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RESUMO

Avaliacdo do mecanismo de acdo antidepressiva e estudo da toxicidade oral
aguda e de doses repetidas de Hypericum polyanthemum em camundongos. O
objetivo deste trabalho foi ampliar o estudo do mecanismo de acao antidepressivo
de Hypericum polyanthemum (POL) e de seu composto derivado da classe dos
floroglucinois uliginosina B (ULI). Considerando o potencial desta planta para o
desenvolvimento de novos farmacos, realizou-se um estudo pré-clinico de toxicidade
aguda e doses repetidas de POL em camundongos. A administracao via oral (v.0.)
do extrato ciclo-hexano de POL (90 mg/kg) foi capaz de reduzir significativamente o
tempo de imobilidade de ratos e camundongos no teste de natacao forcada (TNF). A
administracdo de ULI (10 mg/kg, v.0.) igualmente reduziu o tempo de imobilidade no
TNF e também no teste de suspensdo pela cauda (TSC). A administracdo
simultadnea (v.0), das subdoses de POL (45 mg/kg) e ULI (5 mg/kg) foram capazes
de potencializar o efeito antidepressivo das subdoses de imipramina (10 mg/kg),
bupropiona (3 mg/kg) e fluoxetina (15 mg/kg), no TNF em camundongos. O pré-
tratamento de camundongos, pela via intraperitoneal, com SCH 23390 (antagonista
de receptor dopaminérgico D;); sulpirida (antagonista de receptor dopaminérgico
D,); prazosin (antagonista de receptor a;-adrenérgico); ioimbina (antagonista de
receptor ax-adrenérgico) e p-clorofenilalanina metil éster (pCPA- inibidor da sintese
de serotonina (5-HT), preveniu o efeito anti-imobilidade de ULI no TNF. In vitro, ULI
inibiu a recaptacdo sinaptossomal de dopamina ([*H]-DA), noradrenalina ([*H]-NA) e
serotonina ([°H]-5-HT), sem ligacdo aos transportadores, e isto foi demonstrado
através das diferentes concentracées de ULI que ndo afetaram a ligacdo de [*H]-
mazindol, [*H]-nisoxetina e [*H]-citalopram aos sitios de recaptacdo de DA, NA e 5-
HT, respectivamente. Estes resultados sugerem que ULI tem acdo nao-seletiva
sobre o sistema monoaminérgico, 0 que pode representar um novo composto com
inibicdo tripla da recaptacado; além disso possui mecanismo de acao diferente dos
antidepressivos cléssicos, inibindo a recaptagdo das monoaminas sem se ligar aos
respectivos sitios especificos dos transportadores. Também realizou-se estudo
bioquimico da atividade da Na',K'-ATPase em coértex cerebral e hipocampo de
camundongos. O tratamento agudo e repetido por via oral (3 dias, 1 x ao dia)

aumentou a atividade desta enzima em cértex cerebral de camundongos em



diferentes tempos. ULI ndo alterou a atividade da Na*,K*-ATPase em hipocampo dos
camundongos, e esse resultado corrobora com a hipotese de que ULI pode estar
contribuindo para a manutencdo da excitabilidade neuronal estimulando esta
enzima, e agindo seletivamente no cortex cerebral. Além disso, investigou-se o
papel de ULI sobre os canais de sodio dependentes de voltagem (Na®), através da
pré-administracéo de veratrina (ativador de canal de Na*). A veratrina bloqueou o
efeito antidepressivo de ULI no TNF e este resultado indica a possibilidade de ULI
estar bloqueando os canais de Na® alterando o gradiente idnico através da
estimulacdo da atividade da Na',K'-ATPase e, prejudicando ou inibindo a
recaptacdo das monoaminas. Nos experimentos de toxicidade, as mudancas
fisiol6gicas, bioquimicas e histopatoldégicas mais pronunciadas foram observadas
nos camundongos que receberam POL nas doses 5 e/ou 10 vezes maiores que a
dose efetiva no TNF em camundongos. Entretanto, POL apresenta constituicao
quimica diferente de H. perforatum, sugerindo baixo risco desta espécie em relacdo
a fototoxicidade (auséncia de hipericina). Através dos dados obtidos neste estudo,
acredita-se que POL pode se tornar uma espécie promissora no desenvolvimento de
um novo fitoterapico com acdo neuroativa. A inibicAo da recaptacdo das
monoaminas pode estar relacionada a uma alteracdo do gradiente ibnico de Na’,
através da estimulacdo da atividade da Na*,K*-ATPase, 0 que leva a crer que ULI
possui um perfil de acdo lamotrigina-like. Dessa forma, ULI torna-se um novo e
promissor padrdo molecular de substédncia com atividade no sistema nervoso

central.

Palavras-chave: Hypericum polyanthemum; uliginosina B; neurotransmissao

monoaminérgica; atividade antidepressiva; toxicidade; Na*,K*,-ATPase, veratrina.



ABSTRACT

Evaluation of the antidepressant mechanism of action and oral toxicity study of
Hypericum polyanthemum in mice. The aim of this work was to continue studying
the antidepressant mechanism of Hypericum polyanthemum (POL) and its compound
derived from phloroglucinols class uliginosin B (ULI). Considering the potential for
development of new drugs with this plant, a preclinical study of toxicity with POL was
accomplished, administering acute and repeated-doses in mice. The cyclo-hexane
extract administration by oral route (p.o.) of POL (90 mg/kg) was able to significantly
reduce the immobility time of rats and mice in the forced swimming test (FST). ULI
(10 mg/kg, p.o.) also produced a reduction in immobility time in two models predictive
of antidepressant activity in mice, FST and the tail suspension test (TST).
Simultaneously administration (p.o) of subeffective doses of POL (45 mg/kg) and ULI
(5 mg/kg) were able to potentiate the antidepressant effect of subeffective dose of
imipramine (10 mg/kg), bupropion (3 mg/kg ) and fluoxetine (15 mg/kg), in the mouse
FST. The pretreatment of mice, by i.p. route, with SCH 23390 (dopamine D; receptor
antagonist); sulpiride (dopamine D, receptor antagonist); (a; adrenoceptor
antagonist); yohimbine (a, adrenoceptor antagonist) and p-chlorophenylalanine
methyl ester (pCPA- an inhibitor of serotonin (5-HT) synthesis) prevented anti-
immobility effect of ULl in FST. In vitro, ULI inhibited synaptosomal uptake of
dopamine ([3H]-DA), noradrenaline ([3H]-NA) and 5-HT ([3H]-5-HT), without binding
with  monoaminergic transporters, and this was demonstrated by different
concentrations of ULI that did not affect the binding of [3H]-mazindol, [3H]-nisoxetine
and [3H]-citalopram to DA, NA and 5-HT uptake sites, respectively. These results
suggest that ULI has non-selective action on the monoaminergic system, which may
represent a new compound with triple reuptake inhibition; furthermore, ULI has a
mechanism of action different from the classical antidepressants by inhibiting
monoamine reuptake without bind to respective neurotransporters. In addition we
have performed a biochemical study for activity of Na*, K*-ATPase in cerebral cortex
and hippocampus of mice. Acute and repeated oral treatment (3 days, 1 x per day)
increased enzyme activity in cortex at different times. ULI did not alter Na*, K-
ATPase activity in hippocampus, and this result confirms the hypothesis that ULI can
be contributing to the maintenance of neuronal excitability by stimulating this
enzyme, and acting selectively in cerebral cortex. Moreover, we investigated the role



of ULl on voltage-gated sodium channels (Na®), through pre-administration of
veratrine ( Na® channel oppener). Veratrine was able to abolish the antidepressant
effect of ULI in TNF and this result indicates the possibility that ULI blocks the Na*

channels by altering the ionic gradient through the stimulation of Na*, K*-ATPase and
impairing or inhibiting the reuptake of monoamines. In toxicity experiments, the more

pronounced physiological, biochemical and histopathological changes were observed
in mice that received POL at doses 5 and/or 10 fold higher than the effective dose in
TNF. However, POL has chemically different from H. perforatum, suggesting low risk
of this species in relation to phototoxicity (absence of hypericin). Considering all
results, we supposed that POL could be a product with potential for the development
of new drugs. The monoamine reuptake inhibition can be related to a change on the
gradient of Na* ion, by stimulation of Na*, K'-ATPase, which suggests that ULI has a
lamotrigine-like profile. Therefore, we suggest that phloroglucinol derivative ULI

represents a promising new molecular pattern with central nervous system activity.

Key-words: Hypericum polyanthemum; uliginosin B; monoaminergic

neurotransmission; antidepressant activity; toxicity; Na*,K*,-ATPase, veratrine.
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1. APRESENTACAO

A partir de 1998, foi iniciada no Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da UFRGS, uma linha de pesquisa visando a investigacdo quimica e
farmacoldgica das espécies de Hypericum nativas do Rio Grande do Sul.
Desenvolvida pelo laboratério de Psicofarmacologia Experimental, sob a
responsabilidade da Profa. Dr. Stela Maris Kuze Rates e pelo laboratorio de
Farmacognosia, sob responsabilidade da Profa. Dr. Gilsane Lino Von Poser, a
ferramenta utilizada foi uma abordagem quimiotaxonémica para a busca de
moléculas bioativas em produtos naturais, através dos dados existentes na literatura

para a espécie Hypericum perforatum.

Em tese de doutorado de Viana (2007), desenvolvida neste Programa de
PoOs-Graduacdo, a espécie H. polyanthemum mostrou resultados promissores
guanto a atividade antidepressiva. No estudo se verificou que o principal derivado
floroglucinol desta espécie, identificado como uliginosina B (ULI) € uma das
moléculas responsaveis pela atividade antidepressiva. As propriedades neuroativas
de Hypericum polyanthemum, incluindo a acdo antidepressiva de uliginosina B,

estéo protegidas sob pedido de depdésito de patente (Rates et al., 2010).

A maioria dos medicamentos antidepressivos disponiveis atualmente foram
desenvolvidos com base nos antidepresivos triciclicos (ADT) e inibidores da
monoaminoxidase (IMAO), suportados na teoria monoaminérgica da depressao
(Berton e Nestler, 2006). Novos agentes que atuam no sistema monoaminérgico de
maneira mais especifica foram desenvolvidos, como os antidepressivos de segunda
geracdo e os atipicos, que apresentam efeitos adversos mais brandos e sdo mais
bem tolerados pelos pacientes, porém nao apresentam uma melhora substancial
sobre sua eficacia, onde somente 50 % dos pacientes apresentam uma remissao

completa dos sintomas desta doenca (Berton e Nestler, 2006; Porcelli et al., 2011).

Além da abordagem sobre a teoria monoaminérgica, existem muitas
evidéncias de que a atividade da enzima Na',K'-ATPase cerebral, bem como

alteracdes nas concentracbes de Na* relacionados aos canais de soédio
dependentes de voltagem, que podem estar envolvidos na etiologia de transtornos
mentais, como a depressdo maior, depressao unipolar e a depressao bipolar
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(Looney e El-Mallach, 1997; Goldstein et al., 2006; Goldstein et al., 2009; Hamid et
al., 2009; Bourin et al., 2009).

Considerando a importancia do papel da neurotransmissdo monoaminérgica
sobre os transtornos depressivos, bem como as alteracées da Na*,K'-ATPase e o
desbalanco ibnico de Na®, a proposta desta tese foi ampliar o estudo sobre a
atividade antidepressiva de Hypericum polyanthemum e ULl sobre a
neurotransmissdo monoaminérgica. Além disso, investigou-se a acao de ULI sobre a
enzima Na’,K'-ATPase cerebral e sua influéncia sobre o0s canais de sodio
dependentes de voltagem. Em vista dos relevantes resultados obtidos para a
espécie quanto ao seu potencial de acdo neuroativo, também realizou-se um estudo

sobre a toxicidade oral aguda e de doses repetidas em camundongos.

Este trabalho gerou, at¢é o momento, duas publicacbes em revistas
internacionais, € um manuscrito em preparac¢ao para futura sumissédo. Dessa forma,
a tese esta estruturada em 3 capitulos, correspondente aos 3 manuscritos: Capitulo
1 € o artigo publicado na revista Behavioural Brain Research, intitulado “Uliginosin B,
a phloroglucinol derivative from Hypericum polyanthemum: A promising new
molecular pattern for the development of antidepressant drugs.” O Capitulo 2 é o
manuscrito em preparagdo: “Uliginosin B, a natural phloroglucinol derivative with
antidepressant-like activity, affects differently the activity of Na',K*-ATPase in
cerebral cortex and hippocampus of mice.”. O capitulo 3 € o artigo publicado na
revista Food and Chemical Toxicology: “Acute and repeated-doses toxicity study of

Hypericum polyanthemum Klotzsch ex Reichardt (Guttiferare) in mice.”
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi aprofundar o estudo do mecanismo de agéo
antidepressiva do extrato ciclo-hexano de Hypericum polyanthemum (POL) e
de seu derivado floroglucinol uliginosina B (ULI) e avaliar a toxicidade oral do

extrato ciclo-hexano em camundongos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Ampliar o estudo de POL e ULI no teste da natacdo forcada, em
camundongos, através da avaliacao do efeito dos tratamentos com POL e ULI
em associacdo com antidepressivos de diferentes classes; e investigar o
envolvimento de ULI sobre a neurotransmissdo monoaminérgica.utilizando
antagonistas de receptores dopaminérgicos, noradrenérgicos e inibidor de

sintese de serotonina.

e Investigar o efeito do tratamento com ULI sobre a atividade da enzima Na*,K"-

ATPase em cortex cerebral e hipocampo de camundongos.

e Avaliar o efeito de ULI sobre os canais de Na* dependentes de voltagem no

teste de natacao forcada em camundongos

e Auvaliar o efeito da toxicidade oral aguda e repetida do extrato ciclo-hexano de

Hypericum polyanthemum em camundongos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Os transtornos depressivos sdo 0s mais prevalentes dentre os transtornos
psiquiatricos, causando sofrimento aos pacientes, sobrecarga familiar e alto risco de
comportamento suicida (Moller et al., 2012). Juntamente com outros transtornos do
humor, tém prevaléncia mundial de aproximadamente 18%, sendo considerada uma
das doengas mentais mais incapacitantes e dispendiosas (Tamminga et al., 2002;
Porcceli et al., 2011; Mdller et al., 2012). Estudos mostram que um a cada 6 norte-
americanos ir4 sucumbir a depresséo clinica em algum periodo de sua vida (Kessler,
2005). Dados da Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2008), relatam que a
depressao unipolar é considerada a terceira doenca mais incapacitante, em termos
de ‘anos de vida ajustados para incapacidade’ (disability-adjusted life years -
DALY’s), e prevém que em 2030 a depressao sera a doenga mais prevalente e com

maior risco de suicidio.

Além dos indices de mortalidade associados a depressao (90% dos pacientes
gue cometem suicidio sofrem de depressdo, WHO, 2008), pacientes depressivos
s80 mais suscetiveis a doenca arterial coronaria e ao diabete tipo Il (Knol et al.,
2006). Estes fatos levaram o governo norte-americano, através do Instituto Nacional
de Doencas Mentais (NIMH) a criar, em 2002, um programa para descoberta de
novos tratamentos para transtornos do humor (depressdo maior e depressao bipolar)
(Tamminga et al., 2002).

O cenario terapéutico atual € caracterizado por incompleto conhecimento
sobre a fisiopatologia dos transtornos depressivos, bem como ineficacia da terapia
farmacoldgica antidepressiva (Sinyor et al., 2010; Porcceli et al., 2011). Os
medicamentos antidepressivos tém aliviado o sofrimento de milhares de pessoas,
porém, estes agentes possuem limitacbes, como a demora da resposta ao
tratamento (Rasmussen, 2006). Ha uma necessidade de que se descubram
tratamentos eficientes para as comorbidades relacionadas a este trasntorno afetivo,
como insobnia, disfuncdo sexual, dessincronizacdo do ciclo circadiano, cognicao
prejudicada e dor (Millan, 2009). Até o momento, décadas de pesquisa e
investigacdes clinicas realizadas nesta area apontam para uma maior seguranca

dos farmacos utilizados para essa patologia, poréem sem uma melhora substancial
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sobre sua eficacia, o que torna necessaria a criagdo de novos paradigmas e a

identificacdo de novos compostos antidepressivos (Porcelli et al., 2011).

Os produtos naturais tem sido reconhecidos como fontes de grande parte dos
ingredientes ativos de medicamentos (Harvey et al., 2006). Aproximadamente 25%
dos farmacos precritos em todo o mundo sdo derivados de produtos naturais
(Wachtel-Galor e Benzie, 2011). Nos ultimos anos, o género Hypericum (Guttiferae)
tem despertado interesse dos pesquisadores na busca por novos tratamentos
antidepressivos (Kasper et al., 2010). Esse interesse deve-se principalmente ao uso
clinico de Hypericum perforatum, utilizado na Europa, Estados Unidos e América do
Sul para o tratamento de depresséo leve a moderada. Os extratos de H. perforatum
(St. John’s wort) possuem componentes com reconhecida atividade antidepressiva,
como derivados floroglucinol (hiperforina), naftodiantronas (hipericina) e flavondides
(hiperosideo), representados na figura 1 (Rocha et al., 1994; Chatterjee et al.,
1998a; Butterweck et al., 2000; Kasper et al., 2010). Além disso, relatos sugerem
gue esses extratos podem ser efetivos no tratamento clinico para dependéncia de
substancias como alcool e tabaco (Uzbay, 2008; Ruedeberg et al., 2010).

InvestigacBes quimicas do género Hypericum tém levado ao isolamento de
varias substancias, entre as quais quinonas policiclicas, flavondides, xantonas e
derivados de floroglucinol (Von Poser et al., 2006). Entre as ultimas substancias
isoladas, algumas sdo analogas a hiperforina, isolada de Hypericum perforatum,
enquanto outras possuem uma unidade floroglucinol conjugada com acido filicinico
(Erdelmeier et al., 1998, Nor et al., 2004). A hiperforina tem sido relatada como uma
das substancias responsaveis pela atividade de H. perforatum, tanto em estudos
pré-clinicos quanto em estudos clinicos (Chatterjee et al., 1998a; 1998b; Miiller et
al., 2001; 2003; Zanoli, 2004).
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Hiperforina Hipericina Hiperosideo

Figura 1. Estrutura dos principais compostos responsaveis pela atividade antidepressiva de

Hypericum perforatum.

O mecanismo de acdo de grande parte dos antidepressivos classicos é
atraves da inibicdo da recaptacdo das monoaminas, pelo bloqueio do sitio especifico
dos transportadores monoaminérgicos, ou por inibicdo da enzima monoaminoxidase,
responsavel pela degradacdo das monoaminas (Krishnan e Nestler, 2008). Estudos
indicam que os extratos de H. perforatum atuam de modo diferente dos
antidepressivos usuais (Bhattacharya et al., 1998; Chatterjee et al., 1998a; Kumar et
al., 2000; Mdller, 2003). Os extratos lipofilicos, bem como alguns componentes
isolados (por exemplo, hiperforina) inibbem a recaptacdo de noradrenalina (NA),
serotonina (5-HT), dopamina (DA), acido gama-aminobutirico (GABA) e glutamato,
através de um mecanismo que nao esta diretamente relacionado ao bloqueio do sitio
de recaptacdo desses neurotransmissores (Kaehler et al., 1999; Muller et al., 1998,
2001; Gobbi et al., 2001; Jensen et al., 2001). Alguns autores justificam a nao
seletividade do H. perforatum sobre o sistema monoaminérgico, sugerindo que a
hiperforina inibe a recaptacdo vesicular de NA, 5-HT e DA através de alteracdes na
condutividade dos canais de sodio (Singer et al., 1999), interferéncia na fluidez das
membranas neuronais (Eckert; Miiller, 2001; Eckert et al., 2004) e alteracéo sobre o
eixo hipotadlamo-hipoéfise-adrenal (HPA) (Butterweck et al., 2004; Murck et al., 2004).

O uso de espécies brasileiras de Hypericum pela populagdo como
antidepressivo ndo é documentado e estima-se a ocorréncia de cerca de 20
espécies brasileiras de Hypericum (Von Poser et al.,, 2006). A partir das folhas e
flores de H. brasiliense Choisy foram isoladas xantonas e derivados de floroglucinol.
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Extratos contendo essas substancias inibiram a enzima monoamino oxidase (MAO)
(Rocha et al., 1994; 1995; 1996), mas nao foram ativos no teste de natacéo forcada
(TNF) em ratos (Mendes et al.,, 2002). Além disso, foi demonstrado que H.
caprifoliatum e H. polyanthemum apresentam efeito antinociceptivo em roedores
(Viana et al., 2003). Extratos, fracdes e substancias isoladas dessas e de outras
espécies também foram avaliados e mostraram atividade antiviral (Schmitt et al.,
2001; Fritz et al., 2007), antibacteriana (Dall’Agnol et al., 2003; 2005), antifungica
(Fenner et al., 2005), carrapaticida (Ribeiro et al., 2007), antioxidante (Bernardi et al.,
2007) e antiproliferativa (Ferraz et al., 2005a, 2005b).

As espécies do género Hypericum da regido sul do Brasil mais amplamente
distribuidas foram submetidas a um screening para verificar sua possivel atividade
antidepressiva: H. brasiliensi Choisy, H. caprifoliatum Cham. & Schltdl, H. carinatum
Griseb., H. connatum Lam., H. cordatum (Vell.) N. Robson, H. myrianthum Cham. &
Schitdl., H. polyanthemum Klotzsch ex Reichardt e H. ternum A. St. Hil. (Daudt et al.,
2000, Gnerre et al., 2001).

Dentre as espécies estudadas, H. caprifoliatum mostrou os resultados mais
promissores no teste de natacdo forcada, um modelo animal de deteccdo de
substancias com possivel atividade antidepressiva (Daudt et al., 2000), mas H.
polyanthemum também apresentou efeito antidepressivo (Gnerre et al., 2001). Os
extratos de H. brasiliense (Rocha et al., 1994), H. caprifoliatum, H. piriai e H.
polyanthemum (Gnerre et al.,, 2001) apresentaram atividade IMAO in vitro. No
entanto, os extratos com melhor atividade IMAO n&o foram ativos no teste de
natacdo forcada. Dessa forma, o efeito na natagédo forcada ndo parece ser devido a
atividade IMAO (Gnerre et al., 2001).

Viana e colaboradores (2005) aprofundaram o estudo da acéo antidepressiva
de H. caprifoliatum e demonstraram em experimentos in vivo que extratos ciclo-
hexano desta espécie apresentam efeito sobre a transmissdo dopaminérgica: o
efeito anti-imobilidade dos extratos no teste de natacdo forcada foi prevenido com
uma administracdo prévia de sulpirida ou SCH23390 (antagonistas de receptores
dopaminérgicos D2-like e D1-like, respectivamente). Experimentos in vitro
mostraram que 0s extratos e seus principais derivados de floroglucinol inibiram a

captacdo e aumentaram a liberacdo de monoaminas, em particular de DA, em
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sinaptossomas de ratos. No entanto, esses derivados de floroglucinol ndo se ligaram
a transportadores monoaminérgicos, sugerindo que a atividade antidepressiva esta
relacionada a mecanismos diferentes de outras classes de antidepressivos. A partir
desses resultados, sugere-se que os derivados de floroglucinol poderiam causar um
efeito indireto na funcdo dos transportadores de monoaminas. Além disso, H.
caprifoliatum induz alteracdo na resposta do organismo ao estresse, através da
medida dos niveis de corticosterona em camundongos submetidos ou ndo ao
estresse da natacdo forcada, e que essas alteragdes ocorrem por mecanismos

diferentes dos antidepressivos classicos (Viana et al., 2008).

A espécie H. polyanthemum foi estudada por Viana (2007), em uma tese de
doutorado desenvolvida nesse Programa de Poés-Graduacdo e apresentou
resultados muito similares a espécie H. caprifoliatum. Além de outros resultados
obtidos, destacam-se os resultados obtidos com o principal derivado floroglucinol,
identificado como uliginosina B (ULI, figura 2). ULI é uma das moléculas
responsaveis pela atividade antidepressiva de H. polyanthemum (Stein et al., 2012)
com maior poténcia e facilidade de trabalho, sendo este produto mais estavel do
gue o principal floroglucinol de H. caprifoliatum (N6r et al.,, 2004), o qual ja possui
relatos de sintese (Kraus e Liu et al., 2012). Das partes aéreas de H. polyanthemum
também foram isolados trés novos benzopiranos: 6-isobutiril-5,7-dimetéxi-2,2-dimetil-
benzopirano (HP1); 7-hidréxi-6-isobutiril-5-metdxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP2) e 5-
hidréxi-6-isobutiril-7-metdxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP3) (figura 2) (Ferraz et al.,
2001). Recentemente, o efeito antinociceptivo do extrato ciclo-hexano de H.
polyanthemum (POL), bem como dos trés benzopiranos isolados desta espécie, foi
estudado por Haas e colaboradores (2010a) através do teste da placa aquecida.
POL mostrou efeito antinociceptivo de forma dependente da dose e dentre o0s
benzopiranos testados, apenas HP1 foi ativo no teste. O flavondide hiperosideo,
isolado de H. caprifoliatum foi estudado quanto ao possivel efeito antinociceptivo e
anti-imobilidade em ratos e camundongos. Os resultados encontrados
demonstraram que o hiperosideo foi ativo no teste de natacédo forcada (TNF) nas
duas espécies estudadas, e que este efeito foi mediado pela ativacdo de receptores

dopaminérgicos do tipo D,-like (Haas et al., 2010b).
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Figura 2. Estrutura dos principais produtos isolados de Hypericum polyanthemum.

No mesmo trabalho realizado por Viana, em 2007, o autor investigou o efeito
de H. polyanthemum sobre o eixo HPA em camundongos. Um dos resultados
obtidos foi que o tratamento com H. polyanthemum, durante 3 dias consecutivos, foi
capaz de reverter os niveis aumentados de corticosterona em coOrtex cerebral de
camundongos, ocasionados pelo teste de natacdo forcada (agente estressor). Os
corticosterdides modulam a sintese da Na*,K*-ATPase, resultando em importantes
consequéncias no papel central da enzima para manter o gradiente transmembrana,
captacdo de nutrientes, volume celular e neurotransmissdo. Sabe-se que o0s
transtornos de humor também estdo relacionados com o0s niveis anormais de
corticosteroides em alguns pacientes, e o que se tem observado € um aumento da
atividade do eixo HPA (hipotalamo-hipdéfise-adrenal) em pacientes com depressao, o
gual é corrigido com a utilizacdo de antidepressivos classicos (Pariante et a., 2004).
Porém, os antidepressivos sdo capazes de diminuir os niveis basais de
corticosterona (Duncan et al., 1998) que séao fisiolégicos e necessarios para o

correto funcionamento do organismo.

Existem muitas evidéncias de que a atividade da enzima Na' K'-ATPase
cerebral pode estar envolvida na etiologia de transtornos mentais, como a depressao
(Goldstein et al., 2006) e a depresséo bipolar (Looney e El-Mallach, 1997; Goldstein
et al., 2009; Hamid et al., 2009). A modulacdo da Na*,K*-ATPase afeta diretamente
a sinalizacdo dos neurotransmissores. A inibicdo da Na',K'-ATPase pela ouabaina
diminui a recaptacao de noradrenalina (Vatta et al., 2004), dopamina e serotonina
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(Steffens e Feuerstein, 2004) e aumenta a liberacdo de acetilcolina (Blasi et al.,
1988).

Além da abordagem da Na*,K*-ATPase nos transtornos depressivos, como o
transtorno bipolar, também esta relacionado a esta doenca o papel dos canais de
soédio. O transtorno bipolar € um transtorno de humor caracterizado por recorrentes
episodios de mania e depressado, tendo como possiveis causas a desregulacdo no
transporte idnico e altas concentracbes de Na' intraclelular (El-Mallakh e Li, 1993;
Calabrese et al.,, 2004). Muitos anticonvulsivantes utilizados no tratamento da
depresséo bipolar sdo bloqueadores de canais de Na* e existem alguns trabalhos na
literatura que relatam o efeito antidepressivo de farmacos anticonvulsivantes quando
utilizados em modelos animais de depressdo (Codagnone et al., 2007; Prica et al.,
2008; Bourin et al., 2009).

Considerando-se as alteracbes da Na',K'-ATPase nos transtornos
depressivos, e o desbalanco i6nico de Na* na depresséo bipolar, avaliou-se o efeito

da administracdo de ULl sobre a atividade da Na',K'-ATPase, em estruturas
cerebrais de camundongos, e também o efeito de ULI sobre os canais de sodio

através da utilizacdo de um ativador de canal de sddio, a veratrina.

Até o momento, existem poucos dados de toxicidade para 0 género
Hypericum. Em um estudo realizado por Viana e colaboradores (2006), ratos
tratados com o extrato éter de petrdleo de H. caprifoliatum apresentaram sinais de
toxicidade quando este extrato foi administrado por via intraperitoneal, porém,
guando o extrato éter de petrdleo e ciclo-hexano foram administrados por via oral em
ratos e camundongos, nenhum sinal de toxicidade foi encontrado. Ferraz e
colaboradores (2009) verificaram que os produtos majoritarios da espécie Hypericum
polyanthemum, HP1, HP2 e HP3 ndo induzem genotoxicidade em camundongos;
Haas e colaboradores (2010a) observaram que camundongos tratados com HP1,
nao tiveram sua performance afetada em aparelho de rota-rod, sugerindo a auséncia
de efeitos neurotéxicos. Até o presente momento, ndo havia relatos de estudos de
toxicidade in vivo para o extrato ciclo-hexano de H. polyanthemum na literatura e,
considerando que H. polyanthemum é uma espécie com potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos, realizou-se um estudo de toxicidade oral

aguda e de doses repetidas em camundongos.
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Uliginosin B, a phloroglucinol derivative from Hypericum polyanthemum: A

promising new molecular pattern for the development of antidepressant drugs.

Ana C. Stein,, Alice F. Viana, Liz G. Miller, Jéssica M. Nunes, Eveline D. Stolz,
Jean-Claude Do Rego, Jean Costentin, Gilsane L. von Poser, Stela M.K. Rates.

ABSTRACT

In this study we have demonstrated that cyclohexane extract of Hypericum
polyanthemum (POL) and its main phloroglucinol derivative uliginosin B (ULI) present
antidepressant-like activity in rodent forced swimming test (FST). The involvement of
monoaminergic neurotransmission on the antidepressant-like activity of ULl was
evaluated in vivo and in vitro. POL 90 mg/kg (p.o.) and ULI 10 mg/kg (p.o.) reduced
the immobility time in the mice FST without altering locomotion activity in the open-
field test. The combination of sub-effective doses of POL (45 mg/kg, p.o.) and ULI (5
mg/kg, p.o.) with sub-effective doses of imipramine (10 mg/kg, p.o.), bupropion (3
mg/kg, p.o.) and fluoxetine (15 mg/kg, p.o.) induced a significant reduction on
immobility time in FST. The pretreatment with SCH 23390 (15 g/kg, s.c., dopamine
D1 receptor antagonist), sulpiride (50 mg/kg, i.p., dopamine D2 receptor antagonist),
prazosin (1 mg/kg, i.p., al-adrenoceptor antagonist), yohimbine (1 mg/kg, i.p., a 2-
adrenoceptor antagonist) and pCPA (100 mg/kg/day, i.p., p-chlorophenilalanine
methyl ester, inhibitor of serotonin synthesis, for four consecutive days) before ULI
administration (10 mg/kg, p.o.) significantly prevented the anti-immobility effect in
FST. ULI was able to inhibit synaptosomal uptake of dopamine (IC50 = 90 + 38 nM),
serotonin (IC50 = 252 + 13 nM) and noradrenaline (280 + 48 nM), but it did not bind
to any of the monoamine transporters. These data firstly demonstrated the
antidepressant-like effect of POL and ULI, which depends on the activation of the
monoaminergic neurotransmission in a different manner from the most

antidepressants.
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Abstract

Uliginosin B is a phloroglucinol isolated from Hypericum polyanthemum that
presents antidepressant-like effect mediated by monoaminergic neurotransmission in
rodents; it inhibits monoamines neuronal reuptake without binding to their neuronal
carriers demonstrating that its mode of action differs from classical antidepressants.
Studies have described the involvement of Na',K'-ATPase brain activity in the
depressive disorders and neuronal monoamine transport depends on Na* gradient
generated by Na*,K*-ATPase. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect
of uliginosin B on the Na*,K*-ATPase activity in mice brain and verifiy the influence of

veratrine, a Na® channel opener, on the FST. Uliginosin B was isolated from H.

polyanthemum by chromatographic methods. Mice (n=8 per group) received
uliginosin B single (10 mg/kg, p.o.) or repeated doses (10 mg/kg, p.o., once a day, 3
days) or vehicle (NaCl 0.9 % + Tween 80 2%). Brain structures were removed 1 h or
3 h after last administration and Na*,K*-ATPase activity was determined on inorganic
phosphate release. Independent groups of mice were submitted to the same
treatments and evaluated in the the tail suspension test (TST) and forced swimming
test (FST). Single administration of uliginosin B increased Na*,K*-ATPase activity in
cerebral cortex only at 1 h. Repeated administration produced an increase in Na*,K"-
ATPase activity in cerebral cortex at 1 h and 3 h after the last administration; the
enzyme activity was not altered in the hippocampus at any time indicating a regional
specificity. Single administration of uliginosin B reduced the immobility in TST and
FST only at 1 h whereas treatment for 3 days reduced it at both times. Behavioral
response are in line with biochemical results suggesting that the effects of ULI are, at
least in part, underlaid by its action on Na’,K'-ATPase. Uliginosin B presents

antidepressant-like effect in TST and FST that may be due to increase in cerebral
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cortex Na*,K*-ATPase activity. The administration of veratrine was able to prevent

the antidepressant-like effect of uliginosin B and it indicates that activity involves the
regulation of Na* balance. All these data suggest that antidepressant-like activity of
uliginosin B involves the regulation of Na* balance and point to a lamotrigine-like

profile effects.

Key-words: uliginosin B, antidepressant-like activity; Na*,K*-ATPase; veratrine;

voltage-gated sodium channel
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Acute and repeated-doses (28 days) toxicity study of Hypericum

polyanthemum Klotzsch ex Reichardt (Guttiferare) in mice

Andresa Heemann Betti, Ana Cristina Stein, Eliane Dallegrave, Angelica Terezinha
Barth Wouters,Tatiane Terumi Negrdo Watanabe, Davi Driemeier, Andréia Buffon,
Stela Maris Kuze Rates

Hypericum polyanthemum, a South Brazilian species showed antidepressant-like and
antinociceptive effects in rodents. Since limited information is available on the toxicity
and safety profile of the Hypericum genus, we therefore investigated whether H.
polyanthemum cyclo-hexane extract (POL) treatment could be associated with
toxicity in preclinical setting using mice as an experimental model. These toxicity
studies were based on the guidelines of the Organization for Economic Cooperation
and Development (OECD-guidelines 423 and 407). Animals received POL single
dose (2000 mg/kg, p.o.) or daily for 28-days (90, 450 and 900 mg/kg, p.o.). Acute
toxicity study did not detect any clinical signs, changes in behavior or mortality. In
repeated dose toxicity study, POL affected the body weight gain and induced
biochemical, hematological and liver histological changes at 450 and 900 mg/kg.
Mice treated with POL 90 mg/kg did not show any toxicity signs. In conclusion H.
polyanthemum can be classified as safe (category 5) according to OECD acute
toxicity parameters. However, the alterations observed after repeated treatment with
high doses suggest that the liver could be the target organ on potential H.

polyanthemum toxicity and point to the need of further toxicity studies.
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A espécie Hypericum perforatum, utilizada ha mais de 20 anos, é eficaz no
tratamento da depressao leve a moderada (Linde, et al., 2009; Klemow et al., 2011)
e € um dos componentes de fitoterapicos com maior volume de registro na ANVISA
(Silva, 2005), porém, é uma planta exotica, e a importacdo desta matéria-prima se
torna cara para a industria farmacéutica brasileira. A principal motivacdo desta tese
foi buscar propriedades terapéuticas semelhantes nas espécies nativas do sul do
Brasil, possibilitando a criacdo de matéria-prima alternativa para o desenvolvimento

de novos farmacos neuroativos.

A linha de pesquisa com espécies nativas de Hypericum conduzida pelas
Prof. Dr. Stela Rates e Prof. Dr. Gilsane Von Poser, jA demonstrou que espécies de
Hypericum nativas do sul do Brasil, apresentaram atividade antidepressiva e
antinociceptiva em de roedores. Entre os resultados publicados na tese de
doutorado de Viana (2007) destaca-se atividade do tipo antidepressiva mediada pelo
sistema monoaminérgico dos extratos ciclo-hexano das espécies H. caprifoliatum e
H. polyanthemum. O enfoque do presente trabalho foi aprofundar a investigacéo
sobre o mecanismo de acdo antidepressivo da espécie H. polyanthemum e de seu
principal derivado floroglucinol, uliginosina B, sobre o sistema monoaminérgico, bem
como a influéncia deste floroglucinol sobre a enzima Na®, K*-ATPase e canal de Na*

dependente de voltagem.

O extrato ciclo-hexano de H. polyanthemum (POL), administrado pela via oral,
mostrou efeito do tipo antidepressivo em um modelo animal de depresséao, o teste de
natacdo forcada (TNF) nas duas espécies de roedores estudadas (ratos e
camundongos). Uliginosina B (ULI) também apresentou efeito do tipo antidepressivo
no TNF. O TNF é considerado um modelo animal de validade preditiva para a
deteccdo de substadncias com potencial antidepressivo (Castagné et al., 2009).
Porém, este modelo animal apresenta a possibilidade de se obter falsos positivos ou
negativos, através do aumento ou diminuicdo da atividade motora (Borsini e Meli,
1988). No entanto, a reducdo da imobilidade ndo foi atribuida a uma atividade
motora estimulante, o que € importante pra diferenciar antidepressivos de
substancias estimulantes (Bourin, 1990; Porsolt et al., 1991). O efeito antidepressivo

de ULI ndo pode ser atribuido a um falso positivo ou associado a uma atividade



54

estimulante, uma vez que ULI ndo alterou a atividade locomotora dos animais no

teste de campo aberto.

As doses subefetivas de POL e ULI potencializaram, no TNF em
camundongos, o efeito anti-imobilidade de subdoses de farmacos antidepressivos de
diferentes classes: imipramina, um inibidor da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina; bupropiona, inibidor da recaptacdo de dopamina, e fluoxetina, inibidor
da recaptacao de serotonina. Estes antidepressivos séo largamente utilizados para o
tratamento da depressdo, porém, em muitos casos ndo sao eficazes, apresentam
baixa aceitacdo e uma demora para alcancar os efeitos terapéuticos (Berton e
Nestler, 2006). A farmacoterapia combinada pode aumentar a chance de alcancar a
remissao e reduzir e/ou minimizar os efeitos residuais da depressao, visto que a
grande maioria dos pacientes com transtornos depressivos ndo atingem a remissao

dos sintomas (Fava e Rush, 2006).

A administragdo simultdnea de subdoses de dois ou mais farmacos e/ou
fitoterapicos pode representar uma possibilidade de melhora da farmacoterapia
convencional, através da diminuicdo das doses dos antidepressivos descritos e
consequentemente, diminuicdo dos efeitos adversos. A combinacdo dos efeitos
antidepressivos de POL e ULI com os antidepressivos mencionados sugerem que
POL e ULI podem representar uma perspectiva de avanco na farmacoterapia
convencional, diminuindo as doses dos antidepressivos prescritos e,
consequentemente, os efeitos adversos. A terapia medicamentosa combinada é
uma das estratégias terapéuticas em casos de resisténcia ao tratamento da
depressao, diminuindo a sindrome de retirada e oferecendo uma resposta clinica
mais rdpida do que a obtida apenas com a substituicdo do antidepressivo (Lam et
al., 2002). Estudos utilizando Hypericum perforatum (St. John’s Wort) apresentaram
inomeras vantagens potenciais quando combinados com outros farmacos
antidepressivos (Butterweck, 2004; Zanoli, 2004; Sarris et al., 2010). Alguns autores
sugerem uma abordagem equilibrada envolvendo baixas doses de H. perforatum
associadas a doses igualmente menores de antidepressivos para aumentar a
resposta, ou, potencialmente, para diminuir o risco de efeitos adversos do
antidepressivo sintético através da reducdo da dose necessaria para eficacia (Sarris
et al, 2010).
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O estudo do mecanismo de acdo da ULI no TNF também foi realizado através
da administragcdo de antagonistas de receptores dopaminérgicos (D1-like, SCH
23390; D2-like, sulpirida), a-adrenérgicos (al, prazosina; a2, ioimbina) e de um
inibidor da svntese de serotonina (pCPA). Demonstrou-se que o efeito
antidepressivo da ULI 1 dependente dos sistemas dopaminirgico, noradrenirgico e
serotoninirgico. Desde a descoberta da imipramina e dos compostos relacionados, a
teoria monoaminirgica | a mais conhecida, a qual postula que os sintomas da
depressdao sao causados primariamente pela diminuicdo de serotonina,
noradrenalina e/ou dopamina (Breuer et al., 2008). A segunda geragcao de
antidepressivos, 0s inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina ou
noradrenalina apresentam vantagens quanto a diminuicdo dos efeitos adversos,
porém, ndo suplantam a eficacia dos antidepressivos triciclicos (Breuer et al., 2008;
Prins et al., 2010). Recentemente, tem-se considerado que a hipofuncéo da via
dopaminérgica mesolimbica pode estar relacionada com a anedonia, um dos
principais sintomas de depressdo, considerada como uma caracteristica central do
transtorno (Shankman et al., 2010), e farmacos que aumentam a atividade
dopaminérgica representam grande interesse para o tratamento da depressao.

Nos ultimos anos, houve o surgimento de uma nova classe de moléculas
antidepressivas, os inibidores triplos de recaptacdo de monoaminas, que mostraram
ser eficazes em modelos animais de depresséo (Breuer et al., 2008) e em pacientes
deprimidos (Skolnick et al., 2006). Através de uma abordagem sobre a tripla
recaptacdo de monoaminas, a nao-seletividade de ULI sobre a neurotransmissao

monoaminérgica pode representar uma vantagem para seu mecanismo de acao.

Os ensaios neuroquimicos realizados com ULl demonstraram que essa
molécula inibe a recaptacdo das monoaminas, porém nao se liga aos respectivos
transportadores desses neurotransmissores. Sabe-se que a maioria dos
antidepressivos utilizados na terapéutica possui alta afinidade pelos transportadores
monoaminérgicos, bloqueando-os e levando aos efeitos terapéuticos. Da mesma
forma, a hiperforina (H. perforatum) possui diversos mecanismos de acao, incluindo
inibicdo da recaptagcdo de monoaminas, sem ligagdo aos transportadores
monoaminérgicos (Chatterjee et al., 1998a; Muller et al., 1998; Jensen et al., 200;

Zanoli, 2004). Porém, estes transportadores neuroquimicos, além de serem
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responsaveis pela captacdo, também sdo responsaveis pela regulacdo e
homeostase de sinapse, e seu bloqueio e inativagdo pode causar efeitos adversos
indesejaveis, pois também sdo alvos de drogas como cocaina e anfetaminas
(Jayanthi e Ramamoorthy, 2005; Ramamoorthy et al., 2011). Com este estudo,
demonstramos que os resultados obtidos com ULI apontam para um mecanismo de
acao diferente dos antidepressivos utilizados na clinica, e que o efeito antidepressivo
de ULI é dependente do sistema monoaminérgico, uma vez que teve seu efeito

revertido em todos os sistemas testados.

Sabe-se que a recaptacdo de neurotransmissores pelos transportadores de
dopamina, noradrenalina e serotonina requer um gradiente de soédio, o qual €&
mantido principalmente pela enzima Na',K'-ATPase. De maneira diferente dos
antidepressivos classicos, ULI inibe a recaptacdo de monoaminas sem se ligar aos
seus respectivos transportadores e, além disso, o tratamento agudo e repetido por
via oral (3 dias, 1 x ao dia) aumentou a atividade desta enzima em cortex cerebral de
camundongos em diferentes tempos. Diversos autores ja demonstraram que a
atividade da enzima Na'K'-ATPase encontra-se diminuida em distdrbios
psiquiatricos, como a depressao (Gamaro et al., 2003; Goldstein et al., 2006; 2009).
Estudos demonstraram que a isoforma da Na',K'-ATPase mais abundante em
neurbnios (Na',K'-ATPase a3) estd diminuida em cortex pré-frontal de pacientes
com depressdo e depressdo bipolar (Tochigi et al.,, 2008). Em camundongos
heterozigotos para essa isoforma, foi relatada uma diminuicdo da atividade cerebral
desta enzima e 0s animais se mostraram mais vulneraveis a desenvolver
comportamento do tipo depressivo em modelo animal crbnico de depressao
(Kirshenbaum, et al., 2011). ULI ndo alterou Na',K'-ATPase em hipocampo dos
camundongos, e esse resultado corrobora com a hipotese de que ULI pode estar
contribuindo para a manutencdo da excitabilidade neuronal através da estimulacéo

da enzima, agindo de forma seletiva no cortex cerebral.

A atividade da Na',K'-ATPase esta de acordo com os dados obtidos nos
testes comportamentais. No regime de administracdo aguda, o aumento da atividade
da enzima foi verificado somente uma hora apés a administracdo e o tempo de
imobilidade no TNF e no teste de suspenséo pela cauda (TSC) s6 foi menor que o

controle no tempo de 1 hora. No tratamento repetido, o aumento da atividade
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enzimatica permaneceu 1 e 3 horas ap0s a Ultima administracdo, e 0s animais
submetidos ao TNF apresentaram reducdo da imobilidade nestes dois tempos.
Dessa forma, inferimos que a resposta farmacologica observada nao esta

relacionada a um efeito da administracdo aguda desta substancia.

O efeito do tipo antidepressivo de ULI foi observado em dois modelos animais
de depressdo: o TNF e o TSC, reduzindo o tempo de imobilidade dos animais de
forma significativa em relagdo ao controle. Estes dois testes sdo considerados
modelos animais de validade preditiva para a deteccdo de substancias com
potencial antidepressivo (Castagné et al., 2009; Steru et al., 1985). Apesar de a
depressao ser definida clinicamente como uma patologia complexa, com sintomas
neuroenddcrinos e somaticos que ndo sao possiveis de se reproduzir em animais,
especialmente em camundongos, apenas comportamentos especificos e relevantes
podem ser mensurados em humanos, porém, os modelos animais como TNF e TSC
sdo uteis na triagem da avaliacdo da potencial atividade antidepressiva de novos
compostos (Peti-Demouliere et al., 2005).

Em outro conjunto de experimentos, a administracdo prévia de veratrina foi
capaz de prevenir o efeito anti-imobilidade de ULI no TNF. Diversos autores relatam
o bloqueio do efeito antidepressivo de alguns farmacos pela administracdo da
veratrina em modelos animais, principalmente da lamotrigina (Bourin et al., 2005;
2009; Codagnone et al., 2007). Vitezic e colaboradores (2008), induziram
convulsdes e lesdes neurotoxicas em ratos (4c. cainico), com consequente inibicao
da atividade da Na®,K'-ATPase em cortex pré-frontal e hipocampo, porém o pré-
tratamento com lamotrigina restabeleceu os niveis normais da Na®,K'-ATPase
nestas regibes cerebrais. A lamotrigina tem ac¢&o sobre o influxo de Na*, através do
bloqueio dos canais de Na®, resultando na preservacédo do balango iénico celular
(Papazisis et al., 2008) o que pode explicar o efeito protetor sobre os niveis da
Na’,K*-ATPase.

7

A lamotrigina é um anticonvulsivante que mostrou inibir a recaptacao de
serotonina, noradrenalina e dopamina em um estudo realizado em sinaptossomas
de ratos e em plaguetas humanas (Southam et al.,, 1998). Sabe-se que a
recaptacdo de neurotransmissores pelos transportadores de dopamina,

noradrenalina e serotonina durante a neurotransmissao requer um gradiente de



58

soédio (Xhaard et al., 2008). Estes transportadores, também conhecidos como co-
transportadores de Na® (Neurotransmitters sodium symporters-NSS), fazem o
transporte das monoaminas do meio extracelular para o meio intracelular acoplando
o Na*, contra o gradiente de concentracdo (Kristensen et al., 2011). Dessa maneira,
associando os resultados de que ULI inibe a recaptacdo de monoaminas de forma
nao seletiva, sem se ligar aos sitios especificos dos seus transportadores, podemos
inferir que ULI pode estar alterando o gradiente de Na*, através da estimulacdo da
atividade da Na',K'-ATPase e, provavelmente, blogueando canais de Na’
dependentes de voltagem, prejudicando ou inibindo a recaptacdo das monoaminas.

Tendo em vista o potencial para o desenvolvimento de novos farmacos, a
realizacdo de um estudo exploratorio sobre a toxicidade oral aguda e de doses
repetidas de H. polyanthemum foi importante. Um dos maiores interesses do grupo
nesse estudo foi a avaliacdo da fototoxicidade de H. perforatum, devido a presenca
das naftodiantronas, hipericina e pseudo-hipericina, presentes na espécie (Linde et
al.,, 2009) e estas substancias estdo presentes na cera das glandulas negras
localizadas nestas espécies (Von Poser et al.,, 2006). As espécies nativas do sul do
Brasil pertencem as sessdes Brathys e Trigynobrathys (Guttiferae), que nao
possuem glandulas negras, e dessa forma nao produzem hipericina e pseudo-
hipericina (Von Poser et al., 2006), sugerindo um baixo risco de fototoxicidade na

espécie H. polyanthemum.

Apés 28 dias de tratamento, os animais que mostraram alteracdes de ganho
de massa corporal e bioquimicas mais pronunciadas foram o0s que receberam
tratamento nas doses 5 e 10 vezes superiores a dose efetiva no TNF em
camundongos. Em altas doses, as mudancas bioquimicas e histopatoldgicas
indicaram que o figado pode ser o oOrgdo alvo para a toxicidade de H.

polyanthemum.

As alteracdes fisiologicas relacionadas ao peso e ingestdo de alimento sdo
indicativos de efeitos adversos de substancias quimicas (Hilaly et al, 2004), porém
esses efeitos foram observados também nas maiores doses (450 e 900 mg/kg).
Quanto a ingestédo alimentar, observou-se uma diminui¢cdo ao longo das semanas, 0
gue pode ser atribuido ao comportamento fisiolégico normal dos animais, que a

medida que vao crescendo, consomem menos ragdo. Os camundongos tratados na
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dose de 90 mg/kg apresentaram uma diminuicdo da ingestdo de racdo nas primeiras
duas semanas, que pode ser atribuido a um efeito de tolerancia e/ou anorexigeno
dependente da dose, jA que em doses maiores (450 e 900 mg/kg) a ingesta foi

prejudicada durante as 4 semanas do experimento.

Assim, sugere-se que o extrato de H. polyanthemum apresenta seguranca na
dose efetiva em ensaios pré-clinicos (Haas et al., 2010; Stein et al., 2012), enquanto
gue as altas doses possuem riscos toxicologicos. Pesquisas adicionais devem ser
feitas para caracterizar e avaliar separadamente os diferentes compostos presentes

no extrato, como 0 n0osso composto de interesse, uliginosina B.

Como conclusao deste trabalho, acreditamos que H. polyanthemum pode se
tornar uma espécie promissora no desenvolvimento de um novo farmaco fitoterapico
com acgao neuroativa. Seu principal derivado floroglucinol, uliginosina B, representa
uma molécula com acdo nado-seletiva sobre o sistema monoaminérgico, inibindo a
recaptacdo das monoaminas sem se ligar aos respectivos transportadores, 0 que
pode representar um novo composto com inibicdo tripla da recaptacdo. Além disso,
essa inibicdo da recaptacdo pode estar relacionada a uma alteracdo do gradiente
ibnico de Na', através da estimulacéo da atividade da Na*,K*-ATPase, o que leva a
crer que ULI possui um perfil de acédo lamotrigina-like. Dessa forma, ULI torna-se
uma molécula promissora como um novo padrdo molecular de substancia com

atividade no sistema nervoso central.
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