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RESUMO

PALTIAN, Jaini Janke. Investigagcdo dos mecanismos envolvidos no efeito
tipo-ansiolitico do 7-cloro-4-(fenilselanil) quinolina em camundongos.
2020. 103f. Dissertagdo (Mestrado em Bioquimica e Bioprospecc¢ao) - Programa
de PoOs-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccao, Centro de Ciéncias
Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2020.

A ansiedade € a doencga psiquiatrica mais diagnosticada e tratada no mundo.
Diante dessa situagao, pesquisas para elucidar os mecanismos envolvidos na
ansiedade e na busca de novos agentes terapéuticos tém despertado o interesse
dos pesquisadores. Recentemente, demonstramos a promissora a¢ao ansiolitica
da 7-cloro-4- (fenilselanil) quinolina (4-PSQ) em camundongos. Por esse motivo,
0 primeiro objetivo deste estudo foi expandir nossas descobertas anteriores,
investigando a contribuigdo dos sistemas serotoninérgico e GABAérgico na acéo
ansiolitica deste composto em camundongos machos adultos da raca Swiss.
Inicialmente foi avaliado o envolvimento do sistema serotoninérgico, dessa forma
0s camundongos receberam o pré-tratamento com pindolol (1 mg/kg
intraperitoneal (i.p.) um antagonista nao seletivo do receptor 5-HTian1s) Ou
WAY100635 (0,7 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo do receptor 5-HT1a) ou
cetanserina (0,3 mg/kg, i.p., um antagonista nao seletivo do receptor 5-HT2ar2c),
e apos 15 min receberam o tratamento com o 4-PSQ (50 mg/kg, por via oral
(v.0.)). O pré-tratamento com o0s antagonistas bloqueou o efeito ansiolitico
causado pelo 4-PSQ no teste do labirinto em cruz elevado (LCE). A contribuicéo
do sistema GABAEérgico foi investigada nos animais através do pré-tratamento
com o pentilenotetrazol (35 mg/kg, i.p., um antagonista do receptor GABAA)
(PTZ). Vinte quatro horas apo6s a administracdo do PTZ, os animais receberam
o tratamento com o 4-PSQ (50 mg/kg, v.0.). A administracdo do composto
reduziu a ansiedade induzida pelo PTZ no teste do LCE. Posteriormente, esse
grupo de animais foi submetido a eutanasia e o sangue foi coletado para
determinar os niveis de corticosterona e o cortex cerebral e hipocampo foram
removidos para determinar os niveis de expressdao de RNAm da proteina de
ligacdo responsiva ao AMPc (CREB), fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) e fator nuclear kappa B (NF-kB), bem como a atividade da enzima Na*,
K* ATPase e os niveis de espécies reativas (ERs). Uma dose Unica do 4-PSQ
foi capaz de reverter significativamente o aumento dos niveis de ERs e
corticosterona, bem como a diminuigdo da expressdo de CREB e BDNF nas
estruturas cerebrais e o aumento da expressdao de NF-kB no hipocampo.
Adicionalmente, 0 4-PSQ também foi capaz de restaurar a atividade da Na*, K*
ATPase nas estruturas cerebrais avaliadas. Aqui, demonstramos que a
modulacao dos sistemas serotonérgico e GABAérgico e fatores relacionados a
neurogénese, status oxidativo e atividade da Na*, K* ATPase, contribuem para
o efeito ansiolitico do 4-PSQ, reforgcando o potencial terapéutico desse composto
no tratamento da ansiedade.

Palavras-chave: ansiedade, corticosterona, neurotrofina, GABA, serotonina,
selénio.



ABSTRACT

PALTIAN, Jaini Janke. Investigation of the mechanisms involved in the
anxiolytic-like effect of 7-chloro-4- (phenylselanyl) quinoline in mice. 2020.
103f. Dissertation (Master in Biochemistry and Bioprospecting) — Biochemistry
and Bioprospecting Postgraduate Program. Federal University of Pelotas,
Pelotas, 2020.

Anxiety is the most commonly diagnosed and treated psychiatric disease in the
world. Faced with this situation, research to elucidate the mechanisms involved
in anxiety and the search for new therapeutic agents has attracted the interest of
researchers. Recently, we demonstrated the promising anxiolytic action of 7-
chloro-4-(phenylselanyl) quinolone (4-PSQ) in mice. For this reason, the first
objective of this study was to expand our previous findings by investigating the
contribution of serotoninergic and GABAergic systems in the anxiolytic action of
this compound in male adult Swiss mice. Initially, the involvement of the
serotonergic system was evaluated, so the mice received pretreatment with
pindolol (1 mg/kg, intraperitoneal (i.p.), a non-selective 5-HTians receptor
antagonist) or WAY100635 (0.7 mg/kg, i.p., a non-selective 5-HT1a receptor
antagonist) or ketanserin (0.3 mg/kg, i.p., a selective 5-HT2azc receptor
antagonist), and after 15 min received treatment with 4-PSQ (50 mg/kg, per oral
(p.0.)). Pretreatment with the antagonists blocked the anxiolytic effect caused by
4-PSQ in the elevated plus-maze (EPM) test. The contribution of the GABAergic
system in animals was investigated by pretreatment with pentylenetetrazole (35
mg/kg, i.p., @ GABAA receptor antagonist) (PTZ). Twenty four hours after the
animals received the treatment with 4-PSQ (50 mg/kg, p.0.). The administration
of the compound reduced PTZ-induced anxiety in the EPM test. Later, this group
of animals was euthanized and blood was collected to determine the levels of
corticosterone and the cerebral cortex and hippocampus were removed to
determine the mRNA expression levels of cAMP response element-binding
protein (CREB), brain derived neurotrophic factor (BDNF) and nuclear factor
kappa B (NF-kB), as well as the Na*, K* ATPase activity and reactive species
levels (RS). A single dose of 4-PSQ was able to significantly reverse the increase
in RS and corticosterone levels, as well as the decrease of CREB and BDNF
expression in the cerebral structures and increase of NF-kB expression in the
hippocampus. Additionally, 4-PSQ was also able to restore Na*, K* ATPase
activity in the evaluated brain structures. Here, we showed that the modulation of
serotonergic and GABAergic systems and factors related to neurogenesis,
oxidative status, and Na*, K* ATPase activity contributes to the anxiolytic effect
of 4-PSQ and reinforces the therapeutical potential of this compound for the
treatment of anxiety.

Keywords: anxiety, corticosterone, neurotrophin, serotonin, GABA, selenium.
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1. Introducgéo

A ansiedade é considerada uma reacdo normal do organismo atuando
como um mecanismo de defesa, aumentando a conscientizacdo e a capacidade
de resposta para lidar com situacdes adversas e desconhecidas. Por outro lado,
guando a ansiedade é persistente, frequente ou aparece em contextos
inapropriados, a qualidade de vida é reduzida severamente e, portanto, pode ser
considerada patoldgica (BELZUNG; GRIEBEL, 2001). Atualmente, essa doenga
psiquiatrica tem sido a mais diagnosticada e tratada em todo o mundo. Segundo
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), essa patologia afeta aproximadamente
3,6% da populacdo mundial, sendo o Brasil (9,3%) o pais com maior incidéncia
desse disturbio (OMS, 2017). Diante dessa situacdo, estudos para elucidar os
mecanismos envolvidos na ansiedade e que busquem novos agentes
terapéuticos tém despertado o interesse dos pesquisadores.

O estresse tem sido o principal fator associado ao desenvolvimento dos
transtornos de ansiedade, uma vez que sua persisténcia promove um
desequilibrio na homeostase corporal, resultando em alteragdes fisiologicas
prejudiciais a saude (MARIOTI, 2015). Desregulacdes na neurotransmissao
GABAEérgica e serotoninérgica tém demonstrado envolvimento significativo nos
transtornos do humor e dos estados de ansiedade (NUSS, 2015; GARCIA-
GARCIA et al.,, 2014). Dessa forma, 0s neurotransmissores acido gama-
aminobutirico (GABA) e serotonina (5-HT) sdo os principais alvos dentro da
pesquisa por farmacos ansioliticos, uma vez que a modulacdo destes
demonstram eficacia no tratamento dos transtornos de ansiedade principalmente
através da classe dos benzodiazepinicos (BDZs) e inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRSs), respectivamente (MOHLER et al., 2005;
LANZENBERGER et al., 2007). Com base nisso, é possivel sugerir que
moléculas que modulam esses sistemas podem ser importantes alternativas
farmacoldgicas para tratar distdrbios psiquiatricos, como a ansiedade.

Dessa maneira, substancias capazes de modular diferentes sistemas e
vias de sinalizac&o tém potencial significativo no tratamento dos transtornos de
ansiedade. Nosso grupo de pesquisa dedicou atencdo a pesquisa e elucidacéo

das propriedades farmacol6gicas de um novo composto multi-alvo, 7-cloro-4-
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(fenilselanil) quinolina (4-PSQ) (PINZ et al., 2016; SILVA et al., 2017; REIS et al.,
2017; VOGT et al., 2018; PINZ et al., 2018; VOSS et al., 2018; BARTH et al.,
2019). Entre os achados importantes, Reis e colaboradores (2017)
demonstraram que o 4-PSQ provocou comportamento tipo ansiolitico em
camundongos. O 4-PSQ reduziu a captacao de glutamato nos cortices cerebrais
e protegeu contra o comportamento relacionado a ansiedade induzida pelo
cainato. Os resultados sugerem que a via glutamatérgica esta implicada no efeito
ansiolitico do 4-PSQ, propondo que esse derivado da quinolina possa modular
direta ou indiretamente a ligacdo do glutamato ao seu receptor. Além disso,
nosso trabalho recente contribuiu para esses esforcos, revelando o efeito
protetor do 4-PSQ na acao ansiogénica e no comprometimento da aprendizagem
e da memédria em um modelo da doenca de Alzheimer em camundongos, por
acOes anticolinesterasicas e antioxidantes (PINZ et al., 2018).

Com base nas consideracfes acima e aliado ao fato do 4-PSQ apresentar
propriedades farmacolégicas promissoras, mais estudos devem ser realizados,
a fim de compreender e reafirmar a acdo desse composto como alternativa
terapéutica no tratamento dos transtornos de ansiedade. Dessa forma, é de
extrema relevancia o estudo de outras vias e moléculas envolvidas na acéo
ansiolitica do 4-PSQ, principalmente aquelas relacionadas a desorden de

ansiedade.
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2. Objetivos

2.1.

Objetivo geral

Diante da potencial utilidade do 4-PSQ como farmacoterapia para a

ansiedade, além do interesse continuo na farmacologia deste composto, 0

objetivo deste estudo é explorar 0os possiveis mecanismos subjacentes a agao
ansiolitica do 4-PSQ.

2.2.

Objetivos especificos

Investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico no mecanismo de acao

ansiolitica causada pelo 4-PSQ via receptores 5-HT1a18 € 5-HT2a/2c.
Avaliar o envolvimento do sistema GABAérgico na a¢do ansiolitica do 4-PSQ.

Verificar se a modulacdo da atividade da enzima Na*, K* ATPase contribui
para o efeito ansiolitico do 4-PSQ em camundongos expostos ao
pentilenotetrazol (PTZ).

Avaliar se modulacado dos niveis de espécies reativas (ERs) contribuem para

o efeito ansiolitico do 4-PSQ em camundongos expostos ao PTZ.

Analisar se o efeito ansiogénico do PTZ envolve a hiperativacdo do eixo
hipotalamico da hipofise adrenal e identificar a possivel modulacdo desse
eixo pelo 4-PSQ.

Investigar se a modulacdo dos niveis de moléculas envolvidas na
neurogénese, como a proteina de ligacao responsiva ao AMPc (CREB), fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e o fator nuclear kappa B (NF-kB),
contribuem para o efeito ansiolitico do 4-PSQ em camundongos expostos ao
PTZ.
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3. Reviséo bibliografica
3.1. Ansiedade

A ansiedade é uma emocédo basica que resulta como uma resposta
adaptativa a situacdes de estresse, facilitando a sobrevivéncia a riscos
potenciais (LANG et al., 1998). No entanto, quando essa resposta torna-se
excessivamente frequente ou aparece em contextos inapropriados pode
alcancar grau patolégico, constituindo-se, dessa forma, como um distarbio
psiquiatrico o qual pode gerar alteracbes em diferentes aspectos da vida
(FUCHS et al., 2006). Os sintomas decorrentes dos transtornos de ansiedade
sdo caracterizados por um desequilibrio de humor e emocg¢8es, bem como por
anomalias de estruturas cerebrais, além de ansiedade excessiva na auséncia de
perigo, irritabilidade e depressdo decorrentes da incapacidade de lidar com
alteracOes fisiologicas que ocorrem com 0O organismo em tais situacoes
(GAZZANIGA; HEATHENTON, 2005).

Atualmente grande parte da popula¢cdo mundial sofre com algum distarbio
psiquiatrico, sendo que as desordens de ansiedade estdo entre os transtornos
psiquiatricos mais prevalentes no mundo. Estima-se que cerca de 264 milhdes
(3,6%) de pessoas no mundo experimentaram ao menos um episédio de
ansiedade patoldgica (OMS, 2017). Além disso, a OMS destaca que 0 niumero
de individuos com ansiedade cresceu cerca de 14,9% em 2015 em relacdo ao
ano de 2005. Nesse sentido, o crescimento dessa patologia pode ser atribuido a
diversas situagdes estressantes presenciadas no dia a dia. Sendo assim, fatores
socioecon6micos, ambientais e eventos trauméaticos sao algumas das situacdes
de estresse que contribuem para o surgimento das desordens de ansiedade.

As desordens de ansiedade podem ser classificadas de acordo com seu
tipo de manifestacgdo, tais como episédica ou persistente, sendo que na primeira
o individuo experimenta algum evento traumatico e vivencia o episédio com
medo intenso, enquanto na ansiedade persistente 0s sintomas ansiosos sao
vivenciados diariamente. Com base nisso, o0s sintomas de ansiedade podem se
manifestar através de fatores especificos, como nas fobias, ou serem
inespecificos detendo-se aos aspectos negativos e ameacadores do cotidiano
(ANDRADE; GORENSTEIN, 2000). Dessa forma, a quinta edicdo do Manual

Diagnostico de Transtornos Mentais (DSM-5) classifica os transtornos de



22

ansiedade em trés categorias como, transtornos de ansiedade, transtornos
obsessivos compulsivos e transtornos relacionados a traumas e estressores.
Dentro da categoria dos transtornos de ansiedade estao inclusos os transtornos
de ansiedade generalizada, transtornos de ansiedade social, transtorno do
panico e agorafobia. Por outro lado, a categoria de transtornos relacionados a
traumas e estressores compreendem os distarbios de ajuste, transtornos de
estresse pos-traumatico e transtornos de estresse agudo (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Como a ansiedade faz parte do repertério comportamental normal,
distinguir o momento em que a ansiedade passa de benéfica para prejudicial
pode ser dificil em funcéo da variabilidade dos tracos de personalidade entre os
individuos. Baseado nisso, o DSM-5 descreve que quando “a ansiedade, a
preocupacgdo ou sintomas fisicos causam sofrimento ou prejuizo clinicamente
significativo nas areas sociais, ocupacionais ou outras areas importantes do
funcionamento” deve ser diagnosticada a ansiedade patologica (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Além disso, para o paciente receber o
diagnostico de ansiedade, o DSM-5 estabelece critérios para o diagnéstico de
cada um dos transtornos de ansiedade, e se estes critérios estiverem presentes
na rotina do paciente na maioria dos dias, durante os ultimos 6 meses, 0
diagnostico pode ser confirmado (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2013).

Sabe-se que a exposicdo a estimulos estressores contribui para o
aparecimento dos disturbios de ansiedade, de modo que quando percebida pelo
organismo ameaca a homeostase e provoca uma série de sintomas que
envolvem aspectos bioquimicos, neuroldgicos e comportamentais (SHELTON,
2004). Nesse sentido, os episddios de estresse podem causar alteracdes
neurofisiolégicas como a diminuicdo da neurogénese, fazendo com que ocorra
um prejuizo no desenvolvimento e formacéao de células neuronais (JOCA, 2003).
O eixo hipotalamo hipdfise adrenal (HHA) é ativado como resposta normal e
fisiolégica ao estresse, para manter a homeostase do organismo diante de
estimulos estressores, entretanto, a hiperativativacdo deste eixo em situacdes
de estresse cronico esta relacionada a fisiopatologia da ansiedade (CHECKLEY,
1996). Dessa forma, Hammen (2005) relata que a resposta ao estresse €
essencial para a adaptacao do equilibrio homeostatico. No entanto, o estresse
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cronico além de causar degeneracao neuronal, pode levar a estados patologicos,
gue podem resultar no aparecimento de transtornos emocionais, tais como, 0s
transtornos de ansiedade (HEIM; NEMEROFF, 2001; CHARNEY; MANJI, 2004;
DE KLOET et al., 2005).

Os processos envolvidos no desenvolvimento da ansiedade e dos
distarbios relacionados ainda n&o sao totalmente compreendidos, entretanto,
para a maioria dos disturbios foram identificadas alteracdes no sistema limbico,
disfuncdo do eixo HHA e fatores genéticos. Adicionalmente, condigdes externas
como traumas, fobias, fatores socioecondmicos e ambientais também podem
predispor um individuo ao desenvolvimento da ansiedade patoldgica. Diante
disso, a ansiedade ndo deve ser considerada uma doenca unica, com apenas
uma causa, e sim como uma sindrome heterogénea composta de inUmeros
fatores causadores (MARTIN et al., 2009).

3.2. Fisiopatologia da ansiedade

Embora diferentes estudos tenham sido realizados com a finalidade de
elucidar os mecanismos fisiopatologicos e comportamentais na génese da
ansiedade, ainda ndo ha uma hipotese totalmente consolidada, por se tratar de
uma etiologia multifatorial envolvendo fatores genéticos, neurobiolégicos e
ambientais (MARTIN et al.,, 2009). As evidéncias sobre um gene especifico
associado a ansiedade ainda ndo foram elucidadas, porém indicios apontam que
diferentes genes contribuem para a vulnerabilidade bioldgica do individuo
deixando-o mais propenso a desenvolver desordens de ansiedade (HALLETT et
al., 2009). De fato, fatores genéticos predispdem um individuo a ansiedade, no
entanto, também deve-se lembrar que influéncias ambientais presenciadas ao
longo da vida contribuem para o desenvolvimento desse transtorno.

Estudos experimentais sugerem que reacdes analogas ao medo séo
mediadas e integradas por substratos neuroanatdmicos localizados no sistema
limbico, como amigdala, septo e hipocampo (SANDFORD et al., 2000). O
envolvimento do sistema enddécrino tem recebido destaque na descricdo da
etiologia da ansiedade (CASTREN et al., 2007). Neste contexto, o envolvimento
do eixo neuroendocrino HHA, estd sendo melhor estudado nos transtornos
psiquiatricos, assim como, suas conexdes com estruturas do sistema limbico,

como o hipocampo e a amigdala. Visto que o eixo HHA desempenha funcdes
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relevantes no desenvolvimento e na expressao de numerosos comportamentos,
suas disfuncdes podem estar relacionadas a fisiopatologia da ansiedade
(CHECKLEY, 1996).

No aspecto neuroquimico, os neurotransmissores GABA e 5-HT tem
demonstrado envolvimento na regulacdo da ansiedade (MOHLER et al., 2005;
LANZENBERGER et al., 2007). Assim, o GABA um importante neurotransmissor
inibitério do SNC tem sido amplamente associado com os distirbios de
ansiedade, devido a eficacia demonstrada pelos BDZ que ao se ligarem ao
receptor GABAAa potencializam a afinidade do GABA pelo seu receptor e, por
consequéncia causam efeitos ansioliticos (NUSS, 2015). A partir disso, 0
sistema GABAérgico comecou a ser investigado e sua desregulacdo tem
demonstrado relacdo com as desordens de ansiedade. Em paralelo, a 5-HT
desempenha importante papel na regulagdo do humor, sono, apetite, libido, e
funcdes cognitivas (AKIMOVA et al., 2009). Desse modo, anormalidades na
liberacdo ou receptacdo da 5-HT tém sido atribuidas a ansiedade. Estudos
demonstram que esse neurotransmissor pode exercer acdo ansiogénica ou
ansiolitica em animais (LI et al., 2012). Sendo assim, o papel da 5-HT na
ansiedade ainda néo esta totalmente esclarecido, tendo em vista que seu efeito
na ansiedade parece depender de varios fatores, incluindo a natureza do
estimulo ameacador, as estratégias defensivas disponiveis e as estruturas
cerebrais envolvidas.

A neurogénese também tem demonstrado desempenhar um importante
papel nos transtornos de humor e ansiedade, de forma que a supressao ou
diminuicdo desse processo tem demonstrado produzir quadros de ansiedade.
Baseado nisso, Revest e colaboradores (2009) demonstraram que 0sS
camundongos transgénicos que tiveram prejuizo na neurogénese hipocampal
exibiram um aumento nos comportamentos semelhantes a ansiedade. Nesse
sentido, cabe destacar que o prejuizo na formacao de novos neurdnios resulta
em uma reducdo no tamanho de estruturas cerebrais, uma caracteristica
observada nos transtornos psiquiatricos (SHELINE et al., 2003).

Adicionalmente, devido a elevada vulnerabilidade do cérebro a processos
oxidativos, tem sido estabelecida uma relacdo entre os transtornos de ansiedade
com os danos oxidativos causadas pelas ERs. Essa hipotese tem sido realizada

uma vez que o dano oxidativo causado aos lipideos e proteinas de membrana
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podem resultar em uma alteracdo na neurotransmissdo e funcdo neuronal
(BOUAYED et al., 2009). Dessa forma, estudos tem demonstrado que pacientes
com transtornos de ansiedade possuem niveis elevados de peroxidacao lipidica
na corrente sanguinea em comparacao a pacientes saudaveis (KULOGLU et al.,
2002; HOVATA et al., 2010). Sendo assim, o dano oxidativo também pode ser
considerado um fator importante envolvido na regulacéo da ansiedade.

Apesar de sua alta prevaléncia e do impacto negativo causado na vida do
paciente ansioso, as causas dos transtornos de ansiedade nao séo totalmente
compreendidas, dessa forma, a elucidagdo dos mecanismos envolvidos na
ansiedade € de grande relevancia principalmente para o desenvolvimento de

farmacos ansioliticos cada vez mais eficazes e com menores efeito adversos.

3.2.1. O eixo HHA

O eixo HHA compreende um dos principais sistemas enddcrinos que
regulam a homeostase no organismo em situacfes de desafio ou estimulo ao
estresse (CHECKLEY, 1996). Dessa forma, o eixo HHA pode ser ativado por
diversos eventos de estresse, sejam eles fisicos ou psicolégicos, e por
consequéncia ocorrera um aumento da concentracdo sanguinea de
glicocorticoides (GCs). Esses estimulos serdo percebidos pelos neurénios do
nacleo paraventricular do hipotalamo fazendo com que ocorra a secrecédo do
horménio liberador de corticotrofina (CRH). Esse hormbnio estimulara a sintese
do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) na hipéfise anterior que, por sua vez,
sinalizara ao cortex da glandula adrenal para que ocorra a sintese e liberacéo de
GCs como o cortisol e corticosterona em humanos e roedores, respectivamente
(JOHNSON et al., 1992; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009) (Figura 1). Os GCs
liberados na corrente sanguinea possuem a fungcdo de regular diferentes
respostas fisioldgicas principalmente as funcdes relacionadas ao metabolismo
energético (GONZALEZ; ESCOBAR, 2002).
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Figura 1. Representacdo esqueméatica da resposta do organismo frente ao estresse. CRH:
horménio liberador de corticotrofina, ACTH: hormbnio adrenocorticotréfico. (Adaptado de

Juruena e colaboradores, 2004).

Os niveis plasmaticos de GCs sdo regulados pelo mecanismo de
feedback negativo exercido pelo proprio hormoénio GC agindo nos receptores de
glicocorticoides presentes no hipotdlamo e hipdfise. Esse controle ocorre com
intuito de manter os niveis basais dos horménios inibindo a liberacao exacerbada
destes durante a ativacdo do HHA. Nesse sentindo, 0s receptores envolvidos no
controle do eixo HHA incluem o receptor mineralocorticoide (RM) que responde
a niveis basais de GCs, e o receptor glicocorticoide (RG) que responde a niveis
mais altos desses horménios (CHARMANDARI et al., 2005).

Entretanto, em situacdes de estresse crénico a constante ativacdo desse
eixo tem sido relacionada com o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos
(JACOBSON, 2014; DU; PANG, 2015). Essa associac¢ao tem sido feita, uma vez
gue a producao em excesso de GCs, como o cortisol, podem resultar em danos
a estruturas cerebrais essenciais para o controle do eixo HHA, além de danificar
neurdnios ocasionando um aumento na entrada de célcio na célula, tornando-os
mais suscetiveis a excitotoxicidade glutamatérgica e vulneraveis a acao de ERs
(SAPOLSKY, 1986). Ademais, os elevados niveis de glicocorticoides na corrente
sanguinea sdo capazes de prejudicar a neurogénese, acarretando uma menor
producao celular e por consequéncia uma reducdo no tamanho de estruturas
cerebrais como por exemplo, o hipocampo (KANDEL et al., 2014).

A secrecdo de CRH pelo hipotadlamo é controlada por uma via excitatéria

encontrada na amigdala e uma via inibitéria no hipocampo (KANDEL et al.,
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2014). Baseado nisso, danos a estrutura do hipocampo parecem prejudicar o
controle inibitério da secrecao de CRH, e assim a secrecéo de cortisol continuara
ocorrendo, conduzindo a um ciclo vicioso (KANDEL et al., 2014). Desse modo,
a hiperatividade do eixo HHA contribui para o desenvolvimento de transtornos
de ansiedade, uma vez que é demonstrado que em casos de ansiedade ocorre
uma hiperexcitabilidade da amigdala, e esse processo pode acarretar na
desregulacéo do eixo HHA diante da superproducéo de GCs.

Além disso, as disfungdes do eixo também podem estar relacionadas a
reducdo da capacidade dos GCs exercerem seu feedback negativo. O
comprometimento desse processo parece estar relacionado com a funcéo
prejudicada do RG, visto que desenvolverdo resisténcia a esses hormonios
fazendo com que o efeito inibitério a liberacdo hormonal ndo ocorra (LOWY et
al., 1984). A ativacdo do eixo HHA é muito importante, no entanto é de extrema
importancia que sua desativacao ocorra assim que a situacao esteja controlada,
tendo em vista que a ansiedade patologica ocorre quando esse sistema fica
sobrecarregado, ou seja, embora ndo exista nada para o corpo lutar ou fugir, ele

responde como se houvesse uma ameaca presente.

3.2.2. Sistema GABAEérgico

O GABA é um importante neurotransmissor inibitério do sistema nervoso
central (SNC) sendo conhecido por modular o comportamento relacionado a
ansiedade (NEMEROFF, 2003). Por ser o principal neurotransmissor inibitério
no cérebro, o0 GABA ¢é alvo de muitas drogas usadas clinicamente para tratar a
ansiedade, que podem atuar em dois diferentes tipos de receptores 0 GABAAa
(receptor ionotropico), um canal i6nico seletivo para os ions Cl, e o GABAs
(receptor metabotrépico), um receptor acoplado a proteina G (MOHLER, 2005;
KURIYAMA et al.,, 1993). Baseado nisso, a neurotransmissao inibitoria
GABAérgica pode ser dividida em acéao inibitoria rapida, através do receptor
ionotropico  GABAaA e de acgdo inibitéria lenta, mediada pelo receptor
metabotropico GABAg, cuja ativagdo inicia uma cascata de eventos
intracelulares resultando na diminuicéo do influxo de Ca?* e aumento do efluxo
de K*, levando a hiperpolarizacéo celular (MICHELS; MOSS, 2007; BETTLER;
TIAO, 2006).
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O receptor GABAA € um complexo glicoproteico constituido de cinco
subunidades polipeptidicas e composto por trés subunidades diferentes a, B ey
que formam uma série de a-hélices agrupadas em torno de uma abertura central,
correspondente ao canal ibnico seletivo para os ions CI- (AKK et al., 2007). A
ligacdo do GABA ao seu respectivo sitio de ligacao no receptor GABAAa resultara
em uma alteracao conformacional no receptor, conduzindo a abertura dos canais
de CI, sinalizando o influxo de ions CI- para o meio intraneuronal. O influxo
desses ions levara a hiperpolarizacdo da membrana, e inibindo,
consequentemente, a propagac¢ao do impulso elétrico, regulando dessa forma a
excitabilidade neuronal (BORMANN, 2000; ZORUMSKI; ISENBERG, 1991)
(Figura 2).
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Figura 2. Representacéo esquematica da neurotransmissao GABAérgica. (Adaptado de
Lallmann e Wirth, 2000).

Outras moléculas também podem influenciar esse receptor, pois além dos
sitios de ligacdo do GABA, esse receptor possui em sua estrutura diferentes
sitios alostéricos especificos para diferentes ligantes (MICHELS; MOSS, 2007).
Nesse sentido, substancias como os barbitdricos, anestésicos, etanol e os BDZs
guando interagem com seus respectivos sitios de ligacao intensificam a acéo do
neurotransmissor GABA no SNC a nivel pdés-singptico, aumentando sua
afinidade pelos receptores GABAa, e como consequéncia aumentando a

frequéncia da abertura dos canais i6nicos (CHERUBINI et al., 1991). Por outro
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lado, moléculas como a picrotoxina e o0 PTZ ao se ligarem ao receptor GABAAa
podem atenuar a neurotransmissdo GABAérgica (MACDONALD; OLSEN, 1994;
ZORUMSKI; ISENBERG, 1991; KALUEFF; NUTT, 1996). Com base nisso,
podemos dizer que quando o equilibrio entre a atividade excitatoria e inibitéria é
mudado farmacologicamente em favor da transmissdo GABAérgica serao
induzidos estados de ansiolise e sedacédo. Entretanto, uma atenuacdo do
sistema GABAérgico resulta em excitacdo, ansiedade, inquietacao, insonia, e até
crises convulsivas. Dessa forma, disfuncdes no sistema GABAérgico tém sido
associadas a transtornos de ansiedade, epilepsia e esquizofrenia (OLSEN et al.,
1999; MOHLER, 2002; MOHLER et al., 2005).

Nesse sentido, 0 PTZ, é considerado uma molécula ansiogénica, uma vez
que por ser um antagonista do receptor GABAa atua diminuindo a funcgéo
GABAérgica e consequentemente aumentando a excitabilidade neuronal
(KALUEFF; NUTT, 1996). Em humanos, o PTZ foi inicialmente descrito como
convulsivante, mas posteriomente foi demonstrado produzir ansiedade intensa
em doses subconvulsivas. Nesse sentido, 0 PTZ é considerado um protétipo de
droga ansiogénica e tem sido amplamente utilizado em modelos de ansiedade
em animais (JUNG, 2002).

Os receptores GABAAa estdo presentes em todas as regides cerebrais,
porém encontram-se predominantemente em regides envolvidas com a
ansiedade, como o cértex pré-frontal, hipocampo e amigdala. Nesse sentido, tem
sido destacado que a neurotransmissdo GABAérgica na amigdala exerce um
importante papel na modulacéo de respostas relacionadas a ansiedade (ETKIN,
2009). Estudos realizados em animais demonstraram que infusdes na amigdala
com agonistas de receptores GABA reduzem os comportamentos relacionados
ao medo e ansiedade, enquanto infusbes com antagonistas GABA produzem
efeitos ansiogénicos (SANDERS; SHEKHAR, 1995; BARBALHO, et al., 2009).
Paralelamente, também foi demonstrado que a supressdo da expressdo da
enzima acido glutdmico descarboxilase (enzima responsavel pela sintese do
GABA) na amigdala, acarreta a perda da resposta ansiolitica aos BDZs (HELDT
et.al.,, 2012). Além disso, estudos realizados em humanos revelam que a
administracdo de BDZs reduz a ativacdo da amigdala frente a estimulos
emocionais negativos (DEL-BEN et al., 2012; PAULUS et al., 2005).



30

A participacdo do GABA na ansiedade foi evidenciada no final dos anos
1960, através do estudo dos mecanismos de acdo dos BDZs. Diante disso, o
sistema GABAérgico tem sido associado aos transtornos de ansiedade devido a
eficacia dos BDZs no tratamento da ansiedade. (NUSS, 2015). Por ser um
neurotransmissor inibitério, o0 GABA atua contrabalanceando a acdo do
glutamato, além de suprimir a atividade neuronal dos sistemas serotoninérgico e
noradrenérgico (SOODAN; ARYA, 2015). Dessa forma, acredita-se que o
sistema GABAérgico seja um dos sistemas envolvidos integralmente nos

transtornos de ansiedade.

3.2.3. Sistema serotoninérgico

A 5-HT é sintetizada a partir do aminoécido triptofano no cérebro, sobre a
acdo da enzima triptofano hidroxilase. Posteriormente a biossintese, a 5-HT é
armazenada em vesiculas, e quando o potencial de acdo atinge a porcao
terminal do neurdnio, ocorre a despolarizacdo da membrana levando a abertura
dos canais de calcio, e as vesiculas contendo 5-HT se fundem com a membrana
do neurdnio (WONG et al., 2005). Assim, a 5-HT ¢ liberada na fenda sinaptica
onde se liga aos receptores presentes nos neurbnios pré e pos-sinapticos e 0s
ativa iniciando a cascata de sinalizacao no interior da célula (SILVA, 2008).

Ja esta bem estabelecido que a 5-HT desempenha importante papel em
diferentes processos fisiologicos e condi¢des patologicas. Sua neurotransmissao
esta implicada na regulacédo do humor, controle de impulsos, fun¢des cognitivas,
além de demonstrar importante relacdo na modulacdo de comportamentos
relacionados ao medo e ansiedade (ARANGO et al., 2001; LEMONDE et al.,
2003). Esses efeitos sdo mediados por diversos receptores, encontrados em 7
classes distintas (5-HT1.7) e diferentes subtipos (BARNES; SHARP, 1999).

A 5-HT tem sido apontada como um neurotransmissor importantissimo no
estudo neuroquimico da ansiedade. Sendo assim, as primeiras evidencias do
envolvimento do sistema serotoninérgico em comportamentos relacionados ao
medo e ansiedade foram obtidas ainda na década de 60 em um modelo animal
de conflito (GELLER; SEFTER, 1960). Também foi apontado que ansioliticos
BDZs reduzem a atividade dos neurbnios serotoninérgicos, propondo uma
relacdo entre o sistema serotoninérgico e a ansiedade, atribuindo uma funcao

ansiogénica para a 5-HT (STEIN, 1973). De acordo com essa teoria, farmacos
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gue atuam reduzindo a acdo desse neurotransmissor através do bloqueio de
seus receptores e da sua sintese, produziriam efeito ansiolitico. Por outro lado,
estudos tem revelado que variagdes genéticas no transportador de 5-HT e no
receptor 5-HT1a produzem tracos de ansiedade (HARIRI; HOLMES 2006), em
paralelo a inativacdo dos genes que codificam o transportador 5-HT e o receptor
5-HT1a resultaram em um aumento dos comportamentos ansiosos em
camundongos (HOLMES, 2008; JACOBSON; CRYAN, 2009). Dessa forma,
embora o envolvimento da 5-HT na ansiedade esteja bem estabelecido, seu
exato papel nesses transtornos ainda € bastante controverso.

Entre os receptores de 5-HT, acredita-se que os de subtipo 5-HTia
desempenham importante envolvimento na etiologia dos transtornos de
ansiedade, estando distribuido em regides do cérebro implicadas na regulagéo
do humor e ansiedade como cértex frontal, amigdala e hipocampo (GARCIA-
GARCIA et al., 2014). Seu importante papel pode ser demonstrado pelo efeito
ansiolitico demonstrado pela buspirona, um agonista parcial do 5-HT1a, um
farmaco utilizado clinicamente no tratamento do transtorno de ansiedade
generalizada, atuando preferencialmente nos receptores pré-sinapticos 5-HTia
diminuindo a frequéncia de disparos do neurbnio serotonérgico pré-sinaptico
(KOEN; STEIN, 2011). Além disso, o tratamento com ISRSs tem se tornando
uma alternativa para os transtornos de ansiedade, tendo em vista que provou ter
eficacia em uma variedade de transtornos de ansiedade. Essa classe atua
blogueando seletivamente a recaptacéo de 5-HT apds a liberacdo dos neurdnios,
alterando a neurotransmissdo de 5-HT no cérebro, incluindo a ligagcdo ao
receptor 5-HT1a (VASWANI et al., 2003; NUTT, 2005).

Em relacdo aos receptores 5-HT2, estes também sdo amplamente
distribuidos no cérebro sendo altamente expressos na amigdala e no hipotalamo
e, portanto, podem desempenhar um importante papel modulador na resposta
ao medo e a ansiedade (MORILAK et al., 1994; POMPEIANO et al., 1994;
WRIGHT et al., 1995), uma vez que alteracdes na sinalizagéo do receptor nessas
areas podem estar diretamente relacionadas a certos sintomas associados a
transtornos de ansiedade. Ha relatos que a ativacéo do receptor 5-HT2a produz
efeitos ansioliticos. Jiang e colaboradores (2009) mostraram que esse é 0
principal receptor responsavel por facilitar a liberacdo de GABA nos neurdnios
da amigdala, sendo assim, qualquer mediador que facilite a transmissao
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sinaptica GABAérgica parece produzir um efeito ansiolitico, dessa forma
acredita-se que a ativagdo do receptor 5-HT2a induza a um estado de ansidlise.
Ainda em relagdo a outro subtipo do receptor 5-HT2, estudos realizados com
animais demonstraram que a ativacdo do receptor 5-HT2c induz efeitos
semelhantes aos da ansiedade, sugerindo que a ativacdo do receptor 5-HT2c
aumenta a excitabilidade neuronal na amigadala (HACKLER et al., 2006;
CAMPBELL; MERCHANT, 2003). Chen e colaboradores (2003) sugerem que a
ativacdo do receptor 5-HT2c pode induzir efeitos semelhantes a ansiedade em
animais, principalmente pelo aumento da fungao do receptor N-metil D-Aspartato
(NMDA) na amigdala.

Com base nisso, uma desregulacdo desses receptores 5-HT2 em regides
como a amigdala e hipotalamo parecem estar envolvidas na fisiopatologia dos
transtornos de ansiedade. Nesse sentido, farmacos capazes de modular a
sinalizacdo dos receptores 5-HT2a e 5-HT2c nessas regibes cerebrais
representam importante potencial no tratamento dos sintomas associados aos
transtornos de ansiedade.

Tendo em vista o que foi exposto, a ativagao da 5-HT pode estimular vias
ansiogénicas e ansioliticas no cérebro, dependendo da regido envolvida e do
subtipo de receptor 5-HT predominantemente estimulado. Desse modo, embora
seu exato papel ndo esteja totalmente elucidado € impossivel negar que esse

neurotransmissor esteja envolvido nos transtornos de ansiedade.
3.3. AlteracbGes neuroquimicas envolvidas na ansiedade

3.3.1. CREB e BDNF

O CREB ¢é uma importante proteina envolvida no desenvolvimento
cerebral e na neurogénese, pois atua como um fator de transcricdo regulando
moléculas envolvidas em diferentes processos neuroldgicos (GONZALEZ, G.A,;
MONTMINY, 1989; MILETIC et al., 2002). A regulacdo dos processos de
transcricdo génica ocorre quando proteinas quinases como a proteina quinase
A (PKA) e a proteina quinase tipo IV dependente de calcio/calmodulina (CaMKIV)
fosforilam o CREB no residuo Serinal33, deixando-o na sua forma ativa
(CARLEZON et al., 2005; REUS et al., 2011). Dessa forma, o CREB tem
demonstrado importante envolvimento em processos biolégicos, como

sobrevivéncia celular, plasticidade, processos de aprendizado e memoria, além
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disso também tem sido proposto o envolvimento dessa proteina em vias de
sinalizacdo que levam ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos (REN et
al., 2014).

Baseado nisso, disfun¢des na funcdo ou expressdo do CREB tém sido
associados com o surgimento de comportamentos semelhantes a ansiedade em
animais (BARROT et al., 2005; WALLACE et al., 2009; CARLEZON et al., 2005;
PANDEY, et al., 2005). Estudos revelam que a funcéo prejudicada do CREB na
regido do nucleo accumbens produz efeitos semelhantes a ansiedade, enquanto
0 aumento da sua fungcao reduz esse comportamento (BARROT et al., 2005;
WALLACE et al., 2009). Alfonso e colaboradores (2006) apontam para o fato de
gue a exposicao ao estresse esta associada a expressao reduzida de CREB no
hipocampo. Também foi demonstrado que os roedores knockout do gene CREB
exibiram um aumento nos comportamentos semelhantes a ansiedade (VOGT et
al., 2014). Esses estudos levantam a possibilidade de que a modulacdo do CREB
contribua para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos (CARLEZON et
al., 2005).

O CREB tem sido apontado como importante fator de transcricdo
envolvido em diferentes vias de sinalizacdo, que quando estd em sua forma ativa
sinaliza a transcricdo génica do BDNF, uma importante neurotrofina envolvida
nos processos de neurodesenvolvimento, neurogénese e distirbios de humor,
como ansiedade e depressdo (YOSHII; CONSTANTINE-PATON, 2010;
GRATACOS et al., 2007). De uma forma geral, os fatores neurotroficos s&o
proteinas que regulam a sobrevivéncia, o crescimento, a plasticidade e a sintese
de novos neurdnios. Estas proteinas sdo conhecidas como neurotrofinas. A
primeira neurotrofina caracterizada foi o fator de crescimento neural (NGF),
seguido pela identificacao de varias outras, incluindo o BDNF (ZHAO et al., 2005;
SHIMIZU et al., 2003). O BDNF € uma das neurotrofinas mais abundantes
presentes no cérebro responsével por promover a proliferacao, sobrevivéncia e
diferenciacdo de neurdnios nos sistemas nervoso periférico e central (LINDSAY
et al.,, 1994). A sintese do BDNF ocorre a partir de uma molécula precursora
denominada pro-BDNF que é posteriormente clivada para gerar a forma madura
da proteina (MOWLA et al., 2001). Estudos tém sugerido que o BDNF-maduro é
a forma predominantemente encontrada, e a que apresenta maior atividade
fisiologica no SNC (TECHE et al., 2013).
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A sinalizacdo mediada pelo BDNF ocorre por meio da sua ligacdo ao
receptor tropomiosina quinase B (TrkB), formando o complexo BDNF-TrkB. Apos
a ligagdo ao receptor, ocorre a dimerizagdo dos complexos, levando a auto-
fosforilacdo e recrutamento de proteinas de ancoragem intracelulares. Esse
processo pode desencadear a ativacdo de distintas vias de sinalizacdo como a
via da fosfolipase Cy (PLCy), fosfatilinositol 3-quinase (PI3K) e da quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) que levam a fosforilacdo e ativacao do fator
de transcricio CREB que medeia a transcricdo de genes essenciais para a
sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal (REICHARDT, 2006) (Figura 3).

BDNF D J

Expressao génica

Figura 3. Representacdo esqueméatica das vias de sinalizacdo mediadas pelo BDNF.
(Adaptado de Cunha e colaboradores 2010).

O desequilibrio dos niveis do BDNF tem sido altamente associado aos
transtornos de ansiedade. Recentemente, Shen e colaboradores (2019)
demonstraram que os niveis séricos de BDNF foram menores em pacientes com
transtorno de ansiedade generalizada do que em pacientes saudaveis. Outro
importante resultado revelado no estudo de Rosa e colaboradores (2016) foi que
ratos expostos precocemente ao glutamato monossédico desenvolveram
comportamento semelhante a ansiedade, e mostraram reducdo dos niveis do
BDNF no hipocampo, o que sugere que uma modulacdo dos niveis do BDNF
pode estar envolvida no comportamento semelhante a ansiedade induzido pelo
glutamato monossaodico.

Embora muitos estudos relatem a diminuicdo dos niveis de BDNF em
individuos com transtornos de ansiedade, poucas sdo as explicacbes de como

esse desequilibrio é provocado. Sabe-se que a producdo do BDNF € influenciada
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por um polimorfismo de nucleotideo Unico, do alelo Val66Met, onde ocorre a
substituicdo do aminoacido valina por uma metionina na posi¢céo 66 (Val66Met)
da regido codificadora do gene BDNF (EGAN et al., 2003). Dessa forma,
individuos que possuem este polimorfismo sdo mais suscetiveis a desenvolver
distlrbios psiquiatricos (GRATACOS et al., 2007). Chen e colaboradores (2006)
demonstraram que camundongos geneticamente modificados com um alelo Met
variante no gene BDNF exibiram um aumento dos comportamentos relacionados
a ansiedade quando colocados em situagfes estressantes. Dessa forma, este
achado sugere uma associacdo entre a fisiologia dessa neurotrofina com a
fisiopatologia dos transtornos de ansiedade.

Estimulos estressores tém sido apontados como a principal causa destas
alteracdes na expressdo do BDNF (DUMAN; MONTEGGIA, 2006). Na
ansiedade o eixo HHA é ativado em resposta a situacdes estressantes
promovendo a liberacdo do horménio cortisol na corrente sanguinea
(GONZALEZ; ESCOBAR, 2002). Diante disso, outra hipotese que também
parece afetar o papel do BDNF ¢é a atividade do eixo HHA. Tendo em vista que
estudos em cultura de neurdnios demonstraram que o cortisol foi capaz de
reduzir a expressdo do BDNF no hipocampo, bem como prejudicar sua fungao
(SMITH et al.,, 1995a; SCHAAF et al., 2000). Além disso, outros estudos
revelaram que o estresse crénico e a administracdo a longo prazo de GCs
reduziram os niveis do BDNF no cérebro de ratos (SMITH et al., 1995b, UEYAMA
et al., 1997). Com base nestes estudos € possivel sugerir uma relacéo entre os
estimulos provocados pelo estresse e a reducdo dos niveis e expressao do
BDNF.

Com base no exposto, é possivel observar que disfuncdes relacionadas
ao CREB e BDNF contribuem para o desenvolvimento de disturbios de
ansiedade. Desse modo, torna-se interessante examinar se a expressao
anormal de CREB também resulta na anormalidade de seus genes-alvo, como
o BDNF, uma vez que se torna importante a busca de estratégias terapéuticas
gue atuem aumentando a transcricdo mediada pelo CREB.

3.3.2. Fator de transcrigdo NF-kB

O NF-kB corresponde a uma familia de proteinas e atua como fator de

transcricdo regulando a expresséo de uma grande variedade de genes. Dessa
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forma, essa via tem demonstrado importante envolvimento em processos
fisiologicos e fisiopatoldgicos. O NF-kB foi descrito em 1986 como uma proteina
reguladora da expressdo génica de imunoglobulinas em linfécitos B (SEN;
BALTIMORE, 1986). Sua funcdo esta principalmente relacionada a transcri¢cao
de genes envolvidos no processo inflamatério, no entanto também tem
demonstrado participacdo na regulacdo de funcdes neurais como plasticidade,
desenvolvimento neural, sinalizacdo sinaptica e sobrevivéncia celular (BLANCO
e NETO, 2003; FRANCO, 2010).

O NF-kB é um heterodimero constituido por duas subunidades, uma
proteina de 50 kDa, conhecida como p50 e outra de 65 kDa, conhecida como
p65, o heterodimero p50-p65 € considerado o protatipo classico do NF-kB, mas
ainda essas subunidades podem-se homodimerizar (p50-p50) formando dimeros
repressores (MEMET, 2006; FRANCO, 2010). Na auséncia de estimulos, o NF-
KB é encontrado no citoplasma acoplado a proteina inibidora kappa B (IkB).
Enquanto que na presenca de estimulos como o estresse oxidativo, citocinas
pro-inflamatorias, GCs, ERs entre outros fatores € sinalizada a rapida
fosforilagdo da proteina IkB pela lkappa quinase (IkK) resultando no
desacoplamento do NF-kB com subsequente translocacdo para o nucleo da
célula, onde ira promover acfes nos genes alvo, atuando na inflamacao,

apoptose, proliferacéo e diferenciacao celular (PEDRUZZI et al., 2012) (Figura

4).

®
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Figura 4. Representacdo esquemética da ativacdo do NF-kB e subsequente translocagao para
0 nucleo. IkB: proteina inibitéria kappa B, NF-kB: fator nuclear kappa B, ERs: espécies
reativas, TNF-a: fator de necrose tumoral alfa, IL-6: interleucina 6, INOS: éxido nitrico sintase

inddzivel. (Adaptado de Pedruzzi e colaboradores, 2012).
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Varios estimulos levam a fosforilagado da IkB e consequentemente a
ativacdo do NF-kB, e 0 que se observa € que independente do estimulo parece
haver a contribuicdo da ERs nesse processo. De acordo com isso, quando
ativado pelo estresse oxidativo através das ERs, o NF-kB tem demonstrado
intensificar o estresse oxidativo, por regular a expressao de genes como Oxido
nitrico sintase induzivel (INOS) e citocinas pro-inflamatorias, levando a
inflamacdo e dano neuronal (ELKS et al.,, 2009; MATTSON; CAMANDOLA,
2001). Sua ativacdo apO0s a exposicdo ao estresse oxidativo em regides
cerebrais, como hipocampo, amigdala e locus coeruleus foi relacionada com
comportamento semelhante a ansiedade em ratos (SALIM et al., 2011). Por outro
lado, outro estudo revelou que a delecdo do gene NF-kB p50 reduz os
comportamentos semelhantes a ansiedade em camundongos (KASSED;
HERKENHAM, 2004). Com base nesses achados pode ser sugerido uma
relacdo entre a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB nos transtornos de

ansiedade

3.3.3. Espécies reativas

As ERs sdo moléculas instaveis e extremamente reativas produzidas
através de diferentes reacdes e em multiplas regides celulares. Essas moléculas
podem ser encontradas na forma de radicais livres (RLs) ou compostos néo
radicalares, podendo serem derivadas tanto do oxigénio (EROs), como do
nitrogénio (ERNSs). Dentre as ERs estdo os RLs, moléculas que apresentam um
ou mais elétrons desemparelhados em seus orbitais externos. Por serem
altamente instaveis os RLs interagem com inumeras macromoléculas na busca
da sua estabilizagéo eletrdnica, doando, extraindo ou até mesmo compartilhando
elétrons de outras moléculas. A busca pela estabilidade destas moléculas
desencadeia reacdes capazes de danificar e desestabilizar outras moléculas,
fazendo com que ocorra a formacéo de novas espécies altamente reativas que
continuam a propagar o dano oxidativo (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2015).
Sendo assim, quando as ERs sdo encontradas em excesso, elas podem causar
varios danos estruturais, e também exercer um papel fundamental no
desenvolvimento de lesfes teciduais, no envelhecimento e contribuir para o

aparecimento de diversas doencas (RIZZO et al., 2010).
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Nesse sentido, o dano oxidativo parece estar associado a disturbios
psiquiatricos e neurologicos. Essa relacdo deve-se a alta vulnerabilidade do
cérebro a danos oxidativos, tendo em vista o seu elevado consumo de oxigénio,
elevada quantidade de substratos lipidicos facilitando a peroxidacao lipidica e a
sua relativa caréncia de defesas antioxidantes. Esses fatores por sua vez,
levardo a geracdo de ERs e, consequentemente, ao dano oxidativo
(HALLIWELL, 2006; BOUAYED et al., 2009). Tem sido relatado que a exposi¢cao
crbnica ao estresse além de levar a vulnerabilidade em regibes cerebrais e
alteracdo na defesa neuronal pode provocar danos a lipidios e proteinas devido
a abundancia de ERs que estéo sendo liberados, resultando em danos oxidativos
(BARREIROS, 2006). Nesse sentido, um estudo revelou que sado encontrados
niveis elevados de peroxidacdo lipidica, em amostras de soro e urina de
pacientes com transtornos de ansiedade (HOVATA et al., 2010). Baseado nisso,
evidencias tem apoiado o envolvimento do dano oxidativo nos transtornos de
ansiedade, no entanto, ainda nao estd bem compreendido se o dano oxidativo é

a causa ou consequéncia destes disturbios (FEDOCE et al., 2018).

3.3.4. A enzima Na*, K* ATPase

A enzima Na*, K* ATPase € uma proteina transmembrana, amplamente
distribuida nos tecidos e sua funcéo € atuar na manutencéo do gradiente iGnico
necessario para a excitabilidade neuronal, através do transporte ativo de ions de
Na* para o meio extracelular e de ions K* para o meio intracelular com
concomitante hidrélise de adenosina trifosfato (ATP) que gera o potencial de
membrana para as transmissdes sinapticas (CORNELIUS et al., 2015) (Figura
5). Esta enzima encontra-se altamente expressa nas membranas das ceélulas
cerebrais, consumindo em torno de 50% do ATP produzido neste tecido
(ERECINSKA; SILVER, 1994). Desta maneira, alteragcdes na atividade desta

enzima podem ocasionar uma desregulacédo na funcéao neuronal.
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Figura 5. Representagdo esquematica do mecanismo de troca idnica da Na*, K* ATPase.
(Adaptado de Morth et al., 2011).

Alteracbes na atividade da enzima Na*, K* ATPase causam importantes
variacbes na homeostase neuronal, prejudicando diretamente a sinalizagéo de
neurotransmissores envolvidos na fisiopatologia de doencas psiquiatricas, tendo
em vista que seus transportadores fazem o uso do gradiente eletroquimico de
ions Na* para realizarem o transporte de seus neurotransmissores para 0
ambiente intracelular (KANNER, 2006). Nesse sentido, 0 comprometimento da
atividade da Na*, K* ATPase tem sido associado a hiperexcitabilidade neuronal
e a despolarizacdo celular (LEES, 1991). Em paralelo, estudos demonstraram
gue o comprometimento da homeostase i6nica, desencadeado pela reducdo da
atividade da Na*, K* ATPase, leva a disfuncdo neuronal e pode desencadear
distarbios psiquiatricos, como depresséo e ansiedade (GAMARO, et al., 2003;
MOSELEY et al., 2007; CREMA et al., 2010).

Portanto, o papel dessa enzima é importante nas sinapses e na formacao
de novas conexdes neurais, aléem de atuar na transducéo de sinal, alterando a
funcéo celular (APERIA et al., 2016). Sua funcionalidade é dada pela presenca
de grupos tidis (SH) na sua estrutura, entretanto esses grupos séo facilmente
oxidados na presenca de ERs. Desta forma, a acdo dessas moléculas reativas
resultard em danos estruturais comprometendo a atividade da enzima Na*, K*
ATPase. Com isso, muitos fatores podem alterar sua expressao e, dessa forma,
sua atividade nos tecidos (SIMPSON; BROOKS, 1999; LI; LANGHANS, 2015).

3.4. Farmacos empregados no tratamento da ansiedade

A escolha do farmaco para tratar a ansiedade é feita de acordo com a

intensidade e o tipo dos sintomas apresentados, 0s quais podem estar
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associados a fatores genéticos, neurobiolégicos, eventos traumaticos ou fobias.
Dessa forma, a compreenséo da fisiopatologia da doenca e 0s mecanismos
envolvidos no alivio dos sintomas sdo de extrema importancia para um
tratamento eficaz. A farmacoterapia utilizada para o tratamento das desordens
de ansiedade consiste na classe de farmacos que atuam no SNC, destacando-
se principalmente os BDZs, agonistas serotoninérgicos e ISRSs (KOEN; STEIN,
2011; RAVINDRAN; STEIN, 2010).

Os farmacos ansioliticos que atuam no sistema GABAérgico tém sido
referéncia no tratamento dessas desordens desde a sua descoberta na década
de 1950. A terapia com esses farmacos promove a ativacao alostérica de
subtipos especificos de receptores GABAa com intuito de favorecer a
neurotransmissao inibitéria no cérebro, resultando em efeitos como sedacao,
hipnose, miorrelaxamento e atividade anticonvulsivante (KORPI et al., 2002,
KRALIC et al., 2002). Os farmacos clordiazepoxido e diazepam pertencem a
classe dos BDZs e séo utilizados como ansioliticos ha mais de 50 anos. Essa
classe de farmacos tem demonstrado eficacia no tratamento do transtorno de
ansiedade generaliza, transtorno de ansiedade social e transtorno do panico,
entretanto seu efeito € limitado em outras condicdbes de ansiedade
(BLANCHARD et al., 2011).

A duracdo do tratamento depende de alguns fatores, como o tipo e a
intensidade da desordem de ansiedade, mas sabe-se que a duragdo minima do
tratamento para qualquer quadro de ansiedade € de pelo menos 6 meses. Dessa
forma, uma das limitacdes dos farmacos BDZs esta associado aos seus diversos
efeitos adversos, incluindo sedacdo, distarbios de memodria, tolerancia e
dependéncia, os quais sdo causados com seu uso prolongado (KORPI et al.,
2002; KRALIC et al., 2002). Sendo assim, esses fatores comprometem o seu
uso, o qual ndo é recomendando como tratamento de primeira linha em casos
onde o periodo de tratamento exceder 4 meses (NORDON; HUBNER, 2009).

A 5-HT é outro neurotransmissor frequentemente associado a ansiedade
e farmacos ansioliticos (GRIEBEL, 1995). Os receptores 5-HTia tém
demonstrado desempenhar um papel importante na ansiedade. A buspirona €
um agonista parcial do receptor 5-HT1a e tem sido uma alternativa terapéutica
para o tratamento do transtorno de ansiedade generalizada (GOLDBERG;
FINNERTY, 1979). Esse farmaco assim como outros agonistas parciais do
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receptor 5-HT1a exerce seu efeito ansiolitico por meio da interacdo com o0s
receptores pré-sinapticos diminuindo a frequéncia de excitagcdo dos neurdnios
serotoninérgicos pré-sinapticos (KOEN; STEIN, 2011). Tendo em vista que esse
farmaco nao apresenta os tipicos efeitos adversos causados pelos BDZs, seu
uso torna-se vantajoso em relacdo a essa classe. Entretanto, ndo possui acao
rapida sendo necessario 2 a 4 semanas para exercer efeito terapéutico
semelhante aos BDZs (TYRER; BALDWIN, 2006). Além disso, a eficacia dos
farmacos que atuam no receptor 5-HT1a demonstraram falhar no tratamento de
outros transtornos de ansiedade como transtorno obsessivo compulsivo e
transtorno do panico (CHESSICK et al., 2006).

Uma importante e acidental descoberta foi que os farmacos
antidepressivos triciclicos e inibidores da monoamina oxidase apresentavam
propriedades ansioliticas (NUTT, 2005). Nesse sentido, esse achado estimulou
a pesquisa das propriedades ansioliticas de antidepressivos, como 0s ISRSs
(KENT et al., 1998; NUTT, 2005), os quais demonstraram eficacia em diferentes
transtornos de ansiedade. Sendo assim, como cabe destacar que a fluoxetina foi
o primeiro farmaco da classe a ser aprovado para o tratamento do transtorno de
ansiedade generalizada (BALDWIN et al., 2009; BLANCHARD et al., 2011). O
efeito ansiolitico dessa classe de farmacos € dado através do bloqueio do
transportador de serotonina, promovendo um aumento dos niveis extracelulares
de 5-HT (HOMBERG et al., 2010). Apesar dos ISRSs serem um tratamento de
primeira linha para diversos transtornos de ansiedade, cerca de 40% dos
pacientes ndo respondem ao tratamento e relatam efeitos adversos como
disfuncdo sexual e inicio tardio da acao, dessa forma esses fatores reduzem a
aceitabilidade dos ISRSs na clinica (VASWANI et al., 2003).

Diante de todas essas limitacBes, cabe destacar a importancia de
investigar 0s mecanismos subjacentes as condigcbes psiquiatricas,
principalmente na busca de novos marcadores bioquimicos que podem ser
utilizados para diagnosticar disturbios de ansiedade. Além disso, o conhecimento
desses mecanismos também pode ser Util para elaboragdo de novas terapias.
Esses fatos tém justificado o nimero consideravel de estudos realizados com o
intuito de desenvolver moléculas mais seletivas e com menores efeitos adversos
para o tratamento da ansiedade (SAVEGNAGO et al., 2008; ROSA et al., 2016;
REIS et al., 2017).
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3.4.1. Efeito farmacoldgico dos compostos organicos de selénio

O selénio é um micronutriente essencial para o organismo, localizado no
grupo 16 da tabela periodica. Esse elemento traco foi descoberto em 1817 pelo
guimico sueco Jons Jacob Berzelius, podendo ser encontrado tanto na forma
organica quanto inorganica, sendo que, apresenta menor toxicidade e maior
biodisponibilidade na sua forma organica (NARAJJI et al., 2007). Dada a sua
importancia no organismo, alteracbes nas suas concentracbes parecem
influenciar diferentes mecanismos biolégicos, como neurodegeneracéo,
resposta imune, doencas cardiovasculares e alteracdes de humor (HOFFMANN
et al., 2008; HOFFMANN et al., 2011; ROMAN et al., 2014; EKRAMZADEH et
al., 2015). Ainda, diante das suas variadas funcfes cabe destacar que o selénio
atua na manutencéo do equilibrio redox fazendo parte da composicédo quimica
de selenoproteinas, como a glutationa peroxidase, uma importante enzima do
sistema de defesa antioxidante (STEINBRENNER; SIES, 2013).

A vasta funcionalidade desse elemento quimico, fez com que muitos
pesquisadores se dedicassem a sintese e estudo das propriedades biolégicas
de moléculas que contenham selénio, devido as suas relevantes atividades
farmacoldgicas em baixas doses, sintese simples e pouca ou nenhuma
toxicidade (NOGUEIRA et al., 2004). Nesse sentido, as propriedades
farmacologicas dos compostos organicos de selénio tém sido reveladas em
diversos estudos, o0s quais demonstraram acdes antioxidantes, anti-
inflamatorias, neuroprotetoras, ansiolitica, anti-hiperglicémica, anti-hipertensiva,
anticancer, antiviral, imunossupressora, antimicrobiana, antidepressiva, entre
outras (LUCHESE et al., 2009; BRUNING et al., 2012; BORTOLATTO et al.,
2013; RIBEIRO et al., 2013; PETRONILHO et al., 2016; ROSA et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2017).

Diante do exposto, é possivel observar que compostos organicos de
selénio apresentam importante papel na manutencdo de diferentes funcdes
fisiologicas. Entretanto € importante destacar que o efeito produzido por esses
compostos ndo se deve apenas a presenca do atomo de selénio presente na
estrutura quimica, as classes de moléculas escolhidas para a incorporagado
desse atomo possuem papel fundamental nos efeitos promovidos por essas

moléculas. Corroborando com essa ideia, VOGT e colaboradores (2018)
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revelaram que a porcao fenilselanil presente na estrutura do 4-PSQ é

fundamental para a atividade antioxidante desenvolvida por esse composto.

Considerando a importancia biolégica do selénio em diferentes aspectos

fisiologicos, incluindo os transtornos relacionados ao humor, diferentes grupos

de pesquisa tém estudado os efeitos farmacoldgicos de compostos organicos de

selénio na tentativa de buscar moléculas mais seletivas e com menores efeitos

adversos para o tratamento da ansiedade (Tabela 1).

Tabela 1. Compostos organicos de selénio como alternativa terapéutica para o

tratamento da ansiedade.

Dose
Estrutura quimica Espécie o . Referéncia
(n°® de administracdes)
/@ Camundongo 50 mg/kg (1) SAVEGNAGO et. al., 2008
@xse\Se Rato 50 pmol/kg (1) GHISLENI et. al., 2008
Pinto 50 mg/kg (1) PRIGOL et. al., 2011
Disseleneto de difenila Rato 1 mg/kg (7) ROSA et. al., 2016
OMe S\e
Se@o"/‘e Camundongo 5 mg/kg (7) OLIVEIRA et al., 2017
p-metoxi-difenil disseleneto
© Camundongo 100 mg/kg (1) BRUNING, et. al., 2009
CF; Se
o
m-trifluormetil-difenil Camundongo 25 mg/kg (7) ROSA et al., 2018
disseleneto
Se\
N
O Se‘QF Camundongo 0,1 mg/kg (14) GAl et. al., 2014
3-(4-fluorofenilselenil)-2,5-
difenilselenofeno
Se/F’h Camundongo 50 mg/kg (1) REIS et al., 2017
joe
cl N7
7-cloro-4-(fenilselanil) Camundongo 1 mg/kg (14) PINZ et al., 2018

quinolina




44

Nesse sentido, o composto disseleneto de difenila (PhSe)2. demonstrou
efeito tipo ansiolitico em mais de um modelo animal. Em 2008, Savegnago e
colaboradores demonstraram o efeito ansiolitico e antidepressivo deste
composto nos testes do labirinto em cruz elevado, claro e escuro e suspenséo
da cauda. Ainda, foi evidenciado um sinergismo entre o efeito antidepressivo do
composto e da fluoxetina, farmaco antidepressivo de referéncia, em uma dose
subefetiva. Neste mesmo ano, Ghisleni e colaboradores (2008), verificaram o
envolvimento das vias serotoninérgica e GABAérgica na ag¢do ansiolitica do
(PhSe)2, ressaltando o potencial farmacoldgico deste composto. Em 2016, Rosa
e colaboradores demonstraram a acao ansiolitica de (PhSe)2 em ratos expostos
ao glutamato monossédico durante o periodo neonatal. Adicionalmente, o
envolvimento da modulagéo hipocampal do GABA e da captagéo de 5-HT foram
confirmadas como mecanismo envolvidos na agdo do composto.

Recentemente, Reis e colaboradores (2017) demonstraram o efeito tipo-
ansiolitico de outra promissora molécula contendo selénio, o 4-PSQ. Esse
composto apresentou acao tipo-ansiolitica evidenciada no teste do labirinto em
cruz elevado e no teste do claro-escuro. Importantemente, o estudo de Reis e
colaboradores (2017) verificou que o sistema glutamatérgico esta envolvido no
efeito tipo-ansiolitico do composto, uma vez que o tratamento com o 4-PSQ foi
capaz de proteger contra a ansiedade induzida por cainato, um agonista dos
receptores de glutamato do tipo cainato. Adicionalmente, outro recente estudo
revelou o efeito protetor do 4-PSQ contra a acdo ansiogénica, o
comprometimento da aprendizagem e da memaoria em um modelo da doenca de
Alzheimer, esse efeito esta relacionado com a sua acdo anticolinesterasica e
antioxidante (PINZ et al., 2018).

Além disso, o0 4-PSQ também demonstrou outras importantes
propriedades farmacoldgicas, como efeito anti-inflamatério e antinociceptivo,
modulando os sistemas serotoninérgico, nitrérgico e glutamatérgico (PINZ et al.,
20116; SILVA et al., 2017), efeito antioxidante (VOGT et al., 2018), potencial
terapéutico no tratamento da dermatite atopica (VOSS et al., 2018) e restaurou
0 comprometimento cognitivo causado pelo envelhecimento em ratos (BARTH
et al., 2019).

E importante destacar que os efeitos mediados pelo 4-PSQ parecem estar

relacionados com a sua promissora propriedade antioxidante. Tendo em vista
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gue as diferentes doses empregadas desse composto demonstraram reduzir os
parametros oxidativos avaliados em modelos animais de inflamacéo,
nocicepc¢ao, ansiedade, dermatite atépica e doenca de Alzheimer (PINZ et al.,
2016; SILVA et al., 2017; REIS et al., 2017; VOSS et al., 2018; PINZ et al., 2018).
Além disso, VOGT e colaboradores (2018) demonstraram o potencial efeito
antioxidante do 4-PSQ contra o estresse oxidativo induzido pelo nitroprussiato
de sodio em cérebro de camundongos. Nesse mesmo estudo foi demonstrado
que o grupo fenilselanil presente na estrutura do 4-PSQ apresenta importante
papel na atividade antioxidante desse composto.

Adicionalmente, cabe mencionar que Hovata e colaboradores (2010)
observaram niveis elevados de peroxidacéo lipidica, em amostras de soro e
urina de pacientes com transtornos de ansiedade. E, reafirmaram a possibilidade
de uso de compostos organicos de selénio, nos disturbios de ansiedade devido
as suas propriedades antioxidantes.

Sendo assim, a busca e investigacdo das propriedades farmacologicas
dos compostos organicos contendo selénio, tém crescido nos ultimos anos,
tendo em vista que estes tém apresentado promissoras a¢des farmacoldgicas.
Desta forma, estes compostos podem vir a ser uma alternativa terapéutica

promissora para o tratamento de transtornos psicolégicos como a ansiedade.
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4. Manuscrito

Os resultados que fazem parte desta dissertacéo estao apresentados sob
a forma de manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussao e
Referéncias, encontram-se estruturados de acordo com as normas do periddico
Behavioural Brain Research. O manuscrito encontra-se submetido neste

periodico.
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Abstract

Recently, we demonstrated the promising anxiolytic action of 7-chloro-4-(phenylselanyl)
quinoline (4-PSQ) in mice. For this reason, the objective of this study was to expand our
previous findings by investigating the contribution of serotoninergic and GABAergic
systems to the anxiolytic action of this compound. Pretreatment with different
serotoninergic antagonists (pindolol, WAY 100635 and ketanserin) blocked the anxiolytic
effect caused by 4-PSQ (50 mg/kg, per oral) in the elevated plus maze (EPM) test. The
contribution of the GABAergic system was investigated by pretreatment with
pentylenetetrazole (35 mg/kg intraperitoneal (i.p.), a GABAA receptor antagonist) (PTZ).
4-PSQ diminished the PTZ-induced anxiety. Later, this group of animals was euthanized
and the blood was removed to determine the levels of corticosterone, and cerebral cortex
and hippocampus to determine the mRNA expression levels of CAMP response element
binding protein (CREB), brain derived neurotrophic factor (BDNF) and nuclear factor
kappa B (NF-xB), as well as the Na*, K* ATPase activity and reactive species levels (RS).
4-PSQ was able to significantly reverse the increase in RS and corticosterone levels, as
well as the decrease of CREB and BDNF expression in the cerebral structures and
increase of NF-kB expression in the hippocampus. Finally, 4-PSQ restored the Na*, K*
ATPase activity in the cerebral structures evaluated. Here, we showed that the modulation
of serotonergic and GABAergic systems, factors related to neurogenesis, oxidative status
and Na*, K* ATPase activity contributes to the anxiolytic effect of 4-PSQ and reinforces
the therapeutical potential of this compound for the treatment of anxiety.

Keywords: Anxiety; Corticosterone; Neurotrophin; Serotonergic system; GABAergic

system; Selenium.
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1. Introduction

Anxiety is described as a defensive mechanism exhibited by an organism in
response to novelty. It is generally characterized by negative emotions and feeling of
apprehension [1]. Physiological anxiety is essential for survival under variable
environmental conditions, however persistent generalized anxiety or exaggerated
inappropriate fear are pathological manifestations that severely reduce quality of life [2].
Currently, this psychiatric disease has been the most commonly prescribed and treated
worldwide. According to the World Health Organization (WHO) this pathology affects
approximately 3.6% of the world population, Brazil being (9.3%) the country with the
highest incidence of this disorder [3]. Under these circumstances, research to elucidate
the mechanisms involved in anxiety and the search for new therapeutic agents have
attracted the interest of researchers.

Stress has been the main factor associated with the development of anxiety, since
its persistence promotes an imbalance in body homeostasis, resulting in physiological
changes harmful to health [4]. In this sense, oxidative stress, increased glucocorticoid
levels and reduced neurotrophic factors have been associated with the pathophysiology
of anxiety. Indeed, increased cortisol hormone secretion in the body is associated with
stressful situations and the development of psychiatric disorders [5]. In parallel, brain
derived neurotrophic factor (BDNF) has shown altered levels and consequently
involvement in anxiety-like behaviors in animal models [6]. CAMP response element
binding protein (CREB) in its phosphorylated form is an important transcription factor
that regulates BDNF expression [7], and like BDNF, its decreased phosphorylation and
expression have been related to anxiety [8,9]. On the other hand, nuclear factor kappa B

(NF-xB) can be activated by different stimuli, such as inflammatory and stress responses
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[10]. Therefore it is highly relevant to evaluate these molecules as they may act as
potential targets in the development of new anxiolytic drugs.

It is well-known that gamma-aminobutyric acid (GABA) has been involved in
regulating and modulating anxiety behavior, and therefore it has been the main target of
drugs used clinically to treat anxiety. Clinical studies relate the functioning of the GABAA
receptor to anxiety disorders, resulting in the successful use as a molecular target of
anxiolytic drugs [1,11]. Furthermore, the serotonin (5-HT) neurotransmitter has also
shown significant involvement in regulating mood and affective states. Based on this,
molecules that modulate the serotonergic system can also be used to treat psychiatric
disorders such as anxiety [12].

In this way, substances effective in modulating different systems and signaling
pathways have a potential for anxiety disorder treatment. Our research group has
dedicated attention to searching for and elucidating the pharmacological properties of a
novel multi-target compound, 7-chloro-4- (phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) [13-19].
Among the important findings, Reis et al. [15] demonstrated that 4-PSQ elicited
anxiolytic-like behavior in mice. 4-PSQ reduced glutamate uptake in cerebral cortices
and protected against kainate-induced anxiety-related behavior. The results suggest that
the glutamatergic pathway is implicated in the anxiolytic-like effect of 4-PSQ, proposing
that this quinoline derivative could directly or indirectly modulate glutamate binding to
its receptor. In addition, our recent work contributed to these efforts by revealing the
protective effect of 4-PSQ on the anxiogenic action and learning and memory impairment
in a model of Alzheimer's disease in mice, by anticholinesterase and antioxidant actions
[18].

Thus far, there have not been any studies investigating if the factors related to

neurogenesis, serotonergic and GABAergic systems are involved in the anxiolytic effect
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elicited by 4-PSQ. In this study we used pharmacological, biochemical and molecular
approaches to explore potential mechanisms underlying 4-PSQ action. Our findings

support the potential usefulness of 4-PSQ as pharmacotherapy for anxiety.

2. Materials and methods
2.1 Animals and ethical approval

All experiments were performed in accordance with the guidelines of the
Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources of the Federal University
of Pelotas, Brazil (CEEA 4224-2015). The experiments were carried out using male adult
Swiss mice (25-30 g). The animals were maintained at 22 + 2°C with free access to water
and food, under a 12 h light/dark cycle (with lights on at 7:00 a.m.). Mice were
acclimatized to the behavior room for at least 1 h before testing. Every effort was made

to minimize the number of animals used and their discomfort.

2.2 Drugs

Pentylenetetrazole (PTZ), WAY100635, ketanserin and pindolol were obtained
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 4-PSQ (Fig. 1) was prepared and
characterized in our laboratory using the method previously described by Duarte et al.
[20]. Analysis of the *H nuclear magnetic resonance (NMR) and *C NMR spectra
showed analytical and spectroscopic data in full agreement with its assigned structure.
The chemical purity of 4-PSQ (99.9%) was determined by gas chromatography—mass
spectrometry (GC/MS). PTZ, WAY 100635, and ketanserin were dissolved in 0.9% saline
solution, pindolol was dissolved in Tween 80 (10%), while 4-PSQ was dissolved in
canola oil. All other chemicals were of analytical grade and obtained from standard

commercial suppliers.
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2.3. Behavioral tests
2.3.1. Open field test (OFT)

The OFT evaluated the general locomotor and exploratory behaviors of mice. The
open-field was made of plywood and surrounded by 30 cm - high walls. The floor of the
open-field, 45 cm long and 45 cm wide, was divided by masking tape markers into 9
squares (3 rows of 3). Thirty minutes after the treatments, each animal was placed at the
center of the open field and observed for 4 min to record the locomotor (number of
segments crossed with the four paws) and exploratory (number of rearings on the hind
limbs) activities [21]. The arena was cleaned with 70% ethanol after each session and

individual mice were tested only once.

2.3.2. Elevated plus-maze (EPM) test

The EPM test is widely validated to measure anxiety in rodents [22]. The EPM
apparatus consists of two opposed open arms (16 x 5 cm) and two opposed closed arms
(16 x 5 x 10 cm) mounted at a 90° angle, all facing a central platform (5 x 5 cm) elevated
50 cm from the floor. Each animal was placed individually at the center of the apparatus
facing one of the open arms. The frequency of entries into either open or closed arms and
the time spent in each type of arm were measured for 5 min. The data were expressed as
percentage of entries (with the four paws) into, and time spent in the open arms in relation
to the total number of entries and time, respectively, in both open and enclosed arms. The
total number of entries into the enclosed arms was also recorded. The anxiolytic
effectiveness of a drug is illustrated by a significant statistical augmentation of parameters

in open arms.
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2.3.3. The role of the serotonergic system in the anxiolytic effect of 4-PSQ on the

EPM

The possible contribution of the serotonergic system to the anxiolytic action of 4-
PSQ was investigated using pindolol (1 mg/kg, intraperitoneal injection (i.p.), a
nonselective antagonist of 5-HT1a/18 receptors), WAY 100635 (0.7 mg/kg, i.p., a selective
antagonist of 5-HT1a receptor) and ketanserin (0.3 mg/kg, i.p., a selective antagonist of
5-HT2a2c receptor). Fifteen minutes after the antagonist or vehicle administration (10
mL/kg of body weight, i.p.), the animals received 4-PSQ (50 mg/kg, per oral, p.o.) and
after 30 min, the mice were evaluated in OFT and EPM tests as described above. The

doses of the antagonists used have no effect in the OFT and EPM.

2.3.4. The role of the GABAergic system in the anxiolytic effect of 4-PSQ on the EPM

It should be noted that the investigation of the involvement of the GABAergic
system in the anxiolytic action of 4-PSQ was carried out with a different group of animals
(7 animals per group). PTZ, a GABAA receptor antagonist, was applied to induce anxiety-
related behavior [23,24]. PTZ (35 mg/kg) or saline (10 mL/kg) was administered by i.p.
injection. Twenty-four hours after PTZ administration, the mice received the treatment
with 4-PSQ (50 mg/kg, p.o.) or vehicle (10 mL/kg). Behavioral tests were carried 30 min
after drug administration. The animals were evaluated in OFT and EPM tests as described
above. The dose of PTZ was based on a pilot study. These mice did not present seizure-

like behaviors up to 24 h after the PTZ injection.

2.3.4.1. Ex vivo assays

2.3.4.1.1. Tissue processing

Mice were anesthetized with isoflurane and blood samples collected from the

heart wventricle, using heparin as anticoagulant to obtain plasma to determine



54

corticosterone levels. Then, cerebral cortex and hippocampus were removed and
immediately homogenized in cold 50 mM Tris-HCI, pH 7.4 (1/10, weight/volume). The
homogenates were centrifuged at 3000 rpm at 4 °C for 10 min and supernatant fractions
(S1) were used to determine Na*, K" ATPase activity and reactive species (RS)
levels. Additionally, cerebral cortex and hippocampus were separated for the mRNA
extraction and expression of CREB, BDNF and NF-kB. For this, the samples were
immediately processed and adequately stored (-80 °C) until the evaluation of the mRNA

expression levels.
2.3.4.1.2. Na*, K" ATPase activity

For the Na*, K* ATPase activity assay, a reaction mixture was used containing S1,
3 mM MgCl, 125 mM NacCl, 20 mM KCI and 50 mM Tris/HCI, pH 7.4, at a final volume
of 500 uL. The reaction was initiated by the addition of ATP to a final concentration of
3.0 mM. Control samplings were performed under the same conditions with the addition
of 0.1 mM ouabain. The samples were incubated at 37 °C for 30 min and the incubation
was stopped by adding trichloroacetic acid solution (TCA) (10%) with 10 mM HgCl..
Na*, K" ATPase activity was calculated by the difference between the two assays.
Released inorganic phosphate (Pi) was measured by the method of Fiske and Subbarow

[25]. Enzyme activity was expressed as nmol Pi/mg protein/min.
2.3.4.1.3. RS levels

The RS levels in the cerebral cortex and hippocampus of animals were determined
by a spectrofluorimetric method, using 2',7" dichlorofluorescein diacetate (DCHF-DA)
assay [26]. The oxidation of DCHF-DA to fluorescent dichlorofluorescein (DCF) was
measured for the detection of intracellular RS. The DCF fluorescence intensity emission

was recorded at 520 nm (with 480 nm excitation), 60 min after the addition of DCHF-DA
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to the medium (Shimadzu RF-5301 PC fluorometer). RS levels were expressed as

arbitrary units of fluorescence.

2.3.4.1.4. Protein determination

The protein concentration was measured by the method of Bradford [27], using

bovine serum albumin as the standard.

2.3.4.1.5. Plasma corticosterone level estimation

Corticosterone levels were estimated by the fluorescence method previously
described by Zenker and Bernstein [28]. Corticosterone in plasma aliquot (200 pL) was
extracted with 2 mL of chloroform. The tubes were shaken for 15 s, centrifuged (5 min at
2500 rpm), and the aqueous layer was discharged. Then, 1 mL of 0.1 M NaOH was added
to tubes and another round of agitation and centrifugation was performed. Lastly, after
the addition of the fluorescence reagent (H2SO4 and 50% ethanol), samples were agitated
and centrifuged (5 min at 2500 rpm) and incubated at room temperature for 2 h. After
that, the fluorescence intensity emission was recorded at 540 nm (with 257 nm excitation).

Corticosterone levels were expressed as ng corticosterone/mL plasma.

2.3.4.2. RNA extraction and expression of CREB, BDNF and NF-kB by real-time
PCR

Total mRNA was extracted from thawed samples of cerebral cortex and
hippocampus (n = 7 for each experimental group) weighing between 50-70 mg using
TRIzol reagent (Invitrogen™, Carlsbad, USA) followed by DNase treatment with DNase
I Amplification Grade (Invitrogen™, Carlsbad, USA) in order to ensure minimum DNA
contamination of the samples. The total RNA isolated was quantified and its purity
(260/280 and 260/230 ratios) was examined by NanoVue spectrophotometer (GE,

Fairfield, CT, USA).
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The cDNA synthesis was performed using a High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (AppliedBiosystems™, UK) according to the manufacturer’s protocol.
For reverse transcription, 2 pg of total RNA were used in a reaction volume of 20 pl. The
amplification was done with GoTag® gPCR Master Mix (Promega, Madison, WI) using
the Agilent Mx3005P gPCR System (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA) and
the sequence of primers used is indicated in Table 1. The gPCR conditions were as
follows: 10 min at 95°C to activate the hot-start Taq polymerase, followed by 35 cycles
of denaturation for 15 s at 95°C, primer annealing for 60 s at 60°C, and extension for 30
s at 72°C (fluorescence signals were detected at the end of every cycle). Baseline and
threshold values were automatically set by the Stratagene MxPro software.

The number of PCR cycles required to reach the fluorescence threshold in each
sample was defined as the Ct value, and each sample was analyzed in duplicate to obtain
an average Ct for each sample. The 2-AACT method was used to normalize the fold
change in gene expressions [29], using Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH) as a housekeeping gene.

2.4. Statistical analysis

Data are expressed as means + standard error of the mean (SEM). Data were
analyzed by Graphpad Prism® 5. D'Agostino and Pearson omnibus normality tests
evaluated data normality. Statistical analysis was performed using a one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls’ test when appropriate. Values less

than 0.05 (P < 0.05) were considered statistically significant.

3. Results

3.1. OFT
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The possible effects of treatments on locomotor and exploratory activities of mice
were evaluated in the OFT. The data analysis of OFT showed no change in the number

of crossings and rearings after the different treatments of mice (P > 0.05) (Table 2).

3.2. The role played by the serotonergic system in the anxiolytic effect of 4-PSQ on
the EPM

The results depicted in Figures 2 and 3 show the effect of 4-PSQ after treatment
with the serotonergic antagonists pindolol, WAY 100635 and ketanserin on the percentage
of time spent in the open arms and percentage of open arms entries in the EPM test,
respectively. One-way ANOVA followed by Newman—Keuls post-hoc test revealed that
treatment with 4-PSQ increased the time spent in the open arms when compared with the
control group. The anxiolytic effect exerted by 4-PSQ on the percentage of time spent in
the open arms in the EPM test was altered by the pretreatment of mice with different
serotonergic antagonists. Pretreatment of animals with pindolol (F24) = 3.757, P < 0.05)
(Figure 2A), WAY100635 (F(3,24) = 3.395, P < 0.05) (Figure 2B) and ketanserin (F3,24) =
5.464, P <0.01) (Figure 2C) reversed the anxiolytic effect caused by 4-PSQ reducing the
percentage of time spent in the open arms in the EPM test.

Figure 3 shows the effect of the serotonergic antagonists pindolol, WAY 100635
and ketanserin on the percentage of open arms entries in the EPM test. One -way ANOVA
followed by Newman-Keuls post-hoc test revealed that treatment with 4-PSQ increased
the entries in the open arms when compared with the control group. The anxiolytic effect
exerced by 4-PSQ on the percentage of entries in the open arms in the EPM test was
altered by the pretreatment of mice with different serotonergic antagonists. Pretreatment
of animals with pindolol (Fg24) = 6.702, P < 0.01) (Figure 3A), WAY100635 (F324) =

8.524, P < 0.001) (Figure 3B) and ketanserin (F24) = 9.612, P < 0.001) (Figure 3C)
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reversed the anxiolytic effect caused by 4-PSQ reducing the percentage of entries in the

open arms in the EPM test.

3.2. Role of the GABAergic system in the anxiolytic effect caused by 4-PSQ on the
EPM

Effects of PTZ and 4-PSQ plus PTZ on behavioral parameters in the EPM test in
mice are illustrated in Figure 4. One-way ANOVA followed by the Newman—Keuls test
revealed that PTZ exposure decreased the percentage of time spent in the open arms and
the percentage of entries in the open arms in the EPM test when compared with the control
group. However, treatment with 4-PSQ increased the time spent in open arms (Fp,18) =
20.77, P < 0.0001) (Figure 4A), reversing the change caused by PTZ. The results
presented in Figure 4B demonstrate that treatment with 4-PSQ reversed the decrease of
open arms entries induced by PTZ (F2,18y = 29.73, P <0.0001). In addition, the time spent
in the open arms and the open arms entries of animals exposed to 4-PSQ plus PTZ were

higher than the control group.

3.3. Modulation of Na*, K" ATPase activity and reduction of oxidative damage
contribute to 4-PSQ anxiolytic action on PTZ-induced anxiety-related behavior

Figures 5A and 5B illustrate the effects of treatments on Na*, K" ATPase activity
in cerebral cortex and hippocampus of mice, respectively. Results demonstrated that PTZ
inhibited the Na*, K* ATPase activity in the cerebral cortex and hippocampus of mice,
when compared with the control group. 4-PSQ treatment significantly reversed the
decrease of Na*, K" ATPase activity in the cerebral cortex (ANOVA: F2,18) = 16.63, P <
0.0001) (Figure 5A) and hippocampus (ANOVA: F(2,18) = 24.54, P < 0.0001) (Figure 5B)
when compared with the PTZ group.

Results in Figure 6 demonstrated that PTZ increased the RS levels in the cerebral

cortex (Figure 6A) and hippocampus (Figure 6B) of mice, when compared with the
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control group. 4-PSQ treatment significantly reversed the increase of RS levels in the
cerebral cortex (ANOVA: Fp,18) = 20.15, P < 0.0001) (Figure 6A) and hippocampus

(ANOVA: F(,18 = 10.17, P < 0.01) (Figure 6B) of mice exposed to PTZ.

3.4. 4-PSQ exerts anxiolytic action on PTZ-induced anxiety-related behavior by
reducing corticosterone levels

Figure 7 illustrates the effects of treatments on corticosterone levels ou in mice
plasma. Results revealed that PTZ exposure increased plasma corticosterone levels when
compared with the control group. However, treatment with 4-PSQ was able to
significantly attenuate (ANOVA: (F(,18) = 15.02, P = 0.0001) this increase caused by PTZ

(Figure 7).

3.5. Modulation of CREB, BDNF and NF-kB levels contributes to the anxiolytic
effect of 4-PSQ

Figures 8 and 9 illustrate the effects of treatment with 4-PSQ on CREB, BDNF
and NF-kB mRNA expression levels in the cerebral cortex and hippocampus of mice
exposed to PTZ, respectively. PTZ decreased the mRNA expression levels of CREB in
cerebral cortex (Figure 8A) and hippocampus (Figure 9A) when compared with the
control group. 4-PSQ treatment reversed the decrease of CREB expression in the
hippocampus (Figure 9A) (ANOVA: F(2,18) = 8.384, P < 0.01) and cerebral cortex (Figure
8A) (ANOVA: F(,18 = 78.07, P < 0.0001), but in the cerebral cortex this reduction did
not reach control levels.

The data demonstrated that administration of PTZ decreased BDNF expression in
the cerebral cortex (Figure 8B) and hippocampus (Figure 9B) of the mice when compared
with the control group. 4-PSQ treatment significantly reversed the decrease of mMRNA

expression levels of BDNF in the cerebral cortex (Figure 8B) (ANOVA: F,18) = 18.55,
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P < 0.0001) and hippocampus (Figure 9B) (ANOVA: F15) =44.11, P <0.0001) caused
by PTZ.

PTZ decreased the mRNA expression levels of NF-«xB in cerebral cortex (Figure
8C), while in the hippocampus (Figure 9A) an increase of the NF-kB expression was
observed when compared with the control group. 4-PSQ treatment reversed this increase
in the hippocampus (Figure 9C) (ANOVA: F(2,18) = 53.40, P < 0.0001), but there was no

change in the cerebral cortex (Figure 8C) (ANOVA: F(,18) = 37.48, P < 0.0001) of mice.

4. Discussion

In the present study, we extended previous data in the literature [15] by
demonstrating that the anxiolytic effect of the 4-PSQ may be associated, at least in part,
with its ability to modulate the serotonergic and GABAergic systems. We also revealed
that a single 4-PSQ treatment was able to reduce oxidative damage and hyperactivity of
the hypothalamic pituitary adrenal (HPA) axis, as well as normalize the mRNA
expression levels of molecules involved in the processes of neurogenesis and restore the
ionic gradient in anxious animals exposed to PTZ.

In agreement with the results obtained in the EPM test, pindolol, WAY 100635
and ketanserin exhibited an inhibitory effect on the activity of 4-PSQ, suggesting that the
modulation of 5-HT1a/18, 5-HT1a, 5-HT2a/2c receptors could contribute to the anxiolytic
effect demonstrated by the compound. These findings support the therapeutic utility of 4-
PSQ for anxiety, since it has been suggested that 5-HT receptor blockade or stimulation
may have anxiolytic effects [30]. As an example, selective serotonin reuptake inhibitors
(SSRIs) have demonstrated efficacy for long-term treatment of anxiety [31]. This
supports the idea that changes in the serotoninergic system have been related in a range

of behaviors and behavioral disorders, including anxiety.
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Studies on anxiety disorder have focused predominantly on the GABAergic
system. GABA is an important inhibitory neurotransmitter of the central nervous system
(CNS) and it is known to modulate anxiety-related behavior [32]. Attenuation of the
GABAergic system results in excitement, anxiety, restlessness, insomnia, and even
convulsions. Thus, dysfunctions in the GABAergic system have been associated with
disorders of anxiety, epilepsy and schizophrenia [33]. Therefore, in our following
experiments, we investigated the role of the GABAergic system in the anxiolytic effect
caused by 4-PSQ. PTZ (a GABAA receptor antagonist) has been widely used in animal
models of anxiety because of its potential anxiogenic effect [23]. Different studies have
used this model to induce anxiety-related behaviors in animals [24,34]. These findings
emphasize the anxiogenic nature of PTZ and indicate a GABAA related mechanism.
Indeed, our results indicated that 24 h after treatment, PTZ induced the typical feature of
anxiety-related behaviors in mice, so that they spend less time in the open arms and have
less entries into the open arms. Consistent with our previous results that indicate the multi-
target action of 4-PSQ, it is worth mentioning that this compound reversed the anxiety
induced by PTZ, suggesting that it seems to exert its effect by directly or indirectly
modulating the GABAergic system.

Given the fact that stress has been suggested as one of the causal factors that
trigger different mental disorders [35], we also measured corticosterone stress hormone
levels in rodents to investigate the response of HPA to 4-PSQ treatment. Indeed, it is
suggested that deregulation of the HPA axis contributes directly to the development of
stress-related disorders, such as anxiety and depression [36]. The HPA axis is activated
in response to stressful situations by promoting the release of cortisol hormone into the
bloodstream that produces adaptive physiological responses to the presence of stressors

[37]. However, excess cortisol in the bloodstream compromises negative feedback since
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the glucocorticoid receptor (GR) will develop resistance to glucocorticoids contributing
to the development of pathological anxiety [38]. Here, we demonstrated that animals
receiving treatment with PTZ had increased plasmatic corticosterone levels. In
accordance with our results, Bartanusz et al. [39] demonstrated that blocking GABAergic
neurotransmission increased corticotropin release, suggesting the involvement of GABA
neuronal function in regulating HPA activity. On the other hand, our data also showed
that single-dose 4-PSQ treatment produced anxiolytic activity in the EPM test, as well as
attenuated plasma corticosterone levels. These results indicate that decreased anxiety-
related behavior following 4-PSQ treatment may be related to attenuation of plasma
corticosterone levels and/or to GABAergic system modulation. In addition, it should be
noted that activation of HPA progressively generates an inflammatory [40] environment
and based on that we can also suggest that 4-PSQ may be exerting its anxiolytic effect
from its promising set of anti-inflammatory and antioxidant effects [13,14].

In this sense, another important finding of the present study is that animals
exposed to PTZ increased RS levels in the cerebral cortex and hippocampus of mice and
4-PSQ treatment, in a single dose, was able to reverse it. Vogt et al. [16] had already
demonstrated the potential antioxidant effect of 4-PSQ, which was attributed to the
presence of the organoselenium group in the molecule. Indeed, oxidative damage appears
to be associated with psychiatric and neurological disorders [41,42]. Genetic or
pharmacological changes in the redox balance seem to produce behavioral changes
related to anxiety disorders [43,44]. In this sense, treatment with antioxidant molecules
appears to improve many of these anxiety effects.

In line with results of the present study, to better understand the mechanisms
involved in the action of 4-PSQ, we evaluated Na*, K ATPase activity, an enzyme that

plays an important role in regulating neuronal excitability by maintaining and restoring
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the electrochemical gradient of the CNS through the active transport of sodium and
potassium ions across the plasma membrane [45]. Our study revealed that PTZ, the
antagonist used to induce anxious behaviors, reduced the activity of this enzyme in the
cerebral cortex and hippocampus of mice. This finding corroborates studies that showed
that impairment in ionic homeostasis by reducing Na*, K* ATPase activity leads to
neuronal dysfunction and may trigger psychiatric disorders such as anxiety [46]. In
addition, it is known that the functionality of Na*, K* ATPase is compromised in the
presence of RS, since the sulfhydryl groups that regulate this enzyme are sensitive to
oxidizing agents [47]. Therefore, considering the sensitivity of Na*, K" ATPase to RS-
induced damage, we believe that the reduction in the activity of this enzyme in our study
may be related to the high level of RS found in the cerebral cortex and hippocampus of
mice. For this reason, we can suggest that the activity of this enzyme appears to be
impaired by the administration of PTZ through the formation of RS and thus contributes
to neuronal hyperexcitability triggering anxiety. Conversely, a single administration of 4-
PSQ reversed the decrease of Na", K" ATPase activity caused by PTZ. Based on the
above, we can suggest that the restoration of Na, K" ATPase activity seems to be
associated with the reversal of RS formation after administration of 4-PSQ confirming
once again the antioxidant property of this compound. However, we can not discount that
4-PSQ exerts a direct modulation of Na*, K" ATPase.

Another biomolecule that has been shown to be involved in anxiety disorders is
CREB, an important protein involved in brain development and neurogenesis, since it
acts as a transcription factor regulating molecules involved in different neurological
processes [48]. In this sense, we evaluated the mRNA expression levels of this
transcription factor and we observed that the CREB levels were reduced in anxious mice

exposed to PTZ. Our finding corroborates other studies that point to the fact that exposure
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to stress is associated with reduced CREB expression in the hippocampus, and its reduced
function and expression are associated with rodent anxiety-like behaviors [9,48,49]. On
the other hand, other important data revealed in our study showed that treatment with 4-
PSQ reversed the reduction in the mRNA expression levels of CREB in anxious animals.
Thus, we can suggest that the modulation of this transcription factor appears to contribute
to the anxiolytic effect of the 4-PSQ.

Given that CREB is an important transcription factor, we also highlight the BDNF
that is regulated by CREB. BDNF is an important neurotrophin involved in
neurodevelopmental and neurogenesis processes and mood disorders such as anxiety and
depression [6,50]. Here, we demonstrated that mRNA expression levels of CREB and
BDNF were decreased in anxious animals exposed to PTZ. The data obtained in the
present study confirm the involvement of CREB in the regulation of BDNF, since in both
the levels of mMRNA are reduced. The imbalance of BDNF levels has been strongly
associated with anxiety, the main source of this alteration being the stimuli caused by
stress [6]. In this sense, the release of the hormone cortisol released into the bloodstream
in the face of stressful stimuli seems to affect the role of BDNF [51]. In accordance with
this, our results revealed that the PTZ increased plasma corticosterone levels and reduced
BDNF mRNA expression in the cerebral cortex and hippocampus of mice. In this sense,
we can suggest that decreased BDNF expression may be related to the elevated plasma
corticosterone levels. Our results corroborate other studies that demonstrated that the
administration of glucocorticoids negatively influenced the expression of BDNF in
regions of the cerebral cortex and hippocampus [51,52]. In addition, Suri and Vaidya [53]
suggested in their review study that the glucocorticoid system can regulate BDNF
translation, trafficking and secretion and, consequently, compromise its signaling. It can

thus be suggested that stimuli caused by stress are associated with changes in BDNF
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levels. On the other hand, an important finding revealed in the present study was that a
single dose of 4-PSQ was able to normalize BDNF levels in the cerebral cortex and
hippocampus, suggesting that the effect of this organoselenium compound appears to be
associated with its capacity to normalize corticosterone levels in PTZ-induced animals.
Several neurobiological changes have been associated with the pathophysiology
of psychiatric disorders. Increasing evidence suggests that NF-kB has significant
implications in anxiety and depressive disorders. This transcription factor can be activated
by different stimuli often associated with the presence of pathogens, stress and especially
in the presence of RS [10,54]. It has been shown that NF-«B is found activated in animals
that exhibit anxiety-like behavior, correlating this activation mainly to the presence of
oxidative stress [55]. Our results corroborate these findings, since we observed that
MRNA expression levels of this transcription factor are increased in the hippocampus of
the animals exposed to PTZ, namely, those that showed behavior similar to anxiety. As
demonstrated in other studies [54,55], we suggest that this increase is due to the elevation
of RS levels in this structure. In addition, an important finding was that treatment with 4-
PSQ was able to reverse the increase of NF-xB in the hippocampus. On the other hand, a
decrease was observed in the expression of the NF-«xB in the cerebral cortex of the animals
that received only the PTZ. As most studies reveal the activation of this transcription
factor in anxiety disorders, we do not know for sure the reason for this decrease. However,
a recent study published by Linggapan [56] revealed that RS can activate or repress NF-
kB signaling. The initial phase of oxidative stress is associated with the activation of the
NF-kB pathway, while the permanence of oxidative stress can lead to decreased activity.
Thus, although there are a large number of studies indicating that NF-«xB is involved in
the regulation of anxiety behavior, the mechanisms involved in modulating this disorder

are not yet fully understood.
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5. Conlusion

In summary, the biological changes investigated in our study have been attributed
to the development of psychiatric disorders. Since increased RS and glucocorticoids
contribute to the development of anxiety disorders as they activate, inhibit or modulate
other molecules involved in the pathophysiology of anxiety, the search for a therapeutic
alternative that can attenuate this biochemical imbalance may be a good alternative for
the treatment of these disorders. In this sense, the 4-PSQ has demonstrated different
pharmacological actions that are associated with its antioxidant property [13,16,18]. In
addition, our study demonstrated that single-dose treatment with 4-PSQ was able to
significantly regularize all evaluated parameters. Therefore, its promising antioxidant
effect, as well as the possible modulation of serotonergic and GABAergic pathways and
neurobiological changes involved in the pathophysiology of anxiety may make 4-PSQ a
therapeutic alternative for anxiety treatment. We believe that there are other mechanisms
implicated in 4-PSQ anxiolytic action, and this provides a motivation to continue
investigating the potential of this compound. It is necessary to understand how this multi-

target action leads to the anxiolytic effect.
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Tables

Table 1. Primers used for quantitative real-time polymerase chain reaction. Listed are the
forward and reverse primer sequences used to amplify each target gene as well as the

GAPDH endogenous control.

Primer Name Sequence Reference
NF-xB Forward 5> AGAGAAGCACAGATACCACTAAG 3’ 1571
NF-kB Reverse 5 CAGCCTCATAGAAGCCATCC 3¢
BDNF Forward 5> AAGGACGCGGACTTGTACAC 3’ [58]
BDNF Reverse 5> CGCTAATACTGTCACACACGC 3’
CREB Forward  5° AAGCTGAAAGTCAACAAATGACAGTT 3’ [59]
CREB Reverse 5> TGGACTGTCTGCCCATTGG 3’
GAPDH Forward 5" TGCGACTTCAACAGCAACTC 3’ 160]

GAPDH Reverse 5" ATGTAGGCAATGAGGTCCAC 3°
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Table 2. Effect of 4-PSQ and/or antagonist treatments on behavioral parameters in the

open field test in mice.

Experimental groups Number of crossing Number of rearings
Control 572 262
4-PSQ (50 mg/kg) 61+4 29+1
Pindolol (1 mg/kg) 60 +4 26+1
Pindolol + 4-PSQ 57+5 27 +2
Control 68 +3 262
4-PSQ (50 mg/kg) 66 + 4 271
WAY 100635 (0.7 mg/kg) 76 + 4 29+ 2
WAY 100635 + 4-PSQ 75+3 24+ 1
Control 56 +2 22+1
4-PSQ (50 mg/kg) 61+4 23+2
Ketanserin (0.3 mg/kg) 50+ 3 20+ 2
Ketanserin + 4-PSQ 50+£5 16+2
Control 68 +3 22+2
PTZ (35 mg/kg) 76+ 2 2142
PTZ + 4-PSQ 62+ 7 16 +3

One-way ANOVA followed by Newman-Keuls' test. Data are reported as the mean +

standard error of the mean (SEM) of 7 animals in each group.
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Legend of Figures

Fig. 1. Chemical structure of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ).

Fig. 2. Effect of serotonergic antagonists (A) pindolol, (B) WAY100635 and (C)
ketanserin on the anxiolytic action of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) on
the percentage of time spend in the open arms in the elevated plus maze test. Each column
represents mean + standard error of the mean (SEM) of seven animals per group. (*) P <
0.05 when compared with the control. (#) P < 0.05 and (##) P < 0.01 when compared

with the 4-PSQ group. (One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test).

Fig. 3. Effect of serotonergic antagonists (A) pindolol, (B) WAY100635 and (C)
ketanserin on the anxiolytic action of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) on
the percentage of entry into the open arms in the elevated plus maze test. Each column
represents mean = standard error of the mean (SEM) of seven animals per group. (**) P
<0.01 and (***) P <0.001 when compared with the control. (##) P <0.01 and (###) P <
0.001 when compared with the 4-PSQ group. (One-way ANOVA followed by the

Newman-Keuls test).

Fig. 4. Effects of pentylenetetrazole (PTZ) and/or 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline
(4-PSQ) on behavioral parameters in the elevated plus maze test in mice. Data are
represented as (A) percentage of time spend in the open arms and (B) percentage of entries
in the open arms. Each column represents mean + standard error of the mean (SEM) of
seven animals per group. (*) P <0.05, (**) P<0.01 and (***) P < 0.001 when compared
with the control group. (####) P <0.0001 when compared with the PTZ group (One-way

ANOVA followed by the Newman-Keuls test).

Fig. 5. Effects of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) administration on Na*,

K* ATPase activity in (A) cerebral cortex and (B) hippocampus of mice after
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pentylenetetrazole (PTZ) treatment. Each column represents mean = standard error of the
mean (SEM) of seven animals per group. (***) P < 0.001 and (****) P < 0.0001 when
compared with the control group. (####) P < 0.0001 when compared with the PTZ group

(One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test).

Fig. 6. Effects of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) on RS levels in (A)
cerebral cortex and (B) hippocampus of mice after pentylenetetrazole (PTZ) treatment.
Each column represents the mean + standard error of the mean (SEM) of seven animals
per group. (***) P < 0.001 when compared with the control group. (##) P < 0.01 and
(####) P < 0.0001 when compared with the PTZ group (One-way ANOVA followed by

the Newman-Keuls test).

Fig. 7. Effects of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) on plasma corticosterone
levels of mice after pentylenetetrazole (PTZ) treatment. Each column represents the mean
+ standard error of the mean (SEM) of seven animals per group. (***) P < 0.001 when
compared with the control group. (##) P < 0.01 when compared with the PTZ group

(One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test).

Fig. 8. Effects of pentylenetetrazole (PTZ) and 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-
PSQ) on the mRNA expression levels of the (A) cAMP response element binding
(CREB), (B) brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and (C) nuclear factor kappa B
(NF-xB) in the cerebral cortex of mice. Each column represents mean * standard error of
the mean (SEM) of seven animals per group. (***) P <0.001 and (****) P <0.0001 when
compared with the control group. (####) P <0.0001 when compared with the PTZ group

(One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test).

Fig. 9. Effects of pentylenetetrazole (PTZ) and 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-

PSQ) on the mRNA expression levels of the (A) cAMP response element binding
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(CREB), (B) brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and (C) nuclear factor kappa B
(NF-xB) in the hippocampus of mice. Each column represents mean + standard error of
the mean (SEM) of seven animals per group. (**) P < 0.01, (***) P < 0.001 and (****)
P <0.0001 when compared with the control group. (##) P <0.01 and (####) P <0.0001
when compared with the PTZ group (One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls

test).
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Highlights

e 4-PSQ abolished the anxiogenic effect of PTZ.

e 4-PSQ reduced RS and corticosterone levels.

e 4-PSQ normalized CREB, BDNF and NF-kB expression altered by PTZ.
e 4-PSQ restored Na*, K* ATPase activity inhibited by PTZ exposure.

e Serotoninergic and GABAergic systems are involved in the 4-PSQ anxiolytic effect.
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Fig. 5
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Fig. 8
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5. Conclusdes

Baseado nos resultados obtidos pode-se sugerir que:
e A modulacéo dos sistemas serotoninérgico e GABAérgico esta envolvida na

acao ansiolitica exercida pelo 4-PSQ.

e A hiperativacdo do eixo hipotalamico da hipofise adrenal contribui para o
efeito ansiogénico do PTZ e o tratamento com uma Unica dose de 4-PSQ foi

capaz de reestabelecer este equilibrio.

e A acao ansiolitica do 4-PSQ pode estar relacionada com a sua capacidade
antioxidante, uma vez que este composto reduziu os niveis de ERs com

consequente normalizacao da atividade da Na*, K* ATPase.

e A modulacéo dos niveis de RNAm de importantes moléculas envolvidas nos
processos de neurogénese, como CREB, BDNF e NF-kB, contribui para o

efeito ansiolitico do 4-PSQ em camundongos expostos ao PTZ.

Frente a isto, os resultados inferiram que o 4-PSQ é um composto
multialvo. Assim, acreditamos que existem outros mecanismos implicados na
acao ansiolitica do 4-PSQ, e isso fornece uma motivacdo para continuarmos

investigando o potencial desse composto e a inter-relagdo destas vias.
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Perspectivas

Considerando os resultados obtidos e o interesse do nosso grupo de
pesquisa na farmacologia do 4-PSQ, pretende-se ampliar o conhecimento a
respeito deste composto, de forma a entender melhor como essa acao multialvo
leva ao efeito ansiolitico. Com base nisso, pretendemos investigar seu efeito em
modelos de estresse social uma vez que, os farmacos utilizados para o
tratamento de transtornos relacionados ao estresse — como 0 bullying — na
maioria dos casos nao possuem eficacia. Também planejamos determinar as
caracteristicas fisico-quimicas, bem como o processo de biodistribuicdo desse
composto. Adicionalmente, pretendemos investigar a possivel toxicidade apds
exposicao cronica ao 4-PSQ e se este derivado de quinolina induz dependéncia

e/ou tolerancia em animais.
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Anexo A — Comprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal

UFPel

Comissdo de £50a om Brenmentacds Anma

Pelotas, 13 de julho de 2015

De: M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Profa. Dra. Ethel Antunes Wilhelm

Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos

Senhora Professora:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Avalia¢io da atividade do tipo-
ansiolitica de 7-cloro-4-(fenilseleno) quinolina em camundongos”, processo
n°23110.004224/2015-33 que envolve a utilizagio de animais pertencentes ao filo
Chordata, Subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino, sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugdo, pois estd de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagéio Animal (CONCEA).

Solicitamos, ap6s tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo 2 CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
COBALTO para posterior registro no COCEPE (c6digo para cadastro n° CEEA 4224-
2015).

Vigéncia do Projeto: 15/07/2015 a 15/12/2017

Espécie/Linhagem: Mus muscullus/Swiss
N° de animais: 572

Idade: 60 dias

Sexo: Machos

Origem: Biotério Central/UFPel

(?zé%uﬂé

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Ciente em: / /2015

Assinatura do Professor Responsavel:




