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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito dos derivados floroglucinéis
HC1 e hiperbrasilol B, presentes em Hypericum caprifoliatum, sobre a
neurotransmiss&o glutamatérgica, canais de Na* sensiveis a voltagem e atividade da
Na®, K" ATPase, visando aprofundar o estudo da atividade antidepressiva de
Hypericum caprifoliatum. O envolvimento da neurotransmiss@o glutamatérgica no
efeito antidepressivo de HC1 foi estudado através de manipulacdo farmacologica
com MK-801 (antagonista NMDA) no teste da natacdo forgada, e captagdo e
liberagdo de [*H]-glutamato em sinaptossomas de cérebro total de ratos. Os
resultados demonstraram que pelo menos em nivel de receptores NMDA e captacao
e liberacdo de glutamato, a neurotransmisséo glutamatérgica ndo esta envolvida na
atividade antidepressiva de HC1. A veratrina, um ativador de canais de Na’,
preveniu o efeito de HC1 no teste da natacéo for¢cada e trés dias de tratamento com
HC1 aumentaram a atividade da enzima Na®, K* ATPase em cortex total e
hipocampo de camundongos quando medida ex vivo 2h depois da Ultima
administragdo. Porém esta inibicdo desapareceu quando os animais foram
submetidos a uma sessao de 6 minutos de nado forgado. Assim como o HC1, o
hiperbrasilol B também teve seu efeito prevenido pela veratrina no teste da natacao
forcada, e o tratamento por trés dias com hiperbrasilol B aumentou a atividade da
enzima Na’, K* ATPase apenas no hipocampo, e ndo no cortex total de
camundongos. Os resultados deste trabalho reforcam a utilidade das estruturas
diméricas de floroglucindis na pesquisa por novas moléculas com acéo
antidepressiva e indicam que o hiperbrasilol B pode possuir propriedades
moduladoras do humor ou anticonvulsivantes, uma vez que altera a atividade
cerebral da Na*, K" ATPase em camundongos e tem seu efeito na natagéo forcada

alterado pela veratrina.

Palavras-chave: Hypericum caprifoliatum, derivados floroglucindis, antidepressivo,

hiperbrasiol B, HC1, Na®*, K" ATPase, canais de Na®, veratrina.






ABSTRACT

Aiming to narrow the study of the antidepressant activity of Hypericum
caprifoliatum, this work evaluated the effect of the phloroglucinol derivatives HC1 and
hyperbrasilol B, present in H. caprifoliatum on glutamatergic neurotransmission, Na*
channels and Na’, K' ATPase activity. The involvement of glutamatergic
neurotransmission in the antidepressant effect of HC1 was investigated by
pharmacological manipulation with MK-801 (NMDA antagonist) in the forced
swimming test, and [°H]-glutamate uptake and release in total rat brain
synaptosomes. The results demonstrated that at least at level of NMDA receptors
and glutamate uptake and release, the glutamatergic neurotransmission is not
involved in the antidepressant activity of HC1. Veratrine, a Na* channel activator,
prevented the effect of HC1 in the forced swimming test and three days of treatment
with HC1 increased the enzymatic activity of Na*, K" ATPase in mice brain cortex
and hippocampus. However, this inhibition disappeared when animals were
subjected to a of 6-minute forced swim session. Like HC1, the effect of hyperbrasilol
B on forced swimming session was also prevented by veratrine; and treatment for
three days with hyperbrasilol B increased the activity of Na®, K* ATPase in
hippocampus, but not in brain cortex of mice. The results of this work reinforce the
usefulness of the dimeric phloroglucinols structures in the research for new
molecules with antidepressant action and suggest that hyperbrasilol B may possess
anticonvulsant and mood stabilizing properties, since it alters mice brain Na*, K"

ATPase activity and has its effect on the forced swimming test affected by veratrine.

Keywords: Hypericum caprifoliatum, phloroglucinol derivatives, antidepressive,

hyperbrasilol B, HC1, Na®*, K" ATPase, Na* channels, veratrine.
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1. INTRODUCAO

A depressdo é uma condi¢do incapacitante que afeta negativamente a
vida social, o trabalho e a familia do individuo afetado. Embora os
antidepressivos disponiveis tenham demonstrado sua eficdcia e melhorado
muito o progndstico da doenca, os tratamentos disponiveis ainda apresentam
limitacdes, tais como tolerabilidade e efeitos secundarios comuns, incluindo
nausea, fadiga, disfuncéo sexual e ganho de peso (Sarris, 2011). Meta-analises
de ensaios randomizados controlados demonstraram que preparacfes de
Hypericum perforatum sdo superiores ao placebo e similarmente eficazes a
antidepressivos classicos no tratamento da depressdo leve a moderada
(Kasper et al., 2010). Uma vantagem clara em relagdo aos antidepressivos € o
baixo indice de efeitos adversos e a boa adesdo ao tratamento, principais
variaveis que afetam o custo-efetividade de uma determinada forma de terapia
(Kasper et al., 2010).

Uma caracteristica interessante do efeito antidepressivo de H.
perforatum é a sua acdo ndo especifica. O extrato e algumas substancias
isoladas inibem a recaptagéo sinaptossomal de serotonina, noradrenalina,
dopamina, GABA e glutamato (Wonnemann et al., 2000; Roz e Rehavi, 2003).
A hiperforina, um derivado floroglucinol biciclico acilado com pouca
semelhancga estrutural e funcional a qualquer outro antidepressivo utilizado
terapeuticamente, € o principal constituinte ativo de H. perforatum (Linde et al.,
2008). Postulou-se que a hiperforina ative canais de cétion ndo seletivos
(Treiber et al., 2005), e de fato, Leuner e colaboradores (2007) demonstraram
que a hiperforina ativa seletivamente TRPC6, um membro da classe C dos
canais receptores de potencial transitério (TRPs), resultando num aumento

imediato das concentracdes intracelulares de sédio e calcio.

Dentro deste contexto, nosso grupo de pesquisa vem trabalhando ha
mais de uma década com uma linha de pesquisa que visa a investigacdo
quimica e farmacolégica das espécies do género Hypericum nativas do Rio
Grande do Sul. Dentre as espécies pesquisadas, destacou-se a espécie H.

caprifoliatum como ativa em modelos animais de depressao (Daudt et al., 2000;
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Viana et al., 2005). Essa espécie foi incluida pelo Ministério do Meio Ambiente
entre as espécies da flora nativa de valor econémico atual e potencial dentro do
projeto denominado “Plantas para o futuro”, uma iniciativa que tem como
objetivo promover o conhecimento, a conservagdo e 0 uso sustentavel de
espécies nativas da flora brasileira de valor econdmico atual ou potencial, de

uso local ou regional (Biawatti, 2011).

Um extrato ciclohexanico bruto (ECH) e um extrato ciclohexanico
purificado (HCP) de H. caprifoliatum ricos em floroglucin6is demonstraram
efeito antidepressivo dependente da dose, quando foram avaliados no teste da
natacdo forcada em ratos e camundongos (Viana et al., 2005). Os trabalhos
desenvolvidos até agora demonstram que estes extratos, assim como HC1
(uma fracdo enriquecida em floroglucindis obtida de H. caprifoliatum) inibem a
captacdo neuronal de monoaminas de forma pouco seletiva, sugerindo que
esta acdo depende de algum mecanismo envolvido no transporte de
neurotransmissores em geral (Viana et al.,, 2006). Porém, os mecanismos
moleculares pelos quais estes extratos de H. caprifoliatum exercem agéo do
tipo antidepressiva ainda ndo estdo esclarecidos. Desta forma, esta tese de
doutorado visou aprofundar o estudo da atividade antidepressiva de H.
caprifoliatum, avaliando o efeito de HC1 e de hiperbrasilol B, outro composto
com estrutura dimérica consistindo de acido filicinico e uma porc¢ao floroglucinol
isolado de H. caprifoliatum (NOr et al., 2004) sobre parametros glutamatérgicos

e parametros relacionados & homeostasia dos ions Na'.
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito de HC1 e hiperbrasilol B, derivados floroglucindis
presentes em H. caprifoliatum, sobre parametros glutamatérgicos e parametros

relacionados & homeostasia dos ions Na* em roedores.
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2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do antagonista glutamatérgico NMDA, MK-801 sobre a
atividade antidepressiva de HC1, observada no teste da natagéo forgada
em camundongos.

e Avaliar o efeito de HC1 sobre parédmetros glutamatérgicos in vitro, tais
como: captacdo de glutamato em sinaptossomas de cérebro total de
ratos e liberacdo de glutamato em sinaptossomas de cérebro total de
ratos.

e Avaliar possivel envolvimento de canais de Na® na atividade
antidepressiva de H. caprifoliatum, associando a veratrina, um ativador
de canais de Na*, ao HCL1 e hiperbrasilol B, no teste da natacéo forcada
em camundongos.

e Avaliar o efeito de um tratamento agudo e de um tratamento repetido
com HC1 e hiperbrasilol B sobre a atividade da enzima Na*, K'-ATPase

ex vivo em camundongos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. GLUTAMATO NA DEPRESSAO

As primeiras teorias sobre a depressdo concentraram-se principalmente
nas aminas biogénicas (serotonina, noradenalina e dopamina) (Schildkraut,
1965; Nestler et al., 2002) e a maioria dos antidepressivos disponiveis
atualmente tém como alvo receptores e/ou mecanismos de recaptagdo de
neurotransmissores monoaminérgicos. Recentemente, a pesquisa sobre a
neurobiologia da depressao tem-se centrado em diversos neuromoduladores e
neurotransmissores nao-monoaminérgicos (Vidal et al., 2011; Connolly e
Thase, 2012) e entre os caminhos mais interessantes de investigacdo a este
respeito, estdo aqueles que envolvem o amino4cido excitatdrio glutamato. Ha
cada vez mais evidéncias de que o sistema glutamatérgico desempenha um
papel importante na neurobiologia e no tratamento da depressdo (Sen e
Sanacora, 2008; Zarate et al., 2010; Szakacs et al., 2012; Sanacora et al.,
2012).
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As principais vias excitatérias do sistema nervoso central utilizam
glutamato como neurotransmissor (Meldrum et al., 1999; Segovia et al., 2001).
O glutamato é encontrado, no cérebro de mamiferos, em altas concentragcbes
(10 nM) e participa de fungcdes metabdlicas idénticas as exercidas em outros
tecidos (Meldrum et al., 1999). Esta envolvido em uma variedade de processos
fisioldgicos, tais como aprendizado, memoéria e formagdo de redes neurais
durante o desenvolvimento (Ozawa et al.,, 1998; Martini et al., 2006). E
sintetizado nos terminais pré-sindpticos, predominantemente a partir de
glutamina devido & acdo da enzima glutaminase, mas pode provir do a-
cetoglutarato, via glutamato desidrogenase e a-cetoglutarato aminotransferases
(Watts et al, 2005). A acdo excitatoria do glutamato é finalizada através de sua
captacdo da fenda sindptica pelas células gliais ou pelos neurdnios pré-
singpticos, onde é armazenado nas vesiculas sinapticas. A captacdo do
glutamato da fenda sinaptica envolve dois sistemas de transporte: um
carreador com alta afinidade e dependente de Na®, localizado nas membranas
pré-sinpticas e gliais (Robinson e Dowd, 1997) e outro com baixa afinidade e
independente de Na’, nas membranas das vesiculas sinapticas. Uma vez
armazenado, o glutamato podera ser liberado na fenda, desde que as

membranas pré-sindpticas sejam despolarizadas.

Quando liberado na fenda sinaptica, o glutamato exerce suas fungbes
fisiologicas ativando receptores localizados nas membranas pré- e poés-
singpticas, bem como nas membranas das células gliais (Meldrum et al., 1999).
A neurotransmisséo glutamatérgica pode ser modulada por diferentes tipos de
receptores, incluindo receptores ionotropicos e metabotropicos (Ozawa et al.,
1998). Os receptores ionotropicos sdo canais ibnicos que permeiam cétions
através da membrana neuronal. Portanto, a sua ativagdo provoca a
despolarizagdo da membrana sinaptica e desencadeia uma resposta
excitatoria. Estes receptores sdo subdivididos em N-metil-D-aspartato (NMDA),
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-acido propidénico (AMPA) e &cido cainico
(KA), com base na sua sensibilidade a agonistas especificos (Ozawa et al.,
1998). Os receptores metabotropicos estdo associados a sistemas de segundo

mensageiros intracelulares (Conn e Pin, 1997). Estes receptores séo acoplados
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a proteinas G (proteinas ligantes de nucleotideos da guanina) e modulam a
atividade de fatores intracelulares, tais como adenilato ciclase e fosfolipase C,
responsaveis pela producdo de segundos mensageiros (AMPc, diacilglicerol e
inositol trifosfato) (Conn e Pin, 1997). Atualmente sdo conhecidos por clonagem
oito subtipos de receptores glutamatérgicos metabotropicos (mGIuR1 a
MGIuR8).

Existem diversos trabalhos relatando alteracdes nos niveis de glutamato
no sangue e fluido cérebro-espinhal de pacientes com depressdo. Kim e
colaboradores (1982) demonstraram que os niveis de glutamato no soro de
pacientes com depresséo estavam significativamente mais elevados do que em
pacientes controles saudaveis. Além disso, Altamura e colaboradores (1993)
relataram que os niveis de glutamato no plasma de pacientes com transtornos
afetivos estavam maiores em relagdo ao grupo controle. Existe também uma
correlagdo positiva entre os niveis de glutamato no plasma e a severidade dos
sintomas depressivos em pacientes com depressdo (Mitani et al.,, 2006).
Utilizando amostras de cérebro post mortem de pacientes depressivos da
‘Stanley Foundation Brain Collection’ (Torrey et al., 2000), Hashimoto e
colaboradores (2007) relataram que havia niveis elevados de glutamato no
cortex frontal, o que indica que ocorram anormalidades da neurotransmissado

glutamatérgica nas caracteristicas patofisiologicas da depresséo.

A hipétese de que antagonistas de receptores NMDA atuem como
antidepressivos foi baseada nas observagbes de que a exposi¢cdo ao choque
inescapéavel interrompe a potenciagdo de longa duragdo (LTP) no hipocampo
de ratos (Shors et al., 1989), um fenbmeno que é dependente da ativacdo de
receptores NMDA (Morris et al., 1986). Os testes iniciais realizados para
comprovar esta hipotese, avaliaram o bloqueador protétipo de canal de
receptores NMDA dizolcipina (MK-801), o antagonista competitivo NMDA AP-7
e 0 agonista parcial ACPC, numa variante do teste da natagdo forcada em
roedores (Skolnick et al., 2009), um paradigma de desespero comportamental.
Cada um desses compostos produziu uma redugdo na imobilidade de maneira
dependente da dose, uma caracteristica de antidepressivos prototipos, como a

imipramina. Existem varios modelos experimentais de depressdo em roedores,
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embora nenhum seja capaz de mimetizar totalmente o0s sintomas
comportamentais apresentados por humanos. Induzindo-se uma situagédo de
estresse, ndo havendo escapatéria para ratos e camundongos, consegue-se
um tipo de inibicAo comportamental (‘desespero’) que é responsiva a
tratamentos com farmacos antidepressivos (Overstreet, 2012). Este efeito é
central no teste da natacdo forcada, um modelo experimental classico capaz de
predizer possiveis compostos com atividade antidepressiva. No teste da
natacdo forgada, os animais que s&o forcados a nadar em espaco restrito,
eventualmente cessam suas tentativas de escapar e ficam imoOveis, com
excecdo de alguns movimentos para manter suas cabecas fora da &agua
(Porsolt et al., 1978). O tempo de imobilidade é reduzido por antidepressivos

que sao terapeuticamente eficazes.

Apesar dos varios indicios da participacdo do glutamato na patogénese
da depressao, ainda ndo se sabe ao certo qual estrutura anatomica estaria
envolvida nesta fungdo. Estudos demonstram a ligacdo do ndcleo acumbens
com a depressdo comportamental no teste da natagédo forgcada (Cervo et al,,
1990; Chau et al.,, 2001), e o glutamato estaria envolvido, uma vez que o
nucleo acumbens recebe muitas informac¢6es do sistema glutamatérgico vindas
do cortex pré-frontal, hipocampo, amigdala e sitios relacionados (Cotman e
Monaghan, 1986), ao mesmo tempo em que a administracdo de antagonista
NMDA (AP7) diretamente no nucleo acumbens, apresenta efeito antidepressivo
no teste da natagéo forcada (van den Bos et al., 1992). Por outro lado, existem
evidéncias que sugerem que a estrutura anatdmica envolvida no papel do
glutamato na depressdo seja o hipocampo (Przegalinsli et al., 1997). Esta
estrutura estaria envolvida nas respostas neuroquimicas e comportamentais,
observadas em resposta a estimulos adversos (Padovan e Guimarées, 2004),
e a administragdo de CGP 37489, um antagonista NMDA, demonstrou efeito

antidepressivo no teste da natacéo forgcada (Przegalinski et al., 1997).

Ao longo dos Ultimos 20 anos, inUmeros trabalhos descreveram as
propriedades do tipo antidepressivas de antagonistas NMDA diversos entre si
estruturalmente, em procedimentos de desespero comportamental em

roedores. A cetamina, um antagonista NMDA, reduz a imobilidade no teste da
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natacdo forgcada em ratos (Wang et al., 2011). De maneira semelhante, o
riluzol, uma molécula que inibe a liberacdo de glutamato de neurdnios pré-
sinjpticos, reverte a redugcdo no metabolismo glial e os efeitos
comportamentais do estresse cronico imprevisivel em ratos (Banasr et al.,
2008). Zarate e colaboradores (2006) demonstraram o efeito antidepressivo
rapido e robusto de uma Unica dose de cetamina (0,5 mg/kg; infusdo
endovenosa por 40 min) no tratamento da depressdo maior resistente. Nesse
estudo, viu-se uma resposta antidepressiva significativa em apenas 2h apoés a
administragéo; 50% dos pacientes demonstraram melhora dentro de 2h e 71%
24h ap6s uma dose Unica de cetamina. Esta resposta foi mantida por mais de
uma semana. Esse estudo confirmou resultados preliminares de um estudo
pequeno (n=7) que demonstrou que a cetamina teve efeitos antidepressivos
rapidos em pacientes com depresséo resistente ao tratamento (Berman et al.,
2000). Essa resposta rapida e eficiente a cetamina ocorre por um caminho
totalmente diferente, envolvendo o aumento da transmissdo glutamatérgica e
inducéo de sinaptogénese (Li et al., 2010). Duman e Li (2012) consideram
esses resultados um dos avangos mais significativos no campo da depresséo
ao longo dos ultimos 50 anos: um antidepressivo novo, eficaz e de répida
atuacdo, cujo mecanismo €& completamente diferente dos medicamentos

atualmente disponiveis.
3.2. CANAIS DE Na*

Os sinais neuronais sS40 compostos por potenciais de agdo que passam
ao longo do comprimento de axdnios e de um neurdnio a outro nas sinapses,
sendo que os canais de Na" constituem a base da despolarizacdo que inicia
este potencial de acdo. Em resposta a despolarizacdo, eles sdo ativados,
permitindo a passagem de ions através de seus poros, sendo inativados dentro
de milissegundos (Scheuer e Catterall, 2006). Contudo, uma pequena fragcéo
de canais de Na* permanece ativa entre os potenciais de acdo. Esta atividade
contribui para a rede de despolarizagdo; e a modulacdo destas pequenas
correntes de Na* fornece um substrato sensivel para a neuromodulagéo. Os
canais de Na* sdo os membros fundadores da superfamilia dos canais i6nicos,

incluindo os canais de célcio e potassio sensiveis a voltagem.
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3.2.1. Estrutura molecular dos canais de Na* sensiveis a voltagem

Os canais de Na' sdo moléculas heterotriméricas consistindo de uma
subunidade a de aproximadamente 260 KDa, que contém um poro condutor de
ions e a maquinaria molecular que detecta a voltagem, fazendo com que o
canal se abra (Catterall, 2000). Esta subunidade a estd associada com uma
subunidade do tipo 1 (81 ou B3) de 36 KDa e é acoplada por pontes dissulfeto
a uma subunidade do tipo 2 (82 ou p4) de 33 KDa. Nove isoformas funcionais
da subunidade a foram descritas, das quais quatro séo altamente expressas no
cérebro (Goldin et al., 2000). As subunidades a dos canais de Na* fazem parte
da superfamilia de canais i6nicos (Yu e Catterall, 2004). Juntamente com 0S
canais de célcio, eles formam um subgrupo onde os canais consistem de
quatro dominios homologos. Cada dominio homologo assemelha-se a canais
de potéssio sensiveis a voltagem e contém seis segmentos transmembrana a-
hélice e um poro condutor de ions. O loop intracelular altamente conservado,
que conecta os dominios homadlogos Ill e IV (loop llI-IV) forma o portdo de
inativacdo (West et al., 1992; Catterall, 2000). O grande loop intracelular que
conecta os dominios homdlogos | e Il (loop I-1l) dos canais de Na* cerebrais
contém a série de sitios de fosforilagdo para PKA (proteina quinase A) e PKC
(FIGURA 1). O alcal6ide veratridina liga-se ao sitio 2 do receptor para
neurotoxinas dos canais de Na'. Esta toxina liga-se preferencialmente ao
estado ativado dos canais de Na* e causa ativagdo persistente no potencial de
membrana de repouso através de mecanismo alostérico, levando a inibicdo da
inativacdo do canal de Na’ e alteracdo da dependéncia de voltagem de
ativagdo para potencias mais negativos (Ulbricht, 1969). O aumento na
concentragdo intracelular de Na® induzido por veratridina em terminais
nervosos isolados (sinaptossomas) pré-carregados com SBFI, um corante
indicador seletivo para Na*, € inibido por tetradotoxina, um bloqueador de
canais de Na', independentemente da concentracdo extracelular de calcio
(Sitges et al., 1998). A liberagdo de neurotransmissores induzida por veratridina
em sinaptossomas também é sensivel a tetradotoxina, independente da
concentragdo de calcio externo, e depende da presenca externa de Na* (Sitges
e Chiu, 1995; Sitges e Galindo, 2005). Portanto, a sensibilidade das respostas

induzidas por veratridina as drogas indica antagonismo ao canal de Na’. A
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veratrina € também um ativador de canais de Na*, que aumenta a liberacdo de
glutamato (Lizasoain et al., 1995).
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Figura 1. Estrutura dos canais de Na" e localizagcdo dos sitios de ligagcdo das

neurotoxinas (Catterall, 2000).

Funcionalmente, os canais de Na* sensiveis a voltagem podem existir
em trés estados conformacionais e a transigdo entre eles permite que ocorra a
transicéo ionica seletiva e dependente do tempo. No potencial de repouso na
maioria dos neurénios, os canais de Na* sensiveis a voltagem encontram-se no
estado fechado n&o condutor, comumente conhecido como estado de
‘repouso’. O movimento de cargas que induz a abertura do canal foi medido
eletrofisiologicamente (Armstrong e Benzanilla, 1973) e foi atribuido a
sequéncia de residuos de arginina e lisina carregados positivamente e situados
no segmento transmembrana quatro (S4) da subunidade a (Catterall, 1992). O
movimento da regido S4 perpendicular ao plano da membrana resulta na
abertura do portdo de ativacdo e permite o fluxo de Na*. A neutralizacdo dos
residuos carregados na regido S4 altera bruscamente a ativacdo dependente
de voltagem (Stuhmer et al., 1989). ApGs a abertura do portdo de ativacdo, o

poro do canal (formado pelo loop reentrante entre S5 e S6) conduz
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seletivamente ions Na® através do seu gradiente eletroquimico, do espaco
extracelular para o interior da célula, despolarizando entdo ainda mais o
potencial transmembrana neuronal. Entretanto, em poucos milissegundos ap6s
a abertura do portdo de ativagdo, a despolarizagcdo sustentada resulta no
término da condutancia de Na', através de um processo conhecido como
inativagdo. A inativagdo usualmente, porém ndo sempre, ocorre rapidamente,
atenuando a maioria das correntes de Na’, sendo assim referida como

inativagdo ‘rapida’ (Vassilev et al., 1988).

3.2.2. Interagdo de antidepressivos monoaminérgicos com canais de Na*

Nicholson e colaboradores (2002) realizaram um estudo onde avaliaram
os efeitos de uma série de antidepressivos sobre canais neuronais de Na* e K*
sensiveis a voltagem. Todos os antidepressivos testados inibiram a captacao
de #Na* estimulada por batracotoxina, provavelmente por inibicdo alostérica
negativa da ligacdo da neurotoxina ao sitio 2 (receptor da neurotoxina) no canal
de Na’'. A imipramina também produziu uma ac&o diferencial sobre as
correntes macroscoépicas dos canais de Na* e K* no ganglio da raiz dorsal de
ratos, dissecado agudamente, e bloqueio dependente do uso de canais de Na®.
Essas acBes sobre os canais idnicos sensiveis a voltagem podem estar
envolvidas tanto nos efeitos terapéuticos, quanto nos efeitos toxicos dos
antidepressivos (Nicholson et al., 2002, Lenkey et al., 2010). Pancrazio e
colaboradores (1998) demonstraram a capacidade dos antidepressivos
triciclicos em bloquear canais de Na' neuronais; a amitriptilina mantém os
canais no estado inativado, requerendo uma repolarizagdo mais longa para
reverter para o estado fechado. A localizagdo exata do sitio de ligagdo dos
antidepressivos nos canais de Na® sensiveis a voltagem permanece
desconhecida, podendo ser diferente daquela dos anestésicos locais ou

coincidir com esta (Yang et al., 2010).

O estudo do mecanismo de ag&o dos antidepressivos sobre os canais de
Na® tem sido focado ha muito tempo nos antidepressivos triciclicos. Foram
realizadas andlises detalhadas utilizando a imipramina (Yang e Kuo, 2002;
Yang et al., 2010) e amitriptilina (Yan et al., 2010). Estes estudos sugerem que

7

a conformacdo inativada rapidamente é a preferida dos antidepressivos. Até
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agora, o significado da inibicdo dos canais de Na’ pelos antidepressivos
triciclicos parece estar relacionado aos seus efeitos adversos cardiacos
(Marshall e Forker, 1982) e a sua poténcia analgésica (Namaka et al., 2004). A
observacdo de que estas drogas obviamente afetam canais de Na* neuronais
em concentragfes similares aquelas que apresentam efeito antidepressivo,
levanta a questdo de se o efeito de inibicdo de canais de Na* estaria envolvido
em suas ag¢Oes antidepressivas. Além disso, descobriu-se que a fluoxetina (um
inibidor seletivo da recaptacéo de serotonina), que possui seletividade diferente
dos triciclicos em relacdo ao transporte de monoaminas, age sobre os canais
de Na" com mecanismo similar e em concentragdo similar & desipramina,
sugerindo que este efeito pode ter significancia terapéutica (Karoly et al., 2010).
A inibicdo mostrou-se altamente sensivel aos parametros experimentais, tal
como o pH extracelular, sugerindo que a inibigéo in vivo é altamente seletiva e

dependente dos padrdes locais de atividade.

Antidepressivos, em concentragdes terapéuticas, ndo apenas bloqueiam
a recaptacdo de diferentes monoaminas, mas também afetam outros alvos
protéicos, como a inibigdo de diversos tipos de canais ibnicos (Aldana e Sitges,
2012). Assim, em sua acao terapéutica, farmacos antidepressivos modificam
de diferentes maneiras a atividade dos neurbnios, aumentando os niveis de
monoaminas e modulando os canais idnicos. Ainda, os canais de Na* sdo alvos
moleculares para farmacos anticonvulsivantes, tais como lamotrigina,
topiramato, fenitoina e acido valpréico, que atuam também como

estabilizadores do humor.

3.2.3. Envolvimento dos canais de Na' no efeito antidepressivo dos

estabilizadores de humor

O transtorno bipolar € uma desordem severa e cronica, caracterizada
por episodios recorrentes de mania e depressdo (Pail et al., 2011). O maior
desafio no tratamento da depressé@o bipolar € a tendéncia das medicagbes
antidepressivas, particularmente os antidepressivos triciclicos, em precipitar
episddios de mania, ou aumentar a freqiéncia do ciclo e a intensidade dos

sintomas. Nos Ultimos anos, varios estudos demonstraram que
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anticonvulsivantes, tais como carbamazepina e lamotrigina (Ketter et al., 2003;
El-Mallakh et al., 2010), topiramato e valproato, em adicdo aos seus efeitos
antiepiléticos, também sdo eficientes no tratamento do transtorno bipolar
(Mishory et al., 2003; Rapoport et al., 2009). Estes farmacos também séo

blogqueadores de canais de Na' sensiveis a voltagem (Lenkey et al., 2010).
3.2.3.1. Lamotrigina

A lamotrigina € um farmaco anticonvulsivante com amplo espectro de
atividade (Goa et al, 1993). De mesma maneira que ocorre com outros
anticonvulsivantes, como o valproato de sédio e a carbamazepina, a
lamotrigina possui propriedade estabilizadora do humor, o que torna o seu uso
atil no tratamento do transtorno bipolar (El-Mallakh et al., 2010). Nos ultimos
anos, evidéncias clinicas indicaram que a lamotrigina também é efetiva na fase
depressiva da doenga bipolar (Seo et al.,, 2011; Frye, 2011) e na forma de
ciclagem répida da doenca, que é de dificil tratamento (Walden et al, 2000;
Calabrese et al., 2001), com baixo potencial para induzir a troca para mania,
minimizando assim o risco de ciclismo acelerado que € comumente associado

ao uso de antidepressivos convencionais (Calabrese et al., 2001).

A agdo anticonvulsivante da lamotrigina parece ocorrer via inibicdo da
liberagdo de aminoacidos excitatérios, como glutamato e aspartato (Seo et al.,
2011), blogueio de canais de Na' sensiveis a voltagem e estabilizacdo das
membranas neuronais (Mantegazza et al.,, 2010). A base molecular desse
bloqueio tem sido atribuida a inibicdo de correntes de Na® dependentes de
voltagem em diferentes preparagdes (Mantegazza et al., 2010). Kuo e Lu
(1997) concluiram que a lamotrigina, em concentracfes terapéuticas e em
potenciais de membrana relativamente despolarizados, pode inibir correntes de
Na® de maneira potente, pela ligacdo lenta ao estado rapidamente inativado

dos canais de Na".

A lamotrigina inibe a liberacdo de glutamato induzida por veratrina e
veratridina (Lingamaneni et al, 1999). A veratrina reverte alguns efeitos
comportamentais da lamotrigina, como o seu efeito ansiolitico em modelo de

reposta emocional condicionada (Mirza et al, 2005). Codagnone e
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colaboradores (2007) demonstraram que O pré-tratamento com veratrina,
reverte o efeito antiimobilidade da lamotrigina no teste da natacdo forgcada
modificado, bloqueando o aumento no comportamento de nado, que esti
relacionado ao sistema serotonérgico. Estes resultados estdo de acordo com
os de Prica e colaboradores (2008), que observaram que quando combinado
com veratrina, o efeito antiimobilidade da lamotrigina no teste da natacéo
forcada em camundongos é bloqueado. Contudo, o efeito antiimobilidade da
lamotrigina ndo foi completamente revertido pela veratrina; uma explicacédo
poderia ser de que a dose de veratrina utilizada ndo é suficiente para ativar
todos os canais de Na’, mas pode-se também presumir que o efeito
antiimobilidade da lamotrigina pode envolver mecanismos diferentes. De fato,
Bourin e colaboradores (2005) realizaram estudos de associac¢do utilizando
ligantes especificos e ndo especificos de recptores 5-HTia para avaliar um
papel em potencial desses receptores no efeito antiimobilidade da lamotrigina.
Observou-se o0 envolvimento de receptores 5-HT;4 N0 mecanismo de acdo da
lamotrigina no teste da natagéo forgada, sugerindo-se que este efeito pode ser
mediado através de uma interacdo com o sistema serotonérgico (Bourin et al.,
2005).

No teste da natagdo forcada modificado, a lamotrigina reduz o
comportamento de imobilidade, aumentando os comportamentos de ‘climbing’
e nado (Consoni et al., 2006). Foi demonstrado que farmacos antidepressivos
serotonérgicos (por exemplo, fluoxetina e paroxetina) aumentam o
comportamento de nado no teste da natagao forgada modificado, enquanto que
drogas antidepressivas noradrenérgicas (por exemplo, reboxetina e
nortriptilina) aumentam o comportamento de ‘climbing’; ambas as classes de
antidepressivos reduzindo a imobilidade (Cryan et al. 2002; 2005; Consoni et
al., 2006). Além disso, a lesdo quimica do feixe ventral noradrenérgico
bloqueou o efeito de drogas noradrenérgicas no ‘climbing’, enquanto que a
deplecdo serotonérgica por para-clorofenilalanina bloqueou o efeito da
fluoxetina no comportamento de nado (Cryan et al., 2005). Assim, os efeitos da
lamotrigina no teste da natagdo forgcada modificado parecem ser de acéo

noradrenérgica e serotonérgica.
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3.2.3.2. Outros anticonvulsivantes

De maneira similar a lamotrigina, dois outros anticonvulsivantes, o
topiramato e a fenitoina, reduzem o tempo de imobilidade no teste da natagédo
forcada, sendo esta resposta consistente com efeito do tipo antidepressivo
(Prica et al., 2008). Ainda, o efeito antiimobilidade de ambos os farmacos foi
totalmente revertido pela veratrina, sugerindo que este efeito pode ser

exclusivamente dependente de canais de Na'.

Tem-se observado que o efeito dos estabilizadores de humor no teste da
natacdo forcada € mais significativo do que aquele apresentado pelos
antidepressivos. O mecanismo de agdo dos anticonvulsivantes usados no
tratamento da depressao bipolar € muito complexo e ainda néo foi totalmente
elucidado (Bourin et al., 2009). Os canais de Na' estdo presentes em locais
distintos nos neurdnios, onde eles exercem diferentes fungcbes e diferentes
papéis; logo, dependendo da isoforma de canal de Na* ativada, expressas em
diferentes partes do neur6nio, pode-se produzir efeitos funcionais altamente
diferenciados. Alguns canais de Na’, especialmente aqueles expressos no
segmento inicial do axonio, iniciam potenciais de agdo e controlam os limiares
de disparo e os limiares de descargas neuronais. Canais de Na* pds-sinapticos
somatodendriticos atuam em conjunto com uma série de canais sensiveis a
voltagem e sensiveis a ligantes para gerar descargas neuronais. Em contraste,
canais de Na® pré-sinapticos contribuem para a liberacdo de
neurotransmissores (Prica et al, 2008). Todos o0s anticonvulsivantes
blogueadores de canais de Na' irdo atuar até certo ponto nessas trés
populacdes de canais de Na*, mas pode haver diferencas dos efeitos relativos
em determinada populagdo. Por exemplo, o riluzol, um anticonvulsivante
bloqueador de canal de Na’, pode inibir preferencialmente a liberacdo de
glutamato porque as interacbes seletivas com canais de Na® ocorrem nos
terminais glutamatérgicos pré-sindpticos (Prakryia e Mennerick, 2000). Os
anticonvulsivantes também podem diferenciar-se uns dos outros, em relagédo
aos seus efeitos secundarios sobre outros canais Na®. Varios
anticonvulsivantes comercializados que possuem a ac¢ao de bloquear canais de

Na®, como o topiramato, também possuem acgdes proeminentes em outros
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canais idnicos, como os de Ca®". A combinacdo destas acdes pode contribuir

para a eficécia clinica Unica destes farmacos (Sitges et al., 2007).
3.3.Na", K" ATPase

A adenosina trifosfatase ativada por sédio, potassio e dependente de
magnésio (Na®, K ATPase; bomba de so6dio) € um complexo protéico
associado & membrana plasmatica encontrado em células animais, que atua
acoplando a energia estocada na molécula de ATP ao transporte de ions Na* e
K" através da membrana celular. Para cada trés ions Na* bombeados para fora
da célula, dois ions K" sdo bombeados para dentro (Skou, 1957; 1965; 2004).
Este transporte produz gradiente quimico e elétrico através da membrana
celular, o qual é essencial para manter o potencial de membrana das células e

para a atividade excitdvel do muasculo e células nervosas.

A enzima Na’, K* ATPase possui estrutura oligomérica com duas
subunidades ligadas de maneira ndo-covalente — ‘a’ e ‘B’ (Cornelius, 1991) e
uma pequena subunidade ‘y’. A subunidade a ou catalitica apresenta 10
dominios hidrofébicos transmembranares, contendo todos os sitios de ligantes
que estimulam ou inibem a atividade enzimatica. Os ligantes necessarios para
a fosforilagdo da enzima interagem nos sitios da subunidade a, localizados na
superficie citoplasmatica da membrana, enquanto que os ions K* necessarios
para a hidrélise enziméatica e os inibidores classicos desta enzima (glicosideos
cardiacos) ligam-se a superficie extracelular. A subunidade 3 tem um simples
dominio hidrofébico transmembranar e sua superficie extracelular é altamente
glicosilada. Acredita-se que a fungdo desta subunidade seja orientar e
estabilizar a subunidade na membrana, além de regular a afinidade desta pelo
fon K* e pelos glicosideos cardiacos. A presenca da subunidade B € essencial

para o funcionamento enzimatico (Abriel et al., 1999; Mobasheri et al., 2000).

bY z

Quanto a isoforma y, a Ultima a ser descoberta, € um proteolipidio
presente principalmente em células renais, atuando como moduladora da
afinidade da enzima por diferentes ligantes (Béguin et al., 1997; Therien et al.,

2001) e apresenta um efeito direto e positivo sobre a velocidade méaxima da
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hidrélise de ATP (Cortes et al., 2006). A Figura 2 mostra um modelo do

complexo enzimatico inserido na membrana plasmatica.

Na+ 150 mM K+ 5 mM

Na+ 30 mM W+ K+ 150 mM

Figura 2. Esquema da insercdo da Na“, K" ATPase na membrana plasmatica.
Sdo apresentadas as subunidades (com seus sitios para Na’, K', ATP e
glicosideos cardiacos — (OUA) ouabaina), as subunidades (glicoproteinas) e as
subunidades. E também indicado o transporte de 3 Na* e 2 K por ATP
hidrolisado, bem como as concentracdes fisioldgicas destes ions dentro e fora
da célula (Burth, 1997).

A Na', K" ATPase existe como mdltiplas isoenzimas, resultante da
combinacgdo de diferentes isoformas das subunidades a e B. Existem isoformas
para ambas as subunidades: a (a1, a2, a3 e a4) e B(B1, B2 e B3) (Blanco et al.,
1998). As quatro isoformas a sdo expressas diferentemente ao longo do

desenvolvimento do organismo em diferentes tecidos. A isoforma al ocorre na
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maioria dos tecidos, enquanto que a a2 predomina no musculo esquelético e
também foi detectada (em menor quantidade) no cérebro e coragdo. A isoforma
a3 esta limitada essencialmente ao tecido nervoso e ao coracdo e a a4 €
encontrada somente nos testiculos e espermatozoides. Estas isoformas tém
diferentes propriedades funcionais com respeito a afinidade por ligantes como
Na® e ouabaina, embora a funcdo essencial de transporte de ions seja a
mesma (Blanco e Mercer, 1998, Blanco et al.,, 2000, Mobasheri et al., 2000;
Kaplan, 2002). O tecido renal pareceexpressar unicamente a isoforma al,
embora Barlet-Bas et al. (1993) tenham detectado a presenca, também, da
isoforma a3 em segmentos de tlbulos renais isolados. As isoformas 1 e 2
sdo as predominantes nas células de mamiferos, sendo a Bl expressa
ubiguamente, enquanto que a [32 aparece principalmente no tecido nervoso. A
isoforma B3 foi identificada no muasculo esquelético, pulmdo e principalmente

no tecido nervoso (Appel et al., 1996).

De acordo com Skou (1988), as funcdes fisiologicas da Na*, K ATPase
sdo de manutencdo do controle do gradiente de Na* e K, gerando o potencial
de repouso, manutencdo de altas concentragbes de K intracelular,
responsaveis por reacdes celulares como a glicdlise, regulagdo osmoética e
transporte ativo de outras substancias como acUcares, aminoacidos, ions
cloreto e contengdo do transporte de ions célcio e prétons hidrogénio. A Na“,
K" ATPase possui dois estados conformacionais: E1 e E2, que caracterizam as
enzimas do tipo P e, segundo a reagdo de Albert—-Post, em um deles se d& a
hidrolise do ATP (Chow e Forte, 1995). Segundo Jorgensen (2003), os
mecanismos de transporte iénico se ddo pela ligagdo de trés ions Na* em sitios
de ligacdo com alta afinidade para este ion na porgao citoplasmética da enzima
e com fosforilagdo dependente de Na* e oclus&o dos ions ligados. Com isso,
acontece uma transicdo conformacional (E1 para E2) e transporte dos ions Na*
para a regido intracelular. Logo ap0s esta transicédo, a enzima perde a afinidade
com o Na* e acontece uma ligagéo de dois ions K* em sitios de alta afinidade
para este ion, agora orientados para a regido extracelular. Com a

desfosforilagdo ativada por K* e oclusdo destes ions ocorre outra transicéo
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conformacional (E2 para El1) e transporte dos ions potassio para a regido
intracelular. Um modelo deste ciclo reacional estd mostrado na Figura 3.

O estado de fosforilagdo da enzima Na*, K ATPase pode ser regulado
por substancias enddgenas como a ouabaina, neurotransmissores como a
dopamina (inibidor) e noradrenalina (estimulador) e hormdnios como a insulina,
além do ATP (Yu, 2003) e agentes que ativam a proteina quinase C, como o
GMPc e o NO. Por outro lado, h4 evidéncias de que a proteina quinase C
(PKC) ative a Na®, K ATPase via ativacdo de receptores glutamatérgicos
(Nathanson et al., 1995).

Figura 3. Etapas do ciclo de atividade da Na’, K" ATPase. Na figura superior
sdo mostradas as 2 conformacdes E1 e E2 e suas interagdes com Na’,
ATP.Mg™ e K'. Abaixo, é indicado o mecanismo de acido de glicosideos
cardiacos (OUA) - ouabaina, que paralisam a rea¢do enzimatica na etapa E2 —

fosforilada (Burth, 1997).
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3.3.1. Na*, K" ATPase e os transtornos depressivos

Visto que a enzima Na’, K" ATPase é responsavel pelo potencial de
repouso da membrana, propagacdo do impulso nervoso e outras atividades
importantes, uma falha em seu funcionamento pode ocasionar aumento ou
diminuic&o da excitabilidade neuronal (Grisar, 1984). De fato, ainda no inicio do
rumo da pesquisa bioldgica sobre a fisiopatologia do transtorno bipolar, foram
feitas observacdes de que a atividade da enzima Na®*, K" ATPase de eritrocitos
estava reduzida durante as fases doentes do transtorno (Herman et al., 2007).
Esta anormalidade bioldgica foi amplamente reproduzida no transtorno bipolar,
e acredita-se que esteja intimamente relacionada com o aumento de Na* e
Ca?" intracelular livre, observado durante a mania e depress&o bipolar (Hamid
et al., 2009). A expressdo reduzida da isoforma a2 da Na*, K’‘ATPase no cortex
temporal de individuos bipolares (Rose et al, 1998) confirmou que as
observagdes originalmente periféricas, possuem analogos no sistema nervoso.
Estas observacdes levaram a introdugdo ao modelo da Na*, K" ATPase do
transtorno bipolar (Herman et al.,, 2007), que postula que uma pequena
redugdo na atividade da enzima pode alterar a excitabilidade neuronal de tal

maneira a reproduzir os sintomas tanto da depresséo, quanto da mania.

Linfécitos obtidos de individuos bipolares do tipo | sdo incapazes de
aumentar a atividade da enzima quando tratados com &cido etracinico, um
agente que aumenta o Na' intracelular (Li e El-Mallakh, 2004). Ainda,
observou-se que a ligagdo de [*H]-ouabaina foi significativamente menor em

Y

pacientes bipolares quando comparados tanto a pacientes esquizofrénicos,
quanto a pacientes com depressdo maior, mas ndo demonstrou nenhuma
alteracdo na expressdo de nenhuma da isoformas (Goldstein et al., 2009). Ja
Rose e colaboradores (1998) relataram que havia menos da isoforma a2 na
massa cinzenta do coértex temporal de pacientes bipolares comparados a
controles normais. A quantidade das subunidades a1 e a3 permaneceu

inalterada (Rose et al., 1998).

Modelos animais de ‘desespero’ estédo associados com atividade da Na®,

K* ATPase reduzida e antidepressivos tratam concomitantemente a depress&o
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e aumentam a atividade da Na*, K" ATPase. Ratos expostos ao stress variavel
crénico (SVC) desenvolvem endofendétipos do tipo depressivos e apresentam
atividade reduzida da Na*, K" ATPase no hipocampo e amigdala (Willner, 2005;
Crema et al., 2010). O antidepressivo fluoxetina e o estabilizador de humor litio
previnem simultaneamente o comportamento de ‘desespero’ induzido pelo SVC
e a reducéo na atividade da Na®*, K" ATPase (de Vasconcellos et al., 2005). Um
mecanismo comum para fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptagdo de
serotonina, desipramina, um antidepressivo triciclico e do estabilizador do
humor litio pode ser a estimulagdo da atividade da Na*, K" ATPase (Zanatta,
2001; Viola e Rodriguez de Lopes Arnaiz, 2007).

Kirshenbaum e colaboradores (2011) observaram uma relagdo entre
atividade da Na’, K* ATPase reduzida no cérebro e a severidade dos
endofenétipos do tipo depressivo em camundongos heterozigotos a3 (Atp
1a3+/-). Além disso, a reducdo na atividade da Na*, K" ATPase foi relacionada
com diversos endofenétipos depressivos ou relacionados com depressédo. Este
estudo demonstra ainda que a heranca genética que resulta numa menor
atividade da Na’, K" ATPase torna os camundongos vulneraveis ao
desenvolvimento de diversos sintomas depressivos induzidos por estresse via
reducbes patoldgicas na atividade da enzima Na’, K" ATPase. Os autores
sugerem haver uma faixa 6tima de atividade da enzima que se relaciona com
um estado de humor equilibrado, e redu¢des na atividade abaixo desta faixa

resultariam em alteragdes no humor.

A relacdo entre humor e atividade neuronal da Na', K* ATPase é
relevante tanto para depressao bipolar, quanto unipolar, uma vez que amostras
humanas de ambas as populagbes demonstraram alteragdo na expresséo
génica e na fungdo da Na', K' ATPase (Goldstein et al., 2009). Ainda, a
atividade da Na“, K" ATPase neuronal regula a ativagdo do elemento de ligag&o
a proteinas responsivo ao AMPc (CREB) (Desfrere et al., 2009), receptores de
dopamina (Hazelwood et al., 2008) e o transporte de glutamato (Rose et al.,
2009), que podem influenciar o comportamento e a neurobiologia relacionados

a depressao.
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3.4. HIPERFORINA

Extratos da planta medicinal Hypericum perforatum (St. John’s wort) séo
amplamente utilizados em diversos paises no tratamento de pacientes leve a
moderadamente deprimidos (Linde et al., 2011). O extrato de Hypericum
perforatum possui um grande namero de constituintes ativos. Entre estes, o
derivado floroglucinol hiperforina (Figura 4), e seu anélogo adhiperforina,
inibem a captacéo neuronal de varios neurotransmissores incluindo serotonina,
norepinefrina, dopamina, GABA e glutamato em neurdnios e astrocitos
(Chatterjee et al., 1998; Jensen et al., 2001; Neary et al., 2001; Wonnemann et
al.,, 2001). Consequentemente, a administracdo de hiperforina a ratos resulta
em elevadas concentracdes de serotonina, norepinefrina, dopamina e
glutamato no cérebro (Kaehler et al., 1999; Phillipu, 2001). Além disso, a
hiperforina € ativa em modelos comportamentais de atividade antidepressiva
(Misane e Ogren, 2001; Cervo et al., 2002).

Figura 4. Estrutura da hiperforina.

Comparada a todos os outros farmacos antidepressivos conhecidos, a
hiperforina inibe a captagéo de diversos neurotransmissores e da colina com
poténcia comparavel (Chatterjee et al., 1998; Jensen et al., 2001; Buchholzer et
al., 2002). Este perfil ndo seletivo indica que a hiperforina provavelmente
exerce seus efeitos por um mecanismo de acgdo diferente ao dos

antidepressivos classicos. Estudos sugerem que o efeito da hiperforina sobre a
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inibicdo da captagdo de monoaminas pode ser mediado por um aumento na
concentracdo de sdédio intracelular livre (Singer et al., 1999) e pode envolver
tanto a ativagdo do trocador Na*/H" e/ou o bloqueio de canais de Na* sensiveis
a voltagem (Wonnemann et al., 2000). A for¢a condutora dos transportadores
de todos os neurotransmissores é o gradiente de Na‘, de maneira que os
transportadores s&o operados pelo co-transporte de Na* (Malandro e Kilberg,
1996). Ja estd bem documentado que condi¢Bes que reduzem o gradiente de
Na® da membrana neuronal, tanto reduzindo o Na* extracelular, ou
aumentando o Na® intracelular, inibem os transportadores de
neurotransmissores neuronais (Wonnemann et al., 2000). O gradiente de Na" é
mantido principalmente pela Na*, K ATPase, porém resultados preliminares
indicaram que a hiperforina ndo € um inibidor desta enzima (Wonnemann et al.,
2000). Além disso, nem ouabaina ou TTX em altas concentra¢des alteraram a
inibicdo da captacéo de *H-L-glutamato e *H-GABA causada pela hiperforina,
sugerindo que seja pouco provavel que a hiperforina atue via ativagdo de
canais de Na* sensiveis a voltagem (Wonnemann et al., 2000). Porém, Marsh e
Davies (2003) demonstraram que a hiperforina aumentou significativamente a
liberacdo tanto de aspartato, quanto de glutamato estimuladas por veratridina,
enquanto que a incubac¢éo com TTX atenuou a liberagéo de glutamato induzida
por hiperforina, o que poderia sugerir algum envolvimento de canais de Na’

sensiveis a voltagem.

Roz e colaboradores (2002) demonstraram que um extrato rico em
hiperforina inibe de maneira ndo competitiva a captacdo de *H-monoaminas em
vesiculas sindpticas e sinaptossomas de ratos. Em estudo anterior, levantou-se
a hipotese de que a hiperforina poderia atuar por um ‘mecanismo do tipo da
reserpina’, onde ela induziria a liberagéo de neurotransmissores vesiculares no
citoplasma, e esta liberacdo seria responsavel pela inibicdo da captac@o pré-
sinptica de neurotransmissores (Gobbi et al., 1999). Uma explicacdo possivel
para este efeito é de que a hiperforina interaja com transportadores de
monoaminas vesiculares. A inibicdo ndo parece envolver reconhecimento direto
do transportador vesicular pela hiperforina, uma vez que a inibicdo da captacéo

de monoaminas é de natureza ndo competitiva. Ainda, a ligacdo do ligante
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especifico utilizado para marcar o transportador de monoaminas vesicular, *H-
dihidrotetrabenazina (Rehavi et al., 1998), néo foi inibida pela hiperforina. Outra
explicacdo possivel para o efeito inibitério da hiperforina sobre o
armazenamento vesicular € uma interferéncia com a forca motriz da captacéo
vesicular. O gradiente de pH através da membrana da vesicula sindptica,
induzido pela H'-ATPase vacuolar, € a principal forca motriz da captacéo e
armazenamento das monoaminas vesiculares (Toll e Howard, 1978). Roz e
Rehavi (2003) sugeriram que a hiperforina dissipa um ApH gerado por um
efluxo de prétons bombeados internamente. Este efeito da hiperforina sobre a
captacdo de prétons dependente de ATP pode explicar o efeito sobre a
captacdo vesicular e sinaptossomal, mas ainda ndo fornece uma explicagcéo

satisfatdria da sua propriedade antidepressiva.

Em 2005, Treiber e colaboradores realizaram um trabalho focado no
efeito da hiperforina sobre vias condutoras de Na® alternativas em plaquetas
humanas e células PC12, o trocador de Na*/Ca*, o trocador de Na'/H" e canais
de cation ndo seletivos (CCNSs). Os dois primeiros ndo estdo envolvidos no
aumento de Na* e Ca? intracelular induzido por hiperforina; mas o SK&F
96365, um inibidor de CCNSs, bloqueou o0 aumento de Na* e Ca?" intracelular
induzido pela hiperforina em plaquetas humanas e células PC12 em
concentragdes micromolares. Os CCNSs séo parcialmente ativados por forgas
mecanicas, onde a sinalizacdo € mediada por proteinas-G e fosfolipase C
(Davies, 1995). Estes mecanismos sdo muito sensiveis ao estado fisico da
membrana e podem ser afetados por alteragdes na fluidez de membrana. A
hiperforina modifica diferentes parametros de membranas neuronais in vitro, o
que pode estar envolvido no seu efeito sobre diferentes mecanismos de
condutancia ionica (Eckert e Muller, 2001). Outra possibilidade de mecanismo
para a hiperforina seria através de uma alteracdo n&o especifica nas
caracteristicas fisicas da bi-camada lipidica, como por exemplo, um efeito de
desordenamento ou expansdo, que poderia induzir uma alteracéo
conformacional na proteina do canal ou receptor, influenciando assim sua

funcdo fisioldgica (Eckert et al., 2004).
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Além de inibir proteinas envolvidas no transporte de ions através da
membrana plasmética, a hiperforina ativa correntes catiénicas internas de
maneira dependente da dose (Chatterjee et al., 1999; Treiber et al., 2005).
TRPC6, um membro da classe C dos canais receptores de potencial transitério
(TRPC), € o componente molecular chave destes canais ativados por
hiperforina (Leuner et al., 2007). TRPC6 é ativado por hiperforina, mas as
outras isoformas (TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC5 e TRPC7) sdo insensiveis
ao antidepressivo, sugerindo que a hiperforina € o primeiro ativador seletivo de
um canal TRPC. Leuner e colaboradores (2007) caracterizaram este
mecanismo de ativacdo utilizando registros eletrofisiologicos  que
demonstraram que a ativagdo pela hiperforina resulta em correntes
comparaveis aquelas induzidas por carbacol ou diacilglicerol. Estes dados
indicam qual o alvo da hiperforina no SNC, demonstrando que este composto
ativa correntes que sdo mediadas por TRPCG6, alterando assim as
concentragdes intracelulares de Na* e Ca?". As correntes de Na' que sdo
mediadas por TRPC6 e induzidas por hiperforina, elevam a concentragdo de
Na® intracelular, reduzindo o gradiente de Na’, que é a forca motriz dos
transportadores de monoaminas, podendo levar & reducdo da captacdo de
monoaminas. Ainda, o influxo de Ca®* mediado por TRPC6 induzido pela
hiperforina mimetiza o efeito neurotrofico do fator de crescimento neural (NGF)
ou do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF). A combinagdo desses
efeitos bioldgicos, que sdo de particular relevancia para a resposta a
antidepressivos (Duman, 2004), fornece uma base molecular para o perfil
farmacoldgico da hiperforina. Posteriormente, Leuner et al. (2010) lancaram a
hip6tese de que o sitio floroglucinol poderia ser o farmacéforo essencial da
hiperforina e que seu perfil de atividade poderia ser devido a similaridades
estruturais com o diacilglicerol (DAG), um ativador enddgeno néo-seletivo de
TRPC3, TRPC6 e TRPC7. Porém, o floroglucinol por si s6, falhou em inibir a
captacdo de serotonina e em ativar canais TRPC6. Apenas os derivados
simétricos 2,4-diacilfloroglucinol, que possuem cadeias acil compostas de um
ou cinco carbonos, ou cadeias acil compostas por um ou dois carbonos
substituidos por anel benzeno, levaram a uma ativa¢do pronunciada de canais

TRPC6. A seletividade da hiperforina e os derivados simétricos 2,4-
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diacilfloroglucinol por TRPC6 deve ocorrer devido a estrutura mais rigida
destes compostos. Este nicleo estrutural é essencial para a ativagdo de canais
TRPC6, o que resulta indiretamente na inibichio da captacdo de
neurotransmissores e estimulagdo de processos de diferenciagdo neuronal
(Leuner et al., 2012).

3.5. Hypericum caprifoliatum (Guttiferae) Cham. & Schltdl.

Determinou-se a presenca de taninos e flavondides em extratos
metandlicos totais de H. caprifoliatum. A fragdo de taninos (6,1%) inclui
triflavonoides e heptaflavondides. A fragdo de compostos n&o taninos contém
compostos fendlicos (compostos flavondides monoméricos e derivados do
acido hidroxicinamico), carboidratos (glicose, frutose, sacarose e gomas
hidrocoloidais) e compostos nitrogenados (tais como amino&cidos). Os
principais flavonoides s&o hiperosideos e outros glicosideos da quercetina
(Dall’Agnol et al., 2003).

Espécies de Hypericum apresentam uma forte tendéncia em acumular
compostos fendlicos com padréo de substituicdo floroglucinol. Duas estruturas
diméricas, constituidas de acido filicinico e um sitio floroglucinol foram isoladas
de H. caprifoliatum: hiperbrasilol B (Figura 5) (NOr et al., 2004) e uma mistura
tautomérica ainda nédo definida, denominada de HC1 (Viana et al., 2005). HC1
corresponde a 8% do extrato ciclohexanico purificado e parece ser a fracéo

ativa no sistema nervoso central (Viana et al., 2005).

OH

Figura 5. Estrutura do hiperbrasilol B.
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Apesar das espécies de Hypericum n&o serem caracteristicamente
aromdticas, usualmente apresentando ndo mais que 1% de Oleos essenciais, a
presenca destes compostos também foi avaliada. Nestas espécies,
sesquiterpenos estao presentes em concentragdes maiores que monoterpenos,

e ambos contém alcanos na fracao volatil (Ferraz et al., 2002).

Para os estudos picofarmacoldgicos, nosso grupo obteve diversos
extratos, por extracao continua com solventes de polaridade crescente (éter de
petroleo, cloroférmio e metanol) ou por maceragdo com ciclohexano (Viana et
al., 2005). Extratos de éter de petroleo, cloroférmio e metanol de H.
caprifoliatum foram testados no teste da natagao forgada, teste da placa quente
e sobre a atividade da enzima monoamina oxidase (Daudt et al., 2000; Gnerre
et al.,, 2001; Viana et al., 2005). O extrato mais promissor no teste da natacéo
forcada foi o de éter de petréleo, que é rico em floroglucinéis. Contudo, em
experimentos subsequentes, este extrato demonstrou uma toxicidade
significativa, levando ao preparo de outro extrato lipofilico, através da
maceragdo com ciclohexano. Este extrato ciclohexanico (ECH) foi avaliado
especialmente em relacdo a atividade antidepressiva. Além disso, ECH foi
purificado, originando um extrato livre de clorofilas e ceras, denominado HCP.
Experimentos in vivo foram conduzidos com extratos ciclohexanico e
metandlico. Estudos in vitro foram realizados com HCP e com um mistura
tautomeérica de floroglucinéis (HC1), o principal constituinte de ECH e HCP
(Viana et al., 2006).

Ratos tratados com extrato de éter de petréleo pela via intraperitoneal
(270 mg/kg/dia) demonstraram sinais de toxicidade (pilo ereg&o, hipotermia,
apnéia e prostracdo), e alguns morreram entre 24 e 48h depois do Ultimo
tratamento (Viana et al., 2006). Durante a autépsia, verificou-se a presenca de
liquido ascitico no abdémen. Andlises histoldgicas e bioguimicas revelaram
necrose superficial do figado e baixos niveis de albumina. Estes resultados
sugerem que a morte foi causada por colapso circulatorio, isto é, na tentativa
de diluir o extrato, ocorre infiltragcdo do liquido para o peritdnio. A dose letal
50% (DL50) determinada em camundongos foi de 197 mg/kg. Quando os

animais (ratos e camundongos) foram tratados oralmente com os extratos de
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éter de petrdleo e de ciclohexano (50-2000 mg/kg), ndo houve sinais de
toxicidade (Viana et al., 2006).

A fim de se determinar os efeitos ndo especificos do extrato
ciclohexanico (ECH) sobre o sistema nervoso central, avaliaram-se a atividade
locomotora, a coordenagéo motora, tempo de sono induzido por pentobarbital e
hipotermia em camundongos tratados com doses de 90 a 360 mg/kg v.o. O
tratamento com ECH (90-360 mk/kg) reduziu a atividade locomotora (Viana et
al., 2005), mas néo interferiu com a coordenagdo motora, demonstrando que
ECH ndo apresenta neurotoxicidade generalizada, nem afeta a jungao
neuromuscular. O extrato aumentou o tempo de sono dos camundongos
tratados com pentobarbital, mas ndo alterou a laténcia do sono. ECH na dose
de 90 mg/kg causou uma hipotermia significativa por si mesmo, e aumentou a
hipotermia induzida por apomorfina (Viana et al., 2005). Estes resultados
sugerem que ECH exerce efeito depressor sobre o sistema nervoso central, ou
afeta o metabolismo de substancias depressoras. ECH foi testado em modelos
de ansiedade, como o labirinto em cruz elevado (‘plus maze’), e também no
modelo de convulsdes induzidas por pentilenotetrazol. Todos os testes foram
realizados com doses variando de 90 a 360 mg/kg. O extrato ndo demonstrou

nem efeito ansiolitico, nem efeito anticonvulsivante (Viana et al., 2006).

Nosso grupo ja relatou o efeito de H. caprifoliatum no teste da natacdo
forcada em ratos (Daudt et al.,, 2000). Neste estudo, entre 0s extratos
analisados (éter de petréleo, cloroférmio e metanol), o Unico que apresentou
efeito do tipo antidepressivo, foi o de éter de petrdleo (270 mg/kg/dia, i.p.). Este
extrato foi submetido ao ensaio de inibicdo da monoamino oxidase (MAO) in
vitro, e demonstrou uma inibicdo ndo maior que 25% tanto em relacdo a MAO-
A, quanto em relacdo a MAO-B. A magnitude deste efeito é considerada muito
baixa para explicar o efeito do tipo antidepressivo observado no teste da

natacao forcada (Gnerre et al., 2001).

O efeito do tipo antidepressivo do extrato metandlico de H. caprifoliatum,
foi também demonstrado por outro extrato lipofilico e purificado, camado de

ECH. O ECH demonstrou um efeito dependente da dose (90-360 mg/kg, v.0.),
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qguando avaliado no teste da natacdo forgcada em ratos e camundongos (Viana
et al., 2005). Além disso, o efeito antiimobilidade no teste da natacao forcada,
ndo ocorreu devido a um estimulo comportamental ndo especifico, uma vez
que ECH (90 mg/kg) reduziu também atividade locomotora dos animais. Este
resultado reforga a hipotese de que ECH possua propriedades antidepressivas.

Com o objetivo de avaliar o modo de agdo dos extratos lipofilicos de H.
caprifoliatum, um segundo conjunto de experimentos foi realizado, a fim de se
determinar se o0 sistema monoaminérgico estaria envolvido no efeito
antiimobilidade (Viana et al., 2005). O efeito do ECH no teste da natagéo
forcada em camundongos foi prevenido pela administracdo prévia de sulpirida
ou SCH 23390 (antagonistas dos receptores dopaminérgicos D, e Dy,
respectivamente). Estes resultados levaram a estudos adicionais em relagdo a
acdo do ECH e do HC1 sobre o sistema monoaminérgico, mais precisamente,
sobre o sistema dopaminérgico. ECH foi purificado (Viana et al., 2005) gerando
HCP, que possui perfil quimico comparavel ao ECH: ambos os extratos
apresentam HC1 como constituinte principal. HCP e HC1 inibiram, de maneira
monoféasica e dependente da concentracdo a captacéo sinaptossomal de [*H]-
DA (dopamina), [*H]-NA (noradrenalina) e [*H]-5HT (serotonina) (Viana et al.,
2005). Esta inibic&o foi maior para DA do que NA e 5HT, confirmando o carater
dopaminérgico do efeito do tipo antidepressivo de H. caprifoliatum. Estes
efeitos parecem estar relacionados ao derivado floroglucinol presente em ECH,
uma vez que este inibiu a captacdo de [*H]-DA com poténcia equivalente ao
ECH, apesar de HC1 constituir apenas 8% de ECH. Quando testado em
concentragbes correspondentes a sua Clso em relagéo a [*H]-DA, HC1 n&o foi
capaz de induzir a liberacdo de [°H]-DA de maneira significativa, enquanto que
em concentragdes maiores (200 ng/ml), aumentou em 12% a liberagcéo
sinaptossomal de DA (Viana et al., 2005). Apesar dos efeitos sobre a captagéo
e liberacdo de DA, o tratamento agudo com ECH (270 mg/kg, v.0.) ndo alterou
0s niveis extracelulares de dopamina, 4cido homovanilico (HVA) e &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) no nucleo acumbens medidos por microdiélise
em ratos acordados, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (Munari,
2006, Viana et al., 2006).
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Diferentemente dos demais antidepressivos, a inibicdo da captagéo de
monoaminas conduzida por extratos de H. caprifoliatum ndo ocorre devido a
ligagdo de HC1, ou ao bloqueio dos transportadores de DA, NA e 5-HT aos
sitos de ligagdo de [*H]-mazindol, [*H]-nisoxetina e [*H]-citalopram,
respectivamente (Viana et al., 2005). Estas observagbes sugerem que O
mecanismo de agdo do extrato de H. caprifoliatum, provavelmente ndo esti
associado com a ligacdo especifica da dopamina, nem com nenhum dos
diferentes transportadores de monoaminas, mas pode depender de certo
mecanismo envolvido no transporte de neurotransmissores em geral (Viana et
al., 2006).

Esta hip6tese ja havia sido relatada para outras espécies de Hypericum,
tais como H. perforatum (Muller et al., 1998) e H. triquetrifolium (Chatterjee et
al., 1998). Nestes trabalhos, diversos estudos animais in vitro e in vivo
demonstraram que as propriedades antidepressivas e os efeitos inibitérios dos
extratos destas espécies sobre a captacdo neuronal de monoaminas ocorreram
devido ao derivado floroglucinol lipofilico, hiperforina, que é considerada a
principal substancia ativa de H. perforatum. Comparando os resultados de H.
caprifoliatum com os dados existentes para H. perforatum, podemos destacar
que, embora a Clsy para ECH e HC1 para a inibicdo de [°H]-DA (98 e 85 ng/ml,
respectivamente) seja quase duas vezes maior que a demonstrada por extrato
enriquecido em hiperforina (55 ng/ml) (Chatterjee et al., 1998), H. caprifoliatum
parece ter a mesma poténcia que outras espécies de Hypericum no teste da
natacdo forcada. No teste da natacdo forcada em camundongos, as doses
efetivas de outros extratos de Hypericum variam entre 250 e 1000 mg/kg

(Ozturk et al., 1996), enquanto que a menor dose efetiva de ECH é 270 mg/kg.

Nesta dltima década, uma segunda linha de investigacdo, realizada
paralelamente a abordagem monoaminérgica tém focado na acdo dos
antidepressivos no eixo HPA (Franklin et al., 2000). Nosso grupo investigou o
efeito de ECH (360 mg/kg, v.0.) sobre os niveis de corticosterona no cérebro e
soro de camundongos, estressados ou ndo por nado forgado (Viana et al,
2008). O aumento nos niveis de corticosterona induzido por nado forcado no

cortex, mas ndo no soro, foi diminuido por tratamento repetido (3 dias) com
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ECH. O tratamento agudo (1 dia) ndo reduziu o aumento de corticosterona
induzido por nado for¢cado, e os niveis basais de corticosterona (em animais
ndo estressados) ndo foram alterados por nenhum dos tratamentos. Em
paralelo, este trabalho demonstra que a administracéo repetida de imipramina
e bupropiona reduz os niveis cerebrais e no soro de corticosterona. Portanto, o
mecanismo pelo qual H. caprifoliatum reduz os niveis de corticosterona, parece
ser diferente dos outros antidepressivos, considerando que o extrato nao teve
efeito em animais ndo estressados e a protegdo contra o aumento de

corticosterona induzido pelo nado for¢ado, foi observada somente no cortex.
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CAPITULO I: Avaliacdo do efeito de Hypericum
caprifoliatum Cham. & Schitdl (Guttifereae) sobre

a neurotransmissao glutamatérgica em roedores.
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1. INTRODUCAO

Extratos de Hypericum perforatum sdo amplamente utilizados na
Europa, Estados Unidos, e também no Brasil, para o tratamento de depressao
leve & moderada. InUmeros dados terapéuticos e experimentais demonstram
que esta planta é clinicamente efetiva como medicacao antidepressiva (Kasper
et al., 2010; Linde et al., 2011). Uma vez que a composi¢do quimica e o perfil
farmacoldgico das espécies de Hypericum sdo comparaveis, o estudo deste
género pode ser importante na busca por fontes alternativas de moléculas com
acdo antidepressiva e na identificacdo de farmacos com mecanismos de agéo

inovadores.

Desde 1998, existe no Programa de PoOs-Graduagcdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) uma
linha de pesquisa que visa a investigacdo quimica e farmacoldgica das
espécies de Hypericum nativas da regido. Dentre as espécies pesquisadas,
destacou-se a espécie Hypericum caprifoliatum, sendo ativa em modelos
animais de depressao (Daudt et al., 2000; Viana et al., 2005). Um extrato
ciclohexanico bruto (ECH) e um extrato ciclohexanico purificado de H.
caprifoliatum ricos em floroglucinois (HCP) demonstraram efeito antidepressivo
dependente da dose, quando avaliados no teste da natagdo forgcada em ratos e

camundongos (Viana et al., 2005).

Os mecanismos moleculares pelos quais estes extratos de H.
caprifoliatum exercem agcdo do tipo antidepressiva ainda ndo estédo
esclarecidos. Os trabalhos desenvolvidos até agora demonstram que estes
extratos inibem a captagdo neuronal de monaminas de forma pouco seletiva,
sugerindo que esta agcdo depende de algum mecanismo envolvido no
transporte de neurotransmissores em geral (Viana et al., 2006). Outro provavel
mecanismo de a¢do pode estar relacionado com altera¢cées na condutancia de
fons Na*, uma vez que a hiperforina, um derivado floroglucinol presente na
espécie H. perforatum, parece exercer sua acdo antidepressiva por
mecanismos dependentes de canais de Na® (Wonnemann et al., 2000), ao

mesmo tempo em que parece aumentar o fluxo de neurotransmissores do
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cortex cerebral de camundongos, possivelmente pela facilitagdo da entrada de

fons Na* nos neurénios (Marsh e Davies, 2002).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério no sistema
nervoso central de mamiferos, participando de processos plésticos, tais como
os envolvidos na memodria e aprendizado, formagdo de redes neurais,
desenvolvimento cerebral e envelhecimento (Ozawa et al., 1998; Martini et al.,
2006). Contudo, uma estimulagdo excessiva do sistema glutamatérgico leva a
excitotoxicidade, fendbmeno observado em desordens neurodegenerativas e
danos cerebrais agudos (Danbolt, 2001). A participagdo da transmisséo
glutamatérgica na patogénese dos transtornos depressivos j& foi demonstrada
(Mitchell e Baker, 2010; Machado-Vieira et al., 2012; Sanacora et al., 2012).
Em aspectos clinicos, o subtipo de receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato
(NMDA) parece estar envolvido em diversas patologias neurologicas. A
disfungdo de receptores NMDA parece exercer papel fundamental na
neurobiologia de desordens tais como doenca de Parkinson, doenca de
Alzheimer, epilepsia, choque isquémico, ansiedade e depresséao (Tzschentke,
2002). Varios antagonistas de receptores NMDA produzem efeitos
antidepressivos (Duman e Voleti, 2012; Szakacs et al., 2012), e ainda,
pacientes deprimidos demonstraram uma significativa melhora apds a
administragédo de cetamina, um antagonista NMDA n&o-competitivo (Berman et
al., 2000; Murrough, 2012). Também, inibidores inorganicos de receptores
NMDA, tais como o magnésio (Nowak et al., 1984) exibem atividade do tipo

antidepressiva no teste da natagéo forcada (Poleszak et al., 2004).

Assim, visando o aprofundamento do estudo da atividade antidepressiva
de H. caprifoliatum, avaliamos o efeito de HC1, uma fragdo enriquecida em
floroglucindis obtido das partes aéreas de H. caprifoliatum, sobre a

neurotransmissdo glutamatérgica em roedores.
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito de HC1, uma frac@o enriquecida em floroglucindis obtida

de H. caprifoliatum, sobre a neurotransmisséo glutamatérgica em roedores.
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2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do antagonista glutamatérgico MK-801 sobre a atividade
antidepressiva de HC1, observada no teste da natagdo forgcada em
camundongos.

e Avaliar o efeito de HC1 sobre parédmetros glutamatérgicos in vitro, tais
como: captacdo de glutamato em sinaptossomas de cérebro total de
ratos e liberacdo de glutamato em sinaptossomas de cérebro total de

ratos.
3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Preparagéo do Extrato de Hypericum caprifoliatum

As partes aéreas de H. caprifoliatum foram coletadas no Morro Santana,
Porto Alegre, RS (outubro e dezembro/2008). A autorizagcdo para coleta e
acesso do material vegetal estd registrada no CGEN/IBAMA (Processo
02000.001717/2008-60). Imediatamente ap0s a coleta, o material foi
selecionado e seco em ambiente arejado, ao abrigo da luz direta. O material
seco foi triturado em moinho de facas e o po resultante foi acondicionado em

recipiente com abrigo da luz.

O material vegetal seco e pulverizado (200g) foi extraido com
ciclohexano (razdo planta solvente 1:5 p/v, 10 maceragdes x 24 h), seguido de
evaporagao (45°C) sob presséo reduzida originando um extrato ciclohexanico
bruto (ECH). Apds a evaporagdo do ciclohexano, o extrato foi ressuspendido
em acetona para remocgdo de ceras insollveis. Para isso, o extrato adicionado
de acetona foi filtrado com filtro de papel, e o solvente evaporado sob presséo
reduzida a 45°C, rendendo 12g de um extrato livre de ceras denominado de
HCP.

3.2. Obtencgéo de HC1

O HCP foi analisado por cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando silica gel GF254 (Merck) como fase estacionaria, cloroférmio/hexano

(1:1 viv) como fase mdvel, e reagente de Godin, como agente cromogénico



60

caracteristico para derivados floroglucinéis (Rocha et al, 1995). HCP
demonstrou uma mancha principal (Rf 0,10-0,40), reativa ao reagente de
Godin, que foi removida por CCD preparativa, caracterizada por RMN (*H e

13C, 400 MHz) e este composto foi denominado HC1.
3.3. Experimentos comportamentais

Nos experimentos realizados no laboratério de Psicofarmacologia
Experimental da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), foram utilizados camundongos CF1 machos adultos
pesando de 20 a 30g, provenientes da colonia da Fundagdo Estadual de
Producé@o e Pesquisa em Saude — FEPPS. Os animais foram mantidos em
caixas plasticas, sendo reunidos no méaximo 08 animais por caixa, sob um ciclo
claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas as 7h), com temperatura constante (22
*+ 21°C), sob sistema de exaustdo e umidade monitorada. Os animais tiveram
livre acesso a &gua e alimentagéo padronizada para roedores (Nuvilab®). Nos
experimentos realizados com administragéo das substancias teste por via oral,

0s animais passaram por um periodo de 06 horas de jejum antes do teste.

A manipulag&o animal foi realizada seguindo normas internacionalmente
adotadas e divulgadas pelos seguintes 6rgdos: International Guiding Principles
for Biomedical Involving Animals (CIOMS), Centre d'Information sur les
Animaux de Laboratoire (CIAL) e Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA). Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da UFRGS (CEUA/UFRGS n° 18203).

3.3.1. Tratamentos

Os camundongos foram tratados com volume proporcional a 1ml/100g,
com extratos e drogas pelas vias intraperitoneal (i.p.) e oral (v.0.), conforme
protocolo especifico de cada experimento. Todos 0s grupos experimentais
constituiram-se de no minimo oito animais. A fracdo HC1 foi suspendida a uma
concentracdo de 36 mg/ml em salina com 2% de polisorbato 80 e auxilio de
ultrassom. O MK-801 foi diluido em salina 0,9%. Em todos os experimentos,
animais controle receberam tratamento com veiculo (polisorbato 80 2% em

salina e salina, v.o. ou i.p., 10ml/kg), em seus respectivos tempos.
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3.3.2. Teste da natagéo forcada

O teste da natacdo forcada em camundongos foi realizado conforme
descrito por Viana e colaboradores (2005). O aparato consistiu de cilindros de
vidro (didmetro interno de 10 cm, altura 25 cm) preenchidos com &gua (altura
19 cm) a 23 + 2°C. Diferentes grupos de animais foram tratados com HC1 (360
mg/kg, v.0.), imipramina (20 mg/kg, v.0.) ou solu¢édo de polisorbato 2% em
adgua 30 min antes do teste.Para avaliar uma possivel acdo glutamatérgica da
fracdo HC1, os animais foram tratados com MK-801 (0,05 e 0,1 mg/kg, i.p), um
antagonista NMDA n&o-competitivo, que foi administrado 30 min antes de HC1.
As doses de MK-801 que foram utilizadas neste trabalho foram escolhidas de

acordo com estudos prévios (Poleszak et al., 2007a, Poleszak et al., 2007b).

Apo6s 60 min, os animais foram colocados no cilindro por 6 minutos. A
duragéo total da imobilidade foi medida durante os 6 minutos de teste. Os
camundongos foram considerados imoveis quando permaneceram flutuando na
agua, e fazendo apenas movimentos necessarios para manter a cabeca fora da

agua.
3.4. Experimentos bioquimicos

Nos experimentos de neuroquimica realizados no laboratério de Sintese,
Reatividade e Avaliacdo Farmacoldgica e Toxicolégica de Organocalcogénios
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), sob orientagéo da Prof. Dr.
Cristina Wayne Nogueira foram utilizados ratos Wistar machos albinos (200-
2509g) provenientes do biotério da UFSM. Estes animais foram mantidos em
caixas separadas, sendo reunidos no maximo 05 animais por caixa em ciclo de
claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas as 7h), a temperatura ambiente de 22 +

1°C, com livre acesso a ragéo e agua.
3.4.1. Preparacédo de sinaptossomas de cérebro total de ratos

Os sinaptossomas foram preparados em gradiente descontinuo de
Percoll, de acordo com Dunkley e colaboradores (1988). Brevemente, o0s
animais foram decapitados com guilhotina e o cérebro total foi removido. Os

cérebros foram pesados e homogeneizados 1:9 (peso/volume) em solucdo de
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homogeneizacao (sacarose, EDTA, DTT). O homogeneizado foi centrifugado a
3000 rpm por 10 minutos (4°C). Apos, foram aplicados lentamente 2 ml do
sobrenadante em cada um dos tubos contendo os 4 gradientes de Percoll
(23%, 15%, 7%, 3%). Os tubos foram centrifugados a 17000 rpm por 10
minutos (4°C). As fragdes dos tubos contendo Percoll 7 e 3% foram
transferidas para um tubo grande de centrifuga, aonde foram adicionados 16 ml
de solucdo salina tamponada com HEPES (HBSS) e foram centrifugadas a
15000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, e o pellet
resuspenso em 1 ml de HBSS (solugéo salina tamponada com HEPES,
composicdo em mM: HEPES 27, NaCl 133, KCI 2,4, MgSO, 1,2, KH,PO, 1,2,
glicose 12, CaCl, 1,0). A concentracdo de proteina nos sinaptossomas foi

medida pelo método de Lowry et al. (1951).
3.4.2. Captacéao de glutamato em sinaptossomas

A preparacdo sinaptossomal foi lavada duas vezes por suspensao em
trés volumes de sacarose 0,3M em tampéo Tris/acetato 15mM (pH 7,4) e
centrifugacdo a 35000 x g por 15 min. O pellet final foi resuspendido em
sacarose 0,3M, tampéo Tris/acetato 15 mM (pH 7,4), e incubado em HBSS
(solucéo salina tamponada com HEPES, composi¢cdo em mM: HEPES 27, NacCl
133, KCI 2,4, MgSO4 1,2, KH,PO4 1,2, glicose 12, CaCl; 1,0), pH 7,4 (ajustado
com HCI), na auséncia (controle — apenas DMSO) ou presenca de HC1 (10 e
100 ng/ml) juntamente com [*H]-glutamato (solucdo aquosa de [*H]-glutamato,
composicdo: [°H]-glutamato 100 nM, glutamato 100 puM) por 1 min a 37°C.
Cada experimento foi realizado em triplicata. A reacdo foi parada por
centrifugacgdo (16000 x g, 1 min, 4°C), e os pellets foram lavados trés vezes em
tampao Tris/HCI por centrifugacdo a 16000 x g por 1 min (a 4°C). Apds, 0s
pellets foram dissolvidos em solucdo de SDS 1% e misturados em liquido de
cintilagdo. A radioatividade presente no pellet foi medida por contador de
cintilagdo. Uma aliquota (10 pM) de solugéo aquosa de [°H]-glutamato pura foi
testada separadamente para avaliar a radioatividade da solugdo. A captacéo
especifica de [°H]-glutamato foi calculada como sendo a diferenca entre a

captacéo obtida no meio de incubagédo descrito acima, e a captagdo obtida em
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meio de incubacdo similar, onde o NaCl é substituido por cloreto de colina
770mM.

3.4.3. Liberacéo de glutamato em sinaptossomas

A determinacéo da liberacdo de [°H]-glutamato foi realizada de acordo
com o método descrito por Migues e colaboradores (1999). A preparagdo
sinaptossomal foi carregada com [*H]-glutamato 0,25 uCi (Amersham, atividade
especifica 53 mCi/mmol, concentragcdo final 5uM) por pré-incubacdo com
solucéo salina tamponada com tampéo Tris/HCI (composi¢cdo em mM: Tris/HCI
27, NaCl 133, KCI 2,4, MgS0O4 1,2, KH2PO4 1,2, glicose 12, CaCl2 1,0) pH 7,4
(ajustado com HCI), por 15 min a 37°C. Aliquotas de sinaptossomas marcadas
(1,4 mg de proteina) foram centrifugadas a 16000 x g por 1 min.
Sobrenadantes foram descartados, e os pellets foram lavados quatro vezes em
tampé&o Tris/HCI por centrifugagéo a 16000 x g por 1 min (a 4°C). Para acessar
a liberagéo basal de [°H]-glutamato, o pellet final foi ressuspendido em tampéo
Tris/HCI e incubado por 60s na auséncia (controle - DMSO) ou presencga de
HC1, a 30°C. A incubagé&o foi terminada por centrifugagéo imediata (16000x g
por 1 min a 4°C). A radioatividade presente nos sobrenadantes e pellets foi
determinada separadamente em contador de cintilagdo. O [3H]—glutamato
liberado foi calculado como a porcentagem da quantidade total de

radioatividade presente nos sinaptossomas no inicio do periodo de incubacéo.
3.5. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + EPM, e foram analisados por
ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc de Dunnett. O nivel de

significancia foi aceito como diferente quando o valor de P foi inferior a 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A fracdo HC1 obtida sob nossas condigbes experimentais foi efetiva no
teste da natagdo forgada (Figura 1), reduzindo o tempo de imobilidade dos
camundongos que foram tratados na dose de 360 mg/kg, em relagc&o ao grupo

controle, que foi tratado com salina.
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Figura 1. Efeito do HC1 (360 mg/kg, v.0.) e imipramina (20 mg/kg, v.0.) sobre o tempo
de imobilidade no teste da natacdo forcada em camundongos. Resultados expressos
em média + E.P. ***Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. ANOVA de
uma via seguida de Dunnett (F( 23 =15,183; P<0,001).

Com a finalidade de avaliar se o sistema glutamatérgico esta envolvido
no efeito antimobilidade de HC1, realizamos um experimento de antagonismo
farmacoldgico. Determinamos uma dose efetiva de MK-801 no teste da natagédo
forcada e uma dose sem efeito no teste. Quando administramos o MK-801 na
dose de 0,1 mg/kg, houve uma reducé&o no tempo de imobilidade no teste da
natacdo forcada em camundongos, mas na dose de 0,05 mg/kg, este foi
ineficaz (Figura 2).
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Figura 2. Efeito do MK-801 (0,05 e 0,1 mg/kg i.p.) sobre o tempo de imobilidade de
camundongos no teste da natacdo forcada. Resultados expressos em média + E.P.
**Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. ANOVA de uma via seguida de
Dunnett (F,,.5= 6,238; P<0,01).

O MK-801 bloqueia os efeitos neurofisiolégicos dos receptores NMDA
ligando-se a um sitio no canal ibnico do receptor, bloqueando assim a entrada
de cations pelo canal (Wong et al., 1986). O tratamento agudo com MK-801
demonstrou ser ativo no teste da natacdo forcada em ratos e camundongos
numa faixa de doses que vai de 0,05 a 1,0 mg/kg (Trullas e Skolnick, 1990).
Alguns autores sugeriram que a reducdo na imobilidade induzida por MK-801
estq relacionada com o aumento da atividade locomotora observada nas
mesmas doses (Poleszak et al., 2007b). Porém, no trabalho de Trullas e
Skolnick (1990), o MK-801 afetou os tempos de imobilidade em doses menores

daquelas requeridas para estimular a atividade locomotora.

Ao associarmos uma sub-dose de MK-801 (0,05 mg/kg) (Figura 3) e uma
dose efetiva de MK-801 (0,1 mg/kg) no teste da natacao for¢cada (Figura 4), ndo
houve alteragcdo no efeito antiimobilidade de HC1, demonstrando que o efeito
antiimobilidade desta fracdo enriquecida em floroglucindis ndo se deve a
ativacao de receptores glutamatérgicos NMDA.
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Figura 3. Efeito da administracdo de MK-801 (0,05 mg/kg,
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i.p.) no efeito

antiimobilidade do HC1 (360 mg/kg, v.0.) no teste da natacdo forcada. Resultados
expressos em média + E.P. **Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.
ANOVA de uma via seguida de Dunnett (F 0= 5,740; P<0,01).
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Figura 4. Efeito da administragédo de MK-801 (0,1 mg/kg, i.p.) no efeito antimobilidade
do HC1 (360 mg/kg, v.0.) no teste da natacdo forcada. Resultados expressos em
média + E.P. **Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. ANOVA de uma
via seguida de Dunnett (F 41)=5,565; P<0,01).

Além disso, HC1 (10 e 100 ng/ml) ndo teve efeito significativo sobre a

captacdo e liberacéo de [*H]-glutamato em sinaptossomas de cérebro total de

rato em nenhuma das concentragOes testadas (Figuras 5 e 6). Este dado
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diferencia a acdo de HC1 da acédo da hiperforina, que inibe a captagdo de
glutamato, com ICsg de 143 nM (Wonnemann et al., 2000). Ainda, estes autores
e Chatterjee e colaboradores (1998) demonstraram que a hiperforina inibe
também a captacdo de GABA, noradrenalina, serotonina e dopamina,
indicando que a hiperforina ndo apresenta seletividade para algum
transportador especifico. Com relacdo a HC1, se considerarmos em conjunto
nossos resultados e os resultados de Viana e colaboradores (2005), podemos
sugerir que este composto tem seletividade para transportadores
monomaminérgicos. Estudos sobre outros transportadores s&o necessarios

para confirmar esta hipotese.

fmol/mg de proteina

controle HC1 10 ng/ml HC1 100 ng/ml

Figura 5. Efeito de HC1 (10 e 100 ng/ml) sobre a captacéo de [*H] glutamato in vitro
de sinaptossomas de cérebro total de ratos. A captacao de glutamato esta expressa
como fmol/mg de proteina. Os resultados sao expressos como média +E.P. de quatro
experimentos independentes (em triplicatas). ANOVA de uma via (Fpiy= 1,29;
P=0,319).
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Figura 6. Efeito do HC1 (10 e 100 ng/ml) sobre a liberacéo de [*H] glutamato in vitro
de sinaptossomas de cérebro de ratos. A liberacdo de glutamato esta expressa como
porcentagem do controle. Os resultados sdo expressos como média + E.P. de trés
experimentos independentes (em triplicatas). ANOVA de uma via (F=0,126,
P=0,884).

Estes resultados indicam que a neurotransmissdo glutamatérgica, em

nivel de receptores NMDA e captacdo e liberacdo de glutamato, ndo esta
envolvida na atividade antidepressiva de Hypericum caprifoliatum.
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DISCUSSAO GERAL, CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O principal objetivo deste trabalho foi dar continuidade & procura por
moléculas farmacologicamente ativas em espécies de Hypericum nativas da
regido sul do Brasil. Ao longo dos dltimos anos, nosso grupo demonstrou que
extratos de Hypericum caprifoliatum e Hypericum polyanthemum tém potencial
atividade antidepressiva e analgésica, e que derivados floroglucindis presentes
nestas espécies podem ser 0s responsaveis por estes efeitos. Alguns
trabalhos demonstraram o envolvimento da neurotransmissdo dopaminérgica e
da ativagéo indireta do sistema opidide nos efeitos observados (Viana et al.,
2005; Stein et al., 2012; Stolz et al., 2012). Nesta tese, avaliamos os
mecanismos envolvidos na ag¢do antidepressiva de HC1 e hiperbrasilol B,
derivados floroglucindis presentes em H. caprifoliatum, buscando duas
abordagens diferentes daquelas que vém sendo estudadas: a transmisséo

glutamatérgica e mecanismos dependentes de canais de Na'.

O envolvimento da neurotransmissdo glutamatérgica no efeito
antidepressivo de HC1 foi investigado no Capitulo 1, através de manipulagéo
farmacol6gica com MK-801 (antagonista NMDA) no teste da natacdo forcada,
bem como captacdo e liberagdo de [*H]-glutamato. Os resultados que
obtivemos em ambas as abordagens indicam que a neurotransmisséo
glutamatérgica, pelo menos em nivel de receptores NMDA e captagdo e
liberagé@o de glutamato, ndo esta envolvida na atividade antidepressiva de HC1.
Porém, temos que levar em conta que outros tipos de receptores de glutamato
(AMPA e receptores metabotrOpicos) ou transportadores parecem estar
envolvidos na etiologia da depressdo ou no mecanismo de agdo de
antidepressivos, e ndo podemos descartar a possibilidade de Hypericum
caprifoliatum atuar nestes alvos. Além disso, estes dados, aliados a outros do
grupo, sugerem que HC1 apresenta seletividade para transportadores
monomaminérgicos. Estudos sobre outros transportadores s&o necessarios

para confirmar esta hipotese.

Os dados apresentados no Capitulo Il reproduzem resultados anteriores

do nosso laboratério, demonstrando que HC1 reduz o comportamento de
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imobilidade de camundongos no teste da natagdo forcada. Este efeito é
prevenido quando uma dose ativa de HC1 é associada & uma sub-dose de
veratrina. A veratrina também preveniu o efeito antimobilidade no teste da
natacdo forcada do hiperbrasilol B, um derivado floroglucinol isolado de H.
caprifoliatum, que teve sua atividade antidepressiva demonstrada pela primeira

vez neste trabalho (Capitulo 111).

Os resultados obtidos com veratrina e os floroglucindis HC1 e
hiperbrasilol B vém a corroborar com a hipétese de que o mecanismo de acéo
de extratos de H. caprifoliatum depende de algum mecanismo basal envolvido
no transporte de neurotransmissores, uma vez que o gradiente de Na* é a
principal forga motriz dos transportadores de monoaminas (Xhaard et al.,
2008). Estes transportadores séo transportadores ativos secundérios (Chen et
al., 2004), uma vez eles utilizam a diferenca do potencial eletroquimico de Na*
através da membrana celular como fonte de energia para o transporte. Ocorre
0 co-transporte de fons Na“ com a molécula de substrato (neste caso,
monoaminas), sendo o Na® transportado ao longo de seu gradiente
eletroquimico, provendo a energia necessdria para 0 transporte

termodindmicamente desfavoravel do substrato (Kristensen et al., 2011).

O fato dos derivados floroglucinéis de Hypericum inibirem a captacéo de
monoaminas por mecanimo diferente ao dos inibidores de transportadores
tipicos é coerente com sua estrutura quimica. Estas moléculas ndo possuem
atomo de nitrogénio, e estudos da relacdo estrutura-atividade revelaram que a
presenca deste atomo é indispensavel para a ligacdo dos antidepressivos com
0 sitio de monoaminas nos transportadores (Appel et al., 2004). Singer e
colaboradores (1999) demonstraram que a hiperforina altera as concentragdes
extracelulares de neurotransmissores possivelmente interferindo com rotas
condutoras de ions Na’. Hoje, sabe-se que este composto ativa correntes
mediadas por canais TRPCG6, alterando assim as concentragdes intracelulares
de Ca” e Na* (Leuner et al., 2007). A lamotrigina é um anticonvulsivante
inibidor da recaptacdo de monoaminas (Southam et al.,, 1998) amplamente
utilizado no tratamento dos transtornos do humor. Um dos mecanimos de acao

z Y

da lamotrigina é o bloqueio de canais de Na' sensiveis a voltagem e
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estabilizagdo da membrana neuronal (Mantegazza et al., 2010) e seu efeito
antiimobilidade no teste da natacéo forgada € revertido pela veratrina (Prica et
al., 2008), o que sugere que HC1 e hiperbrasilol B possuem um perfil de acéo

lamotrigina-like.

Os transportadores de neurotransmissores nao s&o diretamente
acoplados a hidrolise de ATP, no entanto, eles estdo ligados indiretamente
através do gradiente de ions gerado por ATPases bombeadoras de ions
(Rudnick, 1998). Os transportadores da membrana plasmatica sé&o
indiretamente impulsionados pela enzima Na*, K" ATPase, que gera gradientes
de Na’ e K', e nesse processo acaba criando um potencial de membrana
(Rudnick, 1998). Demonstramos nesse trabalho que a administragdo repetida
por 3 dias com HC1 causou um aumento significativo na atividade da Na®*, K*
ATPase no coértex cerebral e hipocampo de camundongos, enquanto que o
mesmo regime de tratamento com hiperbrasilol B aumentou a atividade da
enzima apenas no hipocampo dos animais. Contudo, deve-se ressaltar que a
reducdo no tempo de imobilidade no teste da natacdo forcada apds a
administragdo aguda de HC1 e hiperbrasilol B parece ndo estar associada a
um aumento na atividade da Na®, K* ATPase, uma vez que quando
administrados de forma aguda estes compostos ndo demonstraram qualquer
efeito na atividade da enzima. A regulacéo da atividade da Na*, K" ATPase é
complexa e parece ser regulada por diversos fatores e por conveniéncia foi
dividida em ‘curto prazo’, responsavel por altera¢des rapidas na atividade da
bomba de sddio, ocorrendo em minutos, e em ‘longo prazo’, envolvendo
alteragbes nas taxas de sintese ou degradacéo protéica, ocorrendo em horas
ou dias (Therien e Blostein, 2000). Apesar de ndo sabermos os exatos
mecanismos envolvidos nos resultados obtidos com HC1 e hiperbrasilol B, é
possivel que um controle em longo prazo esteja envolvido. Outra explicacdo
seria que o tratamento agudo com estes compostos ndo altere a atividade da
enzima de maneira suficiente a alterar o gradiente de Na" inibindo o transporte

das monoaminas e causando o0 aumento das mesmas na fenda sinaptica.

Existem linhas de pesquisas que sustentam que a regulagdo ibGnica

esteja anormal nos transtornos do humor. Ainda em meados dos anos 1960 e
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inicio dos 1970, vérios pesquisadores notaram haver um aumento na
concentracgao intracelular corporal total (Coppen e Shaw, 1963; Coppen et al.,
1966; Shaw, 1966) e nos eritrécitos de Na* (Naylor et al., 1971; Naylor et al.,
1973) em pacientes maniacos. Tais mudancas estariam ocorrendo como
conseqiiéncia da reducdo da atividade da Na®, K ATPase (Greenspan et al.,
1968; Almy e Taylor, 1973). De fato, tanto a mania, quanto a depresséo bipolar,
tém sido associadas com concentracdes intracelulares aumentadas de Na* (Li
and El-Mallakh, 2004) e com a reducdo da atividade da Na®, K" ATPase em
eritrocitos (Looney and El-Mallakh, 1997). Nossos resultados demonstram que
tanto HC1, quanto hiperbrasilol B aumentam a atividade da enzima Na®, K"
ATPase, o que pode contribuir para a manutengédo da excitabilidade neuronal
em condi¢des patoldgicas. Associando os resultados obtidos nesse trabalho
aos ja reportados anteriormente por Viana e colaboradores (2005) e Stein e
colaboradores (2012) podemos supor que HC1 e hiperbrasilol B alterem o
gradiente de Na* através da estimulagdo da Na*, K* ATPase e/ou blogueio de
canais de Na' sensiveis a voltagem, podendo estes eventos serem interligados

Oou nao.

Curiosamente, nenhum dos tratamentos, agudo ou repetido, com HC1
foi capaz de alterar a atividade da Na*, K" ATPase quando os camundongos
foram submetidos ao nado forgcado. Modelos animais de depressdo foram
associados com uma diminuicdo da atividade da Na*, K" ATPase (Gamaro et
al., 2003; de Vasconcellos et al., 2005) e foi ja demonstrado o possivel
envolvimento de moléculas enddgenas do tipo ouabaina no estresse
comportamental (Bagrov et al., 2009). Weidemann e colaboradores (2004)
relataram que o estresse agudo pode induzir a produgéo de compostos do tipo
digitalis na glandula supra-renal e no hipotadlamo de ratos, sendo estes capazes
de inibir a Na', K* ATPase. Além disso, Goto e colaboradores (1995)
demonstraram que o estresse agudo da natagéo em ratos resultou em aumento
significativo nos niveis plasméticos e da adrenal de moléculas endégenas do
tipo ouabaina. Ainda, horménios esteréides, em particular, os corticosteroides,
possuem efeitos reguladores especificos de longo e curto prazo, sobre a

atividade da Na*, K" ATPase (Therien and Blostein, 2000) e ja foi demonstrado
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gue uma sessdo de natagdo curta aumenta os niveis plasmaticos e corticais de
corticosterona em camundongos (Viana et al., 2008). Os antidepressivos
imipramina e bupropiona, assim como um extrato lipofilico de H. caprifoliatum
reduziram o aumento de corticosterona cortical induzido pelo nado for¢cado
(Viana et al., 2008). Portanto, podemos pensar que o HC1 possa estar evitando
essa reducdo na atividade da Na', K* ATPase induzida pelo estresse da

natacéo forgada.

Farmacos bloqueadores de canais de Na* sensiveis a voltagem tém sido
utilizados hd muito tempo no tratamento de diversas doencas do SNC. Os
anticonvulsivantes fenitoina e carbamazepina foram introduzidos sete e cinco
décadas atras, respectivamente, porém, o fato de seus efeitos
anticonvulsivantes serem atribuidos a inibicdo de canais de Na® sensiveis a
voltagem foi reconhecido ha apenas 20 anos (Clare et al.,, 2000). O
reconhecimento da importancia destes canais como alvo molecular para
farmacos atuando no SNC tém levado diversas companhias farmacéuticas a
conduzirem estudos na busca de agentes terapeuticamente ativos. Visto que
os canais de Na’ sensiveis a voltagem participam de diversas funcGes
fisioldgicas, a janela terapéutica de compostos bloqueadores destes canais €
uma questdo fundamental. A maioria dos programas sintéticos ainda utiliza
drogas mais antigas, como a lamotrigina, como proto6tipos. Porém, estes
programas obtiveram apenas um modesto avanco por farmacos mais

especificos e eficientes (Tarnawa et al., 2007).

Substéncias procedentes de plantas possuem uma funcéo pertinente no
processo de descoberta de novos farmacos (Calixto et al., 2000). Sendo
comprovada a acdo bloqueadora de derivados floroglucinbis de Hypericum
sobre canais de Na* sensiveis a voltagem, seria interessante o uso de sua
estrutura quimica na pesquisa por novos farmacos para o tratamento de
diversas doengas do SNC associadas a hiperexcitabilidade neuronal. Conforme
realizado neste trabalho, as plantas podem ser submetidas a sucessivas
extracdes e procedimentos de purificacdo com a finalidade de isolar compostos

de interesse, podendo eles préprios serem ativos e usados como farmacos, ou
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ainda se tornando um protétipo, servindo como modelo para a sintese total de

um farmaco (Rates, 2001).

Em concluséo, os resultados experimentais demonstrados nesta tese
confirmaram o potencial efeito antidepressivo de Hypericum caprifoliatum,
demonstrando um perfil farmacoldgico diferente dos antidepressivos classicos.
Tanto HC1, quanto hiperbrasilol B, parecem exercer efeitos sobre as
concentragbes intracelulares de Na®, alterando o influxo de Na’, seja pela
modificacdo de canais de Na' ou pela ativacdo da Na®, K* ATPase. Estes
resultados reforcam a utilidade das estruturas de floroglucindis diméricos na
busca por novas moléculas com propriedades antidepressivas. Além disso,
podemos considerar estas moléculas como possiveis candidatos a

estabilizadores do humor ou anticonvulsivantes.

Apos a discussao deste estudo, observa-se que a principal questédo a ser
respondida € se HC1 e hiperbrasilol B realmente afetam canais de Na’
sensiveis a voltagem. A fim de esclarecer este aspecto, este trabalho deixa

como perspectivas:

v Avaliar o efeito de hiperbrasilol B, um composto que tem sua estrutura

molecular definida, em modelos animais de atividade anticonvulsivante.

v' Avaliar os efeitos de hiperbrasilol B em ensaios funcionais, como a
captacdo de ??Na* e ensaios de radioligagdo com [°H]-BTX. Havendo
uma resposta positiva nestes ensaios, experimentos de eletrofisiologia
devem ser realizados a fim de se caracterizar a interagdo do composto

com 0s canais.
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