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RESUMO

Estudo do envolvimento de diferentes alvos biolégicos no mecanismo de acao
antidepressiva de uma fracéo enriquecida em valepotriatos diénicos obtida de
Valeriana glechomifolia Meyer (Valerianaceae). Espécies do género Valeriana
séo tradicionalmente utilizadas no tratamento de ansiedade e insdnia, sendo aceitas
pela Organizacdo Mundial da Satde como sedativas, e 0s valepotriatos constituem
um grupo de metabolitos do género que contribui para seus efeitos farmacologicos.
Trabalhos recentes demonstraram a atividade do tipo antidepressiva de diversas
especies de Valeriana, 0 que representa uma nova abordagem para 0 emprego
terapéutico do género. Recentemente, nosso grupo demonstrou que uma fracéo
enriguecida em valepotriatos diénicos (VAL) obtida de V. glechomifolia, espécie
nativa do Rio Grande Sul, apresenta atividade do tipo antidepressiva mediada
pelos sistemas neurotransmissores dopaminérgico e noradrenérgico, 0 que
representa uma acdo dual diferenciada da maioria dos antidepressivos
convencionais. Apesar da relativa falta de conhecimento sobre a neurobiologia da
depressdo, evidéncias recentes indicam que diferentes alvos bioldgicos (além do
sistema monoaminérgico) poderiam desempenhar um papel na fisiopatologia deste
transtorno do humor. O objetivo deste trabalho foi aprofundar o estudo do
mecanismo de acdo de VAL, focando em novos alvos bioldgicos relacionados a
fisiopatologia da depressdo, bem como investigar o efeito da coadministracdo de
VAL e farmacos antidepressivos. A andlise isobolografica da administracdo oral
combinada de VAL com imipramina, desipramina ou bupropiona aponta para um
sinergismo entre estas substancias no teste da natacdo forcada (FST) em
camundongos, sugerindo que VAL néo age sobre os transportadores de dopamina
e noradrenalina (ou ndo no mesmo sitio dos transportadores onde estes
antidepressivos atuam). O efeito anti-imobilidade de VAL no FST foi
acompanhado por uma reducdo na metilacdo global do DNA hipocampal,
sugerindo que mecanismos epigenéticos do controle da transcricdo génica estdo
envolvidos no modo de acdo de VAL, o que estd de acordo com evidéncias
recentes que demonstram que a reducdo na metilacdo do DNA esta associada com

efeito do tipo antidepressivo em roedores. Além disso, o efeito antidepressivo de



VAL foi prevenido pela administragdo (i.p.) de anisomicina (inibidor de sintese de
proteinas) e K252a (inibidor de tirosina cinase da familia de receptores Trk,
incluindo o TrkB, ativado pelo BDNF), sugerindo que a acdo antidepressiva de
VAL envolve sintese de proteinas (ou um possivel aumento na atividade
transcricional) e participacdo da via de sinalizacdo ativada pelo BDNF. Além
disso, a administracdo repetida de VAL a camundongos aumentou a atividade da
enzima Na'/K*-ATPase e a expressdo da isoforma o2 desta enzima no cortex dos
animais, 0 que é particularmente relevante, visto que trabalhos clinicos e pré-
clinicos relacionam uma reducdo na atividade cerebral desta enzima com o
desenvolvimento da depressdo. Ainda, VAL foi ativa em um modelo animal que
relaciona a ativacdo de vias inflamatdrias com o desenvolvimento de depresséo.
VAL preveniu o comportamento de doente e do tipo deprimido causado pela
administragdo de LPS em camundongos, bem como 0 aumento na expressao
cortical de citocinas pré-inflamatorias e o0 prejuizo causado na potenciacdo de
longa-duragdo dependente de receptores NMDA (LTP NMDA-dependente) no
cortex pré-frontal dos animais que receberam injecdo de LPS. O conjunto de dados
deste trabalho traz novas perspectivas quanto a acdo farmacoldgica dos
valepotriatos e corrobora hipdteses recentes sobre o envolvimento de diferentes
alvos bioldgicos na neurobiologia da depressdo, o que pode contribuir para uma

melhor compreensdo da etiologia e fisiopatologia deste distarbio do humor.

Palavras-chaves: valepotriatos, Valeriana glechomifolia, antidepressivo, analise
isobolografica, sinergismo, epigenética, metilagdo do DNA, Na'/K'-ATPase,

inflamag&o, comportamento de doente, LTP NMDA-dependente.



ABSTRACT

Involvement of different biological targets on the mode of antidepressant-like
action of Valeriana glechomifolia Meyer (Valerianaceae) diene valepotriates.
Species of Valeriana genus are the most used herbal supplement for treating
anxiety and mild sleep disorders, being accepted by The World Health
Organization as sedative, and valepotriates (non-glicosilated carbocyclic iridoids)
contribute to the pharmacology of the genus. Some studies on potential Valeriana
antidepressant activity were also published. Valeriana glechomifolia is a native
species from southern Brazil flora, which has been studied by our group regarding
its antidepressant properties. We demonstrated the antidepressant-like effect of
diene valepotriates (VAL) in rodents, which is mediated by dopaminergic and
noradrenergic neurotransmission, suggesting a dual mechanism distinct from most
of the conventional antidepressants. Despite the relative lack of knowledge of the
etiology and pathophysiology of depression, accumulating evidence indicates
different biological targets (beyond the monoaminergic system) that could play a
role in the pathophysiology of this mood disorder. In this regard, we further
investigated the mechanism of antidepressant activity of VAL focusing on the
novel theories related to depression etiology. Also, we investigated the interaction
between VAL and imipramine, desipramine and bupropion by using
isobolographic analysis. The isobolographic analysis indicated that the fixed ratio
combinations of VAL with all the antidepressants studied resulted in a synergistic
interaction in mice forced swimming test (FST), suggesting that VAL does not
directly act on the same site of dopaminergic and noradrenergic neuronal
transporters that are the target of those antidepressants. The antidepressant-like
effect of VAL in mice FST was accompanied by reduced global DNA methylation
in the hippocampus, which is in line with accumulating evidences indicating that
DNA demethylation is associated with antidepressant-like effects in rodents. In
addition, mice pre-treatment (i.p.) with anisomycin (an inhibitor of protein
synthesis) or K252a (a selective inhibitor of tyrosine protein kinase activity of TrK
receptor family, including the receptor TrkB, which is activated by BDNF)
prevented the anti-immobility effect of VAL in the FST, indicating that VAL



antidepressant-like effect requires protein synthesis (or increased transcriptional
activity) and the BDNF signaling contributes to this effect. In addition, mice
repeated treatment with VAL increased the activity of Na'/K*-ATPase and the
expression of the a2 isoform in the cortex of the animals, which is particularly
relevant, since clinical and pre-clinical studies reported a reduction in the cerebral
activity of this enzyme in depressive disorders. Also, VAL was able to prevent
LPS-triggered sickness and depressive-like behavior as well as the increase in the
expression of cortical pro-inflammatory cytokines and the impairment in prefrontal
cortex long-term potentiation NMDA dependent (LTP-NMDA dependent) in LPS-
injected animals. These findings are in accordance with accumulating evidence
suggesting that inflammation may play a role in the pathophysiology of major
depressive disorder, and antidepressants possess anti-inflammatory properties.
Altogether, our findings provide new data on the range of action of valepotriates
and give further support to the involvement of different biological targets in the
neurobiology of depression, which may contribute to an improved comprehension

about its etiology and pathophysiology.

Keywords: valepotriates, Valeriana glechomifolia, antidepressant, isobolographic
analysis, epigenetics, DNA methylation, Na'/K*-ATPase, inflammation, sickness
behavior, LTP NMDA-dependent.
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INTRODUCAO GERAL







O presente trabalho visou o aprofundamento do estudo da atividade sobre o
sistema nervoso central de uma espécie vegetal nativa do Rio Grande do Sul:
Valeriana glechomifolia. Esta espécie ja vem sendo estudada ha alguns anos pelos
grupos de pesquisa das professoras Stela Maris Kuze Rates e Gilsane Lino von
Poser, na faculdade de Farméacia da UFRGS, e os resultados obtidos demonstram
gue a mesma apresenta potencial atividade antidepressiva (SALLES, 2010;
MULLER et al., 2012), podendo constituir um produto de partida para o
isolamento de moléculas (valepotriatos diénicos) com atividade antidepressiva. Os
valepotriatos séo iridoides carbociclicos ndo glicosilados e representam um padréo
molecular inovador em relacdo aos antidepressivos disponiveis na clinica.
Também, a atividade antidepressiva representa uma nova abordagem para o
emprego terapéutico de espécies do género Valeriana, que tradicionalmente sdo

empregadas como sedativas.

O envolvimento da neurotransmissdo noradrenérgica e dopaminérgica no
modo de acdo de uma fracdo enriquecida em valepotriatos diénicos (VAL) obtida
de V. glechomifolia ja foi demonstrado por nosso grupo de pesquisa (MULLER et
al.,, 2012a). Este mecanismo dual é diferenciado em relacdo a maioria dos
antidepressivos atualmente disponiveis na clinica. Tendo em vista estes resultados
e as novas teorias da fisiopatologia da depressdo, a proposta desta tese foi
investigar a acdo de VAL sobre diferentes alvos bioldgicos que tém sido
recentemente relacionados aquele transtorno do humor: atividade da enzima
Na'/K*-ATPase cerebral, mecanismos epigenéticos de controle da transcricdo
génica (metilacdo de DNA), neuroinflamacéo e plasticidade sindptica. Além disso,
0 potencial efeito aditivo e/ou sinérgico da combinacdo de VAL com
antidepressivos sintéticos de diferentes classes foi estudado atraves de analise
isobolar. VAL foi obtida através de extracdo com CO, supercritico das partes
aereas e subterraneas de V. glechomifolia e foi caracterizada quanto ao teor de

valepotriatos diénicos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Este trabalho serd apresentado na forma de 5 capitulos: o primeiro capitulo

aborda a analise isobolografica da interacdo de VAL com diferentes
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antidepressivos convencionais disponiveis na clinica, na forma de um manuscrito
que estd submetido ao periddico Journal of Pharmacy and Pharmacology. No
segundo capitulo, esta apresentado o envolvimento da metilagdo global do DNA
(no cortex pré-frontal e no hipocampo de camundongos) no modo de acdo de
VAL. Estes resultados estdo organizados na forma de um artigo cientifico que sera
submetido ao periddico Journal of Natural Products. O terceiro capitulo
compreende um artigo cientifico onde estdo apresentados os resultados
relacionados ao efeito de VAL sobre a atividade da enzima Na'/K'-ATPase
hipocampal e cortical, que esta submetido ao periddico Planta Medica. O quarto
capitulo esta apresentado na forma de um artigo cientifico que sera submetido ao
periddico Phytomedicine, onde foram abordados os efeitos de VAL em um modelo
animal de depressdo relacionado a ativacdo de vias inflamatorias, com foco em
experimentos comportamentais e expressao central de citocinas pro-inflamatorias.
Por fim, no quinto capitulo estdo apresentados os resultados obtidos durante o
estagio sanduiche de doutoramento, onde foram estudados os efeitos da inflamacéo
sobre alteracbes comportamentais, LTP NMDA-dependente e transmissao

sinaptica e a acdo de VAL sobre estes parametros.

A execucdo deste trabalho teve a participacdo de laboratérios de diferentes
universidades (Lab. de Imunologia e Biologia Molecular da UFRGS, Lab. de
Bioquimica e Farmacologia Molecular da UFRJ, Lab. de Psicofarmacologia da
USP e Lab. de Physiopathologie de la plasticité synaptique dans différents
modeles de maladies neuropsychiatriques, no Institut de Neurobiologie de la
Méditerranée, da Université Aix-Marseille na Franca) em parcerias j& previamente
estabelecidas ou que foram efetivadas no ambito desta tese. A maior parte dos
experimentos comportamentais foi realizada no Laboratdrio de Psicofarmacologia
Experimental da Faculdade de Farmacia da UFRGS. A extracdo utilizando CO,
supercritico foi realizada no Laboratorio de Operagdes Unitarias da Faculdade de
Engenharia da PUC-RS, sob supervisdo dos professores Dr. Rubem Vargas e Dr.
Eduardo Cassel, e a caracterizacdo de VAL foi realizada no Laboratorio de
Farmacognosia da Faculdade de Farmacia da UFRGS, sob supervisdo da Prof. Dr.
Gilsane Lino von Poser.
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OBJETIVOS







Tendo em vista os resultados ja obtidos até o momento para os valepotriatos
diénicos obtidos das partes aéreas e subterraneas de V. glechomifolia, o objetivo
geral deste trabalho é a ampliacdo do estudo da atividade antidepressiva destas
moléculas através da investigacao de sua acdo sobre alvos biologicos que tém sido

recentemente relacionados a etiologia da depressao.
Os objetivos especificos sao:

- Avaliar a natureza da interacdo existente entre VAL e antidepressivos
convencionais, no teste da natacdo forcada (FST, do inglés Forced swimming test)

em camundongos, através de anélise isobolar;

- Investigar a participacdo de mecanismos epigenéticos da expressdo génica no
efeito de VAL, especificamente o perfil de metilacio do DNA, no cértex e

hipocampo de camundongos;

- Avaliar os efeitos de VAL sobre a atividade da enzima Na'/K'-ATPase pela
medida da atividade enzimatica ex vivo no hipocampo e cértex de animais tratados

aguda e repetidamente com VAL e submetidos ao FST;

- Avaliar o efeito de VAL sobre o modelo experimental de comportamento de
doente (sickness behavior) e do tipo deprimido induzido por LPS em
camundongos e seu efeito sobre a expressdo de citocinas pro-inflamatorias e do
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF, do inglés Brain Derived
Neurotrophic Factor), bem como seus efeitos e sobre a potenciacdo de longa
duracdo dependente de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (LTP NMDA-
dependente) e transmissdo sinaptica de circuitos do cortex pre-frontal de

camundongos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA







Atualmente, os transtornos depressivos representam o mais comum e
recorrente distrbio do humor (MOLLER et al., 2012). A organiza¢do mundial da
salde estima que 90 % das pessoas que cometem suicidio sdo pacientes
deprimidos e prevé que em 2030, este transtorno psiquiatrico sera a principal causa
de incapacidade no mundo (OMS, 2008). Muitos medicamentos antidepressivos
estdo disponiveis na terapéutica, mas, apesar da gravidade do cenario que envolve
este transtorno psiquiatrico, de 30 a 35 % dos pacientes deprimidos néo
apresentam boa resposta ao tratamento e a maioria dos medicamentos possuli
efeitos adversos importantes, que limitam a adeséo ao tratamento (OLESEN et al.,
2007). Estas observagdes salientam a importancia do desenvolvimento de novos

farmacos e do melhor conhecimento da neurobiologia da depressao.

A maioria dos estudos relacionados a etiologia da depressdo é ainda
embasada na teoria monoaminérgica da génese deste transtorno psiquiatrico, que
relaciona a depress@éo com uma menor disponibilidade de monoaminas cerebrais,
em particular de serotonina, noradrenalina e dopamina (DUMAN et al., 1999;
STAHL, 2008) e os antidepressivos disponiveis foram desenvolvidos com base
nessa teoria (STAHL, 2008). Porém, esse foco de estudo ndo resultara em
farmacos inovadores, nem auxiliard na evolucdo do conhecimento sobre as
doencas mentais (NESTLER e CARLEZON, 2006). Assim, além da teoria
monoaminérgica e de todos os seus desdobramentos, estdo sendo discutidas outras
hipdteses etioldgicas; entre estas, ganham destaque as que relacionam a
participacdo de fatores neurotroficos e da neuroplasticidade (DUMAN et al., 1999;
CASTREN et al., 2007), da enzima Na*/K*-ATPase cerebral (GOLDSTEIN et al.,
2006; GOLDSTEIN et al., 2009), da regulacdo da transcricdo de genes especificos
por mecanismos epigenéticos (VIALOU et al., 2013), do sistema imune
(KHAIROVA et al.,, 2009; DANTZER et al.,, 2011) e da neurotransmissao
glutamatérgica (SANACORA et al., 2008).

Tendo em vista a identificagdo de diferentes vias e alvos bioldgicos

envolvidos na fisiopatologia da depressdo, o desenvolvimento de novos
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antidepressivos torna-se uma prioridade, uma vez essa abordagem pode resultar no

desenvolvimento de antidepressivos mais eficazes e de agdo mais rapida.

Nesse contexto, a pesquisa de produtos naturais com acdo central se insere
como uma alternativa para o desenvolvimento de farmacos com mecanismos de
acao possivelmente diferenciados (WANG et al., 2008). A diversidade quimica das
moléculas de origem natural e a pressdo dos mecanismos de selecdo bioldgica
determinam uma alta probabilidade de moléculas bioativas com mecanismos
inovadores e 0s produtos naturais permanecem ainda como uma fonte de grande
interesse para obtencdo de novos modelos moleculares bioativos (GOTTLIEB et
al., 1996; NEWMAN, 2008).

Dentre as espécies vegetais com acdo no sistema nervoso central, as
pertencentes ao g@género Valeriana encontram-se entre as mais estudadas,
principalmente no que diz respeito a acdo sedativa e ansiolitica das mesmas
(KRYSTAL e RESSLER, 2001). As espécies mais empregadas na producdo de
medicamentos (que sdo geralmente compostos pelo extrato seco das raizes,
padronizados em acidos valerénicos) sdo V. officinalis, V. wallichii e V. edulis
(FUGG-BERMAN e COTT, 1999; HERRERA-ARELLANO et al., 2001). A
Organizacdo Mundial da Saude considera que o uso oral de preparacbes
farmacéuticas obtidas a partir de V. officinalis pode ser utilizado como alternativa
aos benzodiazepinicos, sendo sua principal indicacdo o uso como sedativo leve
(OMS, 1999). Ainda, um trabalho da Community Herbal Monograph adotado pelo
Committee on Herbal Medicinal Products da European Medicines Agency (2006)
enumera as seguintes indicacgdes terapéuticas da raiz de Valeriana officinalis: “uso
bem estabelecido para o alivio de tensdo nervosa leve e dificuldade em

adormecer”.

Existe um numero considerdvel de estudos clinicos abordando o uso de
Valeriana no tratamento de disturbios do sono e ansiedade na literatura, cujos
resultados s&o controversos. Em uma meta-analise realizada FERNANDEZ-SAN-
MARTIN e colaboradores (2010), concluiu-se que 0 uso de Valeriana pode

melhorar subjetivamente a qualidade do sono, mas este achado ndo € comprovado
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quantitativamente ou através de medidas objetivas. Outros autores também
realizaram uma revisao sistematica de ensaios duplo-cegos e placebo-controlados
relacionados ao uso de V. officinalis para tratamento da insénia concluindo que a
mesma pode ter algum efeito no tratamento de ins6nia moderada (NUNES e
SOUZA, 2011). Em relacdo ao emprego de Valeriana no tratamento de disturbios
de ansiedade, revisfes sistematicas da literatura e meta-analises concluem que as
evidéncias clinicas ainda sdo insuficientes para recomendar a utilizacdo de
preparacdes de Valeriana nestes casos, pois sdo necessarios estudos de melhor
qualidade metodoldgica, com menor variabilidade no delineamento, niumero e
caracteristicas da amostra, padronizacdo de doses, da composicéo de extratos e do
tempo de tratamento, para que os achados apresentem credibilidade (CHIAPPEDI
e BEJOR, 2010; FAUSTINO et al., 2010; NUNES e SOUZA, 2011; SARRIS et
al., 2013).

Muitos estudos apontam para o0 envolvimento da neurotransmissao
GABAérgica na atividade desta planta. Embora seu mecanismo de a¢do néo esteja
plenamente esclarecido, é relatado que V. officinalis ativa receptores GABAA
(MENNINI et al., 1993; CAVADAS et al., 1995; ORTIZ et al., 2004) e que o
acido valerénico inibe o sistema enzimético reponsavel pelo catabolismo cerebral
do é&cido gama aminobutirico (GABA) (HOUGHTON, 1999). DIETZ e
colaboradores (2005) demonstraram em estudos in vitro que diferentes extratos de
V. officinalis e o acido valerénico parecem também atuar como agonista parcial
sobre receptores serotonérgicos 5-HT5a e que o &cido valerénico e diidrovaltrato
possuem afinidade pelo sitio barbitdrico do receptor GABAA e ndo apresentam
apresentam afinidade pelo sitio benzodiazepinico destes receptores (MENNINI et
al., 1993). SALLES (2010) demonstrou que valepotriatos (valtrato, acevaltrato, 1-
B-acevaltrato e diavaltrato) ndo se ligam ao sitio benzodiazepinico do complexo
receptor GABAA nem ao receptor serotonérgico (5-HTl1a), na faixa de

concentragdo de 1-100 pM.

Em relacdo aos constituintes neuroativos do género, ha estudos

demonstrando que valepotriatos parecem contribuir para as atividades

39



farmacoldgicas relatadas (PATOCKA e JAKL, 2010). Os valepotriatos sao
iridéides carbociclicos (cujo nucleo central estd demonstrado na Figura 1) ndo
glicosilados e sua diversidade estrutural é definida por diferentes substituintes
acidos esterificados com os grupos hidroxila, pela presenca ou auséncia de um
grupo epoxido e pelo numero e posicdo das ligacdes duplas no nucleo principal
(HOBBS, 1989). Dividem-se em dois grupos principais: monoénicos e diénicos.
Os diénicos distinguem-se dos monoénicos por possuirem uma segunda ligacéao
dupla entre C5 e C6. Estes compostos sdo altamente instaveis; sob influéncia de
umidade e acidez, decompem-se rapidamente produzindo acidos livres e nucleos
monoterpénicos; também ocorre a abertura do grupamento epoxido gerando 0s
produtos de degradacdo baldrinal e homobaldrinal (HOUGHTON, 1988; HOBBS,
1989). A quebra das ligacdes ésteres dos substituintes do nuacleo principal,
liberando acido valérico, é responsavel pelo odor caracteristico das espécies de
Valeriana. Nosso grupo de pesquisa demonstrou que as condigbes de
armazenamento exercem grande influéncia sobre o teor de valepotriatos diénicos
de uma fracdo obtida por extracdo com dioxido de carbono supercritico de V.
glechomifolia, sendo que a fracdo seca conservada em atmosfera de nitrogénio
conservou 0 nucleo iridoide carbociclico enquanto a fracdo armazenada em

metanol apresenta produtos de degradacdo (MULLER et al., 2012b).

Figura 1. Estrutura geral de um iridoide carbociclico.

No Brasil, foram descritas dezessete espécies de Valeriana (BORSINI,
1962; SOBRAL, 1999a, 1999b, 1999c). Entre as espécies descritas, doze ocorrem

no Rio Grande do Sul, e dentre essas se encontra Valeriana glechomifolia
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(SOBRAL, 1999a, 1999b). SALLES e colaboradores (2000) isolaram e
identificaram nove iridoides, sendo oito valepotriatos e um iriddide glicosilado, de
folhas, caules e raizes de V. glechomifolia. SILVA e colaboradores (2002)
desenvolveram metodologia por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
quantificaram cinco valepotriatos (acevaltrato, 1-B-acevaltrato, diavaltrato,
diidrovaltrato e valtrato) em nove espécies de Valeriana coletadas no Rio Grande
do Sul, sendo que dentre as espécies de Valeriana que ocorrem no Rio Grande do
Sul, V. glechomifolia é a espécie que apresenta os teores mais elevados de
valepotriatos (2,05 %), sendo o caule o 6rgdo de maior acimulo (SILVA et al.,
2002).

Diversos trabalhos tém relacionado toxicidade ao uso de espécies de
Valeriana, atribuindo-a, frequentemente, aos valepotriatos. Em um estudo in vitro,
BOUNTHAN e colaboradores (1981) demonstraram que a exposicao de células de
hepatoma de ratos a valtrato e diidrovaltrato em diferentes concentragdes (0,28;
0,14 ¢ 0,7 uM por 24, 48 e 72 horas, respectivamente) é capaz de induzir 100% de
mortalidade nas culturas. TORTAROLO (1982) demonstrou que os valepotriatos
sdo toxicos in vitro as células medulares de ratos, embora ndo tenha observado
nenhuma alteracdo significativa nessas células apds a administragdo oral de doses
maiores que 1500 mg/kg. A administracdo aguda de valtrato por via i.p. (45 and 65
mg/kg) ou oral (45 e 1350 mg/kg) em ratos ndo teve efeitos toxicos sobre as
células precursoras hematopoiéticas em comparagdo com 0S Qgrupos controle
(BRAUN et al., 1984). TUFIK e colaboradores (1994) investigaram o efeito da
administracdo prolongada (30 dias) de uma mistura de valepotriatos nas doses de
6, 12 e 24 mg/kg (v.0.) a ratas gravidas. Ndo foram observadas alteracGes na
fertilidade, tampouco nas ninhadas das fémeas tratadas durante a gravidez. LIN e
colaboradores (2009) demonstraram que os valepotriatos e seus derivados acilados
apresentam acentuada citotoxicidade frente a culturas celulares de adenocarcinoma
de pulmdo, linhagens celulares de hepatoma, cancer de préstata e célon.
Acevaltrato foi considerado o mais ativo. SALLES (2010) realizou um estudo de
toxicidade aguda com extrato diclorometano de V. glechomifolia (enriquecido em
valepotriatos) nas doses de 10, 20, 30, 40 e 50 mg/kg por via intraperitonial (i.p.),
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e 5, 10, 20, 40 e 80 mg/kg por v.0. N&do houve morte nem sinais de toxicidade nos
animais tratados pela via oral nas primeiras 24 horas ap6s o tratamento; porém, nas
doses de 20 - 80 mg/kg houve uma morte na primeira semana. A dose letal
mediana (DL50) encontrada para a via i.p. foi de 42 mg/kg, atribuindo aos
valepotriatos, segundo a OECD (2001), toxicidade de alta a moderada. A menor
toxicidade pela via oral pode ser explicada pela baixa absorcao e distribui¢cdo dos
valepotriatos (HOUGHTON, 1997) e também pela instabilidade dos mesmos em
meio fortemente acido ou alcalino, condicdo que leva a formagéo dos produtos de
degradacéo baldrinal e homobaldrinal, que ndo apresentam grupo epoxido, ao qual

é relacionada a citotoxicidade dos valepotriatos (HOBBS, 1989).

MAURMANN e colaboradores (2011) demonstraram que a administragéo
intraperitonial aguda de uma fragdo enriquecida em valepotriatos do extrato de V.
glechomifolia apresenta propriedades sedativa e ansiolitica e, além disso, prejudica
a memoria de reconhecimento em camundongos, achado este que esta acordo com
HOUGHTON (1988) que demonstrou o efeito sedativo de uma mistura de
valepotriatos administrada por via oral em ratos. Além disso, ANDREATINI e
LEITE (1994) demonstraram que o efeito ansiogénico desenvolvido pela retirada
de benzodiazepinicos é atenuado por uma mistura de valepotriatos em ratos.
Ainda, em um ensaio clinico, foi demonstrado que uma mistura de valepotriatos
apresenta efeito ansiolitico potencial em pacientes diagnosticados com distarbio de
ansiedade (ANDREATINI et al., 2002). SALLES (2010) demonstrou que a
administracdo aguda de um extrato diclorometano padronizado em valepotriatos
(10 mg/kg, v.0.), foi inefetiva no teste do labirinto em cruz elevado e tempo de
sono barbitdrico em camundongos, sugerindo a auséncia de propriedades
ansioliticas e hipnotico-sedativas destas moléculas quando administradas

agudamente em camundongos.

De uma maneira geral, os fitomedicamentos constituidos por extratos de
especies de Valeriana europeias requerem de 2 a 4 semanas para apresentarem
efeitos positivos na qualidade do sono dos pacientes (BLUMENTHAL, 2000).

Este perfil &€ semelhante ao de antidepressivos, pois estes medicamentos também
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requerem este tempo até atuarem na melhora dos sintomas da depressédo (UHER et
al.,, 2011). Além disso, os antidepressivos sdo utilizados no tratamento de
disturbios de ansiedade, sendo os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
os medicamentos de primeira escolha para o tratamento de ansiedade generalizada
e sindrome do panico (STAHL, 2008). Essas observacfes instigaram nosso grupo
de pesquisa, que demonstrou recentemente a atividade do tipo antidepressiva de
VAL em camundongos (SALLES, 2010; MULLER et al., 2012a). Este achado esta
em acordo com dados recentes da literatura, que tém apontado o potencial
antidepressivo de outras espécies do género, como V. officinalis (HATTESOHL et
al., 2008), V. wallichii (SUBHAN et al., 2010; SAH et al., 2011), V. prionophylla
(HOLZMANN et al., 2011), V. fauriei (LIU et al., 2012).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou, em roedores, que 0
efeito do tipo antidepressivo de VAL é mediado pela neurotransmissao
dopaminérgica e noradrenérgica (MULLER et al., 2012b), o que representa uma
acao dual diferenciada em relagdo aos antidepressivos convencionais. Esses dados
estdo em consonancia com achados de SAH e colaboradores (2011), os quais
demonstraram que a atividade do tipo antidepressiva de um extrato diclorometano
de V. wallichii enriquecido em valepotriatos € dependente principalmente das
neurotransmissées dopaminérgica e noradrenérgica. Além disso, nosso grupo
também demonstrou que valepotriatos diénicos (valtrato, acevaltrato e 1- B-
acevaltrato) isolados de V. glechomifolia inibem in vitro a atividade da enzima
Na'/K*-ATPase de cérebro de rato (BETTERO et al., 2011), o que é
particularmente relevante, visto que ha relatos que a atividade dessa enzima €
alterada em desordens psiquiatricas, incluindo a depressdo (EL-MALLAKH e
WYATT, 1995), e antidepressivos como a fluoxetina e a imipramina, apresentam
atividade inibitoria in vitro sobre a Na'/K*-ATPase em cortex de rato (ZANATTA
etal., 2001).

Considerando as abordagens recentes relacionadas a etiologia da depressao,
que relacionam o envolvimento de alvos bioldgicos diferentes do sistema

monoaminérgio (citados anteriormente) na etiologia deste transtorno de humor,
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como a participacdo de fatores neurotroficos e da neuroplasticidade (DUMAN et
al., 1999; CASTREN et al., 2007), da enzima Na'/K'-ATPase cerebral
(GOLDSTEIN et al., 2006; GOLDSTEIN et al., 2009), da regulagdo da transcrigéo
de genes especificos por mecanismos epigeneticos (VIALOU et al., 2013), do
sistema imune (KHAIROVA et al., 2009; DANTZER et al.,, 2011) e da
neurotransmissdo glutamatérgica (SANACORA et al., 2008), novos enfoques de
estudo se fazem necessarios para uma melhor compreensdo do efeito

antidepressivo de V. glechomifolia.

Dessa forma, o presente trabalho visou aprofundar o estudo do mecanismo
de acdo antidepressiva de VAL, atraves da avaliacdo da sua acédo sobre diferentes

alvos biologicos.
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CAPITULO 1







Os experimentos apresentados nesta parte do trabalho foram realizados no
Laboratério de Psicofarmacologia Experimental da Faculdade de Farmacia da
UFRGS, sob orientacdo da Prof. Dr. Stela Rates.

As péginas 51 a 73 desta tese referem-se ao artigo “Synergistic interaction
between diene valepotriates from Valeriana glechomifolia Meyer (Valerianaceae)
and classical antidepressants: an isobolographic analysis”, submetido a publicacéo

no periddico Jounal of Pharmacy and Pharmacology.

Neste trabalho, a natureza da interacdo existente entre valepotriatos diénicos
obtidos de V. glechomifolia (VAL) e antidepressivos convencionais (bupropiona,
imipramina e despramina) foi investigada através de andlise isobologréafica
utilizando o teste da natacdo forcada em camundongos. VAL apresentou interacio
do tipo sinérgica com todos os antidepressivos utilizados no estudo, o que indica
que o modo de acdo antidepressiva de VAL envolve a ativacdo de vias ou sitios
diferentes daqueles envolvidos no mecanismo de acdo dos antidepressivos
estudados. Além disso, estes resultados apontam para o potencial uso adjuvante de

VAL com antidepressivos utilizados na clinica.
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CAPITULO 2







Os experimentos apresentados nesta parte do trabalho foram realizados no
Laboratdrio de Psicofarmacologia, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

USP, sob supervisdo da Prof. Dr. Sdmia Joca.

As paginas 79 a 111 desta tese referem-se ao artigo “Involvement of
hippocampal DNA methylation in the antidepressant-like effect of diene
valepotriates from Valeriana glechomifolia Meyer” que serd submetido ao

periddico Journal of Natural Products.

Neste trabalho, o envolvimento da metilacdo global do DNA hipocampal e
cortical no modo de acdo antidepressiva de valepotriatos diénicos obtidos de
Valeriana glechomifolia Meyer (VAL) foram estudados. Os resultados
demonstraram que o efeito do tipo antidepressivo da administracdo aguda de VAL
(5 mg/kg, p.0.) no teste de natacdo forcada (FST) em camundongos foi seguido
por uma reducdo significativa na metilacdo global do DNA no hipocampo dos
animais (sem efeitos no cortex pré-frontal). O pré-tratamento dos animais com
anisomicina (20 mg/kg, s.c., um inibidor da sintese de proteinas) e K252a (80
ug/kg, i.p., um bloqueador do receptor de TrkB , que é ativado pelo fator
neurotréfico derivado do cérebro - BDNF) previniu o efeito do tipo antidepressivo
de VAL no FST. A administracdo aguda de VAL induziu uma up regulation no
receptor TrkB e uma tendéncia em aumentar os niveis de BDNF no hipocampo dos
camundongos. Estes resultados dao suporte a hipGtese de que mecanismos
epigenéticos do controle da transcricdo génica, como a metilacdo do DNA, estdo
envolvidos no desenvolvimento de comportamentos depressivos e sugerem que 0s
a inibicdo da metilacdo génica pode ser um alvo molecular in vivo de VAL. Além
disso, a reducdo da metilagdo do DNA de hipocampo causada pela administracao
VAL é seguida por um aumento da atividade transcricional, uma vez que a sintese
de proteina esta envolvida na sua atividade antidepressiva. Ainda, a sinalizagdo
mediada por BDNF-TrkB pode contribuir para o efeito do tipo antidepressivo de
VAL.
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CAPITULO 3







Os experimentos apresentados nesta parte do trabalho foram realizados no
Laboratério de Psicofarmacologia Experimental da UFRGS sob orientacdo da
Prof. Dr. Stela Rates e no Laboratorio de Bioquimica e Farmacologia Molecular da

UFRJ, no Rio de Janeiro — RJ, sob supervisdo do Prof. Dr. Luis Eduardo Quintas.

As péaginas 119 a 149 desta tese referem-se ao artigo “Effects of diene
valepotriates from Valeriana glechomifolia on Na’/K'-ATPase activity in the
cortex and hippocampus of mice”, aceito para publicacdo no periddico Planta
Medica.

Neste trabalho, foram estudados os efeitos da administracdo aguda (5
mg/kg, p.o.) e repetida (5 mg/kg, p.o., uma vez por dia durante 3 dias) de
valepotriatos diénicos obtidos de V. glechomifolia Meyer (VAL) sobre a enzima
Na'/K*-ATPase no cortex e hipocampo de camundongos submetidos ou no ao
teste da natacdo forcada (FST). Além disso, a expressdo protéica das isoformas
al, a2 e a3 da enzima no cortex de camundongos tratados repetidamente com
VAL (e submetidos ou ndo ao FST) foi investigada. A administracdo aguda de
VAL diminuiu significativamente o tempo de imobilidade dos camundongos no
FST quando comparado com o grupo controle. Apenas 0s animais tratados
repetidamente com VAL apresentaram aumento da atividade global da Na'/K*-
ATPase no cortex cerebral e a exposi¢do ao FST neutralizou estes efeitos de VAL.
N&o foram observadas alteracdes na atividade da Na'/K*-ATPase no hipocampo
dos animais. A administracdo repetida de VAL aumentou o teor cortical da
isoforma o2, e a expressdo protéica da isoforma a3 foi aumentada apenas em
camundongos tratados repetidamente com VAL e submetidos a natacdo forcada.
Os animais tratados com veiculo e submetidos ao FST também apresentaram um
aumento no contetdo cortical da isoforma a2, mas ndo na atividade global da
enzima. Estes resultados sugerem que a Na'/K*-ATPase cortical pode representar
um alvo molecular in vivo de VAL. Além disso, o FST per se influencia a
expressdo protéica das isoformas de Na'/K*-ATPase e neutraliza os efeitos de

VAL sobre a enzima no cortex.

115






Carta de aceite do artigo:

From:
To:
CC:

Subject:

Body:

Date Sent:

Jose.L.Rios@uv.es
stela.rates@ufrgs.br

Planta Medica - Decision on PLAMED-2014-08-0982-
OP.R2

04-Dec-2014
Dear Dr. Rates,

It is a pleasure to accept your revised manuscript entitled
"Effects of diene valepotriates from Valeriana
glechomifolia on Na+/K+-ATPase activity in the cortex and
hippocampus of mice" in its current form for publication in
Planta Medica.

Thank you for your fine contribution. I look forward to your
continued contribution to the Journal.

As you might know, Planta Medica is the official journal of
GA, the "Society for Medicinal Plants and Natural Products
Research". You are kindly invited to join the Society. For
further information please visit www.ga-online.org.

Sincerely,

Prof. Jose-Luis Rios
Editor Planta Medica
Jose.L.Rios@uv.es
Prof. Luc Pieters

Editor-In-Chief Planta Medica
luc.pieters@uantwerpen.be

04-Dec-2014

117






119



120



121



122



123



124



125



126



127



128



129



130



131



132



133



134



135



136



137



138



139



140



141



142



143



144



145



146



147



148



149






CAPITULO 4







Os experimentos apresentados nesta parte do trabalho foram realizados no
Laboratério de Psicofarmacologia Experimental da Faculdade de Farmacia da
UFRGS, sob orientacdo da Prof. Dr. Stela Maris Kuze Rates e no Laboratério de
Imunologia e Biologia Molecular da Faculdade de Veterinaria da UFRGS, sob

supervisdo da Prof. Dr. Ana Paula Ravazzolo.

As péginas 155 a 180 desta tese referem-se ao artigo “Diene valepotriates
from Valeriana glechomifolia prevent lipopolysaccharide-induced sickness and
depressive-like behavior in mice”, que sera submetido ao periddico

Phytomedicine.

Neste trabalho, foram investigados os efeitos de valepotriatos diénicos
obtidos de V. glechomifolia Meyer (VAL) (10 mg/kg, p.0.) sobre o0 comportamento
de doente e do tipo deprimido e a expressdo de citocinas pro-inflamatérias e do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no cortex de camundongos
expostos a um desafio imune (5 min de natagéo forcada seguidos da injeccdo de
LPS de E. coli - 600 pg/kg , i.p.). O evento inflamatorio reduziu o nimero de
crossings no teste do campo aberto e aumentou a imobilidade dos camundongos no
teste de suspensdo pela cauda, o que caracteriza o desenvolvimento de
comportamento de doente e do tipo deprimido, respectivamente. Além disso, a
natacdo forcada + injecdo de LPS aumentou a expressdo cortical de citocinas pré-
inflamatorias (IL - 1B e TNF-a) e diminuiu a expressdo de BDNF. Para avaliar a
acdo de VAL, a mesma foi administrada por via oral 1 h antes (pré-tratamento) ou
5 horas ap0s (pos - tratamento) a injecdo de LPS de E. coli . O pré-tratamento com
VAL restaurou tanto as alteragfes comportamentais como a expressdo de citocinas
pro-inflamatdrias corticais nos animais que receberam o LPS, mas ndo teve
nenhum efeito sobre a expressdo de BDNF, enquanto o pos-tratamento foi eficaz
apenas em normalizar as alteragbes comportamentais. Estes resultados
demonstram pela primeira vez os efeitos preventivos de VAL em um modelo
experimental de depressdo associada a inflamagdo. Além disso, os efeitos VAL
foram acompanhados pela normalizacdo da expressdo de citocinas pro-

inflamatorias, fornecendo novos dados sobre a gama de ac¢do dessas moléculas.
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CAPITULO5







Os experimentos apresentados nesta parte do trabalho foram realizados no
Laboratério de Physiopathologie de la plasticité synaptique dans différents
modeles de maladies neuropsychiatriques, no Institut de Neurobiologie de la
Meéditerranee (INSERM — U901), da Universite Aix-Marseille, em Marseille
(Franca), sob supervisdao da Dr. Pascale Chavis, através de bolsa de doutorado

sanduiche CNPq - Ciéncia sem Fronteiras (periodo de maio 2013 — abril 2014).
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RESUMO

A relacdo entre a ativagdo do sistema imune e a etiologia da depressdo
maior e tem sido recentemente demonstrada. Ainda, prejuizos na potenciacdo de
longa-duracdo depende de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (LTP
NMDA-dependente), tém sido associados a fisiopatologia da depressdo e os efeitos
deletérios de niveis centrais aumentados de citocinas pro-inflamatorias sobre esta
forma de plasticidade sinaptica tém sido estudados. Neste trabalho, foram
investigados os efeitos de valepotriatos diénicos (VAL, 10 mg/kg, p.o.) obtidos de
Valeriana glechomifolia, uma espécie nativa do sul Brasil que apresenta potencial
antidepressivo, sobre as alteracdes comportamentais (comportamento de doente,
avaliado no teste do campo aberto, e do tipo deprimido, avaliado no teste da
suspensdo pela cauda), na LTP-NMDA dependente e na transmissdo sinaptica de
circuitos do cortex pré-frontal (CPF) de camundongos C57BI/6 J causadas pela
administracdo de lipopolissacarideo (LPS) de E. coli (600 pg/kg, i.p.). A
administracdo de VAL foi realizada 1 h antes (pré-tratamento) ou 5 h apds (pds-
tratamento) a injecdo de LPS. A ativacdo das vias inflamatorias causou reducdo da
distancia percorrida pelos animais no teste do campo aberto e aumento do tempo
de imobilidade dos animais no teste da suspensdo pela cauda, indicando o
desenvolvimento de comportamento de doente e do tipo deprimido,
respectivamente. Além disso, a injecdo de LPS causou um prejuizo na magnitude
da LTP NMDA-dependente no CPF dos animais - que perdurou por até 3 dias
(ainda que as alteragbes comportamentais tenham sido normalizadas) - e uma
reducdo significativa na amplitude das correntes excitatorias pds-sinapticas
mediadas por receptores-canal AMPA (SEPSC-AMPA) nos neurbnios piramidais
das camadas V/VI do CPF. O pré-tratamento dos animais com VAL preveniu as
alteracbes comportamentais causadas pela inflamacdo, bem como o prejuizo sobre
a LTP NMDA-dependente no CPF, que foi acompanhado pela normalizacdo das
SEPSC-AMPA nos neurénios em estudo. O pds-tratamento dos animais com VAL
ndo teve efeitos sobre as alteracdes comportamentais e LTP NMDA-dependente.

Estes resultados demonstram pela primeira vez a acdo deletéria da inflamagéo
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sobre a LTP NMDA-dependente no CPF de camundongos e os efeitos preventivos
de VAL em um modelo animal de depressdo relacionado a ativacdo de vias
inflamatorias, sugerindo que estes efeitos podem ser mediados pela normalizagédo

no numero ou funcédo de receptores-canal AMPA nesta estrutura cerebral.
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1. INTRODUCAO

Diversos estudos sugerem que a depressdo é acompanhada pela ativagéo de
vias imunoinflamatorias e, recentemente, fatores inflamatorios como interleucina
1B (IL-1B), interleucina 6 (IL6), fator de necrose tumoral (TNF-a ), proteina C
reativa, interferon o e y tem sido relacionados com 0 sistema nervoso central,
principalmente no que diz respeito a sua associacdo com a fisiopatologia da
depressdo (MAES et al., 1990; MAES et al., 1991; GARCIA-BUENO et al., 2008;
MAES et al., 2011; WAGER-SMITH e MARKOU, 2011). Corroborando essa
hipGtese, evidéncias apontam para niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias
no soro de pacientes deprimidos (MAES, 2008; DOWLATI et al., 2010;
HANNESTAD et al., 2011) e o uso de interferon 7y no tratamento de pacientes
com hepatite C estd relacionado a alta incidéncia de depressdo nos mesmos
(PRATHER et al., 2009). Além disso, uma série de trabalhos evidencia uma maior
incidéncia de depressdo em pacientes com artrite reumatoide, cancer, problemas
cardiovasculares ou asma (CAPURON et al.; 2004; LESPERANCE e FRASURE-
SMITH, 2007; WOLFE e MICHAUD, 2009; Xl et al., 2012; LABOR et al.; 2012).
Ainda, alguns estudos de intervencdo confirmam a associacdo entre o sistema
imune e a depressdao em humanos. TYRING e colaboradores (2006) demonstraram
que a administracdo de um antagonista de receptores do TNF-a em pacientes com
psoriase resulta em uma melhora dos sintomas da depressdo que normalmente é
associada a essa doenga. Em outros estudos, o tratamento de pacientes deprimidos
com celecoxib, um blogueador da enzima ciclooxigenase 2, aumentou a eficacia
dos antidepressivos reboxetina (MULLER et al., 2006), fluoxetina
(AKHONDZADEH et al., 2009) e sertralina (ABBASI et al., 2012). Além disso, a
associacdo de aspirina a inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina reduz a
taxa de refratariedade ao tratamento com os antidepressivos e o tempo requerido
para que os mesmos sejam efetivos na melhora dos sintomas da depressdo
(MENDLEWICZ et al., 2008).
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Além destas observacdes em humanos, estudos pré-clinicos mostram que a
administracdo sistémica de lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS) em
roedores causa alteragdes comportamentais dependentes do tempo relacionadas ao
aumento no nivel periférico (e, subsequentemente, central) de citocinas pro-
inflamatorias (FRENOIS et al., 2007; DANTZER et al., 2008; VIANA et al.,
2010). Resumidamente, a administracdo periférica de LPS aos camundongos induz
um aumento no nivel sérico e central de citocinas pro-inflamatorias, que acarreta
no desenvolvimento do comportamento de doente, o qual é -caracterizado
principalmente pela prostracdo dos animais (reducdo na atividade locomotora) e
tem um pico de 2 a 6 horas apds o estabelecimento do evento inflamatorio
(DANTZER et al., 2008; VIANA et al., 2010). O comportamento do tipo
deprimido, caracterizado pelo aumento no tempo de imobilidade do animal no
TST, € estabelecido a partir deste background, uma vez que as citocinas pro-
inflamatorias que induzem o comportamento de doente (como IL-1p ¢ TNF-a)
também aumentam a atividade central da enzima indolamina 2,3 dioxigenase
(IDO), a qual participa do metabolismo do triptofano (MULLER et al, 2011). Esse
aumento na atividade da IDO tem um pico 24 h apds a injecdo de LPS e resulta em
reducdo dos niveis de serotonina, uma vez que a ativacdo desta enzima causa um
desvio no metabolismo de triptofano, levando a um aumento na producdo de
quinurenina e outros metabdlitos diferentes da serotonina, como acido quinolinico,
que apresenta potencial neurotéxico (DANTZER et al., 2008; DANTZER et al.,
2011; SUBLETTE e POSTOLACHE, 2012). Desta forma, a ativacdo desta
enzima, que ocorre devido ao pico sérico e central na expressao das citocinas pro-
inflamatorias, esta diretamente envolvida no desenvolvimento do comportamento
do tipo deprimido (DANTZER et al., 2011; MAES et al., 2011). O tratamento de
animais submetidos a este modelo de depressdao com antidepressivos (MELLO et
al., 2013; OHGI et al., 2013) ou anti-inflamatorios (MELLO et al., 2013) previne o
desenvolvimento do comportamento do tipo deprimido. Ainda, a acdo
antidepressiva de anti-inflamatdrios ja foi demonstrada no teste do nado forcado e
em modelos de depressao relacionados ao estresse em ratos (SANTIAGO et al.,
2014).
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Além destas evidéncias, prejuizos funcionais em formas de plasticidade
sindptica, como na potenciacdo de longa-duracdo (LTP, do inglés Long term
potentiation), por exemplo, tém sido associados a fisiopatologia da depressdo
(SCHLOESSER et al., 2008), A LTP é uma forma de plasticidade sinaptica que
leva a um aumento na eficacia da sinapse e é relacionada a memoria e ao
aprendizado (BLISS e COLLINGRIDGE, 1993). De acordo com essas
observacdes, estudos clinicos j& demonstraram que pacientes deprimidos
apresentam prejuizos na meméria e reducdo da capacidade cognitiva
(PAPAKOSTAS, 2014) e um estudo post-mortem com pacientes bipolares relatou
uma reducdo na expressdo cerebral de marcadores moleculares de plasticidade
sinaptica (VAWTER et al., 2002). Um tipo de LTP que tem sido extensivamente
estudado é a LTP NMDA-dependente (revisado por CITRI e MALENKA, 2008), a
qual ja teve sua importancia descrita em modelos experimentais de depressao
(revisado por MARSDEN, 2013) e tem sua magnitude reduzida no cortex pré-
frontal de ratos submetidos a modelos experimentais de depressdo (JAY et al.,
2004; CERQUEIRA et al., 2007; QUAN et al., 2011a; QUAN et al., 2011b). Este
prejuizo pode ser restaurado por antidepressivos disponiveis na clinica (DUPIN et
al., 2006; QI et al., 2009). Os efeitos deletérios da administracdo periférica de LPS
sobre a magnitude da LTP-NMDA dependente ja foi demonstrado no hipocampo
de camundongos (STREHL et al., 2014). Porém, ndo existem trabalhos na
literatura relacionando os efeitos da inflamacdo periférica sobre esta forma de

plasticidade sinaptica no CPF.

Fatores neuroimunes, como IL-1B ¢ TNF-a, sdo essenciais para a indugdo e
manutencdo de processos de neuroplasticidade, como a LTP NMDA-dependente
(KHAIROVA et al., 2009; YIRMIYA e GOSHEN, 2011; EYRE e BAUNE,
2012). Porém, em situacdes patofisioldgicas onde ocorre um aumento dos niveis
destes fatores, como na depressdo (DOWLATI et al., 2010), os mesmos s&o
responsaveis pela inducdo de prejuizo na LTP NMDA-dependente, pois ocorre
uma ativacdo excessiva dos receptores TNFR1 neuronais, 0 que levaria ao
acionamento de vias de sinalizacao intracelulares como a via da MAPK p38 e de
ativacdo do fator de transcricdo NfkB (KHAIROVA et al., 2009).
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Tendo em vista a identificacdo de diferentes vias e alvos biologicos
envolvidos na fisiopatologia da depresséo, o desenvolvimento de novos farmacos
para o tratamento deste transtorno do humor torna-se uma prioridade, uma vez que
esta abordagem pode resultar no desenvolvimento de antidepressivos mais eficazes
e de acdo mais rapida, ou melhorar a acdo dos antidepressivos disponiveis na

clinica.

Nesse sentido, 0 objetivo deste capitulo da presente tese foi investigar o
efeito de uma fracdo enriquecida em valepotriatos diénicos (VAL) obtida das
partes aéreas e subterrdneas de Valeriana glechomifolia através de extracdo
utilizando CO, supercritico em um modelo animal de depressdo relacionado a
ativacdo de vias inflamatorias. O potencial antidepressivo de VAL ja foi
previamente demonstrado por nosso grupo de pesquisa, bem como sua a¢ao sobre
a neurotransmissdo nodradrenérgica e dopaminérgica (MULLER et al., 2012). De
fato, alguns estudos tém trazido abordagens recentes da acdo farmacologica de
especies do género Valeriana, relacionando diferentes extratos de espécies do
género com o sistema imune e apontando para um potencial anti-inflamatorio de
especies como V. wallichii (KHUDA et al., 2013), V. amurensis (ZHANG et al.,
2010) e V. officinallis, a qual apresenta acdo preventiva ao desenvolvimento do
comportamento de doente e do tipo deprimido em um modelo de depressdo
relacionado a inflamacdo (NEAMATI et al., 2014).

Outros autores demonstraram 0 potencial antidepressivo das mesmas
especies do género (HATESOHL et al., 2008; SUBHAN et al., 2010; SAH et al.,
2011). Além disso, a inibicdo da ativacdo da microglia por terpenos ja foi
demonstrada em um estudo in vitro (CHEN et al., 2014), bem como o potencial
anti-inflamatério in vivo destas moléculas (JARDON-DELGADO et al., 2014;
JUERGENS, 2014; TANG et al.,, 2014). Estes achados séo relevantes para a
hipdtese do presente trabalho, uma vez que os valepotriatos sdo moléculas que
pertencem a esta familia de metabdlitos (GEU-FLORES et al., 2012).

Assim, no presente estudo, foram investigados os efeitos de VAL sobre as

alteracbes comportamentais (comportamento de doente e do tipo deprimido)
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causadas pela injecdo de LPS em camundongos C57BI/6 J, bem como o seu efeito
sobre a LTP-NMDA dependente e transmisséo sindptica de circuitos do cortex pre-

frontal dos animais.

2. MATERIAIS E METODOS

O material vegetal utilizado, extracdo por dioxido de carbono supercritico e
caracterizacdo da fragdo enriquecida em valepotriatos diénicos (VAL) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram previamente descritos nos

capitulos anteriores desta tese.

2.1 Animais

Camundongos machos e fémeas C57BL/6 J (com idade entre P22 - P29)
provenientes da empresa Janvier (Saint Berthevin, Pays de la Loire, Franga) foram
utilizados para ensaios comportamentais e registros eletrofisioldgicos e ndo foram
observadas diferencas dependentes do sexo. Antes de serem submetidos aos
experimentos comportamentais ou de neuroquimica, 0s animais foram
ambientados por um periodo minimo de 72 horas nos biotérios de passagem do
instituto. Os camundongos foram mantidos em caixas plasticas de 17 x 28 x 13 cm
com, no maximo, 6 animais por caixa e sob ciclo claro/escuro de 12 horas, com
temperatura constante (23 + 1 °C), com sistema de exaustdo e umidade monitorada
e tiveram livre acesso a agua e alimento. Nos experimentos realizados com
administracdo das substancias teste por via oral, 0s animais passaram por um

periodo de 2 horas de jejum antes do teste.

2.2 Tratamentos
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Os camundongos foram tratados com volumes 10 mi/kg pelas vias
intraperitoneal (i.p.) ou oral (v.0.), conforme protocolo especifico de cada
experimento. VAL foi administrada aos animais por v.o. na dose de 10 mg/kg e o
antidepressivo utilizado como controle positivo foi imipramina (IMI) (20 mg/kg,

v.0.).

A solubilizagéo de IMI e de VAL foi realizada em salina com 1% de
polissorbato 80. As doses testadas foram escolhidas com base nos estudos
anteriores do grupo (SALLES, 2010; MULLER et al., 2012).

2.3 Etica

A manipulacdo animal foi realizada segundo os principios éticos relatados
por GOLDIM (1995) e as normas do Council for International Organizations of
Medical Sciences (CIOMS, 1985), Resolugéo 714, de junho de 2002, do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2002) e a Legislacdo Brasileira
(BRASIL 2008; 2013a; 2013b), que estdo de acordo com o European Communities
Council Directive de 24 de novembro de 1986 (86/609/EEC). Imediatamente ap6s
a finalizacdo dos experimentos comportamentais, os camundongos foram
submetidos isoladamente a eutandsia pelo método de deslocamento cervical. Para a
realizacdo dos registros eletrofisiologicos o0s animais foram previamente
anestesiados em cémara saturada com isoflurano e posteriormente decapitados

com auxilio de tesoura.

2.4 Avaliacdo temporal do efeito da inflamacgdo sobre o comportamento de

doente e do tipo deprimido

Inicialmente, foi realizada uma curva de tempo para avaliacdo da duragéo
do efeito da inflamacdo sobre as alteracbes comportamentais. Para inducdo do
comportamento de doente, LPS de E. coli (600 pg/kg, i.p.) foi administrado aos

camundongos de acordo com WALKER e colaboradores (2013), com pequenas

192



modificagbes. O grupo controle recebeu salina (10 ml/kg, i.p.). Decorridas 6 h
apos a injecdo, o comportamento de doente dos animais foi avaliado no teste de
atividade locomotora (Open Field), onde a distancia total percorrida pelo animal
dentro da arena foi registrada com auxilio do software Ethovision XT (© Noldus
Information Technology). Depois desta exposi¢cdo ao Open Field, os camundongos
foram divididos em 2 grupos: 1 grupo foi reavaliado 24 h apés a injecdo de LPS e
outro grupo, 3 dias depois. A reavaliacdo consistiu em uma nova submissdo ao
teste do Open Field e, imediatamente ap6s o término do mesmo, avaliagdo no teste
de suspensdo pela cauda (TST, do inglés “Tail suspension Test””) (STERU et al.,
1985), onde o tempo de imobilidade dos animais foi registrado durante os Ultimos
4 minutos do teste (que totaliza 6 minutos) (KWON et al., 2010).

6 horas I

f

Veiculo ou

LPS (600 pg/kg, i.p.) @ 18 horas
L ]
I

f

Open Field

1

Open Field

TST

Registros eletrofisiologicos

@ . 2 dias .
1 1

Open Field
TST
Registros eletrofisiolégicos

Esquema 1. Esquema de avaliagdo do tempo de duragédo do efeito da inflamagéo
sobre as alteragbes comportamentais em camundongos C57BL/6 J. Os animais
foram avaliados 6 h ap6s a injecdo de LPS (ou veiculo) e posteriormente foram
divididos em 2 grupos: avaliados 24 h ou 3 dias ap0s o desafio imune.
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2.5 Avaliacdo do efeito de VAL sobre o comportamento de doente e do tipo

deprimido

Para avaliagdo do efeito de VAL sobre o comportamento de doente e do
tipo deprimido, os animais foram tratados com VAL (10 mg/kg, v.0.) ou IMI (20

mg/kg, v.0.) de 2 diferentes maneiras:

Regime 1, avaliagdo do efeito preventivo. VAL ou IMI foram administradas
1 h antes da injecdo de LPS (600 pg/kg, i.p). O grupo controle recebeu veiculo (10

ml/kg, v.0. ou i.p.);
ou

Regime 2, avaliacdo do efeito terapéutico. VAL ou IMI foram
administradas 5 h depois da injecdo de LPS (600 pg/kg, i.p.). O grupo controle

recebeu veiculo (10 ml/kg, v.0. ou i.p.).

Regime 1 Regime 2
Veiculo ou Veiculo ou
VAL (10mg/kg, v.0.) ou VAL (10mg/kg, v.0.) ou
IMI (20 mg/kg, v.0.) IMI (20 mg/kg, v.0.)
| _1h | ah | 1h | 18 h |
| | | | |
Veiculo ou LPS (600 pg/kg, i.p.) Open Field Open Field / TST

Esquema 2. Esquema de tratamento com VAL (ou IMI, utilizada como controle
positivo) empregado no experimento de inducdo de comportamento de doente e do
tipo deprimido em camundongos C57BL/6 J. O efeito de VAL foi avaliado através
da administracdo por via oral em dois diferentes momentos.
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2.6 Avaliacdo da LTP NMDA-dependente de circuitos do cortex pré-frontal
(CPF)

2.6.1 Preparacdo de fatias coronais do cortex pré-frontal

A realizacdo dos registros eletrofisioldgicos foi realizada em grupo
independente de animais, que ndo foi previamente submetido a testes
comportamentais. As fatias coronais do CPF foram preparadas de acordo com
LAFOURCADE e colaboradores (2011). Os animais (tratados conforme o
Esquema 1, apresentado no item 2.4, para estudo da avaliacdo temporal do efeito
do LPS e aqueles tratados ou ndo com VAL (ou IMI) (conforme o Esquema 2,
apresentado no item 2.5)), foram sacrificados por decapitacdo e o cérebro foi
imediatamente retirado e colocado em tampédo para disseccdo gelado (NaCl 87
mM; KCI 2,5 mM; MgCI2 4 mM; CaCl, 0,5 mM; NaHCO; 23 m M; NaH,PO,
1,25 Mm, sacarose 75 mM e glicose 11 mM), sob constante saturacdo de O, 95 %
e CO, 5 %. As fatias coronais (300 pum) foram preparadas com auxilio de um
vibratomo (Campden Instruments Ltda.) e mantidas em banho contendo liquido
cerebrospinal artifical (LCA — NaCl 130 mM; KCI 2,5 mM; MgCl, 2,4 mM; CaCl,
1,2 mM; NaHCO; 23 mM; NaH,PO,4 1,2 mM e glicose 11 mM) a 32-35 °C, sob

constante saturacao de O, 95 % e CO, 5 %.

2.6.1.1 Registros de campo para avaliacdo da potenciacdo de longa duracédo
(LTP) no cortex pré-frontal (CPF)

2.6.1.1.1 Instrumentos e aparato

Para observacdo das fatias e posicionamento dos eletrodos no CPF, foi
utilizado um microscopio equipado de sistema de visualizacdo infravermelho
(Olympus BX51W1) posicionado sobre uma mesa antivibracional (TMC -
Technical Manufacturing Corporation). As fatias foram colocadas na cdmara de
registro perfundida com LCA (1 ml/min) a 32-35 °C, contendo picrotoxina (100

UM) para bloquear os receptores GABA, e isolar as respostas excitatorias. A
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resisténcia dos eletrodos utilizados para o registro foi de 4 - 6 MQ. As respostas
foram registradas utilizando-se um amplificador Axopatch-1D (Axon Instruments),
filtradas a 2 kHz e digitalizadas a 10 kHz, através de uma interface DigiData
1440A. A aquisicédo dos dados foi realizada a partir do software Clampex 10.2 e 0s

mesmos foram analisados com auxilio dos softwares Clampfit 10 ou AxoGraph.

2.6.1.1.2 Registros extracelulares (de campo) de potenciais excitatorios pds-
sinapticos (fEPSP)

Os registros de campo foram realizados conforme descrito por IAFRATI e
colaboradores (2014), com auxilio de micropipetas de vidro preenchidas com
LCA. O eletrodo de estimulo foi posicionado nas camadas II/11l do CPF e o de
registro nas camadas V/VI para a evocacao dos fEPSP por estimulos de duracéo de
200 ps, a 0,01 Hz. Apds a obtencdo de uma resposta, foram efetuadas curvas
input-output com estimulo crescente (de 0 - 180 pA, utilizando aumento gradual
de 20 pA na intensidade) para avaliar as propriedades sinapticas basais e a
magnitude do estimulo que seria utilizado durante o ensaio (correspondente a 60 %
da resposta maxima). Apos a obtencdo de uma linha de base (estabilizacdo do
fEPSP) de, pelo menos, 10 minutos, o protocolo de estimulo elétrico tetanico
(theta-burst - consistindo de 5 trens de estimulo com 4 pulsos de 100 Hz em
intervalos de 200 ms, repetido 4 vezes em intervalos de 10 s) foi aplicado para
inducdo da LTP NMDA-dependente (IAFRATI et al., 2014). Ao final de cada
ensaio, um antagonista (CNQX, 20 uM) de receptores glutamatérgicos
ionotrépicos ndo-NMDA (receptores AMPA e kainato) foi adicionado ao banho de
perfusdo da fatia para substrair o componente ndo sinaptico e confirmar a natureza
glutamatérgica dos fEPSP. A area e a amplitude dos fEPSP foram analisadas e a
magnitude da LTP foi calculada 20-30 min apos a indu¢do do protocolo de theta-

burst, como % da resposta em relacdo a linha de base.
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2.6.2 Registros em whole-cell configuration pela técnica de Patch-clamp

Para avaliar os efeitos da inflamagdo os receptores glutamatérgicos
jonotrépicos do tipo AMPA  (&cido  alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropionico) ou NMDA (N-metil-D-aspartato) causada pela inflamagéo
e/ou pelo tratamento dos animais com VAL ou IMI, as correntes espontaneas pos-
sinapticas excitatorias (SEPSC, do inglés spontaneous excitatory postsynaptic
currents) mediadas por receptores AMPA e NMDA foram registradas nos
neurdnios piramidais das camadas V/VI do CPF. A resisténcia de acesso foi
continuamente monitorada e somente as células que ndo apresentaram variacao

maior que 20% na mesma e valores menores que 25 M foram mantidas.

2.6.2.1 Registro de sEPSC mediadas por receptores glutamatérgicos ionotropicos
do tipo AMPA (sEPSC-AMPA)

As SEPSC-AMPA foram registradas em voltage-clamp, com potencial
fixado em -70 mV. Os registros foram realizados utilizando-se solucdo intra-
micropipeta contendo K*-gluconato 128mM; NaCl 20mM; MgCl, 1ImM; EGTA
1mM:; CaCl, 0,3 mM; Na?*-ATP 2mM; Na*-GTP 0,3 mM; cAMP 0,2 mM; Hepes
10m; pH 7,3; 290 mOsm. Como meio extracelular, foi usado LCA (1 ml/min) a
32-35 °C, contendo picrotoxina (100 uM).

2.6.2.2 Registro de sEPSC mediadas por receptores glutamatergicos
ionotrépicos do tipo NMDA (SEPSC-NMDA)

As sEPSC-NMDA foram registradas em voltage-clamp, com potencial
fixado em +40 mV. Os registros foram realizados utilizando-se solugédo intra-
micropipeta contendo Cs-metanosulfonato 143 mM; NaCl 5 mM ; MgCl, 1 mM ;
EGTA 1 mM ; CaCl, 0,3 mM; Na**-ATP 2 mM; Na*-GTP 0,3mM; cAMP 0,2
mM; glicose 10 mM e Hepes 10mM; pH 7,0; 290 mOsm. Como meio
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extracelular, foi usado LCA (1 ml/min) a 32-35 °C, contendo picrotoxina (100
HM) e CNQX (20 uM).

2.6.2.3 Avaliacéo das propriedades intrinsecas celulares

Para avaliar as propriedades intrinsecas dos neurénios em estudo, foram
realizadas curvas de corrente-voltagem (curvas I-V), registradas em current clamp,
com a aplicacdo de uma série de steps de correntes hiperpolarizantes e
despolarizantes de diferentes intensidades (de - 400 pA a 900 pA, com aumento
gradual de 50 pA na intensidade, duragdo de 50 ms). As alteracGes no potencial da
membrana e a frequéncia de potenciais de acdo decorrentes da aplicacdo dos steps
de corrente de diferentes intensidades foram registradas. Além disso, o potencial
de repouso, a rheobase e a resisténcia membranar de cada célula foi avaliada.
Estes registros foram realizados utilizando-se a mesma solugdo intra-micropipeta

descrita no item 2.6.2.1.

2.7 Analise Estatistica

Os resultados dos ensaios comportamentais e dos registros eletrofisiologicos
foram avaliados por teste t de Student ou ANOVA de uma ou duas vias, seguida
pelo teste de Student-Newman-Keuls quando apropriado. A distribui¢do dos dados
e o design experimental foram considerados para a escolha de cada teste estatistico
aplicado. Para comparacdo das distribuicbes cumulativas das amplitudes e
frequéncias das SEPSC-AMPA ou SEPSC-NMDA, foi utilizado o teste de
Kolmorogov-Smirnov. As analises estatisticas foram realizadas utilizado o
software Sigma Stat versdo 2.03 (Jandel Scientific Corporation®). Aceitou-se 0

nivel de significancia p < 0,05.
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Distance (m)

3. RESULTADOS

A concentragdo de valepotriatos diénicos em VAL determinada por CLAE,
e a estrutura quimica dos mesmos estdo demonstradas nos capitulos anteriores

desta tese.

3.1 Avaliacdo temporal do efeito da inflamacdo sobre as alteragdes
comportamentais, LTP NMDA-dependente e SEPSC-AMPA ou sEPSC-

NMDA em circuitos neuronais do CPF

A administracdo de LPS aos animais (conforme Esquema 1, apresentado no
item 2.4) reduziu significativamente (p < 0.001) a distancia percorrida pelos
mesmos na arena durante o teste de exposicdo ao Open Field em comparacao ao
grupo que recebeu somente o veiculo decorridas 6 h da injecdo, caracterizando o
desenvolvimento do comportamento de doente. Essa reducdo ndo foi observada 24

h ou 3 dias depois da administracdo intraperitoneal de LPS (Fig. 1A).

O tempo de imobilidade dos animais no TST apds o evento inflamatério
estd demonstrado na Figura 1B. A imobilidade dos camundongos no teste foi
aumentada significativamente (p < 0.001) 24 h depois da injecdo de LPS,
indicando o desenvolvimento de comportamento do tipo deprimido subsequente ao
comportamento de doente, e foi reestabelecida ao nivel do controle quando

decorridos 3 dias ap0s a injecdo de LPS B
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o - 1501
3 a T —— —_—
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£
) E 5
0
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Figura 1. Efeito do tempo apds a inducdo da inflamacdo sobre o comportamento de doente e do tipo
deprimido em camundongos C57BL/6 J. Grupos independentes de animais (n= 5-8/grupo) foram avaliados
nos testes comportamentais (Open Field (A) e Teste da suspensdo pela cauda (B)) 6 horas, 24 horas e 3 dias
apos a administracao de LPS (600 pg/kg, i.p.). Resultados estdo expressos em média + erro padrao. Teste t
de Student. Diferenca significativa: *** p <0,001.
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A inflamacdo teve efeitos deletérios sobre a magnitude da LTP NMDA-
dependente induzida por theta-burst no CPF dos camundongos (Fig. 2A),
reduzindo-a significativamente (p < 0.001) em comparagdo ao grupo controle
quando decorridas 24 h da injecdo de LPS (Figs. 2B e 2C). Decorridos 3 dias do
desafio imune, o prejuizo sobre a LTP NMDA-dependente cortical é parcialmente

amenizado (Figs. 2B e 2C).

A
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30 Vehicle 24 h 3 days
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Figura 2. Efeito da inflamag&o sobre a potenciacdo de longa duragdo (induzida por theta-burst) no cortex pré-
frontal de camundongos. Grupos independentes de animais (n = 5-9/grupo) foram sacrificados 24 horas ou 3
dias apds a administracdo de LPS (600 pg/kg, i.p.). (A) Tragos representativos dos fEPSP (média de 10) antes
(cinza) e 30 min apds (preto) a indugdo do protocolo de theta-burst dos diferentes grupos experimentais
(Calibragéo: 0,1 mV; 10 ms); (B) Representagdo do time course das amplitudes médias dos fEPSP, expressos
como % da linha de base, antes e ap6s a inducdo do protocolo de theta-burst (indicado pela seta) dos diferentes
grupos experimentais; (C) Representacdo da potenciagdo média das amplitudes dos fEPSP entre 20-30 minutos
apos o estimulo por theta-burst. Resultados expressos em média + erro padrdo. ANOVA de 1 via, post hoc
Student-Newman-Keuls. Diferenca significativa em relacéo ao grupo Vehicle *p< 0,05 ***p<0,001. Diferenca
significativa em relacéo ao grupo LPS 24 h *p<0,05.

A distribuicdo cumulativa das amplitudes dos eventos mediados por
receptores AMPA mostra que a inflamacéo causou um deslocamento significativo
(p < 0.05, teste de Kolmogorov-Smirnov) a esquerda (em direcdo a amplitudes
menores, que € observado ja desde os menores valores) na curva de distribuicéo
cumulativa (Fig. 3A). Essa alteracdo é observada 24 h apds a injecdo de LPS e

persiste mesmo quando decorridos 3 dias depois do desafio imune (Fig. 3A). A
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andlise das médias das amplitudes dos eventos demonstrou que a injecdo de LPS
causa uma reducdo significativa nas amplitudes médias das SEPSC-AMPA nestas
células (Fig. 3A, histograma em input e Fig. 3C) quando comparadas ao grupo que
recebeu veiculo. Porém, ndo foi observado efeito da inflamacdo sobre a
distribuicdo cumulativa e as frequéncias médias dos eventos mediados por
receptores-canal AMPA (Figs. 3B e 3C).

Foi observada uma tendéncia ao deslocamento a esquerda, em direcdo a
amplitudes menores (p = 0.086), na curva de distribuicdo das amplitudes das
SEPSC-NMDA dos grupos tratados com LPS 24 h ou 3 dias apds a injecdo quando
comparada a curva de distribuicdo do grupo tratado com veiculo (Fig. 3D). O
mesmo foi observado apos a analise das amplitudes médias dos eventos 24 h ou 3
dias apos a injecdo de LPS (Figs. 3D, histograma em input e Fig. 3F). Ndo houve
alteracOes na frequéncia das SEPSC-NMDA entre os grupos experimentais (Figs.
3E, 3F).
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Figura 3. Efeito da inflamagdo sobre as correntes espontaneas pés-sinapticas excitatorias (SEPSC) mediadas por
receptores glutamatérgicos ionotropicos do tipo AMPA (A, B e C) e NMDA (D, E e F) nas células piramidais das
camadas V/VI do cértex pré-frontal de camundongos C57BL/6 J tratados ou ndo com LPS. Grupos independentes de
animais (n = 3 animais, 6 células/grupo) foram sacrificados 24 horas ou 3 dias ap6s a administracdo de LPS (600
Ma/kg, i.p.). A distribuicdo cumulativa das amplitudes dos eventos (em pA) (A e D) e do tempo de intervalo inter-
eventos (em s) (B e E), assim como suas respectivas médias (histogramas em input), estdo demonstradas. A
representacdo dos registros das SEPSC-AMPA (C, calibracdo: 20 pA, 2s) e SEPSC-NMDA (F, calibracdo: 50 pA, 25)
estdo apresentadas. Os registros foram realizados em patch clamp, whole cell configuration, com potencial fixado em
+40 mV ou -70mV para estudo de SEPSC-NMDA e sEPSC-AMPA, respectivamente. Resultados estdo expressos em
média + erro padrdo. As distribui¢des cumulativas foram avaliadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e as médias por
ANOVA de 1 via, post hoc Student-Newman-Keuls. ** p < 0.01 diferente em relacéo ao grupo Vehicle.
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Considerando os resultados obtidos na avaliacdo temporal do efeito da
inflamacdo sistémica sobre o comportamento de doente e do tipo deprimido, todos
0s experimentos subsequentes, para avaliacdo do efeito de VAL neste modelo,
foram realizados utilizando-se o tempo maximo de 24 h apos a injecdo de LPS,
tanto para 0s ensaios comportamentais (no TST) quanto 0s registros

eletrofisioldgicos.

3.2 Avaliagdo do efeito de VAL sobre o comportamento de doente e do tipo

deprimido

A gavagem de VAL aos camundongos 1 h antes da administracdo
intraperitoneal de LPS (Regime 1 de tratamento, conforme Esquema 2 de
administracdo apresentado no item 2.5) preveniu a reducdo na distancia percorrida
pelos animais no teste de Open Field causada pelo LPS 6 h ap6s o evento
inflamatorio (Fig. 4A). A atividade locomotora dos animais retornou ao nivel do
grupo tratado somente com veiculo (grupo Vehicle/Vehicle) 24 h depois da injecao
de LPS (Fig. 4B). O pré-tratamento dos animais com VAL preveniu 0 aumento no
tempo de imobilidade no TST que ocorre 24 horas apos o desafio imune (Fig. 4C),
indicando agdo preventiva dos valepotriatos sobre o desenvolvimento do
comportamento de doente e do tipo deprimido causado pela inflamacéo. Este efeito
foi similar ao apresentado por IMI, utilizada como antidepressivo controle no

modelo animal empregado neste estudo.
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Figura 4. Efeito da fracdo enriquecida em valepotriatos diénicos e de imipramina (VAL - 10 mg/kg, v.0., e
IMI — 20 mg/kg, v.o., respectivamente) administrados 1 hora antes do evento inflamatorio, sobre o
comportamento de doente e do tipo deprimido em camundongos C57BL/6 J causado pela administragdo de
LPS (600 pg/kg, i.p.). Os animais (n=5-6/grupo) foram avaliados no teste do Open Field 6 horas (A) e 24
horas (B) ap0s a injecdo de LPS e no Teste da suspensdo pela cauda 24 horas (C) apds a indugdo da
inflamagdo. Resultados estdo expressos em média + erro padrdo. ANOVA de 2 vias, post hoc Student-
Newman-Keuls. Diferencas significativas *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

O tratamento dos animas com VAL 5 h ap0s a injecdo de LPS (Regime 2 de
tratamento, conforme Esquema 2 apresentado no item 2.5) ndo teve efeito sobre o
desenvolvimento do comportamento de doente (Fig. 5A) induzido pela inflamagéo.
Decorridas 24 h do desafio imune, a atividade locomotora dos animais equiparou-
se a do grupo tratado somente com veiculo (grupo Vehicle/Vehicle) (Fig. 5B). A
administracdo de VAL apds a injecdo de LPS ndo foi teve efeito sobre o
desenvolvimento do comportamento do tipo deprimido nos animais (Fig. 5C),
enquanto o mesmo esquema de tratamento com IMI restaurou todas as alteragdes

comportamentais causadas pela injecéo de LPS.
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Figura 5. Efeito da fracdo enriquecida em valepotriatos diénicos e de imipramina (VAL - 10 mg/kg, v.o0., e
IMI — 20 mg/kg, v.0., respectivamente), administradas 5 horas depois do evento inflamatério, sobre o
comportamento de doente e do tipo deprimido em camundongos C57BL/6 J causado pela administracdo de
LPS (600 pg/kg, i.p.). Os animais (n=5-6/grupo) foram avaliados no teste do Open Field 6 horas (A) e 24
horas (B) apds a injecdo de LPS e no Teste da suspensdo pela cauda 24 horas (C) ap6s a inducdo da
inflamagdo. Resultados estdo expressos em média * erro padrdo. ANOVA de 2 vias, post hoc Student-
Newman-Keuls. Diferencas significativas: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

3.3 Avaliacao do efeito de VAL sobre a potenciacéo de longa duracgéo (LTP)
NMDA-dependente no cortex pré-frontal

A inflamacdo teve efeitos deletérios sobre a magnitude da LTP induzida por
theta-burst no CPF dos camundongos, reduzindo-a significativamente (p < 0,001)
em comparacdo ao grupo controle. A administracdo prévia (1 h antes da injecéo de
LPS, Regime 1 de tratamento conforme o Esquema 2 de administracgéo,
apresentado no item 2.5) de VAL (Figs. 6A, 6B e 6C) e IMI (Figs. 6A, 6D e 6E)

aos animais preveniu essa reducédo e as duas substancias ndo tiveram efeito per se
sobre a magnitude da LTP cortical.
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Figura 6. Efeito da fragdo enriquecida em valepotriatos diénicos e de imipramina (VAL - 10 mg/kg, v.o., e IMI —
20 mg/kg, v.o., respectivamente, administracdo 1 hora antes do evento inflamatorio) sobre a potenciagdo de longa
duracdo (induzida por theta-burst) no cortex pré-frontal de camundongos C57BL/6 J. Os animais (n = 5-9/grupo)
foram sacrificados 24 horas ap6s a administracdo de LPS (600 pg/kg, i.p.). (A) Tracos representativos dos fEPSP
(média de 10) antes (cinza) e 30 min apds (preto) a indugdo do protocolo de theta-burst dos diferentes grupos
experimentais (Calibragdo: 0,1 mV; 10 ms); (B e D) Representagdo do time course das amplitudes médias dos
fEPSP, expressos como % da linha de base, antes e depois da indugdo do protocolo de theta-burst (indicado pela
seta); (C e E) Representagdo da potenciacdo média das amplitudes dos fEPSP entre 20-30 minutos depois do
estimulo por theta-burst. Resultados estdo expressos em média + erro padrdo. ANOVA de 2 vias, post hoc
Student-Newman-Keuls. Diferenca significativa em relacdo ao grupo Vehicle / Vehicle ***p < 0,001. Diferenca
significativa em relagéo ao grupo Vehicle / LPS ##p<0,01.

A administracdo de VAL aos animais 5 h apés o estabelecimento do evento
inflamatorio (Regime 2 de tratamento, conforme Esquema 2 apresentado no item
2.5) ndo restaurou o0s prejuizos na LTP NMDA-dependente causados pela

inflamagdo no CPF dos camundongos (Figs. 7A, 7B e 7C). Porém, quando IMI foi
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administrada aos animais utilizando-se 0 mesmo esquema de tratamento,
observou-se recuperacdo na magnitude da LTP-NMDA no CPF dos animais (Figs.

7A, 7D e TE).
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Figura 7. Efeito da fracdo enriquecida em valepotriatos diénicos e de imipramina (VAL - 10 mg/kg, v.o., e
IMI — 20 mg/kg, v.o., respectivamente) administradas 5 horas depois do evento inflamatério, sobre a
potenciacdo de longa duracdo (induzida por theta-burst) no cértex pré-frontal de camundongos C57BI/6 J. Os
animais (n = 4-9/grupo) foram sacrificados 24 horas ap6s a administracdo de LPS (600 pg/kg, i.p.). (A) Tragos
representativos dos fEPSP (média de 10) antes (cinza) e 30 min apds (preto) a inducdo do protocolo de theta-
burst dos diferentes grupos experimentais (Calibracdo: 0,1 mV; 10 ms). (B e D) Representacéo do time course
das amplitudes médias dos fEPSP, expressos como % da linha de base, antes e depois da inducdo do protocolo
de theta-burst (indicado pela seta); (C e E) Representacdo da potenciagdo média das amplitudes dos fEPSP
entre 20-30 minutos depois do estimulo por theta-burst. Resultados estdo expressos em média + erro padréo.
ANOVA de 2 vias, post hoc Student-Newman-Keuls. Diferenga significativa em relacdo ao grupo Vehicle /
Vehicle ***p<0,001. Diferenca significativa em relacdo ao grupo Vehicle / VAL §p<0,05; Diferenca
significativa em relacdo ao grupo LPS / Vehicle #p<0,05.
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3.4 Avaliacdo do efeito de VAL sobre as sSEPSC-AMPA, sEPSC-NMDA e
propriedade intrinseca dos neur6nios piramidais das camadas V/VI do cortex

pre-frontal

A reducdo na amplitude das sSEPSC-AMPA causadas pela inflamacéo foi
prevenida pela administracdo de VAL aos animais 1 h antes da injecdo de LPS
(Fig. 8A). As curvas de distribuicdo cumulativa das amplitudes das SEPSC-AMPA
mostram que o deslocamento significativo (p < 0.05, teste de Kolmogorov-
Smirov) a esquerda causado pela injecdo de LPS (que € observado desde as
menores amplitudes) ndo ocorre no grupo que recebe previamente a administracéo
de VAL (Fig. 8B), o que é também demonstrado pela analise das medias das
amplitudes dos eventos (Fig. 8B, histograma em input). Ainda, VAL néo teve
efeito per se sobre as SEPSC-AMPA dos neurbnios em questdo e IMI nédo
apresentou nenhum efeito sobre a reducdo na amplitude das SEPSC-AMPA destas
células causada pela injecdo de LPS (Figs. 8A e 8C). Ndo foram observadas
diferencas entre as frequéncias das SEPSC-AMPA entre todos 0s grupos

experimentais (dados ndo mostrados).
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Figura 8. Efeito da fragdo enriquecida em valepotriatos diénicos e de imipramina (VAL - 10 mg/kg, v.o., e IMI — 20 mg/kg,
v.0., respectivamente) administradas 1 hora antes do evento inflamatério, sobre as correntes espontaneas pos-sinpticas
excitatérias mediadas por receptores glutamatérgicos ionotrépicos do tipo AMPA nas células piramidais das camadas V/VI do
cértex pré-frontal de camundongos C57BL/6 J tratados ou ndo com LPS (600 ug/kg, i.p.). Grupos independentes de animais (n
= 3 animais, 6 células/grupo) foram sacrificados 24 horas ap6s a indugdo da inflamagdo. (A) Representacdo dos registros das
SEPSC-AMPA dos diferentes grupos experimentais (calibracdo: 20 pA, 2s). As distribui¢des cumulativas das amplitudes dos
eventos, assim como suas respectivas médias (em pA - histogramas em input), estdo demonstradas (pré-tratamento com VAL
(B) e pré-tratamento com IMI (C)). Os registros foram realizados com potencial fixado em -70 mV, em patch clamp, whole cell
configuration. Resultados estdo expressos em média + erro padrdo. As distribuigdes cumulativas foram avaliadas pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e as médias, por ANOVA de 2 vias, post hoc Student-Newman-Keuls. Diferenca significativa em relacéo

ao grupo Vehicle / Vehicle * p<0,05; diferenca significativa em relagdo ao grupo Vehicle / LPS #p<0,01.

Conforme ilustrado nas Figuras 3D, 3E e 3F (item 3.1), a inflamagdo n&o
teve efeito sobre as SEPSC-NMDA e VAL e IMI ndo tiveram nenhum efeito sobre

esse parametro (dados ndo mostrados).

A inflamacdo reduziu a excitabilidade sinéptica basal no CPF dos
camundongos C57BL/6 J e este efeito foi prevenido pela administracdo de VAL
aos animais (Fig. 9A). O conjunto de amplitudes dos fEPSP de cada grupo
experimental obtidos a partir das curvas input-output foi analisado por regressao
linear e a inclinacé@o das retas geradas foram comparadas entre si estatisticamente
através de ANOVA de duas vias. Observou-se diferenca significativa (p < 0,01)

entre todos 0s grupos experimentais com o grupo que foi tratado somente com
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veiculo 1 h antes da injecdo de LPS, indicando que o pré-tratamento dos animais
com VAL previne as alteracbes na atividade sinaptica basal causada pela

inflamacdo (Fig. 9B).

Independente do tratamento, 0s neurdnios piramidais das camadas V/VI do
CPF dos animais apresentaram perfis semelhantes de resposta da membrana
devido aos steps de injecdo de corrente de diferentes intensidades (Fig. 9C),
avaliados através de curvas corrente-voltagem (I-V). As alteracfes no potencial de
membrana (Fig. 9D) e a frequéncia de potenciais de acdo decorrentes a partir dos
diferentes steps de corrente injetada (Fig. 9E) foram iguais em todos 0s grupos
experimentais, assim como o potencial de repouso (Fig. 9F), a rheobase (Fig. 9G)

e a resisténcia membranar (Fig. 9H) destas células.

O tratamento com VAL 5 h apds a injecdo de LPS (Regime 2 de tratamento,
conforme Esquema 2 apresentado no item 2.5) e os dois esquemas de tratamento
com IMI (Regimes 1 e 2 de tratamento, conforme Esquema 2 apresentado no item
2.5) néo foram efetivos sobre as alteragdes nas SEPSC-AMPA causadas pelo LPS
e ndo apresentaram nenhum efeito sobre as SEPSC-NMDA. Ainda, o tratamento
com IMI ndo teve acdo sobre a atividade sinaptica basal nem sobre as propriedades

intrinsecas dos neurénios em estudo (dados ndo mostrados).
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Figura 9. Atividade sinaptica basal e propriedades intrinsecas das células das camadas V/VI do cortex pré-frontal
(CPF) de camundongos C57BL/6 J tratados com uma fragdo enriquecida em valepotriatos diénicos (VAL - 10 mg/kg,
v.0) ou veiculo 1 hora antes do evento inflamatério (administracdo de LPS, 600 pg/kg, i.p., ou veiculo). (A) Tracados
representativos dos registros de curvas input—output de fEPSP evocados nas camadas profundas do cértex pré-frontal
(em resposta a um aumento gradual de 20 pA no estimulo) dos diferentes grupos experimentais (Calibragdo: 0,5 mV;
10 ms); (B) Média da amplitude dos fEPSP resultantes do aumento gradual de estimulo (20 pA/step) aplicado na curva
input-output; (C) Tracados representativos dos registros das respostas membranares a injegdo de steps de corrente de
diferentes intensidades (aumento gradual de 50 pA) nos neurdnios piramidais das camadas V/VI do CPF; (D) Resumo
das curvas corrente-voltagem (I-V) em células piramidais do CPF, registros em current-clamp; (E) Resumo das curvas
corrente-disparo (current-firing curves), indicando a frequéncia de potenciais de acdo evocados em resposta a
diferentes intensidades de corrente injetadas nos neurdnios piramidais do CPF; (F) Potencial de repouso, rheobase (G)
e resisténcia membranar (H) dos neurdnios em estudo. Os resultados estdo expressos em média + erro padréo.
ANOVA de 2 vias, post hoc Student-Newman-Keuls. Diferenca significativa em relacdo ao grupo Vehicle / LPS
**p<0,01. 210



4. DISCUSSAO

No presente estudo, o potencial antidepressivo de uma fracdo enriquecida
em valepotriatos obtida por extracdo com CO, supercritico das partes aereas e
subterréneas de V. glechomifolia (VAL) foi confirmado, corroborando os
resultados obtidos previamente pelo nosso grupo de pesquisa (SALLES, 2010;
MULLER et al., 2012). Além disso, observou-se que VAL apresenta efeito do tipo
antidepressivo em um modelo de depressdo relacionado a uma abordagem da
etiologia deste transtorno do humor que postula o envolvimento de fatores
inflamatorios (DANTZER et al., 2008; 2011; DANTZER, 2012). H& uma série de
evidéncias demonstrando que espécies do género Valeriana apresentam acgédo anti-
inflamatdria e, ainda, atividade do tipo antidepressiva (NEILL e DIXON, 2007;
HATESOHL et al., 2008; SUBHAN et al., 2010; ZHANG et al., 2010; SAH et al.,
2011; KHUDA et al., 2013). Em consonancia com os resultados obtidos no
presente trabalho, NEAMATI e colaboradores (2014) demonstraram a acéo
preventiva de um extrato hidroalcodlico de V. officinallis ao desenvolvimento do
comportamento de doente e do tipo deprimido em um modelo de depressao

relacionado a inflamacéo utilizando sensibilizagdo com ovalbumina em ratos.

Os resultados obtidos demonstram que 0 modelo experimental empregado
foi validado para a linhagem de animais utilizada, a C57BI/6 J, uma vez que 0s
camundongos apresentaram uma reducdo na atividade locomotora (devido a
letargia que ¢é apresentada pelo animal durante a manifestacdo do comportamento
de doente 6 h apos a injecdo de LPS (DANTZER et al., 2008; VIANA et al.,
2010)), que foi seguida pelo aumento no tempo de imobilidade no TST ap6s o
evento inflamatério. Tendo em vista que a atividade locomotora dos animais foi
normalizada depois de 24 h da injecdo de LPS, pode-se inferir que o aumento na
imobilidade dos mesmos que foi observada no TST é devido ao desenvolvimento

de comportamento do tipo deprimido, e ndo a alteracdes na atividade locomotora.
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A administracdo de VAL e IMI aos camundongos preveniu o
desenvolvimento das alteracfes comportamentais causadas pela injecdo de LPS de
E. coli. Os resultados deste trabalho estdo de acordo com dados da literatura que
demonstram que antidepressivos de diferentes classes (como imipramina,
paroxetina e fluoxetina) apresentam resultados positivos neste modelo animal
(MELLO etal., 2013; OHGI et al., 2013).

Ainda, o pré-tratamento dos animais com VAL resultou na manutencdo da
LTP NMDA-dependente e regularizacdo da amplitude das SEPSC-AMPA no
cortex pré-frontal (CPF) dos animais, regido cerebral relacionada a fisiopatologia
da depressdo (NESTLER e CARLEZON, 2006; KRISHNAN e NESTLER, 2008)
e que apresenta maturacao e refinamento pds-natal dos circuitos neuronais que se
estendem até a adolescéncia (FUSTER, 1991; GOLDMAN-RAKIC, 1995) —
periodo correspondente a idade dos animais utilizados neste estudo. O efeito do
pré-tratamento dos animais com VAL sobre a LTP-NMDA dependente foi
semelhante aquele apresentado por IMI, porém esta ndo teve efeitos sobre as
alteracBes na amplitude das SEPSC-AMPA causada pelo evento inflamatorio
sugerindo que a manutencdo da LTP NMDA-dependente cortical resultante do pre-
tratamento dos animais com IMI ou VAL ocorre, provavelmente, pela atuacéo

sobre vias distintas.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram de maneira inédita
que a inflamacdo tem impactos negativos sobre a LTP NMDA-dependente no
CPF. Observou-se um prejuizo robusto na magnitude deste tipo de plasticidade
sinaptica no CPF dos animais que permaneceu por, pelo menos, 3 dias ap6s o
desafio imune, mesmo que as alteragcbes comportamentais ja estivessem
normalizadas. Além disso, o evento inflamatdrio teve efeitos negativos sobre a
transmissao sinaptica mediada por receptores AMPA em circuitos do CPF, pois foi
observada uma diminuicdo na amplitude das SEPSC-AMPA no CPF dos animais,
sugerindo uma possivel reducdo no nimero ou alteragdo na funcéo dos receptores-
canais pos-sinapticos (HAMMOND, 2008). Ainda, os resultados obtidos nas

curvas input-output evidenciam que ocorre uma mudanca na resposta sinaptica,
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uma vez que foi observada alteracdo na atividade sinaptica basal, mas ndo nas
propriedades intrinsecas dos neurénios em estudo. Ou seja, € possivel que ocorra
uma reducdo na eficacia e capacidade de resposta destas sinapses, que pode estar
relacionada aos achados obtidos nas SEPSC-AMPA. Para confirmar esta hipotese,
estdio em andamento experimentos para avaliagdo da razdo AMPA/NMDA
(utilizando EPSCs evocados) nos neurénios piramidais das camadas V/VI do CPF.
Além disso, a avaliacdo da densidade e morfologia de espinhos dendriticos dos
neurdnios em estudo dos diferentes grupos experimentais também se encontra em

andamento.

A LTP NMDA-dependente estd relacionada a uma grande liberacdo de
glutamato pelo neur6nio pré-sinaptico apds uma estimulacdo de alta frequéncia
(revisado por CITRI e MALENKA, 2008; LUSCHER e MALENKA, 2012). O
glutamato liberado na fenda sinaptica liga-se tanto a receptores-canais AMPA
quanto NMDA. Porém, quando a celula encontra-se no potencial de repouso, 0s
receptores NMDA encontram-se blogueados por magnésio. Contudo, com a
ativacdo de receptores-canais AMPA e o consequente influxo de sodio através
destes canais apés a ligacdo de glutamato, o neurénio pds-sindptico se despolariza,
e ocorre a dissociacdo do ion magnésio do sitio de ligacdo do receptor-canal
NMDA, permitindo a passagem de fons Na* e Ca** pelo canal. A ativacdo destes
receptores e 0 subsequente aumento da concentracao intracelular de Ca®* ativam as
vias de sinalizacdo envolvidas na inducdo da LTP, como a proteina-cinase Il
dependente de calcio/calmodulina (CaMKII), que autofosforila apds a inducdo de
LTP, promovendo a fosforilacdo das subunidades GIuR1 de receptores AMPA.
Esse evento resulta em um aumento da condutancia dos canais AMPA e,
simultaneamente, os mesmos sdo expostos na fenda sinéptica via exocitose
ocasionando um aumento da concentracdo desses receptores na membrana
neuronal. Aléem da CaMKII, uma série de outras proteinas-cinases parece estar
implicada na inducdo da LTP, dentre elas a PKA, PKC e a MAPK (CITRI e
MALENKA, 2008). No presente trabalho, aléem da reducdo significativa das
amplitudes das SEPSC-AMPA, foi encontrada uma tendéncia a reducdo nas
amplitudes de SEPSC-NMDA no CPF dos animais que receberam a administracao
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intraperitoneal de LPS. Considerando a dependéncia da LTP NMDA-dependente
aos receptores AMPA e NMDA, a reducdo no numero ou alteracdo na funcéo
destes receptores pos-sinapticos pode estar ligada ao prejuizo na LTP NMDA-

dependente do CPF dos camundongos que foi observado.

Corroborando estes resultados, WALKER e colaboradores (2013)
demonstraram que a ativagédo de receptores AMPA causada pela administracdo de
cetamina esta envolvida na prevencdo do desenvolvimento do comportamento de
doente e do tipo deprimido que ocorre ap0s a injecdo aguda de LPS em
camundongos. Considerando que VAL ndo teve efeito per se sobre a amplitude
das SEPSC-AMPA e sEPSC-NMDA, é possivel que seus efeitos protetores sobre a
LTP NMDA-dependente e transmissao sinaptica no CPF seja um efeito indireto,
ndo relacionado a efeitos diretos destas moléculas nos receptores, mas que culmina
na normalizacdo das SEPSC-AMPA no CPF dos animais submetidos & injecdo de
LPS.

A administracdo de VAL aos animais 5 h apds a injecdo de LPS néo teve
efeito sobre as alteracGes comportamentais e neuroquimicas nos animais utilizados
no presente estudo. Por outro lado, IMI foi efetiva quando empregada neste
esquema de tratamento no que diz respeito ao restauro das alteragcOes
comportamentais e da LTP NMDA-dependente no CPF, sem atuar sobre as
SEPSC-AMPA ou sEPSC-NMDA nos neurdnios piramidais do CPF dos animais.
Estes resultados sugerem que a ativacdo da enzima IDO possa estar sendo
atenuada por IMI e ndo por VAL neste esquema de tratamento em camundongos
C57BL/6 J. Recentemente, MOHAMED e colaboradores (2013) demonstraram
que IMI apresenta atividade inibitoria sobre a expressdo de IDO no CPF de ratos
submetidos ao estresse cronico variado, modelo animal de depressdo. De fato,
substancias que atuam concomitantemente inibindo o0 aumento na expressdo de
citocinas pré-inflamatdrias e na atividade da enzima IDO sdo igualmente eficazes
no modelo animal empregado neste trabalho quando administradas antes ou apos o
desafio imune (DANTZER et al., 2008; 2011). Os resultados deste trabalho

sugerem que este pode ndo ser o caso de VAL; assim, a investigacdo do efeito de
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VAL sobre a enzima IDO cerebral em animais C57BL/6 J surge como uma

perspectiva do presente estudo.

5. CONCLUSAO

Os resultados discutidos até 0 momento apontam pela primeira vez para o
potencial anti-inflamatério preventivo dos valepotriatos diénicos obtidos de
Valeriana glechomifolia e reforcam a hipotese de que estas moléculas apresentam
um potencial antidepressivo, visto que as mesmas foram ativas em um modelo
animal que relaciona a contribuicdo do sistema imune com o desenvolvimento da
depressdo e com prejuizo na LTP NMDA-dependente no cértex pré-frontal. O
efeito de VAL neste modelo pode ser mediado pela normalizacdo do namero ou

funcéo de receptores-canal AMPA nesta estrutura cerebral.
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DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS







O presente trabalho visou contribuir para o aprofundamento do estudo do
mecanismo de acdo antidepressiva de uma fracdo enriquecida em valepotriatos
diénicos (VAL) obtida a partir das partes aéreas e subterr@neas de Valeriana
glechomifolia, espécie nativa do Rio Grande do Sul. Trabalhos anteriores
conduzidos pelo grupo de pesquisa coordenado pela professora Dr. Stela Rates ja
apontavam para o potencial antidepressivo destas moléculas (SALLES, 2010;
MULLER et al., 2012a), uma vez que reduziram significativamente o tempo de
imobilidade de camundongos nos testes da suspensdo pela cauda (TST) e da
natacdo forcada (FST), que sdo0 modelos roedores preditivos de acéo
antidepressiva, nas mesmas doses em que ndo aumentam a atividade locomotora
no OFT. No presente trabalho, estes achados foram confirmados. Além disso, em
um estudo prévio foi observado que VAL apresenta um mecanismo de acéo
antidepressiva mediado principalmente pelos sistemas neurotransmissores
dopaminérgico e noradrenérgico (MULLER et al., 2012a), 0 que representa uma
acdo dual diferenciada, quando comparada com a maioria dos antidepressivos

convencionais.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que VAL apresenta
interacdo do tipo sinérgica com os antidepressivos imipramina (IMI), desipramina
(DESI) e bupropiona (BUP), e age sobre alvos biologicos que tém sido
recentemente relacionados a neurobiologia da depressdo. VAL atua sobre
mecanismos epigenéticos do controle da transcricdo génica, reduzindo a metilacéo
global do DNA no hipocampo de camundongos, e apresenta resultados positivos
em um modelo animal que relaciona o desenvolvimento da depressdo com a
ativacdo de vias inflamatdrias, reduzindo o aumento cortical na expressdo de
citocinas pro-inflamatorias e os prejuizos na LTP NMDA-dependente ap6s o
desafio imune. Ainda, o tratamento repetido de camundongos com VAL aumenta a
atividade da enzima Na'/K'-ATPase cortical. Estes achados apontam para o
envolvimento de diferentes alvos bioldgicos no mecanismo de acdo antidepressiva
de VAL e dao suporte as hipoteses recentes da etiologia da depressdo, que
postulam o envolvimento destas vias e alvos bioldgicos no desenvolvimento deste
transtorno do humor.
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Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a administragdo combinada de
doses sub-efetivas de VAL com subdoses de IMI, DESI e BUP reduziram o tempo
de imobilidade de camundongos no FST (MULLER et al., 2012a). A partir desses
achados, neste trabalho foi investigada a natureza de interacdo ocorrente entre
VAL e IMI, DESI ou BUP no FST em camundongos através de analise
isobologréfica, a qual representa uma estratégia para o estudo das interacdes entre
substancias (TALLARIDA, 1997; 2007; WAGNER e ULRICH-MERZENICH,
2009) e gera evidéncias sobre 0 mecanismo de acdo das mesmas (GESSNER,
1995). Assim, de acordo com TALLARIDA (2000; 2001; 2006; 2011), interacdes
do tipo sinérgicas podem ser o resultado da associacdo de substancias que acionam
diferentes vias ou atuam em sitios distintos, 0 que potencializaria seus efeitos
guando combinadas. Os resultados deste trabalho demonstram que a ED50 obtida
para a mistura de VAL com IMI, DESI ou BUP (ED50 mix) é significativamente
menor que a ED50 tedrica calculada para a combinacdo (ED50 add). Ainda, todos
os indices de interacdo sdo menores que 1, o que indica que a associacdo de VAL
com os antidepressivos estudados € do tipo sinérgica, sugerindo que VAL
apresenta um mecanismo de acdo diferente do destes farmacos, ou que VAL e

estes antidepressivos ndo agem sobre mesmos sitios.

Os antidepressivos utilizados nas combinacdes com VAL na analise
isobologréfica deste estudo atuam sobre a recaptacdo de monoaminas cerebrais:
IMI é um inibidor da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (STAHL, 2008),
DESI, por sua vez, inibe seletivamente a recaptacdo de noradrenalina (STAHL,
2008) e BUP atua como inibidor da recaptacdo de dopamina e noradrenalina
(FERRIS and COOPER, 1993; ASCHER et al., 1995; STAHL et al., 2004).
Considerando que a acdo antidepressiva de VAL é mediada pelos sistemas
neurotransmissores dopaminérgico e noradrenérgico (MULLER et al., 2012a), o
sinergismo encontrado entre VAL e os antidepressivos estudados sugere que VAL
ndo age sobre os transportadores de dopamina e noradrenalina (pelo menos, ndo no
mesmo sitio dos transportadores onde estes antidepressivos atuam). Ainda, a acao
dopaminérgica de VAL pode contribuir para o sinergismo decorrente de sua
associacdo com DESI e IMI (aléem da acdo de IMI sobre a recaptacdo de
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serotonina). Além disso, VAL poderia estar agindo diretamente sobre os receptores
destas monoaminas ou em outros alvos diferentes do sistema monoaminergico.
Assim, as perspectivas que surgem a partir destes resultados séo o estudo de
ligacdo de VAL aos transportadores de monoaminas cerebrais e também a
realizacdo de ensaios de binding a receptores dopaminérgicos e noradrenérgicos. A
microdiélise cerebral em ratos acordados para avaliagdo dos efeitos de VAL nos

niveis monoaminas em diferentes regides cerebrais encontra-se em andamento.

De fato, os demais achados do presente trabalho corroboram a hipotese
levantada a partir dos resultados da andlise isobolografica de que VAL atuaria
sobre alvos biologicos diferentes do sistema monoaminérgico, uma vez que 0
efeito do tipo antidepressivo da administragdo aguda de VAL no FST em
camundongos é acompanhado por uma reducdo significativa do nivel global de
metilacdo do DNA hipocampal. Estes resultados estdo de acordo com SALES e
colaboradores (2011), que demonstraram que inibidores da metilacdo do DNA
apresentam atividade do tipo antidepressiva no FST em camundongos. Além disso,
LAPLANT e colaboradores (2010) demonstraram que a inibicdo da metilacdo do
DNA no nuacleo accumbens induz efeito do tipo antidepressivo no FST. Os
resultados deste trabalho apontam para uma diferenca entre os efeitos de VAL e
dos antidepressivos convencionais, uma vez que em todos os estudos realizados até
0 momento, somente o tratamento crénico, mas ndo o agudo, com estes farmacos
induz alteragbes epigenéticas, como a acetilacdo de histonas, em regibes
promotoras do gene para o0 BDNF, regulando assim sua expressdo (TSANKOVA
et al., 2006; KRISHNAN e NESTLER, 2008; ONISHCHENKO et al., 2008),
enguanto uma unica administracdo de VAL alterou rapidamente este parametro no

hipocampo dos animais.

Em consonancia com os efeitos encontrados para VAL, LIU e
colaboradores (2009) demonstraram que terpenos sdo inibidores da metilacdo do
DNA (pois inibem a atividade da enzima DNA Metiltransferase 1 (DNMTL1)) em
ensaios in vitro e in vivo. Curiosamente, VAL néo teve efeitos sobre a metilacao

global do DNA no cortex pré-frontal (CPF) dos animais. Atualmente, uma das
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maiores criticas aos inibidores da metilacdo do DNA ¢ a falta de seletividade dos
mesmos (FENG et al., 2010), o que torna promissores o0s resultados apresentados
por VAL. Esse efeito seletivo de VAL pode ser devido ao fato de terpenos
atuarem sobre a enzima DNMT1, que tem a expressdo aumentada em células em
divisdo (SUETAKE et al., 2001; FENG et al., 2010). Assim, VAL poderia estar
atuando seletivamente no hipocampo devido ao fato de esta regido cerebral
apresentar ativa neurogénese (VAN PRAAG et al., 2002; SAHAY e HEN, 2007),

diferentemente do CPF.

Os resultados deste trabalho demonstram que o efeito de VAL sobre a
metilacdo do DNA pode estar relacionado com um aumento na transcricdo génica
e sintese de proteinas, pois a pré-administracdo de anisomicina (um inibidor da
sintese de proteinas) aos animais preveniu o efeito do tipo antidepressivo de VAL
no FST. De fato, a remodelacdo da cromatina decorrente de alteracdo epigenética
modula a expressdo génica na medida em que o aumento (heterocromatina) ou
diminuicdo (eucromatina) da condensacdo da cromatina dificulta ou facilita,
respectivamente, 0 acesso da maquinaria transcricional a regibes promotoras
especificas, resultando em mudanca nos niveis de RNA mensageiros (RNAm) e
de proteinas expressas (TSANKOVA et al.,, 2006; TSANKOVA et al., 2007;
KRISHNAN e NESTLER, 2008). Desta forma, a reducdo na metilacdo do DNA
acarretaria em aumento de atividade transcricional e, consequentemente, na sintese

de proteinas.

Estudos clinicos com pacientes deprimidos demonstram alteracdo nos niveis
de metilagdo do DNA na regido promotora de diversos genes como, por exemplo,
do que codifica para 0 BDNF (WEAVER et al., 2004; KELLER et al., 2010;
UCHIDA et al., 2011). Estas evidéncias sdo corroboradas por estudos pré-clinicos,
que demonstram que animais submetidos a modelos experimentais de depresséo
apresentam repressdo na transcricdo do gene que codifica para BDNF através de
controle por mecanismos epigenéticos (TSANKOVA et al., 2006; NESTLER and
KRISHNAN, 2008; ONISHCHENKO et al., 2008). O efeito do tipo antidepressivo

agudo de VAL é acompanhado pelo acionamento das vias de sinalizagdo ativadas
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por BDNF, pois o pré-tratamento dos animais com K252a (um inibidor seletivo de
tirosina cinase que bloqueia o receptor TrkB, ativado pelo BDNF) preveniu
parcialmente o efeito do tipo antidepressivo de VAL no FST em camundongos e a
administracdo aguda de VAL causou um rapido aumento na concentracdo
hipocampal de receptores TrkB e uma tendéncia a aumento nos niveis de BDNF
nesta estrutura cerebral, sugerindo contribuicdo deste fator neurotrofico para o
efeito de VAL. Assim, o efeito agudo de VAL sobre a metilacdo global do DNA
poderia também contribuir para o sinergismo no FST em camundongos que

decorre da combinacdo de VAL e com os antidepressivos estudados.

Uma das hipoteses da neurobiologia da depressdo relaciona alteracdes na
atividade da enzima Na'/K'-ATPase cerebral com o desenvolvimento deste
transtorno psiquiatrico. Estudos ja demonstraram que a atividade da enzima
Na'/K*-ATPase cerebral encontra-se diminuida em pacientes com depressdo e
distarbio bipolar (GOLDSTEIN et al., 2006; 2009; TOCHIGI et al., 2008),
reduzindo a excitabilidade neuronal e causando um prejuizo na manutencdo do
volume celular, uma vez que estas sdo fungbes da enzima (DOBRETSOV e
STIMERS, 2005). Estes achados sdo corroborados por estudos pré-clinicos em
roedores submetidos a modelos experimentais de depresséo (GAMARO et al.,
2003; VASCONCELLOS et al., 2005; CREMA et al., 2010). Neste trabalho, foi
demonstrado que a administracdo repetida de VAL aumenta significativamente a
atividade global da enzima Na'/K*-ATPase e a expressido da isoforma a2 no cortex
de camundongos, sem alteracbes na atividade global da enzima hipocampal,

sugerindo uma ac&o regido-especifica de VAL sobre a Na'/K*-ATPase.

Nosso grupo demonstrou que valepotriatos diénicos isolados de V.
glechomifolia inibem a enzima Na'/K'-ATPase em cérebro de rato in vitro
(BETTERO et al., 2011). Estes resultados estdo de acordo com dados da literatura
gue demonstram que o tratamento repetido com fluoxetina aumenta a atividade
cerebral da enzima in vivo e apresenta efeito contrario em ensaios in vitro, inibindo
a Na'/K*-ATPase no cortex de ratos (ZANATTA et al., 2001). A discrepancia

entre os resultados in vitro e in vivo para a acdo de VAL sobre a enzima pode ser
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atribuida a instabilidade dos valepotriatos em meio fortemente acido ou alcalino,
condicdo que leva a formagdo dos produtos de degradacdo baldrinal e
homobaldrinal, que ndo apresentam grupo epéxido (HOUGHTON, 1988; HOBBS,
1989). Assim, existe a possibilidade de que os resultados dos experimentos in vivo
sejam decorrentes da acdo de baldrinais sobre a enzima, o que ndo seria 0 caso dos
ensaios in vitro; e, por isso, foram encontrados resultados dissonantes nos dois

tipos de experimentos.

A manutencdo do gradiente i6nico de Na® e, consequentemente, do
potencial de membrana, que sdo mantidos principalmente pela enzima Na'/K'-
ATPase (KAPLAN, 2002; JORGENSEN et al., 2003), séo indispensaveis para o
funcionamento 6timo dos transportadores monoaminas (como dopamina,
noradrenalina e serotonina), que realizam a recaptacdo destes neurotransmissores
da fenda sinaptica (XHAARD et al., 2008). Estes transportadores, também
conhecidos como co-transportadores de Na®, fazem o transporte das monoaminas
do meio extracelular para o meio intracelular acoplando o Na* contra o gradiente
de concentracdo (KRISTENSEN et al., 2011). Ja foi demonstrado que alteractes
no gradiente i6nico de Na* levam a reducéo da recaptacdo de monoaminas (GU et
al., 1994; PIFL et al., 1997). Além disso, experimentos in vitro demonstraram que
a endobaina E, um inibidor da bomba Na'/K*-ATPase, inibe a recaptacio de
monoaminas em sinaptossomas de ratos (VATTA et al., 2004). Os achados obtidos
para VAL até o momento sugerem que a mesma pode causar uma alteracdo no
gradiente de Na’, através do aumento da atividade da Na'/K*-ATPase in vivo e
inibicdo da mesma in vitro, o que poderia levar a uma reducdo na recaptacédo de

monoaminas, por exemplo, contribuindo para o efeito antidepressivo de VAL.

Os resultados do presente trabalho demonstram que a submissdo dos
animais ao FST pode influenciar o efeito de VAL sobre a atividade da Na'/K"-
ATPase, pois o grupo tratado com VAL e submetido ao teste ndo apresenta
aumento na atividade cortical da enzima. Ainda, o FST per se pode influenciar a
expressdo das isoformas da Na'/K*-ATPase. Tais assertivas sio sustentadas pelo

fato de o FST aumentar os niveis plasmaticos e corticais de corticosterona e de
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compostos do tipo ouabaina em roedores (GOTO et al., 1995; VIANA et al.,
2008), que estdo diretamente relacionados com a regulacdo da atividade da
Na'/K*-ATPase, e apresentam efeitos inibitorios sobre a enzima. Assim, a
exposicio ao FST pode afetar a interagdo que ocorre entre VAL e a Na'/K'-
ATPase.

Embora o grupo tratado com veiculo e submetido ao FST ndo tenha
apresentado alteragbes na atividade da enzima, foi observado neste grupo um
aumento no contetdo cortical da isoforma a2. Ainda, camundongos tratados
repetidamente com VAL e submetidos ao FST apresentaram aumento na expressao
da isoforma a3 no cortex. Considerando esse aumento na expressao das isoformas
e a ndo alteracdo da atividade global da enzima quando os animais sdo tratados
com VAL e submetidos ao FST, é possivel que a submissdo dos animais ao nado
forcado esteja de certa forma causando uma perda de funcdo ou prejuizo nestas
enzimas, e 0 aumento na expressao das isoformas observado no grupo tratado com
VAL e submetido ao FST surgiria como uma compensacao deste efeito, mantendo
a atividade global da enzima inalterada. N&o foram detectadas alteragbes na
expressao da isoforma al em nenhum grupo experimental. De fato, alguns estudos
ja demonstraram que esta isoforma é menos sensivel a diferentes insultos que as
demais (AZUMA et al., 1991; OSTADAL et al., 2004).

A administracdo aguda de VAL ndo exerceu qualquer efeito sobre a
atividade cortical ou hipocampal da Na'/K*-ATPase, sugerindo que o efeito agudo
destas moléculas no FST em camundongos ndo é mediado por alteracdes na
atividade da enzima. Assim, o efeito de VAL sobre a Na'/K'-ATPase &
possivelmente mediado por mecanismos regulatérios de longa duracdo, os quais
levam de horas a dias para ocorrerem (THERIEN e BLOSTEIN, 2000). Além
disso, é possivel tambem que os niveis plasméaticos de VAL necessarios para
exercer efeitos sobre a enzima somente sejam atingidos apds a administracao
repetida e, por isso, a administracdo aguda de VAL ndo altera a atividade da

Na'/K*-ATPase. O sinergismo encontrado entre VAL e os demais antidepressivos
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apos administracdo aguda (nos experimentos realizados na analise isobolografica)

possivelmente ndo conta com a contribuicdo do efeito de VAL sobre a enzima.

Em outro conjunto de experimentos, foi demonstrado que VAL previne o
desenvolvimento do comportamento de doente e do tipo deprimido em
camundongos CF1 e C57BI/6 em um modelo animal que relaciona o
desenvolvimento de depressdo a ativacdo de vias inflamatorias periféricas e,
subsequentemente, centrais (DANTZER et al., 2008; 2011; DANTZER, 2012).
Estes resultados estdo em consonancia com outros trabalhos da literatura que
demonstram o potencial anti-inflamatério e antidepressivo de espécies do género
Valeriana (NEILL e DIXON, 2007; HATESOHL et al., 2008; SUBHAN et al.,
2010; ZHANG et al., 2010; SAH et al., 2011; KHUDA et al., 2013). Ainda, a acéo
preventiva de V. officinalis em um modelo de depressdo relacionada a inflamacéo
em ratos foi recentemente demonstrada (NEAMATI et al., 2014).

De fato, diversos estudos recentes tém associado a inflamagdo com a
depressdo, demonstrando elevacdo dos niveis plasmaticos de mediadores
inflamatdrios em pacientes de deprimidos (MAES, 2008; DOWLATI et al., 2010;
HANNESTAD et al., 2011). Esta “hipétese inflamatoria da depressdo” propde que
este transtorno psiquiatrico é caracterizado pela ativacdo do sistema de resposta
inflamatoria, com o aumento da producéo de citocinas pré-inflamatérias, tais como
IL-1B, IL-6, e fator de necrose tumoral (TNF-o) (CALABRESE et al., 1986;
DANTZER, 2001; ABDEL-WAHAB e SALAMA, 2011). Estes fatores atuam
sobre a via metabodlica triptofano levando a reducdo da disponibilidade de
serotonina, estabelecendo um elo importante entre os niveis de citocinas
inflamatdrias e monoaminas cerebrais (MULLER et al., 2009). Estudos tém
demonstrado que as citocinas pro-inflamatorias induzem a atividade glial da
enzima indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) e, subsequentemente, o catabolismo do
triptofano, reduzindo a sintese de serotonina e diminuindo a disponibilidade
neuronal deste neurotransmissor (LEONARD e MAES, 2012; CATENA-
DELL'OSSO et al., 2013).
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Neste trabalho, foram necessarias adaptacdes ao modelo experimental
empregado de acordo com a linhagem de camundongos utilizada. Por exemplo, foi
preciso expor os camundongos CF1 a um estimulo estressante (sessdo de natacdo
forcada) antes da administracdo de LPS (em uma dose que é comumente utilizada
em outros trabalhos da literatura) para a manifestacdo do comportamento de
doente e do tipo deprimido nestes animais. Ainda, os animais C57BI/6 J ndo
puderam ser expostos duas vezes ao TST (nas 6 h e 24 h que seguem a injecao de
LPS). O intuito da dupla exposicdo ao TST seria demonstrar que o0
desenvolvimento da depressdo ocorre somente nas 24 h subsequentes ao estimulo
inflamatorio. De fato, existem limitagcdes quanto ao uso da linhagem C57BI/6 J no
TST (MAYORGA e LUCKI, 2001), por isso a dupla exposicdo dos mesmos nado
foi possivel. Estes resultados apontam para a necessidade do uso de outro teste
comportamental para avaliar o desenvolvimento do comportamento do tipo
deprimido neste modelo de depressdo em animais C57BI/6 J, como o teste de

preferéncia pela solucédo de sacarose (WALKER et al., 2013).

Apesar das diferencas entre as linhagens de animais, o modelo foi validado
para tanto para camundongos CF1 quanto para os C57BI/6 J, e o efeito preventivo
de VAL foi consistente para os animais das duas linhagens empregadas. De fato,
existem diversos trabalhos na literatura apresentando principalmente os efeitos
preventivos — e ndo terapéuticos — de antidepressivos convencionais e de
moléculas/extratos com potencial antidepressivo (CHOI et al., 2012; PARK et al.,
2012; LEE et al., 2013; MELLO et al., 2013; NEAMATI et al., 2014).

Sabe-se que a incidéncia de depressdo é significativamente maior em
pacientes que apresentam um quadro inflamatério. J& foi demonstrado que
pacientes com artrite reumatoide, cancer, problemas cardiovasculares ou asma sao
mais suscetiveis ao desenvolvimento de depressdo que individuos saudaveis
(CAPURON et al.; 2004; LESPERANCE e FRASURE-SMITH, 2007; WOLFE e
MICHAUD, 2009; XI et al., 2012; LABOR et al.; 2012). Assim, considerando os

resultados do presente trabalho, o uso de VAL ou de outras espécies do género
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Valeriana nestes pacientes visando a prevencdo da ocorréncia de depressdo é uma

perspectiva que merece ser estudada.

A administracdo de VAL e IMI preveniu 0 aumento na expressdo cortical de
IL-1B e de TNF-a em camundongos CF1, o que esta em consonancia com 0 estudo
realizado por MELLO e colaboradores (2013), que demonstram que a
administracdo de IMI previne o desenvolvimento do comportamento de doente e
do tipo deprimido induzido por LPS em camundongos e reduz os niveis destas
citocinas no hipocampo e CPF dos animais. Ainda, OHGI e colaboradores (2013)
demonstraram que fluoxetina e paroxetina (antidepressivos inibidores seletivos da
recaptagdo de serotonina) previnem o aumento de TNF-a no soro e CPF de
camundongos causado pela injecdo de LPS. Estes trabalhos também estdo de
acordo com estudos in vitro que demonstram que antidepressivos classicos como
IMI e DESI depletam os niveis de mRNA e da proteina TNFa em neurdnios de
ratos localizados em regides cerebrais relacionadas a regulacdo do humor
(NICKOLA et al., 2001). O efeito de VAL nao foi superior ao de IMI neste
modelo animal de depressdo; porém, os resultados da presente tese apontam pela
primeira vez para o potencial anti-inflamatério destas moléculas, abrindo uma

nova abordagem de estudo da acdo farmacoldgica das mesmas.

A inflamacdo periférica causou uma reducdo na amplitude das SEPSC-
AMPA no CPF de camundongos C57BL/6 J, o que possivelmente esta associado
ao prejuizo observado na LTP-NMDA no CPF dos animais, tendo em vista que a
LTP-NMDA é relacionada a atividade de receptores AMPA que sdo inseridos na
superficie do neurdnio pds-sinaptico (CITRI e MALENKA, 2008; LUSCHER e
MALENKA, 2012). A administracdo de VAL 1 h antes da injecdo de LPS aos
camundongos preveniu este dano, possivelmente por atuar sobre as SEPSC-
AMPA, normalizando-as. VAL ndo teve efeitos per se sobre as SEPSC-AMPA no
CPF dos animais, 0 que sugere que seus efeitos protetores sobre a plasticidade e
transmissao sinaptica no CPF seja um efeito indireto, que talvez esteja relacionado
a sua capacidade em prevenir o aumento da expressdo cortical de TNF-a e IL-1p.

Todavia, a expressao de citocinas pré-inflamatérias foi avaliada somente no cortex
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de animais CF1, e ndo nos animais C56BI/6 J, portanto ndo € possivel avancar
nesta discussdo. ZHANG e colaboradores (2009) demonstraram que sinapses
associadas a receptores AMPA sdo enriquecidas em enzimas Na'/K'-ATPase, e
que estas enzimas estdo diretamente relacionadas a expresséo de receptores AMPA
na superficie neuronal atuando, dessa forma, sobre a plasticidade e forca sinaptica.
Assim, o efeito de VAL sobre as SEPSC-AMPA pode estar associado a sua agédo
sobre a enzima Na*/K*-ATPase cortical. Neste trabalho, a atividade da enzima ndo
foi avaliada 24 h ap6s a administracdo aguda de VAL, porém, os resultados deste
trabalho sugerem que os mecanismos regulatorios de longa duragéo, que levam de
horas a dias para ocorrerem (THERIEN e BLOSTEIN, 2000) podem estar
envolvidos no efeito de VAL, o que ndo descarta um possivel efeito sobre a

enzima neste intervalo de tempo.

A sessdo natacdo + LPS foi seguida por uma reducédo robusta na expressao
cortical de BDNF em camundongos CF1, o que estd de acordo com outros
trabalhos da literatura (VIANA et al., 2010; MELLO et al., 2013; GUO et al.,
2014). Além disso, a reducdo na expressdo desta neurotrofina ndo foi prevenida
nem restaurada por VAL nem por IMI, as quais também nédo apresentaram nenhum
efeito per se sobre a expressio de BDNF. Embora os demais resultados
apresentados na presente tese demonstrem que a administracdo de K252a aos
animais previne parcialmente o efeito anti-imobilidade de VAL no FST (indicando
que a via de sinalizagdo mediada por BDNF participa, pelo menos em parte, do
efeito do tipo antidepressivo agudo de VAL), é importante salientar que VAL agiu
significativamente sobre a metilacdo global do DNA e causou uma tendéncia a
niveis aumentados de BDNF e do seu principal receptor somente no hipocampo (e
ndo no cortex) dos animais. Tendo em vista que a expressao do gene que codifica
para 0 BDNF é controlada por mecanismos epigenéticos (WEAVER et al., 2004;
KELLER et al., 2010; UCHIDA et al., 2011), a falta de efeito de VAL sobre a
expressdo cortical de BDNF encontrada neste trabalho estd de acordo com a
hipdtese de que a mesma ndo atua sobre a metilacdo global do DNA no cértex dos

animais. Assim, o efeito de VAL no cortex dos animais pode ser exercido
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preferencialmente por intermédio de vias inflamatorias, e ndo através da

interferéncia com o BDNF.

De fato, esta acdo hipocampal seletiva de VAL sobre a expressédo de BDNF
representa um resultado interessante, tendo em vista que a acao desta neurotrofina
pode ser diferente, ou até oposta, em outros circuitos neurais (BERTON e
NESTLER, 2006). E sabido que a promocio dos efeitos do BDNF no hipocampo
tem efeitos antidepressivos (BERTON e NESTLER, 2006), contudo a infuséo
desta neurotrofina na area tegmental ventral — nlcleo accumbens causa efeitos pro-
depressivos no FST em ratos, enquanto o bloqueio das fungbes do BDNF nesta
mesma area (em camundongos knockout para BDNF na area tegmental ventral —
nacleo accumbens) causa efeito do tipo antidepressivo e a exposicdo de
camundongos ao estresse cronico variado causa aumento dos niveis de BDNF
nesta regido cerebral (EISCH et al., 2003; BERTON et al., 2006). Dessa forma,
moléculas que atuam promovendo aumento de BDNF sem alguma seletividade nas
regides cerebrais podem acabar produzindo efeitos opostos ou que competem entre
si em diferentes estruturas cerebrais (BERTON e NESTLER, 2006). Os achados

da presente tese sugerem que este parece néo ser o caso de VAL.

Os resultados comportamentais obtidos para a administracdo de VAL 5 h
apos o estimulo inflamatoério sdo dissonantes para as duas linhagens de animais
testadas: VAL ¢ ativa sobre as alteracGes comportamentais e neuroguimicas em
animais CF1 e ndo teve efeitos quando administrada seguindo 0 mesmo protocolo
em animais C57BI/6 J. As diferencas biologicas entre as linhagens de animais
empregadas e entre 0s modelos experimentais aplicados para os diferentes tipos de
animais podem estar envolvidas na diferenca de resultados encontrada. Assim, 0s
achados relativos aos efeitos de VAL na linhagem CF1 podem ser consequéncia da
acdo destas moléculas sobre o estresse da natacdo forcada a qual os animais CF1
foram submetidos, e ndo sobre os efeitos da injecdo de LPS. Além disso, em
animais C57BI/6 J, é possivel que VAL ndo atue sobre a enzima IDO. Assim, a
investigacdo do efeito de VAL sobre a enzima IDO cerebral naqueles animais é

uma perspectiva do presente estudo.
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Ainda que VAL tenha apresentado resultados que apontam para o potencial
antidepressivo destas moléculas nos modelos animais utilizados até o momento, os
efeitos apresentados pelas mesmas ndo foi, de maneira geral, superior aos dos
controles positivos empregados. Assim, é preciso avaliar o efeito de VAL outros
modelos animais de depressdo como, por exemplo, o desamparo aprendido, que
apresenta melhor validade preditiva (resposta aos mesmos tratamentos que Sao
eficazes na doenca) (VOLLMAYR e HENN, 2001; YAN et al.,, 2010) e a
submissdo ao estresse cronico moderado, que dentre os modelos de depressao
destaca-se como o que apresenta melhor validade de face (semelhanca com o
fendbmeno e sua patofisiologia em humanos), constructo (etiologia comparavel)
e preditiva (WILLNER et al., 2005), com posterior avaliagdo da anedonia dos
animais no teste de preferéncia pela solucdo de sacarose. Além disso, a avaliacao
dos efeitos de VAL em outras espécies de animais (ratos, por exemplo) também se

faz necessaria.

De maneira geral, os resultados relativos ao mecanismo de acdo
antidepressiva de VAL que foram obtidos até o momento estdo esquematizados na

Figura 1, apresentada abaixo:
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\L Citocinas pro-inflamatorias

Figura 1. Diagrama do efeito do tipo antidepressivo agudo de VAL nos ensaios in
vivo realizados até o momento. DA: neurotransmissdao dopaminérigica; NA:
neurotransmissdo noradrenérgica; BDNF: fator neurotréfico derivado do cérebro;
LTP NMDA-dependente: potenciacdo de longa duracdo dependente da ativacdo de
receptores glutamatérgicos ionotropicos do tipo NMDA. Flechas pontilhadas
indicam um possivel efeito.

Resumidamente, VAL atua sobre a neurotransmissdo dopaminérgica e
noradrenérgica, o0 que pode (entre outros efeitos) levar a um aumento na expressao
central de BDNF, conforme a agdo dos antidepressivos que atuam sobre a
neurotransmissdo monoaminérgica (CASTREN e RANTAMAKI, 2010), ativando
as vias de sinalizacdo mediadas por este fator neurotrofico. A reducdo da metilacdo
global do DNA no hipocampo causada por VAL ativa a sintese de proteinas
(levando a uma tendéncia no aumento da sintese de BDNF nesta estrutura
cerebral), causando uma répida up regulation hipocampal do receptor TrkB,
ativado por este fator neurotrofico. VAL previne o aumento na expressao cortical
de citocinas pro-inflamatdrias apos a injecdo de LPS. E possivel que esta acio
restaure 0s prejuizos na LTP-NMDA dependente através da normalizacdo da
atividade de receptores-canal AMPA (KHAIROVA et al., 2009). VAL aumenta a

atividade da enzima Na'/K'-ATPase cortical, 0 que favorece a manutengdo da
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excitabilidade neuronal e transmissdo sinaptica, e pode ter efeitos sobre a
neurotransmissdo monoaminérgica (GU et al., 1994; PIFL et al., 1997). Ainda, os
efeitos sobre a enzima podem estar relacionados & normalizacdo da atividade de
receptores-canal AMPA (ZHANG et al., 2009) e, consequentemente, da LTP
NMDA-dependente cortical. A ativacdo das diferentes vias e acdo sobre estes
alvos bioldgicos citados culmina na manifestacdo do efeito do tipo antidepressivo

observado no FST e TST em camundongos.

Esta proposta de mecanismo de acdo ap0s a administracdo aguda de VAL

deve ser confirmada em experimentos envolvendo a administracédo cronica.
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CONCLUSOES







A partir dos resultados deste trabalho, conclui-se que o mecanismo
antidepressivo de valepotriatos diénicos obtidos de V. glechomifolia é mediado
pelos sistemas neurotransmissores dopaminérgico e noradrenérgico (possivelmente
sem atuacdo direta sobre os sitios de ligacdo das monoaminas nos transportadores
neuronais destes neurotransmissores), por reducdo na metilacdo global do DNA
hipocampal e aumento na atividade cortical da enzima Na'/K*-ATPase, o que
representa resultados inéditos para a acdo destas moleculas. Ainda, os valepotriatos
apresentam efeitos positivos em um modelo animal que relaciona a contribuicdo
do sistema imune para o desenvolvimento da depressdo, com acdo mediada pela
reducdo cortical da expressdo de citocinas pré-inflamatérias, e previnem o prejuizo
causado na LTP-NMDA dependente e transmissdo sinaptica do cortex pré-frontal
causado pela inflamacdo. Este € um enfoque totalmente novo para a acdo
farmacoldgica de valepotriatos diénicos, 0s quais podem representar um novo
padrdo quimico de moléculas com atividade antidepressiva. Ainda, o conjunto de
dados deste trabalho da suporte as hip6teses que postulam o envolvimento de
diferentes alvos bioldgicos na neurobiologia da depressdo, o que pode contribuir
para uma melhor compreensao sobre a etiologia e fisiopatologia deste transtorno

de humor.
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