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RESUMO

O nosso grupo demonstrou recentemente que a escopoletina, uma
cumarina obtida de Polygala sabulosa exerce efeito tipo-antidepressivo
no teste da suspensdo pela cauda (TSC) em camundongos. Neste estudo
foi investigado o possivel efeito antidepressivo de derivados
semissintéticos da escopoletina: octanoato de escopoletina (107 — 10
mg/kg, p.0.), p-clorobenzoato de escopoletina (102 — 10° mg/kg, p.o.),
p-metillbenzoato de escopoletina %10'2 — 10 mg/kg, p.0.) e p-
bromobenzoato de escopoletina (10® — 10 mg/kg, p.0.) no TSC. O
octanoato de escopoletina (10" — 1 mg/kg, p.o.), p-clorobenzoato de
escopoletina (10" — 10 mg/kg, p.0.), p-metillbenzoato de escopoletina
(1- 10 mg/kg, p.0.) e p-bromobenzoato de escopoletina (10° — 10
mg/kg, p.0.) reduziram o tempo de imobilidade no TSC, sem produzir
efeito psicoestimulante no teste do campo aberto. O p-bromobenzoato
de escopoletina foi o derivado que apresentou a maior poténcia no TSC.
O pré-tratamento de camundongos com o inibidor da sintese de
serotonina PCPA (100 mg/kg, i.p., uma vez por dia, durante 4 dias
consecutivos) preveniu a diminuicdo do tempo de imobilidade induzida
pelo p-bromobenzoato de escopoletina (102 mg/kg, p.0.). Neste
trabalho, os potenciais efeitos sinérgicos advindos da administragdo de
doses sub-efetivas de inibidores seletivos do recaptacdo de serotonina
(fluoxetina, sertralina e paroxetina) e uma dose sub-efetiva de p-
bromobenzoato de escopoletina também foram investigados. A
administracdo de uma dose sub-efetiva de p-bromobenzoato de
escopoletina (10° mg/kg, p.o.) potencializou o efeito antidepressivo de
doses sub-efetivas de fluoxetina (5 mg/kg, p.o.), sertralina (0,3 mg/kg,
p.o.) e paroxetina (0,1 mg/kg, p.0.) no TSC. Os resultados indicam que o
efeito tipo-antidepressivo do p-bromobenzoato de escopoletina é
dependente do sistema serotoninérgico. Portanto, os presentes dados sao
promissores e requerem estudos complementares que avaliem a
relevancia terapéutica do p-bromobenzoato de escopoletina
isoladamente e/ou em combinacdo com os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina no tratamento da depressao.

Palavras-chave: Antidepressivos, Derivados semi-sintéticos, p-
Bromobenzoato de escopoletina, Sistema serotoninérgico, Teste de
suspensao pela cauda.






ABSTRACT

Our group has recently demonstrated that scopoletin, a coumarin
obtained from Polygala sabulosa, exerts antidepressant-like effect in the
tail suspension test (TST) in mice. In this study, we investigated the
possible antidepressant-like effect of semi-synthetic derivatives of
scopoletin obtained from Polygala sabulosa in the TST. Moreover, the
effects of the semi-synthetic  derivatives of  scopoletin
octanoylscopoletin (102 — 10 mg/kg, p.o.), 4-chlorobenzoylscopoletin
(102 — 10? mg/kg, p.0.), 4-methylbenzoylscopoletin (102 — 10 mg/kg,
p.0.) and 4-bromobenzoylscopoletin (10™ — 10 mg/kg, p.o.) in the TST
were evaluated. OctanoylscoPoIetin (10" - 1 mg/kg, p.0.), 4-
clorobenzoylscopoletin 1o - 10  mg/kg, p.o0.), 4-
metylbenzoylscopoletin ~ (1-10  mg/kg, p.o.) and  4-
bromobenzoylscopoletin (10° — 10 mg/kg, p.o.) significantly reduced
the immobility time in the TST without changing the locomotor activity
in the open-field test. Our data indicated that p-bromobenzoylscopoletin
produced the greatest potency in the TSC. Pretreatment of mice with
PCPA, an inhibitor of serotonin synthesis, (100 mg/kg, i.p., once a day
for 4 consecutive days) significantly prevented the decrease in the
immobility time elicited by 4-bromobenzoylscopoletin (102 mg/kg,
p.0.). Moreover, in this work the potential synergistic effects of the
administration of sub-effective doses of selective serotonin reuptake
inhibitors (fluoxetine, sertraline, paroxetine) and a sub-effective dose of
4-bromobenzoylscopoletin were also investigated. Administration of a
sub-effective dose of 4-bromobenzoylscopoletin (10° mg/kg, p.o.)
potentiated the antidepressant-like effect of a sub-effective doses of
fluoxetine (5 mg/kg, p.o.), sertraline (0.3 mg/kg, p.0.) and paroxetine
(0.1 mg/kg, p.o.) in the TST. The results indicate that the antidepressant-
like effect of 4-bromobenzoylscopoletin is dependent on the
serotonergic system. Therefore, the present findings warrant further
studies to evaluate the therapeutic relevance of 4-
bromobenzoylscopoletin alone or in combination with selective
serotonin re-uptake inhibitors for the treatment of depression.

Keywords: Antidepressants, Semi-synthetic derivatives of scopoletin, 4-
Bromobenzoilescopoletin, Serotonergic system, Tail suspension test.
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1 INTRODUCAO

1.1DEPRESSAO

A depressdo teve o0s seus primeiros relatos datados de,
aproximadamente, 400 anos antes de Cristo quando HipdQcrates
descreveu em seu tratado, “A Natureza do Homem”, a teoria dos quatro
humores corporais (sangue, fleugma ou pituita, bilis amarela, e bilis
negra), onde o desequilibrio do humor “bilis negra” estaria associado a
um estado de melancolia, Unica condicdo cujo nome original sobreviveu
da classificacdo de Hipocrates (Wong e Licinio, 2001).

Segundo a American Psychiatric Association (1994), os
transtornos de humor so alterages patoldgicas e episodicas no estado
emocional associadas a anormalidades na cognicdo e no
comportamento. A depressdo ou transtorno depressivo maior é uma
doenca crbnica, recorrente e potencialmente ameacgadora de vida, que
afeta cerca de 20% da populacdo mundial (Berton e Nestler, 2006).
Trata-se de uma das doencas psiquiatricas mais prevalentes afetando,
aproximadamente, 20 a 25% das mulheres e 10 a 17% dos homens
(Kessler et al., 1994; Levinson, 2006). Esta doenca é reconhecida como
um problema de satde publica (Nestler e Carlezon, 2006), tanto pela sua
prevaléncia, quanto pelo impacto que causa no cotidiano de pacientes e
familiares envolvidos (Simon et al., 1995). A depressdo possui grandes
implicacGes sociais, uma vez que os acometidos pela doenca apresentam
limitacdo da sua atividade e bem-estar, o que provoca incapacidade e
perda de produtividade (Ebmeier et al., 2006), além de uma maior
utilizacdo de servicos de saide (Fleck et al., 2003; Nemeroff, 2007).
Estima-se que no Brasil existam aproximadamente 54 milhfes de
pessoas que em algum momento de suas vidas terdo algum tipo de
depressdo, sendo que 7,5 milhdes terdo episodios agudos e graves,
muitas destas com risco de suicidio (Nardi, 2000).

O diagnostico da depressdo maior é baseado em observactes
clinicas dos sintomas estabelecidos pelo Manual Estatistico e
Diagnéstico de Doencas Mentais, quarta edicdo (American Psychiatry
Association, DSM-1V, 2000). De acordo com este manual um individuo
¢ diagnosticado com depressdo maior se preencher 0s critérios
enumerados no Quadro 1: apresentar pelo menos um dentre os dois
primeiros sintomas e mais 0 nimero necessario para perfazer um total
de cinco dentre os sintomas trés a nove. No entanto, estes podem ser
variaveis e por vezes contrastantes. Os sintomas devem persistir por um
periodo minimo de duas semanas. (American Psychiatric Association,
1994).



28

Quadro 1. Critérios Diagnosticos da Depressédo de Acordo
com o DSM-1V

. Humor deprimido
. Anedonia

. Insbnia ou hipersonia

. Letargia ou agitacdo psicomotora

. Fadiga ou falta de energia

. Diminuicéo da concentragédo

. Perda ou ganho de peso ou de apetite

. Sentimentos de desvalia ou culpa

. Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio

O 00 NO Ol b WN -

Fonte: Manual de Diagndstico e Estatistico dos Distarbios Mentais
(American Psychiatric Association, 1994).

Associados a esses sintomas os individuos deprimidos podem
apresentar co-morbidades com doencas arteriais coronarianas, isquemia
cerebral, distarbios metabdlicos (Teng et al., 2005), cancer e também
com outras doencas psiquiatricas (Nemeroff e Owens, 2002; Nestler et
al., 2002).

1.1.1 Hipotese monoaminérgica da depresséo

Em muitos casos, a depressdo ndo tem uma causa identificavel.
Entretanto, existem fatores associados ao episodio depressivo. Entre
estes estdo: genéticos (hereditarios) e ambientais ocasionando alteracdes
fisiolégicas, bioquimicas e morfolégicas (File, 1996; Nestler et al.,
2002; Berton e Nestler 2006). Apesar da etiologia da depressdo ainda
ndo ser bem esclarecida sabe-se que a doenca resulta, em parte, de uma
deficiéncia na atividade monoaminérgica no cérebro (Elhwuegi, 2004).
A hipdtese monoaminérgica da depressao surgiu em 1965 e postula que
esta doenca pode ser conseqliéncia de uma reducdo dos niveis de
monoaminas (serotonina, noradrenalina) na fenda sinaptica e que o
tratamento da depressdo envolve o0 aumento da atividade
monoaminérgica no cérebro (Schildkraut, 1965; Elhwuegi, 2004). Esta
hipotese é sustentada principalmente pelo fato de a maioria dos
antidepressivos utilizados na clinica aumentarem o0s niveis de
monoaminas no cerebro (Nemeroff, 2007). Estudos neurobiolégicos e
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neuroanatbmicos também estdo de acordo com a hipdtese
monoaminérgica e indicam que importantes alteracbes nos sistemas
serotoninérgico e noradrenérgico estdo relacionadas com o sucesso do
tratamento antidepressivo (Cummings, 1993; Elhwuegi, 2004).

Existem vérias classes de antidepressivos usados para o
tratamento da depressdo. Estes farmacos podem agir inibindo a enzima
monoamina oxidase (MAO) ou atuando sobre os sistemas de recaptacéo
das monoaminas em conjunto como é o caso dos antidepressivos
triciclicos. Podem ainda ser inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRS) ou da recaptacdo de noradrenalina (ISRN)
aumentando a concentracdo destes neurotransmissores na fenda
sindptica (Nemeroff e Owens, 2002; Nemeroff, 2007). No entanto, estes
farmacos proporcionam uma remissdo completa para apenas cerca de
50% dos individuos, além de causarem efeitos colaterais, 0 que muitas
vezes contribui para diminuir a adesdo dos pacientes ao tratamento
(Brunello et al., 2002). Além disso, a resposta terapéutica destes
farmacos s6 ocorre 3-5 semanas ap06s o inicio do tratamento. Desta
forma, existe uma grande necessidade do desenvolvimento de terapias
antidepressivas alternativas ou de substancias que possam aumentar a
eficacia clinica no tratamento da depressao.

1.2 PLANTAS E MEDICAMENTOS

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, cerca de 65-80% da
populacdo mundial que vive em paises em desenvolvimento depende
das plantas para seus cuidados primarios de saude (Akerele, 1993;
Calixto, 2005). No Brasil, 84% das drogas atualmente no mercado séo
importadas e 60% de todas as drogas processadas sdo consumidas por
23% da populacdo o que faz com que os remédios caseiros a base de
plantas medicinais sejam ainda a principal fonte de medicamentos para a
maioria do povo brasileiro (Elisabetsky e Wannmacher, 1993). Assim, €
inegavel que a maioria da populacdo de baixa renda recorra as plantas
medicinais para o tratamento dos seus males. Nesse contexto, as plantas
medicinais e em especial o uso dos medicamentos fitoterapicos
adquirem importancia como agentes terapéuticos e, por isso, devem ser
prioritariamente analisados segundo os métodos modernos disponiveis
(Lapa et al., 1999; Calixto, 1998, 2000). No entanto, o uso clinico de
medicamentos com acdo antidepressiva obtidos de plantas ainda €
bastante limitado e estudos adicionais neste sentido sdo importantes
visto que a maioria dos antidepressivos existentes no mercado,
principalmente os de menor custo como 0s antidepressivos triciclicos,
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produzem efeitos colaterais importantes que leva, freqlientemente, a
diminuicdo da adesdo dos pacientes ao tratamento (MacGillivray et al.,
2003). Como o interesse em terapias naturais é muito grande por parte
da populacéo, a adesdo ao tratamento costuma ser maior no caso do uso
de fitofarmacos (Calixto, 2000). Desta forma, considerando-se o0 exposto
e a necessidade de otimizacdo de farmacoterapia convencional para a
depressdo, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a investigar a
possivel acdo antidepressiva de plantas de ocorréncia no Estado de Santa
Catarina (Machado et al., 2007, 2009; Freitas et al., 2010).

1.2.1. Familia Polygalaceae

Atualmente, acredita-se que a familia Polygalaceae seja
constituida por aproximadamente 1000 espécies reunidas em 16 a 18
géneros (Furness e Stafford, 1995). As espécies pertencentes a esta
familia estdo dispersas em todo mundo, com excecdo da Nova Zelandia
e das zonas articas e antarticas sendo abundantes nos trépicos (Ludtke,
2004).

Género Polygala

O género Polygala é o mais rico da familia Polygalaceae com um
nimero superior a 100 espécies (Ludtke et al., 2008). As plantas do
género Polygala apresentam ampla distribuicdo geogréfica (Marques e
Peixoto, 2007). A literatura descreve a ocorréncia de 19 espécies no
Estado de Santa Catarina, dentre elas a Polygala sabulosa (Wurdack e
Smith, 1971).

As espécies que constituem o género Polygala sdo em sua
maioria ervas e subarbustos, e em nimero escasso &rvores. Estas
espécies possuem folhas alternas, opostas e verticiladas, com flores
brancas, esverdeadas, roxas ou rosas apresentando apenas um plano de
simetria (zigomorfas). Além disso, estas espécies sdo hermafroditas e
seus frutos capsulares, drupaceos ou samardides e sementes com corpo
glabro, pubérulo e globoso (Mendes, 2008; Wurdack e Smith, 1971).

As plantas do género Polygala possuem um histérico de uso
etnofarmacoldgico para o tratamento de diversas patologias, incluindo
doencas do intestino e dos rins, como remédio tdnico, como anestésico
topico e, como expectorante (Wasicky, 1945). Entretanto, poucas
espécies do género Polygala foram pesquisadas quanto aos aspectos
guimicos e biol6égicos com destaque para os estudos de atividade
antiinflamatéria (Kou et al., 2006; Wang et al., 2008), antinociceptiva
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(Meotti et al., 2006; Ribas et al., 2008), antioxidante (Cervellati et al.,
2004; Wang et al., 2008), antiviral (Cyong et al., 2000), tripanomicida
(Pizzolatti et al., 2003), inibidor tumoral (Mak et al., 2001),
neuritogénica (Ha et al., 2006; Mak et al., 2001), neuroprotetora (Yabe
et al., 2003; Farina et al., 2005; Franco et al., 2007; Li et al., 2008),
antipsicética (Chung et al., 2002; Shin et al., 2004) e anti-estresse
(Kawashima et al., 2004). Além disso, um estudo recente do nosso
grupo com a escopoletina, uma cumarina isolada da Polygala sabulosa,
mostrou que a mesma produz uma acgdo tipo antidepressiva, em ensaio
pré-clinico, no teste da suspensdo pela cauda (TSC) e no modelo de
estresse agudo por contengdo no teste do nado forcado (TNF) (Capra et
al., 2010).

A espécie Polygala sabulosa

Polygala sabulosa A. W. Bennett (Figura 1), conhecida
vulgarmente como “timuto-pinheirinho”, é uma erva glabra, lenhosa na
base, com ramos compridos, folhas alternas, numerosas e laminares.
Esta espécie floresce de novembro a fevereiro apresentando flores
brancas, rosas e roxas. Os frutos sdo capsulares e as sementes elipsoides
(Figura 2). E uma espécie caracteristica da “Zona dos campos” do
planalto meridional catarinense onde apresenta uma vasta dispersao,
principalmente, nos campos Umidos e nas beiras de riachos junto a
vegetacdo gramincea alta ou arbustiva (Wurdack e Smith, 1971).
Assim como muitas das espécies de seu género, a P. sabulosa também
apresenta relatos de sua aplicacdo na medicina popular, sendo
rotineiramente utilizada como anestésico local e expectorante.
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Figura 1. Polygala sabulosa (Polygalaceae)
(Foto gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Moacir Pizzolatti).

Figura 2. llustracdo da Polygala sabulosa A. W. Bennett
(a. ramo basal, b. flor, c. semente). Adaptado de Wurdack
e Smith (1971).
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1.2.2 Escopoletina, um derivado de Polygala sabulosa

A escopoletina (7-hidroxi-6-metoxicumarina) € uma cumarina
presente em muitas plantas, incluindo a Polygala sabulosa (Meotti et
al., 2006; Franco et al., 2007; Siddiqui et al., 2007; Ikeda et al., 2009).
Estudos indicam que esta cumarina possui diversas acdes bioldgicas, tais
como: anticolinesterasico (Orhan et al., 2008), antinociceptivo (Ribas et
al., 2008), anti-inflamatério (Kim et al., 2004), anti-hipertireoidiano,
antioxidante, antihiperglicémico, (Panda e Kar, 2006; Lin et al., 2008),
hipouricémico (Ding et al., 2005) e antitumoral (Liu et al., 2001). Além
disso, Sairam et al. (2007) demonstraram que alguns derivados de
cumarinas podem possuir a¢ao inibitdria sobre a monoamina oxidase A,
uma enzima alvo nos tratamentos convencionais para a depressao. Um
estudo recente de nosso grupo mostrou que a escopoletina produz um
efeito antidepressivo no TSC e é capaz de reverter o comportamento
tipo depressivo induzido pelo estresse agudo por imobilidade (estresse
de contencdo). Além disso, esse trabalho forneceu evidéncias de que o
efeito antidepressivo da escopoletina no TSC é dependente da interacao
com 0s sistemas  serotoninérgicos  (receptores  5-HToanc);
noradrenérgicos (receptores oy € op.adrenérgicos) e dopaminérgicos
(receptores D; e D,). Os resultados sugerem que a escopoletina
apresenta atividade farmacoldgica antidepressiva em nivel pré-clinico
similar aos antidepressivos classicos, sugerindo que a escopoletina
(Figura 3) podera ser futuramente avaliada como um potencial agente
terapéutico para o tratamento da depressao (Capra et al., 2010).

HO 0o~ "0

escopoletina

Figura 3. Férmula estrutural da escopoletina.
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1.2.3 Relacao estrutura quimica e atividade biol6gica

Apo0s a obtencdo de um composto biologicamente ativo (Figura
4), é possivel realizar estudos para sua modificagio molecular
(Korolkovas e Ferreira, 1988; Korolkovas, 1989; Yunes e Filho, 1998).
Vérias alteracfes podem ser introduzidas numa molécula dependendo
dos seus grupos funcionais (Yunes e Filho, 1998). Primeiramente,
realizam-se modificacdes procurando encontrar grupos que conferem ao
composto em estudo uma maior ou menor hidrofobicidade ou grupos
doadores e/ou aceptores de elétrons, a polarizabilidade necessaria, bem
como efeitos estéricos de orbitais moleculares gerados a partir da
alteracdo desejada permitindo, posteriormente, a aplicacdo de algum
método de correlacdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica
gue pode ser qualitativa como quantitativa (Yunes e Filho, 1998).

Segundo Yunes e Filho (1998), diversos métodos de correlagio
estrutura-atividade foram desenvolvidos para o planejamento racional de
novas moléculas ativas. Dentre eles, o mais usado foi descrito por
Hansch e colaboradores (1971).
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PLANTA

TESTES EXTRATO, > EXTRATOS
BIOLOGICOS BRUTO SEMIPUROS

MODIFICACAO
ESTRUTURAL

PROCEDIMENTOS
DE SEPARAGAO

ELUCIDAGAO FRACOES E
ESTRUTURAL COMPOSTOS PUROS

TESTES
BIOLOGICOS

SINTESEDE
ANALOGOS

MODIFICAGAQ
ESTRUTURAL

TESTES RELACAO TESTES
BIOLOGICOS ESTRUTURA-ATIVIDADE BIOLOGICOS

Figura 4. Esquema dos procedimentos gerais para obtengdo de principios ativos
de plantas, fracbes e compostos puros, modificagdes estruturais e screenings
biolégicos. Os quadros em preto indicam, em linhas gerais, a rota de obtengdo
dos DSEs e 0s testes biologicos. Adaptado de Yunes e Filho (1998).

1.2.4 Derivados semissintéticos da escopoletina (DSEs) obtida da
Polygala sabulosa e a relagéo estrutura atividade

A escopoletina pode ter sua estrutura quimica modificada, dando
origem a derivados semissintéticos. Sugeriu-se que a escopoletina e seus
derivados podem ser (teis no desenvolvimento de novas drogas
analgésicas para controle da dor inflamatéria e visceral (Meotti et al.,
2006). A escopoletina apresentou uma ID50 (dose capaz de inibir em
50% as contor¢bes em relacdo ao controle) no teste de contorcdo
abdominal em ratos, aproximadamente, entre 313 a 400 vezes mais
potente do que o paracetamol e a aspirina, enquanto que o benzoato de
escopoletina, um DSE, apresentou uma ID50 duas vezes mais potente do
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gue a escopoletina (Meaotti et al., 2006). Desta forma, hipotetizamos que
alteracBes em grupos funcionais da molécula poderiam produzir melhor
efeito antidepressivo em relagdo a molécula original. Desta forma, no
presente estudo pretendemos avaliar a relacdo estrutura-atividade dos
DSEs obtida da Polygala sabulosa (p-clorobenzoato de escopoletina, p-
metilbenzoato de escopoletina, p-bromobenzoato de escopoletina e
octanoato de escopoletina) e compara-la a seu composto de partida
(Figura 5).

H4CO. N
HSCO m
m I ’ ’
C7H15
o]

| y
CHy

H3CO.
m p-metilbenzoato de escopoletina
HO o o

\(‘f

*@ *@

p-bromobenzoato de escopoetina p-clorobenzoato de escopoletina
Figura 5. Estrutura quimica da escopoletina e dos DSEs octanoato de
escopoletina, p-metilbenzoato de escopoletina, p-bromobenzoato de
escopoletina e p-clorobenzoato de escopoletina. Reagentes: (i) cloreto de
octanoila; (ii) cloreto de p-bromobenzoila; (iii) cloreto de p-metilbenzoila; (iv)
cloreto de p-clorobenzoila.

octanoato de escopoletiona

1.3 MODELOS ANIMAIS

Modelos animais sdo ferramentas indispensaveis na pesquisa que
visa identificar novos compostos com possivel acdo antidepressiva e
para fornecer novos conhecimentos sobre as bases neurobiolégicas da
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depressdo (Cryan et al., 2002). No entanto, muitos dos sintomas
caracteristicos da depressdo como humor deprimido e sentimentos de
culpa ndo podem ser avaliados em laboratério. Além disso, a falta de
conhecimento de genes envolvidos na patofisiologia da doencga torna
dificil a reprodutibilidade das causas genéticas na pesquisa pré-clinica
(Nestler et al., 2002). Dessa forma, os modelos animais de depresséo
disponiveis baseiam-se em dois principios: resposta a antidepressivos
conhecidos e resposta ao estresse (Nestler et al., 2002).

Modelos com validade preditiva, como o TNF e o TSC sdo
amplamente utilizados para o estudo da depressdo (Nestler et al., 2002;
McArthur e Borsini, 2006). O TNF foi descrito primeiramente por
Porsolt et al. (1977), sendo utilizado em ratos e posteriormente em
camundongos, enquanto o TSC foi descrito por Steru et al. (1985) para
ser utilizado em camundongos. Estes dois modelos sdo amplamente
utilizados na busca por compostos com possivel agdo antidepressiva
(Bourin et al., 2005); séo de facil uso e de boa reprodutibilidade (Cryan
et al., 2002).
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2. JUSTIFICATIVA

A depresséo é uma das doencas neuropsiquitricas mais
prevalentes, que causa uma consideravel morbidade psiquiatrica e perda
de produtividade (Ebmeier et al., 2006), além de ser o principal fator de
risco independente para o desenvolvimento de doencas arteriais
coronarianas e isquemia cerebral, além de estar associada com risco de
suicidio (Nemeroff e Owens, 2002). Adicionalmente, os farmacos
utilizados para o tratamento da depressdo apresentam baixa eficacia
clinica (Nestler et al., 2002) e causam diversos efeitos colaterais, 0 que
muitas vezes contribui para o abandono do tratamento pelo paciente
(Brunello et al., 2002). Considerando o exposto, existe uma grande
necessidade de desenvolvimento de terapias antidepressivas alternativas
ou de substdncias que possam otimizar a eficacia clinica para o
tratamento da depresséo.

Segundo a Organizacdo Mundial da Salde, devido a dificuldades
econbmicas e falta de acesso a medicamentos, aproximadamente 65-
80% da populagdo mundial que vive em paises em desenvolvimento
depende essencialmente das plantas para seus cuidados primarios de
salde (Calixto, 2005).

A importancia deste estudo se justifica tendo em vista a elevada
incidéncia de depresséo e pela observacao de que a descoberta de novas
drogas para tratar a depressdo tem sido dificultada pela falta de
compreensdao dos mecanismos moleculares e da patofisiologia da
doenca. Além disto, ndo existem relatos na literatura referentes a estudos
sobre a acdo antidepressiva de DSEs. Portanto, este estudo podera
auxiliar no futuro desenvolvimento de novas drogas com agdo
antidepressiva efou da sua eventual utilizacdo na terapéutica da
depresséo.



40



41

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o possivel efeito tipo-antidepressivo de DSEs
(octanoato de escopoletina, p-metilbenzoato de escopoletina, p-
clorobenzoato de escopoletina e p-bromobenzoato de escopoletina) no
TSC em camundongos e estudar o0 mecanismo de a¢do do DSE de maior
poténcia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o efeito de diferentes doses de DSEs, administrados
pela via oral (p.0.), no TSC em camundongos.

e Verificar o efeito de DSEs na atividade locomotora de
camundongos no teste do campo aberto (TCA).

e Investigar o efeito do DSE de maior poténcia administrado pela
via p.0., em curva tempo-resposta no TSC.

e Verificar a participacdo do sistema serotoninérgico no efeito
antidepressivo do DSE de maior atividade bioldgica no TSC.

e Investigar o efeito da interacdo entre 0 DSE de maior poténcia e
antidepressivos classicos inibidores da recaptacdo de serotonina
(ISRS) (fluoxetina, paroxetina e sertralina), administrados p.o.,
em doses sub-efetivas, no TSC.

e Verificar a interagdo do DSE de maior poténcia e antidepressivos
classicos ISRS (fluoxetina, paroxetina e sertralina) na atividade
locomotora no teste do campo aberto.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Camundongos Swiss fémeas adultos (35-45 g) mantidos a
temperatura de 20-22°C com livre acesso a dgua e comida, em ciclo
claro/escuro 12:12 h (ciclo claro iniciando as 7:00 h) foram utilizados.
Todos os experimentos foram realizados entre 11:00 e 17:00 h, com
cada animal usado somente uma vez (N=8 animais por grupo). Os
animais foram ambientados no local da experimentacdo 24 horas antes
da observacdo comportamental. Os camundongos foram distribuidos de
forma aleatdria nos grupos experimentais. Os animais foram fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Bioguimica. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisso de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA,;
PP00449).

4.2 DROGAS E TRATAMENTOS

As seguintes drogas foram utilizadas: DSEs (octanoato de
escopoletina, p-metilbenzoato de escopoletina, p-clorobenzoato de
escopoletina e p-bromobenzoato de escopoletina), p-clorofenilalanina
metil éster (PCPA) (Sigma Chemical Co, USA), fluoxetina (Libbs
Farmacéutica Ltda.), paroxetina (Eurofarma Laboratdrios Ltda.),
sertralina (Medley). Os DSEs foram diluidos em agua destilada com 5%
de Tween 80. O PCPA foi dissolvido em salina e os antidepressivos
ISRS foram diluidos em &gua destilada. Todas as drogas foram
administradas por via oral (p.0.) por gavagem em um volume constante
de 10 ml/kg de peso corporal, exceto o PCPA que foi administrado por
via intraperitoneal (i.p.) Animais controles receberam os veiculos
apropriados. Comida e agua foram retiradas uma hora antes do inicio
das administracbes das drogas. As drogas ou veiculo foram
administrados 1 hora antes dos testes comportamentais (TSC ou TCA).

Com o objetivo de investigar a possivel acdo antidepressiva de
DSEs no TSC, os animais foram tratados (p.0.), com agua destilada
contendo 5% de Tween 80 (grupo controle) ou diferentes doses de DSE
60 minutos antes do TSC. Os animais também foram submetidos ao
TCA (seguindo-se 0 mesmo protocolo) a fim de excluir a possibilidade
de que a diminuicdo do tempo de imobilidade no TSC seja devido a uma
estimulacdo motora.
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A fim de se investigar a resposta do DSE de maior poténcia a
diferentes tempos de administracdo (elaboracdo da curva tempo-
resposta), 0s animais foram tratados com veiculo ou com dose ativa de
DSE (10 mg/kg, p.0.) 30, 60 e 120 minutos antes de submeté-los ao
TSC (Posser et al., 2009).

Com o intuito de investigar o envolvimento do sistema
serotoninérgico na acao antidepressiva do DSE de maior poténcia, 0s
camundongos foram tratados com o inibidor da sintese de serotonina,
PCPA conforme descrito previamente (Rodrigues et al., 2002; Kaster et
al., 2005). O tratamento com PCPA (100 mg/kg, i.p.) foi feito uma vez
ao dia, durante quatro dias consecutivos. Vinte e quatro horas apos a
Gltima injecdo de PCPA, o DSE foi administrado e os animais foram
submetidos ao TSC ap6s 60 minutos.

Além disso, nos estudos que visam analisar o efeito sinérgico de
doses sub-efetivas do DSE de maior poténcia com doses sub-efetivas de
antidepressivos ISRS no TSC, a administracdo de DSE de maior
poténcia ou veiculo foi seguida imediatamente pela administracdo de
drogas antidepressivas ISRS ou veiculo, uma hora antes dos testes
comportamentais (Cunha et al., 2008; Binfaré et al., 2009).

4.3 PREPARACAO DOS DSEs

A preparacdo dos DSEs bem como as analises quimicas foram
realizadas no Departamento de Quimica-UFSC sob a orientagdo do
professor Moacir G. Pizzolatti, através de um estudo de ensaio
biomonitorado.

4.3.1 Obtencéo da escopoletina a partir da preniloxicumarina

A escopoletina [2] utilizada neste trabalho é isolada em pequena
guantidade na P. sabulosa, fato que inviabilizaria um trabalho deste
tipo. Como a preniloxicumarina [1] € um dos metabdlitos secundarios
majoritario nesta espécie e possui sua cadeia lateral oxiprenilada,
tomou-se como alternativa obter a escopoletina [2] a partir desta
cumarina. Para isso, é feita a reacdo mostrada na Figura 6.
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Figura 6. Reagdo de hidrolise &cida da preniloxicumarina

A 1,0 g (3,84 mmol) de preniloxicumarina em etanol adicionou-
se 3 mL de agua e sob vigorosa agitagdo 2 mL de H,SO,4 (0,037 mmol)
concentrado. O sistema foi mantido em agitacdo até que todo substrato
fosse consumido. O precipitado formado na reacéo foi purificado através
de filtragdo a véacuo, obtendo-se o composto de interesse no residuo
solido. Para otimizar o rendimento, o filtrado foi ainda extraido 3 vezes
com cloroférmio. A fase organica foi seca sob sulfato de sédio anidro,
evaporada, e entdo reunida ao residuo soélido, sendo o produto
recristalizado em acetona (77 % rendimento). pf: 203 — 204°C; RMN 1H
(400 MHz, CDCI3) (ppm): 7,60 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-3), 6,91 (s, 1H, H-
8), 6,85 (s, 1H, H-5), 6,27 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-4), 6,22 (s, 1H, OH),
3,95 (s, 3H, 6-OCH3).

4.3.2 Metodologia geral para benzoilacao/acilagdo da escopoletina

A escopoletina (1 mmol) foi dissolvida em piridina e tratada com
excesso do respectivo cloreto de acila/benzoila (1,2 mmol), a mistura
reacional foi mantida sob refluxo até que todo substrato fosse
consumido. A formacdo do produto foi monitorada através de CCD
(cromatografia em camada delgada) utilizando como eluente a mistura
hexano: acetato de etila (7:3 v:v). Ao final, adicionou-se 30 mL de
CHCI; ao sistema, e em funil de separagdo, extraiu-se 0 excesso de
piridina com uma solucdo aquosa pH £ 2 com HCI (4 X 25 mL). A fase
organica foi lavada com uma solucdo de NaHCO3; a 10% (4 X 25 mL),
seca sob Na,SO, anidro, evaporada e entdo purificada usando coluna
flash de silica gel eluida com hexano:AcOEt (6:4 v:v)

4.3.3 Sintese do octanoato de escopoletina
O composto octanoato de escopoletina [4] foi preparado de

acordo com o procedimento geral descrito no item 4.3.2, usando uma
solucdo de escopoletina [1] (1 mmol) e cloreto de octanoila [3] (1,2
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mmol) (Figura 7). O produto purificado foi obtido como um sdlido
marrom claro (43,2 %% rendimento). Pf: 97-98; RMN 1H (400 MHz,
CDCI13) & (ppm): 7,59(d, 1H, J=9,57 Hz, H-4), 6,90 (s, 1H, H-8), 6,84
(s, 1H, H-5), 6,25 (d, 1H, J=9,57 Hz, H-3), 4,01 (s, 3H, OCHj3), 2,04 (t,
2H, H-2%), 1,80(m, 2H, H-3" ), 1,45 (m, 2H, H-7"), 1,24 (m, 4H, H-
4°5%), 0,88(s, 3H, H-8").
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Figura 7. Sintese do octanoato de escopoletina

4.3.4 Sintese do p-clorobenzoato de escopoletina

O composto p-clorobenzoato de escopoletina [6] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.3.2., usando uma
solucdo de escopoletina [1] (1 mmol) e cloreto de p-clorobenzoila [5]
(1,2 mmol). O produto purificado foi obtido como um sélido de cor
branca (85,4% rendimento). Pf: 149 - 153,4°C, RMN 1H (400 MHz,
CDCI3) 6 (ppm): 8,14(d, 2H, J=8,4 Hz, H-2",6"), 7,66 (d, 1H, J=9,6 Hz,
H-4), 7,52 (d, 2H, J=8,4 Hz, H-3",5"), 7,20 (s, 1H, H-8), 7,01 (s, 1H, H-
5), 6,45 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-3), 3,63 (s, 3H, 6-OCH3).
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Figura 8. Sintese do p-clorobenzoato de escopoletina

4.3.5 Sintese do p-bromobenzoato de escopoletina

O composto p-bromobenzoato de escopoletina [8] foi preparado
de acordo com o procedimento geral descrito no item 4.3.2., usando uma
solucdo de escopoletina [1] (1 mmol) e cloreto de p-bromobenzoila [7]
(1,2 mmol) (Figura 9). O produto purificado foi obtido como um sélido
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de cor branca (19,6% rendimento). Pf. 217 - 219°C; RMN 1H (400
MHz, CDCI3) & (ppm): 8,07 (d, 2H, J=8,4 Hz, H-2",6°), 7,69 (d, 1H,
J=9,2 Hz, H-4), 7,67 (d, 2H, J=8,4 Hz, H-3",5"), 7,21 (s, 1H, H-8), 7,02
(s, 1H, H-5), 6,45 (d, 1H, J= 92Hz H-3), 3,86 (s, 3H, 6-OCH3).

HsCO HyCO
m /O)}\ Sl m
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Figura 9. Sintese do p-bromobenzoato de escopoletina
4.3.6 Sintese do p-metilbenzoato de escopoletina

O composto p-metilbenzoato de escopoletina [10] foi preparado
de acordo com o procedimento geral descrito no item 4.3.2, usando uma
solucdo de escopoletina [1] (1 mmol) e cloreto de p-metilbenzoila [9]
(1,2 mmol) (Figura 10). O produto purificado foi obtido como um sélido
de cor branca (94% rendimento). Pf:127 -131°C; RMN 1H (400 MHz,
CDCI3) 6 (ppm): 8,10 (d, 2H, J=8,4 Hz, H-2",6"), 7,69 (d, 1H, J=9,2
Hz, H-4), 7,33 (d, 2H, J=8,4 Hz, H-3",5"), 7,22 (s, 1H, H-8), 7,01 (s, 1H,
H-5), 6,45 (d, 1H, J=9,2 Hz, H-3), 3,86 (s, 3H, 6-OCH3), 2,47(s, 3H,
CHa).

HsCO. H3CO
m /O)}\ aquemmemo m

[10]

CHj3
Figura 10. Sintese do p-metilbenzoato de escopoletina

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS
4.4.1 Teste da suspenséo pela cauda

Este modelo foi proposto por Steru et al. (1985) como alternativa
ao TNF para o estudo de compostos com possivel atividade

antidepressiva, uma vez que parece ser menos estressante que o TNF
(Thierry et al., 1986). O tempo de imobilidade foi avaliado durante um
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periodo de 6 minutos em camundongos acustica e visualmente isolados,
suspensos pelo menos 50 cm acima do chdo e presos pela extremidade
da cauda com fita adesiva (Mantovani et al., 2003; Binfaré et al., 2009).

No presente estudo, foi investigado o potencial antidepressivo dos
DSEs no teste preditivo de atividade antidepressiva TSC e ndo TNF,
visto que dados prévios de nosso grupo demonstraram que a
escopoletina apresentou potencial antidepressivo apenas no TSC (Capra
et al.,2010). Por este motivo, escolhemos este teste, demonstrado na
Figura 11.

Figura 11. Teste da suspenséo pela cauda (TSC)
4.4.2 Teste do campo aberto

A fim de excluir a possibilidade de que a diminui¢do do tempo de
imobilidade no TSC seja devido a uma estimulagdo motora, 0s animais
foram submetidos ao teste do campo aberto, durante 6 minutos
(Rodrigues et al., 1996). Este teste é realizado em uma caixa de madeira
medindo 40x60x50 cm, com o chdo dividido em 12 quadrados iguais. O
nimero de quadrados cruzados com todas as patas corresponde ao
cruzamento e foi o pardmetro utilizado para avaliar a atividade
locomotora, demonstrado na Figura 12.
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Figura 12. Teste do campo aberto (TCA), A (viséo frontal) e B
(visdo superior).

4.5 ANALISE DO MECANISMO DE ACAO ANTIDEPRESSIVA DO
p-BROMOBENZOATO DE ESCOPOLETINA (DSE DE MAIOR
POTENCIA NO  TSC) ATRAVES DE  ESTUDOS
FARMACOLOGICOS IN VIVO

4.5.1 Protocolo Experimental
Curva de doses crescentes de Derivados Semissintéticos da

Escopoletina (DSEs) e curva tempo respostada do DSE de maior
poténcia

TSC e TCA

Figura 13. Esquema da curva de doses crescentes de DSEs no TSC e TCA. Os
DSEs foram administrados p.o. 60 minutos antes do TSC e/ou TCA. O grupo
controle recebeu o tratamento com 4gua destilada + 5% de Tween 80, por via
oral.
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p-bromobenzoato

de escopoletina

TSCeTCA TSCe TCA

Figura 14. Esquema da curva de doses crescentes do DSE de maior poténcia (p-
bromobenzoato de escopoletina) no TSC e TCA. O p-bromobenzoato de
escopoletina foi administrado p.o., sessenta minutos antes do TSC e TCA. O
grupo controle recebeu o tratamento com agua destilada + 5% de Tween 80, por
via oral.

|

l‘-- ‘/
|
|

p-bromobenzoato Veicul p-bromobenzoato Veicul p-bromobenzoato
Veiculo de escopoletina elculo de escopoletina erculo de escopoletina

|TSCeTCA| 'TSCeTCAI ITSCeTCAI |TSCeTCA| |TSCeTCA| |TSC eTCAI

Figura 15. Esquema utilizado para elaboragdo da curva tempo-resposta do  p-
bromobenzoato de escopoletina quando administrado por via p.o no TSC. A
dose de p-bromobenzoato de escopoletina utilizada foi 102 mg/kg. Todos os
grupos utilizados para controle receberam veiculo apropriado.

Investigagdo do mecanismo de acdo serotoninérgico do p-
bromobenzoato de escopoletina e efeito sinérgico com
antidepressivos classicos no TSC
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Figura 16. Esquema representativo da investigagdo do mecanismo de acdo
serotoninérgico do DSE de maior poténcia (p-bromobenzoato de escopoletina).
Os camundongos foram tratados com o inibidor da sintese de serotonina, PCPA
(100 mg/kg, i.p.), uma vez ao dia, durante quatro dias consecutivos. Vinte e
quatro horas ap6s a Ultima injecdo de PCPA, 4-bromobenzoato de escopoletina
foi administrado e os animais foram submetidos ao TSC ap6s 60 minutos.

Figura 17. Esquema da interagdo do DSE de maior poténcia (p-bromobenzoato
de escopoletina) e antidepressivos convencionais ISRS no TSC e no TCA.
Doses sub-efetivas de p-bromobenzoato de escopoletina (10° mg/kg),
fluoxetina (5 mg/kg), paroxetina (0,1 mg/kg) e sertralina (3 mg/kg) no TSC
foram utilizadas. Os animais receberam o pré-tratamento com p-bromobenzoato
de escopoletina ou veiculo e imediatamente ap0s esta administragdo receberam
o0 tratamento com antidepressivo ISRS (fluoxetina, paroxetina e sertralina) ou
veiculo. As co-administragfes aconteceram 60 minutos antes do TSC.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados através da anélise de
variancia (ANOVA) de uma via (curvas dose-resposta) e de duas vias
(curva tempo-resposta, experimento com PCPA e experimentos de
sinergismo com antidepressivos), seguindo o teste de Newman-Keuls
guando apropriado. Os resultados foram considerados significativos para
P <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 A AVALIAGCAO DO EFEITO DE DSEs NA AGAO TIPO-
ANTIDEPRESSIVO NO TSC E NA ATIVIDADE LOCOMOTORA
NO TESTE DO CAMPO ABERTO EM CAMUNDONGOS

Os resultados da Figura 18 mostram que os DSEs (octanoato de
escopoletina (10210 mg/kg); p-metilbenzoato de escopoletina (107-10
mg/kg); p-clorobenzoato de escopoletina (10%10° mg/kg); p-
bromobenzoato de escopoletina (10°-10 mg/kg), administrados por via
oral, reduzem o tempo de imobilidade dos animais no TSC. A ANOVA
de uma via revelou um efeito tipo-antidepressivo significativo para
tratamento por via oral da octanoato de escopoletina (10*-1 mg/kg, p.o)
[F(4.27) = 3.74; P < 0.05 ] (Fig. 18A), p-metilbenzoato de escopoletina
(1 — 10 mg/kg, p.o) [ F (4.38) = 21.74; P < 0.01 ] (Fig. 18B), p-
clorobenzoato de escopoletina (10™ — 10 mg/kg, p.o) [F (5.35) = 7.23;
P < 0.01 ] (Fig. 18C) e p-bromobenzoato de escopoletina (10°-10
mg/kg) [F(8,58) = 5,34, P < 0,01 (Fig. 18D).

A Figura 18A ilustra que a octanoato de escopoletina reduziu
significativamente o tempo de imobilidade dos animais nas doses de 10™
- 1 mg/kg, mas ndo nas doses de 10% e 10 mg/kg no TSC quando
comparado ao grupo de animais tratados com veiculo (V). A Figura 18B
mostra que a p-metilbenzoato de escopoletina  dimunuiu
significativamente o tempo de imobilidade somente nas doses de 1 e 10
mg/kg, mas ndo nas doses de 107 e 10™ mg/kg. Como ilustrado na
Figura 18C, a p-clorobenzoato de escopoletina reduziu o tempo de
imobilidade nas doses de 10 — 10 mg/kg, mas nio nas doses de 102 e
10>  mg/kg. Adicionalmente, a Figura 18D ilustra que a p-
bromobenzoato de escopoletina apresentou efeito tipo-antidepressivo
nas doses de 10” -10 mg/kg, mas ndo apresentou efeito significativo na
reducao do tempo de imobilidade na dose de 10 mg/kg.
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Figura 18. Efeito do tratamento com octanoato de escopoletina (10-10 mg/kg,
p.o., painel A), p-metilbenzoato de escopoletina (10210 mg/kg, p.o., painel B),
p-clorobenzoato de escopoletina (10%10° mg/kg, p.o., painel C), p-
bromobenzoato de escopoletina (10°-10 mg/kg, p.o., painel D) ou veiculo no
TSC em camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.
*P<0,05 e **P<0,01 quando comparado aos animais tratados com veiculo (V).

A Figura 19 mostra que a administragdo dos DSEs (octanoato de
escopoletina, p-metilbenzoato de escopoletina, p-clorobenzoato de
escopoletina ou p-bromobenzoato de escopoletina) ndo alterou a
atividade locomotora dos animais no teste do campo aberto ([F(8,44) =
1,16, P=0,34]; F (5,32)=0,55, P=0,73; F (4,24)=2,38, P=0,08 ¢ F
(4,30)=0,65, P=0,63, respectivamente), indicando que um possivel
efeito psicoestimulante deve ser descartado no efeito tipo-antidepressivo
destes derivados no TSC.
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Figura 19. Efeito do tratamento com octanoato de escopoletina (10%-10 mg/kg,
p.o., painel A), p-metilbenzoato de escopoletina (10210 mg/kg, p.o., painel B),
p-clorobenzoato de escopoletina (10%10° mg/kg, p.o., painel C), p-
bromobenzoato de escopoletina (10°-10 mg/kg, p.o., painel D) ou veiculo no
TCA em camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.
**P<0,01 e *P<0,05 quando comparado aos animais tratados com veiculo (V).

Como mostra a Figura 18, entre os DSEs da Polygala sabulosa, a
p-bromobenzoato de escopoletina exibiu a melhor performance no TSC.
Portanto, este derivado foi escolhido, por nosso grupo, para investigar o
possivel mecanismo de acdo deste composto no TSC. Posteriormente,
foi investigado, através de uma curva tempo-resposta, o tempo em que a
p-bromobenzoato de escopoletina apresentou melhor performance no
TSC. A Figura 20A ilustra que 60 e 120 minutos ap6s a administracdo
da p-bromobenzoato de escopoletina (10 mg/kg, p.o.) produziu efeito
tipo-antidepressivo no TSC. A ANOVA de duas vias revelou uma
diferenca significativa do tratamento com a p-bromobenzoato de
escopoletina [F(2,40)=4,07 P<0,05], tempo [F(1,40)=23,53, P<0,01) e
interacdo tratamento x tempo [F(2,40)=7,30, P<0,01]. O teste post hoc
de Newman Keuls indicou que a p-bromobenzoato de escopoletina
exibiu o melhor efeito tipo-antidepressivo no intervalo de 60 minutos. O
intervalo de 30 minutos ndo apresentou efeito tipo-antidepressivo no
TSC. A Figura 20B mostra que a administracdo de p-bromobenzoato de
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escopoletina (10 mg/kg, p.0.) nos trés tempos ndo apresentou nenhum
efeito no teste do campo aberto. A ANOVA de duas vias nao revelou
nenhuma diferenca para o tratamento [F(2,40) = 0,79, P=0,46], tempo
[F(1,40) = 3,09, P=0,09] e interacdo tratamento x tempo [F(2,40) =
0,25, P = 0,78]. Considerando estes resultados, todos 0s experimentos
foram realizados utilizando o intervalo de tempo de 60 minutos apés a
administracdo da p-bromobenzoato de escopoletina.
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Figura 20. Efeito do tratamento agudo por via p.o. com p-bromobenzoato de
escopoletina (10 mg/kg) 30, 60 ou 120 minutos antes do TSC (painel A) ou
TCA (painel B). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n= 6-7), **
P < 0,01 quando comparado com o grupo controle tratado com veiculo.
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5.2 INVESTIGACAO DO MECANISMO TIPO ANTIDEPRESSIVO
DO p-BROMOBENZOATO DE ESCOPOLETINA NO TSC

5.2.1 Envolvimento do sistema serotoninérgico

Os resultados ilustrados na Figura 21A mostram que o pré-
tratamento dos camundongos com o inibidor da sintese de serotonina
PCPA (100 mg/kg, i.p., uma vez ao dia por 4 dias consecutivos) reverteu
significativamente a reducdo do temzpo de imobilidade induzido por p-
bromobenzoato de escopoletina (10 mg/kg, p.o.). A ANOVA de duas
vias revelou diferencas significativas do tratamento [F(1,22) = 4,58,
P<0,05] e interacdo pré-tratamento x tratamento [F(1,22) = 4,90,
P<0,05], mas ndo do pré-tratamento com PCPA [F(1,22) = 2,88, P=
0,10]. A Figura 21B mostra que o pré-tratamento dos animais com
PCPA sozinho ou em combinacdo com o DSE ndo produziu nenhum
efeito no campo aberto. A ANOVA de duas vias ndo revelou nenhuma
diferenca significativa do pré- tratamento com PCPA [F(1,22) = 2,43,
P=0,24], tratamento [F(1,22) = 0,12, P=0,73] e interacéo pré-tratamento
X tratamento [F(1,22) = 1,54, P=0,23].
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Figura 21. Efeito do pré-tratamento com um inibidor da sintese de serotonina,
PCPA (100 mg/kg, durante 4 dias consecutivos) na redugdo do tempo de
imobilidade do p-bromobenzoato de escopoletina (10% mg/kg, p.0.) no TSC
(painel A) e no TCA (painel B) em camundongos. Os valores estdo expressos
como média + E.P.M. (n=8). * p<0,05 quando comparado com o grupo controle
tratado com veiculo; # P<0,05 quando comparado com 0 mesmo grupo pré-
tratado com veiculo.

5.2.2 Interacdo do p-bromobenzoato de escopoletina com
antidepressivos convencionais no TSC

Neste trabalho também foi investigado o potencial efeito
sinérgico da administracdo de doses sub-ativas de antidepressivos e dose
sub-ativa da p-bromobenzoato de escopoletina. A Figura 22A mostra
que a administracdo de uma dose sub-ativa de p-bromobenzoato de
escopoletina (10™ mg/kg, p.o.) potencializou uma dose sub-ativa da
fluoxetina (5 mg/kg, p.o.) no TSC. A ANOVA de duas vias revelou
diferencas significativas do  pré-treatmento com  fluoxetina
[F(1,29)=17,73, P<0,01], tratamento com p-bromobenzoato de
escopoletina [F(1,29)=16,26, P<0,01] e interagdo pré-tratamento X
tratamento [F(1,29)=5,09, P<0,05]. Os resultados ilustrados na Figura
22B indicam que a administracdo de uma dose sub-ativa de p-
bromobenzoato de escopoletina (10° mg/kg, p.0.) e uma dose sub-ativa
de paroxetina (10" mg/kg, p.0.) reduziu o tempo de imobilidade dos
animais no TSC. A ANOVA de duas vias indica diferencas
significativas do pré-tratamento com paroxetina [F(1,26) = 9,68,
P<0,01], tratamento com p-bromobenzoato de escopoletina [F(1,26) =
18,54, P<0,01] e interacdo pré-tratamento x tratamento [F(1,26) = 5,19,
P<0,05]. A Figura 22C mostra que a administracdo combinada com
doses sub-ativas de p-bromobenzoato de escopoletina (10° mg/kg, p.o.)
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e sertralina (0,3 mg/kg, p.o.) reduziu o tempo de imobilidade dos
camundongos submetidos ao TSC. A ANOVA de duas vias revelou
diferencas  significativas do  pré-tratamento com  sertralina
[F(1,26)=14,37, P<0,01], tratamento com p-bromobenzoato de
escopoletina [F(1,26)=15,69, P<0,01] e interacdo pré-tratamento x
tratamento F(1,26)=4,41, P<0,05].
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Figura 22. Efeito do tratamento dos animais com dose sub-ativa de p-
bromobenzoato de escopoletina (10° mg/kg, p.o. ) ou veiculo ( &gua + 5%
Tween ) em combinagdo com doses sub-ativas de antidepressivos: fluoxetina
(painel A), paroxetina (painel B) e sertralina (painel C) administrados por via
oral no tempo de imobilidade no TSC em camundongos. Os valores estdo
expressos como média + E.P.M. **P<0,01 quando comparado aos animais
tratados com veiculo.

Finalmente, o efeito do tratamento combinado com doses sub-
ativas de antidepressivos fluoxetina (5 mg/kg), paroxetina (10" mg/kg)
ou sertralina (3 mg/kg) com uma dose sub-ativa de p-bromobenzoato de
escopoletina foi verificado no teste do campo aberto. Os resultados
apresentados na Figura 23A mostram que a administracdo da fluoxetina
em combinacdo com p-bromobenzoato de escopoletina ndo afetou a
ambulacdo dos animais. A ANOVA de duas vias ndo revelou diferencas
para o pré-tratamento com fluoxetina [F(1,27) = 3,18, P=0,08],
tratamento com p-bromobenzoato de escopoletina [F(1,27) = 0,11,
P=0,74] e interacdo pré-tratamento x tratamento [F(1,27) = 0,36,
P=0,55]. A Figura 23B mostra que a administracdo de uma dose sub-



59

ativa de paroxetina combinada com uma dose sub-ativa de p-
bromobenzoato de escopoletina ndo influencia a atividade locomotora
dos camundongos. A ANOVA de duas vias ndo revelou diferencas
significativas do pré-tratamento com paroxetina [F(1,27) = 2,76,
P=0,11], tratamento com p-bromobenzoato de escopoletina [F(1,27) =
1,00, P=0,33] e interacdo pré-tratamento x tratamento [F(1,27) = 0,00,
P=0,97]. A Figura 23C mostra que a co-administracdo de doses sub-
ativas de sertralina e p-bromobenzoato de escopoletina ndo afetou
significativamente a atividade locomotora dos animais no campo aberto.
A ANOVA de duas vias ndo revelou diferencas significativas do pré-
tratamento com sertralina [F(1,29) = 1,96, P=0.17], tratamento com p-
bromobenzoato de escopoletina [F(1,29) = 2.44, P=0,13] e interacdo
pré-tratamento x tratamento [F(1,29) = 1,22, P=0,28].
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Figura 23. Efeito do tratamento dos animais com doses sub-ativas de p-
bromobenzoato de escopoletina (10° mg/kg, p.o. ) ou veiculo (dgua + 5%
Tween ) em combinago com doses sub-ativas de antidepressivos: fluoxetina
(painel A), paroxetina (painel B) e sertralina (painel C) administrados por via
oral na atividade locomotora dos camundongos no TCA. Os valores estdo
expressos como média + E.P.M.
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6 DISCUSSAO

Os objetivos deste estudo foram: primeiramente, investigar a acdo
tipo-antidepressiva de DSEs octanoato de escopoletina, p-metilbenzoato
de escopoletina, p-clorobenzoato de escopoletina e p-bromobenzoato de
escopoletina; secundariamente, investigar 0 mecanismo de acédo
responsavel por seu efeito tipo-antidepressivo no TSC. Para alcancar
estes objetivos, inicialmente foi realizado um “screening” dos DSEs no
qual foi selecionado o derivado de maior atividade biol6gica e em
seguida, investigou-se 0 seu mecanismo de acdo. Tendo em vista que
um trabalho do nosso grupo com a cumarina escopoletina, composto de
partida, apresentou atividade antidepressiva no TSC e ndo no TNF
(Capra et al., 2010) adotamos aquele teste.

O TSC é um modelo experimental amplamente utilizado na
pesquisa de drogas com possivel potencial antidepressivo, sendo que a
maioria dos antidepressivos incluindo os triciclicos, os inibidores da
monoamina oxidase (MAO) e os atipicos reduzem o tempo de
imobilidade neste teste (Steru et al., 1985; Cryan et al., 2005). O TSC
tornou-se um dos modelos animais mais amplamente utilizados para o
estudo de drogas com acdo antidepressiva (Cryan et al., 2005).
Antidepressivos causam um aumento na tentativa de escape do animal
guando suspenso pela cauda, a falta de mobilidade do animal submetido
a este teste & considerado um estado de desespero comportamental
(Steru et al., 1985). No entanto, compostos que aumentam a atividade
locomotora dos animas podem produzir um resultado falso positivo no
TSC. Os efeitos de drogas psicoestimulantes podem ser diferenciados de
antidepressivos por seu aumento na estimulagdo motora (Borsini and
Meli, 1988). Dessa forma, o TCA é utilizado para excluir a possibilidade
de que a reducdo no tempo de imobilidade produzida por uma droga, em
estudo, seja devido a um aumento da atividade locomotora dos animais.

Compostos biologicamente ativos de plantas podem ser utilizados
em estudos para sua modificagdo molecular (Korolkovas e Ferreira,
1988; Korolkovas, 1989; Yunes e Filho, 1998). Muitas mudancas podem
ser introduzidas numa molécula, dependendo de seus grupos funcionais.
Procura-se com estas mudancas introduzir grupos que conferem ao
composto em estudo, o aumento ou diminuicdo de sua hidrofobicidade
ou grupos doadores e/ou aceptores de elétrons possibilitando com isto, a
aplicacdo de métodos de correlagdo entre a estrutura quimica e a
atividade bioldgica que pode ser qualitativa como quantitativa (Yunes e
Filho, 1998).
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No presente estudo, todos os quatro DSEs foram efetivos em
reduzir o tempo de imobilidade em camundongos no TSC. No entanto, a
p-bromobenzoato de escopoletina, notavelmente, causou um efeito
significativo numa ampla faixa de doses muito baixas no TSC. Este
derivado possui uma poténcia antidepressiva no TSC 10.000 vezes
maior do que o octanoato de escopoletina e da p-clorobenzoato de
escopoletina e 100.000 vezes maior do que a p-metilbenzoato de
escopoletina. Além disso, deve ser enfatizado que, quando comparado
ao efeito da escopoletina no TSC (Capra et al., 2010), a p-
bromobenzoato de escopoletina foi, aproximadamente, 1.000.000 vezes
mais potente. Embora, a eficicia da resposta em relacdo a reducdo do
tempo de imobilidade no TSC seja similar entre os diferentes derivados
(em torno de 40% de reducdo do tempo de imobilidade, exceto a p-
metilbenzoato de escopoletina que apresentou 56,8% de reducéo na dose
de 1 mg/kg), esta € um pouco mais alta do que a produzida pela
escopoletina (maximo de 32,7% de reducdo no tempo de imobilidade)
(Capra et al., 2010). Surpreendentemente, quando comparado a
fluoxetina, a poténcia da p-bromobenzoato de escopoletina foi,
aproximadamente, 1.000.000 de vezes maior em relagdo a capacidade de
provocar uma diminui¢do no tempo de imobilidade no TSC (em torno
de 40% em comparacdo ao grupo controle). Portanto, nosso estudo
indica que a adi¢do do grupo p-bromobenzoato aumentou a propriedade
antidepressiva da escopoletina. Uma possibilidade ¢ que o grupo p-
bromobenzoato aumentou a absorcdo do composto ou facilitou a sua
interacdo com o alvo molecular responsavel pelo efeito antidepressivo
no TSC.

Embora haja semelhanca entre a p-bromobenzoato de
escopoletina, 0 octanoato de escopoletina, a p-clorobenzoato de
escopoletina e o p-metilbenzoato de escopoletina, os resultados sugerem
gue pequenas modificacdes na estrutura quimica da molécula estdo
associadas com alteragBes significativas no potencial antidepressivo do
composto. De acordo com nossos resultados, Meotti et al (2006)
mostrou modificacbes quimicas na molécula de escopoletina
proporcionaram uma alteracdo na propriedade antinociceptiva do
composto. O benzoato de escopoletina foi duas vezes mais potente do
gue a escopoletina quanto a capacidade de neutralizar a resposta
nociceptiva visceral, em camundongos, induzida pelo éacido acético
(Meotti et al., 2006). No presente estudo, portanto, como previamente
mencionado, alteragdes na estrutura quimica da escopoletina foram
muito mais efetivas em aumentar o efeito antidepressivo do composto.
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A hipotese serotoninérgica da depressao (Glowinski and Axelrod,
1964; Schildkraut, 1965) associou 0s sintomas depressivos com a
redugdo da concentracdo de serotonina nas sinapses do encéfalo e, por
outro lado, 0 mecanismo de agdo antidepressiva com o aumento das
concentracBes desse neurotransmissor. Consistente com esta hipotese, a
grande maioria dos farmacos utilizados atualmente para o tratamento da
depressdo aumentam os niveis sindpticos de serotonina (Risch e
Nemeroff, 1992). Além disso, vale ressaltar que muitos extratos de
plantas e compostos isolados desses extratos exibem efeito
antidepressivo modulado pela via serotoninérgica (McGarry et al., 2007;
Machado et al., 2007, 2008; Freitas et al., 2010). Destaca-se o fato de
gue o efeito antidepressivo da escopoletina no TSC previamente
demonstrado por nosso grupo é dependente do sistema serotoninérgico
(Capra et al.,, 2010). Considerando que o0 p-bromobenzoato de
escopoletina tem 1.000.000 vezes mais poténcia do que a escopoletina, o
presente estudo teve por objetivo investigar a contribuicdo da
transmissdo serotonérgica no efeito antidepressivo de p-bromobenzoato
de escopoletina. Para isto, os camundongos foram pré-tratados com
PCPA, um inibidor da enzima triptofano hidroxilase, cuja
administracdo, por quatro dias consecutivos, depleta 0s niveis
enddgenos de serotonina em cerca de 60% nestes animais, enquanto o0s
niveis de noradrenalina e dopamina ndo sdo afetados (Redrobe et al.,
1998). A deplecdo de serotonina pelo PCPA nédo alterou o tempo de
imobilidade no TSC, mas aboliu completamente a acdo antidepressiva
causada pela p-bromobenzoato de escopoletina. Além disso, um estudo
prévio realizado por nosso grupo mostrou que o mesmo protocolo de
tratamento com PCPA impediu totalmente o efeito antidepressivo da
fluoxetina, mas ndo causou efeito sobre a ag¢do da imipramina, um
antidepressivo triciclico inibidor da recaptacdo de serotonina e de
noradrenalina, no TSC (Rodrigues et al., 2002). Da mesma forma,
O'Leary et al. (2007) mostraram que o pré-tratamento com PCPA, em
camundongos, reverteu o efeito de diminuigdo do tempo de imobilidade
induzido pela administracdo de fluoxetina e citalopram no TSC, mas ndo
dos inibidores da recaptacdo de noradrenalina. Ainda, um trabalho de
Eckeli et al. (2000) mostrou que o PCPA preveniu totalmente o efeito da
fluoxetina, mas apenas parcialmente o efeito da imipramina no TNF.
Portanto, nossos resultados sugerem que os efeitos do p-bromobenzoato
de escopoletina requerem a disponibilidade de serotonina na fenda
sinaptica. Entretanto, os dados apresentados ndo nos permitem indicar
precisamente 0 mecanismo pelo qual o p-bromobenzoato de
escopoletina interfere com o sistema serotoninérgico, mas uma hipétese
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é que ela inibe a recaptacdo da serotonina, aumentando a disponibilidade
desse neurotransmissor na fenda sindptica. No entanto, futuros estudos
sd0 necessarios para confirmar esta hipotese.

Atualmente, existem varios tratamentos para a depressao, dentre
eles destacam-se os ISRSs. Os ISRSs sdo 0s antidepressivos mais
prescritos em todo 0 mundo (Stahl, 2004). A descoberta desses agentes €
um marco na neuropsicofarmacologia e no desenho racional de drogas
(Vaswani et al, 2003).

No entanto, um dos principais problemas na terapia
antidepressiva com ISRSs ¢ a eficcia limitada destes agentes. Alguns
eventos adversos sdo atribuidos a tratamentos continuos com ISRSs tais
como fraqueza, fadiga, desconforto, ndo remisséo dos sintomas, nausea,
ejaculacdo precoce, insdnia, diarréia, boca seca, sonoléncia e tonturas
(Mattila et al., 1988; Daly et al., 2011).

Uma das estratégias mais utilizadas, desde a década de 20, no
tratamento da depressdo refrataria (depressdo ndo responsiva ao
tratamento com antidepressivos classicos) é a potenciacdo da terapia
antidepressiva ndo efetiva por um segundo composto farmacolégico
com ou sem propriedades antidepressivas estabelecidas na literatura.
Esta estratégia esta sendo denominada de “augmentation” (Thase, 2007).
Assim sendo, o termo “augmentation” ¢ definido como a adicdo de um
ou mais agentes farmacoldgicos a um tratamento antidepressivo pré-
existente com o intuito de melhorar o humor dos pacientes e a resposta
dos antidepressivos (DeBattista, 2006). Assim sendo, a prética clinica de
combinar grupos ou substéncias farmacol6gicas com os ISRSs objetiva
aumentar a eficacia e minimizar os efeitos colaterais destes
antidepressivos. Embora estratégias de ‘“augmentation” sejam
amplamente baseadas em conhecimentos e experiéncias prévias, é
necessario uma base neurofarmacolédgica sélida para suportar tais
combinagdes. Poucos ensaios clinicos sistematicos e controlados,
comparando a terapia combinada com a monoterapia tém sido feitos. No
presente estudo, o principal objetivo foi investigar o possivel efeito tipo-
antidepressivo da interacdo de doses sub-efetivas de diferentes ISRSs
com a dose sub-efetiva da p-bromobenzoato de escopoletina
administrada por via oral, dose que “per se” ndo produz efeito
comportamental tipo-antidepressivo no TSC. Neste estudo, o efeito
antidepressivo sinérgico da p-bromobenzoato de escopoletina com os
ISRS fluoxetina, paroxetina e sertralina foram mostrados.

A fluoxetina, paroxetina e sertralina administradas em dose sub-
efetivas tiveram seus efeitos antidepressivos no TSC potencializados por
uma dose nao efetiva de p-bromobenzoato de escopoletina (10 mg/kg,
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p.0.). Acrescenta-se que este efeito ndo pode ser atribuido a uma
alteracdo da atividade locomotora, tendo em vista que a combinacédo da
p-bromobenzoato de escopoletina com estes antidepressivos foi
desprovida de efeito significativo sobre a atividade locomotora dos
camundongos no teste do campo aberto.

Este estudo, portanto, claramente mostrou o efeito tipo-
antidepressivo do p-bromobenzoato de escopoletina em um modelo
preditivo de acdo antidepressiva no TSC em doses extremamente baixas.
Além disso, a combinacdo terapéutica de p-bromobenzoato de
escopoletina com doses sub-efetivas dos ISRS poderdo, provavelmente,
se constituir em uma alternativa ao tratamento convencional com estas
drogas, em doses mais baixas, ao proporcionar um aumento na eficacia e
possivelmente eliminar ou reduzir os efeitos colaterais indesejaveis que
estas drogas apresentam quando utilizadas individualmente. Vale
mencionar que os dados indicam que o efeito tipo-antidepressivo do p-
bromobenzoato de escopoletina ndo estd relacionado a atividade
locomotora no TSC. No entanto, deve ser considerado que o TSC nédo é
um modelo de depressdo per se e os resultados obtidos nesse modelo
devem ser interpretados com cautela. Dessa forma, os dados deste
estudo podem servir como embasamento para a execucdo de estudos
animais complementares bem como estudos clinicos, os quais podem
confirmar o efeito antidepressivo do p-bromobenzoato de escopoletina.
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7 CONCLUSAO

O p-bromobenzoato de escopoletina apresentou um efeito tipo-
antidepressivo no TSC em uma ampla faixa de doses muito baixas.

Os derivados semissintéticos da escopoletina: octanoato de
escopoletina, p-metilbenzoato de escopoletina, p-clorobenzoato de
escopoletina e p-bromobenzoato de escopoletina apresentaram efeito
tipo-antidepressivo em camundongos submetidos ao TSC. Este efeito
nado é devido a uma acdo psicoestimulante.

O pré-tratamento com PCPA preveniu o efeito tipo-
antidepressivo do p-bromobenzoato de escopoletina sugerindo a
participacdo do sistema serotoninérgico neste efeito.

Doses sub-efetivas de fluoxetina, paroxetina ou sertralina
administradas em combinagdo com uma dose sub-efetiva de p-
bromobenzoato de escopoletina, produziram um efeito tipo-
antidepressivo no TSC, sem causar alteracdo na locomogédo no TCA.

O p-bromobenzoato de escopoletina, derivado com maior
atividade bioldgica, apresentou uma poténcia no efeito antidepressivo no
TSC 1.000.000 vezes maior do que a demonstrada em estudos prévios
pela escopoletina e pela fluoxetina (Capra et al., 2010), sendo que este
efeito é dependente da interagcdo com o sistema serotoninérgico.

Os resultados sugerem que o0 p-bromobenzoato de escopoletina
compartilha efeitos farmacolégicos com os ISRS em nivel pré-clinico.
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PERSPECTIVAS

Verificar o efeito do tratamento crbnico com p-bromobenzoato de
escopoletina em camundongos nos seguintes parametros:

a) Teste da suspensdo pela cauda e teste do campo aberto

b) Estresse cronico imprevisivel

c) AvaliagBes de sintomas neurologicos

d) Andlises toxicologicas

e) Dosagens dos niveis de serotonina

f) Verificacdo da liberacdo/captacdo de serotonina em preparacdes
sinaptossomais
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