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RESUMO 
 

PALTIAN, Jaini Janke. Investigação dos mecanismos envolvidos no efeito 
tipo-ansiolítico do 7-cloro-4-(fenilselanil) quinolina em camundongos. 
2020. 103f. Dissertação (Mestrado em Bioquímica e Bioprospecção) - Programa 
de Pós-Graduação em Bioquímica e Bioprospecção, Centro de Ciências 
Químicas, Farmacêuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, 
Pelotas, 2020.  
 

A ansiedade é a doença psiquiátrica mais diagnosticada e tratada no mundo. 
Diante dessa situação, pesquisas para elucidar os mecanismos envolvidos na 
ansiedade e na busca de novos agentes terapêuticos têm despertado o interesse 
dos pesquisadores. Recentemente, demonstramos a promissora ação ansiolítica 
da 7-cloro-4- (fenilselanil) quinolina (4-PSQ) em camundongos. Por esse motivo, 
o primeiro objetivo deste estudo foi expandir nossas descobertas anteriores, 
investigando a contribuição dos sistemas serotoninérgico e GABAérgico na ação 
ansiolítica deste composto em camundongos machos adultos da raça Swiss. 
Inicialmente foi avaliado o envolvimento do sistema serotoninérgico, dessa forma 
os camundongos receberam o pré-tratamento com pindolol (1 mg/kg 
intraperitoneal (i.p.) um antagonista não seletivo do receptor 5-HT1A/1B) 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 não seletivo do receptor 5-HT2A/2C), 
e após 15 min receberam o tratamento com o 4-PSQ (50 mg/kg, por via oral 
(v.o.)). O pré-tratamento com os antagonistas bloqueou o efeito ansiolítico 
causado pelo 4-PSQ no teste do labirinto em cruz elevado (LCE). A contribuição 
do sistema GABAérgico 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 após a administração do PTZ, os animais receberam 
o tratamento com o 4-PSQ (50 mg/kg, v.o.). A administração do composto 
reduziu a ansiedade induzida pelo PTZ no teste do LCE. Posteriormente, esse 
grupo de animais foi submetido à eutanásia e o sangue foi coletado para 
determinar os níveis de corticosterona e o córtex cerebral e hipocampo foram 
removidos para determinar os níveis de expressão de RNAm da proteína de 
ligação responsiva ao AMPc (CREB), fator neurotrófico derivado do cérebro 
(BDNF) e fator nuclear kappa B (NF-κB), bem como a atividade da enzima Na+, 
K+ ATPase e os níveis de espécies reativas (ERs). Uma dose única do 4-PSQ 
foi capaz de reverter significativamente o aumento dos níveis de ERs e 
corticosterona, bem como a diminuição da expressão de CREB e BDNF nas 
estruturas cerebrais e o aumento da expressão de NF-κB no hipocampo. 
Adicionalmente, o 4-PSQ também foi capaz de restaurar a atividade da Na+, K+ 
ATPase nas estruturas cerebrais avaliadas. Aqui, demonstramos que a 
modulação dos sistemas serotonérgico e GABAérgico e fatores relacionados à 
neurogênese, status oxidativo e atividade da Na+, K+ ATPase, contribuem para 
o efeito ansiolítico do 4-PSQ, reforçando o potencial terapêutico desse composto 
no tratamento da ansiedade.  
 
Palavras-chave: ansiedade, corticosterona, neurotrofina, GABA, serotonina, 
selênio. 
 
 



 
 

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-HT1A/1B 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-HT2A/2C receptor 
antagonist), and after 15 min received treatment with 4-PSQ (50 mg/kg, per oral 
(p.o.)). 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., a GABAA receptor antagonist) (PTZ). Twenty four hours after the 
animals received the treatment with 4-PSQ (50 mg/kg, p.o.). 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-κB), 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-κB 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. Introdução 

 A ansiedade é considerada uma reação normal do organismo atuando 

como um mecanismo de defesa, aumentando a conscientização e a capacidade 

de resposta para lidar com situações adversas e desconhecidas. Por outro lado, 

quando a ansiedade é persistente, frequente ou aparece em contextos 

inapropriados, a qualidade de vida é reduzida severamente e, portanto, pode ser 

considerada patológica (BELZUNG; GRIEBEL, 2001). Atualmente, essa doença 

psiquiátrica tem sido a mais diagnosticada e tratada em todo o mundo. Segundo 

a Organização Mundial da Saúde (OMS), essa patologia afeta aproximadamente 

3,6% da população mundial, sendo o Brasil (9,3%) o país com maior incidência 

desse distúrbio (OMS, 2017). Diante dessa situação, estudos para elucidar os 

mecanismos envolvidos na ansiedade e que busquem novos agentes 

terapêuticos têm despertado o interesse dos pesquisadores. 

 O estresse tem sido o principal fator associado ao desenvolvimento dos 

transtornos de ansiedade, uma vez que sua persistência promove um 

desequilíbrio na homeostase corporal, resultando em alterações fisiológicas 

prejudiciais à saúde (MARIOTI, 2015). Desregulações na neurotransmissão 

GABAérgica e serotoninérgica têm demonstrado envolvimento significativo nos 

transtornos do humor e dos estados de ansiedade (NUSS, 2015; GARCIA-

GARCIA et al., 2014). Dessa forma, os neurotransmissores ácido gama-

aminobutírico (GABA) e serotonina (5-HT) são os principais alvos dentro da 

pesquisa por fármacos ansiolíticos, uma vez que a modulação destes 

demonstram eficácia no tratamento dos transtornos de ansiedade principalmente 

através da classe dos benzodiazepínicos (BDZs) e inibidores seletivos da 

recaptação de serotonina (ISRSs), respectivamente (MÖHLER et al., 2005; 

LANZENBERGER et al., 2007). Com base nisso, é possível sugerir que 

moléculas que modulam esses sistemas podem ser importantes alternativas 

farmacológicas para tratar distúrbios psiquiátricos, como a ansiedade.  

 Dessa maneira, substâncias capazes de modular diferentes sistemas e 

vias de sinalização têm potencial significativo no tratamento dos transtornos de 

ansiedade. Nosso grupo de pesquisa dedicou atenção à pesquisa e elucidação 

das propriedades farmacológicas 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 ansiolítico em 

camundongos. O 4-PSQ reduziu a captação de glutamato nos córtices cerebrais 

e protegeu contra o comportamento relacionado à ansiedade induzida pelo 

cainato. Os resultados sugerem que a via glutamatérgica está implicada no efeito 

ansiolítico do 4-PSQ, propondo que esse derivado da quinolina possa modular 

direta ou indiretamente a ligação do glutamato ao seu receptor. Além disso, 

nosso trabalho recente contribuiu para esses esforços, revelando o efeito 

protetor do 4-PSQ na ação ansiogênica e no comprometimento da aprendizagem 

e da memória em um modelo da doença de Alzheimer em camundongos, por 

ações anticolinesterásicas e antioxidantes (PINZ et al., 2018). 

 Com base nas considerações acima e aliado ao fato do 4-PSQ apresentar 

propriedades farmacológicas promissoras, mais estudos devem ser realizados, 

a fim de compreender e reafirmar a ação desse composto como alternativa 

terapêutica no tratamento dos transtornos de ansiedade. Dessa forma, é de 

extrema relevância o estudo de outras vias e moléculas envolvidas na ação 

ansiolítica do 4-PSQ, principalmente aquelas relacionadas à 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 contínuo na farmacologia deste composto, o 

objetivo deste estudo é explorar os possíveis mecanismos subjacentes à ação 

ansiolítica do 4-PSQ.  

2.2. Objetivos específicos  

 Investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico no mecanismo de ação 

ansiolítica causada pelo 4-PSQ via receptores 5-HT1A/1B e 5-HT2A/2C.  

 Avaliar o envolvimento do sistema GABAérgico na ação ansiolítica do 4-PSQ. 

 Verificar se a modulação da atividade da enzima Na+
, K+ ATPase contribui 

para o efeito ansiolítico do 4-PSQ em camundongos expostos ao 

pentilenotetrazol (PTZ). 

 Avaliar se modulação dos níveis de espécies reativas (ERs) contribuem para 

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

 Analisar se o efeito ansiogênico do PTZ envolve a hiperativação do eixo 

hipotalâmico da hipófise adrenal e identificar a possível modulação desse 

eixo pelo 4-PSQ.  

 Investigar se a modulação dos níveis de moléculas envolvidas na 

neurogênese, como a proteína de ligação responsiva ao AMPc (CREB), fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e o fator nuclear kappa B (NF-κB), 

contribuem para o efeito ansiolítico do 4-PSQ em camundongos expostos ao 

PTZ. 
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3. Revisão bibliográfica 

3.1. Ansiedade 

A ansiedade é uma emoção básica que resulta como uma resposta 

adaptativa a situações de estresse, facilitando a sobrevivência a riscos 

potenciais (LANG et al., 1998). No entanto, quando essa resposta torna-se 

excessivamente frequente ou aparece em contextos inapropriados pode 

alcançar grau patológico, constituindo-se, dessa forma, como um distúrbio 

psiquiátrico o qual pode gerar alterações em diferentes aspectos da vida 

(FUCHS et al., 2006). Os sintomas decorrentes dos transtornos de ansiedade 

são caracterizados por um desequilíbrio de humor e emoções, bem como por 

anomalias de estruturas cerebrais, além de ansiedade excessiva na ausência de 

perigo, irritabilidade e depressão decorrentes da incapacidade de lidar com 

alterações fisiológicas que ocorrem com o organismo em tais situações 

(GAZZANIGA; HEATHENTON, 2005).  

Atualmente grande parte da população mundial sofre com algum distúrbio 

psiquiátrico, sendo que as desordens de ansiedade estão entre os transtornos 

psiquiátricos mais prevalentes no mundo. Estima-se que cerca de 264 milhões 

(3,6%) de pessoas no mundo experimentaram ao menos um episódio de 

ansiedade patológica (OMS, 2017). Além disso, a OMS destaca que o número 

de indivíduos com ansiedade cresceu cerca de 14,9% em 2015 em relação ao 

ano de 2005. Nesse sentido, o crescimento dessa patologia pode ser atribuído a 

diversas situações estressantes presenciadas no dia a dia. Sendo assim, fatores 

socioeconômicos, ambientais e eventos traumáticos são algumas das situações 

de estresse que contribuem para o surgimento das desordens de ansiedade.  

As desordens de ansiedade podem ser classificadas de acordo com seu 

tipo de manifestação, tais como episódica ou persistente, sendo que na primeira 

o indivíduo experimenta algum evento traumático e vivencia o episódio com 

medo intenso, enquanto na ansiedade persistente os sintomas ansiosos são 

vivenciados diariamente. Com base nisso, os sintomas de ansiedade podem se 

manifestar através de fatores específicos, como nas fobias, ou serem 

inespecíficos detendo-se aos aspectos negativos e ameaçadores do cotidiano 

(ANDRADE; GORENSTEIN, 2000). Dessa forma, a quinta edição do Manual 

Diagnóstico de Transtornos Mentais (DSM-5) classifica os transtornos de 
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ansiedade em três categorias como, transtornos de ansiedade, transtornos 

obsessivos compulsivos e transtornos relacionados a traumas e estressores. 

Dentro da categoria dos transtornos de ansiedade estão inclusos os transtornos 

de ansiedade generalizada, transtornos de ansiedade social, transtorno do 

pânico e agorafobia.  Por outro lado, a categoria de transtornos relacionados a 

traumas e estressores compreendem os distúrbios de ajuste, transtornos de 

estresse pós-traumático e transtornos de estresse agudo (AMERICAN 

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). 

Como a ansiedade faz parte do repertório comportamental normal, 

distinguir o momento em que a ansiedade passa de benéfica para prejudicial 

pode ser difícil em função da variabilidade dos traços de personalidade entre os 

indivíduos. Baseado nisso, o DSM-5 descreve que quando “a ansiedade, a 

preocupação ou sintomas físicos causam sofrimento ou prejuízo clinicamente 

significativo nas áreas sociais, ocupacionais ou outras áreas importantes do 

funcionamento” deve ser diagnosticada a ansiedade patológica (AMERICAN 

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Além disso, para o paciente receber o 

diagnóstico de ansiedade, o DSM-5 estabelece critérios para o diagnóstico de 

cada um dos transtornos de ansiedade, e se estes critérios estiverem presentes 

na rotina do paciente na maioria dos dias, durante os últimos 6 meses, o 

diagnóstico pode ser confirmado (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 

2013).  

Sabe-se que a exposição a estímulos estressores contribui para o 

aparecimento dos distúrbios de ansiedade, de modo que quando percebida pelo 

organismo ameaça a homeostase e provoca uma série de sintomas que 

envolvem aspectos bioquímicos, neurológicos e comportamentais (SHELTON, 

2004). Nesse sentido, os episódios de estresse podem causar alterações 

neurofisiológicas como a diminuição da neurogênese, fazendo com que ocorra 

um prejuízo no desenvolvimento e formação de células neuronais (JOCA, 2003). 

O eixo hipotálamo hipófise adrenal (HHA) é ativado como resposta normal e 

fisiológica ao estresse, para manter a homeostase do organismo diante de 

estímulos estressores, entretanto, a hiperativativação deste eixo em situações 

de estresse crônico está relacionada a fisiopatologia da ansiedade (CHECKLEY, 

1996). Dessa forma, Hammen (2005) relata que a resposta ao estresse é 

essencial para a adaptação do equilíbrio homeostático. No entanto, o estresse 
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crônico além de causar degeneração neuronal, pode levar a estados patológicos, 

que podem resultar no aparecimento de transtornos emocionais, tais como, os 

transtornos de ansiedade (HEIM; NEMEROFF, 2001; CHARNEY; MANJI, 2004; 

DE KLOET et al., 2005).  

Os processos envolvidos no desenvolvimento da ansiedade e dos 

distúrbios relacionados ainda não são totalmente compreendidos, entretanto, 

para a maioria dos distúrbios foram identificadas alterações no sistema límbico, 

disfunção do eixo HHA e fatores genéticos. Adicionalmente, condições externas 

como traumas, fobias, fatores socioeconômicos e ambientais também podem 

predispor um indivíduo ao desenvolvimento da ansiedade patológica. Diante 

disso, a ansiedade não deve ser considerada uma doença única, com apenas 

uma causa, e sim como uma síndrome heterogênea composta de inúmeros 

fatores causadores (MARTIN et al., 2009). 

3.2. Fisiopatologia da ansiedade 

 Embora diferentes estudos tenham sido realizados com a finalidade de 

elucidar os mecanismos fisiopatológicos e comportamentais na gênese da 

ansiedade, ainda não há uma hipótese totalmente consolidada, por se tratar de 

uma etiologia multifatorial envolvendo fatores genéticos, neurobiológicos e 

ambientais (MARTIN et al., 2009). As evidências sobre um gene específico 

associado à ansiedade ainda não foram elucidadas, porém indícios apontam que 

diferentes genes contribuem para a vulnerabilidade biológica do indivíduo 

deixando-o mais propenso a desenvolver desordens de ansiedade (HALLETT et 

al., 2009). De fato, fatores genéticos predispõem um indivíduo à ansiedade, no 

entanto, também deve-se lembrar que influências ambientais presenciadas ao 

longo da vida contribuem para o desenvolvimento desse transtorno. 

Estudos experimentais sugerem que reações análogas ao medo são 

mediadas e integradas por substratos neuroanatômicos localizados no sistema 

límbico, como amígdala, septo e hipocampo (SANDFORD et al., 2000). O 

envolvimento do sistema endócrino tem recebido destaque na descrição da 

etiologia da ansiedade (CASTRÉN et al., 2007). Neste contexto, o envolvimento 

do eixo neuroendócrino HHA, está sendo melhor estudado nos transtornos 

psiquiátricos, assim como, suas conexões com estruturas do sistema límbico, 

como o hipocampo e a amígdala. Visto que o eixo HHA desempenha funções 
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relevantes no desenvolvimento e na expressão de numerosos comportamentos, 

suas disfunções podem estar relacionadas a fisiopatologia da ansiedade 

(CHECKLEY, 1996).  

 No aspecto neuroquímico, os neurotransmissores GABA e 5-HT tem 

demonstrado envolvimento na regulação da ansiedade (MÖHLER et al., 2005; 

LANZENBERGER et al., 2007). Assim, o GABA um importante neurotransmissor 

inibitório do SNC tem sido amplamente associado com os distúrbios de 

ansiedade, devido a eficácia demonstrada pelos BDZ que ao se ligarem ao 

receptor GABAA potencializam a afinidade do GABA pelo seu receptor e, por 

consequência causam efeitos ansiolíticos (NUSS, 2015). A partir disso, o 

sistema GABAérgico começou a ser investigado e sua desregulação tem 

demonstrado relação com as desordens de ansiedade. Em paralelo, a 5-HT 

desempenha importante papel na regulação do humor, sono, apetite, libido, e 

funções cognitivas (AKIMOVA et al., 2009). Desse modo, anormalidades na 

liberação ou receptação da 5-HT têm sido atribuídas à ansiedade. Estudos 

demonstram que esse neurotransmissor pode exercer ação ansiogênica ou 

ansiolítica em animais (LI et al., 2012). Sendo assim, o papel da 5-HT na 

ansiedade ainda não está totalmente esclarecido, tendo em vista que seu efeito 

na ansiedade parece depender de vários fatores, incluindo a natureza do 

estímulo ameaçador, as estratégias defensivas disponíveis e as estruturas 

cerebrais envolvidas.  

 A neurogênese também tem demonstrado desempenhar um importante 

papel nos transtornos de humor e ansiedade, de forma que a supressão ou 

diminuição desse processo tem demonstrado produzir quadros de ansiedade. 

Baseado nisso, Revest e colaboradores (2009) demonstraram que os 

camundongos transgênicos que tiveram prejuízo na neurogênese hipocampal 

exibiram um aumento nos comportamentos semelhantes à ansiedade. Nesse 

sentido, cabe destacar que o prejuízo na formação de novos neurônios resulta 

em uma redução no tamanho de estruturas cerebrais, uma característica 

observada nos transtornos psiquiátricos (SHELINE et al., 2003). 

 Adicionalmente, devido a elevada vulnerabilidade do cérebro a processos 

oxidativos, tem sido estabelecida uma relação entre os transtornos de ansiedade 

com os danos oxidativos causadas pelas ERs. Essa hipótese tem sido realizada 

uma vez que o dano oxidativo causado aos lipídeos e proteínas de membrana 
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podem resultar em uma alteração na neurotransmissão e função neuronal 

(BOUAYED et al., 2009). Dessa forma, estudos tem demonstrado que pacientes 

com transtornos de ansiedade possuem níveis elevados de peroxidação lipídica 

na corrente sanguínea em comparação a pacientes saudáveis (KULOGLU et al., 

2002; HOVATA et al., 2010). Sendo assim, o dano oxidativo também pode ser 

considerado um fator importante envolvido na regulação da ansiedade.  

 Apesar de sua alta prevalência e do impacto negativo causado na vida do 

paciente ansioso, as causas dos transtornos de ansiedade não são totalmente 

compreendidas, dessa forma, a elucidação dos mecanismos envolvidos na 

ansiedade é de grande relevância principalmente para o desenvolvimento de 

fármacos ansiolíticos cada vez mais eficazes e com menores efeito adversos.  

3.2.1. O eixo HHA 

 O eixo HHA compreende um dos principais sistemas endócrinos que 

regulam a homeostase no organismo em situações de desafio ou estímulo ao 

estresse (CHECKLEY, 1996). Dessa forma, o eixo HHA pode ser ativado por 

diversos eventos de estresse, sejam eles físicos ou psicológicos, e por 

consequência ocorrerá um aumento da concentração sanguínea de 

glicocorticoides (GCs). Esses estímulos serão percebidos pelos neurônios do 

núcleo paraventricular do hipotálamo fazendo com que ocorra a secreção do 

hormônio liberador de corticotrofina (CRH). Esse hormônio estimulará a síntese 

do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) na hipófise anterior que, por sua vez, 

sinalizará ao córtex da glândula adrenal para que ocorra a síntese e liberação 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 sanguínea possuem a função de regular diferentes 

respostas fisiológicas principalmente as funções relacionadas ao metabolismo 

energético (GONZÁLEZ; ESCOBAR, 2002).  
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Figura 1. Representação esquemática da resposta do organismo frente ao estresse. CRH: 

hormônio liberador de corticotrofina, ACTH: hormônio adrenocorticotrófico. (Adaptado de 

Juruena e colaboradores, 2004).  

 Os níveis plasmáticos de GCs são regulados pelo mecanismo de 

feedback negativo exercido pelo próprio hormônio GC agindo nos receptores de 

glicocorticoides presentes no hipotálamo e hipófise. Esse controle ocorre com 

intuito de manter os níveis basais dos hormônios inibindo a liberação exacerbada 

destes durante a ativação do HHA. Nesse sentindo, os receptores envolvidos no 

controle do eixo HHA incluem o receptor mineralocorticoide (RM) que responde 

a níveis basais de GCs, e o receptor glicocorticoide (RG) que responde a níveis 

mais altos desses hormônios (CHARMANDARI et al., 2005).  

 Entretanto, em situações de estresse crônico a constante ativação desse 

eixo tem sido relacionada com o desenvolvimento de transtornos psiquiátricos 

(JACOBSON, 2014; DU; PANG, 2015). Essa associação tem sido feita, uma vez 

que a produção em excesso de GCs, como o cortisol, podem resultar em danos 

a estruturas cerebrais essenciais para o controle do eixo HHA, além de danificar 

neurônios ocasionando um aumento na entrada de cálcio na célula, tornando-os 

mais suscetíveis a excitotoxicidade glutamatérgica e vulneráveis à ação de ERs 

(SAPOLSKY, 1986). Ademais, os elevados níveis de glicocorticoides na corrente 

sanguínea são capazes de prejudicar a neurogênese, acarretando uma menor 

produção celular e por consequência uma redução no tamanho de estruturas 

cerebrais como por exemplo, o hipocampo (KANDEL et al., 2014).  

 A secreção de CRH pelo hipotálamo é controlada por uma via excitatória 

encontrada na amígdala e uma via inibitória no hipocampo (KANDEL et al., 
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2014). Baseado nisso, danos a estrutura do hipocampo parecem prejudicar o 

controle inibitório da secreção de CRH, e assim a secreção de cortisol continuará 

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 amígdala, e esse processo pode acarretar na 

desregulação do eixo HHA diante da superprodução de GCs.  

 Além disso, as disfunções do eixo também podem estar relacionadas à 

redução da capacidade dos GCs exercerem seu feedback negativo. O 

comprometimento desse processo parece estar relacionado com a função 

prejudicada do RG, visto que desenvolverão resistência a esses hormônios 

fazendo com que o efeito inibitório à liberação hormonal não ocorra (LOWY et 

al., 1984). A ativação do eixo HHA é muito importante, no entanto é de extrema 

importância que sua desativação ocorra assim que a situação esteja controlada, 

tendo em vista que a ansiedade patológica ocorre quando esse sistema fica 

sobrecarregado, ou seja, embora não exista nada para o corpo lutar ou fugir, ele 

responde como se houvesse uma ameaça presente. 

3.2.2. Sistema GABAérgico 

 O GABA é um importante neurotransmissor inibitório do sistema nervoso 

central (SNC) sendo conhecido por modular o comportamento relacionado à 

ansiedade (NEMEROFF, 2003). Por ser o principal neurotransmissor inibitório 

no cérebro, o GABA é alvo de muitas drogas usadas clinicamente para tratar a 

ansiedade, que podem atuar em dois diferentes tipos de receptores o GABAA 

(receptor ionotrópico), um canal iônico seletivo para os íons Cl-, e o GABAB 

(receptor metabotrópico), um receptor acoplado à proteína G (MÖHLER, 2005; 

KURIYAMA et al., 1993). Baseado nisso, a neurotransmissão inibitória 

GABAérgica pode ser dividida em ação inibitória rápida, através do receptor 

ionotrópico GABAA e de ação inibitória lenta, mediada pelo receptor 

metabotrópico GABAB, cuja ativação inicia uma cascata de eventos 

intracelulares resultando na diminuição do influxo de Ca2+ e aumento do efluxo 

de K+, levando à hiperpolarização celular (MICHELS; MOSS, 2007; BETTLER; 

TIAO, 2006).  
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 O receptor GABAA é um complexo glicoproteico constituído de cinco 

subunidades polipeptídicas e composto por três subunidades diferentes α, β e γ 

que formam uma série de α-hélices agrupadas em torno de uma abertura central, 

correspondente ao canal iônico seletivo para os íons Cl- (AKK et al., 2007). A 

ligação do GABA ao seu respectivo sítio de ligação no receptor GABAA resultará 

em uma alteração conformacional no receptor, conduzindo a abertura dos canais 

de Cl-, sinalizando o influxo de íons Cl- para o meio intraneuronal. O influxo 

desses íons levará a hiperpolarização da membrana, e inibindo, 

consequentemente, a propagação do impulso elétrico, regulando dessa forma a 

excitabilidade neuronal (BORMANN, 2000; ZORUMSKI; ISENBERG, 1991) 

(Figura 2).  

 

Figura 2. Representação esquemática da neurotransmissão GABAérgica. (Adaptado de 

Lüllmann e Wirth, 2000). 

 Outras moléculas também podem influenciar esse receptor, pois além dos 

sítios de ligação do GABA, esse receptor possui em sua estrutura diferentes 

sítios alostéricos específicos para diferentes ligantes (MICHELS; MOSS, 2007). 

Nesse sentido, substâncias como os barbitúricos, anestésicos, etanol e os BDZs 

quando interagem com seus respectivos sítios de ligação intensificam a ação do 

neurotransmissor GABA no SNC a nível pós-sináptico, aumentando sua 

afinidade pelos receptores GABAA, e como consequência aumentando a 

frequência da abertura dos canais iônicos (CHERUBINI et al., 1991). Por outro 
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lado, moléculas como a picrotoxina e o PTZ ao se ligarem ao receptor GABAA 

podem atenuar a neurotransmissão GABAérgica (MACDONALD; OLSEN, 1994; 

ZORUMSKI; ISENBERG, 1991; KALUEFF; NUTT, 1996). Com base nisso, 

podemos dizer que quando o equilíbrio entre a atividade excitatória e inibitória é 

mudado farmacologicamente em favor da transmissão GABAérgica serão 

induzidos estados de ansiólise e sedação. Entretanto, uma atenuação do 

sistema GABAérgico resulta em excitação, ansiedade, inquietação, insônia, e até 

crises convulsivas. Dessa forma, disfunções no sistema GABAérgico têm sido 

associadas à transtornos de ansiedade, epilepsia e esquizofrenia (OLSEN et al., 

1999; MÖHLER, 2002; MÖHLER et al., 2005). 

 Nesse sentido, o PTZ, é considerado uma molécula ansiogênica, uma vez 

que por ser um antagonista do receptor GABAA atua diminuindo a função 

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, o PTZ é considerado um protótipo de 

droga ansiogênica e tem sido amplamente utilizado em modelos de ansiedade 

em animais (JUNG, 2002).  

  Os receptores GABAA estão presentes em todas as regiões cerebrais, 

porém encontram-se predominantemente em regiões envolvidas com a 

ansiedade, como o córtex pré-frontal, hipocampo e amígdala. Nesse sentido, tem 

sido destacado que a neurotransmissão GABAérgica na amígdala exerce um 

importante papel na modulação de respostas relacionadas a ansiedade (ETKIN, 

2009). Estudos realizados em animais demonstraram que infusões na amígdala 

com agonistas de receptores GABA reduzem os comportamentos relacionados 

ao medo e ansiedade, enquanto infusões com antagonistas GABA produzem 

efeitos ansiogênicos (SANDERS; SHEKHAR, 1995; BARBALHO, et al., 2009). 

Paralelamente, também foi demonstrado que a supressão da expressão da 

enzima ácido glutâmico descarboxilase (enzima responsável pela síntese do 

GABA) na amígdala, acarreta a perda da resposta ansiolítica aos BDZs (HELDT 

et.al., 2012). Além disso, estudos realizados em humanos revelam que a 

administração de BDZs reduz a ativação da amígdala frente a estímulos 

emocionais negativos (DEL-BEN et al., 2012; PAULUS et al., 2005).  
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 A participação do GABA na ansiedade foi evidenciada no final dos anos 

1960, através do estudo dos mecanismos de ação dos BDZs. Diante disso, o 

sistema GABAérgico tem sido associado aos transtornos de ansiedade devido a 

eficácia dos BDZs no tratamento da ansiedade. (NUSS, 2015). Por ser um 

neurotransmissor inibitório, o GABA atua contrabalanceando a ação 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 aminoácido triptofano no cérebro, sobre a 

ação da enzima triptofano hidroxilase. Posteriormente a biossíntese, a 5-HT é 

armazenada em vesículas, e quando o potencial de ação atinge a porção 

terminal do neurônio, ocorre a despolarização da membrana levando a abertura 

dos canais de cálcio, e as vesículas contendo 5-HT se fundem com a membrana 

do neurônio (WONG et al., 2005). Assim, a 5-HT é liberada na fenda sináptica 

onde se liga aos receptores presentes nos neurônios pré e pós-sinápticos e os 

ativa iniciando a cascata de sinalização no interior da célula (SILVA, 2008).  

 Já está bem estabelecido que a 5-HT desempenha importante papel em 

diferentes processos fisiológicos e condições patológicas. Sua neurotransmissão 

está implicada na regulação do humor, controle de impulsos, funções cognitivas, 

além de demonstrar importante relação na modulação de comportamentos 

relacionados ao medo e ansiedade (ARANGO et al., 2001; LEMONDE et al., 

2003). Esses efeitos são 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 importantíssimo no 

estudo neuroquímico 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 ansiolíticos 

BDZs reduzem a atividade dos neurônios serotoninérgicos, propondo uma 

relação entre o sistema serotoninérgico e a ansiedade, atribuindo uma função 

ansiogênica para a 5-HT (STEIN, 1973). De acordo com essa teoria, fármacos 
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que atuam reduzindo a ação desse neurotransmissor através do bloqueio de 

seus receptores e da sua síntese, produziriam efeito ansiolítico. Por outro lado, 

estudos tem revelado que variações genéticas no transportador de 5-HT e no 

receptor 5-HT1A produzem traços de ansiedade (HARIRI; HOLMES 2006), em 

paralelo a inativação 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 é bastante controverso.  

 Entre os receptores de 5-HT, acredita-se que os de subtipo 5-HT1A 

desempenham importante envolvimento na etiologia dos transtornos de 

ansiedade, estando distribuído em regiões do cérebro implicadas na regulação 

do humor e ansiedade como córtex frontal, amígdala e hipocampo (GARCIA-

GARCIA et al., 2014). Seu importante papel pode ser demonstrado pelo efeito 

ansiolítico demonstrado pela buspirona, um agonista parcial do 5-HT1A, um 

fármaco utilizado clinicamente no tratamento do transtorno de ansiedade 

generalizada, atuando preferencialmente nos receptores pré-sinápticos 5-HT1A 

diminuindo a frequência de disparos do neurônio serotonérgico pré-sináptico 

(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 

eficácia em uma variedade de transtornos de ansiedade. Essa classe atua 

bloqueando seletivamente a recaptação de 5-HT após a liberação dos neurônios, 

alterando a neurotransmissão de 5-HT no cérebro, incluindo a ligação ao 

receptor 5-HT1A (VASWANI et al., 2003; NUTT, 2005).   

 Em relação aos receptores 5-HT2, estes também são amplamente 

distribuídos no cérebro sendo altamente expressos na amígdala e no hipotálamo 

e, portanto, podem desempenhar um importante papel modulador na resposta 

ao medo e à ansiedade (MORILAK et al., 1994; POMPEIANO et al., 1994; 

WRIGHT et al., 1995), uma vez que alterações na sinalização do receptor nessas 

áreas podem estar diretamente relacionadas a certos sintomas associados a 

transtornos de ansiedade. Há relatos que a ativação do receptor 5-HT2A produz 

efeitos ansiolíticos. Jiang e colaboradores (2009) mostraram que esse é o 

principal receptor responsável por facilitar a liberação de GABA nos neurônios 

da amígdala, sendo assim, qualquer mediador que facilite a transmissão 
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sináptica GABAérgica parece produzir um efeito ansiolítico, dessa forma 

acredita-se que a ativação do receptor 5-HT2A induza a um estado de ansiólise. 

Ainda em relação a outro subtipo do receptor 5-HT2, estudos realizados com 

animais demonstraram que a ativação do receptor 5-HT2C induz efeitos 

semelhantes aos da ansiedade, sugerindo que a ativação do receptor 5-HT2C 

aumenta a excitabilidade neuronal na amígadala (HACKLER et al., 2006; 

CAMPBELL; MERCHANT, 2003). Chen e colaboradores (2003) sugerem que a 

ativação do receptor 5-HT2C pode induzir efeitos semelhantes à ansiedade em 

animais, principalmente pelo aumento da função do receptor N-metil D-Aspartato 

(NMDA) na amígdala.  

 Com base nisso, uma desregulação desses receptores 5-HT2 em regiões 

como a amígdala e hipotálamo parecem estar envolvidas na fisiopatologia dos 

transtornos de ansiedade. Nesse sentido, fármacos capazes de modular a 

sinalização dos receptores 5-HT2A e 5-HT2C nessas regiões cerebrais 

representam importante potencial no tratamento dos sintomas associados aos 

transtornos de ansiedade. 

 Tendo em vista o que foi exposto, a ativação da 5-HT pode estimular vias 

ansiogênicas e ansiolíticas no cérebro, dependendo da região envolvida e do 

subtipo de receptor 5-HT predominantemente estimulado. Desse modo, embora 

seu exato papel não esteja totalmente elucidado é impossível negar que esse 

neurotransmissor esteja envolvido nos transtornos de ansiedade. 

3.3. Alterações neuroquímicas envolvidas na ansiedade 

3.3.1. CREB e BDNF 

 O CREB é uma importante proteína envolvida no desenvolvimento 

cerebral e na neurogênese, pois atua como um fator de transcrição regulando 

moléculas envolvidas em diferentes processos neurológicos (GONZALEZ, G.A.; 

MONTMINY, 1989; MILETIC et al., 2002). A regulação dos processos de 

transcrição gênica ocorre quando proteínas quinases como a proteína quinase 

A (PKA) e a proteína quinase tipo IV dependente de cálcio/calmodulina (CaMKIV) 

fosforilam o CREB no resíduo Serina133, deixando-o na sua forma ativa 

(CARLEZON et al., 2005; RÉUS et al., 2011). Dessa forma, o CREB tem 

demonstrado importante envolvimento em processos biológicos, como 

sobrevivência celular, plasticidade, processos de aprendizado e memória, além 
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disso também tem sido proposto o envolvimento dessa proteína em vias de 

sinalização que levam ao desenvolvimento de transtornos psiquiátricos (REN et 

al., 2014). 

 Baseado nisso, disfunções na função ou expressão do CREB têm sido 

associados com o surgimento de comportamentos semelhantes à ansiedade em 

animais (BARROT et al., 2005; WALLACE et al., 2009; CARLEZON et al., 2005; 

PANDEY, et al., 2005). Estudos revelam que a função prejudicada do CREB na 

região do núcleo accumbens produz efeitos semelhantes à ansiedade, enquanto 

o aumento da sua função reduz esse comportamento (BARROT et al., 2005; 

WALLACE et al., 2009). Alfonso e colaboradores (2006) apontam para o fato de 

que a exposição ao estresse está associada à expressão reduzida de CREB no 

hipocampo. Também foi demonstrado que os roedores knockout do gene CREB 

exibiram um aumento nos comportamentos semelhantes à ansiedade (VOGT et 

al., 2014). Esses estudos levantam a possibilidade de que a modulação do CREB 

contribua para o desenvolvimento de transtornos psiquiátricos (CARLEZON et 

al., 2005). 

 O CREB tem sido apontado como importante fator de transcrição 

envolvido em diferentes vias de sinalização, que quando está em sua forma ativa 

sinaliza a transcrição gênica do BDNF, uma importante neurotrofina envolvida 

nos processos de neurodesenvolvimento, neurogênese e distúrbios de humor, 

como ansiedade e depressão (YOSHII; CONSTANTINE‐PATON, 2010; 

GRATACÒS et al., 2007). De uma forma geral, os fatores neurotróficos são 

proteínas que regulam a sobrevivência, o crescimento, a plasticidade e a síntese 

de novos neurônios. Estas proteínas são conhecidas como neurotrofinas. A 

primeira neurotrofina caracterizada foi o fator de crescimento neural (NGF), 

seguido pela identificação de várias outras, incluindo o BDNF (ZHAO et al., 2005; 

SHIMIZU et al., 2003). O BDNF é uma das neurotrofinas mais abundantes 

presentes no cérebro responsável por promover a proliferação, sobrevivência e 

diferenciação de neurônios nos sistemas nervoso periférico e central (LINDSAY 

et al., 1994). A síntese do BDNF ocorre a partir de uma molécula precursora 

denominada pro-BDNF que é posteriormente clivada para gerar a forma madura 

da proteína (MOWLA et al., 2001). Estudos têm sugerido que o BDNF-maduro é 

a forma predominantemente encontrada, e a que apresenta maior atividade 

fisiológica no SNC (TECHE et al., 2013). 
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 A sinalização mediada pelo BDNF ocorre por meio da sua ligação ao 

receptor tropomiosina quinase B (TrkB), formando o complexo BDNF-TrkB. Após 

a ligação ao receptor, ocorre a dimerização dos complexos, levando a auto-

fosforilação e recrutamento de proteínas de ancoragem intracelulares. Esse 

processo pode desencadear a ativação de distintas vias de sinalização como a 

via da fosfolipase Cy (PLCy), fosfatilinositol 3-quinase (PI3K) e da quinase 

regulada por sinal extracelular (ERK) que levam a fosforilação e ativação do fator 

de transcrição CREB que medeia a transcrição de genes essenciais para a 

sobrevivência e diferenciação neuronal (REICHARDT, 2006) (Figura 3).  

 

Figura 3. Representação esquemática das vias de sinalização mediadas pelo BDNF. 

(Adaptado de Cunha e colaboradores 2010). 

 O desequilíbrio dos níveis do BDNF tem sido altamente associado aos 

transtornos de ansiedade. Recentemente, Shen e colaboradores (2019) 

demonstraram que os níveis séricos de BDNF foram menores em pacientes com 

transtorno de ansiedade generalizada do que em pacientes saudáveis. Outro 

importante resultado revelado no estudo de Rosa e colaboradores (2016) foi que 

ratos expostos precocemente ao glutamato monossódico desenvolveram 

comportamento semelhante à ansiedade, e mostraram redução dos níveis do 

BDNF no hipocampo, o que sugere que uma modulação dos níveis do BDNF 

pode estar envolvida no comportamento semelhante à ansiedade induzido pelo 

glutamato monossódico.  

 Embora muitos estudos relatem a diminuição dos níveis de BDNF em 

indivíduos com transtornos de ansiedade, poucas são as explicações de como 

esse desequilíbrio é provocado. Sabe-se que a produção do BDNF é influenciada 
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por um polimorfismo de nucleotídeo único, do alelo Val66Met, onde ocorre a 

substituição do aminoácido valina por uma metionina na posição 66 (Val66Met) 

da região codificadora do gene BDNF (EGAN et al., 2003). Dessa forma, 

indivíduos que possuem este polimorfismo são mais suscetíveis a desenvolver 

distúrbios psiquiátricos (GRÀTACOS 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 

à ansiedade quando colocados em situações estressantes. Dessa forma, este 

achado sugere uma associação entre a fisiologia dessa neurotrofina com a 

fisiopatologia dos transtornos de ansiedade. 

 Estímulos estressores têm sido apontados como a principal causa destas 

alterações na expressão do BDNF (DUMAN; MONTEGGIA, 2006). Na 

ansiedade o eixo HHA é ativado em resposta a situações estressantes 

promovendo a liberação do hormônio cortisol na corrente sanguínea 

(GONZÁLEZ; ESCOBAR, 2002). Diante disso, outra hipótese que também 

parece afetar o papel do BDNF é a atividade do eixo HHA. Tendo em vista que 

estudos em cultura de neurônios demonstraram que o cortisol foi capaz de 

reduzir a expressão do BDNF no hipocampo, bem como prejudicar sua função 

(SMITH et al., 1995a; SCHAAF et al., 2000). Além disso, outros estudos 

revelaram que o estresse crônico e a administração a longo prazo de GCs 

reduziram os níveis do BDNF no cérebro de ratos (SMITH et al., 1995b, UEYAMA 

et al., 1997). Com base nestes estudos é possível sugerir uma relação entre os 

estímulos provocados pelo estresse e a redução dos níveis e expressão do 

BDNF.  

 Com base no exposto, é possível observar que disfunções relacionadas 

ao CREB e BDNF contribuem para o desenvolvimento de distúrbios de 

ansiedade. Desse modo, torna-se interessante examinar se a expressão 

anormal de CREB também resulta na anormalidade de seus genes-alvo, como 

o BDNF, uma vez que se torna importante a busca de estratégias terapêuticas 

que atuem aumentando a transcrição mediada pelo CREB.  

3.3.2. Fator de transcrição NF-κB 

 O NF-κB corresponde a uma família de proteínas e atua como fator de 

transcrição regulando a expressão de uma grande variedade de genes. Dessa 
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forma, essa via tem demonstrado importante envolvimento em processos 

fisiológicos e fisiopatológicos. O NF-κB foi descrito em 1986 como uma proteína 

reguladora da expressão gênica de imunoglobulinas em linfócitos B (SEN; 

BALTIMORE, 1986). Sua função está principalmente relacionada à transcrição 

de genes envolvidos no processo inflamatório, no entanto também tem 

demonstrado participação na regulação de funções neurais como plasticidade, 

desenvolvimento neural, sinalização sináptica e sobrevivência celular (BLANCO 

e NETO, 2003; FRANCO, 2010).  

 O NF-κB é um heterodímero constituído por duas subunidades, uma 

proteína de 50 kDa, conhecida como p50 e outra de 65 kDa, conhecida como 

p65, o heterodímero p50-p65 é considerado o protótipo clássico do NF-κB, mas 

ainda essas subunidades podem-se homodimerizar (p50-p50) formando dímeros 

repressores (MÉMET, 2006; FRANCO, 2010). Na ausência de estímulos, o NF-

κB é encontrado no citoplasma acoplado a proteína inibidora kappa B (IκB). 

Enquanto que na presença de estímulos como o estresse oxidativo, citocinas 

pró-inflamatórias, GCs, ERs entre outros fatores é sinalizada a rápida 

fosforilação da proteína IκB pela Ikappa quinase (IκK) resultando no 

desacoplamento do NF-κB com subsequente translocação para o núcleo da 

célula, onde irá promover ações nos genes alvo, atuando na inflamação, 

apoptose, proliferação e diferenciação celular (PEDRUZZI et al., 2012) (Figura 

4).  

 

Figura 4. Representação esquemática da ativação do NF-κB e subsequente translocação para 

o núcleo. IκB: proteína inibitória kappa B, NF-κB: fator nuclear kappa B, ERs: espécies 

reativas, TNF-α: fator de necrose tumoral alfa, IL-6: interleucina 6, iNOS: óxido nítrico sintase 

indúzivel. (Adaptado de Pedruzzi e colaboradores, 2012). 
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 Vários estímulos levam à fosforilação da IκB e consequentemente a 

ativação do NF-κB, e o que se observa é que independente do estímulo parece 

haver a contribuição da ERs nesse processo. De acordo com isso, quando 

ativado pelo estresse oxidativo através das ERs, o NF-κB tem demonstrado 

intensificar o estresse oxidativo, por regular a expressão de genes como óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS) e citocinas pró-inflamatórias, levando à 

inflamação e dano neuronal (ELKS et al., 2009; MATTSON; CAMANDOLA, 

2001). Sua ativação após a exposição ao estresse oxidativo em regiões 

cerebrais, como hipocampo, amígdala e locus coeruleus foi relacionada com 

comportamento semelhante a ansiedade em ratos (SALIM et al., 2011). Por outro 

lado, outro estudo revelou que a deleção do gene NF-κB p50 reduz os 

comportamentos semelhantes a ansiedade em camundongos (KASSED; 

HERKENHAM, 2004). Com base nesses achados pode ser sugerido uma 

relação entre a ativação do fator de transcrição NF-κB nos transtornos de 

ansiedade 

3.3.3. Espécies reativas 

As ERs são moléculas instáveis e extremamente reativas produzidas 

através de diferentes reações e em múltiplas regiões celulares. Essas moléculas 

podem ser encontradas na forma de radicais livres (RLs) ou compostos não 

radicalares, podendo serem derivadas tanto do oxigênio (EROs), como do 

nitrogênio (ERNs). Dentre as ERs estão os RLs, moléculas que apresentam um 

ou mais elétrons desemparelhados em seus orbitais externos. Por serem 

altamente instáveis os RLs interagem com inúmeras macromoléculas na busca 

da sua estabilização eletrônica, doando, extraindo ou até mesmo compartilhando 

elétrons de outras moléculas. A busca pela estabilidade destas moléculas 

desencadeia reações capazes de danificar e desestabilizar outras moléculas, 

fazendo com que ocorra a formação de novas espécies altamente reativas que 

continuam a propagar o dano oxidativo (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2015). 

Sendo assim, quando as ERs são encontradas em excesso, elas podem causar 

vários danos estruturais, e também exercer um papel fundamental no 

desenvolvimento de lesões teciduais, no envelhecimento e contribuir para o 

aparecimento de diversas doenças (RIZZO et al., 2010).  
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Nesse sentido, o dano oxidativo parece estar associado a distúrbios 

psiquiátricos e neurológicos. Essa relação deve-se à alta vulnerabilidade do 

cérebro a danos oxidativos, tendo em vista o seu elevado consumo de oxigênio, 

elevada quantidade de substratos lipídicos facilitando a peroxidação lipídica e a 

sua relativa carência de defesas antioxidantes. Esses fatores por sua vez, 

levarão à geração de ERs e, consequentemente, ao dano oxidativo 

(HALLIWELL, 2006; BOUAYED et al., 2009). Tem sido relatado que a exposição 

crônica ao estresse além de levar a vulnerabilidade em regiões cerebrais e 

alteração na defesa neuronal pode provocar danos a lipídios e proteínas devido 

à abundância de ERs que estão sendo liberados, resultando em danos oxidativos 

(BARREIROS, 2006). Nesse sentido, um estudo revelou que são encontrados 

níveis elevados de peroxidação lipídica, 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 não está bem compreendido se o dano oxidativo é 

a causa ou consequência destes distúrbios (FEDOCE et al., 2018).  

3.3.4. A enzima Na+, K+ ATPase 

 A enzima Na+, K+ ATPase é uma proteína transmembrana, amplamente 

distribuída nos tecidos e sua função é atuar na manutenção do gradiente iônico 

necessário para a excitabilidade neuronal, através do transporte ativo de íons de 

Na+ para o meio extracelular e de íons K+ para o meio intracelular com 

concomitante hidrólise de adenosina trifosfato (ATP) que gera o potencial de 

membrana para as transmissões sinápticas (CORNELIUS et al., 2015) (Figura 

5). Esta enzima encontra-se altamente expressa nas membranas das células 

cerebrais, consumindo em torno de 50% do ATP produzido neste tecido 

(ERECINSKA; SILVER, 1994). Desta maneira, alterações na atividade desta 

enzima podem ocasionar uma desregulação na função neuronal.   
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Figura 5. Representação esquemática do mecanismo de troca iônica da Na+, K+
 ATPase. 

(Adaptado de Morth et al., 2011). 

 Alterações na atividade da enzima Na+, K+ ATPase causam importantes 

variações na homeostase neuronal, prejudicando diretamente a sinalização de 

neurotransmissores envolvidos na fisiopatologia de doenças psiquiátricas, tendo 

em vista que seus transportadores fazem o uso do gradiente eletroquímico de 

íons Na+ para realizarem o transporte de seus neurotransmissores para o 

ambiente intracelular (KANNER, 2006). Nesse sentido, o comprometimento da 

atividade da Na+, K+ ATPase tem sido associado à hiperexcitabilidade neuronal 

e à despolarização celular (LEES, 1991). Em paralelo, estudos demonstraram 

que o comprometimento da homeostase iônica, desencadeado pela redução da 

atividade da Na+, K+ ATPase, leva à disfunção neuronal e pode desencadear 

distúrbios psiquiátricos, como depressão 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 formação 

de novas conexões neurais, além de atuar na transdução de sinal, alterando a 

função celular (APERIA et al., 2016). Sua funcionalidade é dada pela presença 

de grupos tióis (SH) na sua estrutura, entretanto esses grupos são facilmente 

oxidados na presença de ERs. Desta forma, a ação dessas moléculas reativas 

resultará em danos estruturais comprometendo a atividade da enzima Na+, K+ 

ATPase. Com isso, muitos fatores podem alterar sua expressão e, dessa forma, 

sua atividade nos tecidos (SIMPSON; BROOKS, 1999; LI; LANGHANS, 2015). 

3.4. Fármacos empregados no tratamento da ansiedade 

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

intensidade e o tipo dos sintomas apresentados, os quais podem estar 
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associados à fatores genéticos, neurobiológicos, eventos traumáticos ou fobias. 

Dessa forma, a compreensão da fisiopatologia da doença e os mecanismos 

envolvidos no alívio dos sintomas são de extrema importância para um 

tratamento eficaz. A farmacoterapia utilizada para o tratamento das desordens 

de ansiedade consiste na classe de fármacos que atuam no SNC, destacando-

se principalmente os BDZs, agonistas serotoninérgicos e ISRSs (KOEN; STEIN, 

2011; RAVINDRAN; STEIN, 2010).  

 Os fármacos ansiolíticos que atuam no sistema GABAérgico têm sido 

referência no tratamento dessas desordens desde a sua descoberta na década 

de 1950. A terapia com esses fármacos promove a ativação alostérica de 

subtipos específicos de receptores GABAA com intuito de favorecer a 

neurotransmissão inibitória no cérebro, resultando em efeitos como sedação, 

hipnose, miorrelaxamento e atividade anticonvulsivante (KORPI et al., 2002; 

KRALIC et al., 2002). Os fármacos clordiazepóxido e diazepam pertencem a 

classe dos BDZs e são utilizados como ansiolíticos há mais de 50 anos. Essa 

classe de fármacos tem demonstrado eficácia no tratamento do transtorno de 

ansiedade generaliza, transtorno de ansiedade social e transtorno do pânico, 

entretanto seu efeito é limitado em outras condições de ansiedade 

(BLANCHARD et al., 2011).  

 A duração do tratamento depende de alguns fatores, como o tipo e a 

intensidade da desordem de ansiedade, mas sabe-se que a duração mínima do 

tratamento para qualquer quadro de ansiedade é de pelo menos 6 meses. Dessa 

forma, uma das limitações dos fármacos BDZs está associado aos seus diversos 

efeitos adversos, incluindo sedação, distúrbios de memória, tolerância e 

dependência, os quais são causados com seu uso prolongado (KORPI et al., 

2002; KRALIC et al., 2002). Sendo assim, esses fatores comprometem o seu 

uso, o qual não é recomendando como tratamento de primeira linha em casos 

onde o período de tratamento exceder 4 meses (NORDON; HÜBNER, 2009). 

 A 5-HT é outro neurotransmissor frequentemente associado à ansiedade 

e fármacos ansiolíticos (GRIEBEL, 1995). Os receptores 5-HT1A têm 

demonstrado desempenhar um papel importante na ansiedade. A buspirona é 

um agonista parcial do receptor 5-HT1A e tem sido uma alternativa terapêutica 

para o tratamento do transtorno de ansiedade generalizada (GOLDBERG; 

FINNERTY, 1979). Esse fármaco assim como outros agonistas parciais do 
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receptor 5-HT1A exerce seu efeito ansiolítico por meio da interação com os 

receptores pré-sinápticos diminuindo a frequência de excitação dos neurônios 

serotoninérgicos pré-sinápticos (KOEN; STEIN, 2011). Tendo em vista que esse 

fármaco não apresenta os típicos efeitos adversos causados pelos BDZs, seu 

uso torna-se vantajoso em relação a essa classe. Entretanto, não possui ação 

rápida sendo necessário 2 a 4 semanas para exercer efeito terapêutico 

semelhante aos BDZs (TYRER; BALDWIN, 2006). Além disso, a eficácia dos 

fármacos que atuam no receptor 5-HT1A demonstraram falhar no tratamento de 

outros transtornos de ansiedade como transtorno obsessivo compulsivo e 

transtorno do pânico (CHESSICK et al., 2006).  

 Uma importante e acidental descoberta foi que os fármacos 

antidepressivos tricíclicos e inibidores da monoamina oxidase apresentavam 

propriedades ansiolíticas (NUTT, 2005). Nesse sentido, esse achado estimulou 

a pesquisa das propriedades ansiolíticas de antidepressivos, como os ISRSs 

(KENT et al., 1998; NUTT, 2005), os quais demonstraram eficácia em diferentes 

transtornos de ansiedade. Sendo assim, como cabe destacar que a fluoxetina foi 

o primeiro fármaco da classe a ser aprovado para o tratamento do transtorno de 

ansiedade generalizada (BALDWIN et al., 2009; BLANCHARD et al., 2011). O 

efeito ansiolítico dessa classe de fármacos é dado através do bloqueio do 

transportador de serotonina, promovendo um aumento dos níveis 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 não respondem ao tratamento e relatam efeitos adversos como 

disfunção sexual e início tardio da ação, dessa forma esses fatores reduzem a 

aceitabilidade dos ISRSs na clínica (VASWANI et al., 2003).  

 Diante de todas essas limitações, cabe destacar a importância de 

investigar os mecanismos subjacentes às condições psiquiátricas, 

principalmente na busca de novos marcadores bioquímicos que podem ser 

utilizados para diagnosticar distúrbios de ansiedade. Além disso, o conhecimento 

desses mecanismos também pode ser útil para elaboração de novas terapias. 

Esses fatos têm justificado o número considerável 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 farmacológico dos compostos orgânicos de selênio 

O selênio é um micronutriente essencial para o organismo, localizado no 

grupo 16 da tabela periódica. Esse elemento traço foi descoberto em 1817 pelo 

químico sueco Jöns Jacob Berzelius, podendo ser encontrado tanto na forma 

orgânica quanto inorgânica, sendo que, apresenta menor toxicidade e maior 

biodisponibilidade na sua forma orgânica (NARAJJI et al., 2007). Dada a sua 

importância no organismo, alterações nas suas concentrações parecem 

influenciar diferentes mecanismos biológicos, como neurodegeneração, 

resposta imune, doenças cardiovasculares e alterações de humor (HOFFMANN 

et al., 2008; HOFFMANN et al., 2011; ROMAN et al., 2014; EKRAMZADEH et 

al., 2015). Ainda, diante das suas variadas funções cabe destacar que o selênio 

atua na manutenção do equilíbrio redox fazendo parte da composição química 

de selenoproteínas, como a glutationa peroxidase, uma importante enzima do 

sistema de defesa antioxidante (STEINBRENNER; SIES, 2013).  

A vasta funcionalidade desse elemento químico, fez com que muitos 

pesquisadores se dedicassem à síntese e estudo das propriedades biológicas 

de moléculas que contenham selênio, devido às suas relevantes atividades 

farmacológicas em baixas doses, síntese simples e pouca ou nenhuma 

toxicidade (NOGUEIRA et al., 2004). Nesse sentido, as propriedades 

farmacológicas dos compostos orgânicos de selênio têm sido reveladas em 

diversos estudos, os quais demonstraram ações antioxidantes, anti-

inflamatórias, neuroprotetoras, ansiolítica, anti-hiperglicêmica, anti-hipertensiva, 

anticâncer, antiviral, imunossupressora, antimicrobiana, antidepressiva, entre 

outras (LUCHESE et al., 2009; BRÜNING 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 possível observar que compostos orgânicos de 

selênio apresentam importante papel na manutenção de diferentes funções 

fisiológicas. Entretanto é importante destacar que o efeito produzido por esses 

compostos não se deve apenas a presença do átomo de selênio presente na 

estrutura química, as classes de moléculas escolhidas para a incorporação 

desse átomo possuem papel fundamental nos efeitos promovidos por essas 

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

fundamental para a atividade antioxidante desenvolvida por esse composto.  

Considerando a importância biológica do selênio em diferentes aspectos 

fisiológicos, incluindo os transtornos relacionados ao humor, diferentes grupos 

de pesquisa têm estudado os efeitos farmacológicos de compostos orgânicos de 

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

adversos para o tratamento da ansiedade (Tabela 1).  

Tabela 1. Compostos orgânicos de selênio como alternativa terapêutica para o 

tratamento da ansiedade. 

 

Estrutura química Espécie 
Dose 

(nº de administrações) 
Referência 

 

Disseleneto de difenila 

Camundongo 50 mg/kg (1) SAVEGNAGO et. al., 2008 

Rato 50 μmol/kg (1) GHISLENI et. al., 2008 

Pinto 50 mg/kg (1)  PRIGOL et. al., 2011 

Rato 1 mg/kg (7) ROSA et. al., 2016 

 

p-metoxi-difenil disseleneto 

Camundongo 5 mg/kg (7) OLIVEIRA et al., 2017 

 

m-trifluormetil-difenil 

disseleneto 

Camundongo 100 mg/kg (1) BRÜNING, et. al., 2009 

Camundongo 25 mg/kg (7) ROSA et al., 2018 

 

3-(4-fluorofenilselenil)-2,5-

difenilselenofeno 

Camundongo 0,1 mg/kg (14) GAI et. al., 2014 

 

 

7-cloro-4-(fenilselanil) 

quinolina 

Camundongo 50 mg/kg (1) REIS et al., 2017 

Camundongo 1 mg/kg (14) PINZ et al., 2018 
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Nesse sentido, o composto disseleneto de difenila (PhSe)2 demonstrou 

efeito tipo ansiolítico em mais de um modelo animal.  Em 2008, Savegnago e 

colaboradores demonstraram o efeito ansiolítico e antidepressivo deste 

composto nos testes do labirinto em cruz elevado, claro e escuro e suspensão 

da cauda. Ainda, foi evidenciado um sinergismo entre o efeito antidepressivo do 

composto e da fluoxetina, fármaco antidepressivo de referência, em uma dose 

subefetiva. Neste mesmo ano, Ghisleni e colaboradores (2008), verificaram o 

envolvimento das vias serotoninérgica e GABAérgica na ação ansiolítica do 

(PhSe)2, ressaltando o potencial farmacológico deste composto. Em 2016, Rosa 

e colaboradores demonstraram a ação ansiolítica de (PhSe)2 em ratos expostos 

ao glutamato monossódico durante o período neonatal. Adicionalmente, o 

envolvimento da modulação hipocampal do GABA e da captação de 5-HT foram 

confirmadas como mecanismo envolvidos na ação do composto.  

Recentemente, Reis e colaboradores (2017) demonstraram o efeito tipo-

ansiolítico de outra promissora molécula contendo selênio, o 4-PSQ. Esse 

composto apresentou ação tipo-ansiolítica 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 está envolvido no 

efeito tipo-ansiolítico 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 ação ansiogênica, o 

comprometimento da aprendizagem e da memória em um modelo da doença de 

Alzheimer, esse efeito está relacionado com a sua ação anticolinesterásica e 

antioxidante (PINZ et al., 2018).  

 Além disso, o 4-PSQ também demonstrou outras importantes 

propriedades farmacológicas, como efeito anti-inflamatório e antinociceptivo, 

modulando os sistemas serotoninérgico, nitrérgico e glutamatérgico (PINZ et al., 

20116; SILVA et al., 2017), efeito antioxidante (VOGT et al., 2018), potencial 

terapêutico no tratamento da dermatite atópica (VOSS et al., 2018) e restaurou 

o comprometimento cognitivo causado pelo envelhecimento em ratos (BARTH 

et al., 2019).  

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

relacionados com a sua promissora propriedade antioxidante. Tendo em vista 



45 
 

 
 

que as diferentes doses empregadas desse composto demonstraram reduzir os 

parâmetros oxidativos avaliados em modelos animais de inflamação, 

nocicepção, ansiedade, dermatite atópica e doença 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 sódio 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 níveis elevados de peroxidação lipídica, em amostras de soro e 

urina de pacientes com transtornos de ansiedade. E, reafirmaram a possibilidade 

de uso de compostos orgânicos de selênio, nos distúrbios de ansiedade devido 

as suas propriedades antioxidantes.  

Sendo assim, a busca e investigação das propriedades farmacológicas 

dos compostos orgânicos contendo selênio, têm crescido nos últimos anos, 

tendo em vista que estes têm apresentado promissoras ações farmacológicas. 

Desta forma, estes compostos podem vir a ser uma alternativa terapêutica 

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

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob 

a forma de manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e 

Referências, encontram-se estruturados de acordo com as normas do periódico 

Behavioural Brain Research. O manuscrito encontra-se submetido neste 

periódico. 
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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, WAY100635 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-κB), 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-κB 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-κB) 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 1H nuclear magnetic resonance (NMR) and 13C 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, WAY100635, 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 90º 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/1B receptors), WAY100635 (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-HT2A/2C 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 ventricle, using heparin as anticoagulant to obtain plasma to determine 
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corticosterone levels. Then, cerebral cortex and hippocampus were removed and 

immediately homogenized in cold 50 mM Tris-HCl, 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 NaCl, 20 mM KCl and 50 mM Tris/HCl, pH 7.4, at a final volume 

of 500 μL. 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 HgCl2. 

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 μL) 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-κB 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 μg of total RNA were used in a reaction volume of 20 μl. The 

amplification was done with GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI) using 

the Agilent Mx3005P qPCR System (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA) and 

the sequence of primers used is indicated in Table 1. The qPCR 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-ΔΔCT 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, WAY100635 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 (F(3,24) = 3.757, P < 0.05) 

(Figure 2A), WAY100635 (F(3,24) = 3.395, P < 0.05) (Figure 2B) and ketanserin (F(3,24) = 

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, WAY100635 

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 (F(3,24) = 6.702,  P < 0.01) (Figure 3A), WAY100635 (F(3,24) = 

8.524, P < 0.001) (Figure 3B) and ketanserin (F(3,24) = 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 (F(2,18) = 

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 (F(2,18) = 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: F(2,18) = 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: F(2,18) = 20.15, P < 0.0001) (Figure 6A) and hippocampus 

(ANOVA: F(2,18) = 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(2,18) = 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-κB 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(2,18) = 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 mRNA 

expression levels of BDNF in the cerebral cortex (Figure 8B) (ANOVA: F(2,18) = 18.55,  
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P < 0.0001) and hippocampus (Figure 9B) (ANOVA: F(2,18) = 44.11,  P < 0.0001) caused 

by PTZ.  

PTZ decreased the mRNA expression levels of NF-κB in cerebral cortex (Figure 

8C), while in the hippocampus (Figure 9A) an increase of the NF-κB 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(2,18) = 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, WAY100635 

and ketanserin exhibited an inhibitory effect on the activity of 4-PSQ, suggesting that the 

modulation of 5-HT1A/1B, 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 mRNA 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-κB 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-κB 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-κB in the hippocampus. On the other hand, a 

decrease was observed in the expression of the NF-κB 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-

κB signaling. The initial phase of oxidative stress is associated with the activation of the 

NF-κB pathway, while the permanence of oxidative stress can lead to decreased activity. 

Thus, although there are a large number of studies indicating that NF-κB 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-κB Forward 5’ AGAGAAGCACAGATACCACTAAG 3’ 
[57] 

NF-κB 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’ 
[60] 

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 57 ± 2 26 ± 2 

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 26 ± 2 

4-PSQ (50 mg/kg) 66 ± 4 27 ± 1 

WAY100635 (0.7 mg/kg) 76 ± 4 29 ± 2 

WAY100635 + 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 21 ± 2 

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-κB) 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-κB) 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 

 4-PSQ abolished the anxiogenic effect of PTZ. 

 4-PSQ reduced RS and corticosterone levels. 

 4-PSQ normalized CREB, BDNF and NF-kB expression altered by PTZ. 

 4-PSQ restored Na+, K+ ATPase activity inhibited by PTZ exposure. 

 Serotoninergic and GABAergic systems are involved in the 4-PSQ anxiolytic effect. 
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Figures 
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5. Conclusões 

      Baseado nos resultados obtidos pode-se sugerir que: 

 A modulação dos sistemas serotoninérgico e GABAérgico está envolvida na 

ação ansiolítica exercida pelo 4-PSQ.  

 A hiperativação do eixo hipotalâmico da hipófise adrenal contribui para o 

efeito ansiogênico do PTZ e o tratamento com uma única dose de 4-PSQ foi 

capaz de reestabelecer este equilíbrio. 

 A ação ansiolítica do 4-PSQ pode estar relacionada com a sua capacidade 

antioxidante, uma vez que este composto reduziu os níveis de ERs com 

consequente normalização da atividade da Na+, K+ ATPase. 

 A modulação dos níveis de RNAm de importantes moléculas envolvidas nos 

processos de neurogênese, como CREB, BDNF e NF-κB, contribui para o 

efeito ansiolítico 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 

ação ansiolítica do 4-PSQ, e isso fornece uma motivação para continuarmos 

investigando o potencial desse composto e a inter-relação 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 ação multialvo 

leva ao efeito ansiolítico. Com base nisso, pretendemos investigar seu efeito em 

modelos de estresse social uma vez que, os fármacos utilizados para o 

tratamento de transtornos relacionados ao estresse – como o bullying – na 

maioria dos casos não possuem eficácia. Também planejamos determinar as 

características físico-químicas, bem como o processo de biodistribuição desse 

composto. Adicionalmente, pretendemos investigar a possível toxicidade após 

exposição crônica ao 4-PSQ e se este derivado de quinolina induz dependência 

e/ou tolerância em animais. 
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