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N3ao importa onde vocé parou,
em gue momento da vida vocé cansou,
0 que importa é que sempre é possivel

e necessario "Recomecar".
Recomecar é dar uma nova
chance a si mesmo.

E renovar as esperancas na vida
€ 0 mais importante:

acreditar em vocé de novo.

Carlos Drummond de Andrade
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RESUMO

O género Hypericum tem sido amplamente estudado e o nosso grupo tem
demonstrado que espécies nativas do sul do Brasil tém apresentado atividade
do tipo antidepressiva e antinociceptiva em roedores. Hypericum caprifoliatum
mostrou resultados promissores no teste do nado forcado (NF). O estresse
cronico tem sido proposto como um modelo de depressdao em animais,
induzindo um aumento no tempo de imobilidade no NF. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do tipo antidepressivo de um extrato n-hexanico
purificado de Hypericum caprifoliatum (HCP) em ratos submetidos ao Estresse
Crbénico Moderado e Imprevisivel (ECMI) seguido pelo nado forgado. A extragcao
do material vegetal seco e triturado foi realizada com n-hexano por maceragao
durante 24 ou 48 horas, seguida de filtracdo e evaporacao do solvente sob
pressdo reduzida a 45°C. Ratos Wistar, machos (280 g) foram submetidos ao
estresse por 40 dias. Estressores foram aplicados em momentos diferentes do
dia, sem seguir uma determinada sequéncia, tornando o teste impreuvisivel.
Apenas um estressor foi usado cada dia. No 412 dia, 24h apds a ultima sessao de
estresse cronico, os animais foram expostos ao nado forgcado durante 15
minutos (pré-teste). Imediatamente, o tratamento foi iniciado (180 mg/kg/dia
durante 5 dias: 2 doses didrias de 90 mg/kg, pela via oral). No dia 46, os animais
foram expostos ao NF durante 5 minutos (teste). O tempo de imobilidade foi
registrado no pré-teste e teste. A atividade da enzima Na*,K’- ATPase foi medida
em cortex e hipocampo. Os protocolos foram aprovados pela CEUA — UFRGS
(projeto numero 22091). O grupo Estresse (453,7+189,0, n=15) apresentou
maior tempo de imobilidade no pré-teste comparado com o grupo controle
(275,5+142,64, n=18) (p <0,01, Teste-t) demonstrando que foi induzido um
comportamento do tipo depressivo. HCP reduziu a imobilidade apenas do grupo
estresse (98,7+20,6, n=8) em comparag¢ao com animais tratados com veiculo
(184,1465,2, n=7) (p <0,01, ANOVA de duas vias RM). Houve uma reducao da
atividade da Na*,K*- ATPase hipocampal dos animais que sofreram estresse e o
tratamento com o extrato ndo foi capaz de reverter a situacdo. Podemos
presumir que o efeito do HCP é mais pronunciado no contexto de um modelo
de depressao onde a doenca ja esta instalada. H. caprifoliatum apresenta efeito
do tipo antidepressivo em um modelo que é suposto ter mais validade de
construto do que o teste de natagdao forgada. Isso reforca a nogdo que H.
caprifoliatum pode ser util para desenvolver novos farmacos antidepressivos.

Palavras-chave: Antidepressivo, Estresse Crénico Moderado e Imprevisivel,
Hypericum caprifoliatum, Teste de Nado Forgado.
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1. Introducao

Depressao é um transtorno psiquidtrico comum, de alta prevaléncia, sendo uma
das maiores causas de incapacidade (Paykel, 2006). E caracterizada por humor
melancdélico, dificuldade de sentir prazer e perda de interesse nas atividades usuais
(Li et al., 2011). Muitos antidepressivos produzem efeitos adversos, como sedacao,
descoordenacdao motora e disfuncdo sexual (Kennedy, 2006; Rosen et al., 2003).
Desta forma a pesquisa de novos farmacos antidepressivos eficazes e com poucos
efeitos adversos se faz necessaria (Adell et al., 2005). O género Hypericum é
conhecido pela atividade antidepressiva da espécie Hypericum perforatum
demonstrada em diversas metanalises e ensaios clinicos (Linde et al., 2008; Rahimi
et al., 2009). O estudo das espécies de Hypericum nativas do sul do Brasil resultou
no isolamento de benzopiranos das partes aéreas de H. polyanthemum Klotzsch ex
Reichardt (Ferraz et al., 2001) e de derivados de floroglucindis diméricos em
diferentes espécies (No6r et al., 2004). Hiperbrasilol, um derivado de floroglucinol
(Figura 1), foi isolado de H. connatum e H. caprifoliatum por Nor e colaboradores
(2004). A caracterizagdo de extratos n-hexanicos das flores de H. myrianthum, H.
polyanthemum e H. caprifoliatum, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
apresentou picos de retencao similares aos picos de uliginosina B (Figura 2) (Nor et
al., 2008). Além disso, apresentam flavondides, taninos (Dall’Agnol et al., 2003) e
Oleos essenciais em sua composicdo (Ferraz et al., 2002). A analise cromatografica
em placa e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), ndo detectou a
presenca de hipericina em um extrato bruto metandlico e na fracao n-hexanica de

H. caprifoliatum (Ferrraz et al., 2002).

O estudo farmacoldgico de espécies do género Hypericum nativas do sul do
Brasil tem demonstrado, em roedores, atividade do tipo antidepressiva e
antinociceptiva (Daudt et al., 2000; Gnerre et al., 2001; Viana et al., 2003, 2005,
2006, 2008; Haas et al., 2011). Entre as espécies testadas, Hypericum caprifoliatum
demonstrou resultados promissores no teste de natacdo forcada (Viana et al.,

2005), modelo animal utilizado para rastreamento de produtos com potencial
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atividade antidepressiva (Porsolt et al., 1977). A extragao com solventes em ordem
crescente de polaridade mostrou que somente a fracao extraida com o solvente
mais apolar apresentou atividade do tipo antidepressiva (Daudt et al., 2000). O
resultado mais promissor foi com a utilizacdo de um extrato com éter de petrdleo,
rico em floroglucindis. Experimentos subsequentes demonstraram toxicidade para
este extrato, o que levou a preparacdo de outro extrato lipofilico, preparado com

ciclohexano, foi utilizado e demonstrou atividade do tipo antidepressiva (Viana et

®) =
O OH HO OH
A O
CHp
OH O

Figura 1 - Estrutura quimica do hiperbrasilol

O
O OH HO OH
N O
CHp
OH O

Figura 2 - Estrutura quimica da uliginosina B

al., 2005).

Estudos realizados in vivo e in vitro demonstraram que H. caprifoliatum tem
acao sobre a neurotransmissdo monoaminérgica (Viana et al.,, 2005). Em
camundongos e ratos, foi demonstrado que o efeito anti-imobilidade de um extrato

n-hexanico de H. caprifoliatum (ECH) no teste da natac¢do forgada foi prevenido
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pelo pré-tratamento com antagonistas dopaminérgicos: sulpirida (D,like) e
SCH23390 (Dilike) (Viana et al., 2005). Este extrato inibiu a recaptagao
sinaptosomal de monoaminas, em particular, da dopamina (Viana et al., 2005).
Porém, ndo se ligou aos transportadores neuronais das monoaminas, o que sugere
gue o mecanismo de acao de H. caprifoliatum é diferente de outras classes de

antidepressivos (Viana et al., 2005).

Foi demonstrado que o tratamento de ratos por 5 dias com ECH levou a uma
reducdo da ligaco do [**S] GTPyS a subunidade alfa da proteina G quando esta foi
ativada pela presenca de dopamina, serotonina e noradrenalina (Viana et al.,
2007). Esta reducdo de ligacao pode ser atribuida a dessensibilizacdo induzida pelo
aumento de monoaminas na fenda, sugerindo que ocorre uma redugdo do
acoplamento da proteina G apds o tratamento sub-crénico com o extrato de H.
caprifoliatum. O efeito de ECH sobre a ligagdo de GTPyS confirma a acao sobre o
sistema monoaminérgico e é consistente com um potencial efeito antidepressivo
(Viana et al., 2007). A uliginosina B, um dos floroglucindis diméricos presentes em
H. caprifoliatum, apresentou um perfil de atividade antidepressiva igual ao de ECH
e também potenciou o efeito de farmacos antidepressivos no teste da natagao

forcada (Stein et al., 2011).

Viana e colaboradores (2008) investigaram a influéncia de ECH sobre os niveis
de corticosterona no soro e no cortex pré-frontal de camundongos submetidos ou
ndo ao estresse da natagao forgada. Trés dias de tratamento com um extrato de H.
caprifoliatum reduziram significativamente o aumento do nivel cortical de
corticosterona, em camundongos, induzido pelo nado forcado, sem afetar o nivel
sérico, evidenciando que o tratamento repetido com o extrato afeta repostas
hormonais ao estresse. Este é um dado importante, visto que muitos pacientes
com transtorno depressivo apresentam alteragdo no funcionamento do eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal, como, por exemplo, concentra¢des elevadas do

cortisol sérico (Holsboer, 2000).



12

Estudos sugerem que o estresse contribui para o desenvolvimento de

depressao, induzindo alteragdes comportamentais e neuroquimicas em animais

similares as humanas (Anisman et al., 1992, Charney et al., 2004) e um grande
numero de modelos animais de depressao levam ao desenvolvimento de estresse.
O modelo da natacdo forcada desenvolvido por Porsolt (1977, 1978) baseia-se na
premissa de que o animal submetido a um estresse inescapdvel, como a natacao
forcada, desenvolve um comportamento denominado desespero comportamental,
expresso pela reducdo do nado e tentativas de escape, medido como
comportamento de imobilidade. Este modelo é bastante utilizado para triagem de
produtos com potencial atividade antidepressiva, mas é considerado um modelo
com baixa validade de face e de construto (McKinney & Bunney, 1969) entre outros

motivos, por representar um estresse agudo (Willner, 1990).

Alguns modelos de estresse cronico moderado sao propostos como modelos de
depressao em animais (Crema et al., 2010; Gamaro et al., 2003; de Vasconcelos et
al., 2003, 2011; Pucilowski et al., 1993). O modelo de estresse cronico moderado e
imprevisivel em roedores foi inicialmente proposto por Katz (1981, 1982) e tem
trés aspectos importantes que o fazem ser um atrativo modelo de depressdao em
animais: induz condi¢des simulatdrias as situagdes de estresse diarias; faz com que
o animal tenha comportamento anedodnico (situacao nucleo da depressao); o longo
tempo de experimento é ideal para investigacdao de tratamentos cronicos (Wu et
al., 2010). Foi demonstrado que os animais submetidos ao estresse crénico
moderado (no qual os estressores sdao aplicados de forma variadvel, tornando-se
imprevisiveis para o animal) apresentam aumento da imobilidade no teste do nado
forcado, além de alteracdes neuroquimicas, como reducdo da atividade da Na*,K'-
ATPase e alteracdes em receptores de adenosina (Crema et al., 2010, Tagliari et al.,

2010).

Segundo Stein (2012), o fluxo dos ions Na*,K" através da membrana é

necessario para a manutenc¢ao da excitabilidade neuronal, regulacdao do balango
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osmético, volume celular e transporte intracelular de moléculas ligadas ao co-
transporte de Na®, como glicose, aminoacidos e neurotransmissores (Kaplan, 2002;
Jorgensen et al., 2003). A falha do funcionamento dessa bomba ou a sua inibicao
resulta em deplecdo intracelular de K*, e acimulo de Na® intracelular, resultando
em uma membrana plasmadtica despolarizada que prejudica a propaga¢ao do
impulso nervoso, diminui a excitabilidade neuronal, podendo causar prejuizo no

funcionamento normal do sistema nervoso central (Yu, 2003; Panayiotidis, 2006).

2. Objetivo

A proposta deste trabalho foi estudar o efeito de um extrato n-hexanico
purificado das partes aéreas de H. caprifoliatum no modelo do Estresse Cronico
Moderado e Imprevisivel associado a Natacdao Forcada, buscando avaliar se o
extrato seria capaz de alterar o comportamento do tipo depressivo apds este ja
estar instalado e avaliar a atividade da enzima Na’ K'-ATPase frente ao

tratamento com HCP.

3. Materiais e métodos

3.1Material vegetal

As partes aéreas de H. caprifoliatum foram coletadas na cidade de Guaiba,
no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, em Novembro de 2011. Exsicatas
(Bordignon 1400) foram depositadas no Herbario do Departamento de Botanica
- Instituto de Biociéncias - UFRGS. A coleta foi autorizada pelo CGEN/IBAMA:
003/2008 P 02000.001717/2008-60.
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3.2Preparacdo dos extratos

A extracao do material vegetal seco e triturado (244,7g das partes aéreas) foi
realizada com n-hexano (1:4 m/v) por macera¢do durante 24 ou 48 horas,
seguida de filtracdo e evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida a 45°C, para
obtencdo do extrato bruto (aproximadamente 10g apds 10 ciclos de extracdo).
Para obter o extrato purificado, o ECH foi ressuspendido em acetona, obtendo-
se um residuo lipofilico (10% m/m), eliminado em papel filtro (Viana et al.,

2005). O solvente foi evaporado resultando em HCP.

3.3Caracterizacdo quimica do extrato

A caracterizacdo de HCP foi realizada por CLAE, utilizando metodologia
previamente validada (Carginin et al., 2010). Foram utilizados: Bomba Waters
600, Injetor automatico Waters 717, Detector dual lambda Waters 2487, Coluna
Waters Nova Pack C18 (3,9 mm x 150 mm e particula de 4 pum), Pré-coluna
Waters Nova Pack C18 60-A (3,9 mm x 20 mm), Fluxo: 1 mL/min, Software
Empower 2.0, Sistema eluente: Acetonitrila:Agua (95:5) + 0,01% Acido

Trifluoroacético.

3.4Tratamentos

Todos os tratamentos foram administrados pela via oral (gavagem), num
volume de 1 mL/kg de massa corporal. A solubilizagdo das drogas e
ressuspensao de HCP foram feitas com salina, polissorbato 80 (5% do volume
final) e auxilio de ultrassom. A dose HCP utilizada neste estudo foi de
180mg/kg/dia (02 administra¢des didrias - 9:00 e 17:00 - de 90 mg/kg). A
escolha da dose foi baseada em estudos anteriores do grupo (Viana et al.,

2007). Os grupos de tratamentos estdo sumarizados na tabela 1.
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3.5Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (60 dias, pesando em média 280g)
provenientes do Biotério do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os animais foram mantidos em grupo de
cinco, em caixa de plastico (65cm x 25cm x 15c¢cm) com o fundo coberto por
serragem. Os animais permaneceram em ciclo claro/escuro de 12h (luz acesa
entre 7h e 19h), a temperatura constante de 22 +1 2C com livre acesso a dgua e
racao padrdo para roedores (exceto em momentos especificos, onde parte dos
animais teve privacao de racdo). Foram utilizados 16 animais no grupo Estresse
e 20 animais no grupo Nao-Estresse. Apds, esses grupos foram subdivididos em
tratados com o extrato ou com veiculo. Apds o final dos experimentos, os
animais foram mortos por decapitacdao, seus cérebros retirados e dissecados,
sendo cértex e hipocampo as estruturas de interesse. As amostras ficaram em
freezer =80 °C até serem analisadas. As carcacas foram descartadas em coletor
de residuos especial, até recolhimento por empresa especializada contratada
pela UFRGS. O projeto foi aprovado pela comissao de ética no uso de animais

(CEUA) desta universidade sob o numero de aprovacdo 22091.

Tabela 1. Descricdo do numero de animais e tratamentos dos grupos

experimentais.

. . . Numero
Experimento Grupos experimentais
de ratos
Estresse cronico 1.Nao-Estresse - Controle negativo (veiculo) 10
moderado imprevisivel 2.N3o-Estresse — HCP 180mg/kg/dia v.o. 8
e nado forcado 3.Estresse - Controle negativo (veiculo) 8
4.Estresse — HCP 180mg/kg v.o. 7

Numero total de ratos 33
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3.6 Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel

O regime de estresse foi de 40 dias (Crema et al., 2010, Tagliari et al., 2010)
e esta sumarizado na tabela 2. Utilizou-se apenas um agente estressor por dia:
(1) 1-3h de serragem umida; (2) luz acessa durante o ciclo escuro; (3) 3-6h de
inclinacdo da caixa angulo de 45°; (4) 2-5h de luz piscante (descrito
posteriormente); (5) 2-3 dias de isolamento social; (6) 24h privacdo alimentar e
(7) 1h de contencao (descrito posteriormente). O estresse foi aplicado em
diferentes horarios do dia, todos os dias e sem obedecer a uma sequéncia
especifica, com o objetivo de tornar o teste imprevisivel. A exposicao a luz
piscante foi feita por uma lampada de 40W, piscando na frequéncia de 6
flashes/min. A contencdo foi feita em aparato plastico medindo 25cm x 7cm
ajustado com auxilio de fita colante de modo que o animal ndao conseguisse se
mover. Uma abertura frontal de aproximadamente 1cm permitiu que o animal

tivesse espago para respirar.

Tabela 2. Agentes estressores

Dia Estressor
1 Serragem
2 Luz acesa
3 Luz piscante
4 Contencao
5 Inclinacao
6 Sem ragao
7 Luz acesa
8 Luz Piscante
9 Serragem
10 Sem ragao
11 Luz piscante
12 Isolamento
13 Isolamento
14 Isolamento
15 Inclinagao
16 Luz piscante
17 Inclinacdo
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Contencao
Isolamento
Isolamento
Isolamento
Inclinagao
Luz acesa
Luz piscante
Sem rag¢ao
Inclinagao
Serragem
Sem ragao
Luz Piscante
Sem ragao
Sem estresse
Luz acesa
Serragem
Inclinagao
Serragem
Sem ragao
Serragem
Sem estresse
Isolamento
Isolamento

3.7Teste de Natacdo Forcada

Adaptado de Crema et al., 2010

Apdbs 24h da ultima sessdao de exposicdo ao estresse croOnico, os animais

foram submetidos ao teste do nado forcado, conforme descrito por Porsolt

(1978) com algumas modificacdes. O aparato consiste em um cilindro de PVC

(com 50cm de altura e 20 cm de didametro) preenchido com agua (40 cm) a

temperatura de 22 +1 °C. No 412 dia foi realizada uma primeira exposi¢ao ao

NF, onde foi avaliado o tempo de imobilidade por 15min (pré-teste). O tempo

de imobilidade do pré-teste foi medido a cada 5 minutos, obtendo-se a medida

de 3 tempos ao final dos 15 minutos. Imediatamente apds, os animais foram

tratados com extrato, resultando em um periodo de tratamento de 5 dias. No

462 dia, o tempo de imobilidade foi medido novamente, desta vez, por 5

minutos (teste). Considera-se imobilidade quando nenhuma atividade adicional
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for observada, exceto os movimentos necessarios para manter a cabeca dos

ratos acima da agua, (Porsolt et al., 1978). Este experimento estd

esquematizado na figura 3.
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Figura 3. Desenho experimental

3.8 Avaliacdo da atividade da Na',K" - ATPase

3.8.1 Preparacdo das amostras

Apbs os sacrificio, as estruturas cerebrais (cértex e hipocampo) foram
homogeneizadas em 10 volumes (1:10 m/v) de solugdo tampdo sacarose 0.32
mM, contendo 5.0 mM HEPES e 1.0 mM de EDTA, com pH 7,5. Os
homogeneizados foram submetidos a centrifugacao a 1000 x g por 10 minutos e

o sobrenadante foi obtido para a determinac3o da atividade da Na*,K*- ATPase.

3.8.2 Avaliacdo da atividade

A reacdo de mistura para a determinacdo da atividade da enzima Na’,K'-
ATPase conteve: 5.0 mM MgCl,, 80.0 mM NaCl, 20.0mM KCl, e 40.0mM Tris—
HCI (pH 7,4) em um volume final de 200 pL. Apds 10 minutos de pré-incubacao a

37 °C, a reacao foi iniciada com a adicdao de ATP em uma concentragao final de
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3.0 mM, e incubado por 20 minutos. Os controles foram realizados sob as
mesmas condi¢des, com adicdo de 1.0 mM de ouabaina. A atividade de Na*,K'-
ATPase foi calculada através da diferenca entre os dois ensaios, de acordo com
Wyse e colaboradores (2000). A liberagao do fosfato inorganico foi medido
através do método de Chan e colaboradores (1986). A atividade especifica da
enzima foi expressa em mmol de fosfato liberado por minuto por mg de

proteina.

3.8.3 Determinacdo das proteinas

As proteinas foram medidas através do método de Bradford (1976) usando

albumina de soro bovino como padrao.

4. Resultados

4.1 Caracterizacdo quimica do extrato

Os tempos de retencio (t,)*: 9.40, 13.00, 17.87, 23.86 correspondem a HC1,
japonicina A, uliginosina B e hiperbrasilol, respectivamente. A concentragao de

uliginosina B no extrato foi de 32,3% (Figura 4).
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Figura 4. Cromatograma uliginosina B—220nm

! Comunicagéo oral - Maikon de Barros Doutorando pelo PPG de Ciéncias Farmacéuticas em
Junho 2012,
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4.2 Avaliacao do efeito do HCP na natacdo forcada em animais submetidos

ou ndo ao estresse cronico moderado e imprevisivel

4.2.1 Andlise do Pré-teste

Analisando o pré-teste nos seus 15 minutos totais, podemos observar que o
grupo Estresse teve maior tempo de imobilidade quando comparado ao grupo

Nao-Estresse (Figura 6).

Pré-Teste (15 minutos)

600

* 3k

500 o

400 o

300 o T

200

100 q

Nao-Estresse Estresse

Figura 5. Efeito do estresse cronico moderado e imprevisivel no nado for¢ado, em ratos
Wistar. Valores expressos em média + SEM (n=15-18), Teste-t Student. **P<0,01
comparado com seu respectivo controle (Ndo-Estresse)

4.2.2 Andlise do Pré-Teste em 3 tempos

Os 15 minutos do pré-teste foram analisados em 3 tempos onde: T1
corresponde aos 5 minutos iniciais do pré-teste (0-5min), T2 (5-10min) e T3 (10-
15min). Observa-se neste grafico (Figura 7), que tanto o T2 quanto o T3 sdo

diferentes do T1 em ambos os grupos (Estresse e Nao-Estresse). Analisando os
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tempos em separado, animais Estresse e Ndo-Estresse se comportam de forma
diferente, tanto em T2 quanto em T3, onde o grupo Estresse mantém a
imobilidade aumentada quando comparada ao grupo controle. Esta diferenca
nao existe no tempo T1, embora haja uma tendéncia de aumento da
imobilidade no grupo que sofreu estresse. Pode-se notar o perfil de aumento de
imobilidade classico para o teste de nado for¢cado, no qual o animal comeca a
desistir do teste apds os 5 minutos iniciais. Observa-se que apods este periodo

inicial (T1), tende-se a um plato, tendo T2 e T3 um perfil de imobilidade muito

semelhante.
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Figura 6. Efeito do estresse crénico moderado e imprevisivel no nado forcado, em ratos
Wistar. Valores expressos em média + SEM (n=15-18), ANOVA 2 Vias com Medidas
Repetidas. **P<0,01 comparado com seu grupo controle (N3do-Estresse) no mesmo
tempo (Festresse (1, 98) = 8,575). # P<0,05 ### P<0,001 comparado ao T1 (0-5min) do seu
mesmo grupo (Fempo (2, 98) = 16,686).
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4.2.3 Andlise do Teste

No teste (Figura 8), comparamos os grupos Estresse e Ndo-Estresse com
os tratamentos, veiculo e extrato. O grupo Estresse, que havia demonstrado um
maior tempo de imobilidade no pré-teste, teve esta imobilidade reduzida
guando tratado com HCP em relacdo ao seu grupo controle (Estresse/Veiculo).
O tempo de imobilidade dos animais submetidos ao estresse e tratados com
veiculo nao teve diferenga significativa quando comparado ao seu respectivo

controle (Ndo-Estresse/Veiculo).
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Figura 7. Efeito da administracdo repetida de extrato n-hexanico de Hypericum
caprifoliatum no comportamento de ratos Wistar, submetidos ao estresse cronico
moderado imprevisivel, no nado forcado. Valores expressos em média + SEM (n=7-10),
ANOVA 2 Vias. **P<0,01 comparado com seu grupo controle (Estresse/Veiculo)

(Firatamento (1/ 32) = 91457) (Finteragéo (11 32) =3,393P= 01057)'
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4.3 Atividade da Na*, K" - ATPase

A enzima Na®, K" - ATPase mostrou reducdo da atividade nos animais que
sofreram o estresse, nao sendo revertida pelo tratamento com o extrato (Figura
10). Na figura 11, podemos observar que ndao houve alteracdo da atividade da

enzima no cortex dos animais submetidos ou ndo ao estresse, em ambos os

tratamentos.
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Figura 8. Efeito da administragdao repetida de extrato n-hexanico de Hypericum
caprifoliatum na atividade da enzima Na®, K - ATPase em hipocampo de ratos. Valores
expressos em média + SEM (n=7-10), ANOVA 2 Vias. *P<0,05 comparado com o grupo
N3o-Estresse/Veiculo. #P<0,05 comparado com o grupo Ndo-Estresse/Extrato.
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Atividade Na*, K* - ATPase
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Figura 9. Efeito da administracdo repetida de extrato n-hexanico de Hypericum
caprifoliatum na atividade da enzima Na®, K* - ATPase em cértex de ratos Wistar ,
submetidos ao estresse crénico moderado imprevisivel seguido de nado forcado.
Valores expressos em média + SEM (n=7-10), ANOVA 2 Vias.

4.4Controle de Massa Corporal

Analisando o peso dos animais semanalmente (Figura 9), ndo observamos
diferenca significativa entre os grupos até a 62 semana de experimento. Apds o
tratamento com o extrato, os animais tratados com HCP, tanto do grupo
Estresse quanto do grupo Nado-Estresse, tiveram reducdo significativa no seu

peso, quando comparados com os animais tratados com veiculo.
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Figura 10. Efeito da administracdo repetida de extrato n-hexanico de Hypericum
caprifoliatum em ratos no ganho de massa corporal. Valores expressos em média +
SEM (n=7-10), ANOVA 2 Vias com Medidas Repetidas. **P<0,01 comparado com o
grupo N3o-Estresse/Veiculo. ##P<0,01 comparado com o grupo Estresse/Veiculo
(Ftratamento (31 230) = 1'015) (Fsemana (6; 230) = 1831835) (Finteragéo (18; 230) = 31671)

5. Discussao

Neste trabalho, buscou-se demonstrar o efeito do tipo antidepressivo de um
extrato n-hexanico de Hypericum caprifoliatum no modelo de natacao forcada
apos um periodo cronico de estresse. O extrato foi caracterizado em uliginosina
B, cuja estrutura é conhecida e a atividade do tipo antidepressiva foi
demostrada por Stein e colaboradores (2011). Avaliando o efeito do modelo de
estresse cronico na imobilidade dos animais, observou-se que o0s animais
submetidos aos 40 dias de estresse apresentaram um aumento de imobilidade,
demonstrando que o modelo foi efetivo em produzir um comportamento do

tipo depressivo. Este resultado esta de acordo com o encontrado por Tagliari e
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colaboradores (2010). Contudo, os autores demonstraram esta diferenca de
imobilidade no dia do teste (tempo de medida — 5 minutos). Avaliando o pré-
teste em separado, em blocos de 5 minutos, o grupo Estresse apresentou maior
imobilidade nos dois blocos finais. O perfil comportamental no pré-teste
mostrou que os animais passaram a ter uma imobilidade em platé apds T1, que
pode estar associado a desisténcia do animal apds o periodo inicial do pré-teste,

uma vez que o mesmo aprende que nao ha escapatéria (desamparo aprendido).

A avaliagao da imobilidade dos animais apds o tratamento com o extrato
mostrou que houve uma reducdo da imobilidade nos animais que foram
tratados com o extrato apenas nos animais que sofreram estresse, podendo-se
inferir que o extrato tera realmente atividade em uma situacdo do tipo
depressiva ja instalada. Por outro lado, um extrato similar ao testado neste
trabalho apresentou efeito anti-imobilidade em animais testados no nado
forcado sem nenhum estresse prévio, apds administracao aguda, repetida e
mesmo apos trés dias de retirada do tratamento repetido de 05 dias, com as
mesmas doses usadas neste trabalho (Viana et al., 2005, 2007). Esta ndo
reproducao de dados pode ter relacdao com diferentes fatores externos como
aparato, observador, manipulador, tempo de residéncia no biotério e também
pode estar ligada a diferencas na constituicdo quimica dos extratos testados ou
indicar um traco de resiliéncia dos animais. Os trabalhos de Viana e
colaboradores utilizaram camundongos e ratos obtidos do biotério da FEPPS ou
da col6nia IFFA-CREDO Charles River — Franca, enquanto os ratos utilizados

neste trabalho sao oriundos do Biotério do Departamento de Bioquimica.

Outro aspecto importante a ser considerado é o fato de ndo haver diferenca
significativa no tempo de imobilidade dos grupos N&o-Estresse/Veiculo e
Estresse/Veiculo na sessdo teste do nado forcado, diferente do observado na
sessdo pré-teste e do resultado de Tagliari e colaboradores (2010), que

verificaram o efeito do estresse na sessdo teste. Assim, nosso dado sugere que
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o impacto do estresse sobre o nado forcado é reversivel e demonstra que a
manutencdao do estresse durante o tratamento nao foi necessaria para a
deteccdo do efeito do tipo antidepressivo do extrato. No entanto, é importante
ressaltar que os outros estudos da literatura mantiveram o estresse variado
durante o periodo de tratamento dos animais (Lu-Fan et al., 2011; Zhao et al.,
2008; Gamaro et al., 2003). Diferentes protocolos de ECMI sdo publicados na
literatura, a variacdo de agentes estressores, tempo de aplicacdao e periodo de

tratamento dos animais torna dificil a comparag¢ao com dados publicados.

O padrao de ganho de peso foi homogéneo em todos os grupos até a 62
semana. Nao foi observada diferenca significativa no ganho de peso entre os
grupos Estresse e Nao-Estresse, ao contrario do encontrado por Tagliari e
colaboradores (2010). Apds o inicio dos tratamentos, os dois grupos tratados
com o extrato apresentaram uma queda significativa na massa corporal e sinais
de toxicidade como piloerecao e diarreia. Alguns trabalhos anteriores do grupo
avaliaram a toxicidade de diferentes extratos de espécies de Hypericum nativas
do RS. Viana e colaboradores (2006) relataram que ratos tratados com extrato
de H. caprifoliatum obtido com éter de petréleo (270mg/kg, i.p), apresentaram
sinais de toxicidade, o que nao ocorreu com ratos e camundongos tratados pela
via oral (dose 50-2000mg/kg) com extratos éter de petréleo e ciclohexano.
Betti e colaboradores (2012) mostraram que um extrato lipofilico de H.
polyanthemum, rico em uliginosina B, apresenta toxicidade aguda baixa, mas
em doses repetidas (90 — 900mg/kg/dia) prejudicou a evolugdo ponderal dos
animais. Houve uma redug¢ao na ingestdao alimentar dos animais, inclusive do
grupo tratado com veiculo, podendo estar relacionada com algum desconforto
orogastrico causado pelo tratamento continuo por gavagem ou ainda com
perda do apetite (Betti et al., 2012). Desta forma, uma perspectiva de
continuidade deste trabalho é o estudo de toxicidade de um extrato n-hexanico

de H. caprifoliatum, com avaliagdo do comportamento alimentar.



28

A atividade da enzima Na®, K" - ATPase hipocampal teve reducio nos animais
gue foram submetidos ao estresse cronico. Apesar do efeito sobre o
comportamento, o extrato nao reverteu o efeito sobre a atividade enzimatica.
Isso sugere que a reducdo na atividade da Na®, K* - ATPase ja observada neste
modelo de estresse cronico (Crema et al., 2010; Gamaro et al., 2003) n3o é
necessaria para a ocorréncia do comportamento do tipo depressivo e que o
efeito do extrato ndao passa por esse caminho, significando que o efeito do
extrato sobre o comportamento deve se dar por outra via, que n3do a

recuperagao da atividade dessa enzima.

6. Conclusdo

Visto que o estudo deste trabalho é inovador, pois ndo existem relatos de
avaliacdo de extrato n-hexanico de Hypericum caprifoliatum na associacdo dos
modelos de estresse cronico moderado e imprevisivel e teste de natacao
forcada, entende-se que os resultados sdao promissores pois conseguiu-se
demonstrar que o estresse aumenta a imobilidade dos animais e que o extrato
consegue reverter este efeito provocado pelo estresse cronico. Tem-se como
perspectiva a continuidade deste trabalho com a inclusdao de grupos de controle
positivo, avaliagdao da atividade locomotora bem como o estudo de toxicidade

de doses repetidas e efeito sobre o comportamento alimentar.
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