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A relacéo entre o estresse e a depressao tem sido alvo de intensas pesquisas comportamentais
e fisiopatoldgicas. Dentro deste contexto, estudos postulam que a hipersecrecédo de cortisol e 0
desenvolvimento de um quadro de estresse oxidativo sdo fatores responsaveis pela ocorréncia
da depressdo em individuos estressados. Como mecanismo recente de estudo, também esta
sendo sugerido o papel das neurotrofinas e da enzima Na',K*-ATPase na fisiopatologia da
depressdo. Embora Vvéarios antidepressivos ja estejam disponiveis no mercado, a falta de
eficacia na totalidade dos pacientes e a vasta ocorréncia de efeitos colaterais adversos
constituem uma problematica no tratamento da depressdo. Assim, pesquisas tém buscado
compostos, principalmente naturais, que possam melhor satisfazer as exigéncias clinicas sem
ocasionar alteracGes fisiologicas indesejaveis. A crisina é um flavonoide natural abundante
no, localmente denominado, maracuja do mato (Passiflora coerulea), e seus efeitos
terapéuticos ja tém sido explorados em modelos de estresse oxidativo, hiperlipidemia,
inflamacéo, hipertensdo e neoplasia, mas seu efeito na depressdo ainda é desconhecido. Com
iss0, objetivou-se neste trabalho analisar o efeito do tratamento oral com o flavondide crisina
por 28 dias em camundongos submetidos ao estresse crénico moderado e imprevisivel
(CUMS), em pardmetros comportamentais, bioquimicos e neurotréficos, comparando com o
efeito da fluoxetina (controle positivo). O CUMS aplicado por 28 dias reduziu os niveis de
BDNF (Fator neurotréfico derivado do cérebro) e NGF (Fator de crescimento do nervo) e
ocasionou a inibicdo da atividade da enzima Na',K*-ATPase no hipocampo e cortex pré-
frontal de camundongos. O tratamento com crisina (5 ou 20mg/kg) ndo s6 protegeu contra
estas mudancas, mas a dose de 20mg/kg ainda elevou 0 BDNF e o NGF a niveis acima do
grupo controle em animais ndo estressados e em animais submetidos ao CUMS. O CUMS
induziu a reducdo na preferéncia por sacarose, 0 aumento no tempo de imobilidade no teste de
nado forcado (FST) e o aumento nos niveis plasmaticos de corticosterona. Além do
tratamento com crisina (5 ou 20mg/kg) prevenir contra estas alteraces nos animais
estressados, também se observou o efeito antidepressivo da crisina no FST nos animais nao
estressados. Os dados acima citados mostram o efeito antidepressivo da crisina em animais
ndo estressados e estressados, de forma equivalente a fluoxetina, sugerindo o possivel
envolvimento do BDNF e do NGF no efeito antidepressivo da crisina. O protocolo do CUMS
reduziu os niveis de tidis ndo-protéicos (NPSH) e elevou os niveis de espécies reativas (RS)
no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos. Como possivel mecanismo de resposta a
estas mudancgas, foi verificada a elevacdo da atividade das enzimas glutationa redutase (GR),
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) no hipocampo e cértex pré-frontal dos
camundongos submetidos ao CUMS. O tratamento com crisina (5 ou 20mg/kg) protegeu
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frente a estas modificacbes, mostrando o envolvimento da acdo antioxidante no efeito
antidepressivo da crisina em animais estressados. Em concluséo, estes dados demonstram o
efeito antidepressivo da crisina em parametros comportamentais e fisiopatoldficos em animais
ndo estressados e em animais estressados, e sugerem o possivel envolvimento do BDNF e do
NGF no efeito antidepressivo da crisina. Ainda, este trabalho expde o maracuja do mato como
um importante alvo para o estudo dos produtos naturais no combate a depressdo e outras
doencas do sistema nervoso central, mostrando a fundamentalidade da investigacdo da
funcionalidade e constituicao bioativa desta e outras plantas desta regido.

Palavras-chave: Depressdo, Na',K'-ATPase, neurotrofinas, corticosterona, —estresse
oxidativo.
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The relationship between stress and depression has been subject of the intense behavioral and
pathophysiological research. Within this context, studies have postulated that the
hypersecretion of cortisol and the development of a framework of oxidative stress are factors
responsible for the occurrence of depression in stressed individuals. As a recent study of
mechanism, has also been suggested the role of the neurotrophins and of the enzyme Na' K-
ATPase in the pathophysiology of depression. Although various antidepressants are already
available on the market, the lack of efficacy in whole of patients and the wide occurrence of
adverse side effects are a problematic in the treatment of depression. Thus, studies have
investigated compounds, mainly natural, which can better meet the clinical requirements
without causing undesirable physiological changes. Chrysin is a flavonoid abundant in
natural, locally called, the bush passionfruit (Passiflora coerulea), and its therapeutic effects
have been explored in models of oxidative stress, hyperlipidemia, inflammation, hypertension
and cancer, but its effect on depression is still unknown. Thus, this study aimed to analyze the
effect of oral treatment with the flavonoid chrysin for 28 days in non-stressed mice and mice
subjected to chronic unpredictable mild stress (CUMS) in behavioral, biochemical and
neurotrophic parameters, compared with the effect of fluoxetine (positive control). The
CUMS applied for 28 days decreased the levels of BDNF and NGF and caused the inhibition
of the , Na*,K*-ATPase activity in the hippocampus and prefrontal cortex of mice. Treatment
with chrysin (5 or 20mg/kg) not only protected against these changes, but still 20mg/kg
increased BDNF and NGF levels above the control group in non-stressed animals and in
animals subjected to CUMS. The CUMS induced the reduction in the preference for sucrose,
the increase in immobility time in forced swim test (FST) and the increase in plasma
corticosterone levels. Besides crysin treatment (5 or 20mg/kg) prevent against these changes
in stressed animals, also observed the antidepressant effect of chrysin in the FST in non-
stressed animals. The aforementioned data show the effect of antidepressant of crysin in non-
stressed and stressed animals, equivalently to fluoxetine, suggesting a possible involvement of
NGF and BDNF in the antidepressant effect of chrysin. The protocol CUMS reduced levels of
non-protein thiols (NPSH) and raised levels of reactive species (RS) in the hippocampus and
prefrontal cortex of mice. As a possible mechanism of response to these changes, we observed
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the increase in the activity of enzymes glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase
(GPx) and catalase (CAT) in the hippocampus and prefrontal cortex of mice subjected to
CUMS. Treatment with chrysin (5 or 20mg/kg) protected against these changes, showing the
involvement of antioxidant action in the antidepressant effect of chrysin in stressed animals.
In conclusion, these data demonstrate the antidepressant effect of chrysin on behavioral and
pathophysiological parameters in non-stressed and stressed animals, suggesting a possible
involvement of BDNF and NGF in the antidepressant effect of chrysin. Still, this work
exposes the passion fruit bush as an important target for the study of natural products in the
combat of depression and other diseases of the central nervous system, showing the
fundamentality of research of functionality and bioactive constitution these and other plants of
this region.

Keywords: Depression, Na*,K*-ATPase, neurotrophins, corticosterone, oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

O estresse atualmente € um dos principais fatores que tém sido associados com a
ocorréncia de depressdo. Com base nesta observacdo, o0 modelo animal de estresse cronico
moderado e imprevisivel (CUMS - do inglés Chronic unpredictable mild stress) foi
desenvolvido para simular o desenvolvimento e o progresso da depressdo clinica em seres
humanos, bem como para avaliar a eficacia de compostos candidatos a antidepressivos (Liu et
al, 2014; Willner et al , 2005). Estudos sugerem que o CUMS pode induzir mudancas
comportamentais e fisiolégicas que se assemelham a sintomas da depresséo clinica (Liu et al,
2014, Willner et al , 2005) e que o modelo animal do CUMS pode ser utilizado para avaliar a
eficacia de compostos candidatos a antidepressivos através de testes comportamentais, como
0 teste de preferéncia por sacarose (SPT - do inglés Sucrose preference test) e o teste de nado
forcado (FST- do inglés Forced swimming test) (Mao et al, 2009; Tonissaar et al, 2008;
Willner et al, 2005; Zhou et al, 2007) .

A depressdo ¢ uma das formas mais comuns de psicopatologia, afligindo cerca de 300
milhdes de individuos em todo o mundo, sendo 20 a 25% entre as mulheres ¢ 10 a 17% entre
os homens (Levinson, 2006). Estima-se que a depressao ocasione aproximadamente 1 milhdo
de suicidios a cada ano, causando grandes transtornos para a sociedade. A relacdo entre o
estresse e a depressdo passa pela hipersecrecdo de costisol (corticosterona em roedores)
ocasionada por situagdes estressantes, a qual € responsavel pela atrofia em estruturas
cerebrais, principalmente hipocampo e cortex pré-frontal (Stockmeieret al., 2004). O dano
oxidativo induzido pelo estresse também tem sido correlacionado com a fisiopatologia da
depressdo. Sabe-se que as espécies reativas (RS — do inglés reactive species) e a glutationa
reduzida (GSH) podem desempenhar um papel determinante em algumas doencas
neuropsiquiatricas, como a depressdo. Ha algumas evidéncias de que a ativacdo de processos
de desesruturacdo de lipidios de membrana, &cido desoxirribonucleico (DNA — do inglés
deoxy ribonucleic acid), e proteinas funcionais, ocasionados por anormalidades nos niveis
celulares de RS e GSH e na atividade de enzimas antioxidantes sdo fatores cruciais no
desenvolvimento da depresséo (Biliciet al., 2001; Kumar etal., 2011).

Pesquisas concernentes ao estresse e a depressao t€ém também postulado a hipdtese do
envolvimento das neurotrofinas na depressao, que sugere a associacao da deficiéncia do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF - do inglés Brain-derived neurotrophic fator) com a
ocorréncia da depressdo, e que antidepressivos atuam via restaura¢do dos niveis de BDNF

(Liu et al., 2014; Mao et al., 2014). A hipotese da relagdo entre a depressao e as neurotrofinas



¢ sustentada basicamente pelos seguintes fatores: I. A depressdo estd associada com a redugdo
das concentragdes sanguineas e cerebrais de neurotrofinas;, II. Tratamentos com
antidepressivos aumentam a expressao de neurotrofinas; IIl. Glicocorticoides podem suprimir
a sintese de neurotrofinas (Vaidya e Duman, 2001; Shiet al., 2010; Liu et al., 2014; Mao et al.,
2014). O fator de crescimento do nervo (NGF- do inglés Nerve growth factor) é uma
neurotrofina responsavel por promover o desenvolvimento e a diferenciagdo de células
nervosas (Scaccianoceet al., 2000). Além desta agao trofica, o NGF esta envolvido, de forma
pouco elucidada, com a atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Scaccianoceet
al., 2000), e tem sido apresentado como um efetivo antidepressivo intranasal em roedores (Shi
et al.,, 2010). Entretanto, o papel no NGF na fisiopatologia da depressdo ndo esta
suficientemente esclarecido.

A Na"K'-ATPase ¢ uma enzima responsavel pelo transporte de ions Na" ¢ K" no
sistema nervoso central, mantendo o gradiente necessario para a excitabilidade neuronal e
para a regulacdo do volume celular (Gamaro et al., 2003). Como uma consequéncia, a
inibicdo da atividade da Na',K'-ATPase afeta diretamente a transmissdo da sinalizacdo
nervosa, a atividade neuronal, bem como o comportamento animal (Oliveira et al., 2009).
Assim, a inibigio da Na",K'-ATPase pode ser observada em pacientes com transtornos de
bipolaridade e epilepsia (Grisar et al., 1992; Mynett-Johnson et al., 1998). Além disso, alguns
autores tém sugerido que a inibi¢io da Na"K'-ATPase cerebral estd associada com a
ocorréncia de transtornos depressivos em ratos (Gamaro et al., 2003; Acker et al., 2009). No
entanto, esta hipotese precisa ser mais bem estudada.

Embora varios antidepressivos estejam disponiveis ha décadas, a maioria deles ndo é
completamente eficaz, pois estima-se que 33% dos pacientes depressivos ndo sejam sensiveis
a medicacdo antidepressiva (Trivedi et al., 2006), além destes medicamentos estarem
associados a muitosefeitos adversos (ex: alteracdo do sono e apetite, alteracGes gastrintestinais
(diarréia ou obstipacdo intestinal), retencdo urinaria, alergias de pele, sudorese, diminuigdo da
libido ou retardo da ejaculacdo, aumento ou diminuicdo de peso, nausea, tontura, tremores).
Com isso, pesquisas recentes concentram-se na possibilidade do uso de produtos naturais,
especialmente flavonoides, para o desenvolvimento de medicamentos antidepressivos, ou
como uma alternativa complementar para o tratamento da depressao (Borges Filho et al.,
2013; Liu et al., 2014; Mao et al., 2014). A Crisina (5,7-Dihidroxiflavona, Fig.1) pertence a
classe flavona de flavondides e é encontrada naturalmente em mel, prdpolis e varias espécies
de plantas, incluindo o localmente denominado maracuja do mato (Passiflora coerulea)

(Pichicheroet al., 2010 e Medic-Saric, 2011). A crisina ja tem sido apresentada como tendo



efeitos antioxidantes (Pushpavalli et al., 2010), anti-inflamatérios, (Bae et al., 2011),
antineoplasicos (Pichichero et al., 2011) e anti-hiperlipidémicos (Zarzecki et al., 2014). No
entanto, em doencas do SNC, como a depressdo, este flavonoide ainda carece de ser

explorado.

HO O

OH O

Figura 1. Estrutura quimica do flavondide crisina.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Depressdo: Panorama e Caracteristicas

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) a depressdo deve se tornar 0 maior
transtorno incapacitante nos proximos 20 anos. Além disso, ela sera a doenga que mais gerara
custos econdmicos e sociais para 0s governos, devido aos gastos com tratamento e as perdas
de producéo (Alencastro, 2013).

Dentre os transtornos de humor, a depressdo destaca-se por ser uma das doencas
neuropsiquiatricas mais frequentes no mundo ocidental, com aproximadamente 300 milhdes
de pessoas afetadas, o que reflete uma prevaléncia de 17% na populacdo (Nestler et al., 2002).
Estima-se que no Brasil existam aproximadamente 54 milhGes de pessoas que em algum
momento de suas vidas desenvolverdo algum tipo de depressao, sendo que 7,5 milhdes teréo
episddios agudos e graves, muitas com risco de suicidio (Nardi, 2000).

A depressdo acomete pessoas de todas as idades, etnias e classes socioeconémicas
(Brhlikovaet al., 2011), trazendo prejuizos na qualidade das relages interpessoais e pode
apresentar comorbidade com outras doencas psiquiatricas e neuroldgicas, como ansiedade e
doenca de Parkinson, entre outros diversos disturbios somaticos, os quais limitam atividades
normais (Gotlib e Joormann, 2010).

O diagnostico da depressdo baseia-se na observacao clinica dos sintomas enumerados
na Tabela 1, que sdo altamente variaveis e muitas vezes contrastantes. Para o individuo
preencher os critérios para o diagndstico de depressao maior, deve apresentar pelo menos um
entre os dois primeiros sintomas e mais 0 nimero necessario para perfazer um total de cinco
entre os sintomas trés a nove, com duracdo minima de duas semanas (American Psychiatric
Association, 1994).

De acordo com a natureza dos sintomas, € possivel diagnosticar subtipos de depresséo:
ndo-melancolica e melancolica. A depressdo ndo-melancélica é o tipo mais comum de
depressao, também referida como "depressdo maior" e caracterizada pelos seguintes sintomas:
baixa auto-estima, elevada auto-critica, humor deprimido, alteracdes no apetite e distarbios do
sono (Alencastro, 2013). A depressdo melancolica se caracteriza pela presencga de distarbio
psicomotor marcante, expresso como agitacdo espontanea ou retardo psicomotor (Parker e

Brotchie, 1992). Além das alteracbes no movimento, a literatura tem documentado déficits



cognitivos na depressdo melancolica, com prejuizos na formacdo de conceitos, flexibilidade
mental e aquisicdo de memorias (Alencastro, 2013).

A terapia disponivel para o tratamento da depresséo esta frequentemente associada a
varios efeitos colaterais indesejaveis, e a sua eficacia sé alcanca uma porcdo da populacdo
(Perovi¢ et al., 2010). A heterogeneidade da resposta clinica aos antidepressivos e
susceptibilidade aos efeitos adversos sdo os principais problemas clinicos da terapia
antidepressiva, disto surge a importancia da investigacdo de novos agentes terapéuticos para

tratar a depresséo.

Tabela 1. Critérios diagnosticos da depressdao de acordo com o Manual Diagndstico e

Estatistico de Transtornos Mentais, quarta edi¢cdo (DSM-1V).

1. Humor deprimido

. Anedonia

. Falta de esperanca, desespero, sentimento de culpa ou desvalia
. Perda de peso e apetite/ ganho de peso ou apetite

. Agitacdo psicomotora/ letargia

. Fadiga ou falta de energia

. Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio

. Dificuldade de concentragédo

© 0O N o o B~ W N

. Insdnia/hipersénia

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

2.2 Fisiopatologia da Depressao

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 hip6tese monoaminérgica da depressao surgiu em 1965 e postula que o maior
processo neuroquimico envolvido na depressdo € a disfuncdo na neurotransmissdo
monoaminérgica e concomitante diminuicdo das monoaminas (norepinefrina(NE) e/ou
serotonina (5-HT)) na fenda sinaptica, e também pode ser estendida para dopamina (DA)
(Figura 2). Desta maneira a concentragdo de monoaminas pode ser alterada através de uma
perturbacdo na sintese, armazenamento ou liberacdo, ou estes podem manter-se inalterados,

mas as atividades dos receptores e/ou mensageiros intracelulares podem estar alteradas. Esta



hipotese € sustentada principalmente pelo fato de a maioria dos antidepressivos utilizados na
clinica aumentarem os niveis de monoaminas no cérebro através da inibi¢do da recaptacéo de
5-HT, NE ou DA e/ou ainda pela inibicdo da enzima monoamina oxidase, enzima que
biotransforma as monoaminas (Nemeroff, 2007). Estudos neurobioldgicos também estdo de
acordo com a hipotese monoaminérgica e indicam que importantes alteragdes nos sistemas
serotoninérgico e noradrenérgico estdo relacionadas com o sucesso do tratamento

antidepressivo (Elhwuegi, 2004).
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Figura 2. Teoria monoaminérgica da depressdo. A depressdo é caracterizada por baixos
niveis de neurotransmissores (5-HT, NE ou DA) nas fendas sinapticas. A partir disto, a
maioria dos antidepressivos utilizados hoje atuam na inibicdo da receptacdo dos

neurotransmissores, principalmente 5-HT.

Fonte: http://www.jornallivre.com.br/262239/bases-biologicas-da-depressao.html

Vérios estudos também tém sugerido o envolvimento da desregulacdo imunoldgica na
fisiopatologia da depresséo (Dantzer e Kelley, 2007; Kim et al, 2007; Leonard e Maes, 2012).
A hipdtese apresentada por Smith (1991) indica que as citocinas pro-inflamatérias, as quais
sdo produzidas por macrofagos ativados, contribuem para muitos dos sintomas da depresséo.
O papel das citocinas na depressdo é suportado pelo alto indice de depressao clinica visto
durante o tratamento com citocinas (ex: interferon gama, usado no combate a infeccdes e
alguns tipos de cancer) que conduz ao modelo de depressdo induzida por citocinas (Raison et
al, 2005). Além disso, Dahl et al.(2014) verificaram o aumento nos niveis de uma gama de
citocinas (ex: IL-1, IL-6, TNF-a) em homens e mulheres depressivas, sendo restaurados aos

niveis do controle apds 12 semanas de terapia antidepressiva.



Outros dois mecanismos que tém sido apresentados como possiveis responsaveis pelo
desenvolvimento da depresséo, e que séo alvos deste estudo, sdo as neurotrofinas e a enzima
Na*,K*-ATPase.

Neurotrofinas ou fatores neurotréficos séo conhecidos por serem potentes reguladores
da plasticidade e sobrevivéncia de células neurais e gliais adultas. Assim, a hipétese
neurotrofica sugere que a diminuicdo dos niveis de fatores neurotroficos contribui para o
déficit na funcdo hipocampal durante o desenvolvimento da sindrome depressiva, sendo esta
condicdo, revertida pelo tratamento antidepressivo (Vaidya e Duman, 2001). Além disso, a
normalizacdo dos niveis de neurotrofinas se da por volta de 15 dias ap06s o inicio da terapia
com um antidepressivo, coincidindo com o tempo necessario para a agao terapéutica do
farmaco (Vaidya e Duman, 2001; Shiet al., 2010). Esta hipotese tem dado maior enfoque ao
BDNF (Fig. 3), um dos principais fatores neurotréficos no encéfalo (Nestler et al., 2002), o
qual apresenta niveis de concentracdo diminuida no soro e no hipocampo de pacientes que
apresentaram estados depressivos, como anedonia. Adicionalmente, foi demonstrada a
diminuicdo dos niveis de BDNF no cérebro de roedores submetidos ao CUMS (Liu et al.,
2014; Mao et al., 2014), além de ja ter sido sugerido que neurdnios expostos a altos niveis de
glicocorticéides (desencadeado por situagfes estressantes) sofrem distdrbios na maturaco
sindptica mediada pelo BDNF (Kumamaru et al., 2008). Outra neurotrofina recentemente
sugerida como sendo envolvida na dapressdo € o NGF (Shi et al., 2010). O NGF foi o
primeiro fator neurotrofico descoberto a pelo menos 4 décadas. O NGF tem a capacidade de
estimular uma variedade de células inflamatdrias, podendo ser produzido por uma variedade
de tipos de células estruturais e inflamatdrias como neurénios, células endoteliais, células
epiteliais, fibroblastos, linfocitos B e T, eosindfilos, basofilos, mondcitos/macrofagos e
mastocitos. Além disso, o NGF parece estar envolvido em fenémenos relacionados a
atividade do eixo HPA. No entanto, a relacdo existente entre a desregulacdo do eixo HPA em
situacBes de estresse com a alteracdo nos niveis cerebrais de NGF ndo esta claramente
elucidada. Tem sido demonstrado que eventos psicossociais estressantes podem alterar os
niveis de NGF no SNC, principalmente no hipocampo e hipotalamo (Aloe et al., 2002).
Estudos em animais e humanos tém também revelado que a concentracdo de NGF plasmatico
é elevada como resultado do comportamento de ansiedade (Aloe et al., 2002), e ap0ds estresse
emocional induzido pelo para-quedismo (Aloe et al., 1994). Assim, o NGF parece ser um
bom candidato para mediar os efeitos agudos e crénicos das experiéncias estressantes sobre a
funcionalidade e sobrevivéncia neuronal (Rush et al.,, 1997). Manni et al. (2007)

demonstraram a alteracdo nos niveis de NGF no hipotalamo e talamo de ratos submetidos a



estresse por imobilizagéo por 1h por dia durante 10 dias. Scaccianoce et al. (2000) verificaram
o efeito de diferentes modelos de estresse repetido nos niveis de NGF no hipocampo de ratos.
Além disso, Shiet al. (2010) observaram o efeito antidepressivo da administracdo intranasal
de NGF em camundongos e ratos. Entretanto, achados correlacionando o NGF com a
depressédo induzida pelo CUMS ainda sdo raros.

A enzima Na",K*-ATPase ou bomba Na*, K* pertence a classe de ATPases do tipo-P,
a qual hidrolisa 0 ATP, gerando energia para o transporte idnico pela membrana plasmatica.
Esta enzima exporta ions Na‘da célula e importa fons K*desse modo permitindo a geragdo e a
manutencgdo da alta concentragdo de Na'extracelular e alta concentracdo de K™ intracelular
(Oliveira et al., 2009). A manutencdo desses gradientes idnicos é fundamental para diversas
funcBes celulares, incluindo a regulacdo do potencial de repouso e excitabilidade celular. O
gradiente de Na*gerado pela Na",K*-ATPase ¢ utilizado para multiplos sistemas de transporte
secundario, incluindo o transporte de glicose e aminocidos, liberagdo de Ca** e H* via canais
idnicos que trocam Na‘/Ca?’e Na'/H*. Dada a importancia desta enzima, a reducdo na
atividade da Na',K'-ATPase afeta diretamente a transmissio da sinalizacdo nervosa, a
atividade neuronal, bem como o comportamento animal (Oliveira et al., 2009). Assim, a
inibicdo da Na*,K*-ATPase pode ser observada em pacientes com transtornos de bipolaridade
e epilepsia (Grisar et al., 1992; Mynett-Johnson et al., 1998). Além disso, alguns autores tém
sugerido que a inibicdo da Na',K*-ATPase cerebral estd associada com a ocorréncia de
transtornos depressivos em ratos (Gamaro et al., 2003; Acker et al., 2009). Contudo, ha
poucos relatos que se relacionem a atividade da Na*,K'-ATPase cerebral com modelos de

depressao induzida pelo CUMS.
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Figura 3. Modelo simplificado descrevendo os papéis opostos do estresse e da terapia

antidepressiva sobre a expressdo de BDNF no hipocampo, a fungéo do hipocampo, e 0 humor
(Adaptado de Groves, 2007).

2.3 Testes Comportamentais para o Estudo da Depressao

Os modelos animais experimentais de depressdo representam uma valiosa ferramenta
de estudo dos aspectos neurobioldgicos da depressdo, como também para a pesquisa de novas
alternativas terapéuticas (farmacos antidepressivos) para 0 uso na depressdo e ainda, 0s
mecanismos de acdo pelos quais exercem seus efeitos. Estes modelos devem representar
diversos aspectos da depressdao nas espécies pesquisadas, comumente roedores (ratos e
camundongos) (Willner, 1997).

Embora humanos e roedores apresentem diferencas marcantes na anatomia encefalica,
diversos circuitos que regem respostas comportamentais e fisiologicas, estdo conservados
entre estas espécies (Cryan e Holmes, 2005). Por meio de inferéncias baseadas em achados

provenientes de modelos animais, pode-se elucidar comportamentos, vias neurais e fatores
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genéticos relacionados ao transtorno depressivo e aperfeicoar o entendimento do
comportamento humano frente & doenca.

Existe uma hipdtese de que algumas espécies de animais podem, através dos testes,
exibir alteracbes de comportamento do tipo depressivo (do inglés depressive-like), ou seja,
parecido com alguns comportamentos apresentados pelos humanos. Em geral, nos testes 0s
animais sdo expostos a um evento estressante inescapavel e o comportamento deste animal
frente a esse evento é avaliado. Paradigmas que empregam a exposicao ao estresse agudo ou
subcrénico incluem o teste de suspensao de cauda (TST — do inglés Tail suspention test) e 0
FST, que empregam a exposicdo em curto prazo ao estresse inevitavel e incontrolavel e
podem predizer a resposta dos animais a uma droga antidepressiva. Dentre os modelos em
curto prazo amplamente utilizados no estudo da depressdo em roedores, o TST e 0 FST séo os

mais empregados.

2.3.1Teste de Suspensdo de Cauda (TST)

O TST foi apresentado em 1985 por Steru e colaboradores. O TST € um dos modelos
mais tradicionais para o estudo da depressdao em animais de laboratdrio, por apresentar alto
valor preditivo devido a resposta aos medicamentos antidepressivos existentes. Neste teste, 0s
roedores sdo pendurados pela cauda e apds um periodo de movimentos de tentativas de fuga,
estes desenvolvem uma postura de imobilidade, o que é resultado de uma situacdo estressante
e inescapavel. Esta imobilidade é observada durante um tempo total de teste de 6 minutos. No

entanto, diferentemente do FST, apenas camundongos podem ser avaliados no TST.

2.3.2 Teste de Nado Forcado (FST)

O FST apresenta um principio semelhante ao do TST. Esse teste possui alto valor
preditivo para o efeito tipo antidepressivo e também constitui um teste comum para o estudo
de novas drogas. Proposto por Porsolt e colaboradores, em 1977, neste teste os roedores sdo
expostos a uma situacdo aversiva, nadar em um tanque cilindrico com &gua, onde eles nado
podem tocar o fundo do cilindro ou fugir (escape). Assim como no TST, o FST geralmente
tem duracdo de 6 minutos onde se observa o tempo total de imobilidade apresentado pelos
animais. Tanto ratos como camundongos podem ser usados para o estudo do efeito do tipo

antidepressivo de drogas através do FST.
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A hipotese que justifica o comportamento animal no TST e no FST é baseada na ideia
de que o animal “perde a esperanca de escapar” de tal situagcdo, em outras palavras a falta de
persisténcia em escapar & percebida como uma desisténcia e refletida em tempo de
imobilidade descrito como um estado depressivo (Thierry et al.,1984). As substancias
antidepressivas revertem esse quadro diminuindo assim o tempo de imobilidade fazendo com
que o animal ndo desista de escapar das situagdes impostas a ele, dessa maneira 0s
antidepressivos classicos empregados na clinica, como a imipramina e a fluoxetina sdo

utilizados como controles positivos nestes testes.

2.3.3 Teste de Campo Aberto (OFT)

O OFT (do inglés Open field test) é utilizado para verificar os efeitos de substancias
ou determinados procedimentos sobre o sistema motor dos animais, a fim de excluir a
possibilidade de que a diminuicdo do tempo de imobilidade exibida nos testes preditivos de
efeito tipo antidepressivo, como no TST ou no FST, seja devido a uma estimulacdo motora.
Substancias estimulantes do SNC tendem a aumentar 0s parametros comportamentais
registrados no modelo enquanto que substancias depressoras tendem a diminui-los. Este teste,
em geral, é realizado em uma caixa medindo 45 x 45 x 30 cm, com o chdo dividido em 9
quadrantes iguais. Durante a sessdo de teste, 0 nimero de quadrantes cruzados com todas as
patas e elevacdes em um periodo de 6 minutos sdo utilizados como parametro para a avaliacéo

da atividade locomotora e exploratéria dos animais (Walsh e Cummins, 1976).

2.3.4 Teste de Preferéncia por Sacarose (SPT)

O SPT explora o componente da anedonia relacionado com a depressdo. Entre os
pacientes depressivos € muito comum o sentimento de anedonia, em que os individuos se
mostram desinteressados por atividades anteriormente prazerosas. A metodologia do teste é
variavel, mas consiste basicamente em colocar os animais em caixas individuais com agua e
solucdo de sacarose a disposi¢cdo e medir a preferéncia por solugdo doce em relacéo ao total
da ingestdo de liquido. Animais aneddénicos ndo apresentam preferéncia por nenhuma das
garrafas, sendo a preferéncia resgatada por tratamento crénico, mas ndo agudo, com
antidepressivos. A similaridade da laténcia para o efeito do tratamento e o componente
anedbnico a ser comparavel ao ser humano tornam o modelo de preferéncia por sacarose
bastente valido (Peng et al., 2012).
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2.4 Estresse Oxidativo e a Depressao

As RS sdo produzidas durante o metabolismo basal das células aerdbicas e incluem
moléculas radicalares, como o anion superdxido e o radical hidroxila, ou nao-radicalares
como o perdxido de hidrogénio. Para detoxificar estas espécies reativas, 0 organismo possui
um sistema de defesas antioxidantes formado por agentes capazes de, em baixas
concentracdes, retardar ou inibir significativamente a injuria de um substrato oxidavel
(Halliwell, 2001). Estes agentes antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos, dentre
0s quais se destacam a enzima superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx), e ndo enziméticos, como a GSH (Sies, 1993)
(Figura 4). Quando a producdo de espécies reativas estd em desequilibrio com os niveis de
defesas antioxidantes tem-se o estado denominado de estresse oxidativo.

Comparado a outros tecidos, o tecido central é particularmente vulneravel aos danos
oxidativos uma vez que consome altas quantidades de oxigénio; é relativamente carente de
defesas antioxidantes; é um tecido rico em lipideos com &cidos graxos insaturados, substratos
passiveis de oxidacdo; contém metais como ferro e cobre, que catalizam reacdes de oxidacéao
e neurotransmissores com potencial oxidante (Halliwell, 2006). A acgdo central das espécies
reativas leva a destruicdo oxidativa dos neurdnios e a neurodegeneragdo que, por sua vez, esta
associada a transtornos psiquiatricos (Freitas et al., 2014). Neste contexto, estudos mostram
que os parametros de avaliacdo de estresse oxidativo estdo alterados na depressdo. Pesquisas
tém demonstrado que a depressdo € caracterizada por alteracdes na atividade das enzimas
antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas (Bilici et al., 2001; Ozcan et al., 2004; Kumar et
al., 2011). Adicionalmente, Freitas et al. (2014) mostraram a correlacdo positiva entre o
aumento dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS — do inglés
Thiobarbituric acid reactive substances) no hipocampo e 0 aumento no tempo de imobilidade
no FST em camundongos. Além disso, estudos pré-clinicos sugerem que 0s antidepressivos
classicos (ex: fluoxetina) apresentam propriedades antioxidantes (Bilici et al., 2001).
Considerando que o estresse oxidativo apresenta importante papel sobre diversas patologias
neuroldgicas, é conveniente ressaltar a importancia exercida por compostos que apresentam
atividade antioxidante, pois estes podem representar uma alternativa para o tratamento de
inimeras patologias. Em vista disso, tem sido alvo de interesse de muitos pesquisadores a
busca por novos compostos que possuam atividade biolégica antioxidante com o minimo de
toxicidade e efeitos adversos, de modo que a atividade antioxidante contribua no efeito

antidepressivo do composto (Kumar et al., 2011; Freitas et al., 2014). Assim, a intervengéo
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terapéutica antidepressiva pode estar associada com a normalizacdo dos processos oxidativos
criticos, juntamente com o alivio dos sintomas depressivos. Desse modo, alguns trabalhos
fornecem evidéncias de que os efeitos cumulativos antioxidantes promovidos por diferentes
classes de antidepressivos representam um mecanismo universal de acdo antidepressiva (Li et
al., 2000; Kollaet al., 2005).
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Figura 4: Formacdo das RS e acdo das defesas antioxidantes. O &nion superoxido,
proveniente da respiracdo celular e outros processos bioldgicos, € convertido a peroxido de
hidrogénio pela acdo da SOD. As enzimas CAT e GPx detoxificam o perdxido de hidrogénio,
gue se ndo neutralizado pode formar radicais hidroxila altamente reativos, levando a danos na
estrutura celular. A GR atua restaurando os niveis de GSH, que como cofator da GPx €
oxidada a glutationa oxidada (GSSG) (Adaptado de Lobato et al., 2009).
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2.5 Fisiologia do Estresse

As respostas ao estresse sdo mediadas pelo sistema nervoso auténomo (SNA) e pelo
eixo HPA, com a¢des complementares atraves de todo o organismo. O SNA € o responsavel
pela resposta mais imediata & exposicdo ao estressor. Suas duas partes, simpatico e
parassimpatico, provocam alteracdes rapidas nos estados fisioldgicos através da inervagdo dos
orgdos alvos. Por exemplo, a inervacdo simpatica pode rapidamente (em segundos) aumentar
a freqliéncia cardiaca e a presséo arterial através da liberacdo de noradrenalina, primariamente
nas terminagdes dos nervos simpaticos e adrenalina pela estimulagdo simpatica das células da
medula da glandula adrenal (Figura 4). Essa excitacdo do SNA diminui rapidamente em razéo
do reflexo parassimpatico, resultando em respostas de curta duracao (Ulrich-Laiet al., 2009).

Por outro lado, o estresse ativa também o eixo HPA, que resulta na elevacao dos niveis
de glicocorticoides circulantes. A exposicdo ao estressor ativa 0s neurdnios do nucleo
paraventricular do hipotadlamo que secretam hormonios liberadores, como o hormonio
liberador de corticotrofina (CRH - do inglés corticotropin-releasing hormone), secretado nos
terminais de neurdnios hipotalamicos proximos da circulacdo porta da eminéncia média da
hipofise, mas podendo, também, exercer seus efeitos em vérias &reas cerebrais, como
amigdala e hipocampo. Esse horménio vai agir na hipofise anterior promovendo a liberagéo
do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH — do inglés adrenocorticotropic hormone), que por
sua vez vai atuar no cortex da glandula adrenal iniciando a sintese e liberacdo de
glicocorticéides, como, por exemplo, do cortisol em humanos e do corticosterona em roedores
(Figura 5). O pico dos niveis plasmaticos de glicocorticoides ocorre dezenas de minutos apds
0 inicio do estresse. O mecanismo, com Varios niveis de secrecdo hormonal do eixo HPA, é
lento em relacdo a laténcia dos mecanismos de transmissdo sinaptica que ocorrem no SNA
(Ulrich-Laiet al., 2009). Os glicocorticdides sao secretados de uma forma pulsatil, seguindo
um ritmo circadiano, sobre o qual se sobrepGe uma explosdo secretdria por ocasido do
estresse. Esses hormonios atuam primariamente em dois tipos de receptores:
mineralocorticoides (ReMC) e glicocorticoides (ReGC). Os primeiros tém grande afinidade
pelos corticosterdides, sendo ocupados mesmo quando o0s niveis sdo baixos e os segundos,
com uma afinidade dez vezes menor, que sdo ocupados em situacdes de grande aumento, por
exemplo, durante o estresse. A ligacdo dos corticosterdides com seu receptor promove Seu
transporte para o nacleo das células, onde atuam na transcri¢cdo génica. Assim, influenciam a
taxa de secrecdo de proteinas especificas, que diferem dependendo do tipo de célula (Joels et

al., 2009). Os glicocorticoides circulantes promovem a mobilizacdo da energia armazenada e
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potencializam numerosos efeitos mediados pelo sistema nervoso simpatico. Desempenham,
também, um papel chave no controle da atividade do eixo HPA e na finalizacdo da resposta ao

estresse, através de uma realimentacéo inibitoria em areas cerebrais (Joels et al., 2009).
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Figura 5. Fisiologia do estresse. Sistema nervoso autbnomo (SNA) e eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal ou hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), sistemas responsaveis pela resposta

ao estresse.

Fonte: http://rnp.fmrp.usp.br/~psicmed/doc/Fisiologia%20do%20estresse.pdf

2.6 Estresse e a Depressdo

Estudos de imagens cerebrais de pacientes deprimidos indicam uma significativa
reducdo do volume do hipocampo em comparacdo com individuos saudaveis e ainda mostram
que o estresse pode resultar em atrofia e morte de neurdnios hipocampais (Sapolsky, 1996).
Além disso, o estresse diminui a neurogénese de neurénios granulares do giro denteado do
hipocampo de animais adultos (Gould et al., 1997). Estudos de ressonancia magnética

mostram consistentemente que o cortex pré-frontal e o hipocampo sdo reduzidos em tamanho
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em pacientes adultos com transtorno depressivo maior, em comparagdo com controles
saudaveis (Onguret al., 1998; MacQueen et al., 2003).

O hipocampo e o cortex pré-frontal participam de funcdes de alta ordem como
memoria, aprendizado, atencdo e impulsos, tomada de decisdes, bem como desempenham um
papel chave na modulacdo autondmica e endocrina de resposta ao estresse. Nesse sentido,
sugere-se que estas estruturas cerebrais podem mediar aspectos cognitivos da depressao
decorrente do estresse, tais como deficiéncias de memdria e sentimentos de culpa,
desesperanca e suicidio (Czeh et al., 2008). Além disso, alteracdes funcionais nestas areas
parecem favorecer o desenvolvimento de transtornos mentais, como ansiedade e depresséo
(Drevets, 2000; Musazzi et al., 2010).

Em pacientes depressivos, a concentracdo de glicocorticoides esta frequentemente
elevada, a qual caracteriza a disfuncao no eixo HPA (Nestler et al., 2002). Isto também leva a
hiperatividade do sistema nervoso simpético e a hipertrofia das adrenais. Esses prejuizos
causam um tipico perfil caracterizado pela diminui¢do nos niveis de catecolaminas, como a
noradrenalina, adrenalina e dopamina na corrente sanguinea, e aumento dos niveis
plasmaticos de cortisol.

A hiperatividade do HPA em conjunto com a ativacdo da amigdala, leva ao aumento
do ténus do simpatico, que promove a liberacdo de citocinas a partir de macrdfagos.
Sintomaticamente, perturbacGes resultantes de citocinas pré-inflamatorias incluem fadiga,
perda de apetite e libido, bem como a hipersensibilidade a dor (Tsigos et al., 2002). Citocinas
pré-inflamatorias também podem diminuir o suporte neurotréfico e a neurotransmissao
monoaminérgica que pode levar & apoptose neuronal. O estresse e a depressdo e a
consequente desregulacdo imune periférica leva a ativacdo da micrdglia, que, em seguida,
contribui para a liberacdo adicional de citocinas inflamatorias. O envolvimento do BDNF
também tem sido postulado em modelos de depressdo induzida por estresse. Tem sido
mostrado que o estresse ao elevar os niveis de glicocorticéides altera a plasticidade celular
pela reducdo da expressdo do BDNF e pelas mudangas na sensibilidade de receptores de
BDNF (Duman e Monteggia, 2006). A reducdo nos niveis de fatores neuroroficos, tais como
BDNF, tem um impacto negativo sobre processos estruturais e funcionais no do sistema
limbico, especialmente para o hipocampo. A partir desta hipotese, o sucesso da terapia
antidepressiva estaria dependente da normalizacdo dos processos inflamatorios e da regulacdo

da sinalizacdo monoaminérgica e neurotréfica, fatores estes que séo alterados pelo estresse.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165032712005605#bib24
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2.7 Modelos Animais de Estresse no Estudo da Depressao

A depressao é fortemente influenciada por eventos estressantes e traumaticos ao longo
da vida, sugerindo que pacientes deprimidos devam ter prejuizos em estratégias de lidar com
situacOes aversivas (de Kloet et al., 2005). Devido a isso, a maioria dos modelos depressivos
séo baseados na exposic¢ao do animal a uma variedade de estressores.

Atualmente, modelos de estresse estdo baseados em estresses fortes, moderados ou a
combinacédo dos dois, além de estresses repetidos ou variados (imprevisiveis). Os modelos de
estresse cronico parecem serem mais apropriados para modelos de depressdao comparado a
outros modelos. Além disso, estresse crbnico e frustracdo cronica comumente induzem

alteracdes neurobioldgicas, as quais podem levar a depressdo (Willner, 1997).

2.7.1 Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel (CUMS)

Willner e colaboradores desenvolveram em 1987 o paradigma do estresse cronico
moderado, o qual incluia uma variedade de estressores moderados aplicados por um longo
periodo (Willneret al., 1987). A apresentacdo de diferentes tipos de estressores é essencial
para 0 modelo, ao invés de aplicar um Unico estressor de forma repetida que frequentemente
induziria uma habituacdo comportamental (Muscat e Willner,1992). Os estressores utilizados
foram: maravalha suja, inclinacdo da caixa de moradia, alteracbes no ciclo claro/escuro,
periodos de privacdo de dgua e comida e agrupamento (Willner et al., 1987). Este modelo
parece simular melhor a condicdo do ambiente humano, principalmente pela exposicdo do
individuo a estressores diarios moderados e variados do que a eventos traumaticos. Algumas
das anormalidades vistas no CMS (do inglés Chronic Mild Stress), designado neste trabalho
como CUMS (do inglés Chronic Unpredictable Mild Stress) apresentaram sintomas do tipo
depressivos observados em humanos.

Os roedores, como a maioria dos humanos, normalmente preferem consumir solucfes
doces (Willner et., 1987) em relacdo a agua normal. Willner e colaboradores demonstraram
que o CMS pode induzir significante reducdo na preferéncia pelo consumo de sacarose,
comportamento designado como anedonia, um dos principais sintomas do transtorno
depressivo (Willner, 1987). O comportamento depressivo neste experimento foi revertido
atraves de terapia com antidepressivos triciclicos (Willner et al., 1987). Além disso, 0 modelo
acima citado diminui comportamentos de agressividade, sexuais e de atividade locomotora em

ratos durante a fase ativa (Yan et al., 2010). Alteracdes circadianas e do ritmo diurno (Gorka
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et al., 1996), distdrbios do sono, como mudangas no padrdo de sono (Cheeta et al.,1997)
foram também observados, além de perda de peso (Willner e Jones, 1996), disturbios na
regulacao simpatica das func@es cardiacas (Grippo et al.,2003), aumento dos niveis sericos de
citocinas, como o fator de necrose tumoral o (TNF- o) (Kumar et al., 2011) e aumento da
atividade do eixo HPA (Muscat e Willner, 1992). Assim, o CUMS é um modelo com grande
aplicabilidade e valia no estudo da fisiopatologia da depressdo e na avaliacdo de compostos

candidatos a antidepressivos.

2.8 Compostos Fenolicos Naturais na Terapia da Depressao

Compostos fendlicos derivados de plantas sdo divididos em diversas categorias, como
fendis simples, &cidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, taninos condensados e hidrolisaveis,
lignanas e ligninas (Naczk e Shahidi, 2004). Os flavondides sdo compostos polifendlicos
presentes em alimentos e bebidas de origem vegetal e que tém despertado interesse em
decorréncia da bioatividade destes compostos (Sequeto et al., 2012). Nesse contexto,
flavonoides isolados de plantas, como luteolina, hespiridina, apigenina, crisina, rutina, e
quercetina tém demonstrado efeitos protetores em doencas cardiacas, renais, hepaticas,
cerebrais, e neoplasicas (Pietta, 2000; Sequeto et al., 2012).

Um ensaio clinico revelou que a administracdo crbnica e subcrénica de compostos
fendlicos leva a uma menor prevaléncia de sintomas depressivos em individuos idosos
japoneses (Niu et al., 2009). Zhu et al. (2012) observaram a menor incidéncia dos sintomas da
depressdo sob parametros comportamentais e bioquimicos em camundongos que foram
administrados com polifendis do cha verde. A atividade bioldgica dos compostos fendlicos
em doencgas neurodegenerativas, inflamacgdo, cancer e doengas cardiovasculares envolve a
regulacdo do crescimento celular e a proliferacdo, a atividade enzimatica, e a modulacdo da
sinalizacdo celular (Pandey et al., 2009; Darvesh et al., 2010).

Embora varios antidepressivos estejam disponiveis ha décadas, a maioria deles ndo é
completamente eficaz, pois se estima que 33% dos pacientes depressivos ndo sejam sensiveis
a medicagdo antidepressiva (Trivedi et al., 2006), além destes medicamentos estarem
associados a muitos efeitos adversos graves (ex: alteracdo do sono e apetite, alteracOes
gastrintestinais (diarréia ou obstipacdo intestinal), retencdo urinaria, alergias de pele,
sudorese, diminuicdo da libido ou retardo da ejaculagdo, aumento ou diminuicdo de peso,
nausea, tontura e tremores). Assim, pesquisas recentes concentram-se na possibilidade do uso

de produtos naturais, especialmente flavondides, para o desenvolvimento de medicamentos



19

antidepressivos, ou como uma alternativa complementar para o tratamento da depressao
(Kumar et al., 2011; Borges Filho et al., 2013; Liu et al., 2014, Mao et al., 2014).

2.8.1 Crisina

A Crisina (5,7-Dihidroxiflavona, Fig.1) pertence a classe flavona de flavondides. E
encontrada naturalmente em mel, prépolis, e varias espécies de plantas, incluindo espécies do
género Pelargonium, Passiflora e da familia Pinaceae (Pichichero et al., 2010; Medic-Saric ,
2011). A principal fonte natural de crisina é a planta Passiflora coerulea (regionalmente
conhecida como maracuja do mato), da qual foi isolada em 1990 por Medina e colaboradores

e apresentada como um composto com propriedades anticonvulsivantes (Medina et al., 1990).

2.8.1.1 Bioatividade da Crisina

A crisina é um flavonoéide antioxidante com propriedades complexantes, devido
principalmente a presenca de um grupo hidroxila no carbono 5 (Pushpavalli e al., 2010).
Estudos sobre a atividade antioxidante de flavondides sugerem a relacdo da presenca de
hidroxilas na bioatividade destes compostos (Pushpavalli e al., 2010). Mais especificamente, a
capacidade antioxidante de um flavonéide geralmente esté relacionada principalmente com a
hidoxilacdo do anel B. No entanto, as hidroxilas presentes nos carbonos 5 e 7 do anel A da
crisina desempenham uma funcdo significativa na atividade antioxidante deste composto
(Torel et al., 1986).

Além da funcdo antioxidante (Pushpavalli et al., 2010), a crisina ja tem sido
apresentada como tendo anticonvulsivantes (Medina et al., 1990), anti-hipertensivos (Vilar et
al., 2002), anti-inflamatérios (Bae et al., 2011), antineoplasicos (Pichichero et al., 2011) e
anti-hiperlipidémicos(Zarzecki et al., 2014). Também ha relatos que sugerem que a crisina
aumenta os niveis de testosterona pela inibicdo da enzima aromatase (Kao et al., 1998), que
converte a testosterona em estradiol, e em decorréncia disso, a crisina ja esta disponivel no
mercado como um suplemento dietético (500 mg por capsula) (iHerblnc., Monrovia,
California; VitaDigest, Walnut, California).

Embora, como exposto, o efeito da crisina ja tenha sido explorado em uma vasta gama
de patologias, estudos avaliando a bioatividade deste composto em doengas do SNC, como

por exemplo, a depressdo, ainda séo consideravelmente escassos.
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2.8.1.2 Biodistribuicio, Metabolismo e Eliminagdo da Crisina

A caracteristica fundamental dos flavonoides quanto a farmaco ou toxicocinética sao
0os grupos hidroxila livres, que sdo rapidamente e eficientemente metabolizados via
glucuronidacdo e sulfatacéo (Griffiths e Barrow, 1972; Bokkenheuser et al., 1987).

Os flavondides, em geral, apresentam-se em duas formas, a forma glicosilada
(conjugados com acuUcares) e a forma agliconada (livre). De um modo geral, assume-se que 0S
flavonoides glicosilados sdo absorvidos na forma agliconada apos passar por hidrélise no trato
digestivo. Na forma agliconada, nos enterdcitos, as principais transformacgdes que ocorrem
com os flavonodides incluem reagdes de glucuronidagdo e sulfatacdo, que podem ser seguidas
de efluxo, culminando na eliminacdo via fezes, urina e didxido de carbono (mediada por
bactérias do trato intestinal), ou absor¢do e distribuicdo para os tecidos via sistema

circulatério (Fig. 6).
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Figura 6. Esquema da absorcdo de flavonoides no intestino humano. Os flavondides podem

ser absorvidos na forma glicosilada ou agliconada. Ambas as formas podem ser absorvidas
diretamente, no entanto, a forma glicosilada devera ser clivada no enterécito por glicosidases
citosélicas. Uma outra alternativa é a clivagem realizada pela lactase-florizina hidrolase

(LPH) ou por bactérias intestinais no limen. Nos enterocitos, os flavonoides s&o rapidamente
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conjugados com o &cido glucurbnico ou sulfatos, via UDP-glucuronosiltransferase ou
sulfotransferase, respectivamente. Alguns flavondides também podem ser absorvidos por

difusdo paracelular.

Fonte: http://www.robertbarrington.net/flavonoid-absorption/

A crisina € um flavonoide agliconado que, como a maioria dos flavonoides, é
considerada um composto de relativamente baixa taxa de absorcdo oral (Walle, 2004). Tsuji et
al. (2006) avaliaram a acumulacédo da crisina em peixes apos 8h de exposicao, verificando, em
ordem decrescente, maiores concentracBes em figado, intestino, pele e cérebro. Quanto ao
metabolismo, 0 mesmo grupo de pesquisadores observou que a crisina sofre glucuronidacédo
apos a absorcao, presumivelmente nos carbonos 5 e 7 e é secretada na bile. Walle et al. (2001)
monitoraram os niveis de crisina e dos metabolitos crisina sulfatada e crisina glucuronada em
sangue, urina e fezes de humanos saudaveis durante 48h apo6s a administracdo de 400 mg de
crisinavia oral. Nas andlises sanguineas, foram verificadas baixas concentragdes de crisina
livre, com picos de em média 6 ng/ml ap6s 6 horas. Ja para a crisina conjugada com sulfato, o
pico foi de 200 ng/ml (cerca de 30 vezes maior em relacdo a crisina livre) e se deu
aproximadamente 6h ap0s a ingestdo. Para a crisina glucuronada, ndo foram encontrados
niveis plasmaticos suficientes para uma detec¢cdo precisa. No que se refere a eliminacéo via
urina, Walle et al. (2001) demonstraram que a excregéo de crisina livre na urina se deu entre
0,2 e 3,1mg. Ja para a crisina glucuronada foram encontradas concentracdes entre 2 e 26 mg
na urina. Para a crisina sulfatada foram verificados apenas tracos ndo detectaveis de forma
precisa. Ainda, observou-se que a taxa de eliminacdo de crisina e seus metabdlitos via urina é
baixa, entre 1 e 7%. Quanto a eliminacdo via fezes, verificou-se que a taxa de eliminacdo de
crisina e metabolitos chegou a até cerca de 98% da crisina administrada, com valores que
variaram entre 40 e 390 mg. A partir disso, com base nas analises plasmaticas, observa-se
que a possiveis formas nas quais a crisina exerce a sua constatada bioatividade seriam a forma
livre e, talvez principalmente, a forma sulfatada. J4& a forma glucuronada é a forma

predominante de eliminacao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a bioatividade do flavonoéide crisina em camundongos submetidos ao CUMS.

3.2 Objetivos Especificos

- Investigar parametros comportamentais;
- Avaliar parametros neutroficos (NGF e BDNF) no hipocampo e cértex pré-frontal;

- Analisar pardmetros oxidativos e a atividade da enzima Na’,K*-ATPase em hipocampo e

cortex pré-frontal;
- Estudar os niveis plasméticos de corticosterona e de marcadores de funcdo hepatica e renal;

- Comparar o efeito do flavonoéide crisina com o efeito da fluoxetina (controle positivo).
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4. MANUSCRITO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
manuscrito. Os itens Introdugdo, Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
encontram-se no préprio manuscrito e representam a integra deste estudo. O manuscrito esta

disposto da mesma forma que foi submetido para a Revista “Neuroscience”.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.journals.elsevier.com%2Fbehavioural-brain-research%2F&ei=PxaaU5z4OM3fsASylYCYDg&usg=AFQjCNGkN4TB_n6ZBQ3Uxo57lrtrVPHhcw&bvm=bv.68911936,d.cGU
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Abstract

We aimed to evaluate the effect of chronic unpredictable mild stress (CUMS) in nerve growth
factor (NGF) levels and Na*,K*-ATPase activity in the hippocampus and prefrontal cortex of
female mice. We also aimed to examine the effect of 28-day treatment with chrysin in mice
subjected to CUMS. CUMS aplicated for 28 days induced a decrease in NGF levels and in
Na*,K*-ATPase activity. CUMS also occasioned the decrease in the brain-derived neurotropic
factor (BDNF) levels in the hippocampus and prefrontal cortex and promoted a depressive
status in the swimming forced test (FST), in the sucrose preference test, and in the
corticosterone levels. Chrysin (5 or 20 mg/kg) treatment prevented against these alterations.
Chrysin (20 mg/kg) yet occasioned the up-regulation of BDNF and NGF levels in non-
stressed mice and in mice subjected to CUMS. CUMS decreased non-protein thiols (NPSH)
levels and increased reactive species (RS) levels. In response to these changes, the glutathione
reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT) activities were increased in
mice exposed to CUMS. Chrysin treatment (5 or 20 mg/kg) protected against all these
alterations, suggesting the involvement of antioxidant action in the antidepressant effect of
chrysin. In conclusion, CUMS decreased NGF levels and Na",K*-ATPase activity in mice.
Chrysin presented antidepressant effect in stressed mice in behavioural, biochemical and
neurotrophic parameters. Furthermore, we suggest that one possible mechanism involved in
the antidepressant effect of chrysin in female mice is the up-regulation of BDNF and NGF

levels.

Keywords: Depression, chronic stress, flavonoid, corticosterone, oxidative stress.



26

Abreviations: ALT, Alanine aminotransferase; ANOVA, Analysis of variance; AST,
Aspartate aminotransferase;, Adenosine triphosphate; AU, arbitrary unit; BDNF, Brain-
derived neurotrophic factor; CAT, Catalase; CDNB, 1-chloro-2,4-dinitrobenzene; CUMS,
Chronic  unpredictable mild  stress; DCF, dichlorofluorescein; DCHF-DA, 2'7'-
dichlorofluorescein diacetate; DTNB, 5,5 -dithio-bis(2-nitrobenzoic acid); EDTA, Ethylene
diamine tetraacetic acid; ELISA, enzyme-linked immune sorbent assay; FST, Forced swim
test; GSSG, Glutathione disulfide; GPx, Glutathione peroxidase; GR, Glutathione reductase;
GSH, reduced glutathione; GST, Glutathione S-transferase; H,O, Hydrogen peroxide; HCI,
Hydrochloric acid; HPA, Hypothalamicpituitary-adrenal; KCI, Potassium chloride; KH,POy,,
Potassium dihydrogen phosphate; MgCl,, Magnesium chloride; NaCl, Sodium chloride;
NADPH, Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NGF, Nerve growth factor; NPSH,
Non-protein thiols; OFT, Open field test; Pi, Inorganic phosphate; ROS, Reactive oxygen

species; S1, Supernatant fraction; SPT, Sucrose preference test.
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1 Introduction

Chronic unpredictable mild stress (CUMS) animal model was developed to
mimic the initiation and progress of clinical depression in humans (Willner et al., 2005).
Studies suggest that CUMS can induce behavioral and physiological changes
resembling symptoms of human depression (Willner et al., 2005; Liu et al., 2014a), and
that CUMS can be used for evaluating the efficacy of antidepressant candidates
through behavioral and biochemical tests in animals (Zhou et al., 2007; Tonissaar et al.,
2008; Mao et al., 2009).

Stress promotes deleterious effects on several cellular functions, as evidenced by
defective plasma antioxidant defenses in conjunction with enhanced lipid peroxidation in
depressive patients (Bilici et al., 2001), suggering that oxidative stress is an important
mechanism involved in the pathophysiology of depression in rodents and humans (Kumar et
al., 2011; Maes et al., 2011; Freitas et al., 2014). Several studies have reported that stress
promotes changes in reactive species (RS) and glutathione reduzed (GSH) levels and in the
activity of antioxidant enzymes in brain regions (Kumar et al., 2011; Freitas et al., 2014),
including the prefrontal cortex and hippocampus, two structures related to the
pathophysiology of depression (Duman and Voleti, 2012).

Research concerning to stress and depression still have postulated the “neurotrophin
hypothesis of depression”, that suggest the association of brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) deficiencies with the occurrence of depression, and that antidepressants act via
restoration of central BDNF levels (Duman and Monteggia, 2006;Wolkowitz et al., 2011; Liu
et al., 2014a; Mao et al., 2014).The association between stress/depression and neurotropic
factors is sustained basically for these factors: 1. depresison is associated with a decrease in
blood or brain concentrations of neurotrophins; Il. antidepressant treatments increase the

expression of neurotrophins; I1l. glucocorticoids may suppress neurotrophins synthesis
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(Vaidya and Duman, 2001; Shi et al., 2010). Nerve growth factor (NGF) is aneurotrophin
capable of promoting the development and differentiation of sympathetic and embryonic
sensory nerve cells (Scaccianoce et al., 2000). Apart from this trophic action, NGF seems to
be involved in phenomena related to hypothalamicpituitary-adrenal (HPA) axis activity
(Scaccianoce et al., 2000) and has been presented as an effective antidepressant (Shi et al.,
2010). Meanwhile, the role from NGF in the occurrence and treatment of depression is not
sufficiently clarified.

Na’,K*-ATPase is an enzyme responsible for the transport of Na* and K* ions in the
nervous system, maintaining the ionic gradient necessary for neuronal excitability and
regulation of neuronal cell volume (Gamaro et al., 2003). As a consequence, a decrease of
Na’ K*-ATPase activity directly affects neurotransmitter signaling, neural activity, as well as
animal behavior (Oliveira et al., 2009). Thus, decrease in the Na*,K'-ATPase activity is
observed in patients with bipolar affective disorder and epilepsy (Grisar et al., 1992; Mynett-
Johnson et al., 1998). In addition, some authors have introduced the hypothesis that the
inhibition of Na*,K*-ATPase activity in brain is associated with depressive disorders in rats
(Gamaro et al., 2003; Acker et al., 2009). However, this hypothesis needs to be better
elucidated.

Recent studies aimed at the development of antidepressants from natural products
(Zhu et al., 2012; Liu et al., 2014a; Mao et al., 2014). Natural products, especially plant
polyphenols, have attracted progressively more attention as supplemental interventions
to treat diseases (Mancuso et al.,, 2007; Stevenson and Hurst, 2007). Chrysin (5,7-
dihydroxyflavone, Fig. 1) is a natural flavonoid which is found in bee propolis, honey and
various plants (Barbaric et al., 2011). Research have shown that chrysin has multiple

biological activities, such as antiinflammatory, antineoplastic, hipolipdemicand antioxidant
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(Lapidot et al., 2002; Cho et al., 2004; Zarzecki et al., 2014). Nevertheless, little is known
about the effect of chrysin on depression.

Thus, this study had two objectives: 1. To evaluate NGF levels and Na*,K*-ATPase
activity in hippocampus and prefrontal cortex of female mice subjected to CUMS; II.To
evaluate the effect of chronic treatment with chrysin in female mice subjected to CUMS under

behavioral, biochemical and neurotrophic parameters, compared with the effect of fluoxetine.

2 Materials and methods

2.1 Animals

Experiments were realized with female C57B/6J mice (20-25g, 90 days old). Animals
were maintained at 22-25 °C, with free access to water and food, under a 12:12-h light/dark
cycle (except when the stressful activity involved continuous light during 24h), with lights on
at 7:00 a.m. The procedures of this study were conducted according to the guidelines of the
Committee on the Care and Use of Experimental Animal Resources and with the approval of
the Ethics Commission for Animal Use (CEUA protocol # 035/2013). It is important to
clarify that this work was realized in female mice because women are more susceptible to
development of depressive disorder followed to lifetime stress events than men (Mazure and

Maciejewski, 2003).
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2.2 Drug solutions and administrations

Chrysin, ATP, ouabain, fluoxetine, reduced glutathione (GSH), 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB), trizmabase, were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). All
other chemicals used were obtained from standard commercial suppliers.

Chrysin was dissolved in a saline/propyleneglycol solution (80:20). Fluoxetine was
dissolved in saline solution. Both drugs were administered per oral (p.o.) in the volume of
10ml/kg. Mice were treated with chrysin at doses of 5 or 20mg/kg, corresponding to a low
dose and a high dose, respectively (Zarzecki et al., 2014), or fluoxetine at the dose of
10mg/kg (Kumar et al., 2011). Both drugs were daily administered for 28 days, 30min before

the stressful activity.

2.3 Experimental design and Chronic Unpredictable Mild Stress (CUMS)

The mice were divided into eight groups (n = 4-7): [1] Control (Non stress + vehicle)
{V}.[2] FluoxetinelOmg/kg (No stress + fluoxetine 10mg/kg) {F10}, [3] Chrysinsmg/kg (No
stress + chrysin 5 mg/kg) {C5}, [4] Chrysin20mg/kg (No stress + chrysin 20mg/kg){C20},
[5] Stress (Stress + vehicle) {V}, [6] Stress + fluoxetine 10mg/kg {F10}, [7] Stress +
Chrysinsmg/kg {C5} and [8] Stress + Chrysin20mg/kg {C20}. The CUMS regimen was
based on the procedures described by other researchers, with minor modifications (Grippo et
al., 2008; Peng et al., 2012; Zhang et al., 2012). The mice were housed in separate cages.
Briefly, CUMS-exposed mice were subjected to various stressors in a chronic and
unpredictable way according to a random schedule for 28 days. The stressors were: damp
bedding for 12 h; 45° cage tilting for 12 to 18h; continuous light during 24h; water and food

deprivation for 12 to 18h; strong level shaking for 5 minutes; electric shock foot (2 min;
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0,5mA, 3s duration, average 1 shock/min) in an electrified grid; 2min in the electrified grid,
but without shock foot; 45°C oven for 5 minutes; physically restraint for 2h. Aleatory
stressors were applied at random times in order to be completely unpredictable. All mice in
the stress group were exposed to the same single stressor simultaneously in 1 day. None of
stressful procedures was applied on two consecutive days. During the whole process of stress,
each stressor was applied two to four times. On the 29th day, 24 hours after the end of
CUMS, the animals were subjected to behavioral tests and after 24h were anesthetized and
blood was collected by cardiac puncture and the mice were euthanized by decapitation and the

hippocampus and prefrontal cortex were dissected (Fig. 2).

2.4Behavioral assessment

2.4.1Sucrose preference test (SPT)

Anhedonia was measured by preference for a sucrose solution over water, using a two-
bottle free choice method (Grippo et al., 2007). Each animal was presented simultaneously to
two bottles, one containing 1% sucrose solution (w/v), and the other containing tap water.
Blunted sucrose intake, in this test, is proposed to reflect impaired sensitivity to reward and
model anhedonia, a core symptom of major depression (Tiziana et al., 2008). Tap water and
1% sucrose solution were placed inpremeasured bottles in the cages, and fluid intake was
monitored for 24h. Before the start of the protocol the mice were exposed only to a 1%
sucrose solution for 24h aiming the adaptation to sucrose solution. Mice were private food
and water for about 20h before each sucrose preference test. On day 0 (baseline) and on day
28 of the experiment the animals were exposed to the SPT. Sucrose preference was evaluated

via the sucrose uptake rate, namely, the ratio of volume of sucrose consumption to the volume
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of sucrose consumption plus tap water consumption (sucrose preference = sucrose

consumption/(sucrose consumption + water consumption) x 100%).

2.4.2 Open-field test (OFT)

On the subsequent day after the last sucrose preference test, the locomotor activity of
mice was tested by a digital actophotometer. Each mouse was placed in the center of the
actophotometer apparatus, and the locomotor activity was assessed on day 29, 24h after the
end of the CUMS protocol. Total distance traveled (mm) was evaluated in the 5-min test

period to evaluate locomotor activity (Prut and Belzung, 2003).

2.4.3 Forced swimming test (FST)

FST was performed as described previously. In summary, each mouse was placed
individually in a transparent cylindrical polypropylene tank (45 cm height x 35 cm diameter)
containing 40 cm of water at 25 + 1°C, without the possibility of escaping, and were forced to
swim. The total amount of time each animal remained immobile during a 6-min session was
recorded (in seconds) as immobility time. This immobile posture reflects a state of behavioral

despair or helplessness (Porsolt et al., 1977).

2.5 Plasma and tissue preparation

24h after the FST, blood was colleted by cardiac puncture into tubes containing
heparin (1 Ul/ul). Plasma was obtained by centrifuging of the blood at 2,400 x g for 10

minutes.
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After the blood collection, mice were euthanized for decapitation and hippocampus
and prefrontal cortex were dissecated and homogeneized (1:10) in Tris-HCI 50mM, pH 7.5.
The homohenate was centrifugated at 2,400 x g for 5 min and supernadant fraction (S1) was

used for the analysis of biochemical and neurotropic parameters.

2.6 Biochemical Determinations

2.6.1Non-proteinthiols (NPSH) content

Reduced glutathione (GSH) levels in the hippocampus and prefrontal cortex were
measured as non-protein thiols (NPSH), based on the protocol developed by Ellman (1959).
In this protocol, 500uL of S1 was precipitated with 500uL of 10% trichloroacetic acid. The
samples were centrifuged at 2,400 x g for 10 min. An aliquot (100uL) of supernatant was
added in a system containing 1M potassium phosphate buffer (850uL), pH 7.4, and 10mM
5,5”-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (50uL), in a final volume of 1mL. The color

reaction was measured at 412nm. NPSH levels were expressed as nmol GSH/g tissue.

2.6.2 Reactive species (RS) levels

To determine RS levels in the hippocampus and prefrontal cortex, 40uL of S1 were
diluted (1:50) in 10mMTris-HCI (pH 7.4) and incubated with 10uL of 2',7'-
dichlorofluorescein diacetate (DCHF-DA; 1mM), at 37°C for 30 minutes. The RS levels were
determined by a spectrofluorimetric method described by Loetchutinat et al. (2005). In
summary, DCHF-DA is enzymatically hydrolyzed by intracellular esterases to form
nonfluorescent, which is then rapidly oxidized to form highly fluorescent 2',7'-

dichlorofluorescein (DCF) in the presence of RS. The DCF fluorescence intensity emission
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was recorded at 520nm (with 480nm excitation) 30 minutes after the addition of DCHF-DA.

The RS levels were expressed as arbitrary unit (AU).

2.6.3 Glutathione reductase (GR) activity

GR activity in the hippocampus and prefrontal cortex was determined based on the
protocol developed by Carlberg and Mannervik (1985). In this protocol, GSSG is reduced by
GR at the expense of NADPH consumption, which was followed at 340nm. GR activity is
proportional to NADPH decay. An aliquot of S1 was added in the system containing 0.15M
potassium phosphate buffer (pH 7.0), 1.5mM EDTA, and 0.15Mm NADPH. After the basal
reading, the substrate (GSSG 20mM) was added. The GR activity was expressed as nmol

NADPH/min/mg protein.

2.6.4 Glutathione peroxidase (GPx) activity

GPx activity in the hippocampus and prefrontal cortex was determined based on the
protocol developed by Wendel (1981), by indirectly measuring the consumption of NADPH
at 340 nm. The GPx uses GSH to reduce the tert-butyl hydroperoxide, producing GSSG,
which is readily reduced to GSH by GR using NADPH as a reducing equivalent donor.The

enzymatic activity of GPx was expressed as nmoINADPH/min/mg protein.

2.6.5 Glutathione S-transferase (GST) activity

GST activity, an important phase 1l enzyme with antioxidant function, was assayed in

the hippocampus and prefrontal cortex of mice through the conjugation of GSH with

CDNB as described by Habig and Jakoby (1981). An aliquot of 50uL of S1 was added in a
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medium containing 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.4), with 10puL of 2100mMCDNB,
as substrate, and 10 pL of 100mMGSH, in a final volume of 1mL. Changes in absorbance
were recorded at 340 nm in a spectrophotometer for 120 seconds. The enzymatic activity of

GST was expressed as nmol CDNB conjugated/min/mg protein.

2.6.6 Catalase (CAT) activity

CAT activity in hippocampus and prefrontal cortex of mice was assayed
spectrophotometrically by the method proposed by Aebi (1984), which involves monitoring
the disappearance of 0.3M hydrogen peroxide in the presence of 50mM potassium phosphate
buffer (pH 7.0) and S1.Changes in absorbance were recorded at 240 nm in a thermostatized
(37°C) spectrophotometer for 120 seconds. CAT specific activity was expressed as first-order
rate constant k, per mg of protein. Appropriate controls for non-enzymatic decomposition of
hydrogen peroxide were included in the assays. The CAT activity was expressed as Units/mg

of protein.

2.6.7 Corticosterone levels

Plasma levels of corticosterone were determined using commercially available enzyme
immunoassay Kit (Chemicon International, Temecula, CA), according to the manufacturer

instructions.Corticosterone plasma levels were expressed as ng/ml.

2.6.8 Na',K*-ATPase activity

Na’,K*-ATPase activity in the hippocampus and prefrontal cortex was measured

according by Wyse et al. (2000), with modifications. Briefly, the assay medium consisted of
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50mMTris-HCI buffer, pH 7.4; 125mMNaCl, 20mMKCI, 3mM MgCl, and 50ul of S1 in the
presence or absence of ouabain (0,1mM), in a final volume of 450uL. The reaction was
started by the addition of adenosine triphosphate (ATP) to a final concentration of 30mM.
After 30 min at 37°C, the reaction was stopped by the addition of 250uL of 10% (w/v)
trichloroacetic acid. Resulting solution was centrifugated at 2,400 x g for 5 min. An aliquot
(500uL) of supernatant was removed and used for the quantification of inorganic phosphate
(Pi). Appropriate controls were included in the assaysfor non-enzymatic hydrolysis of ATP.
The amount of Pi released was quantified by the colorimetric method described by Fiske and
Subbarow (1925). Specific Na*,K* -ATPase activity was calculated by subtracting the
ouabain-insensitive activity from the overall activity (in the absence of ouabain) and

expressed in nmol Pi/mg protein/min.

2.6.9 Aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) activities and

urea levels

Aiming to evaluate a possible hepatic or renal toxicicity of chronic treatment with
chrysin, we evaluated AST and ALT activities and urea levels in plasma of mice exposed to
high dose of chrysin (20 mg/kg). AST, ALT and urea were assayed spectrophotometrically
using commercials kits (LABTEST, Diagnostica S.A., Minas Gerais, Brazil), according to the
manufacturer instructions. AST and ALT activities were expressed as unit/L (U/L). Urea

levels were expressed as mg/dl.
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2.6.10 Protein quantification

Protein concentration in hippocampus and prefrontal cortex was measured by the

method of Bradford (1976), using bovine serum albumin as the standard.

2.7 Neurotropic factors determinations

2.7.1 Brain-derived neurotropic factor (BDNF) and Nerve growth factor (NGF) levels

Protein levels of BDNF and NGF were measured using a commercially available
sandwich enzyme-linked immune sorbent assay (ELISA) kit (Chemicon International,
Temecula, CA) according to the manufacturer’s instructions. The BDNF and NGF levels
were evaluated in S1 of hippocampus and prefrontal cortex. The BDNF and NGF levels were

expressed as ng/g and pg/mg wet weight of tissue, respectively.

2.8 Statistical analysis

The data were expressed as mean + S.D.M. and were analyzed by two-way ANOVA

followed by the Newman—Keuls test when appropriate. Results of statistical tests with p<0.05

were considered significant.
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3Results

3.1 SPT

No significant interactions were observed in SPT one day before the beginning of
CUMS protocol (Fig. 3A).

In the test realized on the 28" day, Two-way ANOVA indicated significant
interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) = 10.57, p< 0.001] (stress X chrysin) [F (2,44) =
16.37, p< 0.001] on sucrose preference. Results revealed that after the CUMS exposition the
animals presented a significant decrease on sucrose preference when compared to control
group (No stress + vehicle) (p <0.001). The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or
fluoxetine prevented the reduction in SPT when compared to stress group (stress + vehicle)

(Fig. 3B).

3.20FT

No significant interactions were observed in the OFT (Fig. 4).

3.3 FST

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =

4.92, p< 0.05] (stress X chrysin) [F (2,44) = 9.33, p< 0.001] in the immobility time in the

FST. Results demonstrated that the treatment with chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine

(10mg/kg) occasioned a decrease in immobility time when compared to control group (No

stress + vehicle). Results indicated that after the CUMS exposition the animals displayed a
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significant increase in the immobility time when compared to control animals (No stress +
vehicle). The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented
the increase in the immobility time compared to stress group (Stress + vehicle). Furthermore,
chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) administration reduced the immobility time

in mice exposed to CUMS when compared to control group (No stress + vehicle) (Fig. 5).

3.4 NPSH content

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
6.47, p< 0.02] (stress X chrysin) [F (2,44) = 5.39, p< 0.03] in NPSH levels in the
hippocampus of mice. Results showed that animals exposed to CUMS presented a significant
decrease in NPSH content when compared to control group (No stress + vehicle) [p < 0.05].
Treatment with chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented the reduction in
NPSH levels when compared to stress group (Stress + vehicle) (Table 1).

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
8.75, p< 0.01] (stress X chrysin) [F (2,44) = 6.51, p< 0.02] in NPSH levels in the prefrontal
cortex of mice. Results showed that after the CUMS exposition the animals presented a
significant decrease in NPSH levels when compared to control group (No stress + vehicle)
[p < 0.05]. The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented

the reduction in NPSH content when compared to stress group (Stress + vehicle) (Table 2).

3.5 RS levels

Two-way ANOVA demonstrated significant interactions (stress X fluoxetine) [F

(2,44) = 8.90, p< 0.001] (stress X chrysin) [F (2,44) = 5.93, p< 0.009] in RS levels in the
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hippocampus of mice. Results indicated that animals exposed to CUMS presented a
significant increase in RS content when compared to control group (No stress + vehicle)
[p <0.05]. Administration of chrysin (20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented the
increase in RS levels when compared to stress group (Stress + vehicle) (Table 1).

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
15.31, p< 0.001] (stress X chrysin) [F (2,44) = 8.60, p< 0.001] in RS levels in the prefrontal
cortex of mice. Results showed that after the CUMS exposition the animals presented a
significant increase in RS content when compared to control group (No stress + vehicle)
[p < 0.001]. The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) protected

against the increase in RS levels when compared to stress group (Stress + vehicle) (Table 2).

3.6 GR activity

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
22.26, p< 0.001] (stress X chrysin) [F (2,44) = 5.04, p< 0.04] in the GR activity in the
hippocampus of mice. Results showed that animals exposed to CUMS presented a significant
increase in the GR activity when compared to control group (No stress + vehicle) [p < 0.001].
Administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented the elevation in
the GR activity when compared tostress group (Stress + vehicle) (Table 1).

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
6.76, p< 0.02] (stress X chrysin) [F (2,44) = 7.08, p< 0.01] in the GR activity in the
prefrontal cortex of mice. Results showed that after the CUMS exposition the animals
presented a significant increase in the GR activity when compared to control group (No stress

+ vehicle) [p < 0.001]. Administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg)
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prevented the elevation in the GR activity when compared to stress group (Stress + vehicle)

(Table 2).

3.7 GPx activity

Two-way ANOVA demonstrated significant interactions (stress X fluoxetine) [F
(2,44) = 8.40, p< 0.01] (stress X chrysin) [F (2,44) = 3.51, p< 0.04] in the GPx activity in the
hippocampus of mice. The results showed that after the CUMS exposition the animals
presented a significant increase in the GPx activity when compared to control group (No
stress + vehicle) [p < 0.01]. Treatment with chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg)
protected against the elevation in the GPx activity when compared to stress group (Stress +
vehicle) (Table 1).

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
10.81, p< 0.005] (stress X chrysin) [F (2,44) = 7.35, p< 0.01] in the GPx activity in the
prefrontal cortex of mice. Results showed that after the CUMS exposition the animals
presented a significant increase in the GPx activity when compared to control group (No
stress + vehicle) [p <0.001]. Administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine
(10mg/kg) prevented the elevation in the GPx activity when compared to stress group (Stress

+ vehicle) (Table 2).

3.8 GST activity

No significant interactions were observed in the GST activity in the hippocampus

(Table 1) and in the prefrontal cortex (Table 2) of mice.
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3.9 CAT activity

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
8.15, p< 0.01] (stress X chrysin) [F (2,44) = 7.59, p< 0.003] in the CAT activity in the
hippocampus of mice. The results indicated that after the CUMS exposition the animals
presented a significant increase in CAT activity when compared to control group (No stress +
vehicle) [p < 0.05]. The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg)
prevented the elevation in the CAT activity when compared to stress group (Stress + vehicle)
(Table 1).

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
2.73, p< 0.12] (stress X chrysin) [F (2,44) = 2.77, p< 0.12] in the CAT activity in the
prefrontal cortex of mice. The results demonstrated that animals subjected to CUMS
presented a significant increase in CAT activity when compared to control group (No stress +
vehicle) [p < 0.001]. The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg)
prevented the elevation in the CAT activity when compared to stress group (Stress + vehicle)

(Table 2).

3.10 Corticosterone levels

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
7.64, p< 0.01] (stress X chrysin) [F (2,44) = 9.64, p< 0. 001] in corticosterone levels. Results
showed that animals subjected to CUMS presented a significant increase in corticosterone
levels when compared to control group (No stress + vehicle) [p <0.001]. Administration of
chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented the elevation in corticosterone

levels when compared to stress group (Stress + vehicle) (Fig. 6).
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3.11 Na',K*-ATPase activity

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
3.88. p< 0.07] (stress X chrysin) [F (2,44) = 1.59, p< 0.22] in the Na*,K*-ATPase activity in
the hippocampus of mice. Results showed that after the CUMS exposition the animals
presented a significant inhibition in Na*,K*-ATPase activity when compared to control group
(No stress + vehicle) [p < 0.05]. The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine
(10 mg/kg) prevented the inhibition in Na*,K*-ATPase activity when compared to stress
group (Stress + vehicle) (Fig. 7A).

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
8.34, p< 0.01] (stress X chrysin) [F (2,44) = 3.92, p< 0.03] in Na",K*-ATPase activity in the
prefrontal cortex of mice. Results showed that animals exposed to CUMS presented a
significant inhibition in Na*,K*-ATPase activity when compared to control group (No stress +
vehicle) [p <0.05]. The treatment with chrysin (5 or 20mg/kg) prevented the inhibition in

Na’ K*-ATPase activity when compared to stress group (Stress + vehicle) (Fig. 7B).

3.12 AST and ALT activities and urea levels

No significant interactions were observed in the AST and ALT activities and urea

levels (Table 3).
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3.13 BDNF levels

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
10.28, p< 0.007] (stress X chrysin) [F (2,44) = 20.03, p< 0.001] in BDNF levels in the
hippocampus of mice. Results demonstrated that chrysin administration (20 mg/kg) or
fluoxetine (10 mg/kg) occasioned an elevation in BDNF levels when compared to control
group (No stress + vehicle). Results showed that after the CUMS exposition the animals
displayed a significant decrease in BDNF levels when compared to control group (No stress +
vehicle) [p <0.01]. Administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg)
prevented the decrease in BDNF levels compared to stress group (Stress + vehicle).
Moreover, chrysin (20 mg/kg) administration elevated the BDNF contents in mice exposed to
CUMS when compared to control group (No stress + vehicle) (Fig. 8A).

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
4.79, p< 0.05] (stress X chrysin) [F (2,44) = 14.64, p< 0.001] in BDNF levels in the
prefrontal cortex of mice. Results demonstrated that chrysin administration (20 mg/kg) or
fluoxetine (10 mg/kg) occasioned an elevation in BDNF levels when compared to control
group (No stress + vehicle). Results showed that animals subjected to CUMS displayed a
significant decrease in BDNF levels when compared to control group (No stress + vehicle)
[p < 0.05]. Administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented the
decrease in BDNF levels compared to stress group (Stress + vehicle). In addition, chrysin (20
mg/kg) administration elevated the BDNF contents in mice exposed to CUMS when

compared to control group (No stress + vehicle) (Fig. 8B).
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3.14 NGF levels

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
16.80, p< 0.001] (stress X chrysin) [F (2,44) = 7.45, p< 0.01] in the NGF levels in the
hippocampus of mice. Results demonstrate that chrysin administration (20 mg/kg) or
fluoxetine (10 mg/kg) occasioned an elevation in NGF levels when compared to control group
(No stress + vehicle). The results showed that after the CUMS exposition the animals
displayed a significant decrease in NGF levels when compared to control group (No stress +
vehicle) [p <0.01]. The treatment with chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg)
prevented the decrease in NGF levels compared to stress group (Stress + vehicle).
Furthermore, chrysin (20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) administration elevated the NGF
contents in mice exposed to CUMS when compared to control group (No stress + vehicle)
(Fig.9A).

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =
6.74, p< 0.02] (stress X chrysin) [F (2,44) = 12.49, p< 0.002] in NGF levels in the prefrontal
cortex of mice. Results demonstrate that chrysin administration (20 mg/kg) or fluoxetine (10
mg/kg) occasioned an elevation in NGF levels when compared to control group (No stress +
vehicle). Results showed that animals exposed to CUMS displayed a significant decrease in
NGF levels when compared to control group (No stress + vehicle) [p < 0.01]. Administration
of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented the decrease in NGF levels
compared to sterss group (Stress + vehicle). Moreover, chrysin (20 mg/kg) or fluoxetine (10
mg/kg) administration elevated the NGF contents in mice exposed to CUMS when compared

to control group (No stress + vehicle) (Fig.9B).
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4 Discussion

In the present study, we observed the effect of CUMS in NGF levels and Na*,K'-
ATPase in the hippocampus and prefrontal cortex of female mice. Moreover, the effect of
chrysin in in mice exposed to CUMS was examined. Results showed that CUMS decrease
NGF levels and Na",K*-ATPase activity in mice. Results also demonstrate that 28 days of
CUMS induced a depressive state, which was characterized by decreased on sucrose
preference and increased on immobility time in FST. These indices of depression were
accompanied by elevation in ROS levels and in GR, GPx and CAT activities; by decreased in
BDNF and NPSH levels in the hippocampus and prefrontal cortex of mice; and by
hyperactivity of the HPA axis (increased corticosterone levels). Chrysin treatment
significantly ameliorated all these alterations associated with CUMS-induced depression.
Furthermore, chrysin treatment presented antidepressant effect in non stressed mice in FST.
Chrysin treatment also promoted the elevation in BDNF and NGF levels in the hippocampus
and prefrontal cortex of non-stressed and stressed mice when compared to control group.
Such results were similar to that obtained with treatment of the established antidepressant,
fluoxetine. The used doses of chrysin did not present any toxicity in hepatic and renal
parameters. Thus, in non toxic doses, chrysin presented antidepressant effect in behavioural
parameters in stressed and non-stressed mice. Accompanying the behavioral effect, was
observed the effect in the regulation of antioxidant system, of corticosterone levels, of
Na’ K*-ATPase activity, and in the up-regulation of BDNF and NGF levels.

SPT is regarded as useful and valid behavioral marker of chronic stress in an animal
paradigm.Sucrose preference is regarded as an indicator of a key symptom of depression, i.e.,
anhedonia, indicating loss of interest or pleasure (Kumar et al., 2011). FST is used in the

study of antidepressants candidates (Borges Filho et al., 2013), and the reduction in
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immobility time is considered indicative of antidepressant activity (Mao et al., 2014).
Numerous studies have reported that rodents (mice and rats) exposed to stress exhibit
depressive like-behavior, evidenced by increasein immobility time, particularly in the FST,
and by reduction on sucrose preference in SPT (Souza et al., 2013; Liu et al., 2014b; Mao et
al., 2014). These behavioral alterations in mice are comparable to the depressed mood in
humans. Corroborating with these studies, our results indicate that CUMS induced an increase
of immobility time in the FST and a decrease on preference sucrose in SPT in the 28" day in
mice. We observed a protective effect of chrysin (5 or 20 mg/kg) against these changes, as
well as the preventive effect of fluoxetine. Confirming the antidepressant effect of chrysin,
chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) treatment reduced the immobility time in
FST in non-stressed mice when compared to control group. Additionally, the fact that no
significant difference in OFT was observed among any of the experimental groups indicates
that behavioral changes in the FST are not related to psychomotor-stimulant action.

Oxidative stress in mouse brain structures may play a role in the pathogenesis of
depression (Eren et al. 2007a; Kumar et al., 2011). In this study, an increase in RS levels and
a decrease in NPSH levels (corresponding to more than 90% of reduced glutathione (GSH) in
the animal organism) in the hippocampus and prefrontal cortex of mice exposed to CUMS
were observed.The alteration in the levels of these substances is indicative of oxidative stress
induced by CUMS. Oxidative damages to macromolecules such as lipid, protein and nucleic
acids by excessive RS levels (Zhao et al., 2008) leads to neuronal dysfunction, which is
associated with the development of depression disorders (Atmaca et al., 2004; Ng et al.,
2008). GSH, an intracellular non-enzymatic thiol antioxidant system, is widely involved in
the occurrence of depression, mainly by regulation of RS levels. The finding of this
investigation is in line with others, showing that stressed mice have lower brain GSH levels,

indicating an alteration in antioxidant brain defenses in CUMS model of depression (Eren et
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al., 2007a; Eren et al., 2007b). Confirming the role of GSH in the occurrence of depression,
Rosa et al. (2013) demonstrate the antidepressant effect of GSH in mice. The enzymatic
antioxidant system also plays a key role in the depressive disorders (Kumar et al., 2011; Rosa
et al., 2013; Freitas et al., 2014). As a mechanism of response to changes in the RS and GSH
levels, we observed an increase in the GR, GPx and CAT activities in the hippocampus and
prefrontal cortex of mice. Similarly, Freitas et al. (2014) demonstrate an increased in GR and
GPx acitivity in the hippocampus of stressed mice. Depressive pacients presents higher levels
of plasma GR and erythrocyte GPx (Bilici et al., 2001), and increased in GPx activity was
found in depressive women (Kodydkova et al., 2009). Furthermore, Cline et al. (2014)
showed the elevation in the CAT activity in the prefrontal cortex of mice exposed to acute
stress. The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine protected against all these
modifications, showing the antioxidant activity of chrysin and the involvement of this
function in the antidepressant effect of chrysin in mice exposed to CUMS.

Hyperactivity of HPA axis is one of the key biological abnormalities associated
with major depressive disorder (Holsboer et al., 2006; Tanti et al., 2010). The HPA
dysregulation occasioned by stress is characterized by elevated levels of circulating
glucocorticoids and impaired glucocorticoid receptor-mediated negative feedback on the
function of HPA axis (Watson et al., 2007). Corroborating this data, the plasma corticosterone
levels were increased in mice subjected to CUMS compared to the control group.
Furthermore, the results exposed showed that the groups treated with chrysin (5 or 20 mg/kg)
or fluoxetine (10 mg/kg) presented normal levels of corticosterone, which points that the
antidepressant effect of chrysin is associated which the regulation of the HPA axis in stressed
mice. Confirming the involvement of HPA with the depression, studies showed that
prolonged exposure to glucocorticoids produces neurotoxic effects in several brain

regions related to depression, such as hippocampus and prefrontal cortex (Anacker et al.,
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2011, Liu et al., 2014b). Moreover, Kumamaru et al. (2008) suggested that BDNF-mediated
synaptic maturation is disturbed after neurons are exposed to high-level glucocorticoid in their
development stage.

Postmortem analyses have revealed lower levels of BDNF in patients with major
depression, while BDNF infusion into the brain has been found to produce
antidepressant-like action (Mao et al., 2014). Antidepressant treatment seems to beable to
normalize BDNF levels (Mao et al., 2014). Increases in cerebral and serum BDNF levels with
antidepressant treatment have been reported in multiple human and preclinical studies, but the
mechanistic and therapeutic significance of this is uncertain (Wolkowitz et al., 2011).
Confirming these data, the treatment with chrysin (20 mg/kg) and fluoxetine (10 mg/kg)
occasioned an elevation in BDNF content in the hippocampus and prefrontal cortex when
compared to control group. Furthermore, we observed a reduction in BDNF levels in mice
subjected to CUMS compared to control group. Recent clinical studies of depression have
paid special attention to the hippocampus and frontal cortex, which are brain regions
structurally and functionally affected by stress responses and critically involved in the
regulation of mood and learning/memory function (Mao et al., 2014). A causal relationship
has been found between the incidence of major depressive disorders and neuronal
atrophy/destruction in the hippocampus and frontal cortex. BDNF, which modulates neuronal
plasticity, inhibits cell death cascades and increases the cell survival proteins that are
responsible for the proliferation and maintenance of central nervous system neurons; hence, it
may be an important factor in the development and treatment of depression. In experimental
studies, it has been found that a decrease in BDNF expression in the hippocampus and frontal
cortex among animals exposed to chronic stress can be reversed by antidepressant treatment
(Mao et al., 2014). Similarly, reduction in NGF levels has been reported in several animal

models of depression (Song et al., 2009). Up-regulation of NGF occurs in response to chronic
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but not acute antidepressant treatment, consistent with the time course for the therapeutic
action of antidepressants (Shi et al., 2010). Chronic stress, chronic HPA axis hyperactivity
and hypercortisolism in pathological conditions such as depression seem to be associated with
the atrophy in the hippocampus and prefrontal cortex. This atrophy result in a long term down
regulation in NGF synthesis and levels (Aisa et al., 2009). The lower NGF levels set point
could reflect in neuronal stress-adaptation deficit in depressed patients (Martino et al., 2013).
The treatment with chrysin (20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) occasioned an elevation in
NGF levels in the hippocampus and prefrontal cortex in non-stressed and stressed mice when
compared to control animals. Moreover, we observed a diminution in NGF levels in the
hippocampus and prefrontal cortex of mice exposed to CUMS. There are few reports
associating NGF levels with models of depression induced by CUMS. However, Manni et al.
(2007) demonstrated a change in NGF levels in hypothalamus and thalamus of mice subjected
to stress by immobilization for 1h every day for 10 days. Scaccianoce et al. (2000) observed
the effect of different models of non-unpredictable stress in the NGF levels in hippocampus
and basal forebrain of rats. In addition, Shi et al. (2010) related the antidepressant effect of
intranasal administration of NGF in mice and rats. The chrysin (5 or 20 mg/kg) and fluoxetine
administration prevents against the alterations verified in BDNF and NGF levels occasioned
by CUMS.Chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10mg/kg) also increased the BDNF and
NGF levels in stressed mice when compared to control group.These results suggeststhe role of
the up-regulation of BDNF and NGF levels in the antidepressant effect of chrysin in non-
stressed and stressed mice.

In our study, the Na',K'-ATPase activity was significantly reduced in the
hippocampus e prefrontal cortex of the stress group when compared to control group. The
reduction in Na',K'-ATPase activity is a sign of a damaged cell membrane and is

primarily caused by free radicals (Figtree et al., 2009; White et al., 2010). Thus, a possible
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damage caused by increase of RS levels in hippocampus and prefrontal cortex may be related
to the diminution of Na',K'-ATPase activity in this structures. In addition, depression,
particularly stress-associated cases, may result from the atrophy of pyramidal neurons in the
hippocampus (Gamaro et al., 2003). This atrophy, with reduction in the number of synapses,
may be involved in several repeated stress effects, including the inhibition ofNa’,K*-ATPase
activity (Yamamoto and Quinton, 2007). The inhibition of Na",K*-ATPase activity in the
cerebral cortex and hippocampus also occurs due to the direct influence of high
concentrations of stress hormones (Balk et al., 2011). Due to the fact that Na*,K*-ATPase is
crucial for maintaining ionic gradients in neurons (Xiong and Stringer, 2000), it is accepted
that a reduction in the activity of this enzyme may affect neural activity (Stangherlin et al.,
2008). Considering that the maintenance of Na',K'-ATPase activity is essential for brain
function and the inhibition of this enzyme is associated with excitotoxicity and neuronal
damage, we suggest that the inhibition of Na’ K'-ATPase activity in hippocampus and
prefrontal cortex induced by CUMS can be associated with the development of depression in
mice exposed to CUMS. There are few reports that relate brain Na*,K*-ATPase activity with
depression induced by CUMS. Meanwhile, Cui et al. (2014) observed a reduction in Na*,K*-
ATPase activity in muscle sample of rats exposed to CUMS. Acker et al. (2009) showed a
decrease in Na',K*-ATPase activity in cerebral cortex of rats with depression induced by
malathion. In addition, Balk et al. (2011) observed an inibition in Na*,K*-ATPase activity in
the hippocampus, cerebral cortex and striatum of rats exposed to repeated restraint stress. The
treatment with chrysin (5 or 20 mg/kg), equivalently to fluoxetine (10 mg/kg), protected
against the inhibition in the Na",K*-ATPase activity, showing that this enzyme may to be

involved in the antidepressant effect of chrysin in mice exposed o CUMS.
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5 Conclusion

In conclusion, we showed that 28 days of CUMS protocol decreased NGF levels and
Na’ K*-ATPase activity in the hippocampus and prefrontal cortex of female mice. Chronic
treatment with chrysin presented antidepressant effect in non-stressed mice and in mice
exposed to CUMS in non-toxic doses, equivalently to fluoxetine. Besides the protection
against changes in the neurotrophins levels, Na',K'-ATPase activity and in behavior
occasioned by CUMS, chrysin yet prevented the alterations in corticosterone levels and in the
antioxidant system. Moreover, high dose of chrysin culminated in the up-regulation of BDNF
and NGF levels. Thus, although more studies be required, we suggest that the up-regulation of
BDNF and NGF levels in the hippocampus and prefrontal cortex of female mice can be

associated with the antidepressant effect of chrysin.
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Legends

Figure 1: Chemical structure of chrysin.

Figure 2: Experimental design.

Figure 3: Effect of chrysin and fluoxetine administration on SPT in mice exposed to CUMS.
The test was realized one day before the beginning(baseline, Fig. A), and on 28" day (Fig. B)
of CUMS protocol. °Indicatesp<0.05 compared to control group (No stress + vehicle).

®Indicates p<0.05 compared to stress group (Stress + vehicle).

Figure 4:Effect of chrysin or fluoxetine treatment on distance traveled on OFT in mice

exposed to CUMS. The test was realized 24h after finishing CUMS protocol.

Figure 5: Effect of chrysin or fluoxetine administration on immobility time on FST in mice
exposed to CUMS. The test was realized immediately after the OFT. ®Indicatesp<0.05
compared to control group (No stress + vehicle). "Indicates p<0.05 compared to stress group

(Stress + vehicle).

Figure 6: Results of treatment with chrysin or fluoxetine on corticosterone levels in mice
subjected to CUMS. The blood collection was realized 24h after FST. ®Indicatesp<0.05
compared to non-stressed control group (No stress + vehicle). *Indicates p<0.05 compared to

stress group (Stress + vehicle).
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Figure 7: Effect of chrysin or fluoxetine treatment in the Na',K'-ATPase activity in the
hippocampus (Fig. A) and prefrontal cortex (Fig. B) of mice subjected to CUMS. The brain
structures were dissected immediately after blood collection. ®Indicates p<0.05 compared to
control group (No stress + vehicle). "Indicates p<0.05 compared to stess group (Stress +

vehicle).

Figure 8: Results of treatment with chrysin or fluoxetine on BDNF content in the
hippocampus (Fig. A) and prefrontal cortex (Fig. B) of mice exposed to CUMS. The brain
structures were dissected immediately after blood collection. ®Indicates p<0.05 compared to
control group (No stress + vehicle). °Indicates p<0.05 compared to stress group (Stress +

vehicle).

Figure 9: Effect of chrysin or fluoxetine administration on NGF levels in the hippocampus
(Fig. A) and prefrontal cortex (Fig. B) of mice subjected to CUMS. The brain structures were
dissected immediately after blood collection.®Indicates p<0.05 compared to control group (No

stress + vehicle). "Indicates p<0.05 compared to stress group (Stress + vehicle).
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Table 1. Effect of treatment with chrysin or fluoxetine in NPSH and RS levels, and GR, GPx, GST and CAT activities in the hippocampus of mice subjected to CUMS

Groups NPSH RS GR GPx GST CAT
(nmol GSH/g tissue) (RS levels (AU)) (nmoINADPH/min/mg  (mmoINADPH/min/mg (nmolCDNB/min/mg (Units/mg
protein) protein) protein) protein)
No stress + vehicle 21.75+4.11 120.8 + 19.62 36.25 +5.12 25.50 + 5.20 176.0 + 19.98 6.75+ 1.45
No stress + fluoxetinel0  22.25 + 7.09 123.0 + 25.36 41.50 + 9.54 24.75 + 6.02 173.8 + 47.77 6.15 + 1.64
No stress + chrysin5 20.50 + 4.65 121.4 + 25.99 36.25 + 10.05 24.25 + 6.90 168.8 + 37.85 7.02+ 1.62
No stress + chrysin20 25.75 £ 4.57 133.0 £ 35.86 38.50 +7.94 26.00 £ 7.16 195.3 + 24.55 7.50+ 0.66
Stress + vehicle 11.60 + 2.07° 232,0 + 67.9 65.00 + 6.04° 51.20 + 8.14° 176.2 + 18.39 10.76 + 2.04°
Stress + fluoxetine10 22.60 + 4.98° 129.2 + 58.61° 44.60 + 7.27° 31.00 + 7.84° 191.4 + 24.46 7.06+ 1.04°
Stress + chrysin5 20.60 + 4.39° 183.8 + 13.48 41.60 + 4.51° 35.60 + 12.34° 186.8 + 53.59 7.10 +1.91°
Stress + chrysin20 24.40 +5.13° 139.0 + 53.74° 49.20 + 14.79° 30.20 +9.26° 170.0 + 30.85 5.70+ 1.36°

Data are expressed as means + S.D.M of 4-7 animals per group. Denoted p < 0.05 compared to the control group (No stress + vehicle). "Denoted p < 0.05 compared

to the stress group (Stress + vehicle)
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Table 2. Effect of chrysin or fluoxetine treatment in NPSH and RS levels, and GR, GPx, GST and CAT activities in the prefrontal cortex of mice exposed to CUMS

Groups NPSH RS GR GPx GST CAT
(nmolGSH/gtissue) (RS levels(AU))  (nmoINADPH/min/mg (mmoINADPH/min/mg (nmolCDNB/min/mg (Units/mg
protein) protein) protein) protein)
No stress + vehicle 21.25+ 3.86 72.25+ 31.57 35.25+ 7.80 24.75 + 457 176.8+ 29.97 6.55+ 0.68
No stress + fluoxetinel0 22.75+ 7.50 89.25+ 35.14 35.50+ 11.68 23.25+ 7.85 198.8+ 15.71 6.27+1.16
No stress + chrysin5 22.50+ 2.38 90.00+ 38.08 34.00+ 5.35 24.75+ 8.06 170.3+ 24.90 6.22+ 0.81
No stress + chrysin20 27.75+ 4.57 57.67+ 33.69 38.50+ 6.76 27.00+ 6.32 174.8+ 24.25 6.45+ 1.10
Stress + vehicle 11.20+ 2.772 247.7+ 69.30° 64.80+ 7.22° 48.60+ 2.61° 194.4+ 20.85 11.44+ 2.39°
Stress + fluoxetinel0 20.40+ 2.70° 124.4+ 13.69° 43.20+ 7.88° 33.00+ 6.04° 189.2+ 44.73 8.57+ 1.58°
Stress + chrysin5 18.60+ 5.59° 156.4+ 52.58° 42.60+ 9.07° 35.40+ 7.40° 199.8+ 30.25 8.96+ 1.90°
Stress + chrysin20 26.60+ 5.13° 116.8+ 21.27° 39.80+ 13.37° 29.40+ 2.88° 195.6+ 21.80 6.14+ 1.13°

Data are expressed as means + S.D.M of 4-7 animals per group. Denoted p < 0.05 compared to the control group (No stress + vehicle). "Denoted p < 0.05 compared

to the stress group (Stress + vehicle)



Table 3. Effect of chrysin or fluoxetine administration in AST and ALT activities and urea levels

in plasma of mice exposed to CUMS

Groups AST (U/L) ALT (U/L) Urea (mg/dl)
No stress + vehicle 122.0 £ 27.07 130.0 £ 60.0 2450+9.5
No stress + chrysin20 166.7 + 25.79 180.0 £ 40.0 19.00 + 3.00
Stress + vehicle 1175+ 2121 88.0+17.89 21.00 £ 6.50
Stress + chrysin20 156.5 + 28.92 136.0 + 92.09 20.83 £ 2.25

Data are expressed as means + S.D.M. of 4-7 animals per group.
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5CONCLUSOES

- O CUMS reduziu os niveis de NGF e a atividade da Na*,K*-ATPase no hipocampo e cortex

pré-frontal de camundongos fémeas;

- O flavonoide crisina promoveu, em doses nao téxicas, 0 comportamento antidepressivo em

camundongos ndo estressados e em camundongos submetidos ao CUMS;

- A dose alta de crisina elevou BDNF e NGF a niveis acima do grupo controle em
camundongos ndo estressados e em camundongos submetidos ao CUMS;

- Além das modifica¢des no comportamento e nos niveis de fatores neurotréficos, a crisina
também preveniu as alteragBes oxidativas, hormonais, e a inibicdo da enzima Na*,K*-ATPase

ocasionadas pelo CUMS;

- A partir destes dados, embora mais estudos sejam necessarios, sugere-se que um dos
posssiveis mecanismos envolvidos na atividade antidepressiva da crisina € a elevacdo do

BDNF e do NGF a niveis acima do grupo controle em hipocampo e cdrtex pré-frontal;

- Ainda, este trabalho expde o maracuja do mato como um importante alvo para o estudo dos
produtos naturais no combate a depressdo e outras doencas do sistema nervoso central,
mostrando a fundamentalidade da investigacéo da funcionalidade e constituicdo bioativa desta

e outras plantas desta regiao.



79

6 PERSPECTIVAS

- Através da administracdo de bloqueadores de receptores de BDNF e NGF, buscar mostrar a
confirmacdo do possivel envolvimento destas neurotrofinas no efeito antidepressivo da

crisina;

- Estender a abrangéncia deste estudo de modo a avaliar as possiveis alteraces nos niveis
cerebrais e sanguineos de citocinas, principalmente IL-1, IL-6 e TNF-a;

- Avaliar o efeito da crisina em outros modelos de depressdo, como depressao induzida por

corticosterona, depressdo induzida por ovariectomia e depressao induzida por citocinas;

- Por meio da anélise da crisina e seus metabdlitos em estruturas cerebrais, tentar elucidar a
taxa de absorcao cerebral e as concentragBes cerebrais necessarias para a observacgdo do efeito
antidepressivo, bem como tentar mostrar qual a forma (crisina ou metabdlito) mais

efetivamente envolvida no efeito farmacoldgico.
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