al. 1985; RODGERS; CAO; DALVI; HOLMES, 1997). De acordo com trabalhos
anteriores, a administracdo de flumazenil, um antagonista competitivo do receptor
GABAA/Benzodiazepinico, é capaz de prevenir no LCE os efeitos ansioliticos do diazepam e de

drogas com mecanismos de acao similares (DE ALMEIDA et al., 2012).

A andlise dos resultados indicou que as maiores concentracdes das drogas (EE200 e
CZA50) apresentaram resultados significativos em aumentar tanto o nimero de entradas
(NEBA), tempo de permanéncia (TPBA) e porcentagem do tempo de permanéncia (PTPA) dos
camundongos nos bracos abertos. O flumazenil reverteu o efeito ansiolitico das drogas em todos
0s parametros analisados, do mesmo modo que reverteu os efeitos do diazepam, sugerindo assim,
que a administracdo das drogas desencadeia um efeito ansiolitico, e, este efeito parece estar
relacionado com o sistema gabaérgico, mais especificamente com 0s receptores

GABAA/Benzodiazepinico.

Posteriormente, investigamos o possivel efeito antidepressivo das drogas nos testes nado
forcado e de consumo de sacarose. O interesse em investigar também o efeito antidepressivo de
E. viscosa foi motivada pelos possiveis resultados centrais nos modelos previamente avaliados.
Externamente, algumas caracteristicas envolvendo a patologia e seus tratamento também
serviram como impulsor da realizacdo dos testes, tais como o0 conhecimento prévio da alta
incidéncia mundial de casos de depressdo; a heterogeneidade da resposta clinica as drogas
antidepressivas e estabilizadoras do humor atualmente disponiveis e, finalmente, a
susceptibilidade aos efeitos adversos (LERER; MACCIARDI, 2002).

Os dois modelos animais em questéo, estdo entre os mais amplamente utilizados para

screening de drogas com efeito antidepressivo (FRANKOWSKA et al., 2007), e apresentam
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facilidade de uso, confiabilidade, especificidade e sensibilidade a administracdo aguda de
antidepressivos (HENNINGSEN et al., 2009).

No modelo do nado forgado, 0s animais Sd0 expostos a uma situagdo estressante e
inescapaveil que gera um comportamento inicial de luta/fuga. Ao longo do experimento esse
comportamento de luta tende a diminuir, sendo alternado com periodos de imobilidade. Essa
imobilidade esta relacionada a um comportamento de desespero e depressdo mental. Portanto, a
diminuicdo significativa do tempo de imobilidade de um grupo padrdo-positivo ou teste em

relacdo ao grupo controle, sugere uma resposta antidepressiva (STERU et al. 1985).

No modelo da supressdo de sacarose 0s animais Sd0 expostos previamente a uma
adaptacdo onde é ministrada solucdo de sacarose, e, posteriormente emprega-se uma situacao de
estresse causada por jejum de agua e alimento de 24h, ocorrendo sequencialmente a
administracdo simultanea de uma garrafa com &gua pura e outra com uma solucdo de sacarose a
3%. O consumo significativamente aumentado da solucdo de sacarose em relagdo aquela
contendo agua pura (tap water) indica uma resposta antidepressiva da droga em questdo (MAO et
al, 2014).

Estudos tém demonstrado que a exposicdo a eventos estressantes aumentam a
vulnerabilidade a depressdo. Os modelos agudos de depressao sdo induzidos rapidamente em uma
ou duas sessdes e podem responder a administragdo aguda, subaguda ou subcronica de
antidepressivos (KITADA et al., 1981). Em nosso estudo a depressdo foi induzida de forma
aguda. Foi utilizado como indutor o lipopolissacarideo (LPS) de Eschericha coli, cepa 055:B5
(SigmaAldrich Corp,. St Louis, USA). Visando observar potencial terapéutico tanto preventivo
como de tratamento, os grupos animais foram divididos naqueles onde as drogas foram
administradas anteriormente ao LPS (pré-LPS), e naquelas onde as mesmas foram administradas

apos a administragéo do indutor de efeito semelhante a depresséo (pos-LPS).

Embora permaneca controversa a relagdo entre a imobilidade animal desencadeada nos
modelos e a depressdo humana, uma grande variedade de compostos antidepressivos e com
potencial antidepressivo reduzem o tempo de imobilidade nos testes do nado forcado (MELO et
al., 2011; TEIXEIRA et al, 2011). Além disso, demonstrou-se em outro estudo que

camundongos geneticamente modificados que apresentavam supressao da enzima monoamino
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oxidase (MAO) tiveram uma diminuig&o significativa no tempo de imobilidade no teste do nado
forcado em relagdo aos animais do grupo controle, fato que fortalece a relacdo entre a

imobilidade animal e a depressdo humana (CASES et al.,1995).

Em nosso estudo, a administracdo do extrato etandlico (100 e 200 mg/kg), bem como do
diterpeno isolado de E. viscosa CZA (25 e 50 mg/kg), via oral e em ambas as doses diminuiram
significativamente o tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado, bem como aumentaram a
preferéncia por sacarose no teste as preferéncia de sacarose. A imipramina (10 mg/kg) usada
como padréo positivo também desencadeou diminuicao do tempo de imobilidade e na preferéncia
por sacarose, conforme o esperado. Esses resultados advindos da administracdo das drogas-teste
ndo parecem ter relagio com um aumento da atividade locomotora, mas sim com um efeito
antidepressivo, pois nessas doses nao foi observado alteracdo da atividade locomotora espontanea

dos animais no teste do campo aberto.

A fim de se investigar o possivel envolvimento do sistema monoaminérgico no no efeito
antidepressivo gerado pelas drogas-teste, submetemos os animais ao teste do nado forgado com
animais submetidos ao agente indutor de estado semelhante a depressdo LPS apo6s a
administracdo combinada das duas concentracGes diferentes do extrato etandlico (EE100 e
EE200) e com a melhor dose do CZA em termos de tempo de imobilidade no teste inicial
(CZA50) com antagonistas farmacol6gicos da transmissdo monoaminérgica. Sabe-se que 0
sistema monoaminérgico é um dos mais importantes alvos na fisiopatologia e tratamento da
depressdo. Esta desordem tem sido associada a deficiéncia funcional da neurotransmissdo
monoaminérgica e, atualmente, a maioria dos antidepresivos usados na clinica exercem seus
efeitos primarios através de regulacdo das concentracfes sinapticas desses neurotransmissores
(KULKARNI; BHUTANI; BISHNOI , 2008; MACHADO et al., 2009).

Estudos demonstram que o sistema dopaminérgico desempenha um papel na regulagéo
do humor (DAILLY et al., 2004) e que a potenciacdo da neurotransmissdo dopaminérgica
induzida por tratamentos antidepressivos cronicos pode contribuir para o seu efeito terapéutico
(D’AQUILA et al, 2000). Também estdo associadas uma consideraveis evidéncias
farmacoldgicas sobre a eficacia dos antidepressivos com efeitos dopaminérgicos no tratamento da
depressdo (PAPAKOSTAS, 2004).
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Para verificar a possivel participacdo do sistema dopaminérgico na mediagdo do efeito
antidepressivo das drogas derivadas da E. viscosa, pré-tratamos diferentes grupos com
SCH23390 (antagonista dos receptores dopaminérgicos do tipo Di) ou com amisulpirida
(antagonista dos receptores dopaminérgicos do tipo D) e, posteriormente, administramos nestes
mesmos grupos de animais as drogas em estudo, por via oral. Pode-se observar em seguida que o
tempo de imobilidade no TNF foi significativamente maior naqueles grupos pré-tratados com os
antagonistas dos receptores D1 ou D2 do que nos grupos tratados apenas com o extrato etanolico e
com o diterpeno CZA. A analise deste resultado nos faz sugerir que o efeito antidepressivo dessas
drogas depende em parte da disponibilidade dos receptores D1 e D.. Estes resultados estdo de
acordo com dados da literatura que indicam que ambos o0s receptores D: e D> podem
desempenhar um papel relevante na depressao (YAMADA et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2014).

Paralelamente ao dopaminérgico, outro sistema, o noradrenérgico, também tem sido
alvo valioso de antidepressivos. A depressao parece estar associada, pelo menos em parte, a uma
hipofuncdo do sistema noradrenérgico, e alguns antidepressivos agem aumentando a
disponibilidade sinéptica de norepinefrina (ELHWUEGI, 2004; TAYLOR, 2005). Estudos
demonstraram uma possivel participa¢do dos adrenoceptores a1 € oz ha mediacdo de respostas a
drogas antidepressivas em modelos de depresséo (KITADA et al, 1981; MASUDA et al., 2001,
MELO et al.,, 2011). No presente estudo, o pré-tratamento de camundongos com prazosina
(antagonista ay—adrenérgico) foi capaz de reverter o efeito antidepressivo do extrato etanélico de
E. viscosa, bem como do diterpeno CZA, 0 mesmo ndo acontecendo com a ioimbina (antagonista
az- adrenérgico), sendo que este ndo foi capaz de reverter o efeito antidepressivo. Estes resultados
indicam que as drogas-teste podem exercer o seu efeito no teste do nado forgado, pelo menos em

parte, ao interagir com adrenorreceptores o,

Conforme demonstra o grande nimero de estudos experimentais e clinicos, o sistema
serotoninérgico esta fortemente associado a regulacdo neural do humor e, anormalidades na
neurotransmissao serotoninergica estdo presentes na patofisiologia da depressdo (WONG;
LICINIO, 2001). De fato, drogas que afetam a neurotransmissdo serotoninérgica, como 0s
inibidores da recaptacdo de 5-HT nos terminais nervosos e os inibidores do metabolismo das
monoaminas (Inibidores da MAQ) sédo eficazes no tratamento da depressdao (WONG; LICINIO,
2001; ELHWUEGI, 2004). Dadas as razdes acima, optamos também por avaliar os efeitos do
sistema serotoninergico sobre a atuagdo dos derivados de E. viscosa no teste do nado forgado. O
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mesmo foi feito com auxilio de antagonistas, assim como o ocorrido nas analises dos sistemas

dopaminérgico e noradrenergico.

Um inibidor da triptofano hidroxilase, 4- cloro-DL-fenil-alanina, conhecido pela sigla
PCPA, foi administrado na dose de 100 mg/kg por quatro dias consecutivos. Estudos tém
demonstrado que a administracdo do PCPA em camundongos reduz as reservas enddgenas de 5-
HT em 60% por efeito direto na via metabdlica da mesma, sem alterar os niveis de noradrenalina

e dopamina.

Em nosso estudo, o pré-tratamento dos animais com PCPA, reverteu o efeito anti-
imobilidade das drogas no teste do nado for¢ado. Devido a este resultado, sugerimos que a acao
antidepressiva da substancia teste esta relacionada, pelo menos em parte, com a ativacao central
de receptores serotoninérgicos. Diante do exposto, investigamos a possivel participacao de alguns
receptores serotoninérgicos no efeito anti-imobilidade observado no TNF. O uso de um inibidor
seletivo dos receptores 5-HT1A (NAN 190 0,5 mg/kg), também foi capaz de inibir o efeito
antidepressivo das drogas estudadas, indicando que o sistema serotoninérgido também é
responsavel, em parte pelos efeitos antidepressivos doas drogas extraidas de E. viscosa e que de

uma forma mais especifica, os receptores 5-HT1A estdo envolvidos nesses efeitos.

Quanto as avalia¢des neuroquimicas, foi avaliado se o extrato etandlico e o diterpeno
furénico exerciam algum efeito nos sistemas inflamatorio e oxidativo cerebral. Procurou-se
observar o efeito na prevencdo (pré-tratamento) e no tratamento (pds-tratamento) dos sintomas
tipo depressao causados pela administracdo intraperitoneal de LPS.. Em nosso estudo, pré e pos-
tratamento com as drogas e IMI restauraram as reduc¢des induzidas por LPS no contetdo de
nitrito. Assim, um relatério anterior indica que o inibidor ndo seletivo da NO sintase NG-nitro-L-
arginina (L-NAME) aumentou o comportamento de doenga induzida por LPS em ratos,
sugerindo, assim, que o NO enddgeno ndo atua como um mediador de comportamento depressivo

induzido por LPS, mas pode sim ter um papel protetor (RIBEIRO et al., 2013).

Uma possivel explicagdo para os baixos niveis de nitrito observados nos nossos
resultados é o possivel papel do NO enddgeno restringindo a ativacdo do eixo hipotalamico-
pituitario-supra-renal (HPA) durante periodos de aumento da citoquina e /ou a secrecdo de

neuropeptideo, como durante estimulagdo imunologica (URIBE et al, 1999;. JANKORD et al.,
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2009). De nota, um estudo recente mostrou que os pacientes com transtornos de humor exibem
diminuicdo dos niveis de nitrito / nitrato no liquido cefalorraquidiano, indicando uma diminuicéo
mais geral da producdo de NO nesta desordem (GAO et al., 2012). Além disso, foi anteriormente
demonstrado que tanto a falta como o excesso de NO podem resultar em comportamento tipo
depressivo. (HU et al., 2012; MELO, 2012).

O tratamento com LPS sistémico promove a ativacdo da microglia, com um aumento
resultante na producdo de ROS em tecidos cerebrais (CHUNG et al, 2010;. SPULBER et al,
2012.). Assim, observamos que o tratamento com LPS promoveu uma diminuicdo da GSH,
juntamente com um aumento na peroxidacdo lipidica em areas do cérebro relacionadas com a
regulacdo do humor. Importante, tanto as drogas derivadas de E. viscosa como a IMI, tiveram a
atividade antidepressiva evitada e revertida estas alteracdes, sendo estes resultados ainda néo
relatados na literatura. Tem sido sugerido que 0s mecanismos antioxidantes desempenham um
papel na acdo do farmaco antidepressivo (LEE et al., 2012). E possivel inferir que 0 suposto
efeito antidepressivo € devido, em parte, as propriedades das drogas na estabilizacdo da migroglia
(CHO, et al., 2009), com um decréscimo correspondente na producédo de IL-1B, que por sua vez
pode prevenir e reverter a ativacdo da indoleamina- 2,3- dioxigenase (IDO), e assim aumentar a
neurotransmisséo de serotonina.

Curiosamente, antidepressivos cléssicos também estabilizam as células microgliais
estimuladas por LPS (TYNAN et al., 2012). Essas observagdes podem explicar o porque do
extrato, do CZA e IMI terem efeitos comportamentais e neuroquimicos semelhantes em nossas
condicdes experimentais, visto que nossos estudos com o0s antagonistas farmacoldgicos
demonstraram que os mesmos foram capazes de atuar na via das monoaminas, indicando que a
ativacdo do microglia pode ser o evento fisiopatoldgico central capaz de gerar o efeito tipo
depressivo decorrente da administracdo de LPS. O tratamento com o extrato etandlico de E.
viscosa, seu metabolito isolado (CZA), bem como o antidepressivo classico imipramina (IMI)
também foram capazes de reduzir a concentagdo de espécies reativas de acido tiobarbitirico
(TBARS), sendo esse efeito uma evidéncia de atuacdo dessas drogas na reducdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs).

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima conhecida por sua importante atividade pré-
oxidativa e pro-inflamatdria, sintetizada durante a diferenciacdo mieloide e esta presente

principalmente em granulos azurdfilos de neutréfilos (ARAUJO et al, 2011). Essa enzima utiliza
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o ion cloreto (CI") na presenca de peroxido de hidrogénio (H20-) para gerar o acido hipocloroso
(HOCI), um potente oxidante que em condicdes fisioldgicas normais é capaz de funcionar como
um importante agente antimicrobiano (ARAUJO, 2015). No entanto, em situacdes de intensa
ativacdo celular, o excesso de MPO pode ser prejudicial. Diversos estudos apontam o
envolvimento de niveis elevados da atividade dessa enzima a alteragds inflamatorias e a formacao
de espécies reativas de oxigénio em doengas, como a esclerose mdltipla, arteriosclerose e
Alzheimer (VELLOSA et al.,2013).

Com base nessas informacgdes, nosso estudo ao analisar os niveis de MPO buscou
verificar possiveis alteracfes inflamatorias associadas a inducdo de estado depressivo induzido
por LPS. De fato, os animais que receberam o LPS apresentaram niveis elevados de MPO, ou
seja, atividade aumentada da enzima, quando comparados aos animais tratados apenas com
salina.

As alteracOes inflamatorias indicadas pelo aumento de MPO foram significativamente
revertidas pelo extrato etandlico e pelo diterpeno CZA em todas as areas cerebrais quando os
mesmos foram aplicados visando prevenir os efeitos do LPS sobre esse parametro. O mesmo
ocorreu quando se utilizou as drogas posteriormente a aplicacdo do LPS, onde as mesmas
conseguiram reverter significativamente esse efeito no cortex pré-frontal dos camundongos. Os
resultados encontrados permite ao nosso grupo de estudo sugerir que o extrato etandlico nas
concentragfes de 100 e 200 mg/kg (EE100 e EE200), bem como o colizaleucolideo A nas
concentracdes de 25 e 50 mg/kg (CZA25 e CZA50) exercem um possivel papel inibitério sobre
MPO e na reversdo de alteracdes inflamatdrias.

Uma atividade anti-inflamat6ria aumentada na depressdo pode estar presente como uma
maneira de neutralizar ou limitar processos pré-inflamatérios em curso e evitar o
desenvolvimento de inflamag&o cronica (BOROVCANIN et al, 2013).

Essa avaliacdo pré-clinica abre perspectivas para posteriores experimentos com as
drogas em destaque, o que pode culminar em seu futuro uso pela inddstria farmacéutica e,
consequentemente, pela populagdo como um todo, na prevencdo ou tratamento dos quadros de
depressdo e ansiedade. Estudos complementares, como binding, capaz de detalhar mecanismos e
a cinética das drogas, o real time PCR, uma técnica de biologia molecular capaz de demonstrar

guantitativamente o aumento da atividade de um determinado receptor através do incremento da
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sintese de DNA celular, e dosagem de citocinas, representantes da acdo do sistema imune, sdo

indicados para estudos posteriores.

Por fim, os dados encontrados em nosso trabalho revelaram que o constituinte
majoritario, o diterpeno colizaleucolideo A, foi responsavel em parte pelas acbes tipo
antidepressivas e tipo ansioliticas do extrato etanolico. A interacdo complexa entre as outras
substancias presentes no extrato bruto e o constituinte majoritario foram capazes de inserir

mudancas condideraveis entre os perfis estudados das duas drogas.
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CONCLUSAO




136

7 CONCLUSOES

Finalizando, através da associacdo de estudos comportamentais e determinacdes
neuroquimicas, demonstrou-se que a administracdo do extrato etanolico de Egletes viscosa, nas
doses de 100 e 200 mg/kg, bem como de seu constituinte majoritario, o diterpeno furanico
colizaleucolideo A, nas doses de 25 e 50 mg/kg, produziram efeitos ansioliticos e
antidepressivos. Também foi observado que nas mesmas doses estudadas ndo foi demonstrada
influéncia estimulante motor ou relaxante muscular, considerados efeitos colaterais importantes
nas drogas classicas. Adicionalmente, as drogas estudadas foram submetidas a dois modelos
animais preditivos de propriedades antidepressivas (nado forcado e supressao de sacarose, ambos
tendo o LPS i.p como agente indutor dos sintomas tipo depressivo) e sua acdo parece estar
mediada, pelo menos em parte, a interagdo com os sistemas dopaminérgico (receptores D1 e D>),
noradrenérgico (receptor alfai) e serotoninérgico (receptor 5HT1a ). Os dados neuroguimicos
relacionando o estresse oxidativo e resposta inflamatoéria mostraram o extrato etanolico e o
diterpeno furanico CZA atuando na reducéo dos niveis de nitrito, TBARS e MPO, assim como
na elevacdo dos niveis de GSH, indicando que o material vegetal atua nos mecanismos

inflamatdrio e oxidativo fisiopatoldgico da depresséo.
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