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Resumo

A Schinus molle L. (Anacardiacea), entre outros usos, ¢ popularmente utilizada para o
tratamento da depressdo. No presente estudo o efeito dos extratos etandlico e hexanico das folhas de
Schinus molle foi investigado em camundongos nos testes de nado forcado (TNF) e/ou suspensdo da
cauda (TSC), modelos preditivos de atividade antidepressiva. O extrato etanolico (600-1000 mg/kg,
p.o.) reduziu significativamente o tempo de imobilidade no TSC e provocou reducdo na locomogao
dos animais no teste do campo aberto (TCA), mas ndo alterou o tempo de imobilidade no TNF. O
extrato hexanico reduziu significativamente o tempo de imobilidade no TSC (30-600 mg/kg, p.o.), sem
alterar a locomocao no TCA. A eficacia do extrato hexanico foi comparéavel a da fluoxetina (10 mg/kg,
p.o.). A reducdo do tempo de imobilidade no TSC provocada pelo extrato hexanico (100 mg/kg, p.o.)
foi prevenida pelo pré-tratamento dos camundongos com p-clorofenilalanina metil éster (PCPA, 100
mg/kg, i.p., inibidor da sintese de serotonina, por 4 dias consecutivos), NAN-190 (0,5 mg/kg, i.p.,
antagonista de receptores SHT;A), WAY 100635 (0,1 mg/kg, s.c., antagonista seletivo de receptores
5HT4), cetanserina (5 mg/kg, i.p., antagonista de receptores SHTa2c), MDL 72222 (0,1 mg/kg, i.p.,
antagonista de receptores SHT3), prazosim (1 mg/kg, i.p., antagonista de receptores o-adrenérgicos),
ioimbina (1 mg/kg, i.p., antagonista de receptores o,-adrenérgicos), SCH 23390 (0,05 mg/kg, s.c,
antagonista de receptores D;) ou sulpirida (50 mg/kg, i.p., antagonista de receptores D). A rutina (1
mg/kg, p.o) isolada do extrato etandlico e a fragdo I (6-17) isolada do extrato hexanico, a qual
corresponde a uma mistura de ésteres de acidos graxos (10 mg/kg, p.o) reduziram significativamente o
tempo de imobilidade no TSC, sem provocar alteragdo na locomog¢ao no TCA. Porém, as fragdes II
(33-34; composta por uma mistura de alcoois graxos) e III (43-45; mistura de triterpenos), isoladas do
extrato hexanico, ndo alteraram o tempo de imobilidade dos animais no TSC. Podemos concluir que o
extrato hexanico de Schinus molle produz efeito antidepressivo no TSC, o qual parece ser dependente
de uma interagdo com os sistemas serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico. Os resultados
fornecem evidéncia que o extrato hexanico de Schinus molle compartilha efeitos farmacologicos
semelhantes aos de antidepressivos classicos, pelo menos em nivel pré-clinico e que os ésteres de
acidos graxos (fragdo 6-17) podem ser responsaveis pela agdo deste extrato no TSC. O extrato
etanolico de Schinus molle também foi eficaz em diminuir o tempo de imobilidade no TSC, sendo que

o constituinte isolado rutina parece contribuir para o efeito antidepressivo do mesmo.

Palavras-chave: depressao, dopamina, noradrenalina, Schinus molle, serotonina, teste da suspensao da

cauda



Abstract

Schinus molle L. (Anacardiaceae), among other uses, is popularly employed for the treatment
of depression. In this study, the antidepressant-like effect of the ethanolic and hexanic extracts from
leaves of Schinus molle was investigated in the mouse tail suspension test (TST) and/or in the forced
swimming test (FST), two predictive models of depression. The ethanolic extract (600-1000 mg/kg,
p.o.) significantly reduced the immobility time in the TST, but not in the FST, and produced a
reduction in the locomotor activity in the open-field test (OF).The immobility time in the TST was
significantly reduced by the hexanic extract (dose range 30-600 mg/kg, p.o.), without accompanying
changes in ambulation when assessed in an open-field test. The efficacy of this extract was found to be
comparable to that of fluoxetine (10 mg/kg, p.o.). The anti-immobility effect of the hexanic extract
(100 mg/kg, p.o.) was prevented by pretreatment of mice with p-chlorophenylalanine (PCPA, 100
mg/kg, i.p., an inhibitor of serotonin synthesis, for four consecutive days), NAN-190 (0.5 mg/kg, i.p.,
a 5-HTa receptor antagonist), WAY 100635 (0.1 mg/kg, s.c., a selective 5-HT ;5 receptor antagonist),
ketanserin (5 mg/kg, i.p., a 5-HT»anc receptor antagonist), MDL72222 (0.1 mg/kg, i.p., a 5-HT3
receptor antagonist), prazosin (1 mg/kg, i.p., an a-adrenoceptor antagonist), yohimbine (1 mg/kg, i.p.,
an o-adrenoceptor antagonist), SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c., a D; receptor antagonist) or sulpiride (50
mg/kg, i.p., a D, receptor antagonist). Rutin (1 mg/kg, p.o.) isolated from the ethanolic extract and the
fraction 1 (6-17; fatty acid esthers), isolated from the hexanic extract significantly reduced the
immobility time in the TST, without altering the locomotor activity in the open-field test. However,
the fractions II (33-34; composed by a mixture of fatty alcohols) and III (43-45; mixture of
triterpenes), isolated from the hexanic extract did not cause changes in the immobility time in the TST.
It may be concluded that the hexanic extract of Schinus molle produces an antidepressant-like effect
that seems to be dependent on its interaction with the serotonergic, noradrenergic and dopaminergic
systems. These results provide evidence that the hexanic extract from S. molle shares with established
antidepressants some pharmacological effects, at least at a preclinical level. Moreover, the fatty acid
esthers (fraction 6-17) may be responsible for the antidepressant-like action of this extract in the TST.
The ethanolic extract of Schinus molle significantly reduced the immobility time in the TST. Rutin,

isolated from this extract, may be also responsible for the antidepressant-like action.

Keywords: Depression; Dopamine; Noradrenaline; Schinus molle, Serotonin; Tail suspension test
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1. Introducéo

1.1. Depressao

A depressao ¢ um transtorno de humor que vem atingindo de forma crescente a populagao
mundial, constituindo um problema de satde publica. Esta doenca se manifesta através de alteracdes
psicologicas, comportamentais e fisiologicas. Ela apresenta altos indices de cronicidade, recaida e
recorréncia; prejuizos fisicos e psicossociais, além de ser fator de risco para o desenvolvimento de
doengas arteriais coronarianas e isquemia cerebral e de estar associada com um alto indice de suicidio
(Nemeroff e Owens, 2002; Nestler et al., 2002). A prevaléncia desta patologia ¢ maior para as mulheres
(5 220%) do que para os homens (3 a 12%) (Pryce et al., 2005).

Os sintomas que podem ser observados em pacientes deprimidos incluem alteracdes somaticas e
cognitivas como humor deprimido; anedonia (perda de interesse ou satisfagdo em quase todas as
atividades); perda ou ganho de peso ou de apetite; insonia ou hipersonia; retardo ou agitagdo
psicomotora; fadiga ou perda de energia; sentimentos de desvalia ou culpa; diminui¢do da concentra¢ao
e pensamentos recorrentes de morte ou suicidio. Para o diagndstico de um episddio depressivo ¢
necessaria a constatacdo de no minimo cinco entre estes nove sintomas, sendo um deles
obrigatoriamente humor deprimido ou anedonia, presentes na maior parte do tempo, com uma duracao
minima de duas semanas (American Psychiatry Association, 1994).

Varios fatores podem predispor um individuo ao desenvolvimento de depressdo tais como:
fatores genéticos, bioquimicos, socio-econdmicos e ambientais. Estudos demonstram que o estresse
cronico, definido como um excesso de eventos negativos por pelo menos seis meses pode gerar

depressao (Blackburn-Munro e Blackburn-Munro, 2001). Desta forma, a modulacdo do eixo HPA
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(hipotadlamo-pituitaria-adrenal) estd envolvida na fisiopatologia da depressao (Nestler et al., 2002;
Nemeroff et al., 2005).

Os primeiros farmacos com efeitos comprovadamente benéficos sobre o humor agiam
primariamente sobre o sistema monoaminérgico, como inibidores da enzima monoamina oxidase
(MAO), ou inibidores da recaptagdo de monoaminas (Nemeroff ¢ Owens, 2002). Esta constatagao
sugeriu que os antidepressivos atuassem por aumento da transmissdo serotoninérgica e noradrenérgica,
compensando um possivel estado de deficiéncia destes neurotransmissores. Assim surgiu a Hipotese
Monoaminérgica da Depressao, que postulava que a depressio era devida a deficiéncia de
neurotransmissores em sinapses monoaminérgicas ou ainda receptores ineficientes (Mann et al., 1996;
Wong e Licinio, 2001; Castrén, 2005). No entanto esta hipdtese bastante simplista falha ao ndo explicar
a acdo de alguns antidepressivos que nao agem sobre o sistema monoaminérgico. Além disso, nem toda
droga que aumenta as monoaminas na fenda sindptica age como antidepressivos (como por exemplo a
anfetamina), além da discrepancia temporal que existe entre os eventos bioquimicos rapidos envolvidos
no metabolismo de monoaminas e os efeitos clinicos dos antidepressivos (Baldessarini, 1996; Stahl,
2000; Torres et al., 2003). Desta forma, embora ja esteja bem estabelecido o envolvimento do sistema
monoaminérgico na patogénese da depressdo, acredita-se que varios outros sistemas de
neurotransmissores € mecanismos de transdugado de sinal estejam envolvidos.

O sistema serotoninérgico ¢ amplamente reconhecido como especificamente envolvido na
etiologia da depressdo e drogas que agem sobre este sistema tém sido largamente utilizadas no
tratamento dos distirbios depressivos (Risch e Nemeroff, 1992; Wong et al., 2005). Uma série de
estudos relaciona os receptores serotoninérgicos, especialmente dos sub-tipos 5-HT /18, 5S-HT2a2c € 5-
HT;na agdo central dos antidepressivos (Redrobe e Bourin, 1997; Hensler, 2002; Taylor et al., 2005a).

Estudos tém demonstrado também alteragdes na transmissdo noradrenérgica na depressao (Wong

e Licinio, 2001; Taylor et al., 2005a). Varias evidéncias mostram a participagdo dos a-adrenoceptores e

[-adrenoceptores na acdo de farmacos antidepressivos. O bloqueio de a;-adrenoceptores estd associado
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a estados depressivos, enquanto que o tratamento cronico com antidepressivos causa um aumento na
densidade e na atividade de a;-adrenoceptores no cortex frontal e no hipocampo. O tratamento cronico
com antidepressivos também causa uma “down-regulation” dos autoreceptores o-adrenérgicos e dos f3;-
adrenoceptores (Millan, 2004).

Alguns estudos tém postulado que a funcdo dopaminérgica reduzida esta implicada na
patofisiopatologia da depressao (D’Aquila et al., 2000; Dailly et al., 2004). Foi observada uma “up-
regulation” dos transportadores dopaminérgicos no estriado de pacientes com depressdo maior
(Laasonen-Balk et al., 1999), o que pode ser o fator primario que determina uma menor disponibilidade
de dopamina na fenda sinédptica (Dailly et al., 2004). O tratamento com antidepressivos aumenta a
transmissdo dopaminérgica preferencialmente no sistema mesolimbico, deste modo induzindo uma
melhora nos sintomas da depressao, tal como a anedonia (D’Aquila et al., 2000; Dailly et al., 2004).
Portanto o efeito de antidepressivos sobre a transmissdo dopaminérgica parece ter um papel importante
no seu efeito terapéutico.

Estudos morfologicos e de neuroimagem funcional de pacientes deprimidos verificaram
alteragdes nas atividades do cortex pré-frontal, amigdala, cortex cingular anterior e diminui¢do do
volume do hipocampo (pds-morte) (Bremmer et al., 2000; Phillips et al., 2003; Pryce et al., 2005).
Apesar do mecanismo celular preciso das alteragdes estruturais em transtornos depressivos nao estarem
completamente compreendidas, progresso tem sido feito na caracteriza¢ao de cascatas de transducao de
sinais que controlam a atrofia neuronal e morte celular programada. Recentemente, as pesquisas sobre o
mecanismo de agdo dos antidepressivos tém identificado adaptagdes na sinalizacdo de proteinas
intracelulares e de genes que podem contribuir para acdo do tratamento com antidepressivos (Duman et
al., 2000; Wong e Licinio, 2001; Duman e Monteggia, 2006). O tratamento cronico com antidepressivos
pode influenciar a quantidade e/ou a viabilidade de células hipocampais. Tem sido mostrado que o
tratamento com antidepressivos (inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina e triciclicos) produz

efeitos neurotroficos/protetores contra vdarios insultos e pode modular fatores envolvidos na
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sobrevivéncia e crescimento celular, como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e proteinas
citoprotetoras, por exemplo, a proteina antiapoptotica Bel-2 (Manji et al., 2000; D’Sa e Duman, 2002;
Mattson et al., 2004; Schloss et al., 2004; Dranovsky et al., 2006; Zarate et al., 2006).

Varios outros sistemas de neurotransmissores estdo implicados na patofisiologia da depressao,
incluindo o glutamatérgico (Skolnick, 1999; Skolnick et al., 2001), GABAérgico (Nowak, et al., 2006)
e opidide (Shirayama et al., 2004).

A terapia atualmente disponivel para o tratamento da depressao ¢ freqiientemente associada com
varios efeitos colaterais e ¢ efetiva somente em cerca de 70% dos pacientes (Wong e Licinio, 2001;
Nestler et al., 2002). Portanto, a identificagdo de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da

depressao ainda se torna necessaria.

1.2. Plantas medicinais como alternativa terapéutica

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude devido a dificuldades economicas e falta de acesso a
medicamentos, cerca de 65-80% da populagdo mundial que vive em paises em desenvolvimento
depende essencialmente das plantas para seus cuidados primarios de satde (Calixto, 2005). Na Asia,
América Latina, Africa e India, por exemplo, 0 uso extensivo de plantas medicinais como remédios para
tratamento de diversas doencas € uma pratica comum (Schmourlo et al., 2005; Ruffa et al., 2002).

Diferentes regidoes do mundo tém registrado o uso de plantas medicinais com efeitos
psicotropicos, oferecendo desta forma um vasto repertério de substincias potencialmente ativas que
podem atuar na farmacologia moderna (Zhang, 2004). Atualmente, quase 25 % das drogas
convencionais, sdo originadas diretamente ou indiretamente de plantas, tais como: ioimbina (antagonista
de receptores o,-adrenérgicos), efedrina, tubocarina (curare), galantamina, sendo que estas descobertas
surgiram através de estudos em comunidades indigenas (De Smet, 1997; Carlini, 2003; Houghton e

Seth, 2003; Zhang et al., 2004).



O uso clinico de medicamentos com ag¢do antidepressiva obtidos de plantas ainda ¢ bastante
limitado. Atualmente o Hypericum perforatum (erva de Sao Joao), um membro da familia Hypericaceae,
tem sido muito empregado mundialmente como antidepressivo (Harrison, 1998; Ernest, 1999;
Butterweck et al., 2000, 2003a, 2003b, McGarry et al., 2006). Linde et al. (1996) demonstraram que os
extratos de Hypericum sdo mais eficientes do que placebo para o tratamento de transtornos depressivos
leves e moderados. Hypericum perforatum possui propriedades serotoninérgicas, pois inibe a recaptacio
de serotonina. As suas principais substancias ativas parecem ser a hipericina e a hiperforina. A ultima ¢
o principal constituinte lipofilico da planta e inibe a recaptagao de serotonina, noradrenalina e dopamina,
aumentando as suas concentracdes na fenda sinaptica (Chatterjee et al., 1998). Além disso, foi
demonstrado que o Hypericum caprifoliatum, planta existente no sul do Brasil, produz efeito
antidepressivo no TNF e inibe a recaptacao sinaptossomal de monoaminas (Viana et al., 2005).

Ha varios relatos na literatura de atividade antidepressiva de extratos de plantas e/ou substancias
ativas isoladas de plantas, tais como Curcuma longa (Yu et al., 2002), Morinda officinalis (Li et al.,
2001; Soon e Tan, 2002), Siphocampylus verticillatus (Rodrigues et al., 2002), Salvia elegans (Herrera-
Ruiz et al., 2006), Canavalia brasiliensis (Barauna et al., 2006), principalmente no teste do nado forgado
(TNF) e no teste da suspensdo da cauda (TSC), modelos animais preditivos de atividade antidepressiva.

Neste trabalho a Schinus molle, espécie conhecida como aroeira, aroeira-mansa ou aroeira-

vermelha sera objeto de estudo quanto ao seu potencial antidepressivo.

1.2.1. Schinus molle L.

Schinus molle L. ¢ uma arvore pertencente a familia Anacardiaceae, originaria da América do Sul

e introduzida em vdrias regides tropicais e subtropicais do mundo, incluindo o sul do Brasil (Taylor,



2005b; Lorenzi e Matos, 2002). A Schinus molle ¢ também conhecida como aroeira-mansa, aroeira-
mole, aroeira-da-praia, aroeira-salsa, aroeira-vermelha, corneiba, fruto-de-sabia e pimenteiro.

As caracteristicas gerais da aroeira-mansa correspondem a uma arvore de 5-8 m de altura, de copa
globosa com ramos flexiveis e pendentes, folhas aromaticas, tronco cilindrico com 25-35 cm de
diametro, flores pequenas e frutos esféricos, conforme ilustrado na Figura 1 (Lorenzi e Matos, 2002).

A Schinus molle ¢ utilizada para diversas finalidades: a) uso da sua madeira para construgdo de
casas e moveis rusticos; b) uso de suas frutas para fabricagdo de uma bebida alcoolica conhecida como
“chicha de molle” ou vinagre, obtida apds fermentacdo; c) uso das suas folhas na medicina popular
como: anti-reumdtica, antiinflamatério, anti-hemorragica, anti-séptica, fungicida, bactericida,
cicatrizante, laxativo leve, adstringente, cardiotonica, estimulante digestivo, diurética, estimulante
menstrual, estimulante, tonica e antidepressiva (Ruffa et al., 2002; Taylor, 2005b).

Estudos farmacologicos realizados com extratos de Schinus molle mostraram que esta planta
exerce varias atividades, entre elas: anti-hipertensiva (Bello et al., 1996; Olafsson et al., 1996),
antitumoral (Ruffa et al, 2002), antifingica (Quiroga et al., 2001; Schmourlo et al., 2005),
antiespasmodica (Bello et al., 1998), antiinflamatoria (Yueqin et al., 2003) e analgésica (Barrachina et
al., 1997). Além disso, estudos com o extrato metandlico desta planta mostraram acao citotoxica contra
carcinoma hepatocelular humano in vitro (Ruffa et al., 2002) e experimentos com triterpenos e
flavondides isolados dos frutos desta planta mostraram que esses compostos possuem atividade
antiinflamatoria em um modelo cronico de inflamagao (Yueqin et al., 2003). Os triterpenos constituem
um dos principais componentes dos frutos de Schinus molle (Pozzo-Balbi et al., 1978).

Recentemente, dados experimentais evidenciaram que o extrato hexanico da Schinus molle
também apresenta atividade inseticida e repelente contra o Triatoma infestans (vetor da doenga de
Chagas) e atividade antimicrobiana contra Streptococcus pneumoniae (Ferrero et al., 2006; Molina-

Salina et al., 2007).



Figura 1. Schinus molle L. (A: talos/folhas e flores, B: frutos).

2. Justificativa

Existem varias classes de medicamentos antidepressivos usados para o tratamento da
depressao como os triciclicos, os inibidores da monoamina oxidase (MAO), os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRS) e os inibidores mistos da recaptacdo de serotonina e noradrenalina. No
entanto, estes firmacos proporcionam uma completa remissao para apenas cerca de 70% dos individuos,
(Wong e Licinio, 2001; Nestler, 2002), além de causarem efeitos colaterais (Brunello et al., 2002). Além
disto, a resposta terapéutica destes farmacos s6 ocorre 3-5 semanas apoOs o inicio do tratamento. Sendo
assim, existe uma grande necessidade do desenvolvimento de terapias antidepressivas alternativas ou de
substancias que possam aumentar a eficacia clinica no tratamento da depressao.

Terapias com plantas medicinais podem ser alternativas efetivas no tratamento da depressdo,

como no caso da erva de Sao Jodao (Whiskey et al., 2001; Bilia et al., 2002; Linde e Kniippel, 2005).




A pesquisa de farmacoterapias com plantas medicinais para doengas psiquiatricas, incluindo a
depressio, tem progredido significativamente na wltima década (Zhang, 2004). E interessante notar que a
maioria dos tratamentos para depressao (incluindo a erva de Sao Jodo) parece agir por mecanismos que
ndo diferem significativamente dos antidepressivos classicos.

Apesar do uso etnofarmacologico da Schinus molle para o tratamento da depressdo (Taylor,
2005b), nao ha evidéncias de estudos cientificos de que esta planta apresente atividade antidepressiva
em modelos animais de depressao. Portanto, este trabalho tem o intuito de primeiramente, investigar o
efeito antidepressivo dos extratos etanolico e hexanico de Schinus molle, nos teste do nado for¢ado e/ou
teste de suspensdo da cauda, modelos preditivos de atividade antidepressiva (Porsolt et al., 1977; Steru
et al., 1985; Cryan et al., 2005) e secundariamente examinar através de procedimentos farmacologicos a
possivel participagdo do sistema monoaminérgico nesta acao antidepressiva. Também serd iniciado um
estudo da avaliacdo da acdo antidepressiva de compostos isolados desta planta no TSC. Desta forma, o
presente trabalho poderia fornecer subsidios cientificos para a utiliza¢do etnofarmacologica desta planta

no tratamento da depressao.



3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Investigar a ac@o antidepressiva de Schinus molle L. em modelos animais preditivos de atividade

antidepressiva, estudando seu mecanismo de agao.

3.2. Objetivos especificos:

a) Verificar o efeito do extrato etandlico de Schinus molle, administrado pelas vias intraperitoneal (i.p.) e
oral (p.o.), no teste do nado forgado (TNF) e no teste da suspensdo da cauda (TSC) em camundongos.

b) Investigar o efeito do extrato etandlico de Schinus molle na atividade locomotora de camundongos no
teste do campo aberto.

¢) Verificar o efeito do extrato hexanico de Schinus molle, administrado pelas vias i.p. e p.o., no TSC em
camundongos.

d) Investigar o efeito do extrato hexanico de Schinus molle na atividade locomotora de camundongos no
teste do campo aberto.

e) Investigar a participagdo dos sistemas serotoninérgico, noradrenérgico ¢ dopaminérgico no efeito
antidepressivo do extrato hexanico de Schinus molle no TSC.

f) Investigar os possiveis constituintes quimicos da Schinus molle que produzem agdo antidepressiva no

TSC.



4. Materiais e Métodos

4.1. Drogas e reagentes

As seguintes drogas e solventes foram utilizados: p-clorofenilalanina metil éster (PCPA),
fluoxetina, 1-(2-metoxifenil)-4-[2-ftalimido)butil|piperazina (NAN-190), n-{2-[4-(2-metoxifenil)-1-
piperazinil]etil } -N—(2-piridinil) ciclohexanecarboxamida (WAY 100635), tartarato de cetanserina,
tropanil 3,5-diclorobenzoato (MDL 72222), R(+)-sulpirida, hidrocloreto de prazosim, hidrocloreto de
ioimbina, (R)-(+)-7-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-bezazepina  hidrocloreto
(SCH 23390), dimetilsulfoxido (DMSO) e Tween 80. Todas as drogas foram administradas em um
volume constante de 10 ml/kg de peso corporal do animal por via i.p., com exce¢do do SCH 23390 e do
WAY 100635 que foram administradas por via subcutinea (s.c.) e da fluoxetina que foi administrada
por via oral (p.o.). As drogas foram dissolvidas em salina com exce¢ao de NAN-190 e MDL 72222, que
foram diluidas em salina com 1 % de Tween 80 e sulpirida que foi diluida em salina com 5 % de

DMSO. Os animais controles receberam os veiculos apropriados.

4.2. Animais e tratamento

Camundongos Swiss machos adultos (35-45g) mantidos a temperatura de 22-25°C com livre
acesso a agua e comida, em ciclo claro/escuro 12:12 h (ciclo claro iniciando as 7:00 h) foram utilizados.
Todos os experimentos foram realizados entre 11:00 e 17:00 h, com cada animal usado somente uma
vez (N=5-12 animais por grupo). Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade

Federal de Santa Catarina e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica. Os
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procedimentos realizados foram aprovados pela Comissido de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEUA).

Os animais foram tratados com os extratos de Schinus molle por via i.p. ou p.o. e foram testados
apos 30 minutos ou 60 minutos, respectivamente nos testes comportamentais. Os extratos etanolico e
hexanico de Schinus molle foram dissolvidos em salina contendo 10% de Tween 80. O grupo controle
foi tratado com o respectivo veiculo. Em experimentos adicionais foram testados os efeitos de alguns
constituintes isolados do extrato etanolico (rutina) e do extrato hexanico (fracdo 6-17 que corresponde a
uma mistura de ésteres de acidos graxos, fragdo 33-34 composta por uma mistura de alcoois graxos e

fragao 43-45 constituida por uma mistura de triterpenos), no TSC.

4.3. Preparacéao dos extratos brutos etanolico e hexanico de Schinus molle

A preparagdo dos extratos etandlico e hexanico de Schinus molle, bem como as analises quimicas
dos constituintes foram realizadas no Departamento de Quimica-UFSC e do laboratério de
cromatografia do IPTB — FURB, em Blumenau sob a orientagcdo/ responsabilidade dos professores
Moacir G. Pizzolati e Inés C.Maria Brighente.

A coleta do material vegetal (talos e folhas) de Schinus molle L. (Anacardiaceae) foi realizada
em margo de 2005, no bairro Santa Monica em Florianopolis, Santa Catarina. Esta espécie foi
identificada pelo Dr. Daniel de Barcellos Falkenberg, Departamento de Botanica, Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). A exsicata (FLOR 34.411) foi depositada no Departamento de

Botanica do Herbario da UFSC, SC, Brasil.

As folhas e galhos foram submetidos a secagem a 40 °C em estufa com circulagdo de ar. Apods a

secagem, o material foi moido em moinho de facas.
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A Figura 2 demonstra esquematicamente a preparagdo dos extratos hexanico e etanolico de

Schinus molle, resumindo-se da seguinte forma:

- Primeiramente as folhas foram colocadas em maceracao durante 15 dias com hexano, rendendo
o extrato hexanico (EH) e uma quantia razoavel de material vegetal.

- Posteriormente foi realizada a filtragdo deste material vegetal.

- Apos filtracdo, o mesmo material vegetal foi submetido @ maceragdo com etanol, para originar
o extrato etandlico (EE).

Estes extratos foram concentrados até a completa eliminagdo do solvente em evaporador
rotatorio sob pressdao reduzida. Apds foram encaminhados para os procedimentos de fracionamento e

isolamento de seus constituintes ativos.

Extrato Hexanico
« (E.H.)

Maceracao
com hexano
(15 dias)

_ —— N
I\\/I/atef[la}I Filtraggo ~ Maceracao .. "Fronélico
egeta do material  com Etanol (E.E)

vegetal

Figura 2. Esquema da preparagdo dos extratos hexanico e etanolico de Schinus molle.

12



4.3.1. Obtencéo do extrato hexanico:

O extrato hexanico foi obtido a partir das folhas e talos de Schinus molle (390 g). O material seco
foi macerado em hexano a temperatura ambiente (25 £ 2 °C) por 15 dias. O extrato foi filtrado e
concentrado em pressao reduzida (aproximadamente 60 °C). A maceracdo foi repetida por trés vezes. A
evaporacao do solvente produziu um residuo de 17,8 g de extrato seco (4,6 % de rendimento). O residuo
restante foi mantido sob refrigeracdo e dissolvido em salina com 10% de Tween 80 antes dos testes
comportamentais.

Uma caracterizagdo preliminar do extrato foi realizada por cromatografia em camada delgada,

conforme mostra a Figura 3.

T |
————
A
—
| | ===
B
_-.—..-—

Figura 3. Cromatografia em camada delgada do extrato hexanico de Schinus molle, indicando a
presencga de ésteres e alcoois de acidos graxos (A) e mistura de triterpenos (B).
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4.3.2. Obtencado do extrato etandlico:

O extrato etandlico foi obtido por macerag@o exaustiva com etanol a temperatura ambiente apos a
do material vegetal previamente submetido & maceracdo com hexano e filtragdo (Figura 2). A
evaporacdo do solvente produziu um residuo de extrato seco, o qual foi mantido sob refrigeragdao. O
residuo restante foi mantido sob refrigeragdo e dissolvido em salina com 10% de Tween 80 antes dos

testes comportamentais.

4.4. Fracionamento do extrato de Schinus molle

4.4.1. Fracionamento do extrato hexanico de Schinus molle

Os extratos, depois de concentrados, foram fracionados utilizando técnicas de cromatografia em
coluna, analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) e as fragdes que apresentaram menor
indice de impurezas foram submetidas a cristalizacao, para a obtencao dos compostos isolados puros.

O extrato hexanico foi particionado em coluna cromatografica utilizando silica gel eluida com
sistema de solventes em ordem crescente de polaridade, hexano e acetato de etila. As fragdes coletadas
foram reunidas segundo semelhanga por CCD, fornecendo as fragdes I (6-17), 11 (33-34) e III (43-35).

A fragdo I (6-17) foi analisada por CCD usando o sistema de solvente hexano/acetato de etila
80/20. Posteriormente esta amostra foi submetida a analise por espectroscopia de Infra Vermelho e
cromatrografia gasosa, indicando se tratar de uma mistura de ésteres de acidos graxos saturados e
insaturados.

A fragdo II (33-34) foi analisada por CCD indicando se tratar de uma mistura de alcoois graxos.
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A Fragao III (43-45), apds recristalizagdo em acetona foi analisada por espectroscopia de
infravermelho, ressonancia magnética nuclear de proton 'H e carbono "°C, revelando ser uma mistura de
triterpenos acidos, o acido isomasticadienonico (1) e &cido masticadienonico (2), demonstrado na Figura
4. Apos a recristalizagdo a mistura se apresentou na forma de cristais brancos e com ponto de fusao igual
a 145 a 146°C.

Um resumo das fragdes obtidas a partir do fracionamento do hexanico de Schinus molle e seus

respectivos constituintes encontram-se na Tabela 1, a seguir.

Ordem da Fracao: Constituintes:

Fracdo I (6-17) Mistura de esteres de acidos graxos

saturados e insaturados

Fracéo 11 (33-34) Mistura de &lcoois graxos

Fracdo 111 (43-45) Mistura de triterpenos

Tabela 1. Fracionamento do extrato hexanico de Schinus molle com seus respectivos constituintes.
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COOH

Figura 4. Triperpenos isolados da fragdo I1I (43-45) de Schinus molle, acido isomasticadiendnico (1) e
acido masticadiendnico (2).

4.4.2. Fracionamento do extrato etanolico de Schinus molle

No extrato etanolico apds concentragdo em rotaevaporador houve a formagdo de um sélido
amarelo-esverdeado, que foi filtrado, rendendo 4,96% em peso a partir do extrato seco. Apos
recristaliazagdo em metanol, o precipitado foi submetido a analises espectroscopicas de infravermelho,
ressonancia magnética nuclear de proton 'H e de carbono "C, indicando que o composto era o

flavonoide glicosilado quercetina-3-O-(6""-O-a-ramnosil)-p-glicosideo (Rutina), ilustrado na Figura 5.

Figura 5. Estrutura da rutina
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Finalmente, para total certeza sobre a identidade da amostra, analisou-se através de CCD em trés
distintos solventes, a amostra juntamente com rutina (padrdo). Os dados foram analisados através dos
valores de Ry (Indice de retengdo cromatografica) no qual corresponde a relagio entre a distancia
percorrida pelo extrato aplicado na silica gel e a distancia percorrida pelo solvente em que a silica foi

embebida na CCD.

4.5. Testes comportamentais

Neste trabalho foram utilizados dois modelos comportamentais para avaliar a atividade
antidepressiva da Schinus molle: o teste do nado for¢ado e o teste da suspensdo da cauda. Ambos os
modelos sdo amplamente utilizados na literatura como preditivos de atividade antidepressiva (Cryan et

al., 2002; Petit-Demouliere et al., 2005; Bourin et al., 2005; Deussing, 2006; Cryan e Slattery, 2007).
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4.5.1. Teste do nado forcado (TNF)

Este modelo foi proposto por Porsolt et al. (1977) e baseia-se na observagdo de que quando os
animais sdo submetidos a uma situacdo onde ndo ha possibilidade de escape, apdés um periodo de
agitacdo inicial, adotam uma postura de imobilidade. O camundongo ¢ considerado imovel quando ele
flutua ou faz movimentos necessarios apenas para manter sua cabeca acima da agua (Figura 6). O tempo
de imobilidade foi cronometrado durante 6 minutos em um cilindro plastico de 10 cm de didmetro e 24
cm de altura contendo 19 cm de altura de 4gua, a temperatura de 25°C = 1°C conforme descrito
anteriormente (Zomkowski et al., 2004; Kaster et al., 2005). Os antidepressivos classicos reduzem o

tempo de imobilidade nesse teste (Porsolt et al., 1977).

Figura 6. Teste do Nado Forgado (TNF).
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4.5.2. Teste da suspenséo da cauda (TSC)

O tempo total de dura¢do da imobilidade foi medido de acordo com o método Steru et al. (1985).
Os camundongos actstica e visualmente isolados foram suspensos 50 cm acima do chdo por fita adesiva
e a imobilidade foram registrada durante 6 minutos (Figura 7). Os antidepressivos reduzem o tempo de
imobilidade neste teste (Steru et al., 1985, Rodrigues et al., 2002; Mantovani et al., 2003, Cryan et al.,

2005).

e T — T — ——

Figura 7. Teste da Suspensdo da Cauda (TSC).
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4.5.3. Atividade locomotora no teste do campo aberto (TCA)

A fim de excluir a possibilidade de que a diminui¢ao do tempo de imobilidade no TNF ou no
TSC seja devido a uma estimulagdo motora, os animais foram submetidos ao teste do campo aberto,
conforme descrito anteriormente (Rodrigues et al., 1996). O teste foi realizado em uma caixa de madeira
medindo 40x60x50 cm, com o chdo dividido em 12 quadrantes iguais. O nimero de quadrantes cruzados
com todas as patas em uma sessdo de 6 minutos foi o pardmetro utilizado para a avaliacao da atividade

locomotora (Figura 8A e B).

Figura 8. Teste do Campo Aberto (TCA), A (visao frontal) e B (visdo superior).
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4.6. Investigagcdo do potencial antidepressivo dos extratos etanolico e hexénico das

folhas de Schinus molle.

Primeiramente foi realizada uma curva dose-resposta de extrato etanolico de Schinus molle no
TNF e no TSC. Posteriormente, foi realizada uma curva dose-resposta do extrato hexanico no TSC. Os
animais foram submetidos ao TCA, para avaliar a atividade locomotora e descartar possivel efeito

psicoestimulante dos extratos de Schinus molle.

Partindo deste “screening” inicial foram selecionados o extrato da planta, a via de administracao
e o teste comportamental que melhor ilustrassem o potencial antidepressivo da Schinus molle, para

posterior investigacdo do mecanismo de a¢do, conforme mostrado esquematicamente na Figura 9.

Intraperitonea

Figura 9. Esquema representativo da investigacdo do potencial antidepressivo dos extratos etanolico e
hexanico de Schinus molle, curva dose-resposta (vias de administragdo i.p. € p.o.) no TNF e/ou TSC.
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4.6.1. Analise do mecanismo de acdo antidepressiva do extrato hexanico de Schinus

molle através de estudos farmacoldgicos in vivo

Nesta etapa do trabalho procurou-se investigar os possiveis mecanismos de a¢do antidepressiva
do extrato hexanico de Schinus molle através dos seguintes experimentos, conforme mostrado

esquematicamente na Figura 10.

I. Envolvimento do sistema serotoninérgico

A fim de investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico na ac¢do antidepressiva do extrato
hexéanico de Schinus molle, os camundongos foram tratados com o inibidor da sintese de serotonina,
PCPA conforme descrito previamente (Rodrigues et al., 2002; Kaster et al., 2005). O tratamento com
PCPA (100 mg/kg, i.p.) foi feito uma vez ao dia, durante quatro dias consecutivos. Vinte e quatro horas
apos a ultima inje¢do de PCPA, o extrato (100 mg/kg, p.o.) foi administrado e os animais foram
submetidos ao TSC ap6s 60 minutos. A eficacia do extrato foi comparavel ao efeito da fluoxetina (10
mg/kg, p.o., inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina - ISRS), o qual foi utilizada como controle

positivo.

A fim de investigar a participagdo de subtipos de receptores serotoninérgicos no efeito
antidepressivo do extrato hexanico de Schinus molle, os camundongos foram pré-tratados com NAN-
190 (0,5 mg/kg, i.p., antagonista de receptores 5-HT;5), WAY 100635 (0,1 mg/kg, s.c., antagonista
seletivo de receptores 5-HT ), cetanserina (5 mg/kg, i.p., antagonista de receptores 5-HT,4) ou MDL

72222 (0,1 mg/kg, i.p., antagonista de receptores 5-HT3) e apos 30 minutos o extrato de Schinus molle
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(100 mg/kg, p.o.) foi administrado. Transcorridos 60 minutos os animais foram submetidos ao TSC

(Zomkowski et al., 2004; Kaster et al., 2005).

I1. Envolvimento do sistema noradrenérgico

Os camundongos foram pré-tratados com prazosim (1 mg/kg, i.p., antagonista a;-adrenérgico) ou
ioimbina (1 mg/kg, i.p., antagonista a,-adrenérgico) 30 minutos antes da administracdo do extrato de

Schinus molle (100 mg/kg, p.o.). Transcorridos 60 minutos os camundongos foram submetidos ao TSC

(Rodrigues et al., 2002; Zomkowski et al., 2004).

I11. Envolvimento do sistema dopamineérgico

Os camundongos foram pré-tratados com SCH 23390 (0,05 mg/kg, s.c., antagonista de
receptores dopaminérgicos D;) ou sulpirida (50 mg/kg, i.p., antagonista de receptores dopaminérgicos
D;). Apds 30 minutos os animais foram tratados com o extrato de Schinus molle (100 mg/kg, p.o.) e
apos 60 minutos submetidos ao TSC (Barauna et al., 2006).

As doses das drogas utilizadas para a investigacdo dos possiveis mecanismos de agdo
antidepressiva do extrato hexanico de Schinus molle foram selecionadas a partir de dados da literatura
ou de estudos prévios em nosso laboratorio (Redrobe e Bourin, 1997; O’Neill e Conway, 2001;

Rodrigues et al., 2002; Yamada et al., 2004; Kaster et al., 2005).
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Figura 10. Esquema representativo da investigacdo do mecanismo de a¢do do extrato hexanico de
Schinus molle. Droga *, indica os antagonistas especificos dos sistemas serotoninérgico, noradrenérgico
ou dopaminérgico utilizados neste estudo.

4.7. Analise estatistica

Os resultados estao apresentados como média + E.P.M. Os dados foram analisados por analise de
variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, conforme o protocolo experimental, seguida do teste post-hoc

de Tukey (HSD), quando apropriado. Foram considerados significativos os valores de P<0,05.
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5. Resultados

5.1. A avaliacdo do efeito antidepressivo do extrato etanolico de Schinus molle no

TNF.

Os resultados apresentados na Figura 11 mostram o efeito do tratamento dos animais com o
extrato etandlico de Schinus molle (100-1000 mg/kg) administrado pelas vias i.p. (A) e oral (B) no
tempo de imobilidade no TNF. A ANOVA de uma via ndo revelou um efeito significativo do tratamento

[F(4,22)=0,90, P=0,47] e [F(4,27)=1,20, P=0,33], respectivamente.
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Figura 11. Efeito do tratamento com extrato etandlico de Schinus molle pelas vias i.p. (A) e oral (B) no

TNF. Cada coluna representa a média + EPM (N=4-7).
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5.2. A avaliacdo do efeito antidepressivo do extrato etanolico de Schinus molle no

TSC

Os resultados da Figura 12A mostram o efeito do tratamento dos animais com o extrato etandlico
de Schinus molle (100-1000 mg/kg) administrado por via i.p. no TSC. A ANOVA de uma via nio
revelou um efeito significativo do tratamento sobre o tempo de imobilidade no TSC [F(4,25)=1,34,
P=0,28]. A Figura 12B mostra o efeito do tratamento dos animais com o extrato etandlico de Schinus
molle administrado por via oral (300-1000 mg/kg) no TSC. A ANOVA de uma via revelou um efeito
significativo do tratamento por via oral [F(4,27)=6,27, P<0,01]. O teste post-hoc mostrou que os animais

tratados com as doses de 600 e 100 mg/kg, p.o. apresentaram uma reducao no tempo de imobilidade no

TSC.
300+

DR A = 300- B
8 250- © e
§ ] _ _ —_ % 250- -
Z 200- - = 2004 .
2 150 S T %
E 150 £ 150
S L
o 1004 o 100-
=] -
2 50- 2 50-

0- 0-

C 100 300 600 1000 C 300 600 1000
Schinus molle (mg/kg, i.p.) Schinus molle (mg/kg, p.o.)

Figura 12. Efeito do tratamento com extrato etanolico de Schinus molle L. por via i.p. (A) e por via oral
(B) no TSC. Cada coluna representa a média + EPM (N=5-8). *P<0,05, **P<0,01 quando comparado

com o grupo controle (C).
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5.3. A avaliacdo do efeito do extrato etandlico de Schinus molle no teste do campo

aberto (TCA)

Os resultados apresentados na Figura 13 mostram a atividade locomotora dos animais
tratados com extrato etandlico de Schinus molle nas doses de 600 ¢ 1000 mg/kg, p.o. no TCA. A
ANOVA de uma via revelou um efeito significativo do tratamento [F(2,13)=5,57, P<0,05]. O teste post
hoc mostrou que o extrato etandlico de Schinus molle (600 e 1000 mg/kg, p.o.) reduziu
significativamente a atividade locomotora dos animais no teste do campo aberto quando comparado ao

grupo controle.
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Figura 13. Efeito do tratamento com extrato etandlico de Schinus molle (600-1000 mg/kg, p.o.) sobre o
numero de cruzamentos no teste do campo aberto (n=5-8). * P< 0,05 quando comparado com o grupo
controle (C).

27



5.4. A avaliacdo do efeito antidepressivo do extrato hexanico de Schinus molle e da

fluoxetina no TSC

Os resultados da Figura 14 mostram o efeito do tratamento dos animais com o extrato hexanico
das folhas de Schinus molle (30-600 mg/kg, p.o., A) e fluoxetina (5-10 mg/kg, p.o., B) no TSC. A
ANOVA de uma via revelou um efeito significativo do tratamento [F(4,25)=11,14, P<0,01] e
[F(2,18)=8,15, P<0,01], respectivamente. O efeito antidepressivo do extrato hexanico de Schinus molle
foi semelhante ao antidepressivo classico fluoxetina. O teste post-hoc mostrou uma redugao significativa
no tempo de imobilidade no TSC nos animais tratados com o extrato hexanico de Schinus molle (30-600

mg/kg, p.o.) e com a fluoxetina (10 mg/kg, p.o.).
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Figura 14. Efeito do tratamento com extrato hexanico de Schinus molle (A) ou fluoxetina (B) por via
oral sobre o tempo de imobilidade no TSC. Cada coluna representa a média + EPM (N=6-7). *P<0,05 ¢

** P<0,01 quando comparado com o grupo controle (C).
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5.5. A avaliagdo do efeito do extrato hexanico de Schinus molle no teste do campo

aberto

A Figura 15 mostra que nas mesmas condigdes experimentais o tratamento dos animais com
extrato hexanico de Schinus molle (100-600 mg/kg, p.o.) ndo alterou significativamente a atividade
locomotora dos animais, avaliada pelo TCA, quando comparado ao grupo controle. A ANOVA de uma

via ndo revelou um efeito significativo do tratamento [F(3,18)=1,38, P=0,27].
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Figura 15. Efeito do tratamento com extrato hexanico de Schinus molle L. nas doses de 100-600 mg/kg,
p.o. na atividade locomotora dos animais (nimero de cruzamentos) no campo aberto (N=5-6).
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5.6. Investigacdo do mecanismo de agédo antidepressiva do extrato hexanico de

Schinus molle no TSC

Tendo em vista que o extrato hexanico de Schinus molle administrado por via oral apresentou
um efeito antidepressivo no TSC em doses mais baixas em relagdo ao extrato etanolico desta planta, o
estudo de mecanismo de agdo antidepressiva foi realizado em camundongos tratados com o extrato
hexanico na dose de 100 mg/kg, p.o. (dose que produziu uma redugdo mais significativa do tempo de

imobilidade no TSC).

I. Envolvimento do sistema serotoninérgico

Os resultados apresentados na Figura 16A mostram que o pré-tratamento dos animais, uma
vez ao dia, por quatro dias consecutivos, com PCPA (100 mg/kg, i.p., inibidor da sintese de serotonina)
reverteu significativamente o efeito antidepressivo do extrato hexanico de Schinus molle (100 mg/kg,
p.o.) no TSC. A ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do tratamento [F(1,26)=7,47,
P<0,01], da interagao [F(1,26)=19,55, P<0,01], mas nao do pré-tratamento [F(1,26)=2,39, P=0,13].

A Figura 16B mostra que o pré-tratamento dos animais com NAN-190 (0,5 mg/kg, i.p.,
antagonista de receptores 5-HT;4) também foi capaz de reverter a reducdo do tempo de imobilidade
causada pelo extrato hexanico de Schinus molle (100 mg/kg, p.o.) no TSC. A ANOVA de duas vias
revelou um efeito significativo do tratamento [F(1,20)=14,56, P<0,01], do pré-tratamento

[F(1,20)=11,67, P<0,01] e da interacdo [F(1,20)=10,57, P<0,01].
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A Figura 16 C mostra que o pré-tratamento dos animais com WAY 100635 (0,1 mg/kg, s.c.,
antagonista seletivo de receptores 5-HT;4) foi capaz de reverter a reducdo do tempo de imobilidade
causada pelo extrato hexanico de Schinus molle (100 mg/kg, p.o.) no TSC. A ANOVA de duas vias
revelou um efeito significativo do tratamento [F(1,23)=9,49, P<0,01], do pré-tratamento [F(1,23)=10,24,
P<0,01] e da interacdo [F(1,23)=16,20, P<0,01].

O resultado apresentado na Figura 16D mostra que o pré-tratamento dos camundongos com
cetanserina (5 mg/kg, i.p., antagonista de receptores 5-HT,4) foi capaz de reverter a redugdao do tempo
de imobilidade causada pelo extrato hexanico de Schinus molle (100 mg/kg, p.o.) no TSC. A ANOVA
de duas vias revelou um efeito significativo do tratamento [F(1,19)=10,65, P<0,01], do pré-tratamento
[F(1,19)=12,58, P<0,01] e da interagdo [F(1,19)=9,35, P<0,01].

A Figura 16E mostra que o pré-tratamento dos animais com MDL72222 (0,1 mg/kg, i.p.,
antagonista de receptores 5-HT3) foi capaz de reverter a redugdo do tempo de imobilidade causada pelo
extrato hexanico de Schinus molle (100 mg/kg, p.o.) no TSC. A ANOVA de duas vias revelou um efeito
significativo do pré-tratamento [F(1,30)=6,09, P<0,01] e da interagdo [F(1,30)=12,02, P<0,01], mas ndo
do tratamento [F(1,30)=2,52, P=0,12].

O teste post-hoc mostrou que o pré-tratamento dos animais com NAN-190, WAY 100635,
cetanserina ou MDL 72222 reverteu o efeito antidepressivo do extrato hexanico de Schinus molle. Este
resultado indica, desta forma, a participagdo dos receptores SHT;a, SHT,an ¢ SHT; no efeito

antidepressivo desta planta.
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento com PCPA (100 mg/kg, i.p., 4 dias, painel A), NAN-190 (0,5
mg/kg, i.p., painel B), WAY 100635 (0,1 mg/kg, s.c., painel C), cetanserina (5 mg/kg, i.p., painel D) ou
MDL72222 (0,1 mg/kg, i.p., painel E) na redugdo do tempo de imobilidade causada pela administragao
do extrato hexanico de Schinus molle (100 mg/kg, p.o.) no TSC. Os valores estdo expressos com média
+ E.P.M. (N=6-9). **P<0,01 quando comparado aos animais tratados com veiculo. "P<0,01 em rela¢io
ao mesmo grupo pré-tratado com veiculo.
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I1. Envolvimento do sistema noradrenérgico

O resultado apresentado na Figura 17A mostra que o pré-tratamento dos animais com
prazosim (1 mg/kg, i.p, antagonista de receptores aj-adrenérgicos) preveniu completamente a redugdo
do tempo de imobilidade causada pela administragdo do extrato de Schinus molle (100 mg/kg, i.p.) no
TSC. A ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do tratamento [F(1,22)=7,09, P<0,05], do
pré-tratamento [F(1,22)=20,94, P<0,01] e da interagao [F(1,22)=5,75, P<0,05].

A Figura 17B mostra que o pré-tratamento dos animais com ioimbina (1 mg/kg, i.p.,
antagonista de receptores a,-adrenérgicos) também preveniu o efeito antidepressivo do extrato de
Schinus molle (100 mg/kg, p.o.) no TST. A ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do
tratamento [F(1,23)=5,85, P<0,05], da interagdao [F(1,23)=8,87, P<0,01], mas ndo do pré-tratamento
[F(1,23)=1,97, P=0,17].

O teste post-hoc mostrou que o pré-tratamento dos animais com prazosim e ioimbina
reverteu o comportamento tipo antidepressivo dos animais tratados com o extrato hexanico de Schinus
molle. Este resultado indica, portanto, a participacdo dos receptores o.adrenérgicos e o-adrenérgicos

neste efeito antidepressivo.
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Figura 17. Efeito do pré-tratamento dos animais com prazosim (1 mg/kg, i.p., painel A) ¢ ioimbina
(1 mg/kg, i.p., painel B) na redugdo do tempo de imobilidade causada pela administragdo do extrato
de Schinus molle (100 mg/kg, p.o.) no TSC. Os valores estdo expressos com média + E.P.M. (N=6-
8). **¥P<0,01 quando comparado aos animais tratados com veiculo. “P<0,01 em relagdo ao mesmo
grupo pré-tratado com veiculo.

I11. Envolvimento do sistema dopaminérgico

Os resultados da Figura 18A mostram que o efeito anti-imobilidade do extrato de Schinus molle
(100 mg/kg, p.o.) foi completamente prevenido pelo pré-tratamento dos animais com SCH23390 (0,05
mg/kg, s.c.). A ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do tratamento [F(1,36)=22,36,
P<0,01] e da interagdo [F(1,36)=15,32, P<0,01], mas ndo do pré-tratamento [F(1,36)=1,88, P=0,17]. A
Figura 18B mostra que o pré-tratamento dos animais com sulpirida (50 mg/kg, i.p.) também foi capaz de
reverter o efeito antidepressivo do extrato de Schinus molle (100 mg/kg, p.o.) no TSC. A ANOVA de
duas vias revelou um efeito significativo do pré-tratamento [F(1,37)=8,75, P<0,01], do tratamento

[F(1,37)=32,59, P<0,01] e da interagdo [F(1,37)=5,01, P<0,05].
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O teste post-hoc revelou que os animais tratados com o extrato hexanico de Schinus molle e
pré-tratados com SCH23390 e sulpirida apresentaram um tempo de imobilidade similar ao dos animais
do grupo controle e significativamente diferente dos animais tratados com o extrato hexanico e pré-
tratados com veiculo. Estes resultados indicam a participagao dos receptores D; e D, no efeito do extrato

hexanico de Schinus molle no TSC.
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Figura 18. Efeito do pré-tratamento dos animais com SCH 23390 (0,05 mg/kg, s.c., painel A) ou
sulpirida (50 mg/kg, i.p., painel B) na reducao do tempo de imobilidade causada pela administragao
do extrato hexanico de S. molle (100 mg/kg, p.o.) no TSC. Os valores estdo expressos com média +
EP.M. (N=9-12). **P<0,01 quando comparado aos animais tratados com veiculo. “P<0,01 em
relacdo ao mesmo grupo pré-tratado com veiculo.
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5.7. Investigacéo do potencial antidepressivo dos constituintes isolados dos extratos

etandlico e hexanico de Schinus molle no TSC

Com o objetivo de investigar se os constituintes isolados dos extratos etanolico (rutina) e do
extrato hexanico (mistura de ésteres de acidos graxos, mistura de alcoois graxos e mistura de triterpenos)
de Schinus molle sdo responsaveis pela agdo antidepressiva observada com os extratos desta planta,
testamos o efeito dos mesmos no TSC.

Os resultados da Figura 19 mostram o efeito do tratamento dos animais com a rutina e a Figura
20 A-C refere-se ao efeito dos compostos isolados do extrato hexanico sobre o tempo de imobilidade
dos animais no TSC. A ANOVA de uma via ndo revelou um efeito significativo do tratamento dos
animais com a fragdo II (33-34) constituida por uma mistura de alcoois graxos [F(3,27)=1,941, P =0,15]
e com a fragao III (43-45) constituida por uma mistura de triterpenos [F(4,42)=0,416, P=0,42]. Porém, a
rutina [F(5,46)=4,403, P<0,01] e a fracdo I (6-17) constituida por uma mistura de ésteres de acidos
graxos [F(5,37)=5,619, P<0,01] diminuiram significativamente o tempo de imobilidade dos animais no
TSC. O teste post-hoc mostrou que o tratamento dos animais com a rutina (1 mg/kg, p.o) e a mistura de
ésteres de acidos graxos (10 mg/kg, p.o) reduziu significativamente o tempo de imobilidade dos animais

no TSC.
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Figura 19. Efeito do tratamento por via oral com a rutina, flavonoide isolado do extrato etanolico de

Schinus molle sobre o tempo de imobilidade no TSC. Cada coluna representa a média + EPM (N=6-12).
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Figura 20. Efeito do tratamento por via oral com a mistura de ésteres de acidos graxos (A), mistura de

alcoois graxos (B) e mistura de triterpenos (C) obtidos a partir do extrato hexanico de Schinus molle

sobre o tempo de imobilidade no TSC. Cada coluna representa a média + EPM (N=6-12).
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5.8. A avaliacdo dos constituintes isolados dos extratos etanolico e hexanico de

Schinus molle no teste do campo aberto

As Figuras 21 e 22 mostram que nas mesmas condigdes experimentais o tratamento dos
animais com a rutina (0,1-1mg/kg, p.o.) e mistura de ésteres de acidos graxos (0,01-10 mg/kg, p.o.),
respectivamente nao alteraram a atividade locomotora dos mesmos no teste do campo aberto, quando
comparado ao grupo controle. A ANOVA de uma via ndo revelou um efeito significativo dos
tratamentos com rutina [F(2,14)=0,092, P=0,91] e com a mistura de ésteres de acidos graxos

[F(4,24)=0,471, P=0,75].
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Figura 21. Efeito do tratamento por via oral com a rutina, flavonoide isolado obtido a partir do extrato
etandlico de Schinus molle nas doses de 0,1-1 mg/kg, p.o. na atividade locomotora dos animais (numero
de cruzamentos) no teste do campo aberto (N=5-8).
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Figura 22. Efeito do tratamento por via oral com a mistura de ésteres de acidos graxos a partir do
extrato hexanico de Schinus molle nas doses de 0,01-10mg/kg, p.o. na atividade locomotora dos animais
(numero de cruzamentos) no teste do campo aberto (N=5-8).

6. Discussao

O principal objetivo deste estudo foi investigar o potencial antidepressivo da Schinus molle e os
mecanismos de acdo responsaveis por seu efeito antidepressivo no TSC. Para atingir este objetivo,
inicialmente foi realizado um “screening”, no qual foram selecionados o extrato da planta, a via de
administra¢ao e o teste comportamental que melhor ilustrassem o potencial antidepressivo da Schinus
molle, para posterior investigagao do mecanismo de agao.

Tendo em vista que o extrato hexanico de Schinus molle administrado por via oral apresentou

um efeito antidepressivo no TSC em doses mais baixas em relagdo ao extrato etandlico desta planta, o
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estudo de mecanismo de agdo antidepressiva foi realizado em camundongos tratados com o extrato
hexanico na dose de 100 mg/kg, p.o. (dose que produziu uma redugdo mais significativa do tempo de

imobilidade no TSC).

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

animais.

No presente estudo foi observado que o extrato etandlico de Schinus molle nao foi efetivo em
reduzir o tempo de imobilidade dos animais no TNF. Por outro lado, a administragdo oral deste extrato
produziu efeito antidepressivo no TSC. Contudo, as doses que causaram redugdo do tempo de
imobilidade dos animais no TSC, produziram também diminuicdo da atividade locomotora dos animais

no TCA, o que indica que o efeito antidepressivo do extrato pode estar sendo subestimado.

A administragdo oral do extrato hexanico de Schinus molle, nas mesmas doses que causaram
reducdo no tempo de imobilidade dos animais no TSC, ndo produziu alteragdes significativas na

atividade locomotora dos animais no TCA. Assim, podemos evidenciar que a administragdo do extrato
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desta planta produz um efeito antidepressivo especifico neste teste. Além disso, a administracdo do
extrato hexanico de Schinus molle apresentou um efeito similar ao produzido pela fluoxetina, um

inibidor seletivo da recaptacao de serotonina, utilizada como controle positivo.

O presente estudo também analisou alguns mecanismos que poderiam estar relacionados aos
efeitos produzidos pela administragdo do extrato hexanico de Schinus molle no TSC, visto que este
extrato foi o que produziu ac¢do antidepressiva em doses mais baixas. Tendo em vista que o sistema
monoaminérgico ¢ um dos alvos mais importantes na patofisiologia e tratamento da depressdao
(Elhwuegi, 2004; Millan, 2004), investigamos o envolvimento dos sistemas serotoninérgico,
noradrenérgico e dopaminérgico no efeito antidepressivo deste extrato de Schinus molle no TSC. Para
atingir este objetivo, foi avaliada a possivel reversao do efeito anti-imobilidade do extrato hexanico de
Schinus molle (100 mg/kg, p.o., 1 h) pelo pré-tratamento dos camundongos com varios antagonistas
farmacologicos de receptores serotoninérgicos, noradrenégicos e dopaminérgicos.

A depressdo tem sido amplamente associada a alteragdes na atividade serotoninérgica no cérebro.
Além disso, o sistema serotoninérgico desempenha um papel fundamental no mecanismo de agdo de
farmacos antidepressivos (Millan, 2004). O envolvimento do sistema serotoninérgico na acao
antidepressiva do extrato hexanico de Schinus molle no TSC foi investigado através da utilizagdo do
inibidor da sintese de serotonina, PCPA e de antagonistas serotoninérgicos especificos. Nossos
resultados indicam que o sistema serotoninérgico esta envolvido no efeito antidepressivo do extrato de
Schinus molle, visto que o pré-tratamento dos animais com PCPA, e com os antagonistas 5-HTa, 5-
HT,o e 5-HT3;, WAY 100635, cetanserina ¢ MDL 72222, respectivamente foi capaz de prevenir
completamente seu efeito no TSC.

O PCPA, um inibidor da enzima triptofano hidroxilase, administrado por quatro dias
consecutivos ¢ capaz de depletar cerca de 60% das reservas endogenas de serotonina em camundongos

sem, contudo, afetar os niveis de noradrenalina e dopamina (Redrobe et al., 1998 a,b). Além disso, nosso
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grupo demonstrou que o mesmo tratamento com PCPA foi capaz de reverter completamente o efeito
antidepressivo da fluoxetina sem alterar o efeito da imipramina no TSC (Rodrigues et al., 2002).

Alguns estudos tém demonstrado o envolvimento dos receptores 5-HT 5 no mecanismo de acao
das varias classes de drogas antidepressivas, incluindo os triciclicos, os ISRS (inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina) ¢ IMAO (inibidores da MAO) (Hensler, 2002). Uma evidéncia do
envolvimento dos receptores 5-HT ;4 no efeito antidepressivo do extrato hexanico de Schinus molle foi a
reversdo do efeito de anti-imobilidade do extrato no TSC pelo antagonista seletivo dos receptores 5-
HT o, WAY 100635.

O papel dos receptores 5-HT, na agdo de varios antidepressivos tem sido mostrado. Muitos
antidepressivos sdo antagonistas de receptores 5-HT; e apresentam a habilidade de diminuir a ligacdo da
serotonina aos receptores 5-HT, apds administragdo prolongada. Sugere-se que a “down-regulation” de
receptores 5-HT,a possa mediar as agdes a longo prazo dos antidepressivos (Deakin, 1988). No presente
trabalho, o pré-tratamento dos animais com cetanserina foi capaz de reverter o efeito antidepressivo do
extrato hexanico de Schinus molle no TSC, evidenciando a participacdo dos receptores 5-HT, neste
efeito. Resultado similar foi apresentado por nosso grupo em estudos prévios nos quais a cetanserina foi
eficaz em reverter o efeito antidepressivo da agmatina (Zomkowski et al., 2004) e da lectina da
Canavalia brasiliensis (Barauna et al., 2006) em camundongos no TNF. Além disso, foi mostrado que o
agonista preferencial de receptores SHT,4, DOI, aumenta o efeito antidepressivo de varios compostos
(Zomkowski et al., 2004; Khisti ¢ Chopde, 2000). Portanto, o presente estudo indica que o efeito
antidepressivo do extrato hexanico de Schinus molle parece ser mediado pela estimulagdo dos receptores
5-HTa.

A participagdo dos receptores 5-HT; no efeito antidepressivo do extrato hexanico de Schinus
molle também foi investigada. O pré-tratamento dos animais com MDL 72222 também foi capaz de
prevenir o efeito anti-imobilidade do extrato no TSC, demonstrando que este efeito ¢ mediado, pelo

menos em parte, pela interagdo com este subtipo de receptor serotoninérgico. O envolvimento dos
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receptores SHT; na patofisiologia da depressdo ¢ menos estudado quando comparado aos receptores 5-
HT;a e 5-HT,. No entanto, dados na literatura demonstram que diferentes classes de antidepressivos
agem como antagonistas funcionais de receptores 5-HT3, indicando que a supressdo da atividade do
receptor 5-HT; pode contribuir para a agdo dos antidepressivos (Eisensamer et al., 2003). Além disso,
recentes estudos demonstraram que o MDL 72222 administrado na dose de 3 mg/kg, i.p. em
camundongos, a qual ¢ mais alta quando comparada a dose utilizada no presente estudo, produziu um
efeito antidepressivo no TSC (Kos et al.,, 2006). Embora a aparente inconsisténcia com os estudos
relatados, a reversdo do efeito antidepressivo do extrato hexanico de Schinus molle pelo MDL 72222
sugere que seu efeito antidepressivo seja mediado pela ativagdo dos receptores 5-HT3;. Em concordancia
com esta hipotese, a terapia eletroconvulsiva que ¢ utilizada para tratamento de depressao resistente a
antidepressivos, foi capaz de potencializar a fungdo dos receptores 5-HT3; no hipocampo (Ishihara e
Sasa, 2001).

O papel da noradrenalina na patofisiologia da depressdo tem sido também extensivamente
estudado, visto que alguns antidepressivos aumentam os niveis de noradrenalina na fenda sindptica e
alguns destes fairmacos também agem diretamente nos receptores noradrenérgicos (Elhwuegi, 2004).
Além disso, foi demonstrado recentemente que camundongos deficientes de noradrenalina nao
respondem aos antidepressivos, incluindo os ISRS (Cryan et al., 2004). Em nosso estudo tanto o
prazosim (antagonista o-adrenérgico) como a ioimbina (antagonista ap-adrenérgico) foram capazes de
reverter o efeito antidepressivo do extrato de Schinus molle no TSC. Este resultado indica que o extrato
pode exercer este efeito no TSC por interagir com os receptores o € o adrenérgicos, o que esta de
acordo com a bem relatada participacdo dos receptores o, e o, adrenérgicos na acdo dos agentes
antidepressivos (Millan, 2004).

O sistema dopaminérgico também esta bastante implicado na regulagdo do humor (Dailly et al.,
2004). Algumas evidéncias bioquimicas originadas de estudos clinicos mostraram que os niveis

plasmaticos do acido homovanilico e do acido 3,4-dihidroxifenilacético, dois metabolitos da dopamina,
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estavam significativamente diminuidos em pacientes deprimidos, indicando uma diminui¢cdo no
“turnover” da dopamina (Mitani et al., 2006; Sher et al., 2006). Tem sido considerado que a
potencializacdo da neurotransmissdo dopaminérgica induzida pelo tratamento crénico com
antidepressivos pode contribuir para seu efeito terapéutico (D’Aquila et al., 2000). Também ha varias
evidéncias farmacoldgicas a cerca da eficacia dos antidepressivos com efeitos dopaminérgicos no
tratamento da depressdo (Papakostas, 2006). Como demonstramos nossos resultados o antagonista
seletivo dos receptores dopaminérgicos D; o SCH 23390, e o antagonista dos receptores dopaminérgicos
D,, a sulpirida, reverteram de forma significativa o efeito anti-imobilidade do extrato hexanico de
Schinus molle no TSC. Desta forma, os nossos resultados estdo de acordo com dados da literatura que
indicam que tanto os receptores D; como os receptores D, desempenham um papel importante na
modulagdo dos estados de humor.

Um estudo de Yamada et al. (2004) sugere que os receptores D; e D; estdo envolvidos nos efeitos
dos inibidores da recaptagdo de dopamina no TNF. Além disso, foi demonstrado que o agonista do
receptor de dopamina D; o SKF 38393 aumenta os efeitos anti-imobilidade dos ISRSs, sugerindo que o
receptor D; pode estar contribuindo para a eficacia destes farmacos (Renard et al., 2001). Foi também
demonstrado que os efeitos anti-imobilidade do antidepressivo triciclico imipramina no TNF em ratos
foi reduzido pela administragdo de um oligonucleotideo antisenso para receptores dopaminérgicos D,
(Dziedzicka-Wasylewska et al., 2000). Além disso, em estudos clinicos, foi demonstrado que agonistas
de receptores D, dopaminérgicos sdo efetivos no tratamento de pacientes com depressao (Waehrens e
Gerlach, 1981).

Em resumo, os resultados do presente estudo indicaram que a administracdo oral do extrato
hexanico de Schinus molle apresenta um efeito antidepressivo especifico e de maior eficacia que o
extrato etanodlico de Schinus molle no TSC. Além disso, este efeito ndo € devido a um efeito

psicoestimulante e parece ser mediado por uma interagdo com o sistema monoaminérgico. E interessante
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ressaltar que foi relatado na literatura uma baixa toxicidade do extrato obtido das folhas de Schinus
molle (Barrachina et al., 1997).

Estudos fitoquimicos tém identificado os componentes ativos da Schinus molle tais como
taninos, triterpenos, flavondides e saponinas (Pozzo-Balbi et al., 1978; Olafsson et al., 1996; Yueqin et
al., 2003; Taylor, 2005b; Salem et al., 2006). No entanto, uma caracterizagao preliminar do extrato
hexanico de Schinus molle utilizado no presente estudo ndo demonstrou a presenga de flavonoides e
taninos. Este extrato possui triterpenos como compostos majoritarios. Porém, as fragdes 33-34 composta
por uma mistura de alcoois graxos e 43-45, composta por uma mistura de triterpenos isoladas do extrato
hexanico ndo alteraram o tempo de imobilidade dos animais no TSC. Desta forma, estes componentes
parecem nao ser responsaveis pelo efeito anti-imobilidade do extrato hexanico no TSC. Por outro lado, a
fracdo 6-17 isolada do extrato hexanico, a qual corresponde a uma mistura de ésteres de acidos graxos
(10 mg/kg, p.o) causou um efeito antidepressivo no TSC. Uma possibilidade ¢ que o este efeito seja
devido a presenga de ésteres de acido linoléico. Esta hipotese baseia-se no fato de haver relatos da
presenca deste composto na planta (Taylor, 2005b), bem como da atividade antidepressiva produzida
por este acido no TNF ter sido relatada na literatura (Huang, et al., 2006).

Dados na literatura demonstram que a fragdo hexano/diclorometano (75/25) de Schinus molle foi
capaz de reduzir significativamente o nimero de contor¢des abdominais induzido pelo por acido acético
(i.p.) em camundongos, indicando o potencial antinociceptivo desta fragdo (Barrachina et al ., 1997).
Considerando que varios compostos que apresentam agdo antinociceptiva sdo também dotados de acao
antidepressiva (Cohen e Abdi, 2001; Rojas-Corrales, et al.,2003; Aoki et al., 2006; Mico, et al., 2006;
Adebiyi et al., 2006), este resultado pode indicar que o extrato hexanico usado no presente estudo
também possua a¢do antinociceptiva.

Em relacdo ao extrato etandlico de Schinus molle, podemos especular que pelo menos parte do
seu efeito antidepressivo observado no presente estudo seja devido a presenca do flavondide rutina, o

qual foi eficaz em reduzir o tempo de imobilidade dos animais no TSC. Este resultado ¢ consistente com
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o relato de efeito antidepressivo produzido pela rutina, assim como a hiperforina, constituintes isolados
do Hipericum perforatum Linn (Erva de Sdo Jodo) no TSC e TNF (Butterweck et al., 2000, 2003a;

2003b; Noldner e Schotz, 2002).

7. Conclusoes

Em conclusdo, o presente estudo fornece a primeira evidéncia que os extratos etanolico e
hexanico de Schinus molle produzem um efeito antidepressivo especifico no modelo animal preditivo de
atividade antidepressiva, o TSC, similar ao resultado produzido pelo antidepressivo classico fluoxetina.
Além disso, n6s demonstramos que este efeito ¢ dependente da interagdo com os sistemas
serotoninérgico (receptores SHT 4, SHT2a € SHT3), noradrenérgico (receptores o € o) € dopaminérgico
(receptores Dy e D;). Portanto, nossos resultados sugerem que o extrato hexanico de Schinus molle
compartilha efeitos farmacologicos com varios antidepressivos convencionais, pelo menos a nivel pré-
clinico e que os compostos isolados rutina (extrato etandlico) e a mistura de ésteres de acidos graxos

(extrato hexanico) participam dos efeitos antidepressivo de Schinus molle.
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Abstract

Schinus molle L. (Anacardiaceae), among other uses, is popularly employed for the treatment of depression. In this study, the antidepressant-
like effect of the hexanic extract from leaves of S. molle was investigated in the mouse tail suspension test (TST), a predictive model of
depression. The immobility time in the TST was significantly reduced by the extract (dose range 30—600 mg/kg, p.o.), without accompanying
changes in ambulation when assessed in an open-field test. The efficacy of extract was found to be comparable to that of fluoxetine (10 mg/kg,
p.o.). The anti-immobility effect of the extract (100 mg/kg, p.o.) was prevented by pretreatment of mice with p-chlorophenylalanine methyl
ester (PCPA, 100 mg/kg, i.p., an inhibitor of serotonin synthesis, for four consecutive days), NAN-190 (0.5 mg/kg, i.p., a 5-HT, 5 receptor
antagonist), WAY 100635 (0.1 mg/kg, s.c., a selective 5-HT, 5 receptor antagonist), ketanserin (5 mg/kg, i.p., a 5-HT4/»c receptor antagonist),
MDL72222 (0.1 mg/kg, i.p., a 5S-HT; receptor antagonist), prazosin (1 mg/kg, i.p., an aj-adrenoceptor antagonist), yohimbine (1 mg/kg, i.p., an
ap-adrenoceptor antagonist), SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c., a D; receptor antagonist) or sulpiride (50 mg/kg, i.p., a D, receptor antagonist). It
may be concluded that the hexanic extract of S. molle produces an antidepressant-like effect that seems to be dependent on its interaction with
the serotonergic, noradrenergic and dopaminergic systems. These results provide evidence that the extract from S. molle shares with established
antidepressants some pharmacological effects, at least at a preclinical level.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Depression; Dopamine; Noradrenaline; Schinus molle, Serotonin; Tail suspension test

1. Introduction

Schinus molle L. is a pepper tree belonging to the family
Anacardiaceae. It originates from South America, but has been
introduced to most of the tropical and subtropical areas of the
world (Taylor, 2005).

Pharmacological studies carried out with extracts from S.

Abbreviations: ANOVA, analysis of variance; DMSO, dimethylsulfoxide;
5-HT, serotonin, MAOi, monoamine oxidase inhibitor; MDL72222, tropanyl 3,
S-dichlorobenzoate; NAN-190, 1-(2-methoxyphenyl)-4[-(2-phthalimido)butyl]
piperazine); PCPA, p-chlorophenylalanine methyl ester; SCH23390, (R)-(+)-7-

chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-3-benzazepine hy-
drochloride; SKF 38393, (1-phenyl-7,8-dihydroxy-2,3,4,5-tetrahydro-1H-3-
benzazepine) hydrochloride; S. molle, Schinus molle; SSRI, selective serotonin
reuptake inhibitor; TST, tail suspension test; WAY 100635, N-{2-[4-(2-
methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl } -N-(2-pyridynyl) cyclohexanecarboxamide.
* Corresponding author. Tel.: +55 48 3331 5043; fax: +55 48 3331 9672.
E-mail addresses: analucia@mbox1.ufsc.br, alsrodri@terra.com.br
(A.L.S. Rodrigues).

0278-5846/$ - see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.pnpbp.2006.11.004

molle show that this plant exerts several biological effects, such
as: hypotensive (Bello et al., 1996), antitumoral (Ruffa et al.,
2002), antifungal (Quiroga et al., 2001; Schmourlo et al., 2005),
antispasmodic (Bello et al., 1998), anti-inflammatory (Yueqin
et al.,, 2003), and analgesic (Barrachina et al., 1997). Other
properties/actions of S. molle suggested by traditional use are:
antihemorrhagic, antiseptic, aperient (mild laxative), astringent,
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cardiotonic, digestive stimulant, diuretic, menstrual stimulant,
stimulant, tonic, and antidepressant (Taylor, 2005).

Depression is a common disorder associated with high rates
of chronicity, relapse, and recurrence; psychosocial and
physical impairment; and a high suicide rate. Currently
available therapy for depression treatment is often associated
with several undesirable side effects, and it is effective only in a
certain portion of the population (Wong and Licinio, 2001;
Nestler et al., 2002). Therefore, the identification of alternative
therapeutic tools for the treatment of depression is still needed.
Herbal therapies may be effective alternatives in the treatment
of depression, as in the case of St John’s wort (Whiskey et al.,
2001; Bilia et al., 2002; Linde and Kniippel, 2005), and the
search for novel pharmacotherapy from medicinal plants for
psychiatric illnesses, including depression, has progressed
significantly in the past decade (Zhang, 2004). It is interesting
to note that most of the novel treatments for depression
(including St. John’s wort) seem to act through a mechanism
which does not differ significantly with respect to that of
“classical” antidepressants.

In spite of the popular use of S. molle to treat depression
(Taylor, 2005) there is no scientific evidence about potential
effects of this plant in animal models of depression. Thus, this
study aims, firstly, to examine the antidepressant-like action of
the hexanic extract from leaves of S. molle in the mouse tail
suspension test (TST), a model predictive of antidepressant
activity (Steru et al., 1985; Cryan et al., 2005) and, secondly, to
investigate by the use of pharmacological procedures the
possible participation of the monoaminergic system in its
antidepressant-like action.

2. Methods
2.1. Plant material and preparation of the hexanic extract

Stems and leaves of Schinus molle L. (Anacardiaceae) were
collected in Floriandpolis, Santa Catarina, and identified by Dr.
Daniel Falkenberg, Department of Botany, Federal University
of Santa Catarina. A voucher specimen (FLOR 34411) was
deposited in the Herbarium of the Department of Botany,
Federal University of Santa Catarina, Santa Catarina, Brazil.
Botanical material (390 g) were dried under air circulation and
minced. Dried sample was extracted with hexane at room
temperature (25+2 °C) for 15 days. Thereafter, the extract was
filtered and then concentrated under reduced pressure (at
approximately 60°). The maceration was repeated three times.
The evaporation of solvent yielded a residue of 17.8 g of dried
extract (4.6% w/w yield). The remaining residue was kept in a
refrigerator and dissolved in saline with 10% Tween 80 before
the behavioral tests. The preliminary chemical composition of
the hexanic extract from S. molle was demonstrated by thin
layer chromatography (TLC) and gas chromatography (GC)
analysis that revealed the presence of a high content of
triterpenes, but not of flavonoids or tannins. Thus, further
investigations are needed to determine the structure of the
triterpenes and also to identify the active principles present in
hexanic extract of S. molle.

2.2. Animals

Male Swiss mice (35—45 g) were maintained at constant room
temperature (22—25 °C) with free access to water and food, under
a 12:12 h light:dark cycle (lights on at 07:00 h). All experiments
were carried out between 11:00 and 16:00 h, with each animal
used only once (N=>5—12 animals per group). The procedures in
this study were performed in accordance with the National
Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals and approved by the Ethics Committee of the Institution.
All efforts were made to minimize animals suffering and to reduce
the number of animals used in the experiments.

2.3. Drugs and treatment

The following drugs were used: ketanserin tartarate, 1-(2-
methoxyphenyl)-4[-(2-phthalimido)butyl]piperazine) (NAN-190),
p-chlorophenylalanine methyl ester (PCPA), N-{2-[4-(2-methox-
yphenyl)-1-piperazinyl]ethyl}-N-(2-pyridynyl) cyclohexanecar-
boxamide (WAY100635), tropanyl 3, 5-dichlorobenzoate
(MDL72222), sulpiride, prazosin, yohimbine, (R)-(+)-7-chloro-
8-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-3-benzaze-
pine hydrochloride (SCH23390), fluoxetine (all from Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, U.S.A.). All drugs were
administered by intraperitoneal (i.p.) route in a constant vol-
ume of 10 mlkg body weight except SCH 23390 and
WAY 100635 that were administered by subcutaneous (s.c.)
route (10 ml/’kg body weight). Drugs were dissolved in saline
except NAN-190 and MDL72222, that were diluted in saline
with 1% Tween 80 and sulpiride that was diluted in saline
with 5% dimethylsulfoxide (DMSQO). Control animals received
appropriate vehicle.

The extract of S. molle or vehicle was administered by oral
route (p.o.) 60 min before the TST or open-field test. Fluoxetine
(10 mg/kg, p.o., a classical antidepressant) was used as a
positive control. To address some of the mechanisms by which
the extract of S. molle causes antidepressant-like action in the
TST, animals were treated with different drugs. The doses of the
drugs used were selected on the basis of literature data and on
previous results from our laboratory (O’Neill and Conway,
2001; Redrobe and Bourin, 1997; Rodrigues et al., 2002;
Yamada et al., 2004; Kaster et al., 2005).

In order to investigate a possible contribution of the
serotonergic system to the effect of the extract of S. molle in
reducing the immobility time in the TST, animals were
pretreated with PCPA (100 mg/kg, an inhibitor of serotonin
synthesis) or vehicle, once a day, for 4 consecutive days
(Rodrigues et al., 2002; Gavioli et al., 2004; Kaster et al., 2005).
Then, 24 h after the last PCPA or saline injection, animals were
treated with the extract of S. molle (100 mg/kg, p.o.), or vehicle
and were tested in the TST 60 min later.

In a separate series of experiments, the involvement of the
serotonin (5-HT) receptor subtypes in the effect of the extract of
S. molle in the TST was studied. In order to investigate the
possible involvement of the serotonergic system in the
antidepressant-like effect of the extract, mice were pretreated
with NAN-190 (0.5 mg/kg, i.p. a 5-HT o receptor antagonist),
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Fig. 1. Effect of treatment of mice with the hexanic extract of S. molle or
fluoxetine given orally on the immobility time in the TST. Each column
represents the mean+S.E. of 67 animals. *P<0.05; **P<0.01 compared with
the vehicle-treated control (C).

WAY100635 (0.1 mg/kg, s.c., a selective 5-HT;, receptor
antagonist), ketanserin (5 mg/kg, a preferential 5-HT, 4 receptor
antagonist), MDL72222 (0.1 mg/kg, i.p., a selective 5-HT3
receptor antagonist) or vehicle and after 30 min they received
the extract of S. molle (100 mg/kg, p.o.) or vehicle injection
before being tested in the TST 60 min later.

To assess the possible involvement of the noradrenergic and
the dopaminergic systems on the antidepressant-like effect of
the extract in the TST, animals were pretreated with prazosin
(1 mg, i.p., an a-adrenoceptor antagonist), yohimbine (1 mg/
kg, i.p., an a,-adrenoceptor antagonist), SCH23390 (0.05 mg/
kg, s.c., a D; receptor antagonist) or sulpiride (50 mg/kg, i.p., a
D, receptor antagonist), and after 30 min they received the
extract of S. molle (100 mg/kg, p.o.) or vehicle and were tested
in the TST 60 min later.

The administration schedule was chosen on the basis of
experiments previously performed in our laboratory and
literature data confirm the efficacy of the above-mentioned
protocol (Viana et al., 2005).

2.4. Tail suspension test (TST)

The total duration of immobility induced by tail suspension
was measured according to the method described by Steru et al.
(1985). Briefly, mice both acoustically and visually isolated
were suspended 50 cm above the floor by adhesive tape placed
approximately 1 cm from the tip of the tail. Immobility time was
recorded during a 6 min period (Rodrigues et al., 2002;
Mantovani et al., 2003).

2.5. Open-field behavior

To assess the possible effects of the extract of S. molle on
locomotor activity, mice were evaluated in the open-field
paradigm as previously described (Rodrigues et al., 2002). Mice
were individually placed in a wooden box (40x60%50 cm)
with the floor divided into 12 squares. The number of squares
crossed with the four paws was registered during a period of
6 min. Animals were treated with the extract of S. molle (100,
300 and 600 mg/kg) or with vehicle given by the oral route 1 h
before the experiments.

2.6. Statistical analysis

Comparisons between experimental and control groups were
performed by one or two-way ANOVA followed by Tukey’s
HSD test when appropriate. A value of P<0.05 was considered
to be significant.

3. Results

3.1. Effect of the extract of S. molle on the immobility time in
the TST

The effects of oral administration of the extract of S. molle
and fluoxetine on the immobility time in the TST were shown in
Fig. 1A and B, respectively. As depicted in Fig 1 A, the extract
given by oral route at doses of 30, 100, 300 and 600 mg/kg
significantly decreased the immobility time as compared to the
control group. The one-way ANOVA revealed a significant
effect of treatment [F(4,25)=11.14, P<0.01]. As a positive
control, we show that the antidepressant fluoxetine (10 mg/kg,
p.o.) also produced a significant reduction in the immobility
time in the TST (Fig. 1B). The one-way ANOVA revealed a
main effect of treatment [F(2,18)=8.15, P<0.01].

3.2. Effect of the extract of S. molle on the open-field test
As shown in Fig. 2 the extract of S. molle (dose range 100—

600 mg/kg, p.o.) did not significantly alter the locomotor
activity of mice in the open-field test as compared to control

100+
s

- T T

25 1

Number of crossings

Cc 100 300 600
Extract (mg/kg, p.o.)

Fig. 2. Effect of treatment of mice with the hexanic extract of S. molle given
orally on the number of crossings in the open-field test. Each column represents
the mean+S.E. of 5-6 animals.
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Fig. 3. Effect of pretreatment of mice with PCPA (100 mg/kg, i.p. once a day for 4 consecutive days, panel A), NAN-190 (0.5 mg/kg, i.p., panel B), WAY 100635
(0.1 mg/kg, s.c., panel C), ketanserin (5 mg/kg, i.p., panel D), or with MDL72222 (0.1 mg/kg, i.p., panel E) on the hexanic extract of S. molle (100 mg/kg, p.o.)-
induced reduction in immobility time in the TST. Each column represents the mean+S.E. of 6—9 animals. **P<0.01 compared with the vehicle-treated control. #

P<0.01 as compared with the same group pretreated with vehicle.

group, as revealed by one-way ANOVA [F(3,18)=1.38,
P=0.27].

3.3. Investigation of some possible mechanisms underlying the
antidepressant-like effect of the extract of S. molle in the TST

3.3.1. Involvement of the serotonergic system

Fig. 3A shows that the pretreatment of mice with the
inhibitor of serotonin synthesis PCPA (100 mg/kg, i.p., once a
day for 4 consecutive days) significantly prevented the decrease
in the immobility time elicited by the extract (100 mg/kg, p.o.).
The results obtained in this experiment were analyzed by a
two-way ANOVA. There was a significant effect of treatment
[F(1,26)=7.47, P<0.01], treatment X pretreatment interaction
[F(1,26)=19.55, P<0.01], but not of pretreatment [F(1,26)=
2.39, P=0.13]. Moreover, the pretreatment of mice with NAN-
190 (0.5 mg/kg, i.p.) also prevented the antidepressant-like
effect elicited by the extract. A two-way ANOVA showed
significant differences for treatment [F(1,20)=14.56, P<0.01],
pretreatment [F(1,20)=11.67, P<0.01] and treatment X pre-
treatment interaction [F(1,20)=10.57, P<0.01], Fig. 3B. In
addition, the results depicted in Fig. 3C show that the pretreat-
ment of animals with WAY 100635 (0.1 mg/kg, s.c.) prevented
the effect of the extract of S. molle in the TST. A two-way
ANOVA showed significant differences for treatment [F(1,23)=
9.49, P<0.01], pretreatment [F(1,23)=10.24, P<0.01] and
treatment X pretreatment interaction [F(1,23)=16.20, P<0.01].
Fig. 3D shows that the pretreatment of mice with ketanserin
(5 mg/kg, i.p.) also prevented the action of the extract in the
TST. The two-way ANOVA revealed a main effect of the
treatment [F(1,19)=10.65, P<0.01], pretreatment [F(1,19)=

12.58, P<0.01] and treatment X pretreatment interaction
[F(1,19)=9.35, P<0.01]. Fig. 3E shows that MDL72222
(0.1 mg/kg, i.p.) completely blocked the anti-immobility effect
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Fig. 4. Effect of pretreatment of mice with prazosin (1 mg/kg, i.p., panel A) or
with yohimbine (1 mg/kg, i.p., panel B) on the hexanic extract of S. molle
(100 mg/kg, p.o.)-induced reduction in immobility time in the TST. Each
column represents the mean+S.E. of 68 animals. **P<0.01 compared with the
vehicle-treated control. # P<0.01 as compared with the same group pretreated
with vehicle.
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Fig. 5. Effect of pretreatment of mice with SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c., panel
A) or with sulpiride (50 mg/kg, i.p., panel B) on the hexanic extract of S. molle
(100 mg/kg, p.o.)-induced reduction in immobility time in the TST. Each
column represents the mean+S.E. of 9—12 animals. **P<0.01 compared with
the vehicle-treated control. # P<0.01 as compared with the same group
pretreated with vehicle.

of the extract of S. molle in the TST. The results were analyzed
by a two-way ANOVA that showed a significant effect of
pretreatment [F(1,30)=6.09, P<0.01], treatment X pretreat-
ment interaction [F(1,30)=12.02, P<0.01], but not of treat-
ment (£(1,30)=2.52, P = 0.12).

3.3.2. Involvement of the noradrenergic system

The results depicted in Fig. 4A show that pretreatment of mice
with prazosin (1 mg/kg, i.p) was able to reverse the antidepres-
sant-like effect the extract of S. molle (100 mg/kg, p.o.) in the
TST. The two-way ANOVA revealed a main effect of the
treatment [F(1,22)=7.09, P<0.05], pretreatment [F(1,22)=
20.94, P<0.01] and treatment X pretreatment interaction
[F(1,22)=5.75, P<0.05]. Fig 4B shows that the pretreatment of
mice with yohimbine (1 mg/kg, i.p.) was also able to prevent the
anti-immobility effect the extract of S. molle (100 mg/kg, p.o.) in
the TST. The two-way ANOVA revealed a main effect of the
treatment [F(1,23)=5.85, P<0.05], treatment X pretreatment
interaction [F(1,23)=8.87, P<0.01], but not of the pretreatment
[F(1,23)=1.97, P=0.17].

3.3.3. Involvement of the dopaminergic system

The anti-immobility effect of the extract of S. molle (100 mg/
kg, p.o.) was significantly prevented by pretreatment of mice
with SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c., Fig 5A). The two-way
ANOVA revealed a main effect of the treatment [F(1,36)=22.36,
P<0.01], treatment X pretreatment interaction [F(1,36)=15.32,
P<0.01], but not of pretreatment [F(1,36)=1.88, P=0.17].
Fig 5B shows that sulpiride (50 mg/kg, i.p., 5B) was also able to
prevent the anti-immobility effect of the extract of S. molle in the

TST. The two-way ANOVA revealed a main effect of the
treatment [F(1,37)=32.59, P<0.01], pretreatment [F(1,37)=
8.75, P<0.01] and of treatment X pretreatment interaction
[F(1,37)=5.01, P<0.05].

4. Discussion

The TST is a well characterized behavioral model predictive
of antidepressant activity that is sensitive to antidepressants
from different pharmacological classes (Steru et al., 1985;
Cryan et al.,, 2005). In this study we provide convincing
evidence that the extract of S. molle administered by oral route
produces a specific antidepressant-like effect in this test, since
the reduction of immobility time elicited by its administration
cannot be attributable to any psychostimulant effect. Further-
more, the effect of the extract of S. molle in the TST was similar
to the effect produced by the oral administration of fluoxetine,
used as a positive control.

This study also analyzes some of the possible mechanisms
related to the antidepressant-like effects observed for the extract
of S. molle. As monoaminergic system is one of the most
important targets in the pathophysiology and treatment of
depression (Elhwuegi, 2004; Millan, 2004), we investigated the
involvement of the serotonergic, noradrenergic and dopaminer-
gic systems in its anti-immobility effect in the TST. Thus, we
have assessed herein the effects of several pharmacological
antagonists on the anti-immobility action of the extract of
S. molle (100 mg/kg, p.o., 1 h before) in mice.

Depressive disorder has long been associated with distur-
bances of brain 5-HT activity and data concerning 5-HT
variations in depression have probably been the most widely
studied. Moreover, the serotonergic system plays a major role in
the action of antidepressants (Millan, 2004). The involvement of
the serotonergic system in the antidepressant-like effect of the
extract of S. molle is indicated by the results showing that its
effect in the TST was completely prevented by pretreament of
mice with the neuronal serotonin store depletor, PCPA as well as
with the 5-HT; 5, 5-HT,4 and 5-HT; antagonists WAY 100635,
ketanserin and MDL72222, respectively.

PCPA is an inhibitor of tryptophan hydroxylase and its
administration, for four consecutive days, depletes the endog-
enous stores of 5-HT by about 60% in mice (Redrobe et al.,
1998b). PCPA treatment used in the present study produces
partial but highly significant reductions on brain 5-HT levels
while noradrenaline and dopamine levels are not affected
(Redrobe et al., 1998a,b). Moreover, the same treatment with
PCPA was previously shown by our group to completely
prevent the antidepressant-like effect of fluoxetine, leaving the
antidepressant action caused by imipramine in the TST
unaffected (Rodrigues et al., 2002).

Studies have demonstrated the involvement of 5-HT;,
receptors in the mechanism of action of several classes of
antidepressant drugs, including tricyclics, SSRIs (selective
serotonin reuptake inhibitors) and MAOi (monoamine oxidase
inhibitors) (Hensler, 2002). An evidence of the involvement of
5-HT 5 receptors in the antidepressant-like effect of the extract
of S. molle was given by the finding that the selective 5-HT 5
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receptor antagonist WAY 100635 was able to prevent its anti-
immobility effect in the TST.

A role for 5-HT, receptors in the action of some anti-
depressants has been shown. Many established antidepressants
are 5-HT), receptor antagonists and share the ability to decrease
5-HT, receptor binding after repeated administration. The
down-regulation of 5-HT,, receptors is proposed to mediate
the long-term actions of antidepressants (Deakin, 1988). In the
present work, the pretreatment of animals with ketanserin was
able to reverse the anti-immobility effect of the extract of S.
molle in the TST, providing evidence of the participation of 5-
HT, receptors in its effect in the TST. A similar result was
reported in previous studies from our group in which ketanserin
was able to reverse the antidepressant-like effect of agmatine
(Zomkowski et al., 2004) and of the lectin from Canavalia
brasiliensis (Barauna et al., 2006) in the mouse forced
swimming test. In addition, the preferential 5-HT,, receptor
agonist DOI was reported to enhance the antidepressant-like
effect of some compounds (Zomkowski et al., 2004; Khisti and
Chopde, 2000). Thus, the present study indicates that the
antidepressant-like effect of the extract of S. molle appears to be
mediated by stimulation of 5-HT, 4 receptors.

We also investigate the participation of 5-HT; receptors in
the antidepressant-like effect of the extract of S. molle. The
pretreatment of animals with MDL72222 was able to prevent
the anti-immobility effect of the extract in the TST, demon-
strating that this effect is mediated, at least in part, by an
interaction with this serotonergic receptor subtype. The
involvement of 5-HT; receptors in the pathophysiology of
depression is much less studied than 5-HT;, and 5-HT,.
However, literature data demonstrate that different classes of
antidepressants act as functional antagonists at the 5-HTj3
receptors, indicating that the suppression of 5-HT; receptor
activity may contribute to the action of antidepressants
(Eisensamer et al., 2003). Moreover, a recent study has shown
that MDL72222 administered at a higher dose (3 mg/kg, i.p.) in
mice produced an antidepressant-like effect in the TST (Kos
etal., 2006). Although the apparent inconsistency with previous
data, the reversal of the antidepressant-like effect of the extract
of S. molle by MDL72222 suggests that its antidepressant-like
effect is mediated by an activation of 5-HTj3 receptors. In fact, in
line with this hypothesis is the finding that eletroconvulsive
therapy, which is clinically used to treat drug resistent
depression, was able to potentiate the function of 5-HTj;
receptors in the hippocampus (Ishihara and Sasa, 2001).

The role of noradrenaline in the pathophysiology of
depression has been also extensively studied, since some
antidepressant drugs increase the synaptic concentration of NA
and some of these drugs were found to act directly at
noradrenergic receptor (Elhwuegi, 2004). In addition, it was
recently demonstrated that NA-deficient mice lack responses to
antidepressant drugs, including SSRIs (Cryan et al., 2004). In
our study both prazosin (an o;-adrenoceptor antagonist) and
yohimbine (an a,-adrenoceptor antagonist) were able to reverse
the antidepressant-like effect of the extract of S. molle. This
result indicates that the extract may exert its effect in the TST by
interacting with both «; and «,-adrenoceptors. Accordingly,

there is compelling evidence for a role of «; and «,-
adrenoceptors in the actions of antidepressant agents (Millan,
2004).

The dopaminergic system is also strongly implicated in
regulation of mood (Dailly et al., 2004). Some biochemical
evidence derives from clinical studies showing that the plasma
levels of homovanillic acid and 3,4-dihydroxyphenylacetic
acid, two dopamine metabolites, were significantly lower in the
depressed patients, indicating a diminished dopamine turnover
(Mitani et al., 2006; Sher et al., 2006). It has been considered
that the potentiation of dopaminergic neurotransmission
induced by chronic antidepressant treatments might contribute
to their therapeutic effect (D’Aquila et al., 2000) and there is
also a considerable amount of pharmacological evidence
regarding the efficacy of antidepressants with dopaminergic
effects in the treatment of depression (Papakostas, 2006). As
shown in the results, the selective dopamine D; receptor
antagonist SCH 23390 and the dopamine D, receptor
antagonist, sulpiride significantly antagonized the anti-immo-
bility effects of the extract of S. molle in the TST. Our results are
in accordance with literature data indicating that both dopamine
D; and D, receptors might play a role in depression. Indeed
Yamada et al. (2004) suggested that dopamine D; and D,
receptors play a role in the effects of dopamine reuptake
inhibitors on forced swimming test, another animal model
predictive of antidepressant activity. In addition, it was reported
that the dopamine D, receptor agonist SKF 38393 enhances
anti-immobility effects of SSRIs, suggesting that the dopamine
D, receptor may participate in the antidepressant effects of
SSRIs (Renard et al., 2001). It was also reported that the anti-
immobility effects of the trycliclic antidepressant imipramine
were reduced by antisense dopamine D, receptor (Dziedzicka-
Wasylewska et al., 2000). Indeed, clinical studies reported that
dopamine D, receptor agonists are effective for treating
depressive patients (Waehrens and Gerlach, 1981).

In summary, our data indicate an antidepressant-like effect of
the hexanic extract of S. molle, which is not due to any
psychostimulant effect and that seems to be mediated by an
interaction with the monoaminergic system. It is interesting to
note that a low toxicity was reported for the extract obtained
from the leaves of S. molle (Barrachina et al., 1997).
Phytochemical studies have identified active components from
S. molle such as tannins, triterpenoids, flavonoids and saponins
(Pozzo-Balbi et al., 1978; Olafsson et al., 1997; Yueqin et al.,
2003; Taylor, 2005). However, a preliminary characterization of
the hexanic extract used in the present study did not show the
presence of flavonoids and tannins. This extract contains
triterpenoids as major compounds. Further chemical analysis
of the extract will be conducted to isolate and characterize the
active principles responsible for the observed effects.

5. Conclusion

In conclusion, the present study provides the first evidence
indicating that the hexanic extract of S. molle produces a
specific antidepressant-like effect in an animal model predictive
of antidepressant properties, the TST, similar to the result



D.G. Machado et al. / Progress in Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry 31 (2007) 421-428 427

produced by the classical antidepressant fluoxetine. In addition,
we have shown that its antidepressant-like effect is dependent
on its interaction with the serotonergic (5-HT, 5-HT,4 and 5-
HT; receptors), noradrenergic (o; and «,-receptors) and
dopaminergic (D; and D, receptors) systems. Thus, our results
suggest that the extract from S. molle shares with established
antidepressants some pharmacological effects, at least at a
preclinical level.
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