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APRESENTACAO

Esta Tese de doutorado encontra-se organizada da seguinte
forma:

A introducdo contém o embasamento tedrico da proposta do
trabalho apresentado, a justificativa e 0s objetivos propostos e
desenvolvidos durante o transcorrer da execucao desta tese.

Os capitulos contém os materiais e métodos, os resultados e as
discussdes, bem como as referéncias especificas de cada assunto tratado,
apresentados na forma de capitulos cientificos.

A discussdo geral apresenta a integracdo de todos os estudos
realizados.

A secdo de referéncias apresenta especificamente as referéncias
citadas na introducéo e discusséo desta tese.

Os capitulos pertencentes a esta Tese foram distribuidos da
seguinte forma:

Capitulo 1: Refere-se ao artigo 1, intitulado “Antidepressant-like
effect of the extract of Rosmarinus officinalis in mice: Involvement of
the monoaminergic system”, sendo a primeira evidéncia do potencial
antidepressivo desta planta em modelos preditivos de atividade
antidepressiva (TSC e TNF);

Capitulo 2: Refere-se ao artigo 2, intitulado “Antidepressant-like
effects of fractions, essential oil and isolated compounds of Rosmarinus
officinalis L. in mice”. O enfoque deste capitulo foi a investigacdo dos
compostos fitoquimicos responsaveis, pelo menos em parte pelo
potencial antidepressivo desta planta.

Capitulo 3: Refere-se ao estudo do potencial antidepressivo do
acido ursolico, composto isolado de Rosmarinus officinalis no TSC:
“Antidepressant-like effect of ursolic acid isolated from Rosmarinus
officinalis L. in mice: evidence for the involvement of the dopaminergic
system”.

Capitulo 4: Investigou o potencial antidepressivo da fluoxetina,
avaliando sua habilidade em reverter o comportamento tipo-depressivo
(hiperatividade associada ao comportamento anedénico) bem como
alteragdes bioquimicas induzidas pela BO, a fim de melhor compreender
este modelo animal de depressdo. Este artigo foi intitulado: “Fluoxetine
reverses hyperactivity, anhedonic behavior and increased hippocampal
acethylcholinesterase activity induced by olfactory bulbectomy”.



Capitulo 5: Investigou o potencial antidepressivo de Rosmarinus
officinalis no modelo da BO e avaliou o desempenho cognitivo no
labirinto aquatico de Morris de animais submetidos ao modelo da BO e
ao tratamento repetido com o extrato. O referido artigo foi intitulado:
“Rosmarinus officinalis L. hydroalcoholic extract, similarly to
fluoxetine, reverses depressive-like behavior without altering learning
deficit in olfactory bulbectomized mice”.



RESUMO

MACHADO, Daniele Guilhermano. Investigagdo do potencial
antidepressivo de Rosmarinus officinalis. 2012. Tese (Doutorado em
Neurociéncias) - Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis.

Rosmarinus officinalis L. (Labiatae), alecrim, possui varias aplicagdes
terapéuticas na medicina popular no tratamento de vérias doencas,
incluindo a depresséo. Primeiramente, o efeito do extrato hidroalcoolico
dos talos e folhas desta planta foi investigado em dois testes
comportamentais preditivos de atividade antidepressiva, o teste do nado
forcado (TNF) e teste de suspensdo da cauda (TSC) em camundongos.
Rosmarinus officinalis produziu um efeito tipo-antidepressivo, pois o
tratamento agudo com o extrato desta planta por via oral reduziu
significativamente o tempo de imobilidade no TNF e TSC, sem alterar a
atividade locomotora no teste de campo aberto. Além disso, a
administragdo repetida (14 dias) do extrato produziu um efeito
antidepressivo no TSC. O pré-tratamento com p-clorofenilalanina
(PCPA, inibidor da sintese de serotonina, 4 dias consecutivos), NAN-
190 (antagonista de receptores 5-HT;a), cetanserina (antagonista de
receptores 5-HT,a), 1-(m-clorofenil) biguanida (mCPBG, agonista de
receptores 5-HT3), prazosina (antagonista de aj-adrenoceptores),
SCH23390 (antagonista de receptores dopaminérgicos D;) ou sulpirida
(antagonista de receptores dopaminérgicos D,), mas ndo ioimbina
(antagonista de ap-adrenoceptores) reverteu a reducdo do tempo de
imobilidade causada pelo extrato administrado agudamente no TSC. A
combinagdo de MDL72222 (antagonista de receptores 5-HT3) com uma
dose sub-ativa do extrato produziu um efeito anti-imobilidade no TSC.
Estes resultados sugerem que a acdo antidepressiva do extrato de
Rosmarinus officinalis é mediada por uma interacdo com os sistemas
monoaminérgicos. Subsequentemente, foi investigado o efeito
antidepressivo de fracGes de Rosmarinus officinalis: fracdo acetato de
etila 1 e 2 (AcOEt1 e 2), hexanica (HEX), etandlica (ET), e fracdo isenta
de 6leo essencial (IOE), bem como o 6leo essencial e dos compostos
isolados carnosol e acido betulinico no TSC. Todas as fracdes
analisadas, 6leo essencial e compostos isolados produziram efeito
antidepressivo: fragdes AcOEtl, AcOEt2, HEX, ET e IOE, o dleo
essencial, e os compostos isolados carnosol e acido betulinico. Nenhum
efeito psicoestimulante foi mostrado no teste do campo aberto,
indicando que os efeitos no TSC sdo especificos. Estes resultados
sugerem que o &cido betulinico e o carnosol podem ser responsaveis,



pelo menos em parte, pelo o efeito anti-imobilidade dos extratos de
Rosmarinus officinalis e que o 6leo essencial pode também contribuir
para o efeito antidepressivo desta planta. Adicionalmente, o efeito do
acido ursolico no TSC e o envolvimento do sistema dopaminérgico
neste efeito foram investigados. O &cido ursélico reduziu o tempo de
imobilidade no TSC. O efeito do &cido ursélico no TSC foi prevenido
pelo pré-tratamento de camundongos com SCH23390 (antagonista do
receptores dopaminérgicos D,) e sulpirida (antagonista de receptores
dopaminérgicos D). A administracdo de doses sub-efetivas de acido
ursélico e de SKF38393 (agonista de receptores dopaminérgicos D),
apomorfina (agonista de receptores dopaminérgicos D) ou bupropiona
(inibidor da recaptacdo de dopamina) reduziu o tempo de imobilidade no
TSC, em comparagdo com o efeito produzido por cada composto
isoladamente. O 4cido ursolico e os agentes dopaminérgicos, sozinhos
ou em combinagdo, ndo causaram alteracGes significativas nas atividade
locomotora e exploratéria. Estes resultados sugerem que o efeito
antidepressivo de acido ursélico no TSC seja mediado por uma interacéo
com o sistema dopaminérgico, através da ativacdo dos receptores
dopaminérgicos D; e D,. Em outra etapa experimental, as alteracfes
induzidas pela bulbectomia olfatéria (BO), modelo animal de depresséo,
e a influéncia do tratamento com fluoxetina (14 dias) sobre as alteracGes
comportamentais induzidas por este modelo foram estudadas. O
tratamento com fluoxetina reverteu a hiperatividade induzida pela BO
no teste de campo aberto, a hiperatividade locomotora e 0 aumento do
comportamento exploratério induzida pela novidade no teste de objeto
novo e no teste da caixa nova e 0 comportamento aneddnico no splash
teste. A BO causou um aumento na atividade da acetilcolinesterase
(AchE) no hipocampo, mas ndo no coértex cerebral, efeito que foi
revertido pela fluoxetina. Corticosterona sérica foi aumentada em
camundongos SHAM e bulbectomizados tratados com fluoxetina. Em
conclusdo, as alteragdes comportamentais e neuroquimicas induzidas
pela BO foram revertidas pela fluoxetina, validando este modelo de
depressdo. Subsequentemente, foi investigada a habilidade do extrato de
Rosmarinus officinalis em reverter alteracbes comportamentais e
bioquimicas induzidas pela BO. A atividade locomotora e exploratéria
foi avaliada no teste de campo aberto, no teste do objeto novo e no teste
da caixa nova, comportamento aned6nico foi avaliado no splash teste, o
déficit cognitivo foi avaliado no labirinto aquatico de Morris. Para a
etapa experimental 1, o extrato ou fluoxetina foram administrados por
via oral (p.0.) uma vez ao dia durante 14 dias ap6s a BO. Para a etapa
experimental 2, foram determinados a glicemia e a atividade da AchE



hipocampal e cerebrocortical em camundongos SHAM e
bulbectomizados tratados com o extrato ou fluoxetina. O extrato, de
forma semelhante a fluoxetina, reverteu a hiperatividade, o aumento do
comportamento exploratério e o comportamento aned6nico. Os animais
bulbectomizados necessitaram maior numero de treinos na sessdo de
treino para adquirir a informagéo espacial, porém estes exibiram um
perfil semelhante ao dos camundongos SHAM na sessdo de teste,
demonstrando um déficit seletivo na aprendizagem espacial. Assim, a
BO causou um déficit na aprendizagem, mas ndo na memdria no teste
do labirinto aquético de Morris, e este resultado ndo foi revertido pelo
extrato ou fluoxetina. A reducdo dos niveis de glicose sérica e o
aumento da atividade da AchE no hipocampo foram observados em
camundongos bulbectomizados, mas apenas o Ultimo efeito foi revertido
pela fluoxetina, enquanto ambos os efeitos foram revertidos pelo extrato
de Rosmarinus officinalis. Em conclusdo, o extrato desta planta, exerce
um efeito antidepressivo em camundongos bulbectomizados e reverte a
disfuncéo colinérgica e a hipoglicemia induzida pela BO. Em conjunto,
os resultados sugerem o potencial de Rosmarinus officinalis para o
tratamento de depressdo e contribuem para a validacdo do uso
tradicional desta planta para o tratamento desta doenca.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis. Bulbectomia olfatoria. Teste de
suspensdo pela cauda. Antidepressivo. Sistema monoaminérgico.
Sistema colinérgico.






ABSTRACT

MACHADO, Daniele Guilhermano. Investigation of the potential
antidepressant of Rosmarinus officinalis. 2012. Thesis  (Doctorate
in Neuroscience) — Federal of Santa Catarina University, Floriandpolis,
Brazil.

Rosemary, Rosmarinus officinalis L. (Labiatae) has several therapeutic
applications in folk medicine in managing a wide range of diseases,
including depression. Firstly, in this study, the effect of the
hydroalcoholic extract of the stems and leaves of this plant was
investigated in two behavioral models predictive of antidepressant
activity, the forced swimming test (FST) and tail suspension test (TST)
in mice. Rosmarinus officinalis hydroalcoholic extract (ROHE) produced
an antidepressant-like effect, since the acute treatment of mice with the
extract by p.o. route significantly reduced the immobility time in the FST
and TST, as compared to the control group, without accompanying
changes in ambulation in the open-field test. Moreover, the repeated
administration (14 days) of ROHE by p.o. route also produced an
antidepressant-like effect in the TST. The pretreatment of mice with p-
chlorophenylalanine (PCPA, an inhibitor of serotonin synthesis, for 4
consecutive  days), NAN-190 ( a 5-HT;a receptor antagonist),
ketanserin (a 5-HT,a receptor antagonist), 1-(m-chlorophenyl) biguanide
(mCPBG, a 5-HT; receptor agonist), prazosin (an oy- adrenoceptor
antagonist), SCH23390 (a dopamine D, receptor antagonist) or sulpiride
(a dopamine D, receptor antagonist), but not yohimbine (an oj-
adrenoceptor antagonist) reversed the anti-immobility effect ROHE in
the TST. The combination of MDL72222, (a 5-HT; receptor antagonist)
with a sub-effective dose of ROHE produced an anti-immobility effect in
the TST. These results suggest that the antidepressant action of ROHE is
mediated by an interaction with the monoaminergic system.
Subsequently, the antidepressant-like effects of fractions from
Rosmarinus officinalis: ethyl acetate 1 and 2 (AcOEtl and 2), hexane
(HEX), ethanolic (ET), and essential oil free (EOF) fractions, as well
essential oil and isolated compounds carnosol and betulinic acid were
investigated. All of them produced a significant antidepressant-like
effect in the TST: AcOEtl, AcOEt2, HEX, ET and EOF fractions,
essential oil and isolated compounds carnosol and betulinic acid. No
psychostimulant effect was shown in the open-field test, indicating that
the effects in the TST are specific. This study suggests that carnosol and
betulinic acid could be responsible, at least in part, for the anti-



immobility effect of extracts from Rosmarinus officinalis. The essential
oil of this plant can also contribute to this effect. Additionally, the
antidepressant-like effect of ursolic acid was investigated, well as the
involvement of dopaminergic system in its effect. Ursolic acid reduced
the immobility time in the TST. The effect of ursolic acid in TST was
prevented by the pretreatment of mice with SCH23390 (a dopamine D,
receptor antagonist) and sulpiride (a dopamine D, receptor antagonist).
The administration of a sub-effective dose of ursolic acid in combination
with sub-effective doses of SKF38393 (a dopamine D, receptor agonist),
apomorphine (a dopamine D, receptor agonist) or bupropion (a
dopamine reuptake inhibitor) reduced the immobility time in the TST as
compared with either drug alone. Ursolic acid and dopaminergic agents
alone or in combination did not cause significant alterations in the
locomotor and exploratory activities. These results indicate that the
antidepressant-like effect of ursolic acid in the TST is likely mediated by
an interaction with the dopaminergic system, through the activation of
dopamine D; and D, receptors. In another experimental approach the
effects of chronic treatment with fluoxetine (14 days) on the behavioral
alterations induced by olfactory bulbectomy (OB) were investigated.
Fluoxetine reversed OB-induced hyperactivity in the open-field, novel
object and novel cage tests, and anhedonic behavior in the splash test.
OB caused an increase in hippocampal, but not cerebrocortical AChE
activity, an effect reversed by fluoxetine. Serum corticosterone was
increased in SHAM and bulbectomized mice treated with fluoxetine. In
conclusion, OB-induced behavioral and neurochemical alterations were
reversed by fluoxetine, validating this model of depression. In addition,
the ability of ROHE, as compared with fluoxetine to reverse behavioral
and biochemical alterations induced by OB was investigated. Locomotor
and exploratory behavior was assessed in the open-field test, in the novel
object test and in the novel cage test, anhedonic behavior was assessed in
the splash test, cognitive deficits were evaluated in the water maze. For
the first set of experiments, ROHE or fluoxetine was administered once
daily for 14 days 2 weeks after OB. For experiment 2, serum glucose and
hippocampal and cerebrocortical AChE activity were determined in OB
and SHAM-operated mice treated orally with ROHE or fluoxetine. The
results show that ROHE, similarly to fluoxetine, reversed OB-induced
hyperactivity, and increased exploratory and anhedonic behaviors. OB
mice needed significantly more trials in the training session to acquire
the spatial information, but they displayed a similar profile to that of
SHAM mice in the test session, demonstrating a selective deficit in
spatial learning, which was not reversed by extract or fluoxetine. A



reduced serum glucose levels and an increased hippocampal AChE
activity were observed in bulbectomized mice, only the latter effect was
reversed by fluoxetine, while both effects were reversed by ROHE. In
conclusion, ROHE exerts an antidepressant-like effect in bulbectomized
mice and is able to reverse OB-induced cholinergic dysfunction and
hipoglicemia. Overall, results suggest the potential of Rosmarinus
officinalis for the treatment of depression and contribute towards
validation of the traditional use of this plant for the treatment of this
disease.

Keywords: Rosmarinus officinalis. Olfactory bulbectomy. Tail
suspension test. Antidepressant. Monoaminergic system. Cholinergic

systems.
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1. INTRODUCAO
1.1. Depressao e a relagdo com os antidepressivos

A depressdo representa um dos distarbios psiquidtricos mais
prevalentes na populacdo mundial, que acarreta altas taxas de
afastamento do trabalho, perda considerdvel de produtividade e
qualidade de vida, além de estar associada com um elevado indice de
suicidio (Nemeroff e Owens, 2002; Paez-Pereda, 2005). Estima-se que a
depressao serd a segunda maior causa de incapacidade até 2020 (WHO,
2009; Pitchot et al., 2010). Neste contexto, no Brasil aproximadamente
54 milhdes de pessoas terdo algum tipo de depressdo, em algum
momento de suas vidas, sendo que 7,5 milhdes terdo episddios agudos e
graves (Nardi, 2000).

A depressdo caracteriza-se como um distdrbio heterogéneo que
causa alteracBes psicoldgicas, comportamentais e fisiol6gicas e pode
estar associada a outras condi¢des ou comorbidades clinicas como
ansiedade, doencas cardiovarculares, diabetes mellitus tipo 2, cancer e
doencas neurodegenerativas (Nemeroff e Owens, 2002; Evans et al.,
2005; Krishnan e Nestler, 2008). Notavelmente, a depressdo é mais
prevalente em mulheres do que em homens - na propor¢do de 5:2,
inclusive no Brasil (Almeida-Filho, 1997; Wong e Licinio, 2001;
Licinio et al., 2007).

Em um breve historico a cerca da depressao, os primeiros relatos
deste transtorno de humor foram cerca de 400 anos antes de Cristo,
guando Hipdcrates descreveu um paradigma menos especifico e mais
filosofico, a Teoria Humoral Hipocratica: a bilis negra, tradugéo
literal do termo grego “melancolia” referindo-se ao episddio
depressivo (Wong e Licinio, 2001; Nestler et al., 2002a). Dentre varios
conceitos que surgiram para classificar a depressdo, as teorias de Emil
Kraepelin (1893) sobre transtornos psiquiatricos baseados em principios
clinicos e anatdbmicos destacaram-se na psiquiatria por que auxiliaram
no conceito da depressdo como doenca e contribuiram de forma
relevante para varios critérios diagnosticos. O Manual Estatistico e
Diagnostico de Doengas Mentais, quarta edi¢do (DSM-IV) e a
classificagdo de transtornos mentais e do comportamento (CID-10) sdo
0s critérios diagnosticos mais utilizados atualmente. Além disso,
Kraepelin diferenciou a depressdo do episddico maniaco-depressivo, da
melancolia, da depressdo associada ao medo, agitacdo e/ou sintomas
hipocondriacos, entre outros (Licinio et al., 2007).
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Os critérios para o diagnéstico da depressdo baseiam-se na
observacdo clinica dos sintomas que incluem alteracbes somaticas e
cognitivas, tais como:l. humor deprimido; 2. anedonia (perda de
interesse ou satisfacdo em quase todas as atividades); 3. perda ou ganho
de peso ou de apetite; 4. insdnia ou hipersénia; 5. retardo ou agitacdo
psicomotora; 6. fadiga ou perda de energia; 7. sentimentos de desvalia
ou culpa; 8. diminuicdo da concentracdo e 9. pensamentos recorrentes de
morte ou suicidio. Para o diagndstico de um episédio depressivo €
necesséria 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 duragdo minima de duas
semanas (American Psychiatry Association, DSM-1V-2000).

O tratamento para depressdo caracterizou-se inicialmente pela
descoberta dos primeiros compostos antidepressivos e teve seu avango
significativo na década de 50, baseando-se em vérias evidéncias
cientificas. Dentre estas, destacou-se a observacdo de que a reserpina
utilizada para o tratamento de hipertensdo arterial, causava depresséo
como um efeito colateral e que o tratamento com o precursor de
catecolaminas L-DOPA, reverteria 0s sintomas depressivos induzido
pelo tratamento deste farmaco em humanos e animais (lversen, 2007;
Licinio et al., 2007).

Posteriormente, a evidéncia da relagdo das monoaminas e a
depressdo, foi reforcada pela descoberta ocasional de que a iproniazida,
usada para o tratamento da tuberculose, exercia o efeito de elevar o
humor destes pacientes e que este farmaco possuia a propriedade de
inibir a monoamina oxidase (MAO), enzima que degrada as
monoaminas (serotonina, noradrenalina e dopamina) (Nestler et al.,
2002a; Iversen, 2007).

Desta forma, os primeiros farmacos com efeitos
comprovadamente benéficos sobre o humor agiam primariamente sobre
0 sistema monoaminérgico, como inibidores da MAO, ou inibidores da
recaptacdo de monoaminas (Nemeroff e Owens, 2002; Nestler et al.,
2002a). Todas estas evidéncias corroboraram para o surgimento da
“Hipotese Monoaminérgica da Depressdo”, a qual postulava que a
depressao resultaria da deficiéncia de neurotransmissores em sinapses
monoaminérgicas ou ainda receptores ineficientes (Wong e Licinio,
2001; Castrén, 2005), conforme ilustrado na Figura 1.

Inicialmente, esta hipdtese baseou-se na deficiéncia de
noradrenalina (Schildkraut et al., 1965) e serotonina (Coppen, 1967),
tendo sido estendida a deficiéncia de dopamina (Randrup et al., 1975).
Esta constatagdo sugeriu que os antidepressivos atuassem por aumento
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da transmissdo serotoninérgica, noradrenérgica e dopaminérgica,
compensando um  possivel estado de deficiéncia  destes
neurotransmissores.

Além disso, tém sido observado em pacientes com depresséo
maior, baixos niveis plasmaticos de serotonina ou 5-hidroxitriptamina
(5-HT) (Coppen e Doogan, 1988) e de seu metabdlito, o &cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) no liquor (Ricci e Wellman, 1990).

O sistema dopaminérgico tem um papel importante na
fisiopatologia da depressdo e sobre 0s mecanismos de agdo de
antidepressivos, principalmente a bupropiona (D'Aquila et al., 2000;
Papakostas, 2006; Dunlop e Nemeroff, 2007). Desta forma, varias
evidéncias confirmam o envolvimento do sistema dopaminérgico neste
transtorno de humor, tais como: I. baixos niveis de metabdlitos de
dopamina, como o 4&cido homovanilico (AHV) no liquor de pacientes
depressivos e em varias regifes do cérebro que medeiam humor e
motivacdo (Brown e Gershon, 1993; Papakostas, 2006). 1. a deficiéncia
mesolimbica de dopamina é um dos principais candidatos a etiologia de
alguns sintomas da depressdo, como anedonia e perda de motivacdo
(Dunlop e Nemeroff, 2007); . as implicagdes da ativagdo
dopaminérgica nas respostas de alguns antidepressivos (Waehrens e
Gerlach, 1981; Papakostas, 2006); 1V) a investigacdo de novos agentes
antidepressivos que atuam sobre o sistema dopaminérgico é de suma
importancia, visto que tem sido mostrado resultados promissores para o
tratamento de pacientes com depressao-resistente (depressdo associada a
baixa remissdo dos sintomas e alta recorréncia dos episodios
depressivos) (Dunlop e Nemeroff, 2007).

Anedonia, ou hipossensibilidade ao prazer, constitui-se em um
dos principais sintomas para o diagndstico da depressdao (Dunlop e
Nemerof, 2007). Em estudos pré-clinicos, este comportamento pode ser
inferido através de uma reducdo na ingestdo de sacarose ou diminuicdo
do tempo gasto no comportamento de auto-limpeza, evocado pela
pulverizacdo de uma solucdo de sacarose no dorso dos animais no
Splash Test (Jancsar e Leonard, 1981; Song e Leonard, 2005; Yalcin et
al., 2005).

O comportamento-anedénico pode ser observado em animais
submetidos previamente a um modelo animal de depressdo, ou seja,
modelo que induz o comportamento tipo-depressivo. Entre 0s varios
modelos destacam-se: estresse crénico moderado (Luo et al., 2008;
Yalcin et al., 2008; Detanico et al., 2009), estresse cronico (Strekalova
et al., 2004) induzido pela administracdo de substancias, como a
costicorterona (David et al., 2009) e citocinas pré-inflamatérias como
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TNF-0. (Kaster et al.,, 2012), ou ainda pela bulbectomia olfatéria
(Calcagnetti et al., 1996; Stock et al., 2000; Romeas et al., 2009).

|_Pré-Sindptico |

Figura 1 - Hip6tese monoaminérgica da depresséo:
a) No cérebro normal, neurotransmissores monoaminergicos (amarelo) sdo
liberados e se ligam a receptores no neurbnio pos-sinaptico. A
neurotransmissao € controlada ou finalizada por recaptagdo do transmissor;
b) Na depresséo, a diminuicdo da concentragdo de monoaminas em locais
sinapticos produz o transtorno de humor;
c) O bloqueio da recaptacdo (vermelho) aumenta a concentragdo dos
neurotransmissores monoaminérgicos, aumentando a disponibilidade destes
na fenda sindptica e consequentemente, em receptores especificos,
restaurando o humor (Adaptado de Castrén, 2005).

Nota-se ainda que, a grande maioria dos farmacos utilizados
atualmente para o tratamento da depressdo (inibidores da monoamina
oxidase, antidepressivos triciclicos, inibidores seletivos da recaptacdo da
serotonina, inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina) aumenta
0s hiveis sinpticos de monoaminas (Risch e Nemeroff, 1992, Taylor et
al., 2005).

No entanto a hip6tese monoaminégica possui algumas limitacgdes,
visto que falha ao ndo explicar a agéo de alguns antidepressivos que nao
agem sobre o sistema monoaminérgico e ao fato de que, nem toda droga
gue aumenta as monoaminas na fenda sinaptica age como antidepressivo
(como por exemplo, a anfetamina e cocaina), além da discrepancia
temporal que existe entre 0s eventos bioquimicos rapidos envolvidos no
metabolismo de monoaminas e os efeitos clinicos dos antidepressivos
(Stahl, 2000, 2002; Torres et al., 2003).
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No entanto, apesar de muitos estudos neste sentido, a etiologia da
depressdo permanece ainda incerta. Evidentemente, novas evidéncias
ampliaram 0s conhecimentos a cerca da teoria monoaminérgica, visto
gue mostraram que a fisiopatologia da depressdo e 0 mecanismo de
acdo dos antidepressivos ndo se restringiria apenas aos “niveis” de
monoaminas, mas também no que estas poderiam desencadear nas
membranas pds-sinapticas e em segundos mensageiros e suas cascatas
intra-celulares (Duman et al., 2000; Manji et al., 2001; D’Sa e Duman,
2002; Castrén, 2005; Belmaker e Agam, 2008). Assim, atualmente além
da hipdtese monoaminérgica da depressdo e de todas as suas novas
abordagens: cascatas de sinalizagdo intracelular, modulagdo da
expressao dos genes, participacdo de fatores neurotroficos, tais como o
BDNF, os quais visam complementar e melhor compreender a
fisiopatotologia da depressdo. Dentre estas, destacam-se a hipotese
neurotréfica da depressdo, e aquelas baseadas no enfoque sobre a
participacdo do sistema endocrino e imune (Dantzer e Kelley, 1989;
Nestler et al., 2002a; Castrén et al., 2007; Belmaker e Agam, 2008).

Recentemente, vérios estudos tém demonstrado que alteracfes na
neuroplasticidade em areas cerebrais associadas a depressdo, aonde
destaca-se o hipocampo podem influenciar na predisposicdo e no
tratamento deste transtorno de humor, o que corroborou para o
surgimento da “Hipotese neurotrofica da depressdo” (Duman et al.,
2000; Nestler et al., 2002a; Duman e Monteggia, 2006). A
neuroplasticidade engloba diferentes processos como a formagéo
dendritica, remodelacdo sinéptica, desenvolvimento axonal, extensdo
neuritica, sinaptogénese e neurogénese, pelos quais o cérebro se adapta
e responde a uma variedade de estimulos internos e externos. Estes
eventos fornecem o suporte tréfico ao SNC permitindo seu
desenvolvimento, manutencdo e/ou protecdo. Desta forma, a falta de
fatores tréficos promove disfuncdes na neuroplasticidade, colaborando
com o aparecimento dos sintomas depressivos, enquanto que o
reestabelecimento do suporte tréfico, apds o tratamento crénico com os
antidepressivos, tem sido associado ao desaparecimento destes sintomas
(Figura 2) (Manji et al., 2001; Nestler et al., 2002a; D’ Sa e Duman,
2002; Paez-Pereda, 2005; Duman e Monteggia, 2006).

Neste enfoque, a teoria neurotréfica da depressdo também pode
estar vinculada a acdo dos antidepressivos e pode explicar o atraso do
efeito clinico dos antidepressivos, pelo tempo necessario para que ocorra
a neurogénese (Duman et al., 2000, 2001; Manji et al., 2001; D’ Sa e
Duman, 2002; Kempermann e Kronenberg, 2003).
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Figura 2 - Hipdtese Neurotrofica da depressao:
a) O painel a esquerda mostra um neurdnio piramidal do hipocampo em
estado normal e sua inervacdo por neurbnios monoaminérgicos e
glutamatérgicos. Estes neurdnios sofrem regulacdo pelo BDNF;
b) O estresse severo ou cronico desencadeia varias mudangas nestes
neurdnios, incluindo uma reducéo em suas arborizagfes dendriticas e uma
reducdo na expressdo de BDNF (entre outros fatores neurotréficos), que
poderia ser um dos fatores mediando estas alteragces dentriticas e desta
forma diminuindo os contatos sinapticos, bem como o nimero de sinapses e
alterando desta forma a funcionalidade deste evento neuroguimico. A
reducdo no BDNF é mediada em parte por excesso de glicocorticOides, o que
poderia interferir com o mecanismo normal de transcricdo (por exemplo,
CREB) que controla a expressdo de BDNF;
c) Antidepressivos revertem os efeitos desencadeados pelo estresse e/ou
depressdo: aumentam arborizagdes dendriticas e expressio BDNF desses
neurdnios do hipocampo. Desta forma, por essas agdes, os antidepressivos
podem além de reverter, prevenir as acdes do estresse sobre o hipocampo e
melhorar alguns sintomas da depresséo (Adaptado de Nestler et al., 2002a).
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Com relagdo ao envolvimento do sistema neuroendécrino e a
fisiopatologia da depressdo  destaca-se como um achado clinico
relevante a disfuncdo do eixo HPA (hipotalamo-pituitaria-adrenal), a
qual estd associada ao incremento de cortisol sérico em pacientes
deprimidos, (Nestler et al., 2002a; Belmaker e Agam, 2008). Figura 3.

Corroborando com esta evidéncia, sabe-se que o surgimento dos
episodios depressivos pode estar vinculado a eventos estressantes no
decorrer da vida, seja um evento agudo de alta intensidade, ou ainda um
estresse cronico, caracterizado pelo excesso de eventos negativos por
pelo menos seis meses, sendo que ambos podem gerar a depressdo
(Blackburn-Munro e Blackburn-Munro, 2001). O estudo de Mello et al.
(2003) mostrou que frequentemente o estresse psicoldgico precede 0s
episodios de perturbacdo do humor; estd correlacionado com a
gravidade do episddio, com o risco de recidiva e com a menor resposta
aos antidepressivos convencionais.

A hipotese citocinérgica da depressdo fundamenta-se  nas
evidéncias de que o aumento na producao de citocinas pro-inflamatérias
(como TNF-a; IL-1b; IL-6) e um desbhalanco na resposta imune,
incluindo a diminuicdo de citocinas anti-inflamatérias (IL-10), entre
outras citocinas, poderiam desempenhar um papel relevante na etiologia
da depressdo (Dantzer et al., 1999, 2002; Leonard et al., 2001, 2007;
Schiepers et al., 2005). Sendo assim, essa teoria baseia-se na idéia de
gue 0 aumento na producdo de citocinas pro-inflamatérias observado na
depressdo resultaria nos sintomas a ela relacionados, como o
aparecimento de um tipo especial e caracteristico de “comportamento
doentio”. Nesse sentido, as citocinas pro-inflamatorias, atuariam como
neuromoduladores, mediando  os  aspectos  neuroquimicos,
neuroenddcrinos e comportamentais dos transtornos depressivos
(Leonard et al., 2001, 2007; Schiepers et al., 2005).

Estudos morfolégicos e de neuroimagem funcional de
pacientes deprimidos mostram que a depressdo esta associada a
alteracdes morfoldgicas de regides especificas, tais como, cortex pré-
frontal, amigdala, cortex cingular anterior e diminuicdo do volume
do hipocampo (Phillips et al.,, 2003; Pryce et al., 2005). Vale
ressaltar, que outros estudos de neuroimagem (RMN e PET), mostraram
gue quanto maior é a duracdo da depressdo, maior é a perda de volume
do hipocampo e maior é a alteracdo na meméria verbal (Sheline et al.,
1996, 1999). Esta perda hipocampal esta correlacionada com a duragdo
da depressao mas, ndo com a idade dos doentes, o que pode sugerir que
episodios de estresse sucessivos possam provocar perdas de volume
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cumulativas nesta estrutura (Rajkowska, 2000; Stockmeier e Rajkowska,
2004).

 Aumento do liquido
cefalorraquidiano

BDNF diminuido
Neurogénese diminuida

Corticotropina: Inibigao do
lo sangue) Feedback

Figura 3. Hipotese de desregulagdo do eixo HPA na etiologia da
depressao:

Esta hipdtese sugere que anormalidades na resposta do cortisol ao
estresse poderiam explicar a depressdo. As setas pretas indicam que,
em resposta ao estresse, 0 qual é percebido pelo cortex e amigdala, e
transmitido ao hipocampo, o horménio liberador de corticotropina (CRH) é
liberado, induzindo a glandula pituitaria anterior a secretar corticotropina
na corrente sanguinea. As setas vermelhas mostram a inibi¢do no sistema
de retro-alimentacdo no hipotalamo e na pituitaria pelo cortisol, suprimindo
a producdo de CRH e corticotropina, respectivamente (Adaptado de
Belmaker e Agam, 2008).
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Além disso, a depressao esta associada a déficits cognitivos, visto
que pacientes deprimidos apresentam déficit de aprendizagem e
memoéria (Kuzis et al., 1997; Dolan, 2002).

As principais alteragcBes patofisiologicas e morfoldgicas nas
regides cerebrais vinculadas ao transtorno depressivo sdo: a reducao de
tamanho destas regides, vulnerabilidade seletiva a morte celular de
subpopulagdes de neurdnios, alteragbes neuroquimicas envolvendo
receptores, na sinalizagdo intracelular e na regulacdo da expressdo
génica (Pryce et al, 2005; Tsankova et al., 2007). Apesar do
mecanismo celular preciso das alteragdes estruturais em transtornos
depressivos ndo estarem completamente compreendidas, progressos tem
sido feito na caracterizagdo de cascatas de transdugdo de sinais que
promovem a atrofia neuronal e morte celular programada (Duman et al.,
2000; Manji et al., 2001; Duman e Monteggia, 2006). Além disso, o
tratamento cronico com antidepressivos pode influenciar a quantidade
e/ou a viabilidade de células hipocampais e gerar adaptacdes na
sinalizacdo de proteinas intracelulares e de genes, contribuindo desta
forma, para o mecanismo de acdo do tratamento com antidepressivos
(Duman et al., 2000; Wong e Licinio, 2001; Duman e Monteggia, 2006).

Os farmacos usados para o tratamento da depressdo causam
varios efeitos colaterais e sdo efetivos somente em cerca de 50-70% dos
pacientes (Wong e Licinio, 2001; Nestler et al., 2002a; Brunello et al.,
2002; Taylor e Stein, 2005). Além disso, muitos pacientes possuem uma
remissdo parcial dos sintomas depressivos e alguns permanecem
refratarios (Wong e Licinio, 2001; Nestler et al., 2002a; Paez-Pereda,
2005). Desta forma, considerando as limitacbes da terapéutica
antidepressiva convencional, torna-se relevante a identificacdo de novas
alternativas terapéuticas para o tratamento deste distlrbio psiquiatrico,
no intuito de melhorar clinicamente as possibilidades de remissdo dos
sintomas de maneira mais expressiva nestes pacientes, gerando uma
melhor qualidade de vida.

1.2. A utilizacdo de plantas medicinais

A medicina tradicional representa a soma de diversos
conhecimentos, sabedoria e praticas das mais diversas culturas, usada
desde os tempos mais remotos da humanidade, seja na sua manutengdo
da salde, prevencédo e/ou tratamento de diversos males. De acordo com
a Organizacdo Mundial da Salde, cerca de 80% da populacdo mundial
nos paises em desenvolvimento, dependem essencialmente das plantas
para seus cuidados primarios de saide (WHO, 2002). Além disso, o
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conhecimento de plantas medicinais representa muitas vezes, a Unica
opcao terapéutica para muitas comunidades e grupos étnicos em paises
pobres (Revene et al., 2008).

Neste contexto, o conhecimento popular advindo dos beneficios
das plantas medicinais foi construido empiricamente através de varias
geracbes em diversas civilizagGes, constituindo um crescente
patrimdnio etnofarmacoldgico pela experimentacdo sistematica e
constante  (Elizabetsky, 1997; Zhang, 2004). O estudo
etnofarmacoldgico consiste em associar o conhecimento popular a cerca
da utilizacdo das plantas medicinais, com o0s estudos quimicos e
farmacoldgicos, permitindo a investigacdo cientifica quanto as
atividades farmacologicas e os principios ativos responsaveis pelas
acOes terapéuticas relatadas (ANVISA, RDC-48/04). Nesse contexto,
cerca de 25% das drogas convencionais utilizadas atualmente séao
originadas diretamente ou indiretamente de plantas, sendo que estas
descobertas surgiram através de estudos em comunidades indigenas
(De Smet, 1997; Zhang et al., 2004).

E importante notar que o Brasil é o pais com maior nimero de
espécies de plantas do mundo. Dos diversos ecossistemas brasileiros
(pantanal, floresta amaz6nica, caatinga, cerrado, mata atlantica, mata de
restinga, manguezal e pampa) estima-se que 0 pais possua
aproximadamente 25% dentre as 350 mil espécies presentes no mundo,
fornecendo um potencial imenso para a pesquisa e desenvolvimento de
novos medicamentos a partir das plantas medicinais (Yunes e Calixto,
2001; Pinto, 2002).

As plantas medicinais sdo designadas como uma espécie vegetal
gue possui substancias biologicamente ativas com propriedades
terapéuticas, profildticas ou paliativas. Desta forma, constituem-se
basicamente naqueles vegetais que oferecem efeito terapéutico para uma
ou mais patologias, através de alguma parte da planta denominada
tecnicamente de droga vegetal. Esta parte contém uma ou varias
substancias, chamadas de principios ativos, que é o componente
responsavel por determinado efeito bioldgico e ira proporcionar o efeito
curativo. A droga vegetal pode ser qualquer parte da planta, seja a casca,
folha, flor, fruto, raiz ou semente (Di Stasi, 1995).

O termo fitoterdpico foi escolhido para designar a droga vegetal,
guando esta assume uma forma farmacéutica, pronta para 0 uso do
consumidor, que também podera ser denominado de fitomedicamento
(Di Stasi, 1995; Vieira, 2008). Os fitomedicamentos sdo produtos
terapéuticos feitos a partir de plantas medicinais, extratos integrais
ou concentrados de principios ativos vegetais. Estdo disponiveis em
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forma solida e liquida, como tinturas, xaropes, 6leos, extratos alcodlicos
e sucos de plantas. A fitoterapia consiste no estudo, pesquisa e aplicacao
terapéutica de produtos que contenham plantas medicinais. Apesar de
sua caracterizacdo como uma “terapia alternativa”, a fitoterapia é uma
modalidade de tratamento cientificamente testada e aprovada que deu
origem a farmacoterapia moderna (Schulz et al., 2001; Vieira, 2008).

1.2.1. Plantas medicinais como alternativa terapéutica para o
tratamento da depressdo

A terapia com plantas medicinais pode ser uma alternativa efetiva
para o0 tratamento de varios transtornos psiquiatricos, incluindo a
depressdo, como no caso do Hypericum perforatum (erva de Sdo Jodo)
gue apresenta potencial antidepressivo, sem a severidade dos efeitos
colaterais  apresentados  pelos  antidepressivos  convencionais
(Akhondzadeh e Maleki, 2006; Linde e Knuppel, 2005; McGarry et al.,
2006). Linde et al. (1996) demonstraram que 0s extratos de Hypericum
sdo mais eficientes do que placebo para o tratamento de transtornos
depressivos leves e moderados. A hipericina e a hiperforina sdo o0s
principais principios ativos associados ao potencial antidepressivo desta
planta, visto que modulam o sistema monoaminérgico, inibindo a
recaptagdo  de  serotonina, noradrenalina e dopamina, e
consequentemente, aumentando as suas concentragbes na fenda
sindptica (Chatterjee et al.,1998; Butterweck et al., 2003; Wurglics e
Schubert-Zsilavecz, 2006). O estudo de Noldner e Schotz (2002) mostra
gue o flavondide rutina também é fundamental para o potencial
antidepressivo de extratos de Hypericum perforatum no TNF.

O estudo etnofarmacol6gico tem progredido significativamente
na Ultima década, principalmente no que se refere a pesquisa de novos
agentes terapéuticos dotados de potencial antidepressivo, provenientes
de plantas medicinais e seus compostos isolados (Zhang, 2004). Neste
sentido, dados da literatura mostram uma diversidade de plantas e/ou
principios ativos isolados de plantas com propriedades antidepressivas
cientificamente comprovadas em ensaios pré-clinicos, tais como:
Aloysia gratissima (Zeni et al., 2012); Curcuma longa (Yu et al,,
2002), Ginko biloba (Sakakibara et al., 2006; Rojas et al., 2011),
Morinda officinalis (Li et al., 2001), Polygala paniculata (Bettio et al.,
2011), Salvia elegans (Herrera-Ruiz et al., 2006), Schinus molle
(Machado et al., 2007), Siphocampylus verticillatus (Rodrigues et al.,
2002), Tabebuia avellanedae (Freitas et al., 2010), Valeriana
glechomifolia ( Muller et al., 2012), Origanum vulgarea (Mechan et al.,
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2011); e os compostos isolados, tais como: acido ferulico (Zeni et al.,
2012), berberina (Peng et al., 2007), escopoletina (Capra et al., 2010),
rutina (Machado et al., 2008), curcumina (Huang et al., 2011; Kulkarni
et al., 2008), trans-resveratrol (Xu et al., 2010).

No presente trabalho sera investigado o potencial antidepressivo
de Rosmarinus officinalis.

1.2.2. Rosmarinus officinalis L. (alecrim)

As plantas medicinais sdo amplamente utilizados como remédios
caseiros no Brasil, sendo que varias espécies sdo nativas de outros
continentes e foram introduzidas aqui desde a colonizagdo,
aproximadamente em 1500 (Branddo et al., 2008). Dentre uma
variedade de plantas usadas pela medicina popular em todo o mundo
para cuidados com a salde, destaca-se Rosmarinus officinalis, também
conhecido popularmente no Brasil como“alecrim”, sendo comumente
utilizado na culinaria como tempero e conservante natural para certos
alimentos (Shahidi, 2000).

Rosmarinus officinalis ¢ uma planta pertencente a familia
Lamiaceae (Figura 4) originaria nos paises do Mediterranio e
amplamente cultivado em varias regides do mundo, incluindo o Brasil
(Al-Sereiti et al., 1999; Heinrich et al., 2006).

Varios relatos na literatura mostram os usos etnofarmacolégicos
de Rosmarinus officinalis para o tratamento de doencas inflamatdrias, de
fadiga fisica e mental, melhora da meméria e tratamento de agitagéo
nervosa, histeria e depressdo, entre outras aplicagdes (Duke, 2000;
Negraes, 2003; Heinrich et al., 2006; Franco e Fontana, 2007).

Vale ressaltar que, o uso etnofarmacol6gico de Rosmarinus
officinalis como antidepressivo, até o presente estudo, ndo havia sido
estudado cientificamente.

Estudos pré-clinicos reportam que o extrato desta planta exerce
varias atividades farmacoldgicas tais como: hepatoprotetora (Sotelo-
Félix et al., 2002), antibacteriana (Del Campo et al., 2000),
antitrombose (Yamamoto et al., 2005), antiulcerogénico (Dias et al.,
2000), antimutagénico (Minnunni et al., 1992), diurético (Haloui et al.,
2000), anti-diabética (Bakirel et al., 2008), antioxidante (Bakirel et
al.,2008; Ozcan, 2003), antinociceptiva (Gonzalez-Trujano et al,,
2007) e antiinflamatoria (Altinier et al., 2007; Beninca et al., 2011).
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Figura 4: Rosmarinus officinalis L. (Alecrim): Talos e folhas
(a esquerda) e flores (a direita).

Estudos fitoquimicos identificaram varios componentes ativos
em Rosmarinus officinalis, tais como: flavonoides (diosmetina,
quercetina, apigenina, luteonina), composto fenodlicos (acido
rosmarinico e cafeico) e predominantemente terpenos (carnosol, acido
oleoandlico, acido betulinico, acido ursolico) (Frankel et al., 1996;
Barnes et al., 2001; Altinier et al., 2007; Gonzalez-Trujano et al., 2007;
Beninca et al., 2010). Dentre estes, ha relatos de que o acido rosmarinico
e &cido cafeico apresentaram efeito antidepressivo no teste do nado
forcado (Takeda et al., 2002).

Estudos in vitro com o carnosol, revelaram que este composto
possui um efeito protetor na neurotoxicidade induzida por rotenona em
culturas de células dopaminérgicas (Kim et al., 2006). Dados na
literatura mostraram que o acido betulinico, outro composto encontrado
em Rosmarinus officinalis, possui propriedades antitumorais,
antiinflamatérias e antinociceptiva (Yogeeswari e Sriram, 2005;
Mullauer et al., 2010).

Recentemente, tem sido enfatizada a propriedade anti-cancer do
extrato desta planta, bem como de seus compostos isolados, tais como
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carnosol, acido carndsico, acido rosmarinico e &cido ursélico (Ngo et al.,
2011). Destaca-se que um estudo recente demonstrou o potencial
neuroprotetor do extrato de Rosmarinus officinalis em cultura de células
dopaminérgicas (SH-SY5Y) (Park et al., 2010).

O é&cido ursdlico é dos compostos fitoquimicos que se destacam
por seus diversos efeitos bioldgicos, tais como: antioxidante (Tsai e Yin,
2008), antiinflamatoério (Baricevic et al., 2001, Beninca et al., 2010),
antitumoral (Yan-xia et al., 2010), antidiabético (Jang et al., 2009) e
neuroprotetor (Lu et al., 2007). Além disso, foi relatado que o &cido
ursélico protege células PC12 contra o dano induzido pela neurotoxina
dopaminérgica 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) (Tsai e Yin, 2008).

Tendo em vista o0 uso etnofarmacolégico de Rosmarinus
officinalis para depressdo, bem a necessidade de se investigar outros
compostos com potencial terapéutico, esta planta bem como seus
compostos isolados (carnosol, &cido betulinico e acido ursolico) foram
investigadas quanto ao seu potencial antidepressivo. Para este fim foram
utilizados os testes preditivos de atividade antidepressiva (TNF e/ou
TSC) e o modelo animal de depressdo induzida pela bulbectomia
olfatoria bilateral em camundongos.

1.3. Modelos animais para o estudo da depresséo

Os modelos animais sdao amplamente utilizados para a
compreensdao dos mecanismos responsaveis pela etiologia e tratamento
de diversas doencas, incluindo a depressdo. Estes modelos séo sensiveis
aos farmacos utilizados clinicamente ou mimetizam um ou alguns dos
sintomas associados a doenga. Desta maneira, é possivel se estabelecer
uma andlise comparativa entre os efeitos comportamentais induzidos
pelos farmacos com os sinais clinicos ou neurofisioldgicos encontrados
em humanos, visando contribuir para a elucidacao das bases etioldgicas
das varias doencas mentais.

Modelos animais com validade preditiva sdo designados com esta
terminologia, por serem baseados exclusivamente no efeito
comportamental dos farmacos utilizados clinicamente, contudo néo
mimetizam sintomas ou bases neurobiologicas da doenca. Os testes
preditivos de atividade antidepressiva sdo amplamente utilizados para
selecdo de novos compostos antidepressivos e possibilitam uma melhor
compreensdo dos mecanismos ou vias responsaveis pelo seu efeito
bioldgico, ou seja, pelo mecanismo de acdo dos mesmos (Cryan et al.,
2002, 2005; Nestler et al., 2002a,b). Entre eles, podemos destacar o teste
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do nado forgado (TNF) e o teste de suspenséo pela cauda (TSC) (Nestler
et al., 2002a,b). Estes testes comportamentais caracterizam-se pela
exposicdo do animal a uma situacdo de estresse inescapavel, acarretando
um estado de “desespero comportamental”, observado pela tentativa
inicial de escape ou luta para sair desta situacdo (postura de reatividade
ou movimentagao inicial). Porém, ap6s os primeiros minutos, o animal
desenvolve um comportamento de “desisténcia ou fracasso” na tentativa
de escapar do estimulo estressante, permanecendo quase imovel diante
desta situacdo inescapavel (Willner, 1984; Steru et al., 1985; Porsolt et
al., 1977). Sendo assim, o comportamento de imobilidade exibido em
roedores quando submetidos @ uma situagdo de estresse inescapavel,
reflete um estado de desespero comportamental, que é comparado e
relacionado ao estado depressivo em humanos.

Os antidepressivos classicos tém a habilidade de reverter esta
imobilidade comportamental, ou seja, de aumentar a reatividade do
animal a esta situacdo, observado pela diminuicdo do tempo de
imobilidade, representando desta forma o potencial antidepressivo de
determinado composto (Cryan et al., 2002, Nestler et al., 2002a,b). Ha
uma correlacdo signicativa entre a poténcia clinica e eficacia dos
antidepressivos no TNF e no TSC (Porsolt et al., 1977; Steru et al.,
1985; Cryan et al., 2002).

Contudo, apesar da alta reprodutilibidade, facilidade na execugdo
e serem testes altamente difundidos e utilizados, os testes preditivos
apresentam algumas limitagcbes ou desvantagens, tais como: a) testes
preditivos sdo sensiveis ao tratamento agudo com o0s antidepressivos,
fato este que difere do que é observado no tratamento com o0s
antidepressivos em seres humanos, para o qual é necessario 2-4 semanas
para que os efeitos terapéuticos sejam observados (Cryan et al., 2002a);
b) estes testes podem apresentar resultados “falso positivos” ou “falso
negativos”. Compostos que aumentam a atividade locomotora (efeito
psicoestimulante) podem diminuir o tempo de imobilidade,
caracterizando-se como um resultado “falso positivo”, enquanto que
compostos ou drogas que diminuem a locomocdo afetam o desempenho
nestes testes, acarretando resultados “falso negativos” (Borsini e Meli,
1988).

Desta forma, sdo necessarios experimentos complementares que
visem avaliar a atividade locomotora, possibilitando comprovar que o
potencial antidepressivo de determinado composto seja especifico e ndo
devido a um incremento na locomocdo, ou seja, um efeito estimulante.
Neste intuito, o teste do campo aberto é utilizado para avaliagdo da
atividade locomotora e exploratria dos animais e permite uma
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avaliacdo da atividade estimulante ou depressora de um determinado
composto em estudo (Hall,1936; Siegel, 1946).

O potencial antidepressivo de extratos vegetais e de seus
compostos isolados tem sido amplamente detectado nestes testes
comportamentais (Rodrigues et al., 2002; Zhang et al., 2004; Machado
et al., 2007, 2008; Capra et al., 2010; Freitas et al., 2010; Bettio et al.,
2011; Zeni et al., 2011, 2012).

Vale ressaltar, que além dos testes preditivos para detectar o
potencial antidepressivo de uma variedade de compostos, ha outros
modelos animais de depressdo que apresentam validade fenomenoldgica
e/ou de constructo, além da validade preditiva. Estes modelos, além de
serem sensiveis aos farmacos utilizados clinicamente, mimetizam em
animais sintomas ou efeitos neurobioldgicos associados a doenca.

Os critérios minimos estabelecidos para satisfazer os critérios de
um adequado modelo animal de depressdo sdo: I) ter analogia com a
depressdo humana em sua manifestacdo ou sintomatologia; Il) existir
mudanca comportamental no animal que possa ser observada e
monitorada objetivamente; Ill) as alteragbes comportamentais
observadas no animal, devem ser revertidas pelo tratamento com
antidepressivo classico, comumente utilizado na terapia antidepressiva
em seres humanos; V) o0s ensaios pré-clinicos devem ter
reprodutibilidade entre os investigadores (McKinney e Bunney, 1969;
Cryan et al., 2002). Neste contexto, destacam-se como modelo animal
de depressdo, a bulbectomia olfatoria, estresse cronico moderado,
estresse de separagdo maternal e isolamento social, e aquele induzido
por citocina TNF-a, entre outros (Kelly e Leonard, 1997; Nestler et al.,
2002a,b; Cryan et al., 2005; Willner, 2005; McArthur e Borsini, 2006;
Kaster et al., 2012).

1.3.1. Bulbectomia olfatéria bilateral (BO)

A bulbectomia olfatéria (BO) consiste em um modelo animal de
depressdo, caracterizada pela destruicdo bilateral do bulbo olfatério,
resultando em  alteracbes  comportamentais,  neuroquimicas,
neuroenddcrinas, neuroimunoldgicas e morfoldgicas, caracteristicas
compativeis e compardveis ao que é observado em pacientes com
depressdo (Kelly et al., 1997; Pause et al., 2001; Cryan e Mombereau,
2004; Song e Leonard, 2005). Interessantemente, estudos clinicos
mostram que pacientes depressivos apresentam uma reducdo da
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sensibilidade olfatéria associada a uma reducdo do volume do bulbo
olfatério, mostrando desta forma a relacdo existente entre o sistema
olfatério e a depressdo (Pollatos et al., 2007; Atanasova et al., 2008;
Negoias et al., 2010). Além disso, foi observada uma correlagéo
siginificativamente negativa entre o volume de bulbo olfatério e a
depresséo, ou seja, quanto maior 0 estado depressivo, menor o volume
do bulbo olfatério. Além disso, estas evidéncias podem ser relacionadas
a reducdo da neurogénese na depressdo, oque pode ser indicativo como a
causa para a reducdo do bulbo olfatério (Negoias et al., 2010).

O modelo da BO acarreta modificagfes em varias regides do
cérebro, como conseqliéncia da interrupcdo das conexdes neurais
existentes entre os bulbos olfatérios e outras regibes do cérebro,
principalmente o circuito olfatdrio-limbico (Jesberger e Richardson,
1988; Kelly et al., 1997; Song e Leonard, 2005), apesar do fato dos
bulbos olfatdrios representarem apenas 4% da massa cerebral total em
ratos (Cain et al., 1974). A Figura 5 ilustra a bulbectomia olfatéria e as
principais regides cerebrais afetadas.

Desta forma, a avulsdo dos bulbos olfatorios bilateralmente induz
um processo de reorganizacdo nas areas limbicas e corticais que parece
ser responsavel pelas anormalidades comportamentais em roedores, as
guais aparecem depois de duas semanas da cirurgia (Van Riezen e
Leonard, 1990; Zueger et al., 2005; Jarosik et al., 2007).

Além disso, as alteragBes induzidas pela BO sdo quantificaveis,
replicaveis e revertidas pela administracdo cronica de antidepressivos
ativos terapeuticamente, incluindo os ISRS (Inibidores Seletivos da
Recaptagdo de Serotonina) (Kelly et al., 1997). Sendo assim, a BO em
roedores tem sido proposta como um modelo animal de depressao,
sendo caracterizado por um modelo eficaz ndo somente para detectar
compostos com potencial antidepressivo, mas também para estudar as
inter-relacdes entre as Aareas cerebrais que apresentam alteracdes
funcionais em pacientes com depressdo (Leonard, 1984; Song e
Leonard, 2005).

A hiperatividade de animais bulbectomizados no teste do campo
aberto, teste utilizado para verificar a atividade locomotora, é revertida
quase que exclusivamente pelo tratamento cronico, mas ndo agudo, com
antidepressivos, mimetizando o lento inicio de acdo antidepressiva
relatado em estudos clinicos (Leonard e Tuite, 1981; Van Riezen e
Leonard , 1990; Kelly et al., 1997; Mar et al., 2000).
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Figura 5: Bulbectomia olfatéria e as principais regides afetadas por este
procedimento (destacadas em negrito). Regides neuroanatdmicas: NOA:
nucleo olfatério anterior; H, hipocampo; M: mesencefalo; C: cerebelo; B:
bulbo do tronco cerebral.

Além desta hiperatividade, os ratos bulbectomizados apresentam
anedonia, déficits de aprendizagem e memoria, alteragdes no
comportamento exploratério e de ingesta alimentar, os quais sdo
revertidos por antidepressivos (Kelly et al., 1997; Harkin et al., 2003;
Zueger et al., 2005).

Entretanto, existem resultados escassos na literatura com relagdo
ao comportamento aned6nico associado com hiperatividade em animais
bulbectomizados (Romeas et al., 2009), visto que a maioria dos estudos
avalia apenas hiperatividade nestes roedores (Leonard, 1984; Kelly et
al., 1997; Harkin, et al., 2003; Song e Leonard, 2005; Zueger et al.,
2005).

Estudos pré-clinicos revelaram a similaridade entre o
comportamento no modelo da BO e a sintomatologia da depressao
agitada, principalmente com base em algumas caracteristicas como
agitacéo psicomotora (Kelly et al., 1997; Harkin et al., 2003; Romeas et
al., 2009) .

Neste contexto, a BO tem sido considerado um modelo de boa
validade de face com transtorno depressivo humano, especialmente no
que refere-se a depressdo agitada (Lumia et al., 1992; Kelly et al., 1997;
Harkin et al., 2003; Romeas et al., 2009).
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Outra importante alteracdo comportamental induzida pela BO € a
maior vulnerabilidade e responsividade ao estresse, principalmente
aquele induzido pela novidade. Este déficit comportamental pode
resultar de uma reatividade aumentada e inadequada em resposta a uma
nova situacdo e/ou ambiente (Leonard e Tuite, 1981; Van Riezen e
Leonard, 1990; Song e Leonard, 2005).

Além disso, a BO em roedores também tem sido associada a
alteracBes bioquimicas, como a hipofuncdo serotoninérgica e
noradrenérgica, caracterizada tanto pela redugdo dos niveis dos
neurotransmissores serotonina e noradrenalina no cérebro, quanto de
seus metabdlitos (Lumia et al., 1992; Kelly et al., 1997; Song e Leonard,
2005; Hellweg et al., 2007); a desregulagdo do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA), com um aumento niveis séricos de
corticosterona nos animais bulbectomizados (Cairncross et al., 1977,
Marcilhac et al., 1999) e disfuncéo colinérgica (Moriguchi et al., 2006;
Nakajima et al ., 2007).

A disfuncdo colinérgica também tem sido implicada na
neurobiologia da depressdo e estd envolvida em algumas alteragdes
desencadeadas pelo modelo da BO. Dados na literatura mostram que
camundongos bulbectomizados apresentaram reducdo da densidade de
marcacdo para a enzima acetilcolinesterase (AchE) e reducdo da
expressao da colina acetil transferase no hipocampo (Nakajima et al.,
2007).

A maioria das alteragcBes bioquimicas encontradas em roedores
bulbectomizados mencionadas acima é consistente com a hipofuncéo
monoaminérgica e desregulacdo do eixo HPA que estdo implicados na
fisiopatologia da depressdo (Nestler et al., 2002a; Krishnan e Nestler,
2008). Aléem disso, uma maior atividade da AchE sérica foi relatada em
pacientes depressivos (Tiwari et al., 1982).

Embora as disfuncfes colinérgicas possam contribuir para o
desenvolvimento da depressdo (Dagyté et al., 2011) e possam estar
associadas com mudancgas comportamentais encontradas em roedores
bulbectomizados, had poucos dados sobre a atividade da AchE em
estruturas cerebrais implicadas com a depresséo, tais como hipocampo e
cortex cerebral em camundongos bulbectomizados (Yamada et al.,
2011).

Importante notar que uma disfuncdo no sistema colinérgico pode
estar relacionada & etiologia da depressdo, tanto no que se refere a uma
hiperatividade colinérgica quanto hipofuncéo colinérgica.
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Neste contexto, estudos pré-clinicos mostram que tanto o
aumento exarcebado de acetilcolina na fenda sinptica induzido pela
exposicdo de pesticidas, desencadeada pela inibicdo da enzima AchE
(Assini et al., 2005), quanto modelos animais da doenca de Alzheimer
em que ha um hipofunc¢éo colinérgica, foi observado o comportamento
tipo-depressivo (Colaianna et al., 2010). Sendo que, nesta Gltima, 0s
inibidores da enzima AchE apresentam propriedades terapéuticas por
aumentar a disponibilidade de acetilcolina na fenda sinaptica. Desta
forma, compostos que modulam este sistema, reestabelecendo sua
funcionabilidade, podem apresentar potencial terapéutico interessante
para o tratamento da depressao.

1.4. JUSTIFICATIVA

Considerando que: a) a depressdo é um distdrbio psiquiatrico
altamente incapacitante na qualidade de vida dos individuos (Nemeroff
e Owens, 2002; Paez-Pereda, 2005); b) o tratamento com
antidepressivos convencionais, promove uma remissdo parcial dos
sintomas depressivos e alguns pacientes permanecem refratarios
(Wong e Licinio, 2001; Nestler et al. 2002a), ¢) a terapia
antidepressiva convencional produz inumeros efeitos  colaterais
(Brunello et al, 2002), reduzindo, assim, a adesdo de
pacientes ao tratamento (MacGillivray et al., 2003); d) existe uma
caréncia de novas alternativas terapéuticas que aumentem a eficacia
clinica no tratamento da depressao; e) as plantas medicinais podem
ser utilizadas como ferramentas promissoras para 0 tratamento deste
transtorno psiquiatrico (Linde e Kniippel, 2005); f) apesar do uso
etnofarmacoldgico de Rosmarinus officinalis para o tratamento da
depressdo (Heinrich et al., 2006), ndo ha evidéncias de comprovacao
cientifica da atividade antidepressiva desta planta em modelos animais
de depressdo; este estudo visa investigar o potencial antidepressivo do
extrato de Rosmarinus officinalis em testes preditivos de atividade
antidepressiva (TSC e TNF), bem como analisar a possivel
participacdo do sistema monoaminérgico nesta agdo antidepressiva no
TSC.

Além disso, como a BO é proposta como um modelo animal de
depressao apropriado para o estudo do sintoma relacionado a agitacao
psicomotora dos pacientes com depressdo, especialmente na
“depressdo agitada”, visto que a caracteristica comportamental
marcante deste modelo é hiperatividade associado com anedonia
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(Kelly et al., 1997; Romeas et al., 2009), o presente trabalho visa
avaliar o efeito do tratamento repetido com o extrato desta planta frente
a esta intervencéo.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial antidepressivo de Rosmarinus officinalis
em modelos animais preditivos de atividade antidepressiva (TNF e/ou
TSC) e no modelo animal de depressdo induzida pela Bulbectomia
Olfatéria Bilateral (BO) através de ensaios farmacoldgicos e
neuroquimicos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Verificar o efeito antidepressivo da administracdo aguda por
via oral (p.o.) do extrato hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis, no
teste do nado forgado (TNF) e no teste da suspensdo pela cauda (TSC)
em camundongos; bem como o efeito do tratamento sob a atividade
locomotora e exploratéria no TCA.

b) Verificar o efeito antidepressivo da administracéo repetida (14
dias) por via oral (p.0.) do extrato hidroalcodlico de Rosmarinus
officinalis no TSC em camundongos; bem como o efeito do tratamento
sob a atividade locomotora e exploratéria no TCA.

c) Investigar a participacdo dos sistemas serotoninérgico,
noradrenérgico e dopaminérgico no efeito antidepressivo do extrato
hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis no TSC.

d) Avaliar o efeito da administracdo aguda de diferentes fragdes
de Rosmarinus officinalis, bem como do 6leo essencial desta planta, no
potencial antidepressivo TSC e na atividade locomotora no TCA.

e) Analisar os possiveis constituintes quimicos isolados de
Rosmarinus officinalis que produzem acéo antidepressiva no TSC e sua
acao sob a atividade locomotora no TCA.

f) Investigar a participagdo do sistema dopaminérgico no efeito
antidepressivo do composto isolado de Rosmarinus officinalis que
apresentar melhor potencial antidepressivo no TSC.
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g) Padronizar a técnica da bulbectomia olfatdria e investigar o
efeito da administracdo repetida do antidepressivo classico fluoxetina
(ISRS), administrado por via oral (p.0.), nas possiveis alteragdes
comportamentais induzidas por este modelo (hiperatividade e anedonia);
e nas alteragdes bioguimicas, como determinagdo dos niveis séricos de
corticosterona e a atividade da enzima AchE no cortex anterior e
hipocampo em animais bulbectomizados. Esta fase preliminar visa
possibilitar a melhor caracterizacdo deste modelo, bem como, a
realizacdo das etapas subsequentes.

h) Investigar o efeito da administragdo repetida do extrato
hidroalcéolico de Rosmarinus officinalis sobre a hiperatividade
locomotora e exploratéria de camundongos submetidos a BO sobre a
atividade locomotora no TCA.

i) Verificar o potencial antidepressivo da administragdo repetida
do extrato hidroalcoolico de Rosmarinus officinalis no comportamento
tipo-depressivo (anedonia no Splash test) em camundongos submetidos
aBO.

j) Investigar o efeito da administracdo repetida do extrato
hidroalc6olico de Rosmarinus officinalis de camundongos submetidos
previamente a BO sobre o comportamento nos testes do objeto novo
(TON) e no teste da caixa nova (TCN).

1) Investigar o desempenho cognitivo (aprendizado e/ou memaria)
no labirinto aquatico de Morris de camundongos submetidos a BO e ao
tratamento repetido com o extrato hidroalcolico de Rosmarinus
officinalis.

m) Determinar a atividade da enzima acetilcolinesterase (AchE)
em cortex anterior e hipocampo de camundongos submetidos a BO e ao
tratamento repetido com o extrato hidroalcolico de Rosmarinus
officinalis.

n) Determinar os niveis séricos de glicose de camundongos
submetidos & BO e ao tratamento repetido com o extrato hidroalcéolico
de Rosmarinus officinalis.

Em suma, o presente trabalho visa investigar o potencial
antidepressivo de Rosmarinus officinalis, bem como a participacdo dos
sistemas monoaminérgicos neste efeito. Subsequentemente, investigar
0s possiveis compostos fitoquimicos responsaveis, pelo menos em parte,
por seu possivel efeito antidepressivo. Apo6s as evidéncias encontradas
nos testes preditivos (TNF e TSC), o extrato desta planta foi avaliado
em um modelo de depressdo, como a bulbectomia olfatéria. Este estudo
teve como objetivo investigar os efeitos da administragdo crénica do
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extrato de Rosmarinus officinalis em trés principais mudangas de
comportamento induzidas por BO em camundongos: hiperatividade em
teste de campo aberto e hiperatividade induzida pela novidade nos testes
do objeto novo e na caixa nova, comportamento aned6nico no “Splash
Test” e o déficit cognitivo no labirinto aquéatico de Morris. Além disso,
foram investigados os efeitos da BO nos niveis séricos de glicose e a
atividade da acetilcolinesterase hipocampal e cérebro-cortical, bem
como, a capacidade do tratamento repetido com o extrato dessa planta
em reverter as possiveis altera¢fes induzida pela BO nestes parametros
bioguimicos.
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CAPITULO 1

Antidepressant-like effect of the extract of Rosmarinus
officinalis in mice: Involvement of the monoaminergic system

Manuscrito publicado na revista  Progress in Neuro-
Psychopharmacology & Biological Psychiatry
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Rosemary, Rosmarinus officinalis L. (Labiatae) has several therapeutic applications in folk medicine in curing
or managing a wide range of diseases, including depression. In this study, the effect of the hydroalcoholic
extract of the stems and leaves of this plant was investigated in two behavioral models, the forced swimming
test (FST) and tail suspension test (TST) in mice. The extract of R. officinalis produced an antidepressant-like
effect, since the acute treatment of mice with the extract by p.o. route significantly reduced the immobility
time in the FST (100 mg/kg) and TST (10-100 mg/kg), as compared to a control group, without
accompanying changes in ambulation in the open-field test. Moreover, the repeated administration (14 days)
of the hydroalcoholic extract of R. officinalis by p.o. route also produced an antidepressant-like effect in the
TST (100-300 mg/kg). The pretreatment of mice with p-chlorophenylalanine (PCPA, 100 mg/kg, i.p., an
inhibitor of serotonin synthesis, for 4 consecutive days), NAN-190 (0.5 mg/kg, i.p., a 5-HT;5 receptor
antagonist), ketanserin (5 mg/kg, i.p., a 5-HT>4 receptor antagonist), 1-(m-chlorophenyl) biguanide (mCPBG,
10 mg/kg, i.p., a 5-HT3 receptor agonist), prazosin (1 mg/kg, i.p., an a;_adrenoceptor antagonist), SCH23390
(0.05 mg/kg, s.c., a dopamine D; receptor antagonist) or sulpiride (50 mg/kg, i.p., a dopamine D, receptor
antagonist), but not yohimbine (1 mg/kg, i.p., an a;.adrenoceptor antagonist) was able to reverse the anti-
immobility effect of the extract (10 mg/kg, p.o.) in the TST. The combination of MDL72222, (0.1 mg/kg, i.p., a
5-HT5 receptor antagonist) with a sub-effective dose of the extract of R. officinalis (1 mg/kg, p.o.) produced
an anti-immobility effect in the TST. The results suggest that the antidepressant action of the extract of
R. officinalis is mediated by an interaction with the monoaminergic system and that this plant should be
further investigated as an alternative therapeutic approach for the treatment of depression.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Depression is a disorder characterized by a broad range of symptoms,
including altered mood and cognitive functions, and recurrent thoughts
of death or suicide. In contrast with the normal experiences of sadness,
clinical depression is a chronic disease that can interfere significantly in
the individual's life quality. Current antidepressant treatments are
efficacious, however, just for 70-80% of the patients and it often takes
more than 5-8 weeks until the patients respond to the treatment.

Abbreviations: ANOVA, analysis of variance; mCPBG, 1-(m-chlorophenyl) biguanide;
DMSO, dimethylsulfoxide; FST, forced swimming test; MAOi, mc ine oxidase
inhibitor; MDL72222, tropanyl 3, 5- dlch]olobenzoate NAN-190, 1-(2- mEthoxyphenyl)
[-(2-phthalimido)butyl]pi ine); NA, i PCPA, p-chloropk
methyl ester; SCH23390, (R)-(+)-7-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-2,3,4,5-tetra-
hydro-1H-3-benzazepine hydrochloride; 5-HT, serotonin; SSRI, selective serotonin
reuptake inhibitor; TST, tail suspension test.

* Corresponding author. Tel.: 455 48 3721 5043; fax +55 48 3721 9672.
E-mail addresses: analucia@mbox 1.ufsc.br, alsrodri@terra.com.br (A.LS. Rodrigues).

0278-5846/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.pnpbp.2009.03.004

Moreover, conventional treatment modalities are hindered by adverse
effects and produce only a partial remission (Paez-Pereda, 2005; Taylor
and Stein, 2005). Plant extracts have been used for the treatment of
some psychiatric disorders, including St. John's wort that is largely
studied for the treatment of depression (Nathan, 2001; Rodriguez-Landa
and Contreras, 2003; Sakakibara et al., 2006). Because of the limitations
of the antidepressant therapy, there has been renewed interest in other
alternative therapies with medicinal plants, which may have compar-
able efficacy to prescription medications while lacking their severe side
effects (Bilia et al.,, 2002; McGarry et al., 2007).

There are also a large number of herbal medicines whose therapeutic
potential have been assessed in a variety of animal models. Most
assessments of herbal antidepressant activity were conducted using the
rodent forced swimming test (FST) and the tail suspension test (TST).
These studies have provided useful information for the development of
new pharmacotherapies from medicinal plants for use in clinical
psychiatry for the treatment of depression (Zhang, 2004). Literature
data have shown the potential of several herbal extracts and
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constituents as antidepressant agents, whose mechanism of action
involves an interaction with the monoaminergic system (Machado et al.,
2007; Miiller, 2003; Rodrigues et al.,, 2002; Zhang, 2004).

Rosemary, Rosmarinus officinalis L. (Labiatae) is native to Europe,
but has been cultivated in all Brazilian states. Some studies have
reported that the extract of this plant exerts a number of pharmaco-
logical activities, such as hepatoprotective (Sotelo-Félix et al., 2002),
antibacterial (Del Campo et al., 2000), antithrombotic (Yamamoto
et al., 2005), antiulcerogenic (Dias et al., 2000), diuretic (Haloui et al.,
2000), antidiabetic (Bakirel et al., 2008), antioxidant (Bakirel et al.,
2008), antinociceptive (Gonzalez-Trujano et al., 2007) and antiin-
flammatory (Altinier et al., 2007). An ethnopharmacological use of
R. officinalis in the treatment of depression, among other uses, was
reported (Heinrich et al., 2006).

Considering the therapeutic application of R. officinalis in folk
medicine in the management of mood disorders, the present work
sought to investigate the effect of the hydroalcoholic extract of this
plant in FST and TST, predictive models of antidepressant activity.
Additionally, the involvement of the monoaminergic system in its
antidepressant-like action through the use of pharmacological
procedures was also investigated.

2. Methods

2.1. Plant material and preparation of the hydroalcoholic extract of
R. officinalis

Stems and leaves of R. officinalis (Labiatae) were collected in Santo
Amaro do Imperatriz, Santa Catarina, and identified by Dr. Daniel
Falkenberg, from the Department of Botany, Federal University of
Santa Catarina. A voucher specimen (Excicata number 34918) was
deposited in the Herbarium of the Department of Botany, Federal
University of Santa Catarina, Santa Catarina, Brazil. Dried aerial parts
of R. officinalis (600 g), was submitted to maceration in ethanol (96%)
during fifteen days at room temperature (2542 °C). Thereafter, the
extract was filtered and then concentrated under reduced pressure (at
approximately 60°). The maceration was repeated three times. After
removing the solvent by liophylization, this procedure gave 61 g of a
green solid and dry ethanolic crude extract (10.2% w/w yield).

2.2. Animals

Male Swiss mice (60 to 80 days old weighing 40-50 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). Mice were allowed to acclimatize to the holding room for
48 h before the behavioral procedure. Animals were randomly
distributed into specified experimental groups. All experiments
were carried out between 11:00 and 16:00 h, with each animal used
only once (N=6-11 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 drugs used in the present study were: ketanserin tartarate, 1-(2-
methoxyphenyl)-4[-(2-phthalimido)butyl]piperazine) (NAN-190), p-
chlorophenylalanine methyl ester (PCPA), tropanyl 3, 5-dichlorobenzo-
ate (MDL72222), 1-(m-chlorophenyl) biguanide hydrochloride
(mCPBG), sulpiride, prazosin, yohimbine, (R)-(+)-7-chloro-8-
hydroxy-3-methyl-1-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-3-benzazepine
hydrochloride (SCH23390), fluoxetine (all from Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, US.A.). All drugs were administered by

intraperitoneal (i.p.) route in a constant volume of 10 ml/kg body
weight, except SCH23390 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,
sulpiride that was diluted in saline with 5% dimethylsulfoxide (DMSO)
and fluoxetine that was dissolved in distillated water. Control animals
received appropriate vehicle.

The extract of R. officinalis (1-300 mg/kg, p.o.) was dissolved in
distillated water and administered acutely by oral route (p.o.) 60 min
before the FST, TST or open-field test. Alternatively, mice were
administered daily with the extract for 14 days by p.o. route 24 h
before the TST or open-field test. The dissolution of the extract was
freshly done from the liophylized power immediately before its
administration by gavage. A control group received distillated water as
vehicle. Fluoxetine (10 mg/kg, p.o., a conventional antidepressant)
was used as a positive control.

To address some of the mechanisms by which the extract of
R. officinalis causes antidepressant-like action in the TST, animals were
pretreated with different pharmacological agents.

To investigate a possible contribution of the serotonergic system to
the effect of the extract of R. officinalis 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 (Brocardo et al., 2008; Eckeli et al., 2000; Kaster
et al., 2005; Machado et al., 2007; Rodrigues et al., 2002). Then, 24 h
after the last PCPA or saline injection, animals were acutely treated
with the extract of R. officinalis (10 mg/kg, p.o.), fluoxetine (10 mg/kg,
p.o., positive control) or vehicle and were tested in the TST 60 min
later. The dose of fluoxetine was chosen based on previous studies
from our group (Cunha et al.,, 2008; Machado et al., 2007).

In order to investigate the possible involvement of the 5-HT
receptor subtypes system in the antidepressant-like effect of the
extract, mice were pretreated with NAN-190 (0.5 mg/kg, i.p. a 5-HT;a
receptor antagonist), ketanserin (5 mg/kg, i.p., a 5-HT,a receptor
antagonist), or vehicle and after 30 min they received the extract of
R. officinalis (10 mg/kg, p.o.) or vehicle injection before being tested in
the TST 60 min later. To assess the possible involvement of the 5-HT3
receptor in its antidepressant-like effect, the animals were pretreated
with 1-(m-chlorophenyl) biguanide hydrochloride (mCPBG) (10 mg/
kg, i.p., a selective 5-HT5 receptor agonist) or vehicle and after 30 min
they received the extract of R. officinalis (10 mg/kg, p.o.) or vehicle
injection before being tested in the TST 60 min later. In addition, in
another set of experiment mice were pretreated with sub-effective
dose of MDL72222 (0.1 mg/kg, i.p., a selective 5-HT3 receptor
antagonist) or vehicle and after 30 min they were treated with a
sub-effective dose of the extract of R. officinalis (1 mg/kg, p.o.) or
vehicle injection before being tested in the TST 60 min later.

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

The administration schedule and the doses of the drugs used were
chosen on the basis of experiments previously performed in our
laboratory and literature data confirm the efficacy of the above-
mentioned protocols (Brocardo et al., 2008; Kaster et al., 2005;
Machado et al.,, 2007; O'Neill and Conway, 2001; Redrobe and Bourin,
1997; Rodrigues et al., 2002; Yamada et al., 2004).

2.4. Forced swimming test (FST)

The FST has been used as a model predictive of antidepressant
effect (Cryan et al, 2002). The test procedure was carried out
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according to the previously standardized and validated animal model
in our laboratory (Brocardo et al., 2008; Eckeli et al., 2000; Kaster
etal., 2005; Zomkowski et al., 2004 ). Mice were individually forced to
swim in an open cylindrical container (diameter 10 cm, height 25 cm),
containing 19 cm of water (depth) at 2541 °C; the total duration of
immobility was recorded during a 6-min period. Each mouse was
judged to be immobile when it ceased struggling and remained
floating motionless in the water, making only those movements
necessary to keep its head above water. A decrease in the duration of
immobility is indicative of an antidepressant-like effect (Porsolt et al.,
1977). After the initial 2-3 min of vigorous activity the animals
showed a period of immobility by floating with minimum move-
ments. An animal is considered to be immobile whenever it remained
floating passively in the water in a slightly hunched but upright
position, its nose above the water surface. The total immobility period
for the period of 6 min was recorded.

2.5. 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 chronometered by an
observer during a 6 min period (Cunha et al., 2008; Machado et al.,
2007; Rodrigues et al., 2002).

2.6. Open-field test

To assess the possible effects of the extract of R. officinalis on
locomotor activity, mice were evaluated in the open-field paradigm as
previously described (Machado et al., 2007; Rodrigues et al., 1996).
Mice were individually placed in a wooden box (40 x 60 x 50 cm) with
the floor divided into 12 rectangles. The number of rectangles crossed
by the animal with its four paws was considered as indicative of
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locomotor activity and number of rearings was an indicative of the
exploratory behavior (Felipe et al.,, 2007; Rodrigues et al., 1996). The
number of crossings and rearings was registered during a period of
6 min. Animals were treated with the extract of R. officinalis (1,10, 100
and 300 mg/kg, p.o.) or with vehicle by p.o. route 60 min before the
experiments.

2.7. Statistical analysis

Comparisons between experimental and control groups were
performed by one (dose-response curves) or two-way ANOVA (study
of the mechanism of action) 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 acute treatment with the hydroalcoholic extract of
R. officinalis on the immobility time in the FST and TST and locomotor
and exploratory activity in the open-field test

The effects of the oral administration of the hydroalcoholic extract
of R. officinalis on the immobility time in the FST and TST were shown
in Fig. 1A and B, respectively. The extract given by oral route at
100 mg/kg decreased the immobility time in the FST as compared to
the control group (Fig. 1A). It also significantly decreased the
immobility time in the TST when administered at doses of 10 and
100 mg/kg (Fig. 1B). The percent of reduction in the immobility time
was 49.5% in FST and 22.9%, 28.0% in TST, respectively. The one-way
ANOVA revealed a significant effect of the extract [F(4,31)=6.24,
P<0.01] in the FST and in TST [F(4,29) = 6.80, P<0.01]. However, the
extract did not cause any change in the locomotor activity of mice as
compared to control group (Fig. 1C), as shown by one-way ANOVA
[F(4,40) =0.51, P=0.73]. The results depicted in Fig. 1D show that
the extract of R. officinalis (dose range 1-300 mg/kg, p.o.) did not
significantly alter the number of the rearings of mice in the open-
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Fig. 1. Effect of the acute treatment of mice with the hydroalcoholic extract of Rosmarinus officinalis (1-300 mg/kg, p.o.) on the immobility time in the FST (A) and TST (B) and on the
number of crossings (C) and rearings (D) in the open-field test. Each column represents the mean -+ S.E. of 6-10 animals. ** P<0.01 compared with the vehicle-treated control (C).
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field test as compared to the control group [F(4,41)=0.47,
P=0.76].

3.2. Effect of repeated treatment with the hydroalcoholic extract of
R. officinalis on the immobility time in the TST and locomotor and
exploratory activity in the open-field test

In order to investigate if the antidepressant-like effect of the extract
of R. officinalis continues after a chronic administration (14 days), a
dose-response curve in the TST and open-field test were carried out.
Fig. 2A shows that the extract given by oral route at 100 and 300 mg/kg
decreased the immobility time in the TST, as compared to the control
group. The percent of reduction in the immobility time in TST was 29.7%
and 27.8%, respectively. Fluoxetine (10 mg/kg, p.o.), used as a positive
control, also produced a significant reduction in the immobility time
(22.8% of reduction) in the TST. The one-way ANOVA revealed a
significant effect of the treatment in the TST [F(4,35) =6.366, P<0.01].
However, either the extract or fluoxetine caused no change in the
locomotor activity of mice as compared to control group (Fig. 2B), as
shown by one-way ANOVA [F(4,44) =0.187, P=0.943]. The results
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Fig. 2. Effect of the repeated treatment of mice (14 days) with the hydroalcoholic extract of
Rosmarinus officinalis (10-300 mg/kg, p.o.) and fluoxetine (10 mg/kg, p.o.) on the immobility
time in the TST (A), on the number of crossings (B) and rearings (C) in the open-field test. Each
column represents the mean + S.E. of 9-10 animals. * P<0.05, ** P<0.01 compared with the
vehicle-treated control (C).

depicted in Fig. 2C show that the treatment with extract of R. officinalis
(dose range 10-300 mg/kg, p.o.) and with fluoxetine did not
significantly alter the number of the rearings of mice in the open-field
test as compared to control group [F(4,44) = 0.33, P=0.85].

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

Since 10 mg/kg of the extract of R. officinalis was the lowest acute
effective dose, all the experiments regarding the investigation of the
mechanisms underlying the antidepressant-like effect of the extract of
R. officinalis were performed in the TST using this dose.

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 (10 mg/kg, p.o.). The results obtained in this experiment
were analyzed by a two-way ANOVA. There was a significant effect of
PCPA pretreatment [F(1,35)=18.31, P<0.01], extract or fluoxetine
treatment [F(2,35) =21.39, P<0.01] and of extract or fluoxetine X PCPA
interaction [F(2,35) = 5.76, P<0.01]. Fluoxetine (10 mg/kg, p.o.), used as a
positive control, produced a significant reduction in the immobility time
in the TST, which was significantly prevented by PCPA pretreatment.
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 NAN-190 [F(1,30)=28.26,
P<0.01], extract [F(1,30) =9.04, P<0.01] and extract x NAN-190 interac-
tion [F(1,30) = 16.65, P<0.01](Fig. 3B). Fig. 3C shows that the pretreat-
ment 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
ketanserin [F(1,33) =20.19, P<0.01], extract[F(1,33) = 17.38, P<0.01] and
extract x ketanserin interaction [F(1,33)=25.39, P<0.01]. The results
depicted in Fig. 3D shows that the pretreatment of mice with mCPBG
(10 mg/kg, ip.) prevented the anti-immobility effect elicited by the
extract. A two-way ANOVA showed significant differences for the extract
[F(1,36) =5.28, P<0.05] and extract x mCPBG interaction [F(1,36) = 7.89,
P<0.01], but not mCPBG [F(1,36) = 3.71, P=0.06]. Fig. 3E shows that the
administration of MDL72222 administered at a dose (0.1 mg/kg, i.p.) that
per se produced no effect in the TST, in combination with a sub-effective
dose of the extract (1 mg/kg, p.o.), reduced the immobility time in the TST
as compared with each one alone. The results were analyzed by a two-way
ANOVA that showed a significant effect of MDL72222 [F(1,31) =16.23,
P<0.01], extract [F(1,31) = 13.14, P<0.01] and extract x MDL72222 inter-
action [F(1,31) =4.24, P<0.05].

3.3.2. Involvement of the noradrenergic system

The results depicted in Fig. 4A shows that pretreatment of mice with
prazosin (1 mg/kg,i.p) was able to reverse the antidepressant-like effect
of the extract of R. officinalis (10 mg/kg, p.o.) in the TST. The two-way
ANOVA revealed a main effect of the prazosin [F(1,31) =20.05, P<0.01],
extract [F(1,31) =20.26, P<0.01] and extract x prazosin interaction
[F(1,31) =411, P<0.01]. Fig. 4B shows that the pretreatment of mice with
yohimbine (1 mg/kg, i.p.) was not able to prevent the anti-immobility
effects of the extract of R. officinalis (10 mg/kg, p.o.) in the TST. The two-
way ANOVA revealed a main effect of the extract [F(1,35)=26.87,
P<0.01], but not of yohimbine [F(1,35)=0.70, P=0.79] and the
extract x yohimbine interaction [F(1,35) = 0.45, P=0.51].

3.3.3. Involvement of the dopaminergic system

The anti-immobility effect of the extract of R. officinalis (10 mg/kg, p.o.)
was 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 SCH23390
[F(1,27)=19.26, P<0.01], extract [F(1,27)=17.22, P<0.01] and
extract x SCH23390 interaction [F(1,27) =37.76, P<0.01]. The pre-
treatment of the animals with sulpiride (50 mg/kg, i.p., Fig. 5B) was
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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), ketanserin (5 mg/kg, i.p., panel C) or
mCPBG (10 mg/kg, i.p., panel D) on the hydroalcoholic extract of Rosmarinus officinalis (10 mg/kg, p.o.)-induced reduction in immobility time in the TST. Effect of combined
treatment of mice with the extract of Rosmarinus officinalis (1 mg/kg, p.o) and MDL72222 (0.1 mg/kg, i.p.) on the immobility time in the TST (panel E). Each column represents the
mean + S.E. of 6-10 animals. ** P<0.01 compared with the vehicle-treated control. # P<0.01 as compared with the extract or fluoxetine alone (not with the extract alone)

also able to prevent the anti-immobility effect of the extract in the TST. The
two-way ANOVA revealed a main effect of the sulpiride [F(1,24) = 10.48,
P<0.01], extract [F(1,24) =6.77, P<0.05] and of the extractx sulpiride
interaction [F(1,24) =24.21, P<0.01].

4. Discussion

There is an increasing interest in the study of the antidepressant
effect of herbs, since treatment of depression with conventional
antidepressants (monoamine oxidase inhibitors, tricyclics, selective
serotonin reuptake inhibitors, selective noradrenaline reuptake
inhibitors) provides a complete remission just for 50% of the
individuals (Nestler et al., 2002). Research reports have been
indicated that herbal extracts and their constituents including Hy-
pericum perforatum, Curcuma longa, Ginkgo biloba, Schinus molle,
among others, exert antidepressant-like effect in animal models of
depression (Machado et al., 2007; McGarry et al., 2007; Peng et al.,
2007; Rodrigues et al., 2002; Sakakibara et al., 2006; Wang et al.,
2008; Zhang, 2004; Zhang et al., 2007). The FST and TST are widely
used for screening potential antidepressants. Antidepressants reduce
the immobility time in both FST and TST. The immobility behavior
displayed in rodents when subjected to an unavoidable and inescap-

able stress has been hypothesized to reflect behavioral despair which
in turn may reflect depressive disorders in humans. There is, indeed, a
significant correlation between clinical potency and effectiveness of
antidepressants in both models (Cryan et al., 2002; Porsolt et al., 1977;
Steru et al., 1985).

In the present study, our results demonstrate that the acute treatment
with hydroalcoholic extract of R. officinalis produced a significant
antidepressant-like response in both FST and TST. Moreover, our study
showed that the repeated administration (14 days) of the hydroalcoholic
extract of R. officinalis was also able to produce an antidepressant-like
effect in the TST. These results are in accordance with the reported
ethnopharmacological effect of this plant (Heinrich et al, 2006). It is
noteworthy that the effect produced by the extract of this plant was
comparable to the one produced by the classical antidepressant fluoxetine
(10 mg/kg, p.o.). The antidepressant-like effect of the acutely adminis-
tered extract was observed at a lower dose in the TST (10 mg/kg, p.o.) than
in the FST (100 mg/kg, p.o.). The underlying principle measuring the lack
of active coping behavior is identical in the TSTand FST, but their variability
in response to certain antidepressants indicates potentially different
substrates and neurochemical pathways mediating performance in these
tests. These issues may underlie the observed behavioral differences (Bai
etal., 2001). Furthermore, one of the most important differences between

55



D.G. Machado et al. / Progress in Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry 33 (2009) 642-650 647

== Vehicle
300+ A 3 Prazosin
22 #
£ 200+
= ] e
£ 150
5 1
E 100-‘
- 50-
o-
Vehicle Extract
== Vehicle
300- B = Yohimbine
= 250
.E m_ i L.
Z 150
2 1004
E 100‘
= 504
a .
Vehicle Extract

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 hydroalcoholic extract of Rosmarinus officinalis (10 mg/kg, p.o.)-
induced reduction in immobility time in the TST. Each column represents the mean + S.E. of
6-10 animals. ** P<0.01 compared with the vehicle-treated control. # P<0.01 as compared
with the extract alone.

these two models is the response to drugs in both tests and the apparent
increased sensitivity of the TST. The mouse FST has not traditionally been
viewed as a consistently sensitive model for detecting selective serotonin
reuptake inhibitor activity, whereas these antidepressants are generally
reported as active in the TST (Cryan et al., 2005). Moreover, the TST was
proposed to have a greater pharmacological sensitivity as compared with
the FST (Thierry et al,, 1986; Cryan et al., 2005).

To avoid false positive results in the FST and TST, it is important to
rule out the possibility that reductions in immobility time were not
merely a result from psychostimulant effects of the extract. In our
study, either acute or repeated treatment with R. officinalis did not
increase locomotor and exploratory activity at doses that produced an
antidepressant-like effect, indicating a specific effect of this plant on
behavioral models predictive of antidepressant activity.

The monoamine hypothesis based on the deficiency of one or several
monoamines is commonly evoked to explain the physiopathology of
depression. This hypothesis initially based on noradrenaline (Schildk-
raut et al, 1965) and serotonin deficiency (Coppen, 1967) has been
extended to dopamine (Randrup et al,, 1975). Most of the antidepres-
sants currently used today exert their primary biochemical effects by
regulating synaptic concentrations of serotonin, noradrenaline and/or
dopamine (Elhwuegi, 2004; Paez-Pereda, 2005). Drugs inhibiting the
uptake of serotonin, noradrenaline and dopamine (triple reuptake
inhibitors) that have been recently developed could produce a more
rapid onset of action and possess greater efficacy than traditional
antidepressants (Chen and Skolnick, 2007). Hence, considering that the
monoaminergic system is implicated in the pathophysiology and
treatment of human depression (Elhwuegi, 2004; Holsboer, 2004), the
present study aimed to investigate the influence of pharmacological
agents that modulate the monoaminergic system on the antidepressant-
like activity of the extract R. officinalis (10 mg/kg, p.o.) in the TSC.

The serotonergic system has long been implicated in the etiology of
depression. Some of the most compelling evidence involves the
alleviation of depression caused by serotonin selective reuptake

inhibitors (SSRIs). Moreover, the tryptophan depletion studies
confirmed the relationship between serotonin and this psychiatric
disorder. Numerous studies have been conducted in an effort to
uncover how antidepressants operate on the serotonergic system
(Taylor et al., 2005). In our study, the antidepressant-like effect of the
extract of R. officinalis was completely prevented by pretreatment of
mice with the neuronal serotonin store depletor, PCPA as well as the 5-
HT;4, 5-HT> receptor antagonists NAN-190 and ketanserin, respec-
tively. In addition, the pretreatment of mice with 5-HT;3 receptor
agonist mCPBG was able to reverse the antidepressant-like effect of
the extract, whereas the 5-HT; receptor antagonist MDL72222
administered in combination with the extract produced a synergistic
antidepressant-like effect. These results provide evidence that the
antidepressant-like effect of the extract of R. officinalis is dependent
on an interaction with the serotonergic system.

PCPA, an inhibitor of the enzyme tryptophan hydroxylase, adminis-
tered to mice at the dose employed in the present study for four
consecutive days is able to deplete the endogenous store of serotonin by
about 60% without affecting the noradrenaline and dopamine levels
(Redrobe et al., 1998a,b). In our study, PCPA pretreatment prior to the
administration of the extract of R. officinalis, was effective in causing a
blockade of the anti-immobility effect of the extract in the TST. This
result clearly suggests that an intact serotonergic system plays a critical
role in the effect of the extract in the TST. PCPA was also previously
shown by our group to completely prevent the antidepressant-like effect
of fluoxetine, used here as a positive control (Machado et al., 2007;
Rodrigues et al., 2002), but not of imipramine in the TST (Rodrigues
et al., 2002). In addition, a study from O'Leary et al. (2007) has recently
shown that the pretreatment with PCPA in mice alters the response to
the fluoxetine and citalopram in the TST, but not noradrenaline reuptake
inhibitors.
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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 hydroalcoholic extract of Rosmarinus officinalis
(10 mg/kg, p.o.) -induced reduction in immobility time in the TST. Each column represents the
mean + S.E. of 6-8 animals. ** P<0.01 compared with the vehicle-treated control. # P<0.01 as
compared with the with the extract alone.
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A decrease in 5-HT; binding potential has been reported, as
determined by positron emission tomography, in depressed patients
in multiple forebrain areas, including the frontal cortex and
hippocampus (Drevets et al., 1999; Sargent et al., 2000). Therefore, a
deficiency in the function and expression of 5-HT;4 receptors is an
important factor in the development of depression (Leitch et al.,
2003). In addition, the mechanism of action of several classes of
antidepressant drugs, such as tricyclics, SSRIs (selective serotonin
reuptake inhibitors), MAOi (monoamine oxidase inhibitors) occur by
participation of the 5-HT;, receptors (Hensler, 2002), including the
antidepressant-like action of some plants (Kim et al., 2007; Machado
etal,, 2007). Additionally, 5-HT; receptors appear to be necessary for
the effects of SSRI antidepressant drugs in both acute and chronic
behavioral models (Mayorga et al., 2001). The SSRIs fluoxetine and
paroxetine failed to decrease immobility in the TST in 5-HT; 4 receptor
mutant mice at a test dose that was active in wild-type and 5-HT1p
receptor mutant mice. However, 5-HT;, receptor mutant mice still
demonstrated an antidepressant-like response to the noradrenaline
reuptake inhibitor desipramine. These data suggest that the presence
of 5-HT;s receptors may be critical for the expression of the
antidepressant-like behavioral responses of SSRIs in the TST (Mayorga
et al,, 2001). In our study, the pretreatment of mice with the 5-HT;5
antagonist NAN-190 abolished the anti-immobility effect elicited by
the extract of R. officinalis in the TST, suggesting the involvement of 5-
HT; receptors in the antidepressant-like effect of this plant.

Preclinical and clinical studies have reported a key role for 5-HT>
receptors in the pathophysiology of depression as well as the action
of many antidepressants (Boothman et al., 2006; Cryan and Lucki,
2000; Wang et al., 2008). Moreover, many established antidepres-
sants are effective 5-HT, receptor antagonists (Deakin, 1988).
However, the preferential 5-HT,, receptor partial agonist DOI was
reported to enhance the antidepressant-like effect of some com-
pounds (Khisti and Chopde, 2000; Zomkowski et al., 2004). In our
study, the pretreatment with ketanserin prevented the anti-
immobility effect of the extract of R. officinalis, which suggests that
its effect in the TST is mediated through an interaction with 5-HT,a
receptors, since ketanserin has a higher affinity for 5-HT, receptors
than for other 5-HT, receptor subtypes (Baxter et al., 1995). Data
from our group have shown that ketanserin was able to reverse the
antidepressant-like effects of some compounds and plant extracts,
such as: agmatine (Zomkowski et al., 2004), S. molle (Machado et al.,
2007), folic acid (Brocardo et al.,, 2008) and magnesium chloride
(Cardoso et al., 2009).

The involvement of 5-HT3 receptors in the pathophysiology of
depression is less reported in the literature, but some reports have
indicated that different classes of antidepressants act as functional
antagonists at the 5-HT5 receptors, indicating that the suppression of
5-HT5 receptor activity may contribute to the action of antidepres-
sants (Eisensamer et al., 2003). The 5-HT3 receptor antagonists
administered acutely, decreased the duration of immobility in the FST
(Bravo and Maswood, 2006). While a 5-HT; receptor agonist
attenuated the decrease in immobility produced by imipramine,
desipramine and mianserin, 5-HT5 receptor antagonists, potentiated
antidepressant-like effects of several SSRIs in the FST (Nakagawa et al.,
1998). In the present study, mCPBG, a 5-HT; receptor agonist,
attenuated the decreased duration of immobility induced by
R. officinalis, although mCPBG did not affect the duration of immobility
when it was given alone. This result suggests that the antidepressant-
like effect of the extract is dependent on a decrease in the 5-HT;
receptor activation. It is somewhat in accordance with the study of Kos
et al. (2006), which has shown that MDL72222, a 5-HT; receptor
antagonist, administered at a higher dose (3 mg/kg, i.p.) than the one
employed in the work, produced an antidepressant-like effect in the
TST. Moreover, the hypothesis that the suppression of 5-HT; receptor
activity contribute to the antidepressant-like effect of the extract of
R. officinalis was reinforced by the synergistic antidepressant-like

effect observed when mice were treated with MDL72222 (0.1 mg/kg,
i.p.) in combination with a sub-effective dose of the extract of
R. officinalis (1 mg/kg, p.o.).

In parallel with the serotonergic system, the noradrenergic system
has been a valuable target for antidepressants. Depression seems to be
associated with a hypofunction of the noradrenergic system, and some
antidepressants act by increasing the synaptic availability of norepi-
nephrine (Elhwuegi, 2004; Taylor et al., 2005). In our experiments, the
pretreatment of mice with prazosin (an o;-adrenoceptor antagonist)
was able to reverse the antidepressant-like effect of the extract of R.
officinalis, whereas yohimbine (an o-adrenoceptor antagonist) was
ineffective in reversing the immobility period in mice. This result
indicates that the extract may exert its effect in the TST by interacting
with o, but not with a;-adrenoceptors.

In animal studies, the implication of the dopaminergic system in
depression has been essentially studied via the use of agonists that
increase dopaminergic activity resulting in antidepressant-like effects
in animal model of depression (Basso et al., 2005; Renard et al., 2001).
Moreover, several studies, including post mortem investigations,
particularly of subjects with severe depression, have demonstrated
reduced concentrations of dopamine metabolites both in the
cerebrospinal fluid and in brain regions that mediate mood and
motivation (Papakostas, 2006). Furthermore, the neuroimaging
findings support the hypothesis that major depression is associated
with a state of reduced dopaminergic transmission, possibly reflected
by a compensatory up-regulation of D, receptors. A deficiency of
mesolimbic dopamine is a leading candidate for the etiology of certain
symptoms of depression (e.g., anhedonia and loss of motivation)
(Dunlop and Nemeroff, 2007). In our study, the selective dopamine D,
receptor antagonist SCH23390 and the dopamine D, receptor
antagonist, sulpiride, were able to reverse the antidepressant-like
effect of the extract of R. officinalis. These results are in accordance
with literature data indicating that both dopamine D; and D,
receptors might play a role in depression (Basso et al., 2005; Machado
et al,, 2007; Papakostas, 2006; Yamada et al., 2004).

Altogether, our results firstly indicate that the extract of
R. officinalis causes an antidepressant-like effect that seems to be
mediated by an interaction with the monoaminergic system. Phyto-
chemical studies have identified active components in this plant, such
as flavonoids including diosmetin, diosmin, luteolin, apigenin,
quercetin and kaempherol; phenols such as caffeic and rosmarinic
acids and terpenoids like, carnosol, carnosic acid, rosmanol, oleanolic
and ursolic acids (Altinier et al., 2007; Barnes et al., 2001; Bentayeb
et al,, 2007; Frankel et al., 1996; Gonzélez-Trujano et al., 2007; Newall
et al,, 1998; Wellwood and Cole, 2004). Screening of the ethanol
extract of R. officinalis aerial parts has reported the presence of
flavonoids, tannins and saponins, but not the presence of alkaloids as
detected in an aqueous extract (Hosseinzadeh and Nourbakhsh,
2003). In our study, a preliminary chemical composition of the
hydroalcoholic extract by thin layer chromatography, infrared spectro-
scopic method and NMR spectrum revealed the presence of carnosol,
carnosic acid and oleanolic acid (data not shown). Further chemical
and pharmacological analysis of the extract will be conducted to
isolate and characterize the active principles responsible for the
antidepressant-like effect.

5. Conclusion

In conclusion, the present study indicates that R. officinalis produces a
specific antidepressant-like effect in animal models predictive of
antidepressant properties, forced swimming test and tail suspension
test. Moreover, the effect of the acute or repeated administration of this
extract was similar to the action produced by the classical antidepressant
fluoxetine. In addition, it was also shown that its antidepressant-like effect
is dependent on its interaction with the serotonergic (5-HT; 5, 5-HT54 and
5-HTj3 receptors), noradrenergic (c;-receptor) and dopaminergic (D, and
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D, receptors) systems. Further studies are necessary to elucidate which
isolated compounds are responsible for the antidepressant-like effects of
the extract of R. officinalis.
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