UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

EXTRATO DE Bauhinia variegata POSSUI EFEITO
TIPO-ANTIDEPRESSIVO EM CAMUNDONGOS COM
ENVOLVIMENTO DO SISTEMA MONOAMINERGICO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Ana Paula Schoffer

Santa Maria, RS, Brasil
2015



EXTRATO DE Bauhinia variegata POSSUI EFEITO
TIPO-ANTIDEPRESSIVO EM CAMUNDONGOS COM
ENVOLVIMENTO DO SISTEMA MONOAMINERGICO

por

Ana Paula Schoffer

Dissertacao apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de Pos-
Graduacédo em Farmacologia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS), como requisito parcial para obtencéo do grau de
Mestre em Farmacologia.

Orientadora: Profa. Dr2. Maribel Antonello Rubin

Santa Maria, RS, Brasil
2015



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pos-Graduacdo em Farmacologia

A comissao examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacdo de Mestrado

EXTRATO DE Bauhinia variegata POSSUI EFEITO TIPO-
ANTIDEPRESSIVO EM CAMUNDONGOS COM ENVOLVIMENTO DO
SISTEMA MONOAMINERGICO

elaborada por
Ana Paula Schoffer

como requisito parcial para obtencao do grau de
Mestre em Farmacologia

Comissao examinadora:

Prof. Dr2. Maribel Antonello Rubin (UFSM)
(Presidente/Orientador)

Prof. Dr2. Ana Lucia Severo Rodrigues (UFSC)

Prof. Dr2. Sara Marchesan de Oliveira (UFSM)

Santa Maria, 10 de abril de 2015.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Rosimeri e Osvin, que estiveram comigo desde o inicio da
minha caminhada. Obrigada por acreditarem na minha formac&o profissional, por
serem a base de meus principios e meu porto seguro.

A minha irm&, Carol, pelo carinho, amizade e compreens&o.

Aos meus avos, Avelino e Leonora, pelo incentivo e pelo apoio para seguir em
frente. Obrigada pelo carinho.

Ao meu companheiro, Ismael, pelo amor, incentivo e paciéncia. Obrigada por
estar sempre ao meu lado.

Aos colegas do LabNeuro que tornaram minha caminhada mais leve. Por
dividirem os dias comigo, pela amizade, ajuda e pelos momentos alegres que
vivenciamos juntos. Sentirei saudade de todos.

A minha orientadora, Maribel, pela oportunidade de fazer parte do grupo
LabNeuro, pela orientacdo e dedicacao.

Aos professores da banca, Ana Lucia e Sara, por avaliarem este trabalho; a
Universidade Federal de Santa Maria e ao Programa de Poés-Graduacdo em
Farmacologia; e a CAPES pela bolsa de estudos concedida.



RESUMO
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EXTRATO DE Bauhinia variegata POSSUI EFEITO TIPO-ANTIDEPRESSIVO EM
CAMUNDONGOS COM ENVOLVIMENTO DO SISTEMA MONOAMINERGICO

AUTORA: Ana Paula Schoffer
ORIENTADORA: Dr2 Maribel Antonello Rubin
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 10 de abril de 2015.

A depressdo é um transtorno psiquiatrico que atinge 2-15% da popula¢do mundial. E
uma neuropatologia heterogénea, pois inclui sintomas  psicolégicos,
comportamentais e fisiolégicos. Apesar de possuir diversos tratamentos para
depressao, eles ainda nédo sédo tdo efetivos e possuem muitos efeitos colaterais
indesejaveis. Por isso, faz-se necessario o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas a fim de aperfeicoar os tratamentos atuais. Diante disso, abrem-se
possibilidades para o uso de plantas medicinas, uma vez que estas vem sendo
utiizadas h& milhares de anos por muitas populacdes para tratar diversas
enfermidades. A Bauhinia variegata, conhecida popularmente como “pata-de-vaca’,
possui efeitos benéficos a salde, como: atividade anti-inflamatéria, antidiabética,
antidiarréica, entre outras. No presente estudo, foi investigado o efeito tipo-
antidepressivo do extrato hidroetandlico bruto de folhas de Bauhinia variegata em
dois testes preditivos de propriedade antidepressiva, o teste de suspensado pela
cauda (TSC) e do teste do nado forcado (TNF) em camundongos machos adultos.
Além disso, foi investigado o envolvimento do sistema monoaminérgico no efeito do
extrato e sua atividade sobre a monoamina-oxidase A (MAO-A). O extrato bruto
hidroetandlico foi administrado por via oral (vo) por gavagem. O tratamento agudo
com o extrato de Bauhinia variegata (300 mg/kg) reduziu o tempo de imobilidade no
TST. Além disso, a administracdo repetida (uma vez por dia durante 7 dias) do
extrato também produziu um efeito tipo-antidepressivo no TSC (100 e 300 mg/kg) e
TNF (300 mg/kg). O pré-tratamento de camundongos com cetanserina (5 mg/kg, ip,
antagonista do receptor serotoninérgico 5-HT2a), prazosina (1 mg/kg, ip, antagonista
ai-adrenérgico), ioimbina (1 mg/kg, ip, antagonista az-adrenérgico), propranolol (2
mg/kg, ip, antagonista p-adrenérgico), SCH23390 (0,05 mg/kg, ip, antagonista do
receptor dopaminérgico Di) ou sulpirida (50 mg/kg, ip, antagonista do receptor
dopaminérgico D2) reverteu o efeito anti-imobilidade do extrato (300 mg/kg) no TSC.
A combinacdo de doses sub-efetivas dos antidepressivos classicos, fluoxetina (5
mg/kg, vo), imipramina (5 mg/kg vo) ou bupropiona (5 mg/kg, vo) com uma dose sub-
efetiva do extrato (100 mg/kg) produziu um efeito antidepressivo sinérgico no TSC.
O extrato ndo causou alteracdo locomotora no teste de campo aberto em doses
eficazes, tanto no TSC como no TNF. Além disso, 0 extrato inibiu a atividade da
MAO-A em preparacbes de mitocondria encefélicas in vitro. Estes resultados
sugerem que o extrato hidroetandlico bruto de folhas de Bauhinia variegata
apresenta um potencial efeito tipo-antidepressivo, que pode ser dependente do
sistema monoaminérgico.

Palavras-chave: Depressao, teste do nado forcado, teste da suspensao da cauda,
Bauhinia variegata, monoamina-oxidase A.
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Depression is a psychiatric disorder that affects 2-15% of the world population. It is a
heterogeneous neuropathology, it includes psychological, behavioral and
physiological symptoms. Despite having several treatments for depression, they are
not as effective and have many undesirable side effects. Therefore, it is necessary
the development of new therapeutic strategies to improve current treatments.
Therefore, open up doors to the use of plant medicines, which has already been
used for thousands of years by various populations for different diseases. The
Bauhinia variegata, popularly known as "pata-de-vaca", has beneficial health effects,
such as anti-inflammatory activity, antidiabetic, antidiarrheal. In the present study, we
investigated the antidepressant-like effect of the crude hydroethanolic extract of
leaves of Bauhinia variegata in two predictive tests of antidepressant property, the
tail suspension test (TST) and the forced swimming test (FST) in mice. Furthermore,
the involvement of monoaminergic system in its antidepressant-like effect was
investigated and the effect of extract on monoamine oxidase A (MAO-A) activity was
also evaluated. The acute treatment with the extract of Bauhinia variegate (300
mg/kg, p.o.) significantly reduced the immobility time in the TST. Moreover, the
repeated administration (once a day for 7 days) of the extract by p.o. route also
produced an antidepressant-like effect in the TST (100 and 300 mg/kg) and FST (300
mg/kg).The pretreatment of mice with ketanserin (5 mg/kg, i.p. a preferential 5-HT2a
receptor antagonist), prazosin (1 mg/kg, i.p. an ai-adrenoceptor antagonist),
yohimbine (1 mg/kg, i.p. an az-adrenoceptor antagonist), propranolol (2 mg/kg, i.p. a
B-adrenoceptor antagonist), SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p. a dopamine D1 receptor
antagonist) or sulpiride (50 mg/kg, i.p. a dopamine D2 receptor antagonist) was able
to reverse the anti-immobility effect of the extract (300 mg/kg, p.o) in TST. The
combination of subeffective dose of fluoxetine (5 mg/kg, p.o.), imipramine (5 mg/kg,
v.0.) or bupropion (5 mg/kg, v.0.) with a subffective dose of the extract (100 mg/kg)
produced a synergistic antidepressant-like effect in the TST. The extract did not
cause motor alteration in the open-field test at effective doses in both TST and FST.
We also showed that the extract inhibited the MAO-A activity of mice brain in vitro.
These results suggest that the extract from Bauhinia variegata present an
antidepressanloke potential, which may be dependent on the monoaminergic system
and its MAO-A inhibitory properties.

Keywords: Depression, Forced swimming test, Tail suspension test, Bauhinia
variegata, monoamine oxidase A.



Figura 1- Bauhinia variegata
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Tabela 1 - Critérios Diagnésticos da Depresséo de Acordo com o DSM-V
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1. INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

1.1. Depressao

A depressdo € uma doenca heterogénea, pois inclui sintomas psicolégicos,
comportamentais e fisiologicos. E uma neuropatologia que acomete em torno de
9,4% da populacdo mundial (KESSLER, 2012), e é considerada a segunda principal
causa de limitagdes no mundo, superada apenas pelas doencas isquémicas do
coracdo (NEMEROFF & OWENS, 2002). A depressdo é reconhecida como um
problema de saude publica tanto pela sua prevaléncia, quanto pelo impacto que
causa no cotidiano de pacientes e familiares envolvidos (NESTLER & CARLEZON,
2006). A depressdo é associada com menor duracdo de vida e maior risco de
doenca cardiaca (KESSLER, 2012). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a depresséo é projetada como maior contribuinte para a carga global de
doencas para o ano de 2030 (LEPINE & BRILEY, 2011).

A forma mais comum de classificacdo da depressao € aquela que diferencia a
depressdo unipolar e a depressdo bipolar (CARLSON, 2002), a primeira é
caracterizada por um estado continuo ou periédico de depressédo, e a segunda por
longos periodos de depressao intercalados com episédios de mania (euforia).

De acordo com Fava e Kendler (2000), a depressao unipolar é conhecida
como uma sindrome clinica e comportamental chamada de Transtorno Depressivo
Maior (TDM), e segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de Distarbios Mentais V,
€ caracterizada por anedonia (perda de interesse/prazer nas atividades diarias
normais) e/ou humor deprimido por um periodo superior a duas semanas e mais
quatro sintomas acessoOrios, no minimo (Tabela 1). Os individuos também
apresentam alteracdes do sono, de peso e de apetite, sentimentos recorrentes de
culpa, agitacdo psicomotora, diminuicdo da capacidade de pensar e de tomar
decisbes e pensamentos de morte ou suicidio. A depressdo também interfere no
crescimento e desenvolvimento, no desempenho escolar e na reagao familiar,
podendo levar o paciente ao suicidio (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION,
2013).
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Tabela 1 - Critérios diagnosticos da depressao de acordo com o0 DSM-V.

1. Humor deprimido (sentimento de tristeza, vazio, falta de esperanca)

2. Anedonia (interesse ou prazer acentuadamente diminuido em quase todas as
atividades e quase todos os dias)

Sentimentos de culpa ou desvalia

Perda/ganho de peso ou apetite ndo intencional

Agitacao psicomotora/letargia

Fadiga ou falta de energia

Insénia/hipersbnia

Dificuldade de concentracdo, de pensar e de tomar decisées

© o N o ok~

Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio

Fonte: Manual Diagnéstico e Estatistico dos Distlrbios Mentais, quinta edicdo (DSM-V, 2013)

Em contraste com as experiéncias normais de tristeza, que sao
caracterizadas por um estado de humor deprimido transitério experimentado por
muitas pessoas em algum momento da sua vida (perda, derrota e
desapontamentos), a depresséao clinica ndo consegue ser ser curada com medidas
simples como um passeio com 0s amigos, pois € uma doenca cronica que pode
interferir significativamente na qualidade de vida do individuo, com prejuizo
significativo no funcionamento social e profissional (DURA-VILA et al., 2013).

Estudos mostram que pacientes adultos com depressdo apresentam
alteracbes volumétricas e neuroquimicas em estruturas cerebrais. Assim, foi
verificado uma diminuigéo do volume do hipocampo (SUSLOW et al., 2010) e do giro
do cingulo (WINGEN et al., 2010) durante episédio agudo de depressado, sendo que
houve recuperacdo do volume nos pacientes em remissdo comparados a controles
saudaveis.

As causas da depresséo ainda ndo estdo bem elucidadas. A genética € um
fator de risco para a doenca: quem tem pai, mde ou irm&o com o transtorno tem
duas ou trés vezes mais chances de desenvolver depressdo. Entretanto, existem
fatores fisiologicos, bioguimicos, morfolégicos e ambientais associados ao episodio
depressivo (NESTLER et al.,, 2002). A depressdao também é descrita como uma
doenca relacionada com o estresse, podendo este causar alteragdes neuroquimicas

e morfolégicas que contribuem para o risco de depressao (NESTLER et al., 2002).
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Alguns autores propdem que o aumento da perda de células neuronais pode
contribuir para a fisiopatologia da depressdo. A doenga tem sido relacionada com
danos nas vias de sinalizacdo que controlam a neuroplasticidade e sobrevivéncia
celular e com a diminuicdo de numero e tamanho de células nervosas no
hipocampo. A recorréncia ou persisténcia da doenca e a falta de tratamento an-
tidepressivo podem favorecer para a diminuicdo gradual do volume hipocampal, que
por sua vez, pode explicar os problemas de memdéria de alguns pacientes, e também
varios outros sintomas da depressédo (MANJI, 2001; JAN, 2008).

Tem sido descrito que a reducao de fatores de crescimento, principalmente o
fator neurotréfico derivado do encéfalo, pode estar envolvido na génese da
depresséo (DRZYZGA, 2009).

Diante disso, a depressdo nao deve ser vista como uma doenca Unica, com
uma sO causa, e sim como uma sindrome heterogénea composta de iniUmeros
fatores causadores e de fisiopatologia distintas.

A hipGtese mais aceita para explicar a fisiopatologia da depressdo é a
hipétese monoaminérgica, a qual postula que ha uma deficiéncia na transmissao de
monoaminas (serotonina, noradrenalina e dopamina) na fenda sinaptica de
pacientes deprimidos (BELMAKER & AGAM, 2008; ELHWUEGI, 2004; KISS, 2008).

Na década de 1950, pesquisadores observaram que a reserpina, usada para
hipertenséo e esquizofrenia, induzia depressdo em modelos animais, bem como em
seres humanos (10 a 15% dos pacientes). Isso porque a reserpina provoca deplecéo
de serotonina, noradrenalina e dopamina nos neurdnios pré-sindpticos ao inibir o
transporte desses neurotransmissores nas vesiculas sinapticas. E acredita-se que a
consequente reducdo da neurotransmissdo monoaminérgica seja responsavel pela
depresséo (BEAR et al., 2008; DAWSON, 2000).

A hipétese monoaminérgica da depressao é confirmada pelo fato de que a
maioria dos antidepressivos usados para tratar a depressdo aumenta 0s niveis de
monoaminas no encéfalo diminuindo os sintomas depressivos (NEMEROFF, 2007).
O aumento das monoaminas ocorre por trés mecanismos: bloqueio do transportador
pré-sinaptico de monoaminas, o qual é responsavel por recaptar o neurotransmissor
liberado na fenda sinaptica e quando bloqueado, permite que 0s neurotransmissores
permanecam mais tempo na fenda; inibicdo da enzima monoamina-oxidase (MAO)
que é responsavel pela degradagdo das monoaminas neurotransmissoras; e atraves

da inibicdo ou excitacdo de receptores pré e pés-sinapticos que regulam a liberacéo
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das monoaminas (NEMEROFF & OWENS, 2002). Também estd descrito que
alteragbes estruturais ou funcionais dos receptores pré e poés-sinapticos para
monoaminas contribuem para o desenvolvimento do quadro depressivo e suas
variantes (BELMAKER& AGAM, 2008).

No entanto, apesar das evidencias em torno da hipétese monoaminérgica,
esta é muito limitada na sua capacidade de explicar a fisiopatologia da depresséo
pois ainda existem controversas. Nem todas as drogas que aumentam as
monoaminas apresentam efeito antidepressivo, como por exemplo a cocaina. Além
disso, com os antidepressivos hd um rapido aumento das monoaminas no Sistema
Nervoso Central (SNC) e a melhora dos sintomas depressivos leva semanas para
ocorrer (WONG & LUCINO, 2001; SAMUELS et al., 2011). Isso nos faz pensar que
ha efeitos secundarios decorrentes do aumento das monoaminas que Sao

responsaveis pela melhora dos sintomas depressivos.

1.1.1. Tratamento da depresséao

A depressédo j4 vem sendo tratada ha décadas, mas apenas recentemente a
compreensao sobre os mecanismos de acdo dos antidepressivos tem sido melhor
conhecida (TAYLOR et al., 2005; LEVINSTEIN & SAMUELS, 2014). Existem Vvarios
medicamentos e outros tratamentos nao farmacologicos que estao disponiveis e sdo
eficazes para pacientes com depressao. No entanto, uma percentagem substancial
de pacientes ndo conseguem atingir a remissdo com estas intervencoes e as taxas
de recaida séo elevados (LEVINSTEIN & SAMUELS, 2014).

Os tratamentos farmacolégicos atuais séo eficazes em 70-80% dos pacientes
e a maioria das terapias requerem varias semanas de tratamento antes da melhora
dos sintomas, em torno de 5 a 8 semanas, até que os pacientes respondam ao
tratamento. Além disso, o0s tratamentos convencionais podem provocar efeitos
colaterais indesejaveis, como hipotensdo, arritmias, insbnia e disfuncdo sexual
(PAEZ-PEREDA, 2005; TAYLOR & STEIN, 2005; SAMUELS et al., 2011).

Os antidepressivos sdo um grupo heterogénio de drogas que agem
principalmente aumentando a disponibilidade de monoaminas na fenda sinaptica.
Dentre elas citamos a imipramina que foi descoberta em 1954 por seu efeito
antidepressivo em pacientes que a usavam como anti-histaminico em alergias. Este

grupo de compostos, pela sua estrutura quimica, ficou conhecido como


http://www.frontiersin.org/people/u/141529
http://www.frontiersin.org/people/u/141529
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antidepressantes triciclicos (ADT) e gerou outros compostos amplamente
comercializados, como a amitriptilina e a clomipramina (NESTLER et al., 2002). J& a
iproniazida usada inicialmente para tuberculose foi descoberta por ter efeito contra
depressdo com grande sucesso, e foi classificada como inibidor da MAO (IMAO)
(NESTLER et al., 2002). Hoje, ambos grupos de drogas ainda sdao muito utilizados,
mas devido aos seus efeitos colaterais causados pela pouca especificidade de sua
acao farmacologica foram criados medicamentos novos, de segunda geracao,
superiores em tolerancia e com menos efeitos colaterais (NEMEROFF & OWENS,
2002).

Além dos ADT e IMAO, varias classes de farmacos aprovadas com
atividade antidepressiva tém sido desenvolvidas, incluindo os inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina e inibidores da recaptacdo da norepinefrina (SAMUELS et
al., 2011).

Atualmente, os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) sao a
classe de antidepressivos mais prescrita no mundo. O primeiro farmaco desta
classe, a fluoxetina (Prozac®), comecou a ser comercializada em 1987. Os ISRS
sdo mais seguros mesmo em doses elevadas, bem toleradas e com perfil de efeitos
colaterais leves. Os ISRS agem impedindo a captacdo da serotonina da fenda
singptica. Deste modo, a serotonina permanece disponivel por mais tempo,
causando melhora no humor dos pacientes deprimidos (RANG & DALE, 2007).

Encontram-se também como medicamentos de segunda geracdo O0s
inibidores da recaptagdo de serotonina e noradrenalina, como a venlafaxina e a
duloxetina, e também os inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina, como
a reboxetina (BERTON & NESTLER, 2006).

Além do tratamento farmacologico, varias outras intervencdes
demonstraram eficacia para depressao, incluindo a eletroconvulsoterapia, a
estimulacdo do nervo vago e estimulacdo magnética transcraniana (HOLTZHEIMER
& MAYBERG, 2011). O uso da terapia eletroconvulsivante € na maior parte limitada
a pacientes com depressdo que sao altamente resistentes ao tratamento (FAVA &
KENDLER, 2000). A estimulacdo do nervo vago altera a concentragéo liquorica de
neurotransmissores ou seus metabolitos e também altera a atividade funcional em
regides do sistema nervoso central, tais como o cortex orbitofrontal, o talamo,
hipotalamo, o cingulo e hipocampo (CARPENTER et al., 2004; RUSH et al., 2005). A

estimulacdo magnética transcraniana tem sido muito estudada e diversas
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publicacdes tém mostrado beneficios clinicos do tratamento com essa terapia em
aproximadamente 40% dos pacientes com depressao maior refratarios a medicagéo
antidepressiva (FITZGERALD et al., 2003; WASSERMANN & LISANBY, 2001).

1.2. Plantas medicinais

As plantas sao utilizadas ha muito tempo como fonte de medicamentos para o
tratamento das enfermidades que acometem o homem (CARVALHO et al., 2010).
No Brasil, o surgimento da medicina popular com uso das plantas, deve-se aos
indios, com contribuicbes dos negros e europeus; na época em que o Brasil era
coldnia de Portugal (REZENDE, 2002).

O termo “planta medicinal” foi oficialmente reconhecido durante a 312
Assembleia da OMS (1973), sendo proposto que “planta medicinal é aquela que,
administrada ao homem ou animais, por qualquer via ou sob qualquer forma, exerce
algum tipo de agdo farmacolégica” (SILVA, 2006).

Ha um amplo uso de fitoterapicos pela populacdo mundial (FERREIRA et al.,
2010). Aproximadamente 80% da populacdo mundial depende da fitoterapia no que
se refere a atencéo primaria em saude (BRASILEIRO et al., 2008; VEIGA JUNIOR,
2008). De 365.000 espécies catalogadas, aproximadamente 25.000 espécies de
plantas sé@o de utilizacdo popular e destas, somente 1.100 espécies foram estudadas
como fontes de compostos biologicamente ativos (ALBAGLI, 2001). Por isso, ainda
h& muito para ser estudado da flora mundial como alvo terapéutico.

O uso de fitoterdpicos caracteriza uma das terapéuticas mais procuradas
atualmente. Aquino (2002) menciona que 40% dos medicamentos produzidos no
Brasil possuem principios ativos retirados das plantas. Entre os preferidos pelos
brasileiros hoje estdo a horteld, empregada como expectorante; a babosa, para
tratamento de queimaduras; o boldo e a carqueja, indicados para ma digestédo; o
alho, usado no tratamento de gripes e resfriados, além de auxiliar na reducdo do
colesterol; e a caléndula, como anti-inflamatério e antisséptico (SIMOES et al.,1999).

Estudos mostram que 0 uso de terapias alternativas tem sido muito procurado

por pacientes com depressao, especialmente o uso de medicamentos fitoterapicos
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(ZHANG, 2004; THACHIL et al., 2007; WANG et al., 2008). Por isso, abrem-se novos

caminhos para o uso de plantas medicinais.

1.2.1 Plantas e depresséao

A pesquisa de novos agentes terapéuticos com potencial antidepressivo
provenientes de plantas medicinais e seus compostos isolados tem sido ampliada
significativamente (ZHANG, 2004). Atualmente a erva de S&o Jo&o (Hypericum
perforatum) tem sido empregada mundialmente para o tratamento da depresséao leve
e moderada, com menos efeitos indesejaveis do que aqueles apresentados pelos
antidepressivos convencionais (McGARRY et al., 2007; SAKAKIBARA et al., 2006).

Vérios estudos tém descrito a atividade antidepressiva de muitos extratos de
plantas e substancias ativas isoladas, em ratos e camundongos, tais como: extrato
etandlico de Schinus molle L. (MACHADO et al.,, 2008), extrato etandlico de
Tabebuia avellanedae (FREITAS et al., 2010), flavonoides extraidos de Apocynum
venetum (ZHENG et al., 2013) em testes preditivos para avaliar depressao. Assim, 0
extrato hidroalcodlico de caule e folhas de Rosmarinus officinalis possui efeito tipo-
antidepressivo no TSC e TNF e este efeito € revertido por antagonistas dos sistemas
serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico sugerindo o envolvimento desses
sistemas no efeito tipo-antidepressivo deste extrato (MACHADO et al.,, 2009). O
extrato hidroalcodlico de folhas de Eugenia brasiliensis também apresenta efeito
tipo-antidepressivo no TSC, o qual foi revertido por antagonistas dos sistema
monoaminérgico mostrando o envolvimento deste no efeito do extrato. A
administracdo de uma dose sub-efetiva do extrato de Eugenia brasiliensis com uma
dose sub-efetiva de fluoxetina, imipramina e bupropiona produziu um efeito

antidepressivo no TSC em camundongos (COLLA et al., 2012).

1.2.2 Bauhinia variegata

O género Bauhinia esta incluido na familia Fabaceae de acordo com a lista de
espécies da Flora do Brasil (VAZ, 2001; SOARES & SCARMINIO, 2008; VAZ, 2010).
A familia inclui cerca de 650 géneros e aproximadamente 18000 espécies, sendo
gue no Brasil encontram-se 200 géneros e 1500 espécies (VAZ, 2010). Estudos

recentes reconheceram trés subfamilias em Fabaceae (Leguminosae) -
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Caesalpinoidae, Cercidae e Mimosoideae (VAZ & TOZZI, 2005). O género Bauhinia
esta incluido na Cercidae.

O género Bauhinia é encontrado nas areas tropicais do planeta e € utilizado
na medicina popular em varias regides do mundo, incluindo Africa, Asia, América
Central e do Sul (CORREA et al., 1998; SILVA & FILHO, 2002). Apresenta
importante valor comercial e € utilizada como planta ornamental, forrageira e
principalmente medicinal.

No Brasil, varias espécies de Bauhinia sdo usadas pela populagdo como
hipoglicemiante. As folhas s&o consideradas diuréticas e hipocolesteremiantes,
sendo empregadas na medicina popular também contra cistites, parasitoses
intestinais e elefantiase (NOGUEIRA & SABINO, 2012).

Figura 1 — Bauhinia variegata. Fonte: www.hrd.gov.tw/e_content/facility/facility02in.aspx?Gid=27

A Bauhinia variegata (Figura 1) é conhecida popularmente no Brasil como
pata-de-vaca. Estudos fitoquimicos identificaram flavonoides, taninos, alcaloides,
saponinas, antraquinonas e terpendides no extrato de Bauhinia variegata (MISHRA
et al., 2013).

Tem sido mostrado que a Bauhinia variegata possui acdo anti-inflamatoria
(RAO et al.,, 2008; RAJKAPOOR et al.,, 2006), antioxidante (MISHRA, 2013)
antibacteriana (RAJKAPOOR et al., 2006; MISHRA et al., 2013) e antidiabética
(PAREKH & CHANDA, 2007; KUMAR et al., 2012). A casca do caule da Bauhinia
variegata é tradicionalmente usada na medicina popular como ténico, no tratamento

de Ulceras e em doencas de pele. Foi também descrito que a casca do caule exerce
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atividade hepatoprotetora (BODAKHE & RAM, 2007). Também auxilia contra
disenteria e diarreia (PAREKH & CHANDA, 2007), atua como moduladora
imunoldgica (GHAISAS, 2009). Flavonoides do caule de Bauhinia variegata
possuem atividade citotéxica in vitro (RAJKAPOOR et al., 2009). Sdo também
atribuidas propriedades antifingicas e antibacterianas aos flavonoides do caule de
Bauhinia variegata (AHMED et al., 2012; MISHRA et al., 2013). As raizes sao
utilizadas como um antidoto para veneno de cobra (JAN et al., 2008). Porém, até o

momento, ndo existem estudos do efeito antidepressivo da Bauhinia variegata.

1.3. Modelos experimentais para avaliar depresséao

Modelos animais sdo fundamentais para os avan¢os das ciéncias médicas
para aprofundar o conhecimento das causas das doencas humanas e possibilitar
testes com terapias inovadoras. Os modelos animais sdo indispensaveis nas
pesquisas de novos compostos com efeito antidepressivo e para fornecer novos
conhecimentos sobre as bases neurobiolégicas dos transtornos psiquiatricos
(CRYAN et al., 2002).

No entanto, muitos sintomas fundamentais que caracterizam a depresséo
como humor deprimido e sentimentos de culpa ndo podem ser avaliados em animais
de laboratorio. Por isso, sdo amplamente utilizados modelos com validade preditiva,
como o teste do nado forcado (TNF) e o teste de suspenséao pela cauda (TSC) para
0 estudo da depressdo. Estes modelos com validade preditiva sdo baseados no
efeito comportamental dos farmacos usados clinicamente, contudo ndo mimetizam
sintomas ou bases neurobioldgicas da doenca, jA que é dificil caracterizar os
sintomas depressivos caracteristicos em animais.

O TNF foi descrito primeiramente por Porsolt e colaboradores (1977), sendo
utilizado em ratos e depois em camundongos, e o TSC foi descrito em camundongos
por Steru et al. (1985). Ambos testes caracterizam-se pela exposicdo do animal a
uma situacdo de estresse inescapavel, causando um desespero comportamental,
observado pela tentativa inicial de escape ou luta para sair desta situacdo através de
movimentos intensos. Apds 0s primeiros minutos, o animal permanece quase imovel

diante desta situacdo inescapavel. Sendo assim, o comportamento de imobilidade
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exibido em roedores quando submetidos a uma situacdo de estresse inescapavel,
reflete um estado de desespero comportamental, que é comparado e relacionado ao
estado depressivo em humanos.

Estes dois modelos sdo amplamente utilizados na busca por compostos com
possivel acdo antidepressiva (BOURIN et al., 2005), pois ambos sdo de facil e
rapido manuseio e de boa reprodutibilidade (CRYAN et al., 2002).

1.4. Justificativa

A depresséo tem sido relatada como uma doenca neuropsiquiatrica de alta
prevaléncia (KESSLER, 2012). Entretanto, muitos pacientes mostram-se refratarios
ao tratamento com antidepressivos (LEVINSTEIN & SAMUELS, 2014). Além disso, o
tratamento com os antidepressivos convencionais leva duas a trés semanas para
fazer efeito e também causa varios efeitos indesejaveis (SAMUELS et al., 2011,
LEVINSTEIN & SAMUELS, 2014).

Embora tenha sido descrito que a Bauhinia variegata possui acdo anti-
inflamatoria, antibacteriana, antitumoral, antidiabética, e hepatoprotetora, até o
momento ndo existem estudos sobre o efeito antidepressivo da Bauhinia variegata.
Portanto, no presente estudo foi avaliado o efeito tipo-antidepressivo do extrato
hidroetandlico de folhas de Bauhinia variegata e o envolvimento do sistema

monoaminérgico neste efeito.


http://www.frontiersin.org/people/u/141529
http://www.frontiersin.org/people/u/141529
http://www.frontiersin.org/people/u/141529
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito tipo-antidepressivo do extrato hidroetandlico bruto de folhas de

Bauhinia variegata, bem como seu mecanismo de acdo em camundongos.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar o efeito tipo-antidepressivo da administragéo aguda e crbnica do
extrato de Bauhinia variegata no teste de suspensédo pela cauda e no teste do nado

forcado em camundongos;

2.2.2. Estudar o envolvimento dos sistemas noradrenérgico e dopaminérgico
no efeito do extrato de Bauhinia variegata utilizando o teste da suspensao pela

cauda em camundongos;

2.2.3. Avaliar o possivel efeito sinérgico de dose sub-efetiva do extrato de
Bauhinia variegata em combinacdo com dose sub-efetiva de antidepressivos

classicos;

2.2.4. Avaliar o efeito do extrato de Bauhinia variegata sobre a atividade da

MAO-A de mitocondrias encefélicas de camundongos;

2.2.5. Avaliar o efeito do extrato de Bauhinia variegata sobre a atividade

locomotora utilizando o teste do campo aberto em camundongos.
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ABSTRACT

Background: Bauhinia variegata has been used as an antidiabetic, antimicrobial and
anti-inflammatory drug in the southeast Asia and south Africa. However, the effects
of Bauhinia variegata on animal models of psychiatric disorders, such depression,
has not been evaluated to date.

Purpose: To investigate whether the extract of Amazonian Bauhinia variegata
induces antidepressant-like effect and possible underlying mechanisms.

Methods: The antidepressant-like effect was investigated using the tail suspension
(TST) and the forced swimming (FST) tests in mice. The effect of selected receptor
antagonists and of the association of subeffective doses of the extract and fluoxetine,
imipramine and bupropion were investigated in the TST. The effect of Bauhinia
variegata extract on monoamine oxidase A (MAO-A) activity of brain crude
mitochondrial fractions was also assessed.

Results: Bauhinia variegata extract (300 mg/kg) caused an antidepressant-like effect
similar to that induced by fluoxetine (10 mg/kg). Prazosin (ai-adrenoceptor
antagonist, 1 mg/kg), propranolol (B-adrenoceptor antagonist, 2 mg/kg), SCH23390
(D1 receptor antagonist, 0.05 mg/kg) or sulpiride (D2 receptor antagonist, 50 mg/kg)
prevented the anti-immobility effect of the extract. The combination of a subeffective
dose of fluoxetine (5 mg/kg), imipramine (5 mg/kg) or bupropion (5 mg/kg) with a
subffective dose of the extract (100 mg/kg) produced a synergistic antidepressant-
like effect in the TST. Bauhinia variegata extract inhibited MAO-A activity in vitro.
Conclusion: The ethanolic extract from Bauhinia variegata induces antidepressant-
like effects, which are prevented by monoamine antagonists, and inhibits brain MAO-
A activity in vitro. These findings support a role for monoaminergic transmission in

the antidepressant-like effect of Bauhinia variegata.

Keywords: Antidepressant, Forced swimming test, Tail suspension test, Bauhinia
variegata
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Introduction

Major depressive disorder, a debilitating psychiatric disorder that affects
millions of people worldwide, has a lifetime prevalence in the range of 1.5 and 19%,
with a median estimate of 9.4% (Kessler, 2012). According to the World Health
Organization, depression may become main cause of the global burden of disease
by 2030.

Although the neurobiology of depression is still incompletely understood, an
important role of monoamines has been acknowledged. Accordingly, a decrease in
extracellular concentrations of noradrenaline, serotonin and dopamine has been
associated with depression (Belmaker & Agam, 2008). Evidence suggests that
classical antidepressants, such as MAO inhibitors, selective serotonin noradrenaline
and dopamine reuptake inhibitors facilitate monoaminergic transmission and
decrease depressive symptoms (Nemeroff & Owens, 2002).

Depression management with classical antidepressants provides a complete
remission in 70-80% of the patients and it often takes more than 5 to 8 weeks until
the patients respond to the treatment (Berton & Nestler, 2006; Kemp et al., 2008).
The conventional treatment of depression produces many side effects, including
arrhythmias, sexual dysfunction and gastrointestinal disturbances that may reduce
the adhesion of patients to treatment (Guadarrama-Cruz et al., 2008). Thus, there is
a need for novel treatments as well as strategies that could improve the efficacy of
conventional therapies. In this context, medicinal plants research have been
considered as an option for the development of drugs with innovative mechanisms of
action and/or conceivably minimized adverse side effects.

Bauhinia variegata (Leguminosae) is a medium sized tree found in China,
India and Africa. In Brazil, this plant is found in the Amazon region and is commonly
known as “pata-de-vaca”. Some studies have reported that this plant has a number
of pharmacological activities such as anti-inflammatory, antimicrobial (Rajkapoor et
al., 2006) and antidiabetic (Kumar et al., 2012). However, there are no studies
regarding the possible antidepressant-like action of this plant. In this regard,
considering the comorbidity of depression and diabetes, in which depression has a
harmful impact on glycemic control and, in turn, the poorly controlled diabetes

intensifies the depressive symptoms (Eren et al., 2008), the use of an extract with
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both antidiabetic and antidepressant action seems patrticularly attractive (Prabhakar
et al., 2014).

Therefore, the present study aimed to investigate the effects of the extract of
Bauhinia variegata in tail suspension test (TST) and the forced swimming test (FST).
We investigated the possible involvement of the monoaminergic system in the
antidepressant-like effect of the extract of Bauhinia variegata. We also investigated

the effect of the extract of Bauhinia variegata on brain MAO-A activity in vitro.

Materials and methods
Preparation of the extract of Bauhinia variegata

The medicinal plant species Bauhinia variegata (deposit n°® IAN
185932) was obtained from the herbal collection of the Brazilian Agricultural
Research Corporation - Embrapa Amazonia Oriental, Belém/Par4, Brazil. The
species is from the Amazonian region and cultivated in the “Horto de Plantas
Medicinais e Aromaticas”. CNPq (process number 010529/2014-4) issued
authorization for use of the Brazilian genetic patrimony.

Dry extracts of Bauhinia variegata were obtained by maceration of leaves at
room temperature (25 + 2 °C). Dried leaves (450 g) were maintained in 70% (v/v)
ethanol for 7 days with occasional agitation of the maceration bath. The solvent was
renewed and the procedure was repeated three times, completing a 4-week
extraction process. After completing the maceration process, part of the extract was
filtered and evaporated under pressure in a rotary evaporator to obtain the crude
hydroethanolic extract. The dry extract was stored at 4 °C until use.

Analysis of phenolic compounds in plant extracts

Phenolic compounds were determined in a Knauer HPLC system (Knauer
GmbH, Berlin, Germany), consisting of a Smartline Pump 1000 coupled to a
Smartline Manager 5000 and a DAD detector (model Smartline UV Detector 2600)
equipped with a 3.3.1 ChromGate® software. The hydroethanolic dry extract was
resuspended in methanol at a 2% (w/v) concentration and injected in the HPLC
system using a 20 pL injection loop. The chromatographic runs were conducted at
room temperature (21 + 2°C) using a reversed-phase Knauer Eurospher® 100-5 C18
column (4.6 mm i.d. x 250 mm, 5 um particle size) with a Dionex Acclaim® 120 C18

guard cartridge (4.3 mm id. x 10 mm, 5 pum particle size). All the standards of
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phenolic compounds were purchased from Sigma-Aldrich (Germany), except caffeic
and ferulic acids, which were purchased from Fluka (Switzerland). Stock solutions of
the standards (1000 mg L) were prepared by dissolving appropriate amounts of
each substance in HPLC grade methanol. Working solutions of phenolic compounds
were freshly prepared by further dilution of the stock solutions in methanol to desired
concentrations.

Using optimized gradient-elution conditions, the mobile phase was composed
of solvent A (0.1% orthophosphoric acid) and solvent B (100% acetonitrile). The
mobile-phase gradient program was the following: 90-80% A and 10-20% B (0-5
min); 80-75% A and 20-25% B (5-35 min); 75-0% A and 25-100% B (35-55 min).
The flow rate gradient program was the following: 0.8 mL mint (0-35 min); 0.8-
1.0 mL min? (35-55 min). After individual runs, the re-equilibration period was 10
min. The detection was performed simultaneously at different wavelengths (206, 254,
320 and 360 nm). After optimizing, the method was validated by determining the
following parameters: linearity, quantification limit, detection limit, precision and
accuracy. For the screening and quantification of phenolic compounds by the
validated HPLC method, crude extracts of Bauhinia variegata were resuspended in
methanol at a 2% (w/v) concentration. Then each resuspended extract was injected
in the HPLC system using an injection loop of 20 pL. The peak identification was
based on retention times and UV-Vis spectral data by comparison to reference

standards.

Animals

Adult male Swiss mice (35-40 g) provided by the animal house of the Federal
University of Santa Maria, maintained at constant room temperature of 22°C + 1°C
with water and standard laboratory chow (Guabi, Santa Maria, Rio Grande do Sul,
Brazil) ad libitum, under a 12:12 h light:dark cycle (lights on at 07:00 h) were used.
All manipulations were carried out between 8:00 and 17:00 h, with each animal used
only once. All experimental procedures were conducted in accordance with the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals and approved by the local Ethics

Committee (process number 116/2013).
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Drugs and treatment

Prazosin hydrochloride, propranolol, (R)-(+)-7-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-
phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-3-benzazepine hydrochloride (SCH23390), sulpiride,
fluoxetine, imipramine and bupropion were purchased from Sigma Chemical Co. St.
Louis, USA. Drugs were dissolved in saline, except sulpiride, that was diluted in
saline with 5% dimethylsulfoxide (DMSO), and fluoxetine, imipramine and bupropion
that were dissolved in distilled water. Prazosin, propranolol and sulpiride were
administered by intraperitoneal (i.p.) route, while SCH23390 was administered by
subcutaneous (s.c.) route. Fluoxetine, imipramine and bupropion were administered
by oral gavage (p.o.). The drugs were administered in a constant volume of 10 ml/kg
body weight.

The Bauhinia variegata extract was dissolved in saline with 5% Tween 80 and
was administered by oral gavage (p.0.) 60 min before the tests. The dissolution of the
extract was freshly prepared from the lyophilized power immediately before its
administration. A control group received saline with 5% Tween 80 as vehicle.
Fluoxetine (10 mg/kg, p.0.) was used as a positive control.

In those experiments designed to study the time-course effect of the Bauhinia
variegata extract (300 mg/kg, p.o.), the immobility time in the TST was assessed in
an independent group of mice 30, 60, 120 and 240 min after the administration of the
extract.

In the experiment designed to evaluate the effect of the sub-chronic
administration of the extract, mice received Bauhinia variegata extract once a day for
7 days by oral gavage, and the tests were performed one hour after the last
administration.

In those experiments performed to determine the involvement of the
monoaminergic system in the effect of the extract, mice were pre-treated with vehicle,
prazosin (1 mg/kg, ai-adrenoceptor antagonist), propranolol (2 mg/kg, B-
adrenoceptor antagonist), SCH23390 (0.05 mg/kg, Di receptor antagonist) or
sulpiride (50 mg/kg, D2 receptor antagonist), and 30 min later they received vehicle or
Bauhinia extract (300 mg/kg, p.o.). Sixty minutes later, the TST and open field test
(OFT) were carried out.

In order to evaluate whether the extract potentiates the antidepressant-like
effect of conventional antidepressants, mice received, by oral gavage, vehicle or a

subeffective dose of fluoxetine (5 mg/kg, a selective serotonin reuptake inhibitor),
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imipramine (5 mg/kg, a noradrenaline reuptake inhibitor) or bupropion (5 mg/kg, a
dopamine reuptake inhibitor) and, immediately thereafter, a subeffective dose of the
extract (100 mg/kg, p.o.) or vehicle. Sixty minutes later, the TST and OFT were

carried out.

Behavioral measurements

Tail suspension test (TST)
The antidepressant-like effect of the Bauhinia variegata extract was measured
using the TST, according to Steru et al. (1985).

Forced swimming test (FST)
To confirm the antidepressant-like effect of the Bauhinia variegata extract the

FST was used, as previously described (Porsolt et al., 1977).

Open-field test (OFT)

Mice were subjected to the open-field test (Zeni et al., 2012) 60 min after the
administration of the Bauhinia variegata extract in order to assess possible effects of
the extract of on locomotor activity. The number of crossing responses with the four
paws (general locomotor activity) was registered for 5 min.

Determination of MAO-A activity in vitro

MAO-A activity was measured in crude brain mitochondrial fractions by a
fluorometric method using kynuramine as a substrate, as previously described
(Villarinho et al., 2012). The Bauhinia variegata extract was tested at a concentration

range of 10-1000 pg\ml and the IC5, value was determined.

Statistical analysis
Data were analyzed by one- or two-way analysis of variance (ANOVA),
depending on the experimental design. Post hoc analyses were carried out by the

Student-Newman-Keuls (SNK) test when indicated. IC5, values were calculated by

nonlinear regression using sigmoidal dose-response with a variable slope equation.
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A p<0.05 was considered to be significant. GraphPad Prism software v. 6.05 was

used for all calculations.

Results
Determination of phenolic compounds as chemical markers in Bauhinia variegata
extracts

Chemical markers are considered unique components that contribute to the
therapeutic effects of an herbal medicine, including primary and secondary
metabolites. In this context, phenolic compounds such as rutin, quercetin, ferulic acid
and chlorogenic acid have been widely used as chemical markers in medicinal
plants, been also involved in physiological processes as bioactive compounds (Li et
al., 2008). Thus, previous phytochemical studies in Bauhinia variegata extracts
(Mishra et al., 2013) reported the presence of terpenoids, phenolics, flavonoids,
anthraquinones, saponins, tannins, and alkaloids. Within the possible bioactive
compounds that can be determined in Bauhinia extracts, this work focused on the
possible phenolic antioxidants extracted in a polar hydroethanolic extract obtained by
maceration. Thus, the HPLC-DAD method with gradient elution was employed for
screening of 12 phenolic compounds (Lima, 2012). Considering all investigated
binary mixtures based of acetonitrile/water, methanol/water, or tetrahydrofuran/water,
those containing 30:70 (v/v) acetonitrile/0.1% HsPOa4 adjusted to pH 4.0 was found to
be the best eluent under isocratic conditions. Thus, using the optimized gradient
elution conditions, a good compromise between peak resolution and
chromatographic run time was achieved for all the remaining compounds eluting from
the system. Supplemental Figure 1S shows the chromatogram obtained for the
studied compounds using the gradient program of mobile-phase composition and
flow rate.

The optimized method was validated using the aforementioned optimized
separation conditions. The results obtained for linearity, LOD, LOQ, precision and
accuracy are summarized in Supplemental Table 1S. The low relative standard
deviation (RSD) obtained for all samples spiked with standards indicated good
precision and repeatability for the method. The accuracy of the method ranging from
84 to 119% was acceptable, mainly considering the concentration levels in the
measurements and matrix complexity. Chromatograms in Figure 1 show that among

the phenolic compounds found in crude extracts of Bauhinia variegata, rutin (a
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flavonoid) and ferulic acid (a hydroxycinnamic acid) were determined as major
compounds in concentrations of 10.84+1.1 g kg for rutin and 2.53+0.12 g kg for

ferulic acid.

Effect of acute treatment with the Bauhinia variegata extract on the immobility time in
the TST

Fig. 2A shows the effect of increasing doses of Bauhinia variegata extract on
the immobility time in the TST. Statistical analysis (one-way ANOVA) revealed that
the extract (300 mg/kg) and fluoxetine (10 mg/kg, positive control) decreased the
immobility time in the TST [F(4,28)=6.53; P<0.05].

Fig. 2B shows the time-course curve of the Bauhinia variegata extract (300
mg/kg, p.o.) in the TST. Statistical analysis (one-way ANOVA) revealed that the
extract produced an antidepressant-like effect at 60 and 120 min, but not 240 min
after administration extract [F(7,32)=4.84; P<0.05]. Considering these data, all
subsequent experiments were performed using 60 min as the time interval between

extract administration and behavioral testing.

Effect of the sub-chronic administration of the extract of Bauhinia variegata on the
immobility time in the TST and FST

Fig. 3 shows the effect of the sub-chronic administration (once a day for 7
days) of Bauhinia variegata extract on the immobility time in the TST and FST.
Statistical analysis (one-way ANOVA) revealed that the extract (100 and 300 mg/kg,
p.0.) decreased the immobility time in the TST [F(3,28)=4.98; P<0.05; Fig. 3A).
Moreover, the sub-chronic administration of the extract of Bauhinia variegata (300
mg/kg, p.o.) or fluoxetine (10 mg/kg, p.o., used as a positive control) also decreased
the immobility time in the FST [F(3,24)=4.56; P<0.05; Fig. 3B).

Investigation of the mechanisms underlying the antidepressant-like effect of the
Bauhinia variegata extract in the TST
Involvement of the noradrenergic system

Figs. 4A and 4B respectively show the effect of prazosin (1 mg/kg) and
propranolol (2 mg/kg) on the antidepressant-like effect of Bauhinia variegata in the

TST. Statistical analyses (two-way ANOVA) revealed significant antagonist versus
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extract interactions for prazosin [F(1,21)=4.74; P<0.05] and for propranolol
[F(1,20)=5.67; P<0.05] respectively, indicating that the two antagonists prevented the

extract-induced decrease of immobility.

Involvement of the dopaminergic system

Figs. 5A and 5B respectively show the effect of SCH23390 (0.05 mg/kg) and
sulpiride (50 mg/kg) on the antidepressant-like effect of Bauhinia variegata in the
TST. Statistical analysis (two-way ANOVA) revealed a significant antagonist versus
extract interaction for SCH23390 [F(1,16)=4.79; P<0.05], and  sulpiride
[F(1,16)=6.49; P<0.05], indicating that the two antagonists prevented the extract-

induced decrease of immobility.

Interaction of the Bauhinia variegata extract with conventional antidepressants in the
TST

The potential synergistic effect of the administration of subeffective doses of
antidepressants and subeffective doses of the extract was also investigated. Figs.
6A, 6B and 6C respectively show that a subeffective dose of Bauhinia variegata (100
mg/kg) potentiated the antidepressant-like effect of subeffective dose of fluoxetine (5
mg/kg), imipramine (5 mg/kg) or bupropion (5 mg/kg), evidenced by the significant
antidepressant versus extract interaction in the two-way ANOVA for fluoxetine
[F(1,24)=5.75; P<0.05], imipramine [F(1,24)=4.08; P<0.05] and bupropion
[F(1,24)=4.32; P<0.05].

Locomotor activity

Neither Bauhinia variegata (30-300 mg/kg) extract nor any other drug used in
the current study altered the locomotor activity in open field test (Supplemental Table
2S).

MAO-A activity
Bauhinia variegata extract inhibited brain MAO-A activity in a concentration-
dependent manner [ICg, value for MAO-A inhibition of 241.5 (208.9 — 279.1) pg/ml,

Fig. 7].
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Discussion

In this study we showed that the administration of a single dose of Bauhinia
variegata hydroethanolic extract by gavage decreased the immobility response in the
TST, 60 min after its administration. Moreover, the repeated administration (once a
day, for 7 days) of Bauhinia variegata extract also decreased immobility in the TST
and FST.

Behavioral tests have been developed and used for rapid screening of novel
antidepressant-like drugs, such as the FST and the TST (Cryan et al., 2005). These
tests are based on the observation that mice, after initial escape-oriented
movements, develop an immobile posture when placed in an inescapable situation.
The antidepressant-like activity is usually expressed by the decrease of immobility
time, an effect that is exhibited by conventional antidepressants (Bourin et al., 2005;
Reis et al., 2014; Steru et al., 1985). Therefore, the currently reported Bauhinia
variegata-induced decrease of immobility in both behavioral tests suggests an
antidepressant activity for this extract. Interestingly, the effect produced by the
Bauhinia variegata extract (subchronic) was comparable to that induced by fluoxetine
(10 mg/kg).

Among the phenolic compounds found in Bauhinia variegata extract, rutin and
ferulic acid were determined as major components. Furthermore, the most relevant
phenolic chemical/bioactive markers found in this work for Bauhinia variegata have
also been identified as isolated flavonoids from the extract of Schinus molle and
produces an anti-immobility effect in the TST (Machado et al., 2008). Rutin has also
been implicated in the antidepressant-like activity of Hypericum perforatum (St.
John's Wort) (Wurglics & Schubert-Zsilavecz, 2006). Therefore, it is possible that at
least part of the antidepressant-like effect of Bauhinia variegata extract is due to the
presence of rutin. Ferulic acid also has anti-immobility effect in the TST (Zeni et al.,
2012). Therefore, it is possible that at least part of the antidepressant-like effect of
Bauhinia variegata extract is due to the presence of rutin and/or ferulic acid.

A remarkable finding of the current study is that a1, B, D1 and D2 antagonists
prevented the antidepressant-like effect of Bauhinia variegata in the TST.
Monoaminergic systems have been considered important targets in the treatment of
depression (Elhwuegi, 2004). Accordingly depressive symptoms are associated to
impairment of monoaminergic function and decreased 5-HT, NE and DA (Belmaker

& Agam, 2008). Antidepressants increase monoaminergic transmission and, by these
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means, decrease depressive symptoms (Nemeroff & Owens, 2002; Nutt, 2006). In
the present study, the pretreatment of mice with prazosin or propranolol blocked the
antidepressant-like effect of Bauhinia variegata, suggesting the involvement of the
noradrenergic system in the antidepressant-like effect of extract. The dopaminergic
system has also been implicated in the regulation of mood (Dunlop & Nemeroff,
2007). Accordingly, D1 and D2 receptor agonists, as well as drugs that increase
dopamine function, have an antidepressant profile in patients and antidepressant-like
effect in animal models of depression (Sato et al.,, 2010). Moreover, dopamine
receptors antagonists, such as SCH23390 and sulpiride, prevent the antidepressant-
like effect of bupropion in FST (Yamada et al.,, 2004). In the current study, the
injection of SCH23390 or sulpiride also prevented the antidepressant-like effect of
Bauhinia variegata, suggesting that the dopaminergic system is involved in the
antidepressant-like effect of Bauhinia variegata. Interestingly, our study showed that
the combination of a subeffective dose of fluoxetine, imipramine or bupropion with a
subffective dose of the extract produced a synergistic antidepressant-like effect in the
TST, reinforcing the involvement monoaminergic system in the depression.

At last, the extract inhibited MAO-A activity in enriched mitochondrial fractions
of mice brain, in a concentration-dependent manner. MAO-A uses a variety of
amines as substrate, but preferentially degrades biogenic amines such as
epinephrine, norepinephrine and serotonin. A study reported that MAO-A density was
elevated throughout the brain on average by 34% in depressive patients compared to
controls. Accordingly, MAO-A inhibitors have been successfully used as
antidepressants (Meyer et al., 2006). In fact, some herbal natural products that inhibit
MAO-A activity (Vifia et al., 2012) such as A. catechu (ICsy = 665 + 65.1 pg/ml) (Dar
and Khatoon, 2000), have antidepressant activity. Therefore, one might propose that
the currently described inhibitory effect of Bauhinia variegata on MAO-A may underlie
its antidepressant-like effect. In this context, if the extract inhibited MAO activity a
general increase of monoaminergic activity would be expected, and the
antidepressant-like effect of the extract should be sensitive to specific antagonists of
these amines, as shown in this study. Although current evidence suggests a role for
MAO-A in the antidepressant-like effect of the Bauhinia variegata, more studies are
necessary to define whether MAO-A is a target in vivo, as well as the contribution of

other putative mechanisms for this effect.
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Conclusion

Bauhinia variegata causes antidepressant-like effect in animal models predictive of
antidepressant activity in humans, without altering locomotor activity. Antidepressant-
like effect is dependent on its interaction with the serotonergic, noradrenergic and

dopaminergic systems and may be mediated by inhibition of MAO-A activity.
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Fig. 1. Chromatogram obtained from hydroethanolic extract of Bauhinia variegata.
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Supplemental Figure 1S. Chromatogram obtained from a standard 25 mg L%
mixture of (1) gallic acid; (2) (+)-catechin; (3) caffeic acid; (4) rutin; (5) ferulic acid; (6)
guercitrin; (7) myricetin; (8) fisetin; (9) quercetin; (10) kaempferol; (11) chrysin; (12)
flavone. Conditions: mobile phase phosphoric acid 0.1% (A) and acetonitrile (B);

Gradient elution as described in experimental section.
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Supplemental Table 1S. Validation results for phenolic compounds by the optimized
HPLC-DAD method (n = 3).

Phenolic Slope Intercept T Linear range LOD LOQ Intraday Interday Recovery (%1)
compound (mg L™ (mg L™ (mg L) | precision (%) | precision (%)

Caffeic acid  152574.7 193635.8 0.9997 1.0-100.0 0.03 0.11 0.8 23 103423
Catechin 3104442 132732322 0.9997 2.5-100.0 0.06 0.19 12 35 838+35
Chrysin 120028.8 147269 4 0.9995 0.5-100.0 0.05 0.16 1.0 3l 93.0+30
Ferulicacid | 138585.8 9784.2 0.9997 1.0-100.0 0.04 0.12 0.5 1.6 97616
Fisetin 1091173 -205570.6 0.9932 2.5-100.0 0.01 0.05 1.1 32 118932
Flavone 1053952 §2608.0 0.9997 0.5-100.0 0.36 1.20 0.7 21 972x21
Gallic acid §7813.0 -41399.7 0.9990 0.5-100.0 0.03 0.10 06 1.9 104719
Kaempferol | 991033 49705.8 0.9997 0.5-100.0 0.02 0.08 0.8 25 999+25
Myricetin 72266.8 -2428209 0.9976 2.5-100.0 0.03 0.09 14 42 91.8+42
Quercetin 92000.7 403502 0.9997 0.5-100.0 0.04 0.14 0.5 1.6 939+15
Quercitrin 61704.6 944059 0.9984 1.0-100.0 0.02 0.08 12 37 946+37
Rutin| 46117.1 -15484.3 0.9996 0.5-100.0 0.05 0.16 09 28 88227




45

Supplemental Table 2S. Effect of treatments on locomotor activity in open field test

Treatment (mg/kg)

Number of crossing

Vehicle

B. variegata (30)

B. variegata (100)

B. variegata (300)

Fluoxetine

Prazosin + vehicle

Propranolol + vehicle
SCH23390 + vehicle

Sulpiride + vehicle

Prazosin + B. variegata (300)
Propranolol + B. variegata (300)
SCH23390 + B. variegata (300)
Sulpiride + B. variegata (300)
Fluoxetine + vehicle
Imipramine + vehicle

Bupropion + vehicle

Fluoxetine + B. variegata (100)
Imipramine + B. variegata (100)
Bupropion + B. variegata (100)

59.0+5.6
60.0+8.1

62.0 + 14.5
78.4+14.2

541+7.1
46.8 + 8.2
446 £5.5
41.4+8.1
34.2+7.9
446 + 7.7
48.1+£5.0
36.0+4.1
51.8+5.3
37.7+x7.1
62.2 + 8.6
39.0+5.0
30.1+5.9
59.8+7.8
38.5+4.9

The values are mean + SEM of 5-10 animals in each group.
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4. CONCLUSOES

4.1. CONCLUSOES PARCIAIS

Com os resultados do presente estudo podemos concluir que:

4.1.1. O extrato bruto hidroetandlico de folhas de Bauhinia variegata apresentou um
efeito tipo-antidepressivo em camundongos no teste de suspenséo pela cauda e no
teste do nado forcado. O efeito foi verificado apés a administracdo aguda e sub-

cronica do extrato;

4.1.2. O efeito tipo-antidepressivo do extrato de Bauhinia variegata envolve os
sistemas noradrenérgico e dopaminérgico, visto que antagonistas destes sistemas
preveniram o efeito tipo-antidepressivo apresentado pelo extrato de Bauhinia

variegata,;

4.1.3. A administracdo de dose sub-efetiva do extrato de Bauhinia variegata em
combinacdo com dose sub-efetiva de antidepressivos classicos, apresentou efeito

sinérgico, isto €, apresentou efeito tipo-antidepressivo;
4.1.4. O extrato de Bauhinia variegata inibiu a atividade da MAO-A in vitro.
4.1.5. O efeito tipo antidepressivo do extrato de Bauhinia variegata ndo esta
associado a nenhum efeito motor, uma vez que as doses administradas néao
afetaram a atividade locomotora dos animais.
4.2. CONCLUSAO GERAL

Com os resultados do presente estudo concluimos que o extrato

hidroetandlico de folhas de Bauhinia variegata apresentou efeito tipo-antidepressivo

com envolvimento do sistema noradrenérgico e dopaminérgico.
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