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Resumo

Introducio: a depressdo é uma doenca altamente prevalente na populacdo mundial e apesar de nio ter sua causa estabelecida, algumas teorias tentam
esclarecer sua etiologia. A rutina é um flavonoide pertencente a classe dos flavonéis, que tem propriedades anti-inflamatéria e antioxidante. Objetivo: avaliar
os efeitos antidepressivos da rutina em um modelo cronico induzido por corticosterona em camundongos. Metodologia: foram utilizados camundongos
Swiss fémeas (25-30g) que receberam corticosterona 20mg/kg ou tween 3% por 21dias. Outros grupos receberam corticosterona por 14 dias e entre 150
ao 21o dia de tratamento, rutina (0,2, 2,0 e 10mg/kg) ou fluoxetinalOmg/kg ou diazepam 1mg/Kg. Uma hora apés a ultima administragio, os animais
passaram pelos testes de campo aberto, labirinto em cruz elevada e nado forgado. Apos os testes, os animais foram sacrificados por decapitagio e as areas
cerebrais cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado dissecados. Para andlise entre os grupos foi usado o teste “t” de Student e para comparagdo
multipla dos parametros utilizara a Analise de Varidncia (ANOVA). Resultados: a corticosterona foi capaz de induzir a depressdo nos animais. No teste de
campo aberto, a rutina 0,2, 2,0 e 10mg/kg reduziram a locomogio. A menor dose da rutina apresentou melhor resposta, aumentando o nimero de entrada
e tempo de permanéncia no brago aberto no teste de labirinto em cruz elevada. Também reduziu significativamente o tempo de imobiliza¢do no teste de
nado for¢ado. Conclusio: a substancia apresentou atividades ansiolitica e antidepressiva.

Palavras-chave: Depressdo. Corticosterona. Rutina.

Abstract

Introduction: Depression is a highly prevalent disease in the world population, and, although its cause is not established, several theories try to clarify
its etiology. Rutin is a flavonoid belonging to the subclass of flavonoids, which has anti-inflammatory and antioxidant properties. Objective: to evaluate
the antidepressant effects of rutin in a chronic model induced by corticosterone in mice. Methods: Female Swiss mice (25-30g) receiving 20mg / kg
corticosterone or 3% tween for 21 days were used. Other groups received corticosterone for 14 days and between 15 and 21 days of treatment, rutin (0.2,
2.0 and 10mg / kg) or fluoxetine 10mg / kg or diazepam 1mg / kg. One hour after the last administration, the animals underwent open field tests, elevated
cross labyrinth and forced swimming. After the tests, the animals were sacrificed by decapitation and the cerebral areas, prefrontal cortex, hippocampus
and striatum dissected. Student's t-test was used for the analysis between the groups, and Variance Analysis (ANOVA) was used for multiple comparison
of the parameters. Results: Corticosterone was able to induce depression in animals. In the open field test, routine 0.2, 2.0 and 10mg / kg reduced the
locomotion. The lower dose of rutin presented better response, increasing the number of entry and length of stay in the open arm in the high cross maze
test. It also significantly reduced stall time in the forced swim test. Conclusion: the substance presented anxiolytic and antidepressant activities.

Keywords: Depression. Corticosterone. Rutin

INTRODUGAO

Adepressao é um transtorno psicoldgico que apresenta registros
antigos, porém ainda ndo é completamente conhecida?, sendo
caracterizada como uma perturbacdo de ordem emocional
cujas alteragdes envolvem as esferas da cognicdo, fisiologia,
comportamentos e a emogao?.

O transtorno pode levar a perda ou ganho de peso sem haver
relacdo com dieta, alteragdao do apetite, insGnia ou sonoléncia,
fadiga, inquietagdo, dificuldade de pensar, concentrar-se, tomar
decisGes e podendo apresentar pensamento suicida®. Estima-
se que em 2020 a depressdo serd a segunda maior causa de
incapacidade no mundo*>.

De acordo com as ultimas estimativas da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), mais de 300 milhdes de pessoas vivem com
depressdo, um aumento de mais de 18% entre 2005 e 2015.
Nas Américas, cerca de 50 milhdes de pessoas viviam com
depressdao em 2015, ou seja, cerca de 5% da populagdo. A OMS
identificou fortes ligagGes entre a depressao e outras doengas e
transtornos ndo transmissiveis®.

Cerca de 60% dos casos, os episddios depressivos sao precedidos
pela ocorréncia de fatores estressantes, principalmente de
origem psicossocial6. Corroborando com essa informagdo um
mostrou que 88,1% dos casos de depressdo diagnosticados
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estavam relacionados com algum evento estressante e que
apenas 11,9% pareceram ter etiologia enddgena, ou seja, sem
evento engatilhador ambiental’.

Desse modo, os fatores estressantes causam uma hipersecregdo
de cortisol (corticosterona em roedores) e durante o episddio
depressivo apresentam importante efeito sobre a plasticidade
neuronal no hipocampo, sugerindo que niveis elevados de
concentragdo de corticosterona (principal hormoénio do
estresse em roedores) diminuem a conectividade cerebral®.
Podendo este desencadear a atrofia em estruturas cerebrais,
principalmente hipocampo e cértex pré-frontal.

Com o crescente aumento do transtorno houve intensificacdo
dos estudos para descoberta de receptores envolvidos na
doenca e de alternativas farmacoldgicas, para isso, comegou a
surgir os modelos de depressao animal.

Os modelos animais sdo recursos indispensaveis na identificacdo
de novos farmacos antidepressivos mais efetivos, bem como no
melhor entendimento da fisiopatologia deste transtorno®. Em
modelos animais ndo ha condicdo conhecida que corresponda
a exata condicdo inata da depressdo em seres humanos, no
entanto, tais modelos sdo um excelente método na identificacdo
de novos antidepressivos, de seu mecanismo de a¢do e no
estudo da neurobiologia da depress&o™®.

Os flavonoides apresentam subdivisGes que se diferenciam
estruturalmente em sua composicdo quimica. Uma dessas
substancias é a rutina que é um bioflavonoide pertencente ao
sub-grupo dos flavonois™®.

A rutina (Vitamina P) tem sido considerada um
antilipoperoxidante, pois pode neutralizar radicais hidroxil
e superdxido?. Ao comparar o efeito do a-tocoferol, do
acido ascorbico e da rutina no processo de peroxidagao, a
rutina era o mais potente inibidor de radicais livres. Estudos
demonstraram o efeito do antidepressivo mediado pelo
aumento da disponibilidade de serotonina e noradrenalina na
fenda sinaptica.

E em virtude dos efeitos adversos dos antidepressivos atuais,
verifica-se a necessidade de se buscarem novos agentes
farmacoldgicos, com a finalidade de encontrar alternativas
medicinais que apresentem efeitos antidepressivos mais
especificos.

O objetivo deste estudo é avaliar os efeitos antidepressivos
da rutina em modelo crénico induzido por corticosterona em
camundongos.

METODOS
Animais
A manipulagdo dos animais antes, durante e depois dos

experimentos foi conduzida de acordo com as regras de
manipulagdo de animais de laboratdrio, preconizadas pela

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL), e seguidas as normas do Comité de Etica para
Uso de Animais (CEUA), do Centro Universitario Christus
(UNICHRISTUS). Os experimentos de manipulagdo com animais
foram realizados de acordo com National Institutes of Health
for the Care of Use Laboratory Animals (NIH, 1996) O projeto foi
aprovado pela CEUA UNICHRISTUS com o nimero de protocolo
040/16.

Para o tratamento, foram utilizados 60 camundongos albinos
(Mus musculus) da variedade Swiss fémeas com peso entre
25-30g provenientes do Biotério da UNICHRISTUS e mantidos
em ambiente com temperatura controlada (22+1°C), com ciclo
claro/escuro de doze horas e recebendo ragdo padrio (Purina
Chow) e agua “ad libitum”. A utilizagdo de animais fémea se
justifica pelo fato que a ocorréncia e recorréncia de depressio
ser maior em mulheres do que em homens®>.

Drogas

O grupo controle recebeu veiculo (agua destilada contendo
3% Tween 80). Os animais receberam CORT (Corticosterona,
21 acetato, Sigma-Aldrich, U.S.A) suspensa em solucdo salina,
contendo 3% Tween-80. A CORT foi administrada diariamente
na dose de 20mg/kg, por via intraperitoneal(l.P), em volume de
10ml/kg. A rutina foi dissolvida em agua destilada com Tween
80 a 3%, para ser administrada nas doses 0,2, 2,0, ou 20mg/kg,
respectivamente, via intraperitoneal (I.P). Os animais receberam
fluoxetina na concentracdo de 10mg/kg via I.P diluido em agua
destilada contendo Tween 80 a 3%. Foi utilizado Diazepam
(DZP) em dose 1mg//kg.

Desenho experimental

O protocolo foi proposto para avaliar os efeitos comportamentais
e neuroquimicos da administracdo repetida da rutina, no
modelo animal de depressdo induzido por CORT. Os animais
foram organizados em seis grupos (com 10 animais para cada
grupos/dose) conforme apresentados a seguir (FIGURA 01).

No vigésimo primeiro dia de tratamento, apds uma hora
da ultima administragdo, os animais foram submetidos aos
seguintes testes comportamentais: campo aberto (TCA),
labirinto em cruz elevada (LCE) e nado forgado (TNF). Apds a
realizacdo desses testes os animais foram sacrificados por
decapitacdo e, logo em seguida, dissecados o cortex pré-frontal
(CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE) e armazenados em
freezer -802C.

Testes comportamentais

Teste de campo aberto

O teste de campo aberto (TCA) é realizado em uma caixa de
acrilico (paredes transparentes e chdo preto, 30 x 30 x 15 cm;)
dividido em nove quadrantes iguais. Cada mouse foi colocado

no centro da Arena, e observados os pardmetros de atividade
locomotora espontanea (nimero de cruzamentos com as
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quatro patas entre as divisdes do campo aberto), o nimero
de comportamentos de autolimpeza (grooming) e o nimero
de levantamentos (rearing) sem apoiar nas paredes do campo
aberto.

Figura 1. Desenho experimental.
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Os animais foram submetidos ao teste apdés uma hora do 21°
dia de tratamento. Cada roedor permaneu um periodo de 6
minutos onde 1 minuto era para adaptagdo do animal. Antes
de introduzir cada animal na area, a arena era limpa com 5% de
alcool para eliminar algum possivel viés devido a odores que
poderiam permanecer em superficies de animais anteriores.

Teste do labirinto em cruz elevada

O labirinto em cruz elevado (LCE) foi validado de ratos para
camundongos14. Consiste de dois bragos abertos opostos
(30 x 5 x 25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também
opostos, em forma de cruz grega. Os bragos abertos e fechados
estdo conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm). A
plataforma, as paredes laterais dos bragos fechados e o chdo
sdo confeccionados em acrilico. O aparelho fica elevado a uma
altura de 45 cm do nivel do chao.

O tempo de permanéncia de cada animal foi de 5 minutos onde,
avaliando nesse periodo as entradas e tempo de permanecia
no brago aberto e fechado.

Teste de nado forcado

O teste de nado forgado (TNF) foi realizado em um cilindro de
vidro (altura = 42 cm de altura; diametro = 18 cm) contendo
30cm de agua (temperatura 24 + 1 9C). Cada sessdo teve
duracdo de 5 min e durante este periodo foi registrado o tempo
de imobilidade, quando o animal reduzia sua movimentacgao,
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realizando movimentos minimos para manter a cabega acima
da 4dgual5. Apds cada animal agua do cilindro foi trocada.

Analise estatistica

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo da
média (D.P.M). Para comparagdo de médias entre os grupos foi
usado o teste “t” de Student e para comparagao multipla dos
parametros foi usado a Andlise de Variancia (ANOVA) seguida
do teste de Tukey. Em todas as analises, serdo considerados
estatisticamente significantes valores de p< 0,05.

RESULTADOS

Efeitos dos tratamentos com RUT e FLUO, em modelos e
depressdo animal induzido por CORT no Teste de Campo
Aberto

Os parametros avaliados no teste de Campo aberto foram:
atividade locomotora por meio do numero de quadrados
percorridos, atividade locomotora vertical (rearing) e atividade
de autolimpeza (grooming).

Na atividade locomotora ha uma redugdo significativa em
todas as doses da rutina [(p<0,0001) 45,00 + 3,215; (p<0,0001)
47,63 + 2,556; (p<0,0001) 46,29 + 3,676] quando comparado
ao controle (81,83 + 4,792). O DZP [(p<0,0001) 24,20 + 1,711]
também reduziu significativamente a ambulagdo quando
comparado ao controle (FIGURA 02A).

Em relagdo ao nuimero de rearing a RUT 0,2mg/kg (18,13 +
0,8750) comparado ao grupo CORT 20mg/kg [(p=0,0012)
8,429 *+ 2,599] teve aumento significativo dos movimentos
durante o teste, da mesma forma quando comparado ao
DZP[(p=0,0036)8,400 * 1,166] (FIGURA 02B).

Os resultados do grooming ndo apresentaram nenhuma
alteracdo quando comparado com o controle e com CORT
(FIGURA 02C).

Efeitos dos tratamentos com RUT e FLUO, em modelos e
depressdo animal induzido por CORT no teste de Labirinto em
Cruz Elevada

O teste LCE é um dos principais testes para avaliar a atividade
de ansiedade do animal. E verificado o nimero de entrada no
braco fechado (NEBF), numero de entrada no brago aberto
(NEBA), tempo de permanéncia no brago fechado (TPNF) e
tempo de permanéncia no braco aberto (TPBA).

O grupo tratado com rutina nas doses 0,2 e 2,0mg/kg elevaram
significativamente o NEBA [(p=0,0011) 9,000 + 0,7454; (p=
0,0071) 8,500 + 0,7071] e TPBA [(p=0,0264) 82,88 *+ 7,032;
(p= 0,0017) 95,25 + 4,503], quando comparado aos animais
tratados com CORT (4,750 + 0,5901; 42,33 + 4,688) (FIGURA 03
A-B).

Analisando os parametros da (FIGURA 03C) é notada a redugdo
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significativa no NEBF nas doses de rutina 0,2; 2,0 e 10mg/kg  Figura 3. Avaliacdo do efeito ansiolitico da rutina (0,2; 2,0 e
[(p=0,0497) 10,11 + 0,6334; (p=0,0053) 10,00 + 0,7638 N=9; 10mg//kg) e fluoxetina 10mg/kg em camundongos.
(p=0,0065) 10,11 + 1,073] e FLUO [(p=0,0003) 8,500 + 1,239]
quando confrontado aos valores do grupo CORT (14,50 + 1,708). A

NEBA
Figura 2. Avaliagdo da atividade locomotora da Rutina (0,2; 2,0 154
e 10mg//kg) e DZP 10mg/kg em camundongos.
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Entretanto, no indicador do TPBF em relacdo ao grupo CORT o

(183,1+9,775) apenas os grupos tratados com rutina em menor
dose [(p= 0,0088) 128,3 + 9,814] e FLUO [(p=0,0020) 114,3 +
12,28] apresentaram reducdo significativa (FIGURA 03D).
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Os animais controle em relagdo aos parametros de NEBA, TPBA,
NEBF e TPBF [(p=0,0301) 7,800 + 0,7272; (p= 0,0030) 91,67 +
10,93; (p= 0,0283) 9,900 + 0,4819; (p= 0,0382) 138,5 + 12,72]
apresentaram alteragdes significativas quando comparado
ao grupo do modelo de depressdao animal induzido por CORT
20mg/kg.

Efeitos dos tratamentos com RUT e FLUO, em modelos e
depressao animal induzido por CORT no teste de TNF

No TNF é observado o tempo de imobilidade dos animais para
analisar atividade antidepressiva.

O grupo tratado com CORT (75,71 + 5,706) levou ao aumento
significativo do tempo de imobilizagdo (p=0,0008) em rela¢do
ao controle (24,00 £ 2,79). O grupo tratado com CORT + RUT
na menor dose (12,50 * 3,775) apresentou redugdo significativa
do tempo de imobilidade (p = 0,0001) quando comparado ao
grupo tratado somente com CORT. Ao defrontar os valores
do tratamento com CORT + FLU (67,80 + 20,07) e CORT + RUT
0,2mg/kg, a rutina apresentou significativamente melhor
resposta (p=0.0025) (FIGURA 04).

Figura 4. Avaliacdo do efeito depressivo da rutina (0,2; 2,0 e
10mg//kg) e fluoxetina 10mg/kg em camundongos.
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Efeito do tratamento (I.P) com rutina (0,2; 2,0 e 10mg//kg) ou
fluoxetina 10mg/kg, 1 hora antes do teste de nado forcado. As barras
representam a média do tempo de imobilidade + E.P.M. A anadlise dos
resultados foi feita por meio de ANOVA de uma via seguida do teste de
Tukey. *P < 0,05.

DISCUSSAO

Os flavonoides sdo considerados nutracéuticos, devido a suas
diferenciadas propriedades biolégicas e farmacoldgicaslé.
As atividades bioldgicas dos flavonoides tém sido concedidas
a seus efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e funcdo de
sinalizacdo celular?’.

Apesar de poucos estudos acerca das atividades centrais da
rutina, essa substancia, extraida da macd, cebola, uva, trigo etc,
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tem mostrado atividades farmacoldgicas potentes e relevantes,
além de ser de baixa toxidade para os mamiferos?®.

O protocolo de CORT por meio de desregulagdo no eixo HPA
é capaz de produzir em roedores alteragdes comportamentais
e neurobioldgicas similares aos sintomas associados com a
depressdao humana, dessa forma se constituiem uma ferramenta
bastante utilizada no desencadeamento de comportamento
depressivo e ansioso possuindo validade de face (causa sintomas
relacionados a doenga), de constructo (reproduz caracteristicas
fisiopatoldgicas semelhantes a condigdo humana) e validade
preditiva (o tratamento repetido com antidepressivos pode
reverter as alteragdes do modelo)**%°,

No presente estudo, as doses da rutina alteraram a atividade
locomotora dos animais, reduzindo sua locomog¢do em
comparagdo ao controle, porém apresentou aumento
significativo da quantidade de quadrados cruzado pelos grupos
tratados com essa substancia, confrontando com o DZP que
causa sedacdo. Desse modo nos permite dizer que a rutina
apresenta um possivel efeito sedativo. Os outros parametros
avaliados sdo o rearing, que na dose 0,2mg/kg obteve
recuperacdo da locomocdo (vertical) animal, e o grooming que,
conforme o resultado, ndo apresentou nenhuma alteracdo
significativa.

Outros autores como Zhang et al (2012)%, ndo tiveram o mesmo
resultado, quando trabalharam com varios flavonoides extraidos
de plantas da medicina popular chinesa. Os flavonoides obtidos
do extrato dessas plantas ndo mostraram alteragdo da atividade
locomotora de camundongos nas doses administradas de 12,5,
25 e 50mg/kg.

Estudos mostram que a alteragdo no numero de rearing esta
relacionado com a atividade exploratéria do animal??, enquanto
que o aumento do grooming se relaciona com o comportamento
de roedores apreensivos?.

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE), que é um dos
modelos mais utilizados nas pesquisas da ansiedade em
roedores, é baseado em respostas a ambientes perigosos que
evocam curiosidade e medo, criando dessa forma, um conflito
de aproximacdo e esquiva®.

No presente teste, a rutina na dose 0,2 e 2,0mg/kg reverteu a
reducdo do NEBA e TPAB acusado pelo modelo da CORT, desse
modo o composto nas duas doses apresentaram agdo tipo-
ansiolitica. Tal agdo medicamentosa é comprovada por estudos
que afirmam que farmacos com atividade ansiolitica aumentam
a porcentagem de entrada no brago aberto bem como o tempo
de permanéncia dos animais no brago aberto?.

Em estudo com dleo essencial de Citrus limon (OECL) na
concentragdo de 100 e 300mg/kg via oral o OECL aumentou o
nuimero de entrada no brago fechado bem como porcentagem
dotempo de permanéncia sugerindo que a substancia apresenta
atividade ansiolitica®.

O teste do nado foi o utilizado pois sua sensibilidade a uma
ampla gama de antidepressivos é uma das mais importantes
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caracteristicas que ddo suporte ao seu uso como screening de
drogas capazes de ser utilizadas na depressao, dando ao modelo
uma validade preditiva?.

Os animais submetidos ao tratamento com a CORT apesentaram
fendtipo depressivo nesse teste, confirmando a eficacia do
tratamento com a substancia. O estudo apontou que a rutina
em sua menor dose apresentou atividade antidepressiva,
reduzindo o tempo de imobilidade no teste de nado causado
pelo tratamento com CORT.

Vdrios artigos que trabalharam com extrato ja indicavam que
os flavonoides poderiam ter efeito antidepressivo. Foi o caso
do trabalho de Machado et al. (2008) que trabalharam com
o extrato etandlico de rutina da Schinus molle. Todas as suas
doses mostraram efeito antidepressivo no teste de suspensao
de cauda. Santos et al. (2015) trabalhou com o extrato de um
flavonoide, naringenina, no teste de nado-forcado em que todas
as doses do seu extrato apresentaram reducdo significativa do
tempo de imobilidade dos animais?’. Lin et al., 2013, mostraram
que o extrato (nas doses de 3, 15 e 30g/Kg) de Daylily flowers

(Hemerocallis fulva), com a rutina como principal componente,
apresentaram em todas as suas doses efeito antidepressivo?.
Os nossos resultados, por trabalhar com a substancia pura,
corroboram os resultados apresentados pelos autores.

CONCLUSAO

O estudo apresenta a primeira evidéncia da atividade da rutina
em modelo de depressdao animal com uso da corticosterona.
De acordo com os resultados encontrados no estudo, conclui-
se que a rutina em dose 0,2mg/kg apresentou melhor resposta
a efeitos neurocomportamentais, como atividade ansiolitica e
antidepressiva avaliados nos testes de comportamento.
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