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“The question for the new millennium is
whether, when we have never been better poised
technologically to evaluate natural products, these
advances will occur fast enough to overtake the
current rates of plant extinction and indigenous
culture loss. Will tribal knowledge survive this
millennium? If it doesn’t, the world will be far
poorer for its loss’’ (Cox, 2000).
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RESUMO

Zeni, Ana Lucia Bertarello. Estudo fitoquimico, toxicol6gico e dos
efeitos neuroprotetor e tipo antidepressivo do extrato aquoso de
Aloysia gratissima (Gill et Hook) Troncoso (erva santa). 2011. Tese
(Doutorado em Neurociéncias) — Universidade Federal de Santa
Catarina, Florianopolis.

Aloysia gratissima é uma planta utilizada para tratar sintomas de
doencas relacionadas principalmente aos sistemas respiratdrio e, nervoso
central, no Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai. Seu uso popular nao
vem sendo acompanhado por estudos cientificos que poderiam garantir
um uso com qualidade, eficdcia e seguranca. Neste estudo foi
investigado o perfil sazonal metabolico do extrato aquoso de Aloysia
gratissima (EA) e identificados e quantificados compostos fenolicos
(acido ferulico, trans-cinamico e acido p-cumarico) e carotenoidicos
(luteina e trans-p-caroteno) majoritarios, conhecidos pela capacidade
antioxidante. A avaliacao de toxicidade aguda revelou um uso seguro de
EA abaixo de 2000 mg/kg em camundongos. Foram evidenciados 0s
efeitos: antioxidante, neuroprotetor frente a excitotoxicidade
glutamatérgica e tipo antidepressivo. Os estudos dos mecanismos
envolvidos no efeito neuroprotetor do EA demonstraram o
envolvimento de modulacdo do transporte de glutamato, ativagéo da via
PI3K, diminuicdo da expressdo de iNOS e antagonismo ao receptor
NMDA. EA ndo preveniu o surgimento de convulsdes induzidas pelo
acido quinolinico, no entanto foi evidenciado um efeito neuroprotetor
através da modulacdo do transporte de glutamato. A participacdo do
receptor NMDA, da via L-arginina-NO-cGMP e do sistema
monoaminérgico foram evidenciados no efeito tipo antidepressivo do
EA. O composto majoritario do EA, acido ferilico, exerceu um efeito
tipo antidepressivo em camundongos, sugerindo a participacdo do
sistema serotoninérgico neste efeito. Desta forma, o EA e 0 &cido
fertlico demonstraram seu potencial na prevencdo ou tratamento de
doencas que envolvem os sistemas, serotoninérgico e glutamatérgico.

Palavras-chave: Aloysia gratissima, neuroprotecdo, tipo antidepressivo,
sistema glutamatérgico e serotoninérgico.



ABSTRACT

Zeni, Ana Lucia Bertarello. Phytochemistry, toxicology,
neuroprotective and antidepressant-like effects of aqueous extract
of Aloysia gratissima (Gill et Hook) Troncoso (erva santa) study.
2011. Thesis (Doctorate in Neuroscience) — Federal of Santa Catarina
University, Floriandpolis, Brazil.

Aloysia gratissima is a plant used to treat symptoms mainly related to
the respiratory and central nervous systems in Brazil, Argentina,
Paraguay, and Uruguay. It’s popular use has not been accompanied by
scientific studies that could provide a contribution to quality, efficacy,
and safety. Our study showed a seasonal metabolic profile of Aloysia
gratissima’s aqueous extract (AE), which major phenolic (ferulic acid,
trans-cinnamic, and p-coumaric acid) and carotenoid (lutein and trans-
B-carotene) compounds were identified and quantified. These
compounds are known for their antioxidant capacity. Acute toxicity
evaluation of AE in mice demonstrated to be safe in doses below 2000
mg/kg. Our data suggest that AE exerts biological effects such as
antioxidant, neuroprotective against the glutamatergic excitotoxicity and
antidepressant-like activity. The neuroprotective effect of AE against
glutamatergic excitotoxicity involved glutamate transport modulation,
PI3K pathway activation, decreasing iINOS expression and possible
NMDA receptor antagonism. Although AE did not protect animals
against quinolinic acid-induced seizures, it showed neuroprotective
effect by glutamate transport modulation. The involvement of NMDA
receptor, L-arginine-NO-cGMP pathway, and monoaminergic system
were evidenced in the antidepressant-like effect of AE. The major
component of AE, ferulic acid, was also able to exert antidepressant-like
effect in mice. Serotonergic system participation and a synergistic
activity with conventional antidepressants were demonstrated in this
effect. Thus, AE and ferulic acid showed their potential use in
preventing or treating diseases that involves glutamatergic and
serotoninergic systems.

Keywords: Aloysia gratissima, neuroprotection, antidepressant-like,
glutamatergic and serotoninergic systems.



APRESENTACAO

Esta Tese de Doutorado encontra-se organizada da seguinte forma:

A Introducdo contém o embasamento teérico do problema
apresentado, a justificativa e os objetivos desenvolvidos durante o
desenvolvimento desta tese.

Os capitulos contém os materiais e métodos, os resultados e as
discussdes, bem como as referéncias especificas de cada assunto tratado,
apresentados na forma de artigos cientificos.

A discussdo geral apresenta a integracdo de todos os estudos
realizados.

A secdo de referéncias apresenta as referéncias citadas na
introducéo e discussao.

Desenvolvimento dos capitulos pertencentes a esta tese:

O capitulo 1 (artigo 1) foi desenvolvido nos departamentos de
Fitotecnia e Bioquimica-UFSC, com a colaboracdo dos Profs. Dr.
Marcelo Maraschin e Prof* Dr. Alexandra Latini. O capitulo 2 (artigo 2)
foi desenvolvido no Departamento de Farmacologia-UFSC e
Departamento de Ciéncias Naturais-FURB, com a colaboracdo das
Prof®, Thereza C.M. de Lima e Claudia C.A. de Albuquerque. Os
demais capitulos (artigos 3-8) foram desenvolvidos no Departamento de
Bioquimica-UFSC sob coordenagdo da Prof® Dr. Carla |. Tasca e
colaboragdo da Prof® Dr. Ana L.S. Rodrigues.
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1 INTRODUGCAO X
1.1 0 USO DE PLANTAS COM FINS TERAPEUTICOS

As plantas medicinais tém sido usadas por diversas civilizacdes
no tratamento de afecgdes que afligem o ser humano, consistindo numa
importante fonte de compostos com propriedades terapéuticas. india,
China e Japdo ja utilizavam extratos vegetais com fins terapéuticos antes
de Cristo e, na Europa medieval, existem registros do uso de extratos
vegetais que se estendem até o século XIX (Schenkel et al., 2001). No
inicio do século XIX, como resultado das frequentes intoxicacdes
derivadas da administracdo desses extratos, foram criados Orgaos
publicos para organizar e regulamentar a comercializacdo dos mesmos.
Naquela época foram iniciados estudos de purificacdo, isolamento e
testes para atividades farmacologicas de compostos derivados de
extratos brutos (Schenkel et al., 2001).

No inicio do século XX poucos extratos brutos eram
investigados, havendo uma tendéncia de substituicdo destes por
compostos isolados ou sintéticos (Lapa et al., 2001). No entanto,
empresas farmacéuticas tém demonstrado que para algumas doencas
complexas, produtos naturais representam uma fonte a ser investigada
visando a producdo de novos compostos quimicos, pois possuem
estruturas moleculares selecionadas pela evolucdo através de milhares
de anos (Newman et al., 2003; Boldi, 2004; Clardy & Walsh, 2004;
Koehn & Carter, 2005). Segundo a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS, 2002), aproximadamente 25% dos medicamentos considerados
essenciais sdo originarios de produtos naturais, sendo 11% destes
oriundos exclusivamente de plantas. Conforme Elisabetsky (2000), a
maioria dos medicamentos usados derivados de plantas foi descoberta
como resultado de pesquisas cientificas com plantas conhecidas,
utilizadas na medicina tradicional.

Nas ultimas décadas estudos com extratos de plantas obtiveram
um novo impulso devido a alguns fatores, mas principalmente as
condi¢des socio-econdémicas das populagdes, pois, segundo a OMS, 65—
80% da populacdo mundial em paises em desenvolvimento, pela
escassez ou falta de acesso a medicina moderna, depende principalmente
das plantas para cuidados primarios de salde, considerando neste caso a
fitoterapia como parte do seu programa bésico de salde. No Brasil, 0
governo federal aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
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Fitoterapicos, por meio do Decreto Presidencial N°. 5.813, de 22 de
junho de 2006. Atualmente, sdo oferecidos fitoterapicos com recursos da
Unido em Estados e Municipios do Brasil, por exemplo, a espinheira
santa, para o tratamento de gastrite e Ulcera e 0 guaco para tosse e gripe
(Portal da Saude, 2010).

Entretanto, conforme Lapa et al. (2001), houve um aumento no
uso de fitoterapicos em todo o mundo, refletido em um crescimento nas
vendas, atingindo a marca de 7 milhdes de ddlares na Europa, 4 bilhGes
na Asia e 7 bilhdes nos Estados Unidos. Esta movimentagdo financeira
tem atraido a atencdo de empresas multinacionais que possuem recursos
para custear os estudos de qualidade, eficicia e seguranca no uso destes
produtos. Realmente, o contraponto fica por conta da escassez de
trabalhos que investiguem a eficiéncia, o potencial terapéutico, e a
seguranca no uso de fitoterdpicos. Para Calixto (2005), poucas plantas
com efeitos terapéuticos tém sido cientificamente estudadas, a fim de
tornar o seu uso um método terapéutico de utilizacdo sistematizada. Os
paises da América Latina possuem grande parte da biodiversidade
mundial, sendo que o Brasil possui 20-22% de todas as plantas e
microrganismos existentes no mundo. Porém, estima-se que ndo mais
gue 25.000 espécies de plantas sejam objeto de algum tipo de
investigagdo cientifica (Calixto, 2005).

Muitos estudos sdo necessarios para investigar o potencial
terapéutico de extratos de plantas e a relacdo entre os compostos e seus
efeitos bioldgicos. E sabido que através do sinergismo entre os
metabdlitos secundérios pode haver uma potencializagdo ou diminuigéo
da acdo ou de efeitos indesejados dos extratos brutos de plantas (Elvin-
Lewis, 2001).

1.2 AS PLANTAS MEDICINAIS E O SISTEMA
NERVOSO CENTRAL

Pesquisas por moléculas com acdo terapéutica sobre
enfermidades no sistema nervoso central (SNC) iniciaram no século
XIX. Produtos naturais constituem uma importante fonte de pesquisa
visando descobrir novas substancias com atividade farmacolégica
(Albuguerque & Hanazaki, 2006). Porém, apesar dos primeiros usos
nesta area terem sido baseados em plantas, atualmente elas representam
uma pequena porcentagem das investigacdes (Gomes et al., 2009).

18



As plantas com atividade psicoativa exercem importante efeito
sobre a consciéncia, as emogdes e a cognicdo e, devido a esses efeitos,
tém sido utilizadas milenarmente com finalidade terapéutica (Subhan et
al., 2008). Neste contexto alguns exemplos de plantas investigadas que
apresentaram atividade neuroprotetora sdo mencionadas a saber,
Hedyotis diffusa (Kim et al.,, 2001), Ginkgo biloba (zZhu et al.,
1997), Gastrodia elata (Anderson et al., 1995), Hiperycum
perforatum (Muller et al., 2000), Scutellaria baicalensis, Stephania
tetranda e Salvia miltiorrhiza (Sun et al., 2003), Bacopa monnieri
(Paulose et al., 2008) e Curcuma longa (Kulkarni & Dhir, 2010).
Algumas destas espécies também confirmaram seu efeito terapéutico em
transtornos do SNC como ansiedade, depressdo efou epilepsia.
Entretanto, apesar da crescente pesquisa de plantas em modelos animais
poucos dados clinicos estdo disponiveis (Adams et al., 2007), com
exce¢do dos extratos de Ginkgo biloba e Hiperycum perforatum e a
galantamina, componente extraido de Galanthus woronowii.

Os extratos de plantas, em geral, representam uma fonte de
substancias com capacidade antioxidante, sendo esta atribuida
principalmente aos polifendis e carotendides. Os efeitos destes
metabdlitos secundarios tém sido associados a capacidade de diminuir o
risco de certo nimero de doencas, em particular aquelas associadas a
lesbes oxidativas como, céancer, doencas cardiovasculares ou
neurodegenerativas (Serafini et al., 2001). Segundo Gomes et al (2009),
0s estudos estdo mais focados em alcaldides, aminoacidos, flavondides,
fenolicos e polifendis, mas outras classes de compostos ndo deveriam
ser excluidos das investigacdes pois também podem exercer um efeito
antioxidante.

Um considerdvel nimero de extratos de plantas e seus
constituintes, utilizados como agentes antidepressivos e para deméncia,
possuem acfes antioxidante e neuroprotetora, possuindo potencial
terapéutico na doenga de Alzheimer (DA), distlrbios de comportamento
como a depressdo e esquizofrenia (Lee et al., 2002). Também nos
transtornos agudos, como isquemia ou traumatismo, uma acao
antioxidante e neuroprotetora poderia ser benéfica, pois a
excitotoxicidade é um elemento chave nos diversos transtornos
neurodegenerativos tanto cronicos como agudos, representando um alvo
importante de neuroprotecao.

19


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kulkarni%20SK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dhir%20A%22%5BAuthor%5D

1.3 ALOYSIA GRATISSIMA (GILLIES & HOOK)
TRONCOSO

Aloysia é um género pertencente a familia Verbenaceae,
compreendendo em torno de 30 espécies distribuidas pelas Américas,
principalmente em paises da América do Sul e Central (Burkart, 1979).
Aloysia gratissima é uma planta nativa da América do Sul e muito
utilizada no Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina. E conhecida no
Brasil por diversos nomes populares, como “erva de nossa senhora”,
“erva da graga”, “mimo do Brasil”, “garupa”, “erva da pontada”, “erva
das sepulturas” e “erva santa” (Castro & Chemale, 1995). Na Argentina,
de acordo com Ricciardi et al. (1999), é conhecida como “Angel”,
“oreganillo”, “azahar del campo” e “nifio rupa” (nome também utilizado
pelos indios guaranis). No Uruguai, denomina-se “cedron del monte” e
nos Estados Unidos “whitebrush”. A. gratissima foi classificada
anteriormente por outros nomes botanicos, como: Verbena gratissima
Gill et Hook; Aloysia lycioides Cham e Lippia lycioides (Cham)
Steudel. (Castro & Chemale, 1995).

Segundo Castro & Chemale (1995), A. gratissima é uma planta
perene, arbustiva, com altura de 1,5 a 3,0 metros, caule ereto, longo e
fino, de casca &spera, acinzentada ou verde oliva. As folhas sdo simples,
opostas, eliptico-lanceoladas, bordos lisos até a metade do limbo e
serrilhadas da metade até o apice, verde escura na face ventral e
grisaceas na dorsal. As flores sdo pequenas, hermafroditas, muito
perfumadas e o florescimento ocorre de agosto a fevereiro quando
apresenta pequenas flores brancas (Figura 1).
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Figura 1. Aloysia gratissima. Exemplar de Aloysia gratissima
(esquerda) e detalhe inflorescéncias (direita) (A.L.B. Zeni, 2006).

No Rio Grande do Sul, de acordo com Soares et al. (2004),
Vendruscolo et al (2005) e Souza & Wiest (2007), A. gratissima &
utilizada principalmente para dores de cabega, “problemas de nervos,
distarbios dos sistemas digestivo e respiratorio, como gripes e
bronquites”. Em Santa Catarina, seu uso foi observado no entorno do
Parque Nacional da Serra do lItajai (PNSI) em pelo menos duas
localidades: Nova Rdassia, em Blumenau (Zeni & Bosio, 2011) e
Sterntal/Nova Sibéria, em Guabiruba (Zeni et al., sumetido a revista
Hollos Environmental) como sedativo e para tristeza, respectivamente.
Na Argentina, também ¢ utilizada para “problemas de nervos” como
“levantar el animo” e como digestiva (Del Vitto et al., 1997; Arias
Toledo, 2009; Dadé et al., 2009).
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O oleo essencial de A. gratissima tem sido estudado quanto as
atividades antiviral (Garcia et al., 2003), anti-nematddea (Duschatzky et
al., 2004) e antifingica (Dellacasa et al., 2003). Quanto a constitui¢do
guimica Ricciardi et al. (2006) relataram componentes como B-elemeno,
viridiflorol e B-cariofileno.

O extrato metan6lico de A. gratissima tem atividade
antioxidante (Rosas-Romero & Saavedra, 2005) e, conforme Vandresen
et al. (2010), também possui efeitos, antibacteriano e anti-
edematogénico. Entretanto, ndo existem publica¢fes cientificas sobre o0s
efeitos de A. gratissima no SNC. Em relacdo a outras espécies deste
género, os extratos de A. polystachya e A. virgata mostraram efeito
ansiolitico (Mora et al., 2005; Wasowski & Marder, 2010), enquanto
A. polystachya apresentou efeito antidepressivo (Hellion-Ibarrola, et
al., 2008).

N&o existem estudos de toxicidade publicados e sdo escassos 0S
estudos fitoquimicos de A. gratissima. Neste sentido, Silva et al. (2006)
relatam a presenca de cauranos, flavonoides e feniletantides, mas nédo
iridoides, sendo esta composi¢do quimica compativel com a familia
Lamiaceae. Além disso, Vandresen et al. (2010) também mostram a
presenca de sesquiterpenos (a-bisabolol), triterpenos (a-amirina, acido
betulinico, é&cido oleandico e, 4cido ursolico) e, flavonodides
(genkwanina,  5-hidroxi-7,4’-dimetoxiapigenina,  5-hidroxi-7,3”,4’-
trimetoxiluteolina e rutina).

A andlise fitoquimica desenvolvida nesta tese (Capitulo 1)
identificou a presenca do acido ferdlico como o composto majoritario do
EA. O é&cido ferdlico (AF; acido 4-hidroxi-3-metoxicindmico) é um
composto fendlico presente em muitas plantas, extratos de plantas
medicinais, condimentos e café (Graf, 1992; Virgili et al., 2000). O AF
foi aprovado como aditivo antioxidante e conservante em alimentos no
Japdo (JFCRF, 1996). Além da atividade antioxidante e anti-
inflamatdria, Yu e colaboradores (2006), sugerem que o AF seria um
antagonista competitivo do receptor de glutamato ionotrépico N-metil-
D-aspartato (NMDA), com propriedades neuroprotetoras frente ao
glutamato monossédico.
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1.4 TRANSMISSAO E EXCITOTOXICIDADE
GLUTAMATERGICA

As principais vias excitatorias do SNC utilizam o amino4cido
glutamato, um neurotransmissor envolvido em processos fisioldgicos
como cognigdo, aprendizado, memoria e formagdo de redes neurais
durante o desenvolvimento (lzquierdo & Medina, 1997), na adaptacéo
ao ambiente (Danbolt, 2001) e no envelhecimento (Segovia et al., 2001).

Quando a concentracgdo fisiologica extracelular de glutamato é
aumentada este se torna toxico, um quadro associado as doencas
cronicas como a esclerose amiotrofica lateral, o Mal de Parkinson, DA e
a depressdo (Chen & Lipton, 2006, Mauri et al. 1998), bem como as
doencas agudas do SNC, como a isquemia e 0 traumatismo craniano
(Barnes & Slevin, 2003). J& foi provado que a excitotoxicidade
glutamatérgica é derivada do aumento da concentracdo de glutamato
durante a transmissdo sinaptica que, consequentemente, induz morte
neuronal pela superestimulacdo de receptores ionotrépicos, NMDA,
alfa-amino-3-hidroximetilisoxazol-propionato ~ (AMPA)/cainato e
também metabotrépicos (During & Spencer, 1993). A morte celular
induzida por excitotoxicidade pode acontecer por apoptose, um
fendmeno regulado, e também por necrose que, historicamente, foi
considerada como sendo uma forma de morte celular ndo regulada.
Entretanto, alguns estudos sugerem que a necrose também pode estar
sujeita & regulagdo, sendo potencialmente susceptivel a intervencdo
terapéutica. Sabe-se que o direcionamento da célula para uma dessas
formas de morte ¢ influenciado pelo seu estado energético (reserva de
ATP). Como processo ativo, a apoptose requer reservas de ATP (pelo
menos nas fases iniciais), ao passo que a necrose se instala quando ha
deplecdo total do ATP (Kerr et al.,, 1972). Também a morte por
autofagia tem sido estudada e foi observado, em modelos in vitro ou in
vivo, que a inibigdo deste evento durante a isquemia pode reduzir a
apoptose (Uchiyama, 2001). Neste sentido, considera-se a inducdo a
morte celular como alvo de estratégias de neuroprotecdo devido a sua
participacdo na fisiopatologia das doencas neurodegenerativas, sejam
elas agudas ou cronicas.

A manutencdo da concentracdo fisiolégica extracelular do
neurotransmissor glutamato acontece através de transportadores
especificos dependentes de Na', em humanos designados como
transportadores de aminoacidos excitatorios (EAAT), sendo esta uma
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fungdo essencial das células gliais (Anderson & Swanson, 2000). Os
mecanismos envolvidos na geracdo de excitotoxicidade e morte celular
estdo relacionados tanto com o aumento da liberagdo de glutamato,
quanto a diminuigdo da captagéo de glutamato (Rossi et al., 2000).

Em situacGes de desequilibrio ibnico e diminui¢do nos niveis de
ATP intracelular, verifica-se um acimulo de Na* no interior das células
gue pode ocasionar a atividade reversa dos transportadores
glutamatérgicos (Rossi et al., 2000). Neste processo, o0 glutamato ao
invés de ser captado é liberado para o meio, aumentando a sua
concentracdo na fenda sinaptica e, conseqiientemente, aumentando o
dano celular (Camacho & Massieu, 2006).

De uma forma geral, os efeitos celulares induzidos pelo
desequilibrio na atividade dos EAATSs exacerbam os danos induzidos
por excitotoxicidade provocados, por exemplo, por uma isquemia
cerebral. De fato, os dois processos sdo interdependentes, mas como a
do oxigénio (EROs), acontece um aumento extracelular ainda maior dos
niveis de glutamato (Trotti et al, 1998, Figura 2). Realmente, estudos
recentes tém demonstrado que o0 aumento da atividade de
transportadores de glutamato gliais (GLT-1) promove efeito protetor e
também esta associado com efeitos antidepressivos, em modelos
animais e humanos (Valentine & Sanacora, 2009).
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Figura 2. Excitotoxicidade glutamatérgica. Interacdes entre o
glutamato e as espécies reativas de oxigénio (EROs) amplificam o efeito
excitotoxico (Adaptado de Trotti et al., 1998).

Em condicbes fisiologicas, ha um equilibrio redox entre a
producdo e a inativagdo de espécies reativas por sistemas antioxidantes
celulares, tais como o a-tocoferol, acido ascorbico, glutationa reduzida
(GSH) e o sistema das coenzimas nicotinamida adenina difosfato
reduzida (NADPH). Estes agentes redutores podem regular as
concentracBes de perdxido de hidrogénio, hidroperdxidos lipidicos e
ndo-lipidicos (Michiels et al., 1994). A producdo excessiva de radicais
livres e 0 consequente ataque destes aos acidos graxos poli-insaturados,
gue organizam a membrana neural tem sido demonstrada (Halliwell &
Gutteridge, 1999). Sendo assim, a ativacdo do receptor NMDA que
resulta em aumento dos niveis de Ca®*, formacéo de radicais livres,
peroxidacdo lipidica e morte neuronal, pode ser atenuada por
substancias antioxidantes (Bruce et al., 1992, Mattson, 2008).

Também, sob condicbes fisiologicas, o glutamato ativa seus
receptores sindpticos NMDA e AMPA desencadeando efetores tréficos,
incluindo, fator responsivo ao elemento AMPc (CREB) e fator
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neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), preservando a viabilidade
neuronal, possivelmente pelo aumento da atividade antioxidante entre os
neurbnios. Em contraste, sob condi¢fes de excesso de glutamato, os
receptores NMDA sdo ativados reduzindo atividade dos efetores troficos
causando atrofia e morte celular (Hardingham, 2006). Portanto,
substancias que diminuam a excitotoxicidade, a exemplo do antagonista
do receptor NMDA, MK-801, podem ser ferramentas vidveis para
auxiliar no tratamento de doencas neurodegenerativas relacionadas a
excitotoxicidade glutamatérgica. Nesse sentido, substancias derivadas de
plantas, principalmente polifendis e isoprendides, tém tido seus
mecanismos de a¢do analisados, além da atividade antioxidante, como a
ativacdo de receptores e a modulacéo de enzimas (Figura 3).

Unido a receptores,
modulagao brevivencs
enzimatica MOV modulam sobrevivéncia

atividades
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N * \ morte celular
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Figura 3. Moléculas de origem vegetal (MOV), efeito antioxidante
ou sinalizador? As MOV podem interagir com outras moléculas
envolvidas em processos de sinalizagdo celular e interferir neste
processo, independente de suas propriedades antioxidantes, afetando a
atividade de diversos alvos celulares (Adaptado de Virgili & Marino, et
al., 2008).

1.5 DOENGAS NEURODEGENERATIVAS
1.5.1 A Depresséo

A depressdo é um tipo de transtorno mental crénico e
recorrente, caracterizado por sintomas como alteracbes no humor,
irritacdo, baixa capacidade de concentracdo, diminui¢cdo ou aumento de
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apetite, distdrbios do sono, cansaco e anedonia, que se caracteriza por
uma diminuicdo de interesse por estimulos prazerosos (Richardson,
1991). A depressao afeta 20% da populacdo e é uma das principais
causas de afastamento do trabalho e de suicidios (Berton & Nestler,
2006).

O sistema mais estudado tem sido o serotoninérgico,
amplamente reconhecido pelo envolvimento na etiologia da depresséo e
no mecanismo de substancias com acdo antidepressiva. Entretanto, tem
crescido o numero de pesquisas demonstrando também alteracbes na
transmissdo noradrenérgica (Wong & Licinio, 2001), o que mostra a
participacdo dos adrenoceptores a- e B- na acdo de farmacos
antidepressivos. Além disto, alguns estudos tém postulado que a fungdo
dopaminérgica reduzida estaria envolvida na patofisiopatologia da
depressdo, tendo sido observado um aumento dos transportadores
dopaminérgicos em pacientes com depressdo maior (Laasonen-Balk et
al., 1999), podendo ser o fator determinante de uma menor
disponibilidade de dopamina na fenda sinaptica.

As bases biologicas da depressdo e o preciso mecanismo da
eficacia de antidepressivos ndo estdo totalmente esclarecidos. Contudo,
ha pesquisas mostrando os sistemas glutamatérgico, noradrenérgico e
serotonérgico interagindo no mecanismo de acdo de antidepressivos
(Szasz et al., 2007), além do sistema dopaminérgico, sugerindo um
mecanismo de a¢&o interligando varios sistemas de neurotransmissao.

A depressdo é atualmente considerada como uma doenca
neuropsiquiatrica e neurodegenerativa, devido as evidéncias de uma
diminuigdo do volume hipocampal em pacientes com depressdo (Sheline
et al., 2003). Desta forma, sugere-se que farmacos com efeito
neuroprotetor possam apresentar um efeito antidepressivo e vice-versa
(An et al, 2008). Além disso, estudos demonstraram que
antidepressivos clinicamente utilizados, bem como compostos com
atividade antidepressiva, também exibiram propriedades neuroprotetoras
relacionadas a neuroplasticidade e viabilidade celular (Kolla et al., 2005;
Peng et al., 2008). Estes fatos apontam para o estudo de compostos com
propriedades neuroprotetoras como potenciais agentes antidepressivos.
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1.5.2 A Epilepsia

A epilepsia é uma das doengas mais comuns do SNC e se
caracteriza por convulsdes recorrentes induzidas pela ativacdo neuronal
de forma excessiva no cérebro. Esta doenca afeta milhdes de pessoas no
mundo em mdltiplos niveis. Do ponto de vista econdmico, o total dos
custos da epilepsia gira em torno de US$4 billhdes em despesas médicas
diretas, combinadas com despesas indiretas como auséncia ao trabalho,
custo com cuidados em casa e morte precoce (Murray et al., 1996).

O é&cido quinolinico (AQ, é&cido 2,3-piridina dicarboxilico), um
derivado enddgeno do metabolismo do triptofano, se acumula no
cérebro, sendo agonista do receptor NMDA causa excitotoxicidade
através da elevagdo das concentracdes de Ca®', diminuicdo de ATP e
formag&o de radicais livres (Stone et al., 2002). A toxicidade do AQ
tem sido implicada em diversas patologias do SNC e a sua
administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) em roedores induz a
convulsdes (Schmidt et al.,, 2000). O AQ induz a morte neuronal
(Ganzella et al., 2006) com um padrdo necrdtico observado em fatias
hipocampais (Piermartiri et al. 2009) e pode estar envolvido na etiologia
de epilepsia em humanos (Heyes et al., 1990).

O AQ também pode superestimular o sistema glutamatérgico
pela modulacdo do transporte de glutamato, diminuindo a captacéo
pelos astrdcitos e aumentando a liberacdo sinaptossomal de glutamato
(Tavares et al. 2000; 2002).

A busca por novas drogas que promovam a neuroprotecdo é
valida para o tratamento da epilepsia, pois, mesmo com o aumento de
novas drogas anticonvulsivantes, o tratamento convencional desta
doenca ainda estd associado com efeitos colaterais, toxicidade, bem
como efeitos teratogénicos e, além disso, aproximadamente 30% dos
pacientes continuam sofrendo crises convulsivas (Smith & Bleck, 1991).

Neste sentido, substancias neuroprotetoras sdo bem vindas,
tanto na prevencdo como no tratamento das afeccdes associadas as
doencas neurodegenerativas que, por possuirem etiologias ainda nédo
totalmente conhecidas e um amplo espectro de sintomas, tém-se
dificuldades maiores para encontrar medicamentos efetivos, com menos
efeitos colaterais e baixo custo.
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O estudo dos mecanismos dos efeitos das plantas medicinais em
modelos animais tem se caracterizado por interferir com a patofisiologia
de doengas através de multiplos alvos, sendo eficazes tanto na
prevencdo como no tratamento de transtornos do SNC. Estes efeitos
benéficos sdo observados no uso de extratos, como o cha-verde
(Reznichenko et al., 2005) ou substancias isoladas, como o polifenol
curcumina (Curcuma longa), que tem acdo neuroprotetora na DA,
discinesia tardia, depressdo maior e epilepsia principalmente em
modelos animais (Kulkarni & Dhir, 2010).

1.6 VIAS DE SINALIZACAO E A SOBREVIVENCIA
CELULAR

Muitas doencas do SNC s8o acompanhadas por inflamacéo
(Brown & Bal-Price, 2003, Block et al., 2007) e estudos demonstram
gue ha uma correlacdo entre a ativacdo de receptores de glutamato e
0 desenvolvimento de processo inflamatério no SNC (Matute, 2007).
Estudos in vitro e in vivo sugerem o envolvimento da estimulacdo de
receptores de glutamato na inducdo da expressdo da enzima Oxido
nitrico sintase (iNOS, Cardenas et al., 2000; Moro et al., 2004).

Existem trés isoformas de enzima o6xido nitrico sintase (NOS),
neuronal, tipo I, endotelial (tipo 111) que sdo constitutivamente expressas
e dependentes de célcio, e a NOS induzivel (tipo 1), que é expressa apos
mudangas imunolégicas e danos neuronais, sendo normalmente
independente de calcio (Samdani et al., 1997). A NOS catalisa a
conversao de L-arginina em dxido nirico (NO) e citrulina na presenca de
oxigénio, NADPH, Fe" e BH,. NO em concentracdes fisiologicas
participa da sinalizacdo celular, resultando, por exemplo, em
proliferacdo celular, mas em altas concentragdes, principalmente por
causa da iNOS, o NO é uma molécula de defesa contra patdgenos
(Floyd, 1999, Murphy, 2000). Por outro lado, a inducéo de iNOS resulta
em morte neuronal tardia in vitro (Dawson et al., 1994) e também pode
agravar a excitotoxicidade glutamatérgica (Hewett et a., 1994),
implicando o aumento de expressdo de iNOS na neurodegeneragao.
Portanto, o estudo da modulacdo da producdo de NO pode oferecer
alvos clinicos importantes.
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Uma via muito estudada envolvida em crescimento celular,
sobrevivéncia e metabolismo é a via proteina cinase 3-
fosfatidilinositol/proteina cinase B (PI3K/Akt). A ativacdo da via de
sinalizacdo intracelular PI3K leva a formacao de segundos mensageiros
como o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) e fosfatidilinositol-3,4-
bisfosfato (PIP,). Esses segundo-mensageiros se ligam a um dominio
amino-terminal presente na proteina Akt, permitindo que esta seja
ativada através da fosforilacao de seus sitios Treonina-308 e Serina-473.

A Akt pode inibir apoptose, agindo através da modulagdo de
varios fatores que influenciam a morte celular, como membros da
familia de proteinas anti e pro-apoptéticas, e bloqueia a liberagdo do
citocromo ¢, inibindo a ativacdo de caspase-3, regulando a apoptose
(Brunet et al., 2001; Nakae et al., 2000). Neste sentido, foi demonstrado
que ap6s toxicidade induzida por isquemia ocorre uma drastica
diminuicdo no conteldo de Akt fosforilada e este evento precede a
liberacdo de citocromo c e ativagdo de caspases (Amantea et al., 2009).

Em culturas de neurbnios corticais expostas a concentracdes
excitotdxicas de glutamato ocorre a diminuicdo da fosforilacdo da Akt,
causando um aumento da ativacdo de caspase-3 e morte celular
(Nishimoto et al., 2008). Segundo Guillet et al. (2005), a via de
sinalizacdo PI3K é critica & captacdo de glutamato, interferindo no
deslocamento e expressao de transportadores de glutamato na membrana
celular. Desta forma, esta via pode estar envolvida na prevencdo de
eventos que desencadeiam a morte celular de uma forma precoce e mais
ampla.

1.7 JUSTIFICATIVA

O beneficio terapéutico do extrato aquoso de Aloysia gratissima
(EA) no tratamento de doencas que afetam o SNC, apesar de ndo ter
sido previamente demonstrado de forma cientifica, tem sido observado
pelos moradores de comunidades rurais adjacentes ao PNSI (Parque
Nacional da Serra do Itajai) que utilizam a decoccdo para amenizar 0s
sintomas de transtornos do SNC.

Considerando a importancia dos danos causados pelo processo
excitotéxico, fator presente nos transtornos
neurolégicos/neurodegenerativos e a falta de agentes neuroprotetores
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eficazes, tornam-se necessarias novas terapias e/ou farmacos com
envolvimento na modulacdo da transmissdo glutamatérgica.

Nesse sentido, este estudo foi delineado a fim de avaliar a
composicdo quimica, toxicidade e os efeitos antioxidante, neuroprotetor,
tipo antidepressivo e anticonvulsivante do EA, bem como os possiveis
mecanismos de acdo envolvidos nestes efeitos. Também foi investigado
0 composto majoritario do EA, o acido ferdlico a fim de verificar se este
pode ser responsavel pelos efeitos bioldgicos observados no EA. Desta
forma, estes resultados serdo parte das informagdes cientificas na
investigacdo do conhecimento etnofarmacoldgico de Aloysia gratissima,
planta medicinal utilizada em transtornos do SNC.

1.8. OBJETIVOS
1.8.1. Objetivo Geral

Investigar a composicdo quimica, toxicidade e efeitos
neuroprotetor e tipo antidepressivo do extrato aquoso de Aloysia
gratissima (EA), bem como avaliar os possiveis mecanismos de acdo
envolvidos nestes efeitos.

1.8.2. Objetivos Especificos

- Selecionar 0 extrato aquoso com maior teor de polifendis e
carotenoides, através da determinacdo do perfil metabdlico sazonal de
EA;

- Investigar os possiveis efeitos toxicos de EA quando administrado por
via oral e de forma aguda em camundongos, sob parametros
comportamentais, bioquimicos, hematoldgicos e morfoldgicos;

- Avaliar o efeito neuroprotetor do EA frente a excitotoxicidade,
induzida por glutamato, em fatias de hipocampo de ratos e
camundongos, bem como o envolvimento da via PI3K/Akt e a enzima
iNOS neste efeito;

- Avaliar o possivel efeito anti-convulsivante do EA previamente
administrado em camundongos infundidos intracerebroventricularmente
com &cido quinolinico e verificar o efeito neuroprotetor nas fatias de
hipocampo obtidas destes animais;
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- Avaliar atividade tipo antidepressiva do EA administrado via oral, nos
testes de nado forcado e suspensdo da cauda em camundongos e 0s
mecanismos de acdo envolvidos nesta atividade;

- Investigar o envolvimento de sistemas de neurotransmissores e vias de
sinalizacdo no efeito tipo antidepressivo do &cido ferlico, um dos
compostos majoritarios do EA.
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Received in revised form 10 june 2011 Aim of the study: To i the like and effects of Aloysia gratissima
2‘“"‘“‘ 3July 2011 aqueous extract (AE) and the involvement of L-arginine-nitric oxide (NO)-cyclic guanosine monophos-
wailable online xxx
phate (cGMP) pathway.
X Materials and methods: The antidepressant-like effect of AE was evaluated through behavioral despair
D:"p‘:;"::n in forced swimming test (FST) and tail suspension test (TST). Swiss albino mice were treated by oral
Aloysia gratissima route and after 1h were analyzed the time of immobility in the FST and TST. in addition, the neuropro-
Tail suspension test tective effect of AE against glutamate excitotoxicity was evaluate through cell viability of hippocampal
Glutamate slices, phosphorylation of Akt, and the immunocontent of inducible oxide nitric synthase (iNOS) were
Excitotoxicity investigated by western blotting.
NMDA Results: The lmmobluty time in the FST and TST were reduced by AE (100-1000 and 10-300mg/kg,
). The like effect of AE in the TST was prevented by the pretreatment with
N-methyl-p-aspartate (NMDA), ini sildenafil. The ive dose of AE produced a synergis-
tic antidepressant-like effect with MK-801 (an antagonist of NMDA receptor), methylene blue, t-NNA
(an inhibitor of NO synthase) or ODQ (an inhibitor of soluble guanylate cyclase). In ex vivo experi-
ments, pretreatment with AE prevented the loss of cell viability induced by glutamate, thus affording
neuroprotection. Glutamate toxicity caused a decreased Akt phosphorylation and an increased iNOS
expression.
Conclusions: The present study provides incing evidence of and the i
of the L-arginine-NO-cGMP pathway in the antidepressant-like effect of AE. Therefore, AE could be of
potential interest for the treatment of depressive disorders and neurological conditions associated with
glutamate excitotoxicity.
© 2011 Published by Elsevier Ireland Ltd,
1. Introduction in subtropical regions of South America, mainly Brazil, Uruguay,

Paraguay, and Argentina. In Brazil it is popularly named “erva

Aloysia gratissima (Gill. et Hook) Tronc. is an aromatic native santa”, “erva de nossa senhora” and “garupd”, among others, The
plant belonging to Verbenaceae family which is widely distributed aerial parts of this plant species are used for the treatment of

Abbreviations: AE, Alnysm grmfssrma aqueous extract; CGMP, cyclic guano-

sine

headache, bronchitis and nervous systems disorders (Souza and
Wiest, 2007), digestive and depression (Vendruscolo et al., 2005;
Arias Toledo, 2009).

test; MK-801, (+)-5-methyl- In other species of Aloysia, i.e., Aloysia polystachya, the hydro-

lO1l-d|hydro-5H-dlberrMa.d]cycloheplen -5.10-imine malem, M'rr (3-(45- ethanollc extract of aerial parts has been shown to exhibit

NMDA, N- (Hellién-Ibarrola et al., 2006) and antidepressant-like

LANA, Nf"""""'m"’“ NO, niric axlde: NS, tiblc oxide sy"‘m ODQ' effectsin mice (Hellion-Tharrola et al,, 2008) and in rats (Mora et al.,

1HA{12,
suspension test.

* Corresponding author. TeL: +55 48 3721 5046; fax: +55 48 3721 9672.
E-mail address: Lasca@ech.olschi (CJ. Tasca).

: PDES, 5; TST, tail

2005). Two active diterpenes were isolated from the aerial parts of
Aloysia virgata exhibiting anxiolytic-like effect in mice (Wasowski
and Marder, in press). However, to the best of our knowledge,

0378-8741/$ - see front matter © 2011 Published by Elsevier Ireland Ltd.
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there is no scientific report related to antidep like effects 2. ials and meth

of Aloysia gratissima.

The essential oil of leaves of Aloysia gratissima has been reported
to exhibit virucidal (Garcia et al,, 2003), nematicidal {Duschatzky
et al., 2004), and fungicidal (Dellacasa et al., 2003) activities. The
ethanolic extract of aerial parts of Aloysia gratissima presents them-
ical c suchas ids and
(Silva et al, 2006), and sesquiterpens («-bisabolol), triterpens
(ce-amirin, betulinic acid, oleanoic acid, and ursolic acid), and
flavonoids (genkwanin, S5-hydroxy-7.4'-dimethoxyapigenin, 5-
hydroxy-7,3' 4'-trimethoxyluteolin and rutin) were found in the
methanolicextract of leaves{Vandresen et al., 2010). The methano-
lic extract showed antibacterial and antiedematogenic properties
(Vandresen et al., 2010) and also annoxldanl effect as documented
by Rosas-Romero and Saavedta

Depressive disorders have high mmdente in the world popula-
tion (Berton and Nestler, 2006), with impact in the social function
and in the life quality of patients (Nemeroff, 2007). The treatment
of depression with conventional antidepressants (monoamine oxi-
dase inhibitors, u‘u:ychcs. selective serotonin reuptake inhibitors,
selective p inhibitors) provides a
remission just for 50% of the individuals (Rush et al, 2003)
and antidepressant therapy produces side effects (Brumelio et al.,
2002) that may reduce the adhesion of patients to treatment
(MacGillivray et al.,, 2003). Therefore, additional treatment strate-
gies with favorable side effects profile, credible benefits, and
moderate costs are of particular interest {Laakmans et al,, 1598).

In the search of new molecules useful for the treatment of
neurological disorders, medicinal plant research worldwide has

g d constantly, d ing the pharmacological effec-
uveness of different plant species in a variety of animal models
(Zhang, 2004). Plant extracts - including St. John's worth - have
been used for the treatment of some psychiatric disorders that is
largely studied [or the treatment of depression (Linde and Knuppei,
2005) and Ginkgo biloba (Sakakibara et al., 2006).

Although the monoaminergic system has been widely stud-

2.1. Animals

Swiss male mice weighing 30-40 g were maintained at 21-23°C
with free access to water and food under a 12 h light/dark cycle
(lights on at 7:00 h-am). All the manipulations were carried out
between 9:00 and 16:00 h, with each animal used only once. These
experiments were performed after approval of the protocol by the
Ethics Committee of the Institution and all efforts were made to
minimize animal suffering.

2.2. Plant material

2.2.1. Botanic material

The aerial parts of Aloysia gratissima (Gill. et Hook) Tronc. were
collected from the boundaries of Serra do Itajai National Park,
Guabiruba city, Santa Catarina state, Brazil in autwmn, 2006. The
plant material was identified and authenticated taxonomically at
Regional University of Blumenau. A voucher speciment (#2658) of
the collected was deposited in the Dr. Roberto Miguel Klein Herbar-
ium for future reference.

2.2.2. Preparation of extract

Aerial parts of Aloysia gratissima were washed, and then
the dried material was powered. The powered material (2.5g)
was extracted with boiling water (150ml) for 5min. The aque-
ous extract of Aloysia gratissima (AE, yield 25.71%) was filtered,
Iyophilized, stored in freezer at —20 °C and resolubilized in distilled
water at the time of administration.

2.3. Drugs and treatment

The following drugs were used: L-arginine, L-glutamate, N¢-
mtro-l.-argmne (L-NNA) methylene blue, MK-801, NMDA, (1H-
43-a h

ied regarding the mechanism of action of the
glutamatergic system has been proposed as an important tar-
get for the action of novel antidepressant agents (Skoinick, 1999;
Sanaceraetal, 2008). Noteworthy, targeting NMDA receptor block-
ade, pamcularly w:th the admlms(rauon of the NMDA receptor
of the depi
symptoms much [as(er than conventwnal monoaminergic agents
in pauenls resistant to conventional drug treatment s(ralegles
(Zarate et al., 2006; Maeng and Zarate, 2007: Sanacora et al.,
2003). NMDA receptor stimulation induces the activation of nitric
oxide synthase (NOS) that converts i-arginine to NO and 1-
cnlrullme(anluoLes 2002).1t has been also demonstrated that NOS
xert like effects in ion models
(Dhirand Kuum(m. 2007; Ulak etal., 2008). Moreover.several stud-
ies suggest that the i ion of NO with a
decrease in the concentration of cGMP, produce antidepressant-
like effects (Kaster et al, 2005). Noteworthy, the NMDA
receptors and the r-arginine-nitric oxide (NO)-cGMPc pathway
are promising molecular targets for the action of antidepressant
drugs.

Therefore, this study was aimed, firstly, to examine the effects
of the oral administration of AE in two predictive models of antide-
pressant activity, the forced swimming test (FST) and the tail
suspension test (TST). Secondly experiments were performed to
investigate a possible participation of the v-arginine-NO-cGMP
pathway in the anti -like effect of Aloysia imainthe
TST. Furthermore, this study analized, by using an ex vivo approach,
the ahlhty of AE treatment to counteract hippocampal glutamate

(124 1-one) (ODQ) (Sigma Chemical
Co, USA) and sildenafil citrate (Pfizer), All drugs were dissolved
in saline, except ODQ which was dissolved in vehicle with 1%
DMSO and 7-nitroi that was di: in vehicle with few
drops of Tween-80. All drugs were administered by intraperitoneal
(i.p.) route in a constant volume of 10 mifkg body weight, except
NMDA and ODQ which were ini; by intracs
ular (i.c.v.) route. AE was also administered by oral (p.o.) route
by gavage in a volume of 10ml/kg body weight. Animals were
restricted from food 1 h before and after the AE administration.

I.c.v. administration was performed using a microsyringe (25 pl,
Hamilton) connected o a 26-gauge stainless-steel needle that was
inserted perpendicularly 2mm deep through the skull accord-
ing to the procedure originally described by Laursen and Belknap
(1986, Briefly, the animals were anesthetized with ether and then
gently restrained by hand for i.c.v. injections. The sterilization of
the injection site was carried out using gauze embedded in 70%
ethanol. Under light anesthesia (i.e. just that necessary for loss
of the postural reflex), the needle was inserted unilaterally 1 mm
to the midline point equidistant from each eye, at an equal dis-
tance between the eyes and the ears and perpendicular to the
plane of the skull. A volume of 5pl of sterile saline containing
the drugs was injected directly into the lateral ventricle, at the fol-
lowing coordinates from bregma taken from the atlas of Franklin
and Paxinos {2001) anterioposterior (AP) = —0.1 mm: mediolateral
(ML) =1 mm; and dorsoventral (DV)= ~3 mm. Mice exhibited nor-
mal behavior within 1 min alter injection. After completion of the
experiments, all animals were decapitated and their brains were

ic-

excil icity and the i of Akt ylation and
iNOS expression in the neuroprotection afforded by AE.

d freshly. Results from mice presenting misplacement of
the cannula or any sign of cerebral hemorrhage were excluded from
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the statistical analysis (overall less than 5% of the total animals
used).

The AE was dissolved in distilled water and administered acutely
by oral route (p.0.) 60 min before the FST (30-1000 mg/kg, p.o.),
TST (3-1000 mg/kg. p.o.) or open-field test. The dissolution of the
extract was freshly done from the lyophilized power immediately
before its administration by gavage. A control group received dis-
tillated water as vehicle. In the experiments designed to study the
time-course effect of AE (10mg/kg, p.o.). the immobility time in
the TST and the number of crossings in the open-field test were
assessed in an independent group of mice, 1h, 2h, 4h, and 12h
after the administration of AE (10 mgfkg, p.o.).

To test the hyp is that the anti like effect AE is
mediated through the inhibition of NMDA receptors, mice were
pretreated with NMDA (0.1 pmol/site, i.c.v.) and 15min after, AE
(10 mg/kg) or vehicle was administered, Sixty minutes later the TST
was carried out. The dose of NMDA was chosen based on previous
studies (Brocardo et al., 2008; Zomkowski et al., 2010).

In another set of experiments, we investigated the synergistic
effect of a sub-effective dose of AE (3 mg/kg, p.o.) with a sub-
effective dose of MK-801 (0.001mg/kg, i.p.. a non-competitive
NMDA receptor antagonist). AE or vehicle was administered 30 min
before MK-801. A further 30 min were allowed to elapse before the
animals were tested in the TST.

To investigate whether the antidepressant-like effect of AE is

by Steru et al. {1985). Briefly, mice both acoustically and visu-
ally isolated were suspended 50 cm above the floor by adhesive
tape placed approximately 1 cm from the tip of the tail. Immobility
time was recorded during a 6 min period (Rodrigues et al., 2002;
Machado et al., 2007). Mice were consMered immobile only when
they hung passively and The i y
time was recorded by an observer blind to the drug treatment.

2.6. Open-field test

The forced swimming test has some drawbacks represented
by the possibility of ining false positives or negatives. Drugs
enhancing locomotor activity can evoke a ‘false’ positive effect in
these tests, whereas drugs decreasing locomotion may give a ‘false’
negative result (Borsini and Meli, 1988), Therefore, in order to rule
outan interference of the locomotor activity in theinterpretation of
the results obtained in the immobility tests, the locomotor activ-
ity was measured in the open-field test as described previously
(Zomkowski et al., 2010). The open field arena used was a wooden
box (40 cm x 60cm x 50 cm) with the floor divided into 12 equal
squares. At the start of each trial a mouse was placed in the left
corner of the field and was allowed to freely explore the arena. The
number of squares crossed with all paws (crossing) was counted
in a 6min session. The arena floor was cleaned between the tri-
als with a 10% ethanol solution and the test was carried out in a

diated through the i of the r-arginine-NO pathway
in the TST, mice were pretreated with L-arginine, a precursor of
nitric oxide (750 mg/kg, i.p., a dose that produces no effect in the
tail suspension test). Thirty minutes after L-arginine, AE (10 mg/kg)
or vehicle was administered, and 60 min later the TST was carried
out.

In another we also i d the effect of AE
(3 mg/kg, a sub-effective dose) with sub-effective doses of .-NNA
(0.3 mg/kg, i.p., a competitive inhibitor of NO synthase with selec-
tivity for the neuronal and endothelial isoforms of the enzyme),
methylene blue (20 mg/kg, i.p.,an inhibitor of both NO synthase and
soluble guanylate cyclase) or ODQ (30 pmol/site i.c.v., a selective
inhibitor of soluble guanylate cyclase). AE or vehicle was adminis-
tered 30 min before the drugs and 30 min later the animals were
tested in the TST,

To investigate the role of cyclic CMP (cGMP) in the
antidepressant-like action of AE, mice received an injection of silde-
nafil (5mg/kg, i.p., a phosphodiesterase 5 inhibitor), or vehicle,
30 min before AE (10mg/kg), and a further 30 min elapsed before
the animals were tested in the TST. The dose of sildenafil was cho-
sen based on previous studies (Kaster ot al., 2005; Aimeida el al.,
2006; Dhir and Kulkarni, 2007; Zomkowski et al., 2010).

2.4. Forced swimming test (FST)

For the FST mice were individually forced to swim in an open
cylindrical container (diameter 10cm, height 25cm), containing
19cm of water at 25+ 1°C; the total duration of immobility dur-
ing a 6min test was scored as described previously by Kaster et al.
(2005). Each mouse was judged to be immobile when it ceased
struggling and remained floating motionless in the water, making
only those movements necessary to keep its head above water.

2.5. Tail suspension test (TST)

The tail suspension test has become one of the most widely
used models for assessing antidepressant-like activity in mice. The
test is based on the fact that animals subjected to the short-term,
inescapable stress of being suspended by their tail, will develop
an |mmoblle posture. The total duration of immobility induced by
tail was ding to the method described

noise and light controlled room.
2.7. Exvivo neurochemical experiments

2.7.1. Treatment of mice with AE and preparation of hippocampal
slices

The AE(10, 30 and 100 mg/kg) was administered by gavage and
after 1h mice were killed by decapitation and the hippocampus
was rapidly removed and placed inice-cold Krebs-Ringer bicarbon-
ate (KRB) buffer (122 mM NaCl, 3 mM KCl, 1.2 mM MgS04, 1.3 mM
CaCly, 0.4 mM KH,POj4, 25 mM NaHCO3 and 10 mM p-glucose). The
buffer was bubbled with 95% 0;-5% CO; up to pH 7.4. Slices (0.4 mm
thick) were rapidly prepared using a Mcllwain Tissue Chopper, sep-
arated in KRB at 4°C and allowed to recover for 30 min in KRB at
37°C(Cliveira et al.,, 2002).

2.7.2. Slices incubation

Hippocampal slices were incubated with glutamate (10mM)
(Sigma) for 1h in KRB. After this period, the medium was with-
drawn and replaced by a nutritive incubation medium composed
of 50% of KRB, 50% of Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,
Gibco), 20 mM HEPES, and 100 j.g/ml gentamicin, at 37°Cina CO;
atmosphere for additional 6h in order to evaluate cell viability
(Molz et al., 2008).

2.7.3. Evaluation of cell viability
2.7.3.1. MTT reduction. Hippocampal cell viability was evalu-
ated 6h after glutamate exposure. Cell viability was determined
lhrough the ability of cells to reduce MTT (3~(4.5-dimethylthiazol-
Sigma) (M 1983).
Hlppocampal slices were incubated with MTT (0.5 mg/ml) in KRB
for 30 min at 37 *C. The tetrazolium ring of MTT can be cleaved by
active dehydrogenases in order to produce a precipitated formazan.
The formazan produced was solubilized by adding DMSO, resulting
in a colored compound whose optical density was measured in an
ELISA reader (550 nm).

2.74. Western blot analysis

Slices were solubilized with a SDS-sample solution (4% SDS,
2mM EDTA, 8% B-mercaptoethanol, and 50 mM Tris, pH 6.8). Sam-
ples (60 pg of total proteinjtrack) were separated by SDS—PA%E{L
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Fig. 1. Effect of Aloysia gratissima (AE) (3-1000 mg/kg, p.o.) in the FST (A), in the
TST (B) and in the open-field test in mice (C). Values are expressed as mean + SEM.
(n=6-11). *P<0.05; *"P<0.01 as compared with the vehicle-treated control.

using a 10% gel. The amount of protein loading was controlled by
Ponceau staining of the nitrocellulose membranes. Proteins sepa-
rated by SDS-PAGE were transferred to nitrocellulose

3. Results

3.1. Effect of acute treatment with AE on the immobility time in
the FST, TST and locomotor activity in the open-field test

The effect of the acute administration of AE on the immobility
time in the FST and TST is shown in Fig. 1A and B, respectively.
The administration of 30 mg/kg of AE was ineffective to reduce

using a 350mA, 100V current (1h, 4°C) (Molz et al.. 2008). The
membranes were blocked with 5% slim-milk (1 h) in TBS (10 mM
Tris, 150mM NaCl, pH 7.5). All steps were followed by three times
washing with TBS-T (0.05% Tween-20, 10 mM Tris, 150 mM NaCl,
pH 7.5). Primary antibodies were selective for phospho-Akt and
total-Akt (Sigma, 1:1000), iNOS (Santa Cruz Biotech, 1:10,000),
and B-actin (Santa Cruz Biotech, 1:2000). Inmunocomplexes were
visualized using the ECL detection system as recommended by the
manufacturer. The optical density of bands was quantified by using
the Scion Image software {Scion Corporation).

2.7.5. Measurement of protein content

Protein content was evaluated by the method of Peterson {1977)
in samples diluted in SDS solution. Bovine serum albumin (Sigma)
was used as standard.

2.8. Statistical analysis

In the among treatment
groups and control were perfonned by one-way or two-way
ANOVA followed by Tukey's test, when appropriate. In the ex vivo

the i ity time, as comp to control mice, The treatment
of mice with AE (effective dose range: 100~1000 mg/kg) by p.o.
route significantly decreased the immobility time in the FST (F
5,39=17.38, P<0.01).

AE also caused a reduction in the immobility time in the
TST when administered by p.o. route (effective dose range:
10-300mg/kg) (F 7,47 =8.34, P<0.01). However, the administra-
tion of lower (3 mg/kg) and higher (600 or 1000 mg/kg) doses of
AE was ineffective to reduce the immobility time, showing a bell-
shaped curve effect for AE in the TST. AE did not produce any change
in ambulation in an open-field test in all doses tested (F 7,52 = 1.89,
P=0.09)in a separate experiment as compared to the control group
(Fig. 1C).

3.2, Time-course effect of AE on the immobility time in the TST
and locomotor activity in the open-field test

The time-course effect of the oral administration of AE on the
immobility time in the TST is shown in Fig. 2A. The treatment of
mice with AE(10 mg/kg, p.o.)produced amarked effect inthe TSTas
earlyas 1 hafter its administration, an action that remained statisti-
cally significant until 4 h after its administration. Two-way ANOVA
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Fig. 3. Effect of the pretreatment of mice with NMDA (0.1 pmolfsite, L.c.v.) on the anti-immobility action of AE (10 mg/kg. p.o.) or treatment of MK-801 (0.001 mg/kg, i.p.) in
combination with a sub-effective dose of AE (3 mg/kg. p.o.) in the TST (A and C, respectively) and on the number of crossings in the open-field test (B and D, respectively).
Values are expressed as mean + S.EM. (n=6-7). **P<0.01 compared with the vehicle-treated control: *P<0.01 compared with the same group pretreated with vehicle.

showed a significant effect of AE (AE treatment: F 1,43 =78.49,
P<0.01 and interaction AE treatment x time period: F 3,43=4.14,
P<005 but not time period; F 3,43=1.21, P=0.32) in the TST

ofmnce as compared to the control group (Treatment: F 1,42 =225,
P=0.14; time: F3,42 = 10.68, P <0.01; interaction treatment x time:
F3,42=0.44, P=0.72). Moreover, post hoc analysis showed that AE
exhibits similar effect at 1 or 2 h, however its antidepressant-like
effect was diminished at 4 h and no longer observed at 12 h,

Since 10 mg/kg of the AE was the lowest acute effective dose
(1 h before behavioral analysis), all the expenmems regardmg the
investigation of the mechanisms y

P<0.01; treatment: F 1,20=4.03, P=0.06; interaction pretreat-
ment x treatment: F 1,20=16.29, P<0.01). The administration of
MK-801 alone or in combination with AE did not affect the ambu-
lation in the open-field (Fig. 2D) (pretreatment: F 1,20=0.10,
P=0.75; treatment; F 1,20=0.74, P=0.38; interaction pretreat-
ment x treatment: F 1,20=0.01, P=0.96).

3.22. Effect of pretreatment with L-arginine on the AE induced
anti-immobility effect in the TST

The results depicted in Fig. 4A shows that the pretreatment with
L~ arglmne {750 mg/kg i.p., a nitric oxide precursor) prevented the

like effect of the extract were performed in the T?l' using this dose

3.2.1. Effect of treatment of mice with NMDA or MK-801 on the
antidepressant-like effect of AE in the TST

Fiz. 3A shows that the pretreatment of mice with NMDA
(0.1 pmol/site, i.c.v.) was able to reverse the antidepressant-like
effect of AE (10mg/kg, p.o.) in the TST (Pretreatment: F 1,20=8.40,
P<0.01; treatment: F 1,20=4.03, P=0.06; interaction pretreat-
ment x treatment: F 1,20=16.29, P<0.01). The administration of
NMDA alone or in combination with AE did not affect the ambu-
lation in the open-field (Fig. 3B) (pretreatment: F 1,20=0.10,
P=0.75; treatment: F 1,20=0.74, P=0.38; interaction pretreat-
ment x treatment: F 1,20=0,01, P=0.96).

Fig. 3C shows that MK-801 (0.001 mg(kg, i.p.) in combina-
tion with a sub-effective dose of AE (3 mg/kg: p.o.) produced an
antidepressant-like effect in the TST (pretreatment: F 1,20 =8.40,

like effect of AE (10 mg/kg, p.o.) in the TST (pre-
rreatmem F1,20=473,P<0.05: treatment: F1,20=25.68,P<0.01;
interaction pretreatment x treatment: F 1,20=1.46, P<0.01). The
administration of L-arginine alone or in combination with AE did
not affect the ambulation in the open-field (Fig. 4B) (pretreatment:
F120=0.01, P=0.91; treatment: F 1,20 =0.04, P=0.84; interaction
pretreatment x treatment: F1,20=1.07, P=031).

3.2.3. Effects of combined administration of sub-effective doses of
the NOS and soluble guanylate cyclase inhibitors and AE in the TST
or in the open-field test

Fig. 5A shows that 1-NNA (0.3 mg/kg, i.p., a NOS inhibitor) in
combination with AE (3 mg/kg, p.o.) produced an anti-immobility
effect in the TST as compared with the administration of
either drug alone (pretreatment: F 1,20 =5.87, P<0.05; treatment:
F 1,20=19.46, P<0.01; interaction pretreatment x treatment: F
1.20=14.49, P<0,01). The administration of L-NNA alone or in 5
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3.24. Effects of pretreatment with sildenafil in the
300 antidepressant-like effect of AE
-~ GA shows that the anti-immobility effect of AE (10mg/kg,
» 250 P.0.) was ¢ by p of animals with
@ sildenafil (5 mg/kg, |p an inhibitor of phosphodiesterase 5, PDES),
.:E_ 200 # which per se produced no effect in the TST (pretreatment: F
> 150 o 1,20=14.32,P<0.01; treatment: F1,20 =17.03, P<0.01; interaction
= pretreatment x treatment: F 1,20 =10.91, P<0.01). The administra-
2 100- tion of sildenafil (5 mg/kg, i.p.) alone or in combination with AE did
£ not affect the locomotor activity in the open-field (Fiz. 6B) (pre-
E 50 treatment: F 1,20=0.51, P=0.48; treatment: F 1,20=0.44, P=0.51:
interaction pretreatment x treatment: F 1,20=2.43, P=0.13).
0
Vehicle + + + & 3.3. Neuroprotective effect of AE against glutamate-induced
L-arginine - * - + foncey.
AE - - + +
The incubation of hippocampal slices for 1h with gluta-
mate (10mM, in vitro) significantly reduced the cell viability,
100 assessed by MTT reduction, when compared to control slices.
@ Glutamate-induced hippocampal slice damage was not observed
g’ in hippocampal slices obtained from mice previously treated {(1h
@ before decapitation of mice and slices preparation) with AE as an
g ex vivo evaluation of the neuroprotective effect of AE (10mg/kg)
) (Fig. 7).
s 50
5 3.4. AE prevents glutamate-induced decreased of Akt
.AE: phosphorylation and increase of iNOS immunocontent
é Fiz. 8 shows that glutamate induced a decrease in S¢™47Akt
0 phosphorylation in hippocampal slices obtained from mice previ-
Vehicle % e % ~ ously treated with vehicle (ex vivq experirpent'). On (he' contrary,
L-arginine - + = > zlgtamate was unable to cause this effect in slices obtained from
AE o . & 5 mice previously treated with AE (10mg/kg, p.o., 1h before slices

Fig.4. Effect of the pretreatment of mice with L-arginine (750 mg/kg, Lp.; A) on the
anti-immobility action of AE (10 mg/kg, p.o.) in the TST (A) and on the number of
crossings in the open-field test (B). Values are expressed as mean=+SEM. (n=6).
**p<0.01 compared with the vehicle-treated control; *P<0.01 compared with the
same group pretreated with vehicle.

combination with AE did not affect the ambulation in the open-
field (Fig. 5B) (pretreatment: F 1,24=3.03, P=0.09; treatment:
F 124=031, P=0.58; interaction pretreatment x treatment: F
1,24=0.03,P=0.86).

Fig. 5C shows that methylene blue (20mgfkg, i.p., direct
inhibitor of both nitric oxide synthase and soluble guanylate
cyclase) in combination with AE (3 mg/kg, p.o.) also produced
an anti-immobility effect in the TST as compared with the
administration of either drug alone, The administration of methy-
lene blue (20mg/kg, i.p.) alone (pretreatment: F 1,23=582,
P<0.05; treatment: F 1,23=18.22, P<0.01; interaction pretreat-
ment x treatment; F 1,23=13.1, P<0.01) or in combination with
AE did not affect the ambulation in the open-field (Fig. 5D) (pre-
treatment: F 1,24 =1,72, P=0.20; treatment: F 1,24 =032, P=0.58;
interaction pretreatment x treatment: F 1,24 =0,56, P=0.46).

The results illustrated in Fig. SE show the administra-
tion of ODQ (30pmol/site i.c.v., a selective guanylate cyclase
mh:bllor) in combination with AE (3mglkg p.o.) produced an

-like effect as d with the administration of
eitherdrug alone (pretreatment: F1,24 =34.15, P<0.01; treatment:
F 1,24=38.48, P<0.01; interaction pretreatment x lreatment: F
1,24=24,77,P<0,01). Fig. 5F shows that the administration of 0ODQ
alone or in combination with AE did not affect locomotor activity
in the open-field test (Pretreatment: F 1,24 =1.09, P=0.31; treat-
ment: F1,24 =0.81, P=0.38; interaction prelreatment x treatment:
F1,24=3.77,P=0.06).

preparation). These results suggest that the activation of the
PI3K/Akt pathway is implicated in the protection afforded by AE.
Nosignificantalteration was observed in total Akt protein immuno-
content.

In addition, Fig. 9 shows a glutamate-induced increase in the
iNOS expression in hippocampal slices obtained from mice previ-
ously treated with vehicle. Also, glutamate was unable to cause
this effect in slices obtained from mice previously treated with AE
(10 mgfkg. p.o., 1 h before slices preparation).

4. Discussion

In the present study, we demonstrated for the first time that
acute AE orally administered is effective in producing significant
antidepressant-like effect in FST and TST, without medifying the
motor perfc e of mice. . an ex vivo ion of glu-

ic toxicity in hip I slices obtained from pretreated
mice showed that AE is also neuroprotective to hippocampal dam-
age induced by glutamate.

The FST and TST are widely accepted stress models of depres-
sion used to screen new antidepressant drugs, as they are
sensitive to all major classes of antidepressant drugs lm:ludmg
tricyclics, serotonil lective reup inhibitors, oxi-
dase inhibitors, and atypical (Porsolt et al, 1977: Steru et al,
1985). However, these tests do not have an identical neuro-
chemical basis (Bai et al., 2001). Therefore, the fact that AE
administration is active in both tests reinforces the assumption
that AE might play a role in the modulation of depression. How-
ever, AE caused a biphasic (‘bell-shaped’) dose-response curve
in the TST, but did not produce this effect in the dose range
tested in the FST. Indeed, a bell-shaped dose-response profile for
several compounds has been reported in the TST, such as for 5,6-
dibromo-N,N-dimethyltryptamine, a marine natural compound,
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Fig. 5. Effect of L-NNA (0.3mg/kg. 1p.), methylene blue (20 mg/kg, i.p.) or ODQ (30 pmolsite, icv.) in combination with a sub-effective dose of AE (3mg/kg, po.) in the
TST in mice (A, C and E, respectively) and in the open-field test (B, D, and F, respectively). Values are expressed as mean+SEM. (n=6-7). “P<0.01 compared with the

vehicle-treated control group.

and nortriptyline hydrochloride (Oliveira et al.. 1990; Diers etal,,
2008). Therefore, the FST is generally recommended for a screen
of antidepressant-like effects, and a drug showing positive effects
should then be further tested in the TST (Cryan ot al. 2002). It
has also been proposed that the TST is less stressful than the
FST and possesses greater pharmacological sensitivity to lower
doses of antidepressant (Thierry et al, 1986). Accordingly, the
antidepressant-like effect of AE was observed at lower doses in TST
than FST. Moreover, the antidepressant-like effect of 10 mg/kg AE
in the TST was observed until 4 h of administration, an interesting
p ged effect as ¢ d Tabebuia lanedae, another plant
extract which presents antidepressant-like effect in TST (Freitas
etal, 2010).

The involvement of NMDA receptors and the 1-arginine-NO-
cGMP pathway in antidepressant-like activity of AE and the ability
of AE treatment (ex vivo experiments) to prevent glutamate-
induced toxicity in hippocampal slices were evaluated.

The involvement of glutamate in the pathophysiology of depres-
sion has been suggested in several studies (for review, see Sanacora
£ al,, 2008). Increased levels of glutamate in the frontal cortex in
postmortem samples (Hashimoto et al,, 2007) and in the plasma of
patients with depression (v 998) have been reported.
Additionally, NMDA receptor possess anti
properties and conventional antidepressants have been reported
to reduce the binding, expression and function of NMDA recep-
tors (Skolnick, 1999; Sanacora et al., 2008). The reversal of the
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z dependent on the inhibition of NMDA receptor activation. Besides,
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we observed that the co-administration of MK-801 and AE pro-
Vehicle + duced a synergistic antidepressant-like effect. The dose of MK-801
Sildenafil o o . + used in the present study was previously shown to cause no
AE < 4 ¥ ” effect the open-field test, but it was able to cause a synergis-

{ldenafil (5

Fig. 6. Effect of the of mice wit g/ke, .p.) on the anti-
immobility effect of AE (10 mg/kg. p.o.)in the TST(A)and on the n

tic antidepressant-like effect with folic acid in the FST (Brocardo
et al,, 2008). Moreover, it has been shown that fluoxetine and

in the open-field test (B). Values are expressed as mean =+ 5.1 LM (n=6). **P<0.01
compared with the vehic] *P<0.01 comp
pretreated with vehicle.
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RE (WKB) o 10
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Fig.7. Ex vivo cell viability anal ce: with glutamate
(Glu, 10mM)for 1 h. When present, AE (10, 30 or 100 mg/kg) was pre-administered
inmice by gavage (1 After this period, i i
was d replaced for fresh cult without Glu and
for additional 6h. Control group (C, first black bar) was considered as 100% and
other black bars represents cell viability of lices incubated only in culture medium.
Whitel sent: viabilityof
The values represent mean 4 SD of at least 5 experiments carried out in triplicates.
Mean significantly different from control group(100%); P<0.05. " Mean significantly
different from Glu group; P<0.05.

media

inhibit NMDA receptors at clinically relevant con-
centration range (Szasz et al., 2007), a finding that indicates that
glhut gic and gic systems interact in
the mechanism of action of antidepressants (Foriay el al,

A C
iNOS

C+AE Glu Glu+AE

N <SR <SR TP

B-actin

g 08

INOS/p-actin
e o o
» w -

e
a

0.0
C+AE Glu GIuHAE

Fig.9. AE treatment inhi lices. AF treatment
(10mg/kg) 1h before glutamate (10mM) significantly decreases INOS expres-
sion. (A) Representative Western blotting of iNOS (130kDa) and B-actin (30 kDa)
immunocontent used as loading control to western blot analysis. (B) The ratio of
INOS/B-actin signal (iNOS/B-actin). The optical density of bands was measured by
Scion Image software, Data in bars are presented as mean+ SD of 4 experiments
carried out in triplicate. P <0.05 compared with control (C) group. 136
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Maura etal., 2000, 1., 2007). In addi-
tion, it was recently reponed that the anndepressant -like effect of
escitalopram in the FST was reversed by NMDA pretreatment in
mice (Zomkowski et al., 2010).

Due to the existence of data indicating that the NO-cGMP path-
way is involved in the pathophysiology of depression (Haikin et al.,
1999; Kasler et al., 2005; Zomkowski et al., 2010) and also the fact
that the activation of NMDA receptors is directly associated with
the activation of NOS in the central necrvous system, the involve-
ment of this pathway in the antidepressant-like effect of AE was
investigated. We showed that the pretreatment with L-arginine, a
substrate for NOS, significantly inhibited the anti-immobility effect
caused by AE. Our results are in accordance with studies that have
shown that NOS inhibitors (Wegener et al.. 2003) and reduction

naling has been shown to be implicated in the mechanism of action
of antidepressant drugs (Beaulieu et al,, 2009).

Furthermore, we observed that glutamate {10mM) also
increased the iNOS expression in hippocampal slices. Noteworthy,
this effect was not observed in slices prepared from mice previ-
ously treated with AE. Since AE is rich in kauranes, flavonoids,
and phenylethanoids (Silva et al,, 2006) and possesses antioxidant
activity (Ro edra, 2005) we cannot rule out
an action of these molecules in the mechanism of neuroprotec-
tion afforded by AE and further investigations will be carried out to
clarify this issue,

Therefore, considering the effects of AE herein shown, it is fea-
sible to suggest that the antidepressant-like action of AE might be
related to its neuroprotective action in the hippocampus, which
is consi: with the i ip between hippocampal damage

of NO levels within the hippocampus can induce
like en“ecls, thus implicating endogenous hippocampal NO in the
gy of ion (Joca and G des, 2006). Simi-
larly to our I‘Esul[s, the anti like effects of esci
paroxetine, and venlafaxine were also blocked by pretreatment
with L-arginine (Dhir and Kulkarni, 2007; Ghasemi et al., 2009;
Zomkowski et al., 2010). These results indicate that the effect of AE
inthe TST may be dependenton, at least in part, the inhibition of NO
synthesis.
The assumption that the r-arginine-NO-cGMP pathway is
involved in the reduction in the immobility time elicited by AE is
reinforced by the finding that L-NNA (an inhibitor of NOS), 0DQ

and depressive disorders {Sapolsky, 2000). Altogether, our results
positively support the traditional use of Aloysia gratissima in South
America folk medicine, Studies are being carried out in our lab-
oratories to discriminate additional activities of aqueous extract
and the constituents of Aloysia gratissima upon the central nervous
system, as well as to clarify their mechanisms of action.

5. Conclusion

The results of the present study revealed that AE exerted an
anndepressanr.hke effect in the FST and TST. In addition, the
like effect was shown to be dependent on its inter-

(a selective, irreversible, heme-site inhibitor of sGC) or hyl
blue (an inhibitor of both NOS and sGC), produced a synergis-
tic antidepressant-like effect with AE. Accordingly, it has been
reported that inhibitors of NOS or sGC potentiated the effect of
adenosine, venlaxine (Kaster et al., 2005; Dhir and Kulkarm 2007)
escitalopram and memantine (Atmeida et al,, 2006:
et al, 2010) in the FST. Hence, our results also suggest that the
antidepressant-like effect of AE may be mediated through the
reduction of cGMP, as a consequence of the reduction of NO syn-
thesis, reinforcing the notion that cGMP is an important molecular
target for antidepressant action.

Noteworthy, the reversal of the antidepressant-like effect of AE
caused by pretreatment with sildenafil, a selective PDES inhibitor,
further indicates that AE exerts its effect in the TST by decreasing

action with NMDA receptors and L-arginine-NO-cGMP pathway.
Moreover, AE protected hippocampal slices against glutamate exci-
totoxicity through activation of Akt pathway and decrease of iNOS
expression, Altogether, the results indicate that Aloysia gratissima
may be of interest as a p|am specles source for therapeutic agent
for the of dep and
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CcGMP levels. The intracellular cGMP conc

not only by sGC, but also by PDE, which catalyses the hydroly-
sis of the second messengers cAMP and cGMP. The duration and
magnitude of a NO-induced ¢cGMP signal are determined by the
activity of PDES (Beavo, 1995). Accordi the antidi
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2  DISCUSSAO GERAL

Na natureza existe uma biodiversidade de organismos que geram
substancias com uma variada diversidade molecular e funcional, o que
proporciona uma alta probabilidade de interacdo com moléculas-alvos
de outros organismos, como os seres humanos. Diante deste quadro,
produtos naturais foram e sdo investigados na procura por agentes
terapéuticos seguros e eficazes. No presente estudo foi investigado o
extrato aquoso de Aloysia gratissima (EA) e o acido ferulico (AF),
composto fendlico majoritario do EA, ambos como possiveis agentes
terapéuticos. O estudo do EA avaliou o perfil fitoquimico,
principalmente de polifendis e carotendides, toxicidade aguda e, as
atividades antioxidante, neuroprotetora e tipo antidepressiva, bem como,
possiveis mecanismos de acdo. Em relacdo ao AF, foi investigado o seu
efeito tipo antidepressivo e alguns potenciais mecanismos responsaveis
por este efeito.

Dados da literatura mostram que A. gratissima possui
compostos quimicos como os, cauranos, flavonoides e fenilpropanoides
(Silva et al., 2006). Além disso, Vandresen et al (2010) isolalaram, o-
bisabolol, triterpenos como, o-amirina, &cido betulinico, 4cido
oleandlico e acido ursélico e, os flavonodides, genkwanina; 5-hidroxi-
7,4’- dimetoxiapigenina; 5-hidroxi-7,3”,4’-trimetoxiluteolina e rutina.
Neste estudo identificamos e quantificamos polifendis e carotendides,
que séo conhecidos principalmente por suas propriedades antioxidantes
e fotoprotetoras (Taylor et al., 2006). Polifendis e carotendides tém sido
relacionados & diminuicdo de risco para diversas doencas como o
cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas.

A investigacdo fitoquimica do EA abrangeu amostras de
biomassa foliar e de ramos das 4 estacfes do ano, que mostraram um
perfil que diferiu quantitativa, mas ndo qualitativamente. Os resultados
obtidos mostraram que, as variacGes de condi¢des ambientais como,
temperatura maxima e minima, umidade relativa do ar, chuva
acumulada e dias com chuva, foram responsaveis pelas mudangas nos
niveis quantitativos de, acidos fendlicos (vanilico, clorogénico, ferulico,
caféico e gdlico) e carotenoidicos (trans-a-caroteno). Resultados
semelhantes foram obtidos com Hypericum brasiliense por Abreu &
Mazzafera (2005). Nossos resultados demostraram que as maiores
concentracbes de polifendis e carotendides de uma forma geral
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acontecem no outono, com destaque para, os fendis acidos, derivados do
acido hidroxicinamico, principalmente o acido fertlico mas, também os
acidos, trans-cinamico e p-cumarico e, o carotenéide, luteina, ambos os
grupos conhecidos pelas propriedades antioxidantes (Cheng et al., 2007,
Taylor et al, 2006).

O AF é encontrado comumente em tecidos suberizados, como
cascas de frutos e galhos, protegendo da excessiva perda de agua e
nutrientes, radiacdo e, invasao por patdgenos (Raven et al., 2001). Neste
estudo o rendimento do EA no outono foi maior do que nas outras
estacdes do ano e o AF foi encontrado em maior quantidade. Estes
resultados juntamente com os dados da literatura sugerem que o AF
colabora na preparacdo da planta para a diminui¢cdo do metabolismo e
gueda de folhas no inverno.

A fim de verificar a existéncia de correlacéo entre os polifendis
e o efeito antioxidante do EA foi realizada uma avalia¢cdo que mostrou
gue existe uma alta correlacdo, entre polifendis totais e EA, similar ao
observado por Katsube et al. (2004) e Liu et al. (2008) e, entre EA e a
atividade antioxidante, semelhante ao encontrado para a Matricaria
chamomilla L. e, superior ao detectado para Camellia sinensis L.
(Moraes de Souza et al., 2008), ambos os extratos com alta quantidade
de polifendis e atividade antioxidante. No entanto, neste estudo nao
pode ser descartada a contribui¢do de outras susbtancias do EA no efeito
antioxidante observado.

No presente estudo também foi avaliada a capacidade
antioxidante sobre lipidios do EA utilizando uma matriz bioldgica, o
homogenato de cérebro. A administracdo do EA aos animais foi capaz
de diminuir significativamente a peroxidacdo lipidica, confirmando
assim a atividade antioxidante. Porém, EA ndo foi capaz de aumentar os
niveis de tidis protéicos livres e, considerando que 0s compostos
majoritarios do extrato sdo essencialmente apolares, estas dados
sugerem um efeito mais localizado em nivel de membranas celulares.
Em relacdo a importancia deste efeito, a peroxidacdo de lipidios é
diretamente responsavel pela geracdo de fenotipos apoptéticos (Kagan et
al., 2000), diminuindo a atividade de peroxidases e impedindo sua acdo
oxidativa junto a superficie da membrana plasmatica (Bayir, et al.,
2006). De fato, 0 EA demonstrou capacidade de reduzir a peroxidacdo
lipidica e apresentou polifendis e carotendides em sua composi¢do
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guimica. Entretanto, um estudo mais detalhado sobre a sua agéo
antioxidante precisa ser desenvolvido.

Devido a inexisténcia de dados toxicoldgicos relacionados ao
uso do EA, uma avaliacdo foi realizada a fim de verificar um possivel
efeito toxico. O conjunto de experimentos realizados demonstrou que o
uso oral e agudo do EA (100 — 1000 mg/kg) em camundongos, ndo
apresenta efeitos toxicos, ndo tendo sido observadas alteracoes
significativas nos parametros, comportamental, fisioldgico, bioquimico,
hematoldgico e morfoldgico. A na analise histopatoldgica do grupo
2000 mg/kg mostrou toxicidade, considerada leve, no figado, nédo
ocorrendo 0 mesmo nos outros 6rgados analisados.

Considerando a presenca de compostos fendlicos e
carotenoidicos no EA, com potencial efeito antioxidante e a auséncia de
toxicidade do EA in vivo, foi estudado um possivel efeito neuroprotetor
do EA, em fatias de hipocampo de ratos. Neste estudo, verificou-se que
0 EA também ndo apresentou toxicidade in vitro e foi capaz de reverter
parcialmente a diminuicdo da viabilidade celular, induzida pela privagédo
de glicose e oxigénio (PGO) e reperfusdo. Agentes antioxidantes, como
o DL-ditiotreitol (DTT), foram utilizados anteriormente em nosso
laboratério, com resultados semelhantes, apresentando protecdo parcial
(Brongholi, et al., 2006). Rytter et al. (2005) em cultura de fatias
organotipicas de hipocampo em protocolo de PGO, mostraram que o
tratamento com antioxidantes ndo foi eficaz na prevencdo da morte
celular. Estes dados sugerem que a acao de radicais livres envolvidos no
estresse oxidativo, durante a PGO, ndo sejam determinantes na morte
celular, visto que antioxidantes potentes inibem parcialmente o processo
de morte.

A fim de investigar se o potencial efeito neuroprotetor de EA
seria mais eficaz em outros protocolos de neurotoxicidade, investigamos
o efeito do EA contra a excitotoxicidade glutamatérgica. O glutamato
diminui significativamente a viabilidade celular em fatias de hipocampo
de ratos, mostrando um padrdo de morte celular apoptdtica, prevenida
pelo MK-801 (Molz et al., 2008). Neste estudo EA também foi capaz de
prevenir a morte celular induzida pelo glutamato, porém o uso de ambos
bloqueou este efeito, mostrando a possibilidade de atuarem no mesmo
receptor. Previamente, Boeck et al (2004) demonstrou o0 MK-801
boloqueando o efeito neuroprotetor do pré-condicionamento com
NMDA contra os efeitos do AQ. Considerando que EA foi capaz de
exercer efeito neuroprotetor in vitro, foi investigado se haveria efeito
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neuroprotetor também administrando EA aos camundongos, €
submetendo as fatias hipocampais a toxicidade do glutamato ex vivo.
Desta forma, foram obtidos resultados positivos de prevencdo da perda
de viabilidade celular, corroborando o efeito neuroprotetor do EA.

Com o objetivo de investigar os possiveis mecanismos que
participam do efeito neuroprotetor do EA, foi utilizado o AQ. Em
trabalhos j& publicados pelo nosso grupo (Tavares et al., 2000; 2002;
2008) o mecanismo de toxicidade de AQ via ativacdo do receptor
NMDA, leva a uma desequilibrio na retirada do glutamato da fenda
sindptica causando um aumento dos efeitos excitotoxicos causados pelo
sistema glutamatérgico que inclui um aumento de radicais livres,
induzindo ao estresse oxidativo. Foi observado que EA foi capaz de
prevenir a perda de viabilidade induzida pelo AQ, sugerindo, que o
efeito protetor do EA estaria relacionado ao receptor NMDA. Além
disso, nos estudos realizados também foi demonstrado que EA diminui a
liberacdlo e aumenta a captacdo de glutamato, diminuindo a
concentracao de glutamato extracelular.

Porém, EA néo foi capaz de proteger os animais da incidéncia
ou severidade de convulsbes tbnico-clonicas induzidas pelo AQ, mas
EA foi capaz de prevenir danos celulares das convulsdes. Realmente, a
prevencdo da perda de viabilidade, o equilibrio entre captacdo e
liberacdo de glutamato participa na reducdo da degeneracéo, observadas
apos as convulsdes, mas este efeito de protecdo celular ndo parece estar
envolvido diretamente na protegdo contra as convulsGes, como
previamente investigado em nosso laboratério (Boeck et al., 2004;
Piermartiri et al., 2009). Segundo Tomé et al (2010), compostos
antioxidantes podem exercer efeito neuroprotetor durante a fase aguda
de convulsdes diminuindo a severidade de lesdes hipocampais, inibindo
peroxidacdo de lipidios de membrana, que impede estagios iniciais de
morte por apoptose. Neste estudo, EA apresentou substancias
conhecidas como antioxidantes e exerceu atividade antioxidante in vitro
e diminuiu a peroxidacao lipidica.

A modulacdo do receptor NMDA é um dos mecanismos mais
investigados em relacédo as efetivas estratégias de neuroprotecao (Stone,
2002). Considerando os resultados que obtivemos avaliando a
toxicidade glutamatérgica in vitro e in vivo é possivel sugerir que o EA
exerca agao antagbnica sobre o receptor NMDA, o que devera ser
avaliado por estudos de unido a estes receptores. No entanto, deve-se
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considerar que o blogueio total da atividade dos receptores NMDA néo
é benéfico, pois reduz os seus efeitos troficos.

Muitas vias de sinalizacdo tem mostrado envolvimento em
efeitos de agentes neuroprotetores contra a excitotoxicidade exercida
pelo glutamato, especialmente a via PI3K/Akt (Tolosa et al. 2008;
Herculano et al., 2010), que pode ser ativada por fatores neurotoficos,
com implicagdes no crescimento, migracdo e sobrevivéncia celular.
Neste estudo, o uso de LY204002, um inibidor da via PI3K, aboliu
completamente o efeito protetor do EA. Além disto, em estudo ex vivo,
verificou-se um aumento da fosforilagio da Akt induzido pelo EA. E
importante ressaltar que, a Akt ativada pela fosforilacdo através da
PI3K, blogueia a liberagéo de citocromo c in vitro, inibindo a ativagdo
de caspase-3 e, também pode inibir outras proteinas pré-apoptdticas
(Nakae et al., 2000), regulando assim o processo de apoptose. Portanto,
0s dados obtidos sugerem que EA pode estar exercendo seu efeito
neuroprotetor atraves da modulagéo da via PI3K/AKkt.

Adicionalmente, Wu e colaboradores (2010) mostraram que a
via PI3K/Akt modula a expressdo de GLT-1 refor¢ando os resultados
obtidos nos estudos in vitro, in vivo e ex vivo que, quando analisadas em
conjunto sugerem além da participacdo da via PI3K/Akt, a modulagdo
do transporte de glutamato e, do receptor NMDA, como 0s mecanismos
envolvidos no efeito neuroprotetor exercido pelo EA. Além disso, 0 EA
possui em sua composicdo quimica como um dos polifendis
majoritarios, o 4&cido ferllico, caracterizado como antagonista
competitivo do receptor NMDA (Yu et al., 2006).

Além do excesso de glutamato extracelular, a inflamacéo
aparece como um elemento-chave no processo neurodegenerativo.
Neurbnios exibem sensibilidade a estimulos inflamatérios como o
aumento a expressdo da enzima iNOS e, estes estimulos levam a morte
celular via danos oxidativos (Brown 2007). O NO portanto, tem um
efeito significativo no SNC e a manipulacdo desta via constitui-se em
novas possibilidades terapéuticas nas doengas neurodegenerativas em
geral, inclusive na depressdo (Kulkarni & Dhir, 2007; Ulak et al., 2008).
Neste sentido, o aumento de iNOS induzido pelo glutamato foi
totalmente bloqueado pela pré-administracdo do EA aos animais, mostra
que o EA pode estar modulando a expressdo de iNOS, contribuindo para
a reducdo do dano oxidativo induzido pela alta producdo de NO pela
iNOS.
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Os resultados discutidos até aqui se referem principalmente ao
efeito neuroprotetor do EA frente a excitotoxicidade glutamatérgica.
Existem evidéncias do envolvimento do excesso de glutamato e a morte
neuronal na patofisiologia da depressdo, sendo que, foi encontrado um
aumento dos niveis de glutamato, no cérebro e no plasma e diminuicdo
de volume hipocampal em pacientes com depressdao. Além disso,
antagonistas do  receptor NMDA  apresentam  propriedades
antidepressivas e antidepressivos convencionais reduzem a unido,
expressao e funcionamento do receptor NMDA (Sanacora et al., 2008).
No presente estudo, portanto foi demonstrado que o EA apresenta um
efeito tipo antidepressivo nos dois testes comportamentais utilizados,
sem efeitos significativos na locomocao dos animais. Pesquisas recentes
tém reforcado a indicacdo de que extratos de plantas incluindo,
Hypericum perforatum, Hypericum enshiense, Curcuma longa, Ginkgo
biloba, Schinus molle, Rosmarinus officinalis e Aloysia polystachya,
exercem efeito tipo antidepressivo em animais (Wang et al., 2008;
Machado et al., 2007, 2009; Hellién-1barrola, et al., 2008).

Neste estudo, o efeito tipo antidepressivo do extrato foi
observado com uma dose menor de EA no teste de suspensdo da cauda
(TSC, 10 mg/kg), do que no teste do nado forcado (TNF, 100 mg/kg),
resultado semelhante ao observado por Freitas e colaboradores (2010)
com Tabebuia avellanedae e por Machado e colaboradores (2009) com
Rosmarinus officinalis. Segundo Cryan et al. (2005) o TSC tem uma
sensibilidade farmacoldgica maior, quando comparado ao TNF. O TNF
ndo tem sido considerado um teste sensivel para deteccdo de atividade
de inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRS), sendo esta
atividade antidepressiva geralmente ativa no TSC (Borsini, 1995).

Outra diferenga entre os dois testes utilizados se refere & curva
dose-resposta, ndo sendo incomum obter-se uma curva bifasica no TNF
(Machado et al., 2009; Freitas et al., 2010) , enquanto que este evento &
raro no TSC, no entanto, este evento foi observado por Butterweck et al
(1997; 2003), utilizando extrato de Hypericum perforatum. Em relacdo a
curva-biféasica observada neste estudo, descartou-se o efeito toxico (pois
uma leve toxicidade foi observada somente com 2000 mg/kg do EA,
dose ndo utilizada nos estudos comportamentais), podendo-se inferir que
altas concentracfes de polifendis podem atuar como pro-oxidantes
(Hockenbery et. al., 1993; Cao et al. 1997), abolindo o efeito tipo
antidepressivo do EA.

Quanto ao mecanismo de agdo responsavel pelo efeito tipo
antidepressivo aqui demonstrado, o uso do NMDA foi capaz de reverter
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o efeito do EA e foi observado tabém um efeito sinérgico entre EA e
MK-801. Neste sentido, como o receptor NMDA induz a ativacdo de
NOS, que converte L-arginina em NO e L-citrulina (Esplugues, 2002),
sugere-se que a manipulacdo farmacolégica da via NO poderia ser uma
alternativa terapéutica ao tratamento da depressdo (Ulak et al., 2008).
De fato, estudos demonstram que, inibidores de NOS apresentam efeito
tipo antidepressivo (Joca & Guimardes, 2006). Além disso, que, as
concentracbes intracelulares de c¢GMP sdo reguladas pela
fosfodiesterase 5 (PDE5) e guanilato ciclase soltuvel (sGC, Beavo,
1995).

Neste sentido, a indicacdo de que a via L-arginina-NO-cGMP
esta envolvida na reducdo de tempo de imobilidade exercido pelo EA ¢
reforgada pelo fato de que nossos resultados evidenciaram que, o uso de
L-arginina (substrato para NOS), foi capaz de inibir o efeito tipo
antidepressivo causado pelo EA e foi observado um efeito sinérgico, do
EA e um inibidor de NOS. Nossos resultados também demonstraram
que o0 EA e inibidores da enzima guanilato ciclase soltvel (sGC) ou a
enzima NOS, produziram efeito sinérgico sobre a atividade tipo
antidepressiva no TSC. E a reverséao do efeito tipo antidepressivo do EA
por um inibidor seletivo da enzima PDES5, sugerem que EA pode estar
exercendo seu efeito anti-imobilidade através da diminuicdo dos niveis
de NO e cGMP.

Assim, o efeito tipo antidepressivo exercido por berberina, um
alcal6ide isolado de Berberis aristata (Kulkarni & Dhir, 2007), difenil-
disselenito, uma substancia antioxidante (Savegnano et al., 2007) ou
acido folico (Brocardo et al., 2008) também foi evidenciado pelo uso de
inibidores seletivos de atividade enzimatica, sugerindo que a via L-
arginina-NO-cGMP tem importante funcdo na mediacdo dos efeitos
comportamentais destas substancias e também do EA, utilizado neste
trabalho.

Quanto ao estudo dos mecanismos envolvidos no efeito tipo
antidepressivo exercido pelo EA além da participacdo do sistema
glutamatérgico, foi investigada também a participacdo dos sistemas,
serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico. A hipdtese
monoaminérgica da depressdo postula que o maior envolvido no
processo  neuroquimico da depressio é a diminuicdo da
neurotransmissdo monoaminérgica e o decréscimo simultdneo de
noradrenalina e/ou serotonina (Schildkraut, 1965). Estudos pré-clinicos
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e clinicos relataram um efeito-chave dos receptores 5-HT; e 5-HT, na
patologia da depressdo, bem como, na acéo de diversos antidepressivos
(Boothman et al., 2006). A maioria dos antidepressivos prescritos inibe
a recaptagdo de serotonina ou noradrenalina e/ou ainda age como
inibidor de monoamina oxidases (Taylor et al., 2005). Além disso, 0
sistema dopaminérgico também é um importante alvo implicado nas
desordens envolvendo os transtornos de humor, pois segundo Klimek et
al (2002) e Meyer et al (2002) existe um aumento da interacdo da
dopamina com seus receptores e reducdo do transporte de dopamina em
pacientes com depressdo. Desta forma, a modulacdo dos trés sistemas,
serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico, tém mostrado
participacdo nos efeitos comportamentais em testes animais preditivos
de agentes antidepressivos como, 0 TNF e o TSC (Cryan et al., 2005;
O'Leary et al., 2007).

Neste sentido, foram verificados os efeitos de antagonistas dos
trés sistemas, serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico sobre a
acdo anti-imobilidade do EA em camundongos. O pré-tratamento com
0s antagonistas de receptores, de serotonina 5-HTia ou 5-HTac, de
adrenoreceptores-a; ou o, e também, de dopamina D; ou D, reverteram
o0 efeito anti-imobilidade do EA, sugerindo que existe a participacao
destes receptores no efeito tipo antidepressivo do EA no TSC. De
acordo com Machado et al (2007, 2009) e Feitas et al (2010), a
utilizacdo de antagonistas destes mesmos receptores também reverteram
o0 efeito anti-imobilidade exercido pelos extratos de, Schinus molle L.,
Rosmarinus officinalis L. e e Tabebuia avellanedae L., respectivamente.

Medicamentos inibindo a recaptagdo de serotonina,
noradrenalina e dopamina (inibidores triplos de recaptacdo) tém sido
recentemente desenvolvidos, levando a uma acdo mais rapida e eficiente
do que os antidepressivos tradicionais (Chen & Skolnick, 2007).
PublicacBes tém relatado o potencial de muitos extratos de plantas e
seus constituintes como agentes antidepressivos com um mecanismo de
acdo que envolve wuma interacdo simultdnea dos  sistemas
monoaminérgicos (Zhang, 2004; Capra et al, 2010).

O acido ferulico (AF), componente majoritario do EA, além da
atividade antioxidante apresenta propriedades antiinflamatérias, efeito
benéfico em doencas que apresentam estresse e inflamacdo (Perluigi et
al., 2006), modulacdo da apoptose (Jin et al., 2007), efeito antagdnico
competitivo ao receptor NMDA protegendo da excitotoxicidade
glutamatérgica (Yu et al, 2006). Efeitos positivos do AF também foram
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observados em um modelo de depressdo induzida por estresse (Yabe et
al., 2010). Desta forma, investigou-se a possibilidade do AF participar
do efeito tipo antidepressivo exercido por EA. E neste estudo o AF
exerceu efeito tipo antidepressivo em camundongos no TNF e no TSC.

Como o processo neuroquimico mais conhecido na depressdo
estd relacionado a diminuicdo da neurotransmissdo monoaminérgica
(Schildkraut, 1965), a farmacoterapia convencional utiliza este sistema
como alvo (Wong and Licinio, 2001). No efeito tipo antidepressivo do
EA foi evidenciada a participacdo do sistema serotoninérgico. O mesmo
ocorrendo no efeito tipo antidepressivo do AF e na sua administracao
combinada com antidepressivos ISRS.

Os animais foram pré-tratados com antagonistas dos receptores
5-HT 4 0u 5-HT,a/c indicando que ambos os sub-tipos de receptores de
serotonina podem estar envolvidos no efeito tipo antidepressivo
observado, a semelhanga do EA. Realmente, compostos que blogueiam
estes receptores sdo eficientes como antidepressivos (Blier & Ward,
2003). Além disso, o AF foi capaz de produzir um efeito tipo
antidepressivo sinérgico com alguns antidepressivos convencionais,
fluoxetina, paroxetina e, sertralina no TSC. Estes resultados sugerem
gue uma combinagdo do AF com estes antidepressivos poderia ser uma
potencial alternativa no tratamento da depresséao.

Na busca por agentes terapéuticos para o tratamento da
depressdo, algumas vias de sinalizacdo celular vem sendo
documentadas, quanto ao seu envolvimento nas enfermidades
neuropsiquiatricas. Neste estudo foram investigadas vias de sinalizacéo
envolvidas no efeito tipo antidepressivo do AF. Foi observado que o
efeito tipo-antidepressivo do AF depende da ativagcdo das vias da
proteina cinase A (PKA), proteina cinase C (PKC), calmodulina Ca*"-
dependente proteina cinase Il (CaMKII), proteina cinase ativada por
mitdgeno/ proteina cinase regulada por sinal extracelular (MAPK/ERK)
e PI3K.

A PKA estd envolvida na sintese e liberacdo de
neurotransmissores, expressdo de genes, plasticidade sinaptica,
memoéria, crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (Gould and
Manji, 2002). O mecanismo mais conhecido da fungéo de PKA, ERK e
a via PI3K/Akt seria através da fosforilagdo de substratos, incuindo o
CREB que ativa a expressdo de proteinas como o BDNF. Estas
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proteinas estdo implicadas na sobrevivéncia e plasticidade neural (D’Sa
and Duman, 2002), envolvidas na regulacdo da depressdo e em
tratamentos antidepressivos em modelos animais (Franco et al., 2008;
Hashimoto, 2010). A ativacdo de CaMKI|I, segundo Du e colaboradores
(2004) seria uma importante via na patofisiologia e tratamento de muitas
doencas relacionadas ao estresse, pois as elevagdes de calcio e AMPc
induzem eventos necessarios para plasticidade sinaptica rapida
(Pittenger and Duman, 2008). Estudos anteriores demonstraram que, 0
uso crbnico de ferulato de sédio (AF hidrosolivel) teve efeito
neuroprotetor aumentando a fosforilagdo de ERK e Akt no hipocampo
de ratos idosos (Jin et al., 2008) e contra o efeito da proteina beta-
amiléide (Jin et al., 2005). Entretanto o exato mecanismo pelo qual AF
modula as vias PKA, CaMKIl, PKC, MAPK/ERK e PI3K, para
produzir o efeito tipo antidepressivo ndo esta esclarecido. Sabe-se que, 0
uso de antidepressivos que aumentam o0s niveis de serotonina ativam
CREB através de diferentes vias de sinalizacdo, como PKA, MAPK e
CaMKII (D’Sa and Duman, 2002) e antagonistas do receptor NMDA
tem demonstrado aumentar a liberacdo de serotonina no cérebro
(Callado et al., 2000; Gaikwad et al., 2005; Tso et al., 2004), assim uma
possibilidade para 0 mecanismo de acdo seria que AF, como um
antagonista do receptor NMDA (Yu et al., 2006), agiria bloqueando este
receptor, afetando desta forma a neurotransmissdo glutamatérgica e
serotoninérgica.

2.1. CONSIDERA(;OES FINAIS

Em relagdo ao mecanismo de acdo do EA na neuroprote¢do e no
efeito tipo antidepressivo observados no conjunto de dados obtidos neste
trabalho, seria possivel que EA esteja exercendo seus efeitos benéficos
através de, efeito antioxidante direto e/ou este efeito antioxidante pode
estar modulando o transporte de glutamato. Ou ainda, EA poderia estar
exercendo um efeito antagdnico sobre os receptores NMDA, prevenindo
a excitotoxicidade, o desequilibrio no transporte de glutamato, 0 excesso
de radicais livres e, a morte celular (Figura 2).

Segundo Uttara et al (2009) conforme a composicdo quimica
podemos classificar um agente como tendo, efeito antioxidante direto,
por via ndo enzimatica (agdo de carotendides, polifendis, compostos
derivados do ebselen, tocoferdis e serotonina) e/ou também, efeito
antioxidante indireto (acdo de antagonistas de receptores como
dopamina ou glutamato e inibidores de NOS) prevenindo
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excitotoxicidade e excesso de radicais livres. Além disso, segundo
Virgili & Marino (2008), a funcdo das moléculas de origem vegetais
ditos antioxidantes tém mostrado evidéncias de ser mais complexa do
que se pensava (Figura 3).Varios mecanismos tém sido propostos para a
acao destas substancias envolvendo ou ndo atividade antioxidante como,
modulacdo de receptores ou enzimas, regulacdo de sinalizagdo celular e
expressdo de genes.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, EA
demonstrou ser um promissor agente terapéutico, em doencas
neurolégicas/neurodegenerativas envolvendo excitotoxicidade,
parecendo que seu efeito pode ser devido a varias moléculas agindo em
multiplos alvos, como acontece por exemplo com, 0s extratos de,
Ginkgo biloba, ou mais recentemente demonstrado com o de, Camellia
sinensis (green tea) ou Curcuma longa (Figura 4).

N3o evita convulsdes
|, Tempo de imobilidade ——
i Peroxidagdo

lipidica

T p-Akt /
| i-NOS &
— Qrnomd

lLiberagﬁo de Glu \ \
TViabiIidade celular -

parcial na isquemig

| Viabilidade
|, Viabilidade celular= celular —-Glu/AQ
inibidor PI3K —— invitro

ex vivo
—— invivo

TCaptagéo de Glu

Figura 4. Efeitos biolégicos do EA. Resumo dos efeitos bioldgicos do
EA revelados neste estudo, mostrando resultados obtidos em diferentes
protocolos e modelos animais.

Por outro lado, a curcumina, extraida de Curcuma longa, tem
sido estudada recentemente por suas atividades no tratamento de varios
transtornos do SNC, com acdo neuroprotetora na DA, discinesia,
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depresséo e epilepsia (Kulkarni & Dhir, 2010), um exemplo de uma
molécula com acdo em mdaltiplos alvos. Neste sentido, o AF utilizado
neste trabalho também parece ser um bom candidato, tendo a principio
atribuidos a ele diversos efeitos como, antioxidante, antagonista de
receptor NMDA, anti-inflamatdrio, antiapoptético, tipo antidepressivo
em modelo de estresse cronico e preventivo em doengas como DA e,
segundo este estudo o AF também possui efeito tipo antidepressivo com
envolvimento do sistema serotoninérgico no TSC, efeito sinérgico com
antidepressivos SRSI e seu efeito tipo antidepressivo ativa vias de
sinalizacdo implicadas na patofisiologia dos transtornos de humor, bem
como na depressao (Figura 5).

Efeito tipo antidepressivo

Intgragéo C/' H,C=0 OH Receptores 5-HT,, €
antidepressivos ISRS / «—— y 7 5-HT "
HO 5 2A

Acido Ferdlico

l

PKA
PKC
MAPK/ERK

CaMKiIlI
PI3K

Figura 5. Efeito tipo antidepressivo do AF. Envolvimento do sistema
serotoninérgico e vias de sinalizacdo celular no efeito tipo
antidepressivo de AF.

Segundo Youdim (2010), ambas as estratégias, extrato ou
composto isolado, sdo favoraveis quando se trata de doencas
neurodegenerativas com multiplos alvos, como € o caso de, DA, Mal de
Parkinson ou depressdo, que possuem etiologias bastante complexas,
incluindo cascatas de eventos neurotoxicos moleculares que resultam em
morte neuronal.
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3 CONCLUSOES

O extrato aquoso de Aloysia gratissima (EA) apresentou
compostos quimicos de natureza polifendlica e carotenoidica, com
conhecida atividade biolégica como antioxidante;

O efeito antioxidante de EA foi evidenciado per se e pela
diminuicdo da peroxidagdo lipidica;

EA ndo mostrou efeitos toxicos em camundongos até a dose de
1000 mg/kg ou em fatias de hipocampo;

A neuroprote¢do promovida por EA frente ao dano celular
induzido por glutamato ou acido quinolinico em fatias de hipocampo de
ratos envolve diminuicao da liberagdo de glutamato e ativacéo da via da
PI3K;

No protocolo de PGO entretanto, a prote¢do na isquemia foi
considerada parcial;

O EA ndo preveniu o surgimento das convulsdes induzidas pelo
acido quinolinico, porém apresentou efeito neuroprotetor contra os
efeitos de um agonista do receptor NMDA, prevenindo a perda de
viabilidade e modulando o transporte de glutamato nas fatias
hipocampais destes animais;

O efeito do tipo antidepressivo do EA (10 mg/kg) observado em
testes preditivos de agentes antidepressivos envolve a participa¢do dos
receptores NMDA e a via L-arginina/NO-cGMP, além disso, EA na
mesma concentracdo, foi capaz de proteger fatias de hipocampo de
camundongos envolvendo o aumento da fosforilacdo de Akt e a reducédo
da expressao de iNOS;

O sistema monoaminérgico através dos  receptores
serotoninérgicos, noradrenérgicos e dopaminérgicos participa do efeito
tipo antidepressivo de EA;

A utilizacdo do composto fendlico majoritario do EA, o &cido
fertlico (AF), mostrou que este exerce efeito tipo antidepressivo, sendo
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0 mecanismo de acdo relacionado ao sistema serotoninérgico a
semelhanca do EA;

Foi possivel mostrar que o efeito tipo antidepressivo do AF
envolve a participacdo de enzimas de vias de sinalizacdo celular
implicadas na sobrevivéncia celular e plasticidade sinaptica, PKA, PKC,
CaMKII, MAPK/ERKe PI3K.

4  PERSPECTIVAS
Pesquisar a presenca de outras classes de metabolitos no EA;

Determinar a concentragdo dos componentes do extrato no
sangue e cérebro;

Realizar teste de toxicidade cronica com o EA;

Realizar ensaio de unido de glutamato a seus receptores de
membrana e avaliar o efeito do EA e AF;

Investigar parametros de morte necrética e apoptética no efeito
neuroprotetor de EA,;

Investigar de forma mais detalhada o efeito antioxidante de EA,

Analizar ensaio imunohistoquimico quanto a expressdo de
iNOS e os transportadores de glutamato gliais, GLAST e GLT-1, em
animais tratados com acido quinolinico;

Avaliar o contelido de BDNF e ativacdo de CREB;

Avaliar os efeitos neuroprotetor e tipo antidepressivo no uso
cronico de EA;

Aprofundar a investigagdo dos mecanismos e vias de
sinalizacdo no efeito tipo antidepressivo do &cido ferulico.
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