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RESUMO

O género Hypericum ¢ rico em floroglucindis e tem despertado a atencdo da
comunidade cientifica e médica, especialmente a espécie europeia H. perforatum, por
suas propriedades antidepressivas, parcialmente creditadas a hiperforina, um
floroglucinol monomérico. A uliginosina B (ULI) ¢ um derivado acilfloroglucinol
dimérico descrito em aproximadamente 20 espécies de Hypericum nativas da América
do Sul. Estudos prévios demonstraram que a ULI apresenta efeitos do tipo
antidepressivo e antinociceptivo em roedores e que estes efeitos parecem ser, pelo
menos em parte, ligados a sua capacidade de inibir a recaptacdo neuronal de
monominas. Esses dados estdo em acordo com a cléassica teoria monoaminérgica da
depressao. Porém, a depressdo ¢ uma doenca multifatorial e heterogénea e evidéncias
sugerem que a ativacao de vias imuno-inflamatorias e o estresse oxidativo e nitrosativo
(O & NYS) resultam em alteragdes comportamentais, neuroquimicas e neuroenddcrinas
observadas nos distirbios depressivos. Sendo assim, o objetivo desta tese ¢ aprofundar
o estudo da potencial atividade antidepressiva da ULI e seu mecanismo de a¢do, com
foco no sistema monoaminérgico, neuroinflamagdo e estresse oxidativo. A avaliagdo
do efeito do tratamento agudo da ULI sobre o contetido extracelular de dopamina
(DA) e seus metabolitos, &cido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC), 4acido
homovanilico (HVA) e 3-metoxitiramina (3-MT), e serotonina (5HT) e seu metabolito
acido 5- hidroxindolacético (5-HIAA), no ntcleo accumbens de ratos, foi realizada
através da técnica de microdialise cerebral em ratos Wistar acordados. Foi também
realizada avaliagdo do efeito da uliginosina B sobre parametros comportamental e
bioquimicos, relacionados ao estresse oxidativo (conteido da glutationa reduzida,
sulfidrilas, espécies reativas ao acido tiobarbittrico e atividade da catalase), bem como
da concentracdo de citocinas inflamatorias (IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF e IL-
12p70) no modelo de comportamento de doente (sickness behavior) e do
comportamento tipo deprimido induzidos por LPS precedido do estresse da natagdo
for¢ada, em camundongos CF1. A uliginosina B (30 mg/Kg i.p.) ndo alterou os niveis
extracelulares de dopamina e seus metabolitos, nem os niveis intersticiais da

serotonina e seu metabolito. Este achado esta de acordo com um resultado anterior do



grupo, que falhou em demonstrar o efeito de um extrato rico em floroglucindis do
mesmo tipo que uliginosina B sobre as concentragdes intersticiais de dopamina e
metabdlitos no nucleo accumbens de ratos Wistar. Ainda, podemos inferir que a
uliginosina B (15 mg/Kg v.o0.), nesta dose e neste modelo, ndo protegeu os
camundongos do sickness behavior, no entanto, a uliginosina B apresentou um efeito
protetor parcial no comportamento do tipo depressivo induzido por LPS precedido da
natacdo forcada, no teste de supensao pela cauda. Ainda, os resultados demonstram
que a uliginosina B induz um aumento nos niveis da IL-10, glutationa reduzida e de
MCP-1 e especula-se que esses dados possam contribuir para o seu efeito

antidepressivo possivelmente relacionado com outras vias de sinalizagao.

Palavras chave: Hypericum, uliginosina B, antidepressivo, microdialise cerebral,
comportamento de doente e comportamento tipo deprimido, inflamagdo, glutationa

reduzida, IL-10, MCP-1, dopamina, DOPAC, HVA, 3MT, SHT, SHIAA.



ABSTRACT

Hypericum genus is rich in phloroglucinols and it has attracted the attention of the
scientific and medical community, especially the European H. perforatum species, for
its antidepressant properties, partially credited to hyperforin, a monomeric
phloroglucinol. The uliginosin B (ULI) is a dimeric derivative acilphloroglucinol
described in approximately 20 Hypericum species native of South America. Previous
studies have shown that uliginosin B presents antidepressant-like and antinociceptive
in rodents and these effects seem to be at least in part linked to its ability to inhibit
neuronal monoamine reuptake. These data are in agreement with the classic
monoamine theory of depression. However, depression is a multifactorial and
heterogeneous disease. Evidence suggests that activation of immuno-inflammatory
pathways and oxidative and nitrosative stress (O & NS) result in behavioral,
neurochemical and neuroendocrine abnormalities observed in depressive disorders.
Thus, the objective of this work is to deepen the study of potential antidepressant
activity uliginosin B and its mechanism of action, focusing on the monoaminergic
system, neuroinflammation and oxidative stress. The evaluation of the effect of acute
treatment of uliginosine B on the extracellular content of dopamine (DA) and its
metabolites, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), homovanylic acid (HVA) and
3-methoxythyramine (3-MT) and Serotonin (5HT) and its metabolite 5-
hydroxyindolacetic acid (5-HIAA) in the rat nucleus accumbens was performed by the
brain microdialysis technique in awake Wistar rats. It was also carried out assessment
of the effect on behavioral and biochemical parameters related to oxidative stress
(reduced glutathione content, sulfhydryl, thiobarbituric acid reactive species and
catalase activity) as well as the concentration of inflammatory cytokines (IL-6, IL-10,
MCP-1, IFN-y, TNF and IL-12p70) in sickness behavior and depressive-like behavior
LPS-induced preceded by swimming, in CF1 mice. The uliginosin B (30 mg/kg i.p.)
did not alter the extracellular levels of dopamine and its metabolites, and serotonin and
its metabolite. This finding is consistent with a previous result set, failed to
demonstrate the effect of an extract rich in phloroglucinols the same type as uliginosin

B for interstitial concentrations of dopamine and metabolites in nucleus accumbens of



Wistar rats. Still, we can infer that uliginosin B (15 mg/kg v.0.) at this dose and in this
model, did not protect the mice from sickness behavior, however, it showed a partial
protective effect against the depressive-like effect of LPS in the tail suspension test.
Noteworthy, the results demonstrate that uliginosin B induces an increase in IL-10,
reduced glutathione and MCP-1 levels and it is speculated that such data may

contribute to its antidepressant effect possibly related to other signaling pathways.

Keywords: Hypericum, uliginosin B, antidepressant, brain microdialysis, sickness
behavior and depressive-like behavior, inflammation, reduced glutathione, IL-10,

MCP- 1, dopamine, DOPAC, HVA, 3MT, SHT, SHIAA.
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O género Hypericum € conhecido por apresentar plantas com importantes
constituintes e propriedades bioldgicas (Viana et al., 2006, Viana et al., 2005, Barnes
et al, 2001). Sendo extensivamente estudada hd cerca de 20 anos, a espécie
Hypericum perforatum, nativa da Europa, ¢ amplamente utilizada no tratamento da
depressao leve a moderada (Schmidt and Butterweck, 2015). A agdo antidepressiva de
H. perforatum tem sido demonstrada em diferentes modelos animais e em estudos
clinicos (Kasper et al., 2010). Entre os componentes associados aos efeitos desta
espécie podemos citar os derivados do floroglucinol (hiperforina), naftodiantronas
(hipericina) e flavonoides (Rocha et al., 1994; Chatterjee et al., 1998a; Butterweck et
al., 2000; Kasper et al., 2010).

As espécies do gé€nero Hypericum pertencentes a secdes Brathys e
Trigynobrathys, apresentam acilfloroglucinodis diméricos, propostos como marcadores
quimiotaxondémicos destas secdes (Ccana-Ccapatinta et al., 2015). Nosso grupo tem
demonstrado que derivados diméricos de acilfloroglucinol e monomeros de
benzopirano isolados de espécies de Hypericum nativas do RS apresentam atividade
no sistema nervoso central em modelos roedores, notadamente do tipo antidepressiva e
antinociceptiva (Viana et al., 2005, 2006; Rates et al., 2010; Stolz et al., 2010; Haas et
al., 2010, Stein et al., 2012; Centurido et al., 2012, 2014; Ccana-Ccapatinta et al.,
2014; Bridi et al., 2016; Stein et al., 2016; Stolz et al., 2016).

Dentre as espécies nativas do RS, destacou-se Hypericum polyanthemum.
Extratos lipofilicos dessa espécie e o seu principal constituinte, um derivado de
floroglucinol, a uliginosina B (ULI), sdo objetos de pedidos de deposito de patente por
nosso grupo para o uso como antidepressivo € em outras doencgas que envolvam
disfung¢des dopaminérgicas (INPI:P10900614-1; PCT/EP2010/051816). A ULI (figura
1) € um derivado acilfloroglucinol dimérico descrito em aproximadamente 20 espécies

de Hypericum nativas da América do Sul (Ccana-Ccapatinta et al., 2014).
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Figura 1. Estrutura da uliginosina B.

Estudos prévios demonstraram que a ULI apresenta efeito antidepressivo, no
teste da natacdo forgcada e antinociceptivo, inclusive mostrando efeito sinérgico com a
morfina em roedores (Stein et al., 2012, Stolz et al., 2012). Estes efeitos parecem ser,
pelo menos em parte, ligados a sua capacidade em inibir a recaptacao sinaptossomal
das monoaminas (Stein et al., 2012), com consequente ativagdo dos receptores
dopaminérgicos e estimulacdo indireta do sistema opidide e glutamatérgico (Stolz et
al., 2012). No entanto, a ULI ndo se liga aos transportadores monoaminérgicos locais,
indicando que sua agdo ¢ de uma forma diferente da maioria dos antidepressivos. A
Na+K+-ATPase ¢ uma enzima que também estd implicada no processo de recaptagao
das monoaminas e recentemente foi reportado que a ULI foi capaz de aumentar a
atividade desta enzima provavelmente bloqueando os canais de Na" dependentes de
voltagem, interferindo assim na captacdo destes neurotransmissores (Stein et al.,
2016).

Outro estudo demonstrou a participagdo da ULI na sinalizacao purinérgica, que
¢ composta por receptores € enzimas distribuidos no Sistema Nervoso Central. A ULI
mostrou aumentar a disponibilidade de adenosina, com consequente ativagao dos
receptores de adenosina (particularmente Al e A2a), indicando o envolvimento destes
no efeito antinociceptivo deste floroglucinol (Stolz et al., 2016). Desta forma, a ULI
vem se mostrando como um novo prototipo para o desenvolvimento de drogas com
acdo analgésica e antidepressiva, em que seu mecanismo de acdo ainda ndo foi

completamente elucidado.
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Este trabalho serd apresentado na forma de 2 capitulos: o primeiro capitulo
aborda o efeito da ULI sobre a neurotransmissdo monoaminérgica com enfoque na
dopamina e seus metabolitos e foi organizado na forma de um manuscrito. O segundo
capitulo ¢ constituido por artigo cientifico ja& publicado na Revista Brasileira de
Farmacognosia e nele consta a avaliacao dos efeitos da ULI em um modelo animal de
depressao relacionado a neuroinflamacgao, tendo em vista a andlise comportamental e
0s ensaios neuroquimicos relacionados a quantificagao de citocinas inflamatorias e os

parametros de estresse oxidativo.



OBJETIVOS
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Objetivo geral

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho ¢ aprofundar o estudo da
potencial atividade antidepressiva da ULI, através da avaliacdo do efeito deste
floroglucinol sobre a neurotransmissdo monoaminérgica e sobre parametros
comportamentais € neuroquimicos relacionados a neuroinflamacdo e ao estresse

oxidativo:

Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do tratamento com a uliginosina B sobre os niveis
extracelulares de dopamina (DA) e serotonina (5-HT) e seus metabolitos
através da técnica de microdialise cerebral no nucleo accumbens em ratos
acordados;

e Avaliar o efeito da uliginosina B sobre os mediadores inflamatorios e
parametros de estresse oxidativo em camundongos submetidos ao modelo
do comportamento de doente e comportamento tipo depressivo induzido por

lipopolissacarideo (LPS) e natacao forcada.



REVISAO DE LITERATURA



26

A depressdao ¢ a principal causa de incapacidade em todo o mundo e estd
associada a muitas morbidades, além de apresentar um fator de risco elevado para o
desenvolvimento de doenga coronariana e doenga vascular cerebral (Voinov et al.,
2013, Tamminga et al., 2002). Estima-se que, globalmente, 350 milhdes de pessoas de
todas as idades sofram de depressdo (Organizagao Mundial da Saude, 2015).

Mesmo ap6s o diagnostico clinico e acompanhamento médico, muitos pacientes
ndo respondem a terapia farmacologica disponivel. Entre os sintomas mais relatados
encontram-se os distarbios do sono, anedonia, anorexia, diminui¢ao da libido e fadiga
(Leonard, 2014). Além disso, o prolongado tempo de laténcia até a obtencao do efeito
esperado e o alto indice de efeitos adversos muitas vezes dificultam a aderéncia ao
tratamento (Holtzheimer and Mayberg, 2011, Berton and Nestler, 2006; Trivedi et al.,
2006). Por isso, a busca por farmacos alternativos mais efetivos e seguros para o
tratamento deste transtorno ¢ ainda uma necessidade (Holtzheimer and Mayberg,
2011).

A patofisiologia da depressao nao ¢ completamente compreendida. Acredita-se
que ocorram alteragdes e interagdes em varios niveis: neurobioldgico, neuroenddcrino,
neurotréfico (ou molecular) e neuroimune (Miller et al., 2009, Pariante and Lightman,
2008, Duman, 2004, Hirschfeld, 2000). A hipdtese classica sugere que os disturbios
depressivos sdo biologicamente mediados pela disfungdo na via monoaminérgica, visto
que os antidepressivos convencionais agem bloqueando o sitio especifico dos
transportadores monoaminérgicos ou inibindo a a¢do da enzima monoaminoxidase
(Tamminga et al., 2002, Hirschfeld, 2000).

Porém, vérias evidéncias atuais apontam para uma maior complexidade da
neurobiologia deste distirbio do humor, indicando novos alvos bioldgicos, o que
demanda novos estudos e, também, possibilita a busca de farmacos com novos
mecanismos de agdo. Em nivel neuroendocrino, a presenca constante de estresse,
(Sairanen et al., 2006) determina uma desregulagao do controle da liberagao de cortisol
e, consequentemente, do funcionamento de eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), o
que, por sua vez, resulta na reducao dos niveis do fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF), afetando a neurogénese no hipocampo e no cortex pré-frontal (Sales

et al., 2011, Sarris et al., 2009, Tamminga et al., 2002, Duman et al., 1999). Essas
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alteragdes predispdem ao quadro depressivo na presenga do estresse cronico. Além
disso, niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6) no soro ou no
plasma de pacientes depressivos sugerem o envolvimento do sistema imune neste
processo (Dowlati et al.,, 2010, Dantzer et al., 2008). Além disso, relatos da
participagdo de mecanismos do estresse oxidativo em doengas neuropsiquiatricas, tém
surgido na literatura (Sarandol et al., 2007, Rawdin et al., 2013).

Inicialmente, a depressdo foi considerada um transtorno do humor
primariamente associado ao humor diminuido e secundariamente associada a outros
sintomas (Lewis, 1934). Atualmente, as pesquisas consideram a depressao como uma
desordem heterogénea com uma dimensao de sintomas “cognitivos” e “somaticos”
relacionados com a estimulagdo do sistema imune e questdes cardiovasculares
(Dannehl et al., 2014). Os critérios atuais utilizados para o diagnostico e classificagao
dos estados depressivos se encontram no Manual Diagnostico e Estatistico dos

Transtornos Mentais, em sua quinta edi¢ao, lancado em 2013 (DSM-V).

Monoaminas e depressio

Os avangos nas técnicas de imagem facilitaram a visualizacdo dos circuitos
neurais limbico-cortical-estriatal-palido-talamico, interligados com a fisiopatologia da
depressdao (Drevets et al., 2008). Apesar de, esta rede neural apresentar areas
histologicamente e imunocitoquimicamente diferentes, estas vias se mostram
envolvidas com auto-referéncia, medo, ansiedade, resposta visceral, bem como a
avaliacdo do estimulo e recompensa (Price and Drevets, 2012). Sendo assim, a
conectividade  dos  neurotransmissores =~ monoaminérgicos  (serotonérgicos,
noradrenérgicos e dopaminérgicos) faz parte destes circuitos (Hamon and Blier, 2013).

Ha evidéncias do envolvimento do ntcleo accumbens e area tegmental ventral
(VTA) na regulacao do humor com destaque para a depressao. A hipotese de que esta
via pudesse mediar o comportamento tipo depressivo foi proposta inicialmente na
década de 80, baseada em estudos com antagonistas dos receptores de dopamina

(Wise, 1982).
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Alguns trabalhos mostram que o estresse em modelos animais de depressao,
ativa os neuronios dopaminérgicos da VTA e assim estimula a transmissao
dopaminérgica para os seus alvos limbicos como o nucleo accumbens (Di Chiara et al.,
1999, West et al., 2003, Pallis and Spyraki, 2001, Yadid et al., 2001). Ha relatos de
que a terapia com antidepressivos também pode influenciar a atividade dopaminérgica
na regido da VTA e os seus alvos (Cyr et al., 2001, Renard et al., 2001). Entretanto,
esta questdo ndo ¢ um consenso entre os pesquisadores em razdo de ter sido dado um
enfoque maior nas vias serotonérgicas e noradrenérgicas € outros circuitos vinculados
ao hipocampo e cortex cerebral na neuroquimica deste disturbio (Nestler and Carlezon,
2005).

Esta observacdo tem sido evidenciada indiretamente. Por exemplo, foram
encontradas reduzidas concentracdes do metabolito da dopamina, 4acido
homovanilinico (HVA), no fluido cerebroespinhal de pacientes deprimidos; agonista
do receptor de dopamina (pramipexole) mostrou efeitos antidepressivos em estudos
controlados por placebo (Chantal, 2009). Além disso, outros estudos relataram que a
atividade do nucleo accumbens estd reduzida na depressdo e que isto € resultado da
“auséncia” da fun¢do da recompensa refletida no sintoma de anedonia, muito comum
em pacientes depressivos e da reduzida fungdo psicomotora (Nestler and Carlezon,
2005, Russo and Nestler, 2013, Mizaki et al., 2016).

De fato, poucos estudos investigaram a correlagdo neural da anedonia na
depressao (Chantal, 2009), alguns pesquisadores acreditam que ¢ necessaria a
associacdo de estudos de imagem do ntcleo accumbens de pacientes com a depressao
aliado a exame neuropatologico do tecido cerebral post mortem (Russo and Nestler,
2013). No entanto, a avaliagdo da concentragdo dos niveis intersticiais dos
neurotransmissores monoaminérgicos, através da microdialise cerebral, se apresenta
como uma relevante técnica na investigacdo da fungdo fisioldgica e patoldgica dos
sistemas neuronais bem como do efeito farmacologico de drogas relacionadas a estes

sistemas (Mitala et al., 2008).
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Monoaminas biogénicas

As monoaminas biogénicas, tais como a dopamina (DA), a 5-hidroxitriptamina
(5-HT) e a noradrenalina (NE), constituem um grupo de neurotransmissores,
amplamente distribuidos nos SNC e periférico (Allen et al., 2017). Elas desempenham
um papel relevante na regulacdo das funcdes comportamentais, imunoldgicas e
fisiologicas nos vertebrados e sdo importantes nas investigagdes de doengas
neurologicas como a depressdo, esquizofrenia e doenga de Parkinson (Allen et al.,
2017, Schou-Pedersen et al., 2016).

A origem dos neurotransmissores pode ser tanto neuronal (monoaminas) quanto
extraneuronal (neurotransmissor glutamato). Os neurotransmissores monoaminérgicos
sdo armazenados em vesiculas no nervo terminal por um transportador vesicular
monoaminérgico (VMAT) especifico. Quando o potencial de agdo atinge o nervo do
terminal monoaminérgico, ocorre a abertura de canais de calcio ativados por voltagem
dependente, resultando na liberagdo da monoamina na fenda sinaptica por exocitose,
como também podem ser liberados ao longo do axdnio (por varicosidades) e / ou
através da somata e dendritos (Elhwuegi, 2004; Anderzhanova e Wotjak, 2013).
Assim, as monoaminas liberadas agem sobre receptores especificos localizados em
membranas pos-sindpticas ou pré-sinapticas (Elhwuegi, 2004).

Em condigdes fisiolégicas normais, a DA captada no interior da célula pré-
sinaptica ao entrar no citosol pode ser reciclada em vesiculas para ser utilizada em
posterior neurotransmissdao ou pode ser deaminada e carboxilada a acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) pela enzima monoamino oxidase (MAQO) intracelular.
O DOPAC formado no citosol do neurononio € liberado para o meio extracelular onde
¢ convertido no &cido homovanilico (HVA) pela enzima catecol-O-metiltransferase
(COMT). A DA que ndo foi recaptada ¢ metabolizada a 3-metoxitiramina (3MT)
através de metilagdo seqiiencial pela COMT e pela MAO existente nas células gliais
(Cooper et al., 20006).

Ja a NE ¢ metabolizada a 3-metoxi-4-hidroxi-fenilglicol (MHPG) pelas enzimas
MAQO, aldeido desidrogenase (AD) e COMT e a 5-HT gera o metabolito acido 5-

hidroxi- 3-indolacético (5-HIIA) através da acdo da enzima MAO-A. Assim, as aminas
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biogénicas sdao metabolizadas pela enzima MAO ja as catecolaminas sdo

metabolizadas pela COMT, figura 2 (Kurian et al., 2011).
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Figura 1. Esquema do metabolismo das monoaminas biogénicas. MAO= monoamine oxidase. AD=
aldehyde dehydrogenase. 3-MT= 3-methoxytyramine. DOPAC= 3,4- dihydroxyphenylacetic acid. 5-
HIAA= 5-hydroxyindoleacetic acid. HVA= homovanillic acid. MHPG= 3-methoxy-4-
hydroxylphenylglycol. Adaptado de Kurian et al., 2011.

As monoaminas DA, 5-HT e a NE ndo dao origem a potenciais sindpticos
excitatorios e inibitérios, diferentemente de outros neurotransmissores, mas agem
sobre receptores acoplados a proteina G, dando origem a segundos mensageiros pela
ativacdo de enzimas. Com exce¢do de um subtipo de receptore de SHT que esta
conectado ao canal i6nico regulado por ligante. Além disso, cada monoamina pode ser
recaptada por um transportador especifico no neurénio pré sindptico ou nas células
gliais: DAT ¢ o transportador de DA, NET ¢ o transportador de NE e SERT, o
transportador de 5-HT (Stahl et al., 2008).

Dessa forma, a concentracdo extracelular dos neurotransmissores, como as
monoaminas, vai depender do estado de autorreceptores, dos transportadores
especificos e das enzimas responsaveis por seu metabolismo. Outros fatores menos
particulares também influenciam no conteudo extracelular dos neurotransmissores
como: transporte de substincias passivas por difusdo, perda de liquido
cefalorraquidiano (LCR) e sangue, decaimento oxidativo e nivel do metabolismo
energético (Anderzhanova e Wotjak, 2013).

Os neurotransmissores monoaminérgicos € seus respectivos metabolitos
podem ser quantificados nos tecidos cerebrais € em amostras biologicas tais como

sangue, saliva e urina (Bidel et al., 2016). Existem varias técnicas para monitorar as
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alteragdes quimicas no compartimento extracelular do cérebro, como push-pull,
voltametria in vivo, voltametria ciclica rapida, microdidlise e preparacdes com
homogenatos e fatias cerebrais (Anderzhanova e Wotjak, 2013).

A mais antiga foi a técnica de perfusdo push pull desenvolvida por Gaddum
(Gaddum, 1961) e Myers (Myers, 1972) e que posteriormente deu origem a
microdialise. Esta técnica necessita de duas diferentes canulas inseridas no cérebro do
animal. Em uma delas ¢ infundido o liquido cerebral artificial (mimetiza o fuido
cerebroespinal) e na outra a amostra ¢ coletada. Neste sistema, a grande desvantagem,
¢ que o tecido cerebral fica em contato direto com o meio de perfusdo, podendo gerar
perda da resolucao temporal e uma lesao tecidual (Kraus and Philippu, 2015).

A voltametria in vivo consiste na deteccao da atividade eletroquimica por meio
da implantag¢do de eletrodos de carbono na regido do cérebro de interesse. A maioria
dos neurotransmissores podem ser oxidados ou reduzidos na superficie destes
eletrodos através da aplicacdo de um potencial elétrico. Porém, para alguns compostos,
a diferenca entre os potenciais de oxidacdo pode ser minima, reduzindo a
especificidade da analise (Anderzhanova e Wotjak, 2013).

J4 a voltametria ciclica rapida fornece uma maior seletividade, sensibilidade e
uma resolugdo quimica e temporal. E uma técnica eletroquimica que apresenta um
microeletrodo de fibra de carbono com um didmetro de 7 um que pode ser inserido na
regido cerebral. Além disso, ¢ considerada uma poderosa técnica para medir alteracdes
rapidas nos niveis dos neurotransmissores e seus metabolitos, como da DA, durante
uma estimulagdo elétrica (Nguyen and Venton, 2014). No entanto, esta técnica ndo
deve ser utilizada na mensuracdo da concentracdo basal dos analitos em condi¢do
fisiologica. (Anderzhanova e Wotjak, 2013). Atualmente, a voltametria ciclica rapida ¢
utilizada para detectar varias moléculas biologicas tais como dopamina, noradrenalina,
serotonina e histamina (Nguyen and Venton, 2014).

A quantificagdo do conteudo de neurotransmissores pode ser realizada
utilizando homogenatos ou fatias cerebrais. Esta metodologia fornece dados sobre a
quantidade total de cada neurotransmissor e seus metabolitos. No entanto, com este

tipo de analise ndo ¢ possivel realizar estudos dindmicos do metabolismo dos
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neurotransmissores, uma vez que a andlise do tecido fornece dados neuroquimicos
num ponto isolado de tempo (Croushore and Sweedler, 2013).

Uma das técnicas mais frequentemente utilizadas em modelo animal é a
microdialise. A microdidlise cerebral surgiu na década de setenta e tem sido utilizada
para monitorar alteracdes dindmicas nas concentragdes extracelulares de diversos
sistemas neurotransmissores (dopaminérgicos, colinérgico e glutamatérgico) bem
como avaliar as substancias endogenas (hormonios) ou exogenas nos fluidos corporais
(Chefer et al., 2009). Neste contexto, a microdidlise, por ja estar implementada em
nosso laboratorio, € a técnica de escolha para a coleta das monoaminas e serd melhor

abordada neste trabalho.

Microdialise

Desde a sua introdugdo até o presente a microdialise cerebral ¢ uma técnica
bem estabelecida e extensivamente usada na fisiologia experimental, com enfoque nos
estudos de farmacocinética, neuroquimica, neurotoxicologica e neurofarmacoldgica
(Anderzhanova et al., 2013). Esta técnica pode ser aplicada em qualquer tecido, em
humanos ou animais, que se possa inserir uma sonda de microdialise que ¢ composta
por uma membrana semipermeavel (Ungerstedt and Hallstrom, 1987, Plock and Kloft,
2005).

A técnica da microdialise foi primeiramente aplicada no tecido cerebral, onde
Ungerstedt e Pycock (1974) investigaram a neurotransmissao de dopamina (DA) no
cérebro de rato (Ungerstedt and Pycock, 1984). Dessa forma, o estudo dos
neurotransmissores € suas concentragdes extracelulares através desta técnica tem sido
relevante na tentativa de melhor conhecer seus mecanismos de liberacao e regulagdo
frente a diversos estimulos (Fillenz, 2005).

Em geral, o experimento ¢ realizado através da implantacdo de uma sonda,
constantemente perfundida por uma solucao conhecida e que se assemelhe ao liquido
intersticial do tecido a ser analisado, permitindo assim a difusdo de moléculas do meio
intersticial para o fluido perfundido, devido ao gradiente de concentragdo gerado (Lee

et al., 2013). Dessa forma, o principio da técnica ¢ baseado na difusdo passiva e o
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liquido resultante desta perfusdo ¢ analisado quimicamente e corresponde a
composicao do fluido extracelular (La Pena et al., 2000). A microdiélise € uma técnica
analitica que permite a coleta e posterior anélise de qualquer molécula que possa ser
difundida pelos poros da sonda de didlise (Chefer et al., 2009).

A sonda de microdialise normalmente é constituida por dois capilares, um
referente a entrada do liquido de perfusdo (inlet) e outro referente a saida deste liquido
(outlet) bem como uma membrana semipermeavel localizada na extremidade terminal,
figura 3 (Plock and Kloft, 2005). Os capilares sao feitos com materiais do tipo silica
fundida, teflon ou polietiléster cetona. As membranas diferem em relacdo ao material
usado e o tamanho do poro. Entre as substancias comuns utilizadas como materiais de
membrana encontram-se o acetato de celulose, éter policarbonato, polietersulfona ou

cuprofano (Nandi et al., 2009).
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Figura 2. (A) Sonda de microdialise, (B) Esquema do transporte de moléculas que ocorre na
membrana semipermeavel da sonda de microdialise (Plock and Kloft, 2005).
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O tamanho de poro (cut off) varia entre 6 ¢ 100 kDa e deve ser escolhido
conforme a molécula que se deseja estudar. Membranas convencionais sdo construidas
com tamanho de poro de 20 kDa e permitem a analise de moléculas menores como
glicose e glutamato (Hocht et al., 2007).

As sondas podem ser inseridas no cérebro vertical ou transcerebralmente e
podem ser encontradas sondas do tipo concéntricas (I-shapped), tipo loop ou U-shaped
e as sondas transcerebrais. As sondas do tipo concéntricas (I-shapped), inseridas
verticalmente, sdo normalmente as mais empregadas em estudos neuroquimicos
(Hocht et al., 2007).

Geralmente utilizam-se membranas de sondas que variam de 1-4mm em
estudos com animais, dependendo do local do cérebro onde sera inserida a sonda. Em
experimentos de microdialise cerebral geralmente se trabalha com uma faixa de fluxo
que varia de 0,5-3 uL/min e o intervalo de tempo de coleta entre as amostras ¢ de 1-
20min (Nandi et al., 2009).

As vantagens e desvantagens da técnica t€m sido revisadas em varios trabalhos
(Westerink et al., 1987; Benveniste, 1989; Westerink and Justice, 1991; Khan and
Shuaib, 2001; Plock and Kloft, 2005). Entre algumas das vantagens da microdilise ¢
que esta técnica permite a implantacdo de uma ou mais sondas para analisar o analito
em sitios especificos; mantém os fluidos biologicos; permite a coleta de diversas
amostras em um periodo de tempo; os animais permanecem acordados durante o
experimento; ainda o dialisado fica livre de proteinas, facilitando a etapa de andlise.
Entre as limitacdes, estdo o risco de trauma e dano tecidual, alteracdes na barreira
hematoencefilica; contaminagdo bacteriana, o tamanho da particula do analito deve ser

compativel com o poro da sonda e a necessidade de validar um método analitico.

Quantificacao de neurotransmissores

Entre os primeiros métodos relatados para quantificar as monoaminas
biogénicas e seus metabolitos podemos citar os ensaios radioenzimdticos e
imunologicos. Devido aos avancos nesta area, também foram aprimorados os métodos

cromatograficos de separagao das monoaminas como a cromatografia liquida de alta
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performance (HPLC) e a eletroforese capilar. Estes métodos analiticos podem ainda
ser acoplados a uma variedade de detectores como ultravioleta (UV), fluorescéncia,
eletroquimica (ECD) e espectrometria de massa (MS) (Bicker et al., 2013; Bidel et al.,
2015).

Dentre estes métodos, a HPLC acoplada ao detector eletroquimico ¢
considerada o método de escolha para as andlises das monoaminas biogénicas e seus
metabolitos, devido a sua maior sensibilidade e seletividade em comparagao aos outros
métodos analiticos. Além disso, a maioria das monoaminas biogénicas pode ser
oxidada, as catecolaminas, por exemplo, geram espécies quinonas (Tsunoda, 2006). A
dopamina e a noradrenalina sdo oxidadas nos grupos de anel hidroxil com a liberagao
de dois elétrons. Os detectores eletroquimicos medem a corrente associada a oxidagao
ou reducdo dos solutos na amostra de analise. As técnicas eletroquimicas envolvem a
aplicagdo de um potencial elétrico promovendo a oxidacdo ou redugcdo do composto
proxima a superficie do eletrodo, seguido da medida da corrente produzida. Existem
dois tipos de detectores eletroquimicos: amperométricos € os coulométricos. No
amperométrico, a substanica flui sobre o eletrodo e apenas uma por¢do da espécie
eletroativa sofre o processo de oxidacdo ou redugdo, no coulométrico praticamente
grande parte das espécies eletroativas sofrem o processo de oxidagcdo ou redugdo,

dessa forma, se adquirindo uma maior sensibilidade (Bicker et al., 2013).

Neuroinflamacio e a fisiopatologia da depressao

Ha uma rica literatura mostrando o envolvimento das citocinas bem como dos
fatores inflamatorios e do estresse oxidativo na fisiopatologia das doencas
neuropsiquiatricas como a depressao (Schiepers et al., 2004; Miller et al., 2009;
Capuron and Miller, 2011). A sintese de citocinas ocorre ativada pelo estresse gerado
externo ou internamente aliado a  ativagdo do  sistema  nervoso
simpatico/catecolaminas. Assim, estas moléculas apresentam um papel central ao
interagir com as vias relacionadas com a deplecdo de neurotransmissores (hipdtese

monoaminérgica), com a via neuroendocrina, plasticidade neural e a neurogénese,
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resultando num complexo sistema interligado que origina a depressao, figura 4 (Jeon
and Kim, 2016).
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Figura 3. Esquema das vias relacionadas com a fisiopatologia da depressdo. 5-HT: Serotonin;
BDNF: Brain derived neurotrophic factor; GR: Glucocorticoid receptor; HPA: Hypothalamic-
pituitary-adrenal; IDO: Indoleamine-2,3-dioxygenase; NMDA: N- methyl-Daspartate. Jeon and Kim,
2016.

Citocinas e depressao

As citocinas sdo proteinas (8—60 kDa) mensageiras que modulam e coordenam
diferentes tipos celulares, inclusive as células do sistema imune (O’Brien et al., 2004).
A hipdtese do possivel papel destas moléculas mensageiras na neurobiologia da
depressdo comegou a ser evidenciada a partir da observacdo em estudos clinicos e
experimentais (Dantzer e Capuron 2002; Dunn et al., 2005).

O SNC ¢ constituido por uma sinaliza¢ao imune elaborada, que varia conforme
a idade e regido cerebral (Galea et al., 2007). Células imunes fagociticas (macrofagos),
situados no plexo cordide e nas meninges cerebrais, bem como, células da microglia e
astrocitos, células do sistema imunologico residentes no SNC, apresentam um
importante papel no controle da resposta imune inata (Dantzer, et al., 2008). Toda essa

rede celular (células gliais e ndo neuronal) ndo somente produzem e liberam citocinas
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e mediadores, mas expressam receptores de citocinas, amplificando toda essa resposta
inflamatoria central (Raison et al., 2006, Dantzer, et al., 2008).

A quantidade de citocina periférica produzida depende do estado de ativagdo
imune. No processo inflamatério estdo presentes as citocinas prd inflamatorias,
incluindo, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) bem
como, em menor quantidade as citocinas anti-inflamatérias 1L-4, IL-10 e IL-13
(Schiepers et al., 2004).

A comunicagdo entre o cérebro e o sistema imune periférico pelas citocinas pro-
inflamatdrias ocorre por diferentes importantes vias: humoral, neural e a celular
(Schiepers et al., 2004; Miller et al., 2009; Capuron and Miller, 2011). A via Humoral
compreende a producdo de citocinas pro-inflamatdrias por macrofagos € mondcitos
ativados que se difundem pelos o6rgdos circunventriculares e plexo cordide. No
parénquima cerebral, também ocorre a liberacdo de segundos mensageiros tais como
as prostaglandinas e 6xido nitrico pela ativacao das células endotelias. Na via Neural a
producdo das citocinas pro-inflamatoérias por células fagociticas ativadas estimula as
fibras do neurdnio aferente primdrio, no nervo vago, que transmite os sinais das
citocinas para o nucleo do trato solitario e para o hipotdlamo (Dantzer, 2008, Capuron
and Miller, 2011). Na via Celular, descoberta mais recentemente, as citocinas pro-
inflamatorias como TNF-o estimulam a producdo da proteina quimiotatica de
mondcitos-1 (MCP-1) pela microglia a fim de recrutar monocitos para o cérebro
(D’Mello et al., 2009, Capuron e Miller, 2011). Estas vias agem simultaneamente ¢
dependem do local especifico de ativagdo do sistema imune e da quantidade de
citocinas circulantes no sangue (Schiepers et al., 2005). Em nivel molecular, o fator de
transcri¢do nuclear kB (NF-kB) nos macréfagos tem o relevante papel na expressao
dos mediadores inflamatérios ativado por vérias vias de transducao de sinais celulares,

figura 5 (Nadjar et al., 2005).
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Figura 4. Esquema das vias de comunicacgdo da periferia ao cérebro: humoral, neural e celular. CVOS:
orgdos circunventriculares, PGE2: prostaglandinas, NO: 6xido nitrico, NTS: ntcleo do trato solitario,
MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos. Adaptado de Capuron et al., 2011.

Citocinas e 0 Comportamento de doente

A producao de citocinas pro-inflamatdrias no cérebro pode ser estimulada pela
administragdo sist€émica de citocinas, pela exposicao a estressores psicoldgicos, bem
como a exposicao ao lipopolissacarideo (LPS) ou agentes infecciosos tais como
Salmonella typhi e Bacille Calmette-Guerin (BCG) (Dantzer et al., 2008; Capuron and
Miller, 2011).

O lipopolissacarideo (LPS) ¢ uma endotoxina derivada da membrana celular de
bactérias gram-negativas. E considerado um importante indutor do sistema imune. A
administracdo desta endotoxina, tanto central quanto periférica, ¢ frequentemente
utilizada em estudos que associam a depressao a neuroinflamag¢do em modelos animais
(Biesmans et al., 2013) e induz a expressao de IL-10, outros mRNAs de citocinas pro-

inflamatorias e proteinas no cérebro (Dantzer et al., 2008). A indu¢do da produgdo de
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citocinas pro inflamatorias a partir dos macréfagos ocorre através da ligagdo do LPS a
receptores especificos, conhecidos como Toll-like 4 (TLR4). Esses receptores sdo
expressos em células mononucleares do sangue periférico, microglia, astrocitos e
neurénios. Em geral, TLR4 identificam padrdes moleculares associado a patdgenos
(PAMPS) e induzem uma resposta imune inata através da ativacdo de NF-kB e
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) (Tonelli et al., 2008).

Alguns estudos mostram que apds a administracdo do LPS em animais o
comportamento de doente se instala e normalmente atinge picos de 2-6 h pods
tratamento ¢ que 24 h pds administracio do LPS os animais apresentam o
comportamento do tipo deprimido, figura 6 (Frenois et al., 2007; Dantzer et al., 2008;
O’connor et al., 2009).

O comportamento de doente ¢ caracterizado principalmente por letargia,
anedonia, anorexia, prejuizo cognitivo, sintomas estes similares aos ocorridos na
depressao (Dantzer et al., 1999). No modelo animal, o comportamento do tipo
deprimido ¢ avaliado pela diminuicdo do consumo de sacarose, representado na
condi¢do de anedonia e aumento da imobilidade (ou desespero comportamental)
observado no teste da natagdo forcada ou no teste de suspensdo pela cauda sem que
ocorra alteracdo da atividade locomotora (Dantzer et al., 2008; Capuron and Miller,
2011).

No entanto, outros estudos pré clinicos observaram o comportamento tipo
deprimido no periodo anterior as 24 h (Yirmiya, 1996; Zhu et al., 2010) e outros
relataram ainda sinais do comportamento de doente no periodo de 24h pos
administragdo do LPS (Godbout et al., 2005; Godbout et al., 2008).

Neste contexto, ¢ importante salientar que os estudos com animais que utilizam
o LPS como indutor do sistema imune para obten¢do do comportamento do tipo
deprimido frequentemente apresentam diferencas em relagdo a dose e o sorotipo de
LPS utilizados, periodo, via de administragao e principalmente em relagao ao desenho
experimental elaborado, muitas vezes dificultando o entendimento de alteragdes
tempo- dose dependente nas analises comportamentais € no Processo

neuroinflamatorio.
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Segundo Dantzer et al., (2008) o modelo animal utilizado com o propdsito de
elucidar o papel das citocinas na fisiopatologia da depressao deve ter a capacidade de
mostrar especificadamente o comportamento do tipo deprimido em animais estimulado
pelo sistema imune (validade de face) e que estas alteracdes comportamentais sao

revertidas com tratamento antidepressivo efetivo na clinica (validade preditiva).
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Figura 5. Comportamento de doente e comportamento tipo deprimido em camundongos induzidos por
endotoxina em roedores. Adaptado de Dantzer et al., (2008).

Possiveis mecanismos ocorridos na depressio induzidos pelas citocinas

Hé4 evidéncias que as citocinas contribuam para o desenvolvimento da
depressao através da interacdo com importantes vias de sinaliza¢do relacionadas ao
metabolismo neurotransmissor, fun¢ao neuroendocrina e plasticidade neural (Raison et

al., 2006, Dantzer et al., 2008).

Efeito das citocinas no metabolismo dos neurotransmissores

As citocinas interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) podem

ativar a enzima Indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) por meio da estimulacdo de
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algumas vias de comunicagdo celular, tais como transdutor de sinal e ativador de
transcricdo la (STAT 1-a), fator regulador de interferon (IRF)-1, NF-kB e p38, uma
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) (Capuron et al., 2011, Miller et al.,
2009).

A IDO esta presente em células endoteliais cerebrais, macrofagos
perivasculares, astrocitos e microglia (Liu et al., 2015). Esta enzima € responsavel pela
degradagdo do triptofano em quinurenina (KYN). Reduzidas concentragdes de
triptofano podem influenciar a neurotransmissao serotoninérgica, visto que este
aminodcido essencial ¢ precursor da sintese de serotonina (Dantzer et al., 2008).

KYN ¢ degradado em 3-hidroxiquinurenina (3-HK) e acido quinolinico (QA)
ou acido cinurénico (KA) por duas vias catabolicas distintas. 3-HK gera espécies
reativas de oxigénio (ROS) que estd envolvido na rota do estresse oxidativo, QA ¢ um
agonista do receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) e KA ¢ um antagonista do
receptor NMDA, que parece exercer atividade neuroprotetora. Desta forma, ¢
conhecida a importancia do papel glutamatérgico (receptor NMDA) na depressao
(Sanacora et al., 2004) e um desequilibrio nos metabdlitos da via da KYN pode
contribuir para a etiogénese da depressao associada a inflamagao, figura 7 (Dantzer et
al., 2008).

A atividade enzimatica da IDO ¢ aumentada em estados de ativagdao aguda ou
cronica do sistema imune, como por exemplo, através do tratamento dos pacientes com
imunoterapia ou mesmo em condicdo de doengas cronicas como aterosclerose e
doenca cardiaca coronaria. Em modelo experimental com camundongos, a ativagao do
receptor TLR4 por LPS ou inoculagdo do BCG induz um aumento nos niveis da
citocina INFY e consequentemente ativacao da IDO, eventos esses relacionados com o
desenvolvimento do comportamento tipo depressivo (Lestage et al., 2002, Moreau et
al., 2005). O bloqueio da IDO, através da inibicdo da expressdo de citocinas com o
anti- inflamatorio minociclina (derivado de tetraciclina) ou até mesmo pela inibicdo da
referida enzima com o 1-metiltriptofano (1-MT) (inibibidor competitivo da IDO),
impediu o desenvolvimento do comportamento tipo depressivo induzido por LPS
(O'connor et al., 2009). Além disso, Liu e colaboradores (2015) mostraram que o

tratamento com minociclina, infliximab (anticorpo monoclonal contra TNF a) ou 1-
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MT também impediram o desenvolvimento do comportamento tipo deprimido em
camundongos expostos ao estresse cronico moderado imprevisivel.

Ainda, pode-se observar que o fator disponibilidade de triptofano e a
estimulacao da IDO nao necessariamente induzem o comportamento tipo depressivo
através da deficiéncia de serotonina. Um aumento na producdo de acido quinolinico
(agonista glutamatérgico) através da aumentada atividade da IDO, na via quinurenina,
influencia tanto a neurotransmissao glutamatérgica quanto a neurotransmissao
serotoninérgica. Um estudo mostrou que o comportamento tipo depressivo induzido
por LPS em camundongos foi mediado pela ativagio do receptor NMDA,
provavelmente como consequéncia da formacdo de acido quinolinico e que o
tratamento com cetamina (inibidor do receptor NMDA) foi efetivo em inibir o
desenvolvimento deste déficit comportamental (Walker et al., 2013). Desta forma,
pode-se inferir que o desenvolvimento da depressdo pode estar interligado com a
aumentada atividade da IDO e seus metabdlitos resultado da alteracdo da
neurotransmissao serotoninérgica e glutamatérgica (Miller and Schwars, 2007).

Além disso, as citocinas e suas vias de sinalizacdo podem afetar a sintese,
recaptagdo e liberacdo das monoaminas cerebrais e estes efeitos nas células podem
ocorrer por meio das vias de sinalizacdo de proteina quinase ativada por mitogeno
(MAPK). Como exemplo, p38 e quinases reguladas por sinais extracelulares
(ERK1/2), sao responsaveis pela regulacao de importantes atividades celulares, como
proliferacdo, expressdo génica e apoptose e podem aumentar a atividade de
transportadores de membrana para a serotonina, dopamina e noradrenalina. Zhu et al.,
(2006) mostrou que as citocinas IL-1 e TNF-a podem aumentar a expressdo e
atividade neuronal do transpostador de serotonina (SERT) e assim aumentar a
recaptacdo deste neurotransmissor em sinaptossomas de cérebro de rato através da via
de sinalizacdo p38 MAPK. Foi demonstrado também que a ativagdo da via p38 em
cé¢lulas mononucleares de sangue periférico foi asssociada a concentracdes reduzidas
do metabodlito de serotonina, 5- 4cido hidroxiindoleacético (5-HIAA no fluido
cerebroespinhal de macacas rhesus juvenil, que foram maternalmente abusadas e
tiveram elevada rejei¢do na infancia, (exposicdo ao estresse) (Sanches et al., 2007).

Assim, estes dados sugerem que as citocinas auxiliadas por outras vias de sinalizagao
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celular (MAPK) podem influenciar no metabolismo das monoaminas cerebrais

contribuindo para uma reduzida disponibilidade destas aminas biogénicas na fenda

sinaptica.
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Figura 6.Via da quinurenina: Degradacdo do triptofano. TDO: triptofano dioxigenase. IDO:
indoleamina 2,3 dioxigenase NMDA receptor: receptor N-metil-D-aspartato. Adaptado de Dantzer et
al., 2008.

Efeitos das citocinas na funcao neuroenddcrina

A ativacdo das citocinas pode exercer profundos efeitos estimulatorios nos
hormonios do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA), consistente com a
patofisiologia da depressao (Doczy et al., 2009). Estes efeitos sdo mediados por uma
rede de sinalizacdo de citocinas e de seus receptores localizados nos tecidos do eixo
HPA (Silverman et al., 2005).

Foi relatado que as citocinas, quando administradas de forma aguda,
estimularam a expressao e liberacdo do hormonio liberador de corticortrofina (CRF),
do hormonio adrenocorticotrofico (ACTH), bem como do horménio cortisol, todos
encontrados elevados em pacientes diagnosticados com depressdao (Pariante and
Miller, 2001). No entando, outros estudos demonstraram que a administragdo cronica
de citocinas (IFNa) ou a ativacdo imune cronica em pacientes ou em experimentos
com animais nao foi associada a alteracdo da resposta aos hormonios no eixo HPA

(Wichers et al., 2007, Capuron et al., 2003b).
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As citocinas parecem exercer seus efeitos na regulagdo do feedback negativo do
eixo HPA (Pace and Miller, 2009). Um mecanismo pelo qual estas proteinas podem
modular a funcdo do eixo HPA ¢ exercendo efeitos inibitdrios no receptor para
glicocorticéide (GR). Desta forma, por meio de outras moléculas de sinalizagdo
inflamatoria tais como, NF-kB, p38 MAPK e STATS, as citocinas podem reduzir a
funcdo do GR, impedindo a translocagdo do mesmo do citoplasma para o nucleo ou
através de interagdes proteina-proteina nuclear inibindo assim a ligagdo do GR-DNA.
Ainda, as citocinas podem influenciar na expressao do GR, promovendo uma
diminui¢ao do GRa, que representa a forma ativa e aumentando o GRp, que representa
a forma inerte do GR (Pace et al., 2007).

A resisténcia dos glicocorticoides manifestada por elevada concentracdo de
cortisol, foi observada em estudos completados por testes da fungdo neuroenddcrina,
que avaliaram a supressio de ACTH e de corticosterdides pelo glicocorticoide
sintético dexametasona (DEX), como o teste de supressdo da dexametasona (TSD) e o
teste de estimulagdo do CRH (teste DEX/CRH), mais sensivel para detectar a
desregulacdo do eixo HPA. Através destes testes observou-se uma elevada
concentragdo de cortisol, descrita em pacientes com depressdo bem como uma
diminuida inibi¢do mediada por glicocorticdéide das respostas imune in vitro (Pariante
and Miller, 2001).

Assim, as citocinas, interagindo com importantes vias de sinaliza¢do celular,
exibem a capacidade de modular a fun¢dao do eixo HPA, que resulta na alteracdo da
secre¢ao dos glicocorticoides bem como da funcdo dos GR, efeitos relevantes

implicados no desenvolvimento da depressao (Capuron and Miller, 2011).

Efeitos das citocinas na plasticidade neural

Em condigdes fisioldgicas, as citocinas como IL-1 e TNF-a tem a capacidade de
providenciar suporte troéfico aos neurdnios, favorecendo a neurogénese e contribuindo
para a funcao cognitiva (Bernadino et al., 2008, Goshen et al., 2007). No entanto, a
excessiva producao de citocinas, mobilizadas através da ativacdo do sistema imune

inato periférico por meio do estresse agudo ou crénico leva a uma reducdo na
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neurogénese em dereas cerebrais vinculadas ao comportamento e cognicao (Calabrese
etal., 2014).

Os efeitos das citocinas e mediadores neuroinflamatorios induzidos pela
inflamacao podem também afetar elementos das células gliais através do aumento da
liberagdo de glutamato, diminuicao dos seus transportadores e consequente diminui¢ao
da sua recaptacdo (Tilleux and Hermans, 2007). Mecanismo este manifestado pela
excitotoxicidade celular e diminuida producdo de fatores tréficos como o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (Haydon and Carmignoto, 2006). Ainda,
astrocitos e células da microglia, induzidos por IL-1 e TNFa, podem liberar espécies
reativas de oxigénio (ROS) que em combinacdo com 4cido quinolinico pode induzir o
estresse oxidativo, prejudicando neurénios e oligodendrocitos (Ida et al., 2008,
Buntinx et al., 2004).

Foram detectadas, por ressonancia magnética, alteracdes estruturais e
volumétricas no cérebro de pacientes depressivos em regides como o hippocampo,
amigdala, cortex prefrontal, cingulado anterior e ganglio basal. Acredita-se que a perda
seletiva e persistente do volume hipocampal ndo seja unicamente devido a morte
neuronal, mas influenciada pela reducdo na neurogénese (Campbell and MacQueen,
2006, Sapolsky, 2004). A administracao periférica de LPS, em um modelo animal de
neuroinflamacao, promoveu o aumento de IL-1 e TNF-a no hipocampo e causou
prejuizo congnitivo e diminui¢ao na neurogénese associado a reducao da expressao do
BDNF, importante proteina envolvida com a neuroplasticidade, e do seu receptor,
tirosina quinase-B (TrkB) (Wu et al., 2007). Em contrapartida, outros estudos tém
mostrado que as alteragdes comportamentais, efeitos na cogni¢do e na neurogénese,
acoes mediadas pelas citocinas no Sistema Nervoso Central (SNC), podem ser
bloqueadas pela administracdo do antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra) ou através
do transplante de células secretoras de precursores neurais do IL-lra ou de
experimentos com camundongos knockout para a IL-1 (Koo and Duman, 2008,
Goshen et al., 2008, Ben Menachem-Zidon et al., 2008).

Neste processo, ha evidéncia in vitro, que os efeitos neurogénicos a partir da IL-
1 ocorrem via ativacao da via de sinalizacdo NF-kB (Koo and Duman, 2008). Outro

importante estudo in vivo, mostrou que elevados niveis de IL-1 e seus efeitos no
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cérebro estdo relacionados com a ativagdao adrenocortical e consequente liberagao de

glicocorticoide (Goshen et al., 2008).

Citocinas e antidepressivos

Alguns estudos tém relatado que os antidepressivos produzem efeitos
imunomodulatorios direcionados principalmente a respostas inflamatorias com a
imunidade celular mediada por monocitos e linfocitos T (Maes, 2011). Ensaios in vitro
mostraram que alguns antidepressivos apresentaram efeitos antiinflamatorios, como
por exemplo, a paroxetina e a sertralina, inibidores seletivos da recaptagdo de
serotonina (SSRIs), inibiram a ativagdo microglial induzida por interferon-y (IFNy) em
uma linhagem microglial murina (Horikawa et al., 2010). Liu et al., (2011), mostraram
que a fluoxetina, outro SSRI, inibiu o aumento de TNFa, IL-6 ¢ NO induzidos por LPS
na microglia e os efeitos anti-inflamatdrios deste antidepressivo foram mediados pela
inibicao da fosforilacao de p38 MAPK e da ativagao de NFkB.

Outras evidéncias pré-clinicas mostraram que os antidepressivos triciclicos
(TCA), SSRIs, inibidores da monoamino oxidase A, inibidores seletivos da recaptagdo
de noradrenalina (SNRIs) e antidepressivos atipicos suprimiram a produgao de IFN-y e
aumentaram os niveis de IL-10 (Maes et al., 1999, Kubera et al., 2001, Kenis and
Maes, 2002, Diamond et al., 2006). IFN-y, ¢ uma citocina pro-inflamatéria produzida
por linfocito Thlativado e envolvida com os episddios depressivos. A IL-10,
produzida por Ilinfécito Th2 e mondcitos, tem agdo anti-inflamatéria e
imunossupressora exercida por meio da supressdo de IFN-y e outras citocinas pro-
inflamatorias. Logo, a razdo entre IFN-y e IL-10 produzida por imundcitos € relevante
na determinacdo da capacidade de ativagdo ou inibicdo das fungdes monociticas e
linfociticas provavelmente exercida pelo tratamento antidepressivo (Maes et al., 2010,
Kubera et al., 2001).

Alguns trabalhos avaliaram os efeitos dos antidepressivos mediados via agdo
direta nas células imunes. Seidel et al. (1995), mostrou que os antidepressivos
reduziram a producdo estimulada de interferon gama (IFNy) que inicialmente era

elevada em 6 semanas de tratamento. Os antidepressivos triciclicos tais como,
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imipramina, clomipramina e citalopram também inibiram a liberacao de IFNy e IL-2
em linfécitos T humanos (Xia et al., 1996).

Na década de 90, grande parte dos estudos com modelo animal de
neuroinflamacao, concluiram que o (pré) tratamento cronico com TCAs (imipramina e
desipramina) reduziu a producao das citocinas TNFa e IL-1B e aumentaram os niveis
de IL-10 (Kenis e Maes, 2002). Como exemplo, Yirmiya et al., (1996) mostraram que
o tratamento cronico, mas ndao o agudo, com imipramina atenuou a ativagao
inflamatéria e o comportamento do tipo depressivo induzido por LPS em ratos. Além
disso, ndo se tinha muito conhecimento dos efeitos dos SSRI em relagdo as citocinas
nos disturbios depressivos. Atualmente, outros estudos t€ém mostrado que os SSRIs sdo
mais efetivos que as outras classes de antidepressivos classicos na reducdo dos
mediadores pro inflamatorios nos casos de depressdo (Vogelzang et al., 2012, Ohgi et
al., 2013). Ohgi et al., (2013) reportaram que o pré tratamento com os SSRIs e os
SNRIs reduziu os niveis séricos da citocina pré-inflamatéria TNFa e aumentou os
niveis da IL-10 em camundongos induzidos por LPS. No entanto, foi observado que o
efeito antiinflamatorio dos SNRIs foi menos potente que o dos SSRIs.

Alguns estudos clinicos mostraram que os antidepressivos reduziram a fungao
imune e a secre¢do de citocinas. Por exemplo, os niveis elevados de IL-6, durante a
depressao aguda, foram normalizados em oito semanas de tratamento com fluoxetina
(inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina) (Sluzewska et al. 1995). Maes et al.,
(1997), também encontrou elevada contagem de leucocitos e neutrofilos em pacientes
com depressao que foi reduzida com tratamento antidepressivo, bem como, mostrou
em outro trabalho que os antidepressivos suprimiram os niveis plasmaticos elevados
de proteinas de fase aguda, incluindo haptoglobina, fibrinogénio e alfa-antitripsina
(Maes et al., 1997).

Por outro lado, Kubera et al. (2004) relatou que os tratamentos com imipramina,
venlafaxina (inibidor da recaptagdo de serotonina e noradrenalina- SNRI), 5-
hidroxitriptofano (SHTP) (precursor de serotonina) e a combinagdo de SHTP e
fluoxetina aumentaram a liberacido de IL-6 pela estimulagdo das células
mononucleares de sangue periférico em pacientes com episodio depressivo.

Recentemente, uma meta- analise mostrou que, em geral, o tratamento antidepressivo
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reduziu os niveis de IL-1P e, possivelmente, os niveis de IL-6, mas ndo houve efeito
sob os niveis séricos de TNFa dos pacientes. Dentre as classes de antidepressivos
analizadas neste estudo: SSRIs; SNRIs e TCA, a andlise estratificada sugeriu um
possivel efeito dos SSRIs nos niveis de IL-6 e TNFa (Hannestad et al., 2011).

Outros pesquisadores também analisaram a eficacia clinica de antidepressivos
combinado a agentes anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs) no tratamento da
depressao. A cascata do 4cido araquidonico tem um relevante papel na resposta
inflamatoria (Guo et al., 2009). O acido araquidonico pode ser oxidado através da via
da enzima cicloxigenase (COX) em prostaglandina G2 (PGG2) que por sua vez ¢
convertido em prostaglandina H2 (PGH2), resultando em prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos. Ha duas isoenzimas da COX: COX-1 que € constitutiva
dos tecidos e a COX-2 cuja expressao ¢ induzivel por mediadores ou indutores pro-
inflamatorios tais como a IL-1 e o LPS em macrofagos (Herschman, 1996).

Ha evidéncia que o 4cido acetilsalicilico, inibidor da COX-1, também apresenta
interacdo com os sistemas neuronais serotonérgicos e catecolaminérgicos centrais.
Dados pré clinicos de um modelo animal de depressdo mostraram um potencial efeito
acelerador do 4cido acetilsalicilico em combinagdo com a fluoxetina (Brunello et al.,
2006). Baseado nestes achados, este grupo mostrou que, em um estudo clinico piloto o
tratamento adjuvante de 4cido acetilsalicilico com fluoxetina aumentou as taxas de
remissdo em pacientes que nao respondiam a monoterapia com fluoxetina
(Mendlewicz et al., 2006).

A COX-2 estda envolvida nos processos patologicos e doengas
neurodegenerativas. Alguns estudos tém encontrado a expressdo desta enzima
aumentada nos distarbios do humor como a depressao (Galecki et al., 2012). Entre os
inibidores da COX-2 mais utilizados nos estudos clinicos e pré clinicos vinculados
com esta patologia, destacam-se o rofecoxibe e principalemente o celecoxibe (Miiller
and Schwarz, 2008, Akhondzadeh et al., 2009).

O tratamento cronico com celecoxibe reverteu o comportamento do tipo
depressivo induzido pelo estresse cronico imprevisivel através da reducao da COX-2
no cérebro de rato (Guo et al., 2009). Muller et al. (2006), mostraram num estudo

clinico que o tratamento com celecoxibe propiciou significantes efeitos positivos na
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acao terapéutica da reboxetina (inibidor da recaptagdo de noradrenalina) nos sintomas
depressivos. Outro estudo clinico reportou que o tratamento com fluoxetina +
celecoxibe mostrou uma significativa superioridade em relagdo a terapia com
fluoxetina isolada no que concerne aos sintomas da depressao (Akhondzadeh et al.,
2009).

Hé varios mecanismos de a¢do sugeridos para os efeitos antidepressivos dos
inibidores da COX-2, particularmente: capacidade de reduzir os niveis das citocinas
pro- inflamatérias, tais como IL-1B e TNF-a, previnem a desregulagdao do eixo HPA e
consequemente do aumento do hormonio cortisol e apresentam envolvimento com o
sistema serotonérgico através de mecanismos imunologicos no SNC (Miiller and
Schwarz, 2008).

Dessa forma, muitos autores acreditam que a terapia adjuvante dos
antidepressivos aliado principalmente aos inibidores de COX2, pode beneficiar os
pacientes em relacdo a redugdo dos sintomas e na diminuicdo da remissao do
tratamento, no entanto, mais estudos devem ser realizados a fim de avaliar alguns
preocupantes e incomodos efeitos adversos dos antiinflamatorios como problemas

cardiovasculares ¢ estomacais (Akhondzadeh et al., 2009).

Estresse oxidativo

A formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), bem como das espécies
reativas de nitrogénio (RNS) ¢ resultado de processos fisiologicos que ocorrem
durante o metabolismo aerdbico (Dringen, 2000; Valko et al., 2007; Michel et al.,
2012). Elevada concentragdo de ROS esta implicada na ocorréncia de doengas
cardiovasculares, autoimunes, cancer e na fisiopatogénese de disturbios
neuropsiquidtricos, incluindo a depressao (Khanzode et al., 2007).

Existe um sistema antioxidante sincronizado expresso na periferia e no cérebro
com a funcdo de remover estes ROS e RNS ou de impedir sua transformacdo em
produtos mais toxicos para as células (Galecki et al., 2009). Como exemplo de
antioxidantes ndo enzimaticos, em sua maioria exogenos, encontramos o acido

ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSH),
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carotendides e flavonoides. Importantes antioxidantes enzimaticos como a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX) estdo envolvidos
com reacdes de neutralizacdo de perdxidos e superoxidos (Floyed et al., 2002; Valko
et al., 2007; Ng et al., 2008).

O estresse oxidativo € caracterizado pela produ¢do aumentada de ROS e RNS,
uma deficitaria defesa antioxidante ou falha do reparo oxidativo. Esse desequilibro
oxidativo pode tornar-se prejudicial aos lipideos, proteinas, dcidos nucléicos e outras
estruturas celulares que eventualmente resultam em morte e apoptose celular (Valko et
al., 2007; Maes et al., 2011).

H4 uma crescente evidéncia de trabalhos que mostram a relagdo dos
mecanismos de sinalizacdo celular do estresse oxidativo através de marcadores
oxidativos com a depressdo. Estudos relataram niveis plasmadticos elevados de
peroxidos e xantina oxidase, uma importante enzima pré oxidante (Herken et al.,
2007); niveis elevados de produtos da peroxidacao lipidica (Mazereeuw et al., 2015,
Bilici et al., 2001; Khanzode et al., 2003; Ozcan et al., 2004; Sarandol et al., 2007b;
Gatecki et al., 2009a,b), niveis plasmaticos elevados e/ou de urina de 8- F2 iso-
prostaglandina, um produto bioativo de radicais livres catalisado pela peroxidacdo de
acido araquidonico (Dimopoulos et al., 2008) ou de 8-hidroxideoxiguanosina |[8-
OHdG], abundante no DNA e mutagénico (Forlenza and Miller, 2006; Maes et al.,
2009a). Bem como uma diminui¢do no sistema antioxidante da vitamina E (Maes et
al., 2000b; Owen et al., 2005; Tsuboi et al., 2006); coenzima Q10 (Maes et al., 2009b);
glutationa reduzida (GSH) (Kodydkova et al., 2009) e GPX (Kodydkova et al., 2009;
Ozcan et al., 2004). Em contrapartida resultados controversos foram relatados em

relagdo aos niveis das enzimas antioxidantes como da superdxido dismutase (SOD).

Evidéncia do estresse oxidativo na depressao

O cérebro ¢ particularmente considerado um o6rgdo vulneravel ao perigo
oxidativo, pois apresenta um grande consumo de oxigénio e, portanto, gera radicais
livres como produto. E formado por uma rica constitui¢do lipidica, catecolaminas e

monoaminas, considerados substratos alvo para oxidagdo. Aliado a uma modesta
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defesa antioxidante e a presenca de metais redox-ativos como o ferro e o cobre
(Sarandol et al., 2007; Valko et al., 2007, Ng et al., 2008).

Virias estruturas cerebrais sdo afetadas pela exposi¢do ao estresse cronico tais
como o hipotalamo, cortex frontal e hipocampo (McEwen, 2005; Pacak and Palkovits,
2001). Alguns estudos relacionam a perda do volume hipocampal com a depressao e
com as vias do estresse oxidativo, resultando em morte neuronal (Lee et al., 2002;
Sapolsky, 2000; Eren and Kati, 2004).

O hipocampo tem um papel essencial no aprendizado, memoria e regulacao
neuroendécrina. O hipocampo ¢ um dos 6rgdos cerebrais mais vulnerdvel a perda
celular e passivel de alteragdes neuronais devido ao estresse, hipdxia-isquemia e
hipoglicemia. A maioria das sinapses no hipocampo ¢ mediada pelo neurotransmissor
excitatorio glutamato. Durante o processo de aprendizado, ocorre a liberacdo de
glutamato pelos terminais pré-sindpticos causando a ativacio de NMDA, e
consequentemente, mobilizagdo de calcio citosdlico. O influxo de célcio ocorre no
neurdnio diretamente pelos canais 16nicos quimicamente acionados, através dos canais
de célcio dependente de voltagem bem como pela liberacao de organelas intracelulares
(Lee et al., 2002).

O funcionamento deste processo ¢ vital para fungdes cognitivas no cérebro.
Porém, insultos neurolédgicos (citados anteriormente como estresse), promovem um
excesso de glutamato na sinapse e geram um acimulo de calcio intracelular,
desencadeando um aumento na produgdo de ROS pelas mitocondrias, resultando na
degradacdo do citoesqueleto e morte celular por apoptose (Lee et al., 2002; Sapolsky,
2000). Assim, esse excesso de glutamato pode estimular a producdo intracelular de
radicais superoxido, através da prolongada estimulacdo dos neurdnios (Galecki et al.,
2009).

Outro mecanismo considerado fonte de ROS na depressdao ¢ o aumentado
metabolismo das monoaminas. As monoaminas agem como antioxidantes endogenos,
ou seja, sdo importantes “scavengers” dos radicais hidroxila e superéxido, além disso,
inibem a peroxidagdo lipidica e agem como quelante do ion ferro (Khanzode et al.,

2003.).
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Dessa forma, o excesso de glutamato na fenda sinaptica e a auséncia das
monoaminas levam a uma superproducdo de ROS e consequentemente destruicdo da
integridade neuronal, induzido pelo dano ao DNA ou pela peroxidagdo lipidica da
membrana celular. A peroxidagao lipidica ¢ o processo em que as ROS agridem os
acidos graxos polinsaturados dos fosfolipideos da membrana celular, desintegrando-a e
permitindo a entrada dessas espécies nas estruturas intracelulares (Michel et al., 2012;
Galeckiet al., 2009). Alteracdes na fluidez da membrana podem influenciar na fungao
das aminas biogénicas e dos receptores catecolinérgicos (Luca et al., 2009; Eren et al.,
2007).

Neste contexto, tem sido relatado que os produtos gerados a partir da
peroxidagao lipidica sdo reconhecidos pela imunidade inata e assim dessa forma
promovem respostas inflamatorias (Bakunina et al., 2015; Grases et al., 2014). Estes
produtos sdo epitopos especificos da oxida¢do conhecidos como 4-hidroxi-2-nonenal
(4-HNE) e o malondialdeido (MDA), moléculas altamente citotoxicas € mutagénicas
(Bakunina et al., 2015). Estas moléculas sdo consideradas marcadores indiretos do
estresse oxidativo em humanos e elevados niveis plasmaticos t€ém sido relatados em
pacientes com disturbio depressivo (Bakunina et al., 2015; Sarandol et al., 2007b;
Khanzode et al., 2003; Bilici et al., 2001).

Outros achados corroboram com a presenca aumentada dos produtos da
peroxidagdo lipidica na depressdo. O produto bioativo, 8-iso-prostaglandina F2a (8-
iso- PGF2a), ¢ produzido durante a peroxidagdo do acido araquidonico. Um estudo
relatou que pacientes idosos com depressdo mostraram niveis plasmaticos mais
elevados de 8- iso-PGF2a em relagdo aos controles sadios (Dimopoulos et al. 2008).
Além disso, niveis plasmaticos elevados deste composto foram significativamente
relacionados com a severidade da depressao (Michel et al., 2012; Maes et al., 2011).

Em condig¢des fisioldgicas ROS e RNS atacam o ntcleo e 0o DNA mitocondrial,
causando lesdes mutagénicas no DNA. Uma destas lesdes ¢ o composto final da
hidroxilagao da guanina, 8-hidroxideoxiguanosina [8-OHdG]. As lesdes no DNA sao
removidas por vias de reparo da base de excisdo. Entretanto, alguns mecanismos
oxidativos podem influenciar neste processo como as vias de mediadas pelo NO-

tirosina, nitrotirosina ¢ MDA, inibindo assim a atividade das vias de reparo da base de
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excisdo e podendo potencializar a mutagénese e perigo ao DNA. Estudos mostraram
que 8-OHAG urinério ¢ amplamente usado como biomarcador de estresse oxidativo
(Valavanidis et al., 2009). Pacientes depressivos apresentaram niveis
significativamente mais elevados de 8-OHdG em leucécitos periféricos do que os
pacientes controle (Irie et al., 2005). Niveis aumentados de 8-OHdG foram
encontrados em pacientes com episodios depressivos recorrentes (Forlenza and Miller,
2006). Maes et al. (2009b) mostrou que a excrecao urindria do biomarcador 8-OHdG
foi significativamente maior em pacientes diagnosticados depressivos com fadiga
crOnica quanto comparado aos controles.

No que concernem as enzimas, ha evidéncias que a expressao, atividade e
concentragdo das enzimas antioxidantes no sangue, fluido e diferentes regides
cerebrais de pacientes com depressao podem apresentar-se com niveis alterados
(Michel et al., 2012).

A superoxido dismutase (SOD), existe em varias isoformas associada a
cofatores como cobre e zinco (Cu/Zn-SOD) ou manganés (Mn-SOD). Esta enzima
catalisa a dismutacdo do superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio. A Cu/Zn-
SOD esta localizada principalmente em células da glia e a Mn-SOD em neurdnios e
eritrocitos (Michel et al., 2012).

A SOD ¢ uma enzima biologicamente importante que protege a cé€lula das
reagoes perigosas do anion superoxido (Maes et al., 2011). Outra importante fungao da
SOD ¢ impedir a oxidacdo de cadeia das monoaminas cerebrais e seus metabolitos,
através de radicais livres, possibilitando que estas moléculas exergcam seu papel
antioxidante (Khanzode et al., 2003). Estudos clinicos em depressdo mostraram
resultados controversos desta enzima (Maes et al., 2011).

Selek et al., (2008) e Herken et al. (2007) reportaram diminuidos niveis da SOD
em pacientes deprimidos. Em contrapartida, Khanzode et al., (2003) e Sarandol et al.
(2007), encontraram uma atividade da enzima significativamente elevada em pacientes
com episddios depressivos. Durante o periodo de fase aguda da depressdao pacientes
apresentaram niveis significativamente mais elevados da SOD e da CAT em relagdo

aos pacientes controles (Galecki et al., 2009).
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A catalase ¢ uma enzima intracelular que catalisa a reacao de perdxido de
hidrogénio em agua e oxigénio. A CAT esta envolvida nos processos de sinalizacdo na
proliferacao celular, apoptose, metabolismo de carboidrato e ativacdo plaquetaria. Os
poucos estudos que avaliaram a atividade desta enzima antioxidante na depressao
observaram seus niveis elevados (Maes et al., 2011). Gatecki et al., (2009a)
encontraram niveis elevados da atividade da catalase durante episodios agudos da
doenca em comparagdo com voluntarios saudaveis. Szuster-Ciesielska et al., (2008)
também detectou aumento da atividade sérica da enzima em pacientes com depressao.

A glutationa peroxidase catalisa a reducdo de hidroperdxidos orgénicos e
inorganicos (H202) pela glutationa reduzida para formar glutationa oxidada (GSSG) e
agua (ou alcodis). A molécula de GPx ¢ um tetramero, geralmente atua associada ao
atomo de selénio, mas pode exercer sua a¢ao independente do mesmo. A familia GPx
compreende diferentes isoformas (Maes et al., 2011). Entre elas, a GPx1 esta
localizada principalmente nas céulas gliais e ¢ considerado que a atividade desta
enzima ¢ dez vezes maior nas células neuronais (Gandhi et al., 2012). A literatura
mostra alguns resultados controversos da atividade da GPx na depressdo. Ozcan et al.
(2004) reportou que a atividade da enzima foi reduzida em pacientes acometidos por
este distirbio do humor comparados aos pacientes controle. Kodydkova et al. (2009)
mostrou em seu estudo que mulheres depressivas apresentaram uma menor atividade
da GPx. Maes et al. (2010b) demonstrou que a atividade da GPx foi significativamente
menor nos pacientes depressivos quando comparados aos controles. Correlagdes
negativas foram encontradas entre a a¢ao da enzima e a severidade da depressao. Isto
se deve, pois uma menor atividade da enzima reflete num prejuizo na defesa
antioxidante e consequentemente num dano as membranas de acido graxo e proteinas
funcionais e perigo neurotdoxico. Em contrapartida, Srivastava et al. (2002) nao
encontrou diferenca significativa na acdo da enzima em céulas mononucleares.

A glutationa reduzida ¢ um antioxidante ndo enzimatico que tem sido
mensurado em pacientes depressivos (Maes et al., 2011). A formag¢do da GSH ocorre
no figado a partir de trés aminoacidos: glicina, glutamina e cisteina. E o principal
antioxidante encontrado no Sistema Nervoso Central, presente em concentragdes

milimolares no cérebro (Gandhi et al.,, 2012; Gibson et al.,, 2012). Entre suas
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importantes fung¢des, podemos considerd-la como: um potente antioxidante que
protege as cé€lulas dos radicais livres, recicla as vitaminas C e E, € usada como fonte de
energia para a linfoprolifera¢do e ¢ considerada um purificador natural do organismo
(Maes et al., 2011). Kaodydkova et al. (2009) encontrou diminuida concentracao de
GSH sanguinea em mulheres depressivas. Em 1934, foi documentada a redugdo da

concentragdo de GSH sanguinea em doencgas neuropsiquiatricas (Maes et al., 2011).

Antidepressivos no estresse oxidativo

Ha resultados controversos em relacao ao papel oxidativo dos antidepressivos
na depressdo. Alguns poucos estudos que avaliaram alguns principais marcadores do
estresse oxidativo como enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx) e a peroxidagdo
lipidica em pacientes diagnosticados com depressdo em comparagdo aos controles
sadios evidenciaram efeito antioxidante de medicamentos como fluoxetina, citalopram,
inibidores seletivos da recapatacdo de serotonina e sertralina (Bilici et al., 2001;
Herken et al., 2007; Khanzode et al., 2003).

Em estudos pré clinicos, Réus et al., (2010) demonstrou que o tratamento agudo
e cronico com imipramina reduziu a peroxidagdo lipidica no cérebro de ratos. Outro
estudo relatou que o tratamento com imipramina e venlafaxina foi efetivo no aumento
a atividade das enzimas SOD, CAT e GR ¢ na reducdo dos niveis de MDA e eventos
de oxidacao de proteinas (Zafir et al., 2009).

Entretanto, outros estudos ndo apresentaram resultados satisfatorios na
normaliza¢do dos pardmetros oxidativos com o tratamento antidepressivo. Galecki et
al., (2009), ndo encontrou diferenga significativa nos pacientes depressivos em relagao
aos marcadores de estresse oxidativo apos trés meses de tratamento com fluoxetina.
Outro estudo comparativamente maior relatou que em 6 semanas de tratamento com
antidepressivos nao houve alteracdo dos sistemas antioxidantes, independentemente da
resposta ou do estado de remissao dos pacientes (Sarandol et al., 2007b).

Outros modelos experimentais de estresse oxidativo induzido pela

administragdo de LPS e tiocetamida mostraram que o pre-tratamento com fluoxetina,
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sertralina reduziu enquanto que o pre-tratamento com imipramina aumentou os niveis
de MDA no cérebro de roedores (Omar et al. 2011, Abdel-Salam et al. 2013).

No entanto, o litio considerado um importante estabilizador de humor, mostrou
exercer efeitos protetores em relagdao aos niveis de ROS em um modelo experimental
de mania com roedores (Frey et al., 2006) e suprimiu os niveis das substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS) e da enzima catalase em pacientes bipolares ndo
medicados comparados aos controles (Machado-Vieira et al., 2007). Outro estudo
realizado com pacientes com episddios depressivos também reforgou os efeitos
antioxidantes do litio na prevencdo da progressdo da doenca (de Sousa et al., 2014).
Desta forma, o litio pode tornar-se um importante adjuvante no tratamento contra os

mecanismos do estresse oxidativo presentes nos episodios depressivos.



CAPITULO1

Uliginosin B increases extracellular levels of dopamine and HVA in striatum but
does not alter the levels of dopamine and its metabolites in the nucleus

accumbens of rats.
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Abstract

The uliginosin B (ULI) is a dimeric phloroglucinol present in Hypericum
polyanthemum, an endemic specie of southern Brazil. It was shown in studies from our
group that ULI possesses antinociceptive and antidepressant-like effects in rodents. The
effects of ULI seem to be consequence of the increase in the levels of monoamines
(dopamine (DA), serotonin (5-HT) and noradrenaline (NE)) in the synaptic cleft once it
inhibits their neuronal reuptake. However, it does not bind to monoamine sites on
neuronal carriers, unlike classical antidepressants.In this study, we investigated the
effects of acute treatment with ULI on interstitial levels of dopamine (DA) and its
metabolites - 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), homovanillic acid (HVA) and
3-methoxythyramine (3-MT) as well as of serotonin (5HT), and its metabolite, 5-
hydroxindoleacetic acid (5-HIAA), in the striatum and nucleus accumbens core and
shell,through cerebral microdialysis technique in awake rats. ULI treatment increased
the overall concentration of DA and HVA (P<0.001), but did not alter DOPAC and
SHIAA the levels in the striatum. ULI did not affect serotonin levels, 5-HIAA and DA
metabolites in the nucleus accumbens core and shell.3-MT and DA were below
quantification limit. The striatum receives mainly dopaminergic projections of
substantia nigra and HVA is the main extracellular metabolite of dopamine. Therefore,
the current results corroborate with previous data of our group showing that the ULI

increases dopaminergic neurotransmission and suggesta brain region-specific action.

Keywords: Hypericum, uliginosin B, antidepressant, brain microdialysis, dopamine,
DOPAC, HVA, 3MT, SHT, SHIAA, striatum.
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Introduction

Cerebral microdialysis is a versatile technique for monitoring substances in
cerebral extracellular fluid in vivo and in situ (Westerink, 1995, Chefer et al., 2009),
which is widely used to quantify neurotransmitters, metabolites or neuromodulators in
a defined and limited brain region of the Central Nervous System (Darvesh et al., 2011).
This technique has been used in the study of the neurochemical bases of psychiatric
diseases and to investigate the mechanism of action of drugs (Chefer et al., 2009),
including phytotherapics (Yoshitake et al, 2004, Kumar and Bhattacharya, 2001,
Rommelspacher et al., 2001, Di Matteo et al., 2000, Su et al., 2014).

Hypericum perforatum is a vegetal specie used to manufacture phytotherapics
effective in alleviating depressionsymptoms. Rommelspache et al. (2001) demonstrated
that an extract of H. Perforatum and a fraction enriched in hyperforin, a monomeric
acylphloroglucinol supposed to be one of the main active principles of H. perforatum
increased the extracellular levels of dopamine and serotonin in the nucleus accumbensof
mice, measured by microdialysis in vivo. Another study showed thatan extract of H.
Perforatum increased the extracellular levels of dopamine and its metabolite 3,4-
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) in hypothalamus, striatum and pre-frontal cortex
of rats (Kumar and Bhattacharya, 2001).

Our group investigates, since the 90's, the pharmacological effects of species of
Hypericum native to South America H. caprifoliatum and H. polyanthemum, as well as
a phloroglucinol derivative isolated from H. polyanthemum, uliginosin B (ULI) (Figure
1), have shown antidepressant-like and antinociceptive effects in rodents (Viana et al.,
2003; Viana et al., 2005; Viana et al., 2006; Stein et al., 2012, 2016; Stolz et al., 2014).
Experiments in vivo demonstrated that the activation of monoaminergic
neurotransmission, especially dopaminergic, seem to be important to the effects above
reported (Viana et al., 2005; Stein et al., 2012; Stolz et al., 2014). Furthermore, ULI
(Stein et al., 2012) and a phloroglucinol enriched fraction obtained from H.
caprifoliatum (Viana et al., 2005) inhbited uptake of monoamines, mainly dopamine in

striatal synaptosomal preparations. However, a lipophilic extract of H.
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caprifolatumshowed only a tendency to increase the extracellular levels of dopamine,
DOPAC and homovanillic acid (HVA) measured by microdialysis in the nucleus
accumbens of rats (Munari, 2006; Viana et al., 2006). As far as we know there are no
microdialysis studies on ULI effects on monoaminergic neurotransmission. ULI has a
dimeric structure consisting of phloroglucinol and filicinic acid moieties that differs

from hyperforin (Nor et al., 2004).

The regulation of functional levels of dopamine has been studied extensively in
the rat striatum.The corpus striatum is composed by the caudate nucleus, putamen
and ventral striatum (Garris and Wightman, 1994). Many studies have used striatal
structure to assess drug pharmacology or as a comparative structure with other brain
structures to measure basal and stimulus evoked overflow of dopamine, since that the
striatum receives mainly dopaminergic projections of substantia nigra (Garris and

Wightman, 1994; Cass and Gerhardt, 1995; Mazei et al., 2002; Jedema et al., 2014).

Another important structure for dopaminergic neurotransmission is the nucleus
accumbens. The neurons located in this nucleus accumbensare part of the dopaminergic
pathway, known as mesolimbic, involved with the mechanism of reward and anhedonia
(Floresco, 2015). Researchers believe that the nucleus accumbens functions as an
interface between the emotional (mesolimbic) function and the motor function
(mesoestriatal) (Mogenson et al., 1988). Studies in humans and animals have evaluated
the role of the reward brain region in depression and antidepressant therapy (Nestler and

Carlezon, 2006, Mizaki et al., 2016).

In this context, the objective of this study was to evaluate the effect of acute
treatment withuligininosin B on the extracellular content of monoamines and

metabolites on striatum and nucleus accumbens by using microdialisys in awake rats.

Materials and Methods

Uliginosin B Obtention
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ULI (Figure 1) was obtained according to Stolz et al., (2012) from n-hexane
extract of the aerial parts of Hypericum polyanthemum Klotzsch ex Reichardt
(Hypericaceae). The plant was harvested in Cagapava do Sul, Brazil (voucher
specimenICN 175915), and the collection was authorized by the Conselho de Gestao
do Patrimonio Genético and Instituto Brasileiro do MeioAmbiente (number 003/2008,

Protocol 02000.001717/2008-60).

The purity (94%) of uliginosin B was determined through HPLC analysis
coupledto an ultraviolet detector (Nunes et al., 2009, Ccana-Ccapatinta et al., 2015)
and its structure was characterized by 'H and °C NMR spectra (Parker et al., 1968).
It was stored at —20°C, protected from light and moisture until use. Immediately

beforebiological testing, it was suspended in saline containing 2% polysorbate 80.

Figura 1. Chemical structure of uliginosin B.

Animals

Male Wistar rats with approximately 60-80 days (250-350 g) were from Centro
de Reproducdo e Experimentagdo de Animal de Laboratério (CREAL), Rio Grande
do Sul, Brazil. Before the experiments, the animals were adapted for at least 05 days
at the Biotereum of Faculty of Pharmacy - UFRGS. The animals were kept in plastic
boxes 0f25x40x18 cm with a maximum of four rats in each box and after the surgical
procedure (described below) were housed in individual boxe for 48 h (post-surgical
recovery period). The animals were kept under a light/dark cycle of 12 h, with a
constant temperature (23 + 2°C) under an exhaust system (Alesco® ventilated
shelves) and monitored humidity with free access to water and food. Experiments
were approved by Animal Care Local Ethical Committee (CEUA-UFRGS; protocols
n°18518 and 26494)
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and performed according to Brazilian law (Brasil, 2008; Ministério Da Ciéncia e
Concea, 2013a; b) which follow the European Communities Council Directive of 24
November 1986 (86/609/EEC) and International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animals (Bankowski, 1985).

Reagents

N-adrenaline ~ (NA), dopamine (DA), serotonin (5-HT), 3,4-
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), 3-methoxythyramine (3-MT),
homovanilicacid (HVA), and 5-hydroxyindoleacetic acid were obtained from Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Ketamine hydrochloride (Dopalen®) and xylazine
hydrochloride (Anasedan®) produced by Agibrands do Brazil LTDA (Sao Paulo, SP,
Brazil). Methanol (CH4O0) HPLC grade and magnesium chloride (MgCla) were
purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Potassium chloride (KCI), calcium
chloride (CaCly), ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) and monopotassium
phosphate (KH2PO4) were purchased from Fisher Scientific (New Jersey, USA).
Sodium chloride (NaCl) andheptanesulfonic acid (C7HisNaOsS) were purchased from
Dynamics Quimica Contempordnea LTDA (Diadema, SP, Brazil) and Acros

Organics (New Jersey, USA),respectively.

Surgery

The surgery was performed as described by Munari (2006), with minor
modifications. On the day of the experiment, the animals were anesthetized (i.p.) with
amixture of ketamine 0.1 g/mL (0.75 mL/kg) + xilazine 0.2 g/mL (0.5 mL/kg). When
necessary, an additional dose of anesthetic was given (1/3 anesthetic dose) during
surgery. Surgery for implantation of the probe guide was performed according to
Cooley and Vanderwolf (1990), using stereotactic (ASI Instruments, USA). The
guides were implanted in the striatum (anteriority: -0,3; laterality: +3,2; depth: -4,5),
nucleus accumbens core (anteriority: +2,2; laterality: + 1,4; depth: -7,0) and nucleus
accumbensshell (anteriority: +2,7, laterality: +1,4, depth: -6,4) according to Paxinos

and Watson
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(1998). Animals were housed for 48 h (recovery period) in individual boxes with

waterand food ad libitum. No signs of suffering or infection were observed.

Microdialysisin awake rats

Microdialysis was performed as described by Munari (2006). Microdialysis probes
(CMA/11, 2 mm, 6kDa cut-off) were inserted through the guide cannula in the brain
structures. Theprobes were continuously perfused with artificial cerebrospinal fluid
(FCA) (145 mMNacCl, 2.7 mMKCI, 1.2 mM CaClz and 1 mM MgClz; pH 7.4), flow 1
puL/min for 1h for the stabilization period. Immediately after that, samples of 20 uL
were collected each 20 min, during one 60 minutes, for determination of the basal
levels of neurotransmitters and metabolites. In sequence, the rats were treated with
uliginosin B (30 mg/kg, i.p.) or vehicle (1 mL/kg, i.p.) and the dialysates (20 pL)
were collected at 20 min intervals for 4 h. All samples were collected in eppendorf
tubes prepared with 10 pl. of preservation solution (0.1% cysteine and 0.1 N
perchloric acid). After the collection, the samples were stored in a freezer at -80° C
until analysis. The locations ofthe microdialysis probes were verified histologically at

the end of the stud, by using thecresyl-violet staining method (Devoto et al., 2005).
Measurement of monoamines in the dialysates

The analytical method was previously validated in our laboratory (Munari,
2006; Antonio, 2015; Stolz, 2015), according to ANVISA recommendations for
quantification of samples in biological matrix (Brasil, 2012). Concentrations of
monoamines in the dialysates were analysed by means of High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) with electrochemical detection according to Hubbard e
colaboradores (2010) and Munari (2006). The monoamines were separated by reverse
phase liquid chromatography (MD 150%2, 3 pum, 120 A, ThermoScientific). The
mobile phase, whichwas pumped at a flow rate of 0.2 ml/min consisted of 1 KH2PO4
64,5 mM, EDTA 1 mM, metanol 2,10 M and C7H;5NaOsS 0,8 mM and pH adjusted
to 3,4. Analytes were detected at an oxidation potential of +0,8 V versus the reference

electrode. The carouselcontaining the samples and oven were maintained at 4 and
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30° C, respectively. The injection volumes were 5-10 pL and the run time 35 min.
The program Labsolutions LCsolution (Shimadzu, Japan) was used for the acquisition

and integration of the peaks.

Determination of microdialysis probes recovery rate

The probes recovery rate was determined in vitro through perfusion system
with FCA (with no analyte) at a flow rate of 1ulL/min at 37°C. The probe was
immersed in a standard solution tube containing all analytes investigated at the
concentration of 100 pg/uL. This system was perfused for 1h for stabilization, after
which, four samples (20uL/sample) were collected at 20 min intervals and analyzed
under the same conditions as the dialysates obtained from animals treated with

uliginosin B or vehicle.

The recovery rate (RT) of each microdialysis probe was calculated as a

percentage, using the formula:

TR (%) = (Cdial/Cperf) * 100Cgiar is the collected

dialysate concentration,

Cperf is the concentration of the standard perfused solution (100 pg/uL).

The procedure was performed only for probes inserted in the striatuma after
using in three animals. Recovery data were not considered in the calculation for
quantificationof samples. This procedure was performed only to certify the efficiency

of probes.

Histology

At the end of the experiment, the animal was sacrificed by the guillotine
decapitation method to remove the brain, which was frozen (-80°C) and subsequently

sectioned (30 pum sections) in a cryostat (-20°C). The sections were collected on



66

gelatincoated slides and stained according to the cresol-violet histological technique
(Munari, 2006). The insertion site of the microdialysis probe guide was verified
according to Atlas of Brain Anatomy of Rats (Paxinos and Watson, 1998). The

choose of rats foranalyzing was aleatory.

Statistical analysis

Initially the concentration of each dialysate was determined from the equations
of the lines. Three basal values were averaged to obtain the baseline mean for each
animal and adjusted to 100%. All other values were calculated as percent change at
each time point relative to basal value mean. The analysis of data was performed by
GraphPad Prism software version 4.02 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
Data were analyzed by determining the area underthe curve (AUC) for each treatment
using a two-tailed t test. Results were expressed as mean (%) + standard error of the

mean (S.E.M.).The significance level was set at P<0.05.

Results

The analytical method was previously validated in our laboratory (Munari,
2006; Antonio, 2015; Stolz, 2015), according to ANVISA recommendations for
quantificationof samples in biological matrix (BRASIL, 2012). Representative in vitro

standard curves and HPLC chromatograms are depicted in the figure 2 and 3,

respectively.
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Figure 2. Standard curves of dopamine (DA), 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), 3-
methoxythyramine (3-MT), homovanillic acid (HVA), serotonin (5- HT),5-hydroxyindolacetic acid
(5-HIAA) and norepinephrine (NA). The monoamines were separated by high performance liquid
Chromatography (C-18 MD 15()><2, 3 wm, 120 A, mobile phase: KH2PO4 64,5 mM, EDTA 1 mM,
metanol 2,10 M and C7H15Na03S 0,8 mM -pH 3.,4; electrochemical detection: oxidation potential
of +0,8 V versus the reference electrode). The carousel containing the samples and oven were
maintained at 4 and 30° C. The acquisition and integration of the peaks was performedby using the
program Labsolutions LC solution (Shimadzu, Japan).
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Figure 3. Representative chromatograms obtained by HPLC-DE. FCA(A); quality control with all
analytes at 100 pg/ul, respectively (B). Dialysate of vehicle treated animal at 40min infusion time
(C); dialysate of animal treated with uliginosin B (30 mg/kg, i.p.) at 40min infusion time in striatum
(D), in nucleus accumbens core (E) and shell (F). Analytes: norepinephrine (NA) peak at 4 min,
dopamine (DA) at 7-8 min, 3,4- dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) at 9-10 min, 5-
hydroxyindolacetic acid (5- HIAAat 14-15,5 min, serotonin (5-HT) at 19-20 min, 3-
methoxythyramine (3-MT) at19min and homovanillic acid (HVA) at 25-27 min.

The visual analysis of the concentration (expressed as % from basal values) x
time of brain dialysates collection and the statistical analysis of AUCs differences
(Student T test) revealed that ULI (30 mg/kg, i.p.)increased the rat striatal
extracellular levels of dopamine (DA, P<0.001) and homovanillic acid (HVA,
P<0.001) but did not alter the 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC, P= 0.917)
and 5-hydroxyindolacetic acid (5-HIAAc, P= 0.1487) levels Figure 3) The
concentration of 3-methoxythyramine(3-MT) was below the quantification limit of 2

pg/ulL (11.96 nM).
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Figure 4. Effect of uliginosin B (30 mg/kg, i.p.), on striatal extracellular levels of dopamine and its
metabolites and 5-HIAA measured by microdialysis in awake rats. (n=5-6 / group). Values expressed
as percentage of effect in relation to basal measures andas area under the curve = S.E.M.: *** P
<0.001 differences with respect to the vehicle (Student T Test).

In contrats, treatment with ULI did not alter the extracellular levels of
DOPAC;(P=0,4866), HVA; (P= 0,5664) and SHIAA; (P =0,9775) in the nucleus
accumbensneither in the core region (Figure 4) nor in the shell region (Figure 5):

DOPAC; (P=0,4146), HVA; (P=0,9132), SHT; (P=0,1909) and 5HIAA; (P=
0,4045).
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Dopamine levels were below the quantification limit of 2.53pg/uL.
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Figure 5. Effect of treatment with uliginosin B (30 mg/kg, i.p.) on the extracellular levels dopamine
metabolites and 5-HIAA in nucleus accumbens core from rats awake submitted to the technique of

cerebral microdialysis (n= 5-6/group). Values expressed as percentage of effect in relation to basal
measures and as area under the curve = S.E.M.: *** P <0.001 differences with respect to the vehicle

(Student T Test).
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Figure 6. Effect of treatment with uliginosin B (30 mg/kg, i.p.), on the extracellular levels dopamine
metabolites and SHT and its metabolite in nucleus accumben shell fromrats awake submitted to the
technique of cerebral microdialysis (n= 3-5/group). Values expressed as percentage of effect in
relation to basal measures and as area under the curve = S.E.M.: *** P <0.001 differences with
respect to the vehicle (Student T Test).

Recovery rate of microdialysis probes was performed in vitro for probes
inserted in the striatum after using in three animals, and values are depicted in the
table 1. Recovery data were not considered in the calculation for quantification of

samples. Thisprocedure was performed only to certify the efficiency of probes.

Table 1. Recovery rate (%) of microdialysis probes

‘z‘nalyte DA DOPAC HVA 3-MT 5-HIAA

I 2.4+0.2 2.6£0.2 21,4+0,4 19.2£1.,6 15,8+0.3
1 12,5£1,0 10,8+1,0 15,4£1,5 16,442,6 15,1+1,4
11 6,4+0,9 6,5+1,5 15,4+1,3 13,0+£0,4 10,9+0,6
v 42403 4,3+0.4 9,9+0,8 12,242.8 9,0+0,1
Y 9,940,9 9,8+1,0 20,5+0,8  21,9+1.3 18,10,7

Values expressed as mean of four dialyses + standard deviation. Dialysed collected
during 20 min, flow 1 pL/min.

The figure 7 shows representative histological sections (30 um) of rat brain,
showing the scar in the striatum and nucleus accumbens 1, where the probe was

implanted, ensuring that the microdialysis was performed at the site of interest.
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Figure 7. Cryostat section (30 um) (cresyl-violet staining) showing the insertion site of the
microdialysis probe in the striatum (A) and nucleus accumbens core (B) Detail of the same cut,
showing the scar left by the probe guide

Discussion

The results from this study showed that acute treatment with the
phloroglocinol derivative, ULI, increased the extracellular levels of dopamine (DA,
P<0.001) and homovanillic acid (HVA, P<0.001), but did not alter the levels of 3,4-
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC, P=0.917) and 5-hydroxyindolacetic acid (5-
HIAA, P=0.1487) in rat striatum. In contrast, ULI did not alter the extracellular levels

of any neurotransmitter and metabolites analyzed in nucleus accumbens core and
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shell. The 3MT levels could not be determined in striatum and nucleus accumbens
core, and the dopamine levels were not determined in nucleus accumbens core and
shell because their sample concentrations were below the quantification limit (2.53

pg/ul) achieved by our analytical method.

These results agree with previous studies by our group (Munari, 2006; Viana et
al., 2005 and 2006; Stein et al., 2012) and suggest that striatum is more important
than nucleus accumbens for the dimeric ULI and structural similar analogues' action
on dopaminergic neurotransmission. In contrast, several studies on extracts of H.
perforatum and hyperforin have been shown significant increases of varying
magnitudesin the levels of dopamine in several brain structures such as the nucleus
accumbens, striatum and pre-frontal cortex (Di Matteo et al., 2000; Rommelspacher

et al., 2001; Yoshitake et al., 2001).

Results from the current study are in line with Viana and co-workers (2006)
andMunari (2006), who demonstrated that a dimeric phlorglucinol enriched fraction
obtained from H. caprifoliatum was not able to alter the extracellular levels of
dopamine and metabolites in the accumbens of rats.Viana and co-workers (2005)
demonstrated that this enriched in dimeric acylphloroglucinol derivatives structurally
related to ULI increased the spontaneous release of [3H] striatal dopamine in
approximately 12%. Therefore, the current observed changes in the extracellular
levels of dopamine and HVA induced by the administration of ULI in the striatum
may be related to an increase in dopamine release or to inhibition of the striatal
reuptake of this monoamine, previously reported for ULI by Stein and co-workers
(2012). However, the impossibility of quantifying 3-MT levels limits the conclusions
about the effect of this phloroglucinolon dopamine release. The literature infers that
changes in 3-MT levels are associated with dopamine release (Wood and Altar, 1988)
while intraneuronal dopamine metabolites, DOPAC and HV A, are consider as indices

of dopamine rate of use and turnover (Karoum et al. 1992; Karoum et al., 1994).
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Dopamine reuptake inhibition led to a reduction in the levels of intraneuronal
dopamine and, consequently, a reduction in the formation of DOPAC by the enzyme
monoamine oxidase (MAQ) located in the cytosol. The HVA metabolite originates
predominantly from DOPAC, but it is also formed from the extraneuronal dopamine
(Cooper et al., 1996). Dopamine that has not been recaptured is metabolized to 3-MT
through the sequential methylation by catechol-O-methyl transferase (COMT) and
MAO in glial cells and result in HVA (Cooper et al., 1996).

There is evidence of regional differences in basal dopamine metabolism within
the nucleus accumbens which has two subdivisions known as shell and core. They
havedistinct input-output projections with opposite and eventually different functions
(Broget al., 1993, Biesdorf et al., 2015). Some studies point out that the core region is
highlydopaminergic, whereas the shell region contains moderate levels of dopamine
in conjunction with a significant noradrenergic projection (Heidbreder and Feldon
1998, McKittrick and Abercrombie, 2007). However, some works have found no
significant difference in extracellular levels of dopamine in subregions shell and core
(Kalivas and Duffy 1995; Pontieri et al. 1995; Sokolowski et al. 1998; Cadoni et al.
2000), other researchers have found dopamine level to be higher in shell than the core
(Barrot et al. 2000). Unfortunately, we could not compare the levels of dopamine in the
two structures because under our experimental conditions the levels of this
monoamine in the nucleus accumbens were below of the limit of quantification. It
may be related to low concentrations of dopamine itself and to putative low
concentrations of ULI into nucleusaccumbens. The ULI tested dose was chosen based
on previous studies demonstrating its antidepressant-like efficacy (Stein et al., 2012).
Therefore, the evaluation of higher doses of ULI, the building of a dose-response
curve, as well as testing different regimens of treatment, would be an interesting

perspective.

Some studies that investigated the mechanism of action of synthetic
antidepressants in the Central Nervous System (CNS) through cerebral microdialysis

found differences in the release of neurotransmitters according to the cerebral
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structureand type of treatment adopted (Nomikos et al., 1989, Nomikos et al., 1992,
Ichikawa e Meltzer, 1995, Fukuyama et al., 2013, Kaminska et al., 2013). It has been
reported that the chronic and not acute bupropion treatment (antidepressant that
inhibits dopamine uptake) increased interstitial dopamine levels in the nucleus
accumbens but not in the striatum of awake freely moving rats. This effect structurally
specific reflects a selectivepotentiation of the action of this atypical antidepressant on
extracellular dopamine levels in the nucleus accumbens (Nomikos et al., 1989,
Nomikos et al.,1992). Amineptine, which is considered an antidepressant with a
predominant effect on the dopaminergic system, could increase the basal levels of
dopamine in the striatum, nucleus accumbensand pre-frontal cortex (Garattini et al.,

1997).

Other study evaluated the effect of different antidepressants such as fluoxetine,
aselective serotonin reuptake inhibitor and the tricyclic antidepressants clomipramine and
imipramine, on the extracellular levels of dopamine in the striatum and nucleus
accumbens. The systemic administration of fluoxetine led to significant decrease in
extracellular DA levels in the nucleus accumbens and the striatum, whereas systemic
administration of clomipramine and imipramine increased extracellular DA levels
onlyin the striatum (Ichikawa and Meltzer, 1995). In addition, chronic treatment with
imipramine increased whereas chronic treatment with fluoxetine decreased basal
extracellular DA levels in the nucleus accumbens. Only the administration of chronic
imipramine couldpotentiate amphetamine-induced increase in interstitial DA levels in

the nucleus accumbens (Ichikawa et al., 1998).

In general, it has been reported that the antidepressants affect dopamine release
in several brain structures and some authors believe that the chronic antidepressant
treatments can induce the potentiation of dopaminergic neurotransmission and that it
is correlated to the therapeutic effect of these drugs (D’Aquila et al., 2000). Other
authors believe that the unconformity between the different classes of classic
antidepressants represents the ability to modify the brain dopaminergic activity in a

region-specific manner, suggesting that the increase in extracellular DA levels may be
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mediated by an effect on serotonergic neurons (Ichikawa and Meltzer, 1995, Ichikawa

etal., 1998).

Interactions of mesolimbic serotoninergic and dopaminergic neurons (Meltzer
and Huang, 2008, Deurwaerdeére and Giovanni, 2015) have been documented. Cell
bodies and terminal regions of main dopaminergics pathways (nigrostriatal,
mesolimbicand mesocortical pathways) are innervated by 5-HT neurons that through
its receptors modulate the function of dopamine neurons, “partly impulse dependently
partly impulse independently” (Rommespacher et al., 2001; Alex and Pehek, 2007).

For example, the stimulation of SHT3 receptors results in a release of dopamine in the

nucleus accumbenswithout to interfere in the neurotransmitter serotonin (Campbell

et al., 1995). Studies found that the inhibition of the SHT> receptors stimulated the
release of dopamine in the nucleus accumbens shell (Markus et al., 1996) thus
logically activation inhibits the release of dopamine. Therefore, the activation of the
5-HTia and 5-HTj; receptors in thenucleus accumbens is important combined with the
inhibitory effect of 5- HTac receptors to stimulate the local dopamine release

(Dremencov et al., 2004).

Serotonergic innervation in the CNS originates from cell bodies located in the
nuclei of the midbrain, known as the dorsal nucleus of the raphe (DRN) and the
medialnucleus of the raphe (MRN) and innervate cortical and striatal dopaminergic
neurons (Hale and Lowry, 2011). However, treatment with ULI did not alter the
extracellular levels of the serotonin metabolite, 5-hydroxindoleacetic acid (5-HIAA),
neither in the striatum nor in the nucleus accumbens core and shell. In fact, we
observed peaks of serotonin in the nucleus accumbens shell only, where rats treated
with ULI present apparent higher levels of serotoninin relation to the basal
determination althoughwithout statistical significance. These data do not match with
those presented by Stein et al. (2012), who suggested that the ULI increases
availability of serotonin in the synaptic cleft. This divergence of results can be due

several reasons, the most relevant seeing to be the encephalic structure and the
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experimental model studied, since Stein and co-workers (2012) performed the

experiment in vitro using the frontal cortex synaptosmal preparations.

Therefore, the effects of ULI on monoaminergic neurotransmission and
monoamines extracellular availability may be linked to its interaction with specific
brain structures. Accordingly, a study by our group have shown that the ULI increased
Na'K'- ATPase activity, which is involved in the neuronal monomaminergic
transporter driving, in mice cerebral cortex but not in hippocampus (Stein et al.,

2016).

Summarizing, the results of current study showed that treatment with
uliginosin B increased the extracellular availability of dopamine and its metabolite,
HVA, in the striatum of rats without altering the extracellular levels of DOPAC and 5-
HIAA. On the other hand, the acute treatment with uliginosin B did not alter the
extracellular levels of dopamine and its metabolites, as well as serotonin and its
metabolite, in the nucleus accumbens core and shell of Wistar rats. These data
suggest thatthe effects of ULI on monoaminergic neurotransmission and monoamines
extracellular availability may be linked to its interaction with specific brain structures
and neuronal pathways, being thestriatum more important than nucleus accumbensfor
the action of uliginosin B. These finding point to a usefulness of this dimeric
phloroglucinol in dopaminergic basal ganglia disorders as Parkinson disease, which

deservefurther studies.
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CAPITULO II

Uliginosin B, a Natural Phloroglucinol, Increases
Hippocampal GSH, MCP-1 and IL-10 Levels in Mice



O Capitulo 2 ¢ constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre
as paginas 94 — 119.

Marangon, C.G., Rojas, C.S., Michelsen, M.Z. et al. Uliginosin B, a Natural
Phloroglucinol, Increases Hippocampal GSH, MCP-1 and IL-10 Levels in Mice. Rev.
Bras. Farmacogn. (2023). https://doi.org/10.1007/s43450-023-00459-7.

Este capitulo foi publicado na Revista Brasileira de Farmacognosia (2023), sob
doi, https://doi.org/10.1007/s43450-023-00459-7. Em suma, o objetivo deste estudo
foi investigar o efeito da uliginosina B,um floroglucinol dimérico, nos marcadores
inflamatorios ( IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF e IL-12p70) e do estresse oxidativo
(conteudo da glutationa reduzida, sulfidrilas, espécies reativas ao acido tiobarbiturico e
atividade da catalase) no modelo de comportamento de doente (sickness behavior) e do
comportamento tipo deprimido induzidos por LPS precedido do estresse da natagdo
forcada em camundongos CF1. Os resultados demonstram que a uliginosina B nao
protegeu os camundongos do sickness behavior, no entanto, este floroglucinol
dimérico apresentou um efeito protetor parcial no comportamento do tipo depressivo
induzido por LPS precedido da natagdo for¢ada, no teste de supensdo pela cauda.
Ainda, os dados mostram que a uliginosina B induz um aumento nos niveis da IL-10,
glutationa reduzida e de MCP-1. Dessa forma, este estudo sugere que as vias
imunoinflamatorias e antioxidantes podem desempenhar um papel no efeito

antidepressivo da uliginosina B.



DISCUSSAO FINAL E CONCLUSAO
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A depressdo atualmente se apresenta como uma patofisiologia multifatorial
envolvendo vias de sinalizagdo interrelacionadas que afetam os sistemas de
neurotransmissores (dopamina, serotonina e noradrenalina), imune (citocinas),
enddcrino (eixo HPA), oxidativo e genético (Najjar et al., 2013). Em vista disso, novas
estratégias de tratamento se fazem necessarias na busca de tratamentos mais eficazes e
seguros.

O género Hypericum ¢é rico em floroglucindis e tem despertado a atencao da
comunidade cientifica e médica, especialmente a espécie européia H. perforatum, por
suas propriedades antidepressivas, parcialmente creditadas a hiperforina, um
floroglucinol monomérico (Schmidt and Butterweck, 2015). As espécies de
Hypericum, nativas do Estado do RS, apresentam um padrao molecular promissor para
o desenvolvimento de protdtipos neuroativos, principalmente com atividade no
Sistema Nervoso Central, conforme demonstrado em varios trabalhos do grupo (Viana,
2002; 2007; Viana et al., 2003; 2005; 2006; von Poser, Rech e Rates, 2006; Haas et
al., 2010; Rates et al, 2010; Haas et al., 2011; Stolz, 2011; Centuridao, 2012;
Sakamoto, 2012; Stein, 2012; Stein et al., 2012; Stolz et al., 2012; Ccana-Ccapatinta,
2014; Ccana- Ccapatinta et al., 2014; Centurido et al., 2012; 2014). Dentre as espécies
nativas, destacou-se o Hypericum polyanthemum e o seu principal constituinte, um
derivado de acilfloroglucinol, a uliginosina B.

Os dados descritos para a ULI, até o presente, apontam seu efeito do tipo
antidepressivo e antinociceptivo em roedores (Stein et al., 2012; Stolz et al., 2012). A
acdo antidepressiva envolve a ativacdo de receptores monoaminérgicos (Stein et al.,
2012), enquanto o efeito antinociceptivo envolve a estimulacdo dopaminérgica da
familia D2 e indireta do sistema opidide (Stolz et al., 2012). No entanto, a ULI nao se
liga aos sitios monoaminérgicos em transportadores neuronais, nem mesmo hos
receptores opidides e dopaminérgicos e nao estimula a proteina G acoplada a estes
receptores. Portanto, seu mecanismo de agdo se mostra um tanto diferente e peculiar
em relagdo a maioria dos antidepressivos classicos.

O envolvimento da ULI na neurotransmissao monoaminérgica foi avaliado em
um estudo in vitro que relatou que este floroglucinol inibiu a captacao sinaptosomal de

monoaminas no estriado (dopamina), cortex pré-frontal (serotonina) e hipotalamo
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(noradrenalina) de ratos (Stein et al., 2012). Outro estudo prévio foi realizado visando
investigar o efeito dos pré-tratamentos com inibidor da sintese de serotonina (pCPA) e
antagonistas de receptores noradrenérgicos al (prazosina) e a2 (ioimbina) na atividade
motora e antinociceptiva de camundongos. O efeito ataxico induzido por ULI foi
prevenido parcialmente quando a sintese de serotonina foi inibida, enquanto que o
antagonismo noradrenérgico nao alterou o efeito deste floroglucinol (Stolz et al.,
2012). Entretanto, a coadministragdo da ULI com clonidina, um agonista o2-
noradrenérgico, frequentemente utilizado como adjuvante na clinica para tratamento
da dor evidenciou uma interagao aditiva demonstrado pela analise isobolar, sugerindo
que ambas as substancias atuam em vias semelhantes e, provavelmente, envolvem a
neurotransmissao noradrenérgica.

Outro estudo também avaliou o mecanismo de acdo da ULI nos sistemas
glutamatérgico (receptores NMDA) e purinérgico (receptores de adenosina e hidrolise
do ATP, ADP e AMP), vias conhecidas por influenciar a disponibilidade de
monoaminas. Os resultados indicam que o pré-tratamento com o antagonista NMDA
(MK-801) impediu a ULI de aumentar a disponibilidade das monoaminas na fenda
sinaptica (Stolz et al., 2014) e que a ativagdo dos receptores Al e A2A e a modulagao
da atividade da enzima ecto-5’nucleotidase contribuem para o efeito antinociceptivo
da ULI (Stolz et al., 2016).

Desta forma, o enfoque deste trabalho visou aprofundar a investigagao sobre o
mecanismo de acdo antidepressiva da ULI em relagdo a neurotransmissao
monoaminérgica in vivo bem como a influéncia deste floroglucinol em processos
subjacentes a neurobiologia da depressao como a inflamagao e o estresse oxidativo.

Em estudos com modelos animais, a administracao sist€émica de LPS, em doses
que ndo cause sepse, induz a expressdo de citocinas pro-inflamatorias e
consequentemente o comportamento de doente seguido do comportamento do tipo
depressivo (Frenois et al., 2007, Ge et al., 2015). Este modelo classico tem sido
modificado de formas variadas, através da inclusdo de agentes inflamatérios como
interferon-a (Fischer et al., 2015), doses repetidas de LPS que induzem inflamacao

cronica (Kubera et al., 2013; Adzic et al., 2015) ou através da associagao do LPS com
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exposicao ao estresse cronico moderado (Elgarf et al., 2014) visando estudar a
depressao associada a neuroinflamagao.

Nosso grupo adotou o modelo de Viana e colaboradores (2010), que introduziu
a natacao for¢ada como um estimulo estressor associado a administracao de LPS em
camundongos CF1, que sdo mais resistentes ao desafio imune. Com este modelo
experimental e na dose de 15 mg/kg (v.0.), a ULI ndo foi capaz de reverter os sintomas
do comportamento de doente, no entanto, protegeu os camundongos do
comportamento tipo deprimido observado no teste de suspensdo pela cauda. Na
verdade, o efeito antidepressivo da ULI, bem como da IMI, observado no estudo atual
pode ser considerado parcial, porque, embora o grupo de veiculo pré-tratado com LPS
tenha mostrado uma imobilidade significativamente maior do que o grupo tratado e
pré-tratado com o veiculo, ndo houve diferencas significativas entre as drogas pré
tratradas com veiculo e com LPS. Ainda, este resultado pode estar relacionado com o
tempo decorrido entre a administragdo do medicamento até a avaliacdo no TST, em
que as drogas foram administradas 19 horas antes dos animais serem submetidos ao
TST.

Assim, IMI e ULI nd3o foram capazes de reverter os sintomas do
comportamento de doente e induziram um aumento nos niveis hipocampais da IL-6,
IL-10 e MCP-1 em 6 h ap6s o desafio imune. Em relacdo a estes mediadores
inflamatorios, a maioria dos estudos tem encontrado niveis séricos elevados da IL-6 na
condicdo da depressdo. A partir disso, podemos sugerir que neste estudo o aumento da
citocina pré-inflamatoria IL-6 foi dominante e mais relevante para provocar os déficits
comportamentais observados induzidos pelo estresse da natagdo forcada aliado a
administracdo de LPS nos camundongos CF1.

A IL-6 ¢ uma citocina multifuncional produzida por imundcitos e outras células
residentes no SNC tais como astrocitos, microglia e neurdnios (Sebire et al., 1993).
Essamolécula endogena ¢ conhecida por desempenhar um papel fundamental nos
processos inflamatorios, em contrapartida, também estd envolvida em uma série de
efeitos anti- inflamatdrios, como por exemplo, a inducao da sintese de corticosterdides

(Woloski et al., 1985).
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A IL-6 ¢ reconhecida por estimular o eixo HPA, resultando no aumento dos
niveis de triptofano e no metabolismo de serotonina (Wang et al., 1998). Os niveis
elevados da IL-6 em pacientes deprimidos ¢ bem documentado na literatura sendo
sugerido como marcador do estado bioldgico da depressdo (O'Brien et al., 2004,
Yoshimura et al., 2013). No entanto, estudos adicionais sdo necessarios na tentativa de
esclarecer melhor o seu papel no eixo HPA e a sua participagdo na sinalizagdo da
neurobiologia da depressao.

Nesta via de sinalizagdo de moléculas do sistema imune envolvidas com a
depressdao, ha evidéncias que a quimiocina MCP-1, possa agir como um agente
neuromodulatorio (Mélik-Parsadaniantz and Rosténe, 2008; Madrigal et al., 2010).
Me¢élik-Parsadaniantz and Rosténe (2008), reportaram a coexisténcia de MCP-1 com
importantes neurotransmissores como dopamina e acetilcolina. Ainda ha poucos
trabalhos que mostram sua relagdo com o cenario clinico deste distarbio do humor
(Lehto et al., 2010, Grassi-Oliveira et al., 2012). No entanto, alguns autores sugerem
que a producao constitutiva de MCP-1 esteja vinculada a a¢des neuroprotetoras € a sua
auséncia no desenvolvimento de processos neurotoxicos (Madrigal et al., 2010).

A IL-10 vem ganhando destaque na literatura por seus efeitos no Sistema
Nervoso Central em relagdo ao quadro depressivo. Entre eles podemos citar o
envolvimento desta molécula na modulacdo do eixo HPA, visando a homeostase,
através da inibigdo da producdo de esterdides (Voorhee et al., 2013). Visto que a
expressao reduzida desta citocina antiinflamatoria podera resultar na hiperatividade do
eixo HPA e resisténcia aos glicocorticdides observada em pacientes depressivos. A IL-
10 também tem a fungdo de promover a reducao da expressdo das citocinas
proinflamatdrias, no processo inflamatorio, além de indiretamente suprimir a
expressao da IDO e assim restaurar os niveis de serotonina (Voorhee et al., 2013).
Camundongos transgénicos que foram superexpressados com esta citocina
antiiflamatoria apresentaram redug¢do no tempo de imobilidade no teste de natacao
forcada no comportamento tipo depressivo (Mesquita et al., 2008),

Com todos estes atributos, ha autores que sugerem que a IL-10, bem como seu

analago sintético ou até mesmo moléculas que induzam seu aumento enddgeno
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possam ser considerados potenciais agentes terapéuticos no tratamento a depressao
(Dhabhar et al., 2009; Roque et al., 2009).

Neste contexto, ensaios clinicos sugerem que os medicamentos antidepressivos
interagem com as vias de sinalizacdo imune inflamatéria, mas os dados sdo
inconsistentes ¢ 0o mecanismo ainda nao ¢ compreendido (McNamara and Lotrich,
2012, Hannestad et al., 2011, Yirmiya et al., 2015). De maneira geral, experimentos
pré clinicos tém mostrado que o tratamento com diferentes classes de antidepressivos
reduzem a producao de citocinas pro6 inflamatdrias induzidas por LPS, tais como TNFa
e IL-6, protegem dos sintomas do comportamento de doente, bem como atenuam o
desenvolvimento do comportamento tipo deprimido em roedores (Yirmiya, 1996,
Yirmiya et al., 2001, Hashioka et al., 2007). Por outro lado, as doses ¢ a forma de
tratamento (agudo ou cronico) também podem influenciar na resposta a terapia
(Yirmiya, 1996, Shen et al., 1999, Castanon et al., 2001).

Considerando todos estes achados da literatura citados acima e os resultados do
presente estudo, podemos sugerir que o efeito antidepressivo da ULI poderia estar,
pelo menos em parte, relacionado com a sua capacidade de aumentar IL-10 e MCP-1,
mas que nao pode ser demonstrado pelo uso de natagcdo forcada (5 min) + LPS (450
ug/kg, 1.p.) para induzir comportamento de doente € o comportamento tipo depressivo
em camundongos CFI, uma vez que neste cenario o aumento da IL-6 parece ser
dominante e mais relevante para provocar os déficits comportamentais observados
(Voorhees et al., 2013).

Interessantemente, alguns estudos tém mostrado que varias substincias que
apresentam efeitos neuroprotetores podem produzir efeitos antidepressivos em
modelos animais preditivo de acdo antidepressiva (Lauterbach et al., 2010). Acredita-
se que o papel neuroprotetor destes agentes antioxidantes possa ser relevante na
modulacdo das vias de sinalizacdo na depressao (Shieh et al., 2008, Kutiyanawalla et
al., 2011). Nossos dados mostraram que a ULI induz um aumento de GSH e podemos
inferir que este efeito também pode contribuir para o seu efeito antidepressivo.

A glutationa tem um importante papel protetor contra as espécies oxidativas no
SNC (Gibson et al., 2012). Estudos t€ém mostrado niveis significativamente reduzidos

de GSH no fluido cerebroespinhal de pacientes com desordens psiquiatricas. Gawryluk
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et al., 2011, encontraram niveis reduzidos de GSH no cortex pré frontal de pacientes
com depressao post mortem, sugerindo que pacientes acometidos com este disturbio do
humor podem ser mais susceptiveis ao estresse oxidativo.

Nossos resultados mostraram que a IMI e a ULI induziram um aumento
significativo nos niveis hipocampais de GSH apenas em animais ndo submetidos ao
desafio imune, mas com um perfil temporal diferente. A IMI aumentou os niveis de
GSH em 24 horas ap6s o desafio imune, enquanto que a ULI foi ativa em 6 horas apos
o desafio imune. Este achado poderia estar relacionado a diferencas farmacocinéticas,
mas ¢ uma condi¢do pouco provavel. A meia-vida da IMI ¢ de aproximadamente 50-
70 min, no cérebro e plasma de camundongos e ¢ rapidamente metabolizada ao seu
metabolito ativo desmetilimipramina (DM1). Evidéncias mostram que apos a
administragdo de IMI (i.p.), o seu metabolito ativo, (DMI1) ¢ metabolizado
aproximadamente a mesma taxa que a IMI em camundongos diferentemente do
ocorrido em ratos e humanos nos quais o DM1 se acumula nos tecidos (Dingell et al.,
1964). Nao temos dados sobre a farmacocinética da ULI, mas sabemos que o efeito de
uma Unica administracdo de ULI ndo tem efeito duradouro sobre o teste de suspensao
pela cauda e na atividade da Na+ K+ -ATPase em camundongos (Stein et al., 2016).
Assim, estes diferentes perfis temporais de efeito podem indicar que ULI e IMI atuam
por vias de sinalizacdo distintas.

O efeito de ULI e IMI na atividade de GSH pode estar, pelo menos em parte,
associado com a a¢do inibitéria destas substancias na recaptagdo neuronal de
dopamina e norepinefrina (Stein et al.,, 2016). Visto que o metabolismo das
monoaminas gera espécies reativas de oxigénio pelo aldeido DOPAL (3,4-
dihidroxifenilacetaldeido), a deplecdo de GSH pode acarretar sérias conseqiiéncias
funcionais celulares. Embora a liberagdo das vesiculas de armazenamento seja o
processo preponderante, a inibi¢do da recaptagdo com certeza reduz o contetido de
dopamina citoplasmatica disponivel para a metabolizacio € o consequente estresse
oxidativo (Marchitti et al., 2007).

Postula-se a depressdo, em seu conceito classico, como uma deficiéncia dos
neurotransmissores principalmente, serotonina e noradrenalina. Acredita-se que o

aumento extracelular destes dois neurotransmissores esta relacionado com o efeito do
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tratamento de antidepressivo. No entanto, evidéncias sugerem que a dopamina também
esta implicada na patogénese da depressao (Kapur e Mann, 1992; Papakostas, 2006) e
varios medicamentos que estimulam a dopamina também mostram efeitos
antidepressivos (Papakostas, 2006). A literatura mostra que estruturas cerebrais como
cortex pré-frontal medial, nicleo accumbens e a regido do estriado, apresentam
projecdes dopaminérgicas (Bjorklund and Dunnett, 2007) e, portanto, também estdao
relacionadas com a depressao (Konarski et al, 2008; Nestler e Carlezon, 2006).

Em relagdo as monoaminas biogénicas, o tratamento agudo com a ULI (30
mg/Kg) aumentou os niveis extracelulares de dopamina e dcido homovanilico (HVA),
mas nao alterou os niveis do acido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC) e acido 5-
hidroxi-indolacético (5-HIAA) no estriado de ratos. O tratamento com a ULI nao
mostrou alteracao nos niveis extracelulares de dopamina e seus metabolitos bem como
de serotonina e seu metabdlito no nicleo accumbens de ratos acordados. Esses
resultados corroboram com estudos anteriores de nosso grupo (Munari, 2006, Viana et
al., 2005 e 2006, Stein et al., 2012) e sugerem que os efeitos da ULI sobre a
neurotransmissao monoaminérgica e a disponibilidade extracelular de monoaminas
podem estar ligados a sua interagdo com estruturas cerebrais e vias neuronais
especificas, sendo o estriado mais importante do que o nlicleo accumbens para a acao
desta molécula. Estes achados apontam para uma utilidade deste floroglucinol
dimérico nos disturbios dos ganglios basais dopaminérgicos como a doenga de
Parkinson.

A partir dos dados discutidos nesta tese e dos resultados obtidos com a ULI até
o momento, podemos concluir que, ndo foi possivel identificar um sitio de acdo
especifico para este floroglucinol, que, no entanto, demonstra um perfil dependente da
ativagdo de multiplos circuitos de sinalizagdo tais como monoaminérgico,
glutamatérgico, opidide, adenosinérgico, balango i0nico, sistema imune e antioxidante
com destaque para o aumento das moléculas endogenas IL-10 e glutationa reduzida.
Circuitos estes que apresentam importancia diferenciada de acordo com o estimulo
recebido pelo animal. Este perfil reforca a importancia de estudos com a ULI visando
um novo padrdo molecular, promissor no desenvolvimento de novos farmacos

“multialvo” com agdo antidepressiva e/ou analgésica.
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