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RESUMO

NONEMACHER, Natalia Tavares. Efeito do tipo antidepressivo da benzamida N-
(3-(fenilselenil)prop-2-in-1-ilica em camundongos: envolvimento do sistema
serotoninérgico. 2019. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduagdo em
Bioquimica e Bioprospeccéo. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A depressédo é uma doenca incapacitante caracterizada por alteragdes psicologicas
e comportamentais. Alteragdes nos niveis de neurotransmissores monoaminérgicos,
como a dopamina, a serotonina e a noradrenalina, estdo intimamente associadas a
patogénese da depressdo, estando o sistema serotoninérgico envolvido com o
mecanismo de acdo dos principais antidepressivos atualmente comercializados.
Compostos organicos de selénio apresentam diversas propriedades farmacoldgicas,
dentre elas o efeito do tipo antidepressivo. Nesse contexto, este estudo avaliou 0
efeito do tipo antidepressivo da benzamida N-(3-(fenilselenil)prop-2-in-1-ilica (SePB),
um composto organico de selénio contendo o ndcleo benzamida, no teste do nado
forcado (TNF) e teste de suspensao da cauda (TSC) em camundongos, bem como o
envolvimento do sistema serotoninérgico nos efeitos anti-imobilidade. A SePB, nas
curvas de tempo (15-120 min) e dose resposta (1-50 mg/kg, via intragastrica),
reduziu a imobilidade dos animais durante o TNF e o TSC sem alterar a atividade
locomotora no teste de campo aberto (TCA), o que demonstra seu efeito
antidepressivo. Foram selecionados a dose de 10 mg/kg de SePB e o tempo de 30
minutos para testar o envolvimento do sistema serononinérgico no efeito do tipo
antidepressivo deste composto. A pré-administracdo do depletor de serotonina (5-
HT) p-clorofenilalanina (pCPA; 100 mg/kg, via intraperitonial, uma vez ao dia por 4
dias) impediu o efeito anti-imobilidade da SePB, indicando que o sistema
serotoninérgico esta envolvido no efeito antidepressivo da SePB. Além disso, a pré-
administracdo dos antagonistas seletivos do receptor serotoninérgico WAY100635
(0,2 mg/kg, via subcutdnea, um antagonista seletivo do receptor 5-HTia),
guetanserina (1 mg/kg, ip, um antagonista do receptor 5-HT2a2c) e ondansetrona (1
mg/kg, ip, um antagonista seletivo do receptor 5-HT3) também impediram o efeito
anti-imobilidade da SePB, demonstrando que esses receptores estao envolvidos no
efeito antidepressivo da SePB. Esse estudo demonstrou um efeito do tipo
antidepressivo da SePB, cujo mecanismo de acdo esta relacionado com a
modulacao do sistema serotoninérgico.

Palavras-chave: Depressdo, composto organico de selénio, benzamida,
antidepressivo, sistema serotoninérgico.



ABSTRACT

NONEMACHER, Natalia Tavares. Antidepressant-like effect of N-(3-
(phenylselanyl)prop-2-yn-1-yl) benzamide in mice: involvement of serotonergic
system. 2019. Dissertation (Master) - Postgraduate Program in Biochemistry and
Bioprospecting. Federal University of Pelotas, Pelotas.

Depression is a disabling mental illness characterized by psychological and
behavioral changes. Changes in monoaminergic neurotransmitter levels, such as
dopamine, serotonin and norepinephrine, are closely associated with the
pathogenesis of depression. Selenium organic compounds have several
pharmacological properties, among them the antidepressant effect. In this context,
this study evaluated the antidepressant-like effect of N-(3-(phenylselanyl)prop-2-yn-1-
yl)benzamide (SePB), an organoselenium compound containing the benzamide
moiety, on the forced swim test (FST) and the tail suspension test (TST) in mice, as
well as the involvement of the serotonergic system in anti-immobility effects. SePB, in
time (15-120 min) and dose-response (1-50 mg/kg, intragastric) curves, reduced the
animal immobility during FST and TST, without changing the locomotor activity in the
open-field test (OFT), which demonstrate its antidepressant-like effect. The dose of
10 mg/kg of SePB and the pre-treatment time of 30 minutes were selected to test the
involvement of the serononergic system in the antidepressant-like effect of this
compound. The preadministration of the serotonin (5-HT) depletor p-
chlorophenylalanine (pCPA; 100 mg/kg, intraperitoneal route, once daily for 4 days)
prevented the anti-immobility effect of SePB, indicating that the serotonergic system
is involved in the SePB antidepressant-like effect. In addition, the preadministration of
the selective serotonergic receptor antagonists WAY100635 (0.1 mg/kg,
subcutaneous route, a selective 5-HTia receptor antagonist), ketanserin (1 mg/kg,
I.p., @ 5-HT2a2c receptor antagonist) and ondansetron (1 mg/kg, i.p., a selective 5-
HTs receptor antagonist) also prevented the anti-immobility effect of SePB,
demonstrating that these receptors are involved in the antidepressant-like effect of
SePB. This study demonstrated an effect of SePB antidepressant type, whose
mechanism of action is related to the modulation of the serotonergic system.

Keywords: Depression, organic selenium compound, benzamide, antidepressant,
serotonergic system.
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1 INTRODUCAO

A depressdo é uma doenca mental caracterizada por alteracdes psicoiogicas
e comportamentais, incluindo humor deprimido, perda de interesse ou prazer,
diminuicdo de energia, sentimento de culpa, fracasso e desesperanca, distlrbios de
humor e apetite, dificuldade de concentracdo, exacerbacdo de dores, dores
associadas a um aumento de tensdo muscular, diminuicdo da libido e fadiga, sendo
muito comuns também os sintomas de agitacdo e ansiedade (ANDREWS et al.,
2015; HABERSTICK et al., 2016; MORILAK e FRAZER, 2005). Esta doenca ja é
considerada a principal causa de incapacidade do século 21, e além do prejuizo
social, causa enormes prejuizos econémicos, os quais foram estimados em mais de
R$ 2 trilhdes no mundo todo em 2010 e esse custo deve dobrar nos préoximos 20
anos (ANNAN, 2014; WHO, 2017).

Sabe-se que a depressao € um disturbio multifatorial, porém a neurobiologia
dessa doenca e o conhecimento preciso da sua etiologia ainda ndo sao bem
esclarecidos (PAN, et al, 2018), sendo mais aceita a hipétese da teoria
monoaminérgica, a qual prediz que alteracBes nos niveis de neurotransmissores
monoaminérgicos, como a dopamina (DA) , a serotonina (5-HT) e a noradrenalina
(NA) , estariam intimamente associadas a patogénese da depressdo (WERNER e
COVENAS, 2010; CAl et al., 2013; GORDON e GOELMAN, 2016). Outras teorias
incluem alteragBes no eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, com aumento do hormonio
do estresse cortisol (MERALI et al.,, 2004), disfuncdo do sistema glutamatérgico
(SANACORA et al.,, 2008), alteracdes nos niveis do neurotransmissor acido y-
aminobutirico (GABA), reducao de fatores neurotroficos, como o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) (DUMAN e MONTEGGIA, 2006) e disfuncbes do
sistema imune (DANTZER et al., 2008).

Os principais objetivos do tratamento da depressédo sao atenuar os sintomas,
restaurando a atividade psicossocial e ocupacional ao estado pré-sintomatico, e
reduzir a probabilidade de recaida e recorréncia. O tratamento antidepressivo eficaz
deve eliminar gradual e completamente os sintomas, melhorar o funcionamento
ocupacional e interpessoal, reduzir o risco potencial de suicidio, racionalizar os

recursos e reduzir o uso dos servicos de saude (MILLAN, 2006, 2013). Existem
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varias opcbes para o tratamento da depressao, incluindo terapia cognitiva
comportamental, psicoterapia interpessoal, medicamentos, terapia eletroconvulsiva e
a combinacao das terapias com o0s antidepressivos.

O fato dos motivos subjacentes a depressdo permanecerem pouco
esclarecidos, constitui um condicionante para a préopria terapéutica, ja que 0s
farmacos atualmente disponiveis tém ainda resultados insatisfatérios, sendo que
30% dos doentes nédo respondem ao tratamento (BRANDON e MCKAY, 2015; CAl et
al., 2013) e além disso, dois tercos dos afetados ndo realizam uma terapéutica
adequada, estando relacionados com essa problematica a existéncia de muitos
subdiagnésticos, preconceito e estigma em torno da propria doenca (BALANESCU
et al., 2016; FLEURANTIN, 2013; LAYAN et al., 2016).

Em relacdo as drogas que possuem alguma efetividade clinica na depressao,
todas elas apresentam inumeras limitagcbes, como lento inicio de acdo e muitos
efeitos colaterais (PAEZ-PEREDA, 2005). Nas Ultimas décadas houve um grande
avanco na pesquisa por novos compostos antidepressivos e seguem as buscas por
novas drogas efetivas no tratamento da depressdo, que diminuam os sintomas em
menos tempo e que apresentem poucos efeitos adversos.

A busca, portanto, por uma droga antidepressiva ideal ainda é alvo de
estudos. O antidepressivo ideal deveria ser eficaz em todas as formas de depressao,
inclusive as severas, ndo ter qualquer efeito adverso, ter baixo custo, poucas
interacbes medicamentosas, poder ser aplicado em todas as idades, melhorar a
qualidade do sono, ter posologia facil e efeito ansiolitico. No entanto, uma droga com
todas essas atribui¢cdes ainda ndo esta presente no mercado

O desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para o tratamento da
depressao e a triagem de novas drogas com efeito antidepressivo séo realizados por
meio de modelos animais, sendo importantes ferramentas que permitem o estudo de
teorias relacionadas a etiologia de depressdo (DUMAN, 2010; OVERSTREET,
2012). Embora seja dificil avaliar a depressdo em animais, existe a hipotese de que
0S mesmos possam apresentar comportamento do tipo depressivo (do inglés,
depressive-like), como o apresentado pelos humanos (DUMAN, 2010; STEWART e
KALUEFF, 2013), sendo frequentemente alcangcado avaliando o comportamento do
animal frente a um evento estressante inescapavel (DUMAN, 2010).

A deficiéncia de selénio (Se) tem sido relacionada com uma ampla variedade

de patologias que incluem doencas enddcrinas, cancer e transtornos do humor
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(FAIRWEATHER-TAIT et al.,, 2011). Sabe-se que baixos niveis de Se na dieta
humana (32-36 ug/dia) tém sido associados com 0 aumento na incidéncia de
depressao, ansiedade e agressividade (SHER, 2000, 2002) e que a suplementagéo
da dieta com este elemento (226 pg/dia) melhora o humor e a qualidade de vida
(BENTON, 2002; BENTON e COOK, 1990), o que reforca o papel do Se nas
doencas afetivas.

Considerando esses aspectos, compostos organicos de Se sintéticos tém
recebido bastante atencdo devido a diversas propriedades farmacoldgicas que o0s
mesmos tém apresentado (NOGUEIRA et al., 2004; NOGUEIRA e ROCHA, 2011).
Muitos compostos organicos contendo Se apresentam efeito antioxidante e como o
estresse oxidativo pode ser um importante fator patogénico da depresséo (SIES,
1997), interessantemente, alguns desses compostos tém apresentado efeito do tipo
antidepressivo (SAVEGNAGO et al., 2007; 2008; BRUNING et al., 2010; 2011;
2015).

Além disso, moléculas orgéanicas contendo o nucleo benzamida vém sendo
estudadas por diferentes grupos de pesquisa. Derivados de benzamidas substituidas
com grupamentos alifaticos, aromaticos ou heteroaromaticos tém apresentado
propriedades farmacolégicas interessantes (ASIF, 2016), tais como antimicrobiana e
antiparasitaria (GURGU et al., 2017), anticonvulsivante (BAILLEUX et al., 1995),
antipsicotica (YANG, F. et al.,, 2006), antiarritmicas e antidepressivas, além de
apresentarem efeitos analgésicos e anestésicos (COATS et al., 2004).

Dessa forma, recentemente foi realizada a sintese da benzamida N-(3-
(fenilselenil)prop-2-in-1-ilica (SePB), um composto organico de selénio contendo o
nacleo benzamida (Figura 1), com o objetivo de testar seu possivel efeito

antidepressivo.

Figura 1. Estrutura quimica da SePB
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito do tipo antidepressivo do
composto organico de selénio benzamida N-(3-(fenilselenil)prop-2-in-1-ilica (SePB)

em camundongos e seu envolvimento com o sistema serotoninérgico.

Objetivos Especificos

Considerando o0s aspectos mencionados, 0s objetivos especificos deste

estudo compreenderam:

o Avaliar a atividade locomotora e exploratéria dos camundongos no
teste do campo aberto;

o Realizar uma curva de tempo-resposta do efeito do tipo antidepressivo
da SePB no teste do nado forcado;

o Realizar uma curva de dose-resposta do efeito do tipo antidepressivo
da SePB no teste do nado forcado e no teste de suspensao da cauda,

o Verificar se o sistema serotoninérgico esta envolvido na acédo do tipo
antidepressiva da SePB através do blogqueio da sintese de 5-HT por p-
clorofenilalanina.

o Verificar se o sistema serotoninérgico esta envolvido na acdo do tipo
antidepressiva da SePB através da administracdo de antagonistas especificos dos

receptores serotoninérgicos 5-HT1a, 5-HT2a2c € 5-HTs.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Depresséo

A depresséo é uma doenca heterogénea e multifatorial, que acomete cerca de
21% da populacdo (desenvolvimento de pelo menos um episodio depressivo ao
longo da vida) e que envolve uma complexa interacdo entre fatores genéticos,
evolutivos e ambientais (MILLAN, 2006). Os numeros relacionados a transtornos
de ansiedade e depressdo no Brasil sdo altos. Segundo dados divulgados
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em fevereiro de 2017, 5,8% da
populacdo brasileira sofre de depressdo, o que representa 11,5 milhdes de
brasileiros com a doenca em numeros absolutos. O Brasil € o pais com maior
prevaléncia de depressdo da América Latina e 0 segundo com maior prevaléncia
no continente americano, ficando um pouco atras dos Estados Unidos, que tem
5,9% de depressivos (OMS, 2017)

Essa doenca esta associada a problemas sociais, como dificuldade ao nivel
da integracdo social e problemas econbémicos, afetando pessoas de todas as
culturas e idades (BALANESCU et al.,, 2016; LAYAN et al.,, 2016). Pessoas
deprimidas podem apresentar dificuldades na percepcao e cuidado com o seu bem
estar e saude, déficits de interacdo no ambiente de trabalho e nas relacdes
interpessoais, assim como pior desempenho cognitivo e académico (BLUMENTHAL
et al.,, 2012; PAPAKOSTAS et al., 2004). Os episodios depressivos costumam
ocorrer numa fase precoce da vida, podendo tornar-se crénicos ou reincidentes
(MARCUS et al., 2012). Estudos mostram que episédios depressivos néo tratados,
Ou pessoas que apresentaram um episodio depressivo tém maiores chances de
apresentar um novo episodio depressivo ao longo da vida. Além disso, criangas que
apresentaram depressdo na infancia podem se tornar adultos depressivos
(JURUENA et al., 2015; MCINTYRE e O’'DONOVAN, 2004; TALAROWSKA et al.,
2014).

O desenvolvimento ou aparecimento dos sintomas que caracterizam a
depressdo, comumente, esta associado a presenca de um evento aversivo, como,

por exemplo, situacdes de estresse, descontentamento na realizacdo de atividades


https://pt.wikipedia.org/wiki/Organiza%C3%A7%C3%A3o_Mundial_da_Sa%C3%BAde
https://pt.wikipedia.org/wiki/2017
https://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica_Latina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Continente_americano
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos
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cotidianas (trabalho, casa, familia) e perda de algo ou alguém significativo para o
individuo (morte de um ente querido, fim de um relacionamento, perda do emprego,
aposentadoria, saida dos filhos de casa) (DOUGHER e HACKBERT, 2003).

A doenca tem como caracteristica o sentimento deprimido na maior parte do
tempo ou entdo pela falta de motivacdo para desenvolver tarefas cotidianas, de
forma persistente por um periodo de pelo menos duas semanas. Além disso, 0s
sintomas depressivos relacionados sdo a anedonia (que € o interesse diminuido ou
perda de prazer para realizar as atividades consideradas prazerosas), a sensacao
de inutilidade ou culpa excessiva, a dificuldade de concentracédo (aptiddo diminuida
para pensar e concentrar-se), a fadiga ou perda de energia, disturbios do sono
(insbnia ou hipersonia), problemas psicomotores (agitacdo ou retardo psicomotor),
perda ou ganho de peso de forma significativa na auséncia de regime alimentar, a
ideacao recorrente de morte ou suicidio (WHO, 2016b), bem como perda da libido, e
aumento da sensacdo de dor (DEMYTTENAERE et al., 2005; THASE, 2013). O
estado depressivo é uma alteracdo psicolégica em que a pessoa tem um sentimento
de culpa, nunca bem definido, e se sente fracassada, desesperancosa, pessimista,
com auto-estima baixa, triste e melancélica (THASE, 2013).

A depresséo é diagnosticada com base no DMS-V (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorder, manual para diagndéstico de transtornos mentais - DMS —
V — Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorder, Fifth Ed — WHO) e
geralmente um médico psiquiatra ou psicologo utiliza os critérios padronizados pela
CID-10 para concluir o diagndstico e facilitar a comunicacdo entre profissionais da
saude em caso de paciente com suspeita de depressdo. Esse sistema consiste na
analise da presenca de sintomas fundamentais e acessérios no individuo e que, se
combinados, determinam o tipo de episddio depressivo que esta sendo manifestado
(FLECK et al., 2009).

E importante salientar ainda que a prevaléncia de depressdo € superior em
individuos que possuem uma doenca cronica maior do que naqueles que nao
possuem qualquer comorbidade associada (LAYAN et al., 2016). A sua prevaléncia
é também superior nas mulheres em cerca de 50% (ALBERT, 2015; BLIER e EL
MANSARI, 2013; HABERSTICK et al., 2016). Quando associada a deméncia, € um
dos principais problemas na terceira idade, existindo um acréscimo no grau de

dependéncia dos idosos e, consequentemente, devido ao aumento da longevidade,
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traduz-se em encargos superiores ao nivel da saude e da seguranca social
(MARCUS et al., 2012; MEHTA et al, 2016).

Fisiopatologia da depresséo

Estudos sugerem que a depressao esteja relacionada tanto com alteracdes
genéticas, como também ambientais, na medida em que esta € influenciada por
fatores patogénicos ambientais que podem desencadear alteracdes a nivel cerebral,
através de modificacbes epigenéticas (BANSAL et al., 2016; CAIl et al.,, 2013;
CORDOVA-PALOMERA et al.,, 2015). Pesquisas indicam que a depressdo é
provavelmente causada por disfuncdes ao nivel de variados tipos de células e de
regibes do cérebro, incluindo o hipocampo. Alteragbes no hipocampo tém
consequéncias negativas na atividade do cortex, da amigdala e outras estruturas
relacionadas com o sistema de recompensa, da motivacdo e do controle emocional
do nosso organismo (CAl et al., 2013).

O desenvolvimento da depressdo tem sido relacionado ao estresse diario e
dificuldades emocionais, além de alteracbes enddcrinas (como hipertireoidismo e
hipercortisolemia, com consequente aumento da atividade do eixo Hipdéfise-Pituitaria-
Adrenal — HPA) (CHANG et al., 2015; RON DE KLOET et al., 2005), cancer, efeitos
adversos de medicamentos (ALDEA et al.,, 2014; EVANS et al.,, 2005). Diversas
regides do cortex cerebral, assim como as conexfes neuronais que ocorrem entre
elas e agem sobre as emocgdes e sobre as funcdes executivas estao envolvidas na
depressao.

De todas as hipoteses consideradas, a deficiéncia de monoaminas como NA,
5-HT e DA em locais do cérebro relacionados ao humor (BRAUNWALD et al., 2009),
alteracbes da neurogénese no hipocampo, e consequente atrofia e perda de
neurdnios e de células gliais no hipocampo e coértex pré-frontal sdo as que possuem
maior relevancia. Técnicas de neuroimagem permitiram ainda identificar
anormalidades da morfologia cerebral, como por exemplo redu¢cdo no volume da
substéncia cinzenta na amigdala, nos cortex pré-frontal, orbitofrontal e cingulado, no
hipocampo, no nucleo estriado, no hemisfério lateral direito e no hemisfério medial
esquerdo; alteracao da atividade e conectividade de circuitos cerebrais que regulam
o humor, a cogni¢do, o sono e comportamento, sendo demonstrada uma diminuicéo

da conectividade funcional entre o cortex cingulado anterior e o talamo e entre o
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cortex cingulado anterior e a amigdala; diminuicdo da conectividade corticolimbica e
do nucleo caudado e aumento da conectividade funcional no cértex pré-frontal dorso
mediano (BANSAL et al., 2016; DUMAN E VOLETI, 2012; GORDON E GOELMAN,
2016).

Sistema Monoaminérgico

Nos anos 60, ap0s a introducdo no mercado dos primeiros medicamentos
com efeito antidepressivo, constatou-se que eles interagiam com sistemas de
monoaminas (principalmente 5-HT e NA), que atuam como neurotransmissores em
sinapses nervosas. Apesar da relevancia da hipétese das monoaminas na
investigacdo da depressdo, atualmente existe certa resisténcia para sua plena
aceitacao, especialmente devido ao fato de todos os medicamentos antidepressivos
aumentarem, de imediato, o nivel desses neurotransmissores na fenda sinaptica,
porém seu efeito clinico sé ocorre algumas semanas depois (MILLAN, 2004, 2006,
2013). Outras substancias, como por exemplo, a cocaina, também elevam os niveis
das monoaminas, mas ndo apresentam efeito antidepressivo (MILLAN, 2004).

A monoaminoxidase (MAO) € uma enzima mitocondrial presente em quase
todos os tecidos. No Sistema Nervoso Central (SNC) ela é responsavel pela
desaminacdo de aminas, incluindo neurotransmissores monoaminérgicos
(epinefrina, NA, DA e 5-HT). Foi demonstrada em 1968 a existéncia de 2 isoformas
da MAO cerebral, tipo A (MAO-A) e tipo B (MAO-B). As quais se distinguem por
diferentes afinidades em relagdo aos seus substratos e devido a sua sensibilidade
(JOHNSTON, 1968). Sabe-se que a MAO-A possui alta afinidade pelos substratos 5-
HT, enquanto a MAO-B possui preferéncia para a DA e feniletilamina, e ambas as
enzimas atuam sobre a degradacdo de NA (GAWESKA e FITZPATRICK, 2011;
YAMADA e YASUHARA, 2004)

A DA atua em vias de sinalizacdo relacionadas com a atividade motora,
motivagéo e cognicdo (DUNLOP e NEMEROFF, 2007) e também é associada ao
sentimento de prazer e a nocdo de recompensa e motivacdo podendo influenciar
diversos comportamentos como o apetite e o vicio (TYE et al., 2013; STEHNO-
BITTEL, 2008). Pacientes que sofrem de depressdo apresentam maior quantidade
de receptor de DA do que pessoas saudaveis (NEWBERG et al., 2007). Acredita-se

gue iSsoO seja uma resposta compensatoria de up-regulation para potencializar a
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atividade dopaminérgica quando ha deficiéncia de DA no SNC (RUHE et al., 2007,
WERNER e COVENAS, 2010).

A NA atua no sistema nervoso autbnomo e é responsavel pelo aumento da
vigilancia e atencdo as informagfes sensoriais, ou seja, sua atividade aumenta em
situacdes de estresse ou que demandam muita atencdo e diminui durante o sono.
Niveis muito aumentados de NA levam ao transtorno do panico (maior atividade do
sistema nervoso simpético e sensacdo de terror) (STEHNO-BITTEL, 2008).
Neurdnios noradrenérgicos atuam fortemente em regides cerebrais responsaveis
pela emocao e cognicdo com funcgdes que incluem a regulacédo do apetite, resposta
ao prazer, satisfacdo sexual e comportamentos agressivos (MORET e BRILEY,
2011).

A acdo da NA é vasta no cérebro e ocorre em diversas areas que incluem o
hipocampo, hipotalamo, amigdala e cortex cerebral. Isso sugere que qualquer
alteracdo na rede noradrenérgica pode trazer prejuizos e implicar em diferentes
distarbios psicobiolégicos (GODDARD et al., 2010). Os receptores para NA séo
acoplados a proteina G e divididos em dois grandes subgrupos: a e B, que agem
predominantemente no relaxamento e contracdo de musculos e geram respostas
inibitérias ou excitatérias no cérebro (STEHNO-BITTEL, 2008).

O cérebro adulto possui um fator neurotréfico derivado do cérebro chamado
BDNF que controla a neurogénese e a sobrevivéncia dos neurdnios. A neurogénese
ocorre no hipocampo através de BDNF dependente de NA e 5-HT e, pessoas com
diminuicdo nos niveis de NA apresentam comprometimento na manutencdo dos
neurdnios nessa area do cérebro (GODDARD et al., 2010).

Sabe-se que a NA, tanto como neurotransmissor, quanto como modulador de
outros neurotransmissores no SNC, tem um importante papel na sintomatologia da
depressao e uma eficiente neurotransmissao noradrenérgica esta relacionada com a
melhora cognitiva e mental, sendo alvo de Antidepressivos Triciclicos (ADTs) e
Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Noradrenalina (ISRNs) (INOUE et al., 2007).

A 5-HT, um importante neurotransmissor, é associada a saude fisica e mental
e diversos estudos ja relacionaram o aumento dos niveis séricos de 5-HT com a
melhora no humor; e a deficiéncia de 5-HT ou receptores de 5-HT com problemas de
humor. Esse neurotransmissor esta envolvido no controle de uma diversidade de
fungbes fisiologicas, bem como ingestdo de alimentos, ciclo do sono e vigilia,

mem©éria, comportamento sexual, locomocao, fun¢cdes enddcrinas e ainda no
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controle de nossas atividades emocionais e comportamentais (JACOBS e AZMITIA,
1992; LOWRY et al., 2008 ; YOUNG, 2007).

As concentracdes de 5-HT estéo relacionadas com o humor e percepc¢des da
dor. Niveis muito baixos geram comportamento depressivo e até mesmo suicida. Os
receptores para 5-HT podem ser acoplados a proteina G ou canais regulados por
ligantes e regulam funcbes complexas no cérebro como citado previamente
(STEHNO-BITTEL, 2008).

As proteinas transportadoras envolvidas na recaptacdo de 5-HT sdo um alvo
para a procura de novos agentes terapéuticos. Essas proteinas tém a funcdo de
retirar a 5-HT da fenda sinaptica e quando inibidas aumentam a concentracédo de 5-
HT, aumentando o tbnus do sistema serotoninérgico, 0 que consequentemente leva
a uma diminuicdo dos sintomas depressivos (DUPUY et al., 2011; FAVA e
KENDLER, 2000). As moléculas reabsorvidas podem entdo ser degradadas ou
armazenadas para serem liberadas posteriormente (KARG et al., 2011).

O aminoécido triptofano é o precursor da sintese de 5-HT. Duas enzimas
participam da formagdo da 5-HT. A enzima triptofano hidroxilase converte triptofano
em 5-hidroxitriptofano que é convertido em 5-HT por aminoacido aromatico
descarboxilase (STAHL e STAHL, 2000). Esta via esta descrita na Figura 2.
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Figura 2: Sintese de 5-HT a partir do triptofano. Fonte: Negrédo (2016).
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Para a sintese da 5-HT é necessario que haja consumo regular do
aminoacido essencial triptofano, assim como para a sintese de DA e NA faz-se
necessaria a presenga dos aminoacidos essenciais tirosina/ fenilalanina. Dietas
pobres em precursores de monoaminas diminuem a quantidade disponivel no
cérebro para a producéo de neurotransmissores que equilibram o humor (PARKER e
BROTCHIE, 2011; RUHE et al, 2007).

Um estudo realizado por Meyers e colaboradores, em 2006 fez a utilizagdo de
um radioligante da enzima MAO para analisar a quantidade presente dessa proteina
no cérebro e percebeu-se que pacientes que sofriam de depressdo possuiam
guantidade mais elevada desse metabolizador de monoaminas do que pessoas
normais (MEYER et al., 2006).

A 5-HT e a NA sdao liberadas em todo o encéfalo por neurdnios de regibes
especificas e interagem com mudltiplos tipos de receptores cerebrais para regular a
vigilia, alerta, atencdo, processos sensoriais, apetite e também o humor, dentre
outras funcdes (MURPHY e LESCH, 2008). Esses neurotransmissores sao
removidos das sinapses apos sua liberacdo, por um processo de recaptacao pelo
neurbnio pré-sindptico. Apdés a recaptacdo, sdo degradados no neurbnio pré-
singptico pela acdo da enzima MAO, ou sdo "re-embalados" em vesiculas, para

serem liberados na fenda sinaptica novamente (Figura 3).
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Figura 3: Esquema de inibi¢cdo de transportadores para liberagdo de 5-HT na fenda sinaptica.
Fonte: Adaptado de Lattimore (2005).



22

Os dois mecanismos produzem um controle nos niveis de neurotransmissores
presentes na fenda sinaptica. Esta constatacdo sugeriu inicialmente que o0s
antidepressivos atuassem por aumento da transmissdo serotoninérgica e
noradrenérgica, compensando um possivel estado de deficiéncia de
neurotransmissores (MCLEOD e MCLEOD, 1971; SCHILDKRAUT, 1965).

A serotonina exerce sua a¢ao de neurotransmissao interagindo com diversos
receptores que diferem quanto a suas respostas farmacologicas a ligantes
especificos, caracteristicas sequenciais ou mecanismos de acoplamento a segundos
mensageiros. Diversos estudos comprovam a existéncia de 14 subtipos de
receptores de serotonina. A maioria deles, exceto o receptor 5-HT3, pertence a
familia dos receptores acoplados a proteina G (G-protein-coupled receptors,
GPCRs), constituidos de alfa-hélices em sete dominios transmembréanicos (BARNES
e SHARP, 1999; HOYNER et al., 2002).

O receptor 5-HT1a tem sido objeto de diversos estudos que demonstram sua
participacdo em varias funcdes fisiologicas, tais como sono, apetite, libido, bem
como em condicbes patologicas como ansiedade e depressdao (BARRETI e
VANOVER, 1993; PUCADYIL et al., 2005). A neurotransmissdo serotoninérgica
inclui sete familias (5-HT1 - 5-HT7) distribuidas em catorze subtipos de receptores [5-
HTia, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1g, 5-HT1r, 5-HT2a, 5-HT28, 5-HT2c, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTsa,
5-HTss, 5-HTe e 5-HT7] (HOYER ET AL., 2002; POMPEIANO, et al., 1994). Destes,
0os receptores 5-HTia, 5-HT2 e 5-HTs sdo as mais diretamente envolvidas na
ansiedade. Por exemplo, o primeiro ansiolitico de acdo serotoninérgica especifica, a
buspirona, tem seu mecanismo de acdo mediado pelo subtipo de receptor 5-
HT1a (NICHOLS E NICHOLS, 2008).

O receptor 5-HT1a foi 0 primeiro receptor serotoninérgico a ser completamente
sequenciado (FARGIN et al., 1988; KOBILKA et al.,1987) e também o primeiro para
o qual anticorpos policlonais foram obtidos, permitindo sua visualiza¢do no nivel sub-
celular em vérias regides do cérebro (EL MESTIKAWY et al., 1990).

Outros mecanismos envolvidos na depressao
Os eventos estressantes da vida cotidiana provavelmente “disparam” o

desenvolvimento da depressédo (TIMMERMANS et al.,, 2013). Eles atuam via

ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), induzindo a liberacdo de
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horménios glicocorticoides cujas acfes servem para preparar 0 organismo para
desafios fisiolégicos ou ambientais e sdo importantes para a consolidacdo da
resposta ao estresse.

A persisténcia e a intensidade exagerada do estresse, no entanto, bem como
a incapacidade do organismo em terminar sua resposta, podem tornar o eixo hiper-
reativo, com prejuizos potenciais ao organismo, culminando com o desenvolvimento
da depressdao (NORTH e PFEFFERBAUM, 2013; RENOIR et al., 2013,
TIMMERMANS et al., 2013). De fato, ja foi demonstrada a existéncia de uma estreita
associacao entre o aparecimento de um episédio depressivo e a desregulacdo do
eixo HPA. Em pacientes deprimidos, o controle inibitério da atividade do eixo HPA
parece estar comprometido (BRAQUEHAIS et al., 2012; MARTOCCHIA et al., 2013).
Sabe-se que a hiperativacdo descontrolada deste eixo causa uma elevacdo da
liberacdo de horménios glicocorticoides que, via ativacdo de receptores especificos,
induz a liberacdo de mediadores sinapticos envolvidos no prejuizo das funcdes
neurais (MUSAZZI et al.,, 2011, MUSAZZI et al., 2013; POPOLI et al., 2012;
SANACORA et al., 2012).

Novas pesquisas provocaram a reformulacdo das bases fisiopatolégicas dos
transtornos de humor. Nesse novo paradigma, propde-se um envolvimento direto
das disfuncBes da plasticidade sinaptica e das vias de resiliéncia celulares na
fisiopatologia dos transtornos de humor (KERMAN, 2012; MANJI e DUMAN, 2001,
MARSDEN, 2013; MILLAN, 2006, 2009). A plasticidade neuronal € caracterizada
como a capacidade do cérebro produzir respostas adaptativas por meio da geracao
de novas conexfes neurais secundariamente a estimulos internos ou externos
(MARSDEN, 2013).

Associacfes com a epigenética na depressdo ja estdo sendo estudadas. O
interesse No mecanismo epigenético com um disturbio de humor, parte do principio
de que interacbes ambientais sdo capazes de modificar respostas transcricionais
sem haver alteracdo na sequéncia de DNA, o que explicaria a diferenca da
incidéncia da doenga em gémeos monozigoticos, por exemplo. Os mecanismos mais
estudados sdo metilacdo do DNA, acetilagcdo e metilacdo de histonas e microRNAs
que alteram expressao génica (KRISHNAN e NESTLER, 2008).

O glutamato é um aminoacido que atua como neurotransmissor excitatério no
cérebro e ndo é capaz de ultrapassar barreira hemato-encefalica, portanto, toda a

sua producdo ocorre nos neurénios e células da glia (MITCHELL e BAKER, 2010).
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Pesquisas demonstram que em muitos individuos sofrendo de depressao, 0s niveis
de glutamato plasmaticos estavam elevados e estudos recentes associaram a
utilizacdo de antagonistas do receptor glutamatérgico NMDA, como a quetamina e o
riluzol, com a melhora do comportamento depressivo em humanos e murinos
(MITCHELL; BAKER, 2010; PARISEA et al., 2013; PITTENGER et al., 2008). Em
contrapartida, alguns estudos revelaram que a concentracdo de glutamina e
glutamato em pacientes deprimidos estava diminuida e poderia estar aumentada em
pessoas que sofrem de transtorno bipolar (AJILORE, et al., 2007; MITCHELL e
BAKER, 2010; YILDIZ-YESILOGLU e ANKERST, 2006).

Isso evidencia que o papel do glutamato na depressdo pode envolver
receptores pré e pds-sinapticos e que ha interacdo entre o sistema de monoaminas
e 0 glutamato. Sabe-se também que neurdnios GABAérgicos e glutamatérgicos
trabalham em conjunto, o que indica forte probabilidade de haver disfuncdo de
GABA na depressado do mesmo modo que ha disfuncéo de glutamato (CHAKI et al.
2006; MITCHELL e BAKER, 2010).

O neurotransmissor GABA, assim como o glutamato, ndo atravessa a barreira
hemato-encefalica e é, portanto, formado no cérebro a partir do glutamato por acéo
da enzima glutamato descarboxilase, fazendo da glutamina um precursor indireto
desse neurotransmissor (SIGMA, 2016).0 GABA é o principal neurotransmissor
inibitério do SNC e a hiperatividade neuronal pode ser ocasionada por baixos niveis
de neurotransmissores inibitorios, que é uma das causas de convulsées (STEHNO-
BITTEL, 2008).

A relacdo do neurotransmissor GABA com disturbios de humor foi observada
pela primeira vez em 1980 por Emrich et al., que perceberam que a utilizacdo de
acido valproico, um agonista do receptor de GABA, era eficiente no tratamento de
pacientes com transtorno bipolar (NOWAK et al., 2006.).

Um estudo realizado por Hasler et al. (2007) demonstrou por meio de técnicas
de imagem in vivo que a concentracdo nos niveis de GABA e glutamato em
pacientes com depressédo estava diminuida em relacdo a concentragdo presente nos
controles, o que corrobora com resultados encontrados em estudos postmortem

anteriores.
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Alternativas farmacoldgicas no tratamento da depressao e os seus efeitos

A terapia farmacolégica é, atualmente, a forma mais utilizada para o
tratamento da depresséo (MILLAN, 2006, 2009, 2013; RACAGNI e POPOLI, 2010).
Os antidepressivos sdo um grupo heterogéneo de medicamentos com efeitos
terapéuticos em comum e, embora a maioria desses farmacos também seja eficaz
no tratamento de outras doencas (OLATUNJI et al., 2008; POWERS et al., 2013;
ZYLICZ et al., 1998), os efeitos mais importantes estdo relacionados a terapia da
depressdo. Os antidepressivos produzem, em média, uma melhora dos sintomas
depressivos de 60% a 70% enquanto a taxa de placebo é em torno de 30%. Esta
taxa de melhora dificilmente é encontrada em outras abordagens terapéuticas de
depressao, motivo que faz com que a terapia medicamentosa seja a mais usada
(MILLAN, 2004, 2006).

O desenvolvimento de drogas especificas para o tratamento da depresséo
ocorreu no final da década de 50 do século passado, com a descoberta dos
inibidores da monoaminoxidase (IMAOs) e os ADTs. Os antidepressivos classicos
sdo o0s compostos inibidores da monoamina oxidase (MAO) (selegilina,
moclobemida), compostos triciclicos (imipramina, maprotilina) e drogas que atuam
especificamente sobre o sistema serotoninérgico (fluoxetina, venlaflaxina,
paroxetina) (WONG e LICINIO, 2001).

Na década de 70 surgiram os antidepressivos atipicos, sendo exemplos a
nomifensina, mianserina, viloxazina, a trazodona, e a matrotilina. Posteriormente os
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), liderados pela fluoxetina,
destacaram-se por apresentar menos efeitos adversos e uma boa eficacia. Estes
farmacos inibem de forma potente e seletiva a recaptacdo de 5-HT, resultando em
potencializacdo da neurotransmissdo serotonérgica. A fluoxetina, citalopram,
paroxetina e sertralina sdo exemplos de farmacos ISRS (ALAMO e LOPEZ-MUNOZ;
2010).

Embora existam varias opcbes de tratamento (farmacologicas e néo
farmacoldgicas) para o transtorno depressivo maior, 34-46% dos pacientes néo
respondem adequadamente ao tratamento (FAVA e DAVIDSON, 1996 ). Esses
pacientes sao classificados como tendo depressao resistente ao tratamento , que
geralmente é definida como uma resposta inadequada (ou seja, falha na obtencao

da remissdo completa) a um ou mais tratamentos antidepressivos apés duracao e
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dose adequadas ( FAVA e DAVIDSON, 2003). A depressdo resistente ao
tratamento estd bem documentada na literatura e é discutida como um subtipo de
depressado; no entanto, ndo ha uma definicdo unificada (SCHULBERG et. al.,
1998 ; UHER et al., 2011).

Inibidores da monoamina oxidase (IMAOSs)

Ao desenvolver novos compostos para tratamento da tuberculose, Fox e
Gibas (1953) sintetizaram a iproniazida, um derivado monoalquila da
isoniazida. Observagfes clinicas relataram “efeitos colaterais” da iproniazida em
pacientes em tratamento de tuberculose, que incluiram euforia, psicoestimulacao,
aumento do apetite e melhora do sono (LOPEZ-MUNOZ et al., 2007 ; PLETSCHER,
1991). Mais tarde (1958) outro estudo clinico foi realizado em pacientes com
depressao, no qual os pacientes foram tratados com iproniazida por varias semanas,
obtendo melhorias significativas em 70% desses pacientes (LOOMER et al., 1958).

O mecanismo de acdo destes farmacos se da pela inibicdo da enzima
monoamina oxidase, responsavel pela degradacdo das aminas biogénicas no
neurdbnio pré-sinaptico (BUENO, 2000; CORDIOLI, 2007). As MAOs séo
responsaveis pela decomposicdo de aminas biogénicas estdo localizados no
terminal pré-sinaptico. Um resultado da inibicdo da MAO é que as concentracdes de
neurotransmissores de monoamina aumentam no terminal pré-sinaptico e estéo
prontamente disponiveis para liberacdo quando os potenciais de acdo atingem o
terminal nervoso (SHULMAN et al., 2013 ).

Existem IMAOs de efeito reversivel e irreversivel. Quando o efeito é
reversivel, 0 medicamento possui meia-vida menor e sdo necessarias mais doses, ja
que o efeito € mais breve. Ja os IMAOs de efeito irreversivel (como fenelzina,
tranilcipromina e isocarboxazida, por exemplo) provocam uma ligacao irreversivel
com a enzima MAO que leva a sua destruicdo e € preciso um intervalo de 10 a 14
dias para que o corpo possa sintetizar novamente a qualidade de enzima perdida
(BUENO, 2000; CORDIOLI, 2007).

A reducédo na atividade da MAO resulta em aumento na concentragao desses
neurotransmissores nos locais de armazenamento no SNC e no sistema nervoso
simpético. A inibicdo n&o seletiva dos IMAO fenelzina, isocarboxazida e

tranilcipromina resulta em subsensibilizacdo de receptores a2 - ou b-adrenérgicos e
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de 5-HT. A moclobemida € um antidepressivo inibidor seletivo da MAO-A e
reversivel, que desamina 5-HT e NA, ao passo que inibidores seletivos da MAO-B,
como a selegilina, ndo possuem acgéo antidepressiva significativa (HIMMELHOCH,
1995).

Quando comparado com outros medicamentos antidepressivos, os IMAOs
sdo bem menos utilizados, devido aos inumeros efeitos colaterais e restricoes
dietéticas Entre os efeitos adversos proporcionados pelo uso de IMAOs estdo o0s
efeitos sobre o sistema nervoso simpético, como hipotenséo, insbnia, aumento de
peso e disfuncdo sexual e ha o risco de hepatotoxicidade e crise hipertensiva
caracterizada por nauseas, vOmitos, cefaleia, sudorese e rigidez da nuca
(CORDIOLI, 2007). A tiramina € uma amina simpatomimética derivada da tirosina
presente em alguns alimentos fermentados e, quando presente em grandes
guantidades no corpo, eleva a liberacéo de catecolaminas. Durante o uso de IMAOs
irreversiveis, esse excesso de catecolaminas ndo € controlado, pois ndo héa
degradacdo das mesmas, e seus efeitos no sistema nervoso sao potencializados,
podendo levar & uma crise hipertensiva (CORDIOLI, 2007; NAILA et al., 2010). Logo,
individuos que utilizam esse tipo de antidepressivo devem evitar alimentos ricos em
tiramina e também interacdes com medicamentos de efeito a-adrenérgico (BUENO,
2000).

Antidepressivos triciclicos (ADTS)

Os ADTs sédo compostos indicados para uma variedade de transtornos,
incluindo depressao, transtorno de ansiedade e transtornos alimentares (CORDIOLI,
2007). Como resultado da descoberta e sucesso da clorpromazina para o tratamento
da esquizofrenia, a busca por drogas antipsicéticas mais potentes se
intensificou. Muitos destes novos compostos foram modificados molecularmente a
partir da estrutura anti-histaminica classica. O composto imipramina foi derivado da
prometazina substituindo uma ponte de enxofre do anel fenotiazina por uma ponte
de etileno (DOMINO, 1999 ; FANGMANN et al., 2008). A imipramina (Tofranil®) foi
aprovada em 1959 pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de
transtorno depressivo maior, que estabeleceu a classe de medicamentos
denominados ADTs. O mecanismo de acdo desses antidepressivos consiste no

bloqueio da recaptacdo de 5HT, NA e DA pelo neurbnio pré-sinaptico. Os ADTs
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também atuam como antagonistas competitivos de receptores muscarinicos
colinérgicos, histaminicos tipo 1 e adrenérgicos (a e B) (CORDIOLI, 2007; MORENO;
MORENO; SOARES, 1999).

Acredita-se que as inibicdes da recaptacdo de NA e SE nas proteinas de
transporte sejam responsaveis pelos efeitos terapéuticos dos ACTs e resultem em
concentragbes aumentadas de NA e 5-HT na fenda sinaptica, respectivamente. A
seletividade para transportadores de NA ou 5-HT depende dos compostos; no
entanto, como a maioria dos ADTs é mais seletiva para o transportador de NA em
relacdo ao transportador de 5-HT (OWENS et al., 1997; SANCHEZ e HYTTEL,
1999 ; THOMAS et al., , 1987 ).

Os efeitos colaterais gerados pelos ATCs dependem do sistema envolvido na
neurotransmissdo. Sao eles: anticolinérgicos: mediados pelo sistema nervoso
autbnomo e incluem boca seca, turvacdo visual, hipertensdo ocular, retencéo
urinéria, confusdo. Cardiovasculares: hipotensdo, taquicardia, achatamento das
ondas T, prolongamento do intervalo QT e depressdo do segmento ST (street) no
ecogardiograma. Neurologicos: ocorrem devido a acado anticolinérgica e podem gerar
tremores das maos, parestesias, bloqueio da fala, ataxia e mioclonias. Endécrinos/
metabdlicos: o efeito anti-histaminico dos ATCs ja foi associado com o aumento de
peso presente. Galactorréia, amenorreia e disfuncfes sexuais ocorrem com menos
frequéncia. Disfuncbes no eixo hipotalamo-hipéfise também podem acontecer e
levam a anorgasmia e impoténcia sexual (BUENO, 2000; CORDIOLI, 2007;
MORENO et al., 1999).

Os ATCs sofrem acdo das enzimas do citocromo P450 (CYP450) -
principalmente 2D6, 1A2, 3A4, 2C9 e 2C19 — no figado e geralmente sao inativados,
assim a concentracdo no plasma se mantém baixa, mas suficiente para que surja
efeito. Quando ocorrem interagdes medicamentosas com farmacos que competem
pela CYP450, como fluoxetina, citalopram, bupropiona e venlafaxina, as
concentracdes no plasma de ATCs podem aumentar para niveis alarmantes e gerar
toxicidade (GILLMAN, 2007; SOARES, 2016).

Inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS)

No final da década de 1960, comecaram a surgir evidéncias sugerindo um

papel significativo da 5-HT no transtorno depressivo maior ( SHAW et al., ,
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1967 ). Como resultado, a empresa farmacéutica Eli Lilly comecou a desenvolver
moléculas que inibiam seletivamente a recaptacdo de 5-HT nos transportadores de 5-
HT e, como resultado, aumentavam as concentracfes de 5-HT na fenda sinaptica
para estimular ainda mais os receptores pés-sinapticos da 5-HT. Em 1974, o primeiro
relatorio sobre o inibidor seletivo da recaptacdo de 5-HT foi publicado, sugerindo que
a fluoxetina seria um medicamento antidepressivo ( WONG et al., 1974). A fluoxetina
foi aprovada pelo FDA em dezembro de 1987 e foi langcada no mercado em janeiro
de 1988 sob o nome comercial Prozac® (WONG et al., 1995 ; WONG et al., 2005)

Embora a fluoxetina tenha sido o primeiro ISRS aprovado e comercializado
nos Estados Unidos, os ensaios clinicos (Fase I-Fase lll) duraram mais de sete anos
e, durante esse periodo, a Astra AB introduziu o primeiro ISRS zimeldine (Zelmid®)
no mercado europeu em margo 1982. A zimeldina, derivada da feniramina, foi
removida do mercado europeu em setembro de 1983 devido a efeitos colaterais
graves, como reacfes de hipersensibilidade e sindrome de Guillain-Barre, que é
neuropatia periférica aguda. As reacfes de hipersensibilidade se assemelhavam a
uma sindrome semelhante a gripe, que incluia febre, dor nas articulacdes /
musculos, dores de cabeca e efeitos hepaticos. A ocorréncia estimada da reacéo de
hipersensibilidade foi de 3: 1000. Curiosamente, a zimeldina produziu as reacfes de
hipersensibilidade em 1,5% dos pacientes durante os ensaios clinicos, mas ainda foi
aprovada no mercado europeu (MONTGOMERY et al., ; NILSSON, 1983 ). Durante
0s 16 meses em que a zimelidina estava no mercado, houve 10 casos confirmados
de sindrome de Guillain-Barre e todos esses pacientes estavam em tratamento com
zimeldina (FAGIUS et al., 1985).

ISRS estdo 20-1500 vezes mais seletivos para a inibicdo da 5-HT sobre a NA
nas suas respectivas proteinas transportadoras e tém afinidade de ligagdo minima
para outros receptores pos-sinapticos, como a adrenérgico 1, a 2, € B, histamina H 1,
muscarinico, e dopamina D 2 receptores ( OWENS et al., 1997 ; THOMAS et al.,
1987 ). Os ISRSs (por exemplo, fluoxetina e citalopram) também nao estimulam a
liberacdo de 5-HT ou NA pré-sinaptica ( Rothman et al., 2001 ) e tém fraca ou
nenhuma acdo farmacoldgica direta nos receptores pos-sinapticos da 5-HT (por
exemplo, 5-HT 1a, 5-HT 2a, € 5-HT 2c ) (OWENS et al., 1997 ; SANCHEZ e HYTTEL,
1999 ; THOMAS et al., 1987 ). Portanto, o aumento da atividade nos receptores pos-
sinapticos da 5-HT produzidos pelos ISRS € resultado do aumento das
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concentracdes de 5-HT na fenda sinaptica através da inibicdo da recaptacao, em vez
da ligacao direta ao receptor pds-sinaptico (PAPAKOSTAS, 2008 ).

ISRS séo mais eficientes em depressfes moderadas e apresentam efeitos
colaterais que incluem nauseas, diarreia, disfun¢bes sexuais, tonteiras, perda do
apetite, cefaleia, IinsbGnia e inquietacdo motora. Pacientes idosos com
comprometimento renal devem se atentar a dose, pois a meia vida dessas drogas
varia de 23 a 220 horas e 0 seu acumulo no organismo pode se tornar toxico
(BUENO, 2000). Alguns tipos de ISRS sao capazes de inibir enzimas do citocromo
P450, contribuindo para o acumulo e toxicidade de outros medicamentos no corpo
(MORENQO et al., 1999).

A sindrome serotoninérgica € uma condi¢do que ocorre quando ha interacao
medicamentosa que culmina em uma exagerada a¢do serotoninérgica no sistema
nervoso. Drogas como L-triptofano, litio, IMAOs e até mesmo ISRS em doses
aumentadas podem gerar os sintomas clinicos da sindrome. Esses sintomas formam
a triade que inclui alteracdes do estado mental (confusdo, agitacao), hiperatividade
autondmica (diarreia, febre, mudancas na presséo arterial, vomitos e nauseas) e
anormalidades neuromusculares (mioclonias, tremores) (ALMEIDA e KOWACS,
2013; MORENO et al., 1999).

Antidepressivos atipicos

Varios novos antidepressivos foram desenvolvidos nas Ultimas duas
décadas, no entanto, os mecanismos de acdo desses medicamentos sao
semelhantes aos antidepressivos ja estabelecidos. Logo apdés a introducdo da
fluoxetina, foi aprovado o medicamento bupropiona (1989) ( FAVA et al,
2005 ; STAHL et al., 2004) um antidepressivo “atipico” pertencente a uma classe
guimica Unica (aminocetona). A bupropiona € principalmente um inibidor da
recaptacéo de DA-NA, possuindo maior afinidade de ligacdo para os transportadores
de DA e é pelo menos duas vezes mais seletiva para os transportadores de DA em
comparacdo com o0s transportadores de NA (BYMASTER et al,
2002 ; LETCHWORTH et al., 2000 ; PRISTUPA et al.,, 1994). Aléem disso, a
bupropiona exibe uma afinidade de ligacdo minima ou inexistente para
transportadores de 5-HT ou outros receptores pré e pos-sinapticos ( BYMASTER et
al., 2002 ;CUSACK et ai., 1994 ; SANCHEZ e HYTTEL, 1999 ). Pesquisas clinicas
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mostraram que a bupropiona € tado eficaz quanto outros medicamentos
antidepressivos para o tratamento da TDM e € bem tolerada com os trés efeitos
colaterais mais frequentes da bupropiona: boca seca, nausea e insOnia
( FEIGHNER, et al., 1984; FEIGHNER et al., 1986 ; MOREIRA, 2011 ). Além disso, a
bupropiona tem o menor risco de disfuncdo sexual (quase a metade) em
comparacao com os ACTs, IMAOs, ISRS e SNRIs (CLAYTON et al., 2002 ; STAHL
ET AL., 2004) N&o existem outros inibidores seletivos da recaptacdo de DA-NA no
mercado para o tratamento da depressao.

Em setembro de 2013, a vortioxetina (Brintellix®) tornou-se o medicamento
antidepressivo mais recente aprovado pelo FDA para o tratamento do transtorno
depressivo maior. A vortioxetina pertence a classe quimica das piperazinas e foi
comercializada como uma droga "multimodal® porque a vortioxetina exibe alta
afinidade de ligacdo e mecanismos de acdo complementares para varios receptores
de 5-HT (por exemplo, 5-HT 1a, 5-HT 18, 5-HTsa Transportadores 5-HT 7 e
serotonina). Especificamente, é um vortioxetine serotonina 5-HT 1A agonista do
receptor, 5-HT 1sreceptor agonista parcial, 5-HT 3a e 5-HT 7 antagonista do receptor,
e um inibidor da reabsorcdo de 5-HT potente ( BANG-ANDERSEN et al,
2011. ; MORK et al, 2012. ). A vortioxetina possui consideravel afinidade por
receptores para transportadores de DA e NA; no entanto, a vortioxetina é
aproximadamente 3 a 12 vezes mais seletiva para os transportadores de 5-HT, em
comparacdo com os transportadores de DA e NA, respectivamente ( BANG-
ANDERSEN et al., 2011 ). A eficacia clinica e a tolerabilidade da vortioxetina sédo
comparaveis a outros antidepressivos, com os efeitos colaterais mais comuns sendo
nausea e dor de cabeca. A vortioxetina parece ter um baixo risco de disfuncéo
sexual e ganho de peso (ALAM et al ; BOULENGER et al., 2012 ; BOULENGER et
al., 2014 ; GIBBS e DEEKS, 2014 ; PEARCE e MURPHY, 2014 ). E importante
observar que estudos clinicos ( MCINTYRE et al., 2014 ) e pré-clinicos ( DU JARDIN
et al.,, 2014 ; JENSEN et al., 2014 ; MORK et al., 2013 ) mostraram que estudos

vortioxetina pode ajudar a melhorar o funcionamento cognitivo.

Inibidores da recaptagéo de serotonina e noradrenalina

O préximo medicamento antidepressivo "atipico”, venlafaxina, foi introduzido
no mercado dos Estados Unidos em 1993, e esse medicamento visa seletivamente

os transportadores de 5-HT e NA. A forma de liberacdo imediata de venlafaxina
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(Effexor®), um inibidor da recaptacao de serotonina-noradrenalina, foi aprovada pelo
FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento de MDD em 1993 e em 1997
a forma de liberagdo prolongada de venlafaxina também foi aprovada para MDD
(PAPAKOSTAS, 2009). Desde a aprovacgdo da venlafaxina, varios outros SNRIs (por
exemplo, duloxetina [Cymbalta®] e milnacipran [Savella®]) foram aprovados para o
tratamento de MDD. Os SNRIs sdo semelhantes aos ADTs, pois inibem a
recaptacdo de 5-HT nos transportadores de 5-HT e NA,
respectivamente. Diferentemente dos ADTs, os SNRIs tém acdo farmacoldgica
minima ou inexistente nos receptores adrenérgicos (a 1, a 2 € ), histamina (H 1),
muscarinica, dopamina ou serotonina pos-sinaptica (BYMASTER et al.,
2001 ; MILLAN et al., 2001 ; OWENS et al., 1997 ; SANCHEZ E HYTTEL,
1999 ; VAISCHNAVI et al., 2004). H4 alguma evidéncia que sugere que os SNRIs
podem ser mais eficazes para o tratamento de TDM em comparagdo com 0S
ISRS; no entanto, essas diferencas séo relativamente modestas ( PAPAKOSTAS et
al, 2007 ; STAHL et al., 2005 ). A tolerabilidade clinica e a prevaléncia de disfuncéo
sexual dos SNRIs sdo comparaveis com outros tratamentos antidepressivos
(CLAYTON etal., 2002 ; STAHL et al., 2005 ).

Dados mostram que em relacdo as drogas que possuem alguma efetividade
clinica na depresséao, todas elas apresentam inimeras limitacbes, como lento inicio
de acdo e muitos efeitos colaterais (PAEZ-PEREDA, 2005), o que demonstra a

importancia da busca por tratamentos mais efetivos para a depressao.

Compostos organicos de selénio

O Se é um calcogénio do grupo 16 da tabela periédica e pode apresentar-se
sob a forma organica (selenocisteina, selenocistina e selenometionina) e inorganica
(selenito e selenato) (NAKAMURO et al., 2000; PAPP et al., 2007). O papel biolégico
e nutricional do Se foi salientado em 1957, quando K. Schwarz e C.M. Foltz,
comprovaram que o0 Se presente na levedura da cerveja diminuia a incidéncia de
necrose hepatica em ratos. Assim, passou a ser reconhecido que, em baixas
concentracdes, o Se possuia propriedades benéficas (LETAVAYOVA et al., 2006) e
rapidamente se demonstrou que a deficiéncia em Se era também a causa de outras
doencas em varios animais, designadamente alteracdes a nivel muscular e vascular
com grande impacto econémico (COMBS e GRAY, 1998).
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ApoOs essas descobertas, 0 Se passou a ser reconhecido como um elemento
essencial para o desenvolvimento e metabolismo dos mamiferos, com importantes
funcbes na protecdo antioxidante contra danos causados por radicais livres em
membranas celulares, lipoproteinas e &cidos nucléicos, na reprodu¢do masculina e
no normal desempenho do sistema imune (ALEXANDER, 2015). O Se tem atividade
redox e esta presente como residuo de selenocisteina no sitio ativo das enzimas
glutationa peroxidase (GPx) (WINGLER e BRIGELIUS-FLOHE, 1999), tioredoxina
redutase (HOLMGREN, 1985), 5’-deiodinase (BEHNE e KYRIAKOPOULOQOS, 1990) e
selenoproteina P (Ursini et al., 1990).

O Se também é considerado um importante modulador do humor e consiste
num importante elemento capaz de modular a neurotransmissao dopaminérgica
(KHAN, 2010; RASEKH et al., 1997). Porém 0s mecanismos pelos quais 0 Se exerce
esse efeito ainda ndo foram esclarecidos. Rasekh et al. (1997) sugere que o Se
pode potencializar a fungdo da DA no sistema nervoso central de ratos e estudos
demonstram que quando ha deplecdo de Se no organismo, o cérebro recebe uma
oferta prioritaria deste elemento em relacdo aos outros 6rgaos (BUCKMAN et al.,
1993; WHANGER, 2001).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
ingestdo diaria recomendada para adultos deste micronutriente mineral é de 70ug.
Niveis diminuidos deste elemento na dieta (< 40 ug/dia) estdo associados com um
aumento na incidéncia de ansiedade, depressdo e agressividade (FINLEY e
PENLAND, 1998) estando também associado ao déficit cognitivo e podendo agravar
condicbes neurodegenarativas, como a Doenca de Alzheimer (SCHWEIZER et al.,
2004; CORRIGAN et al., 1991), além de alterar a taxa de turnover de
neurotransmissores (CASTANO et al., 1997).

Ao contrério, o aumento dos niveis de selénio na dieta ou a suplementacao
estdo associados a melhora do humor e estado depressivo (BENTON AND COOK,
1991; RAYMAN et al., 2006; RAYMAN 2008), embora altos niveis deste elemento
possam ser toxicos (MOXON e RHIAN, 1943). Evidéncias clinicas demonstraram,
ainda, o efeito benéfico do Se em doses superiores a dose diaria recomendada (200-
300 pg/dia) na prevencao de alguns tipos de cancer, em doencas cardiovasculares,
como fator retardador no processo de envelhecimento, na progressao da doenca em
pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e na fertilidade
masculina (LETAVAYOVA et al., 2006).
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O excesso de Se é excretado por via urinaria apés transformacédo em formas
metiladas menos toxicas como o metilselenol, trimetilselenénio ou selenoacucares,
sendo estes posteriormente eliminados (GIERUS, 2007). Outras vias secundarias
utilizadas para a excregcdo sdo: a eliminacdo fecal, a nivel do foliculo piloso,
secrecbes biologicas e através das unhas (HERNANDEZ-MENDONZA e RIOS-
LUGO, 2009). Em situacdes de ingestdo de niveis muito elevados de Se, a via
respiratéria passa a ser uma via complementar de excre¢do do elemento na forma
metilada (dimetilselenito). A biotransformag&o e excreg¢édo s&o, por isso, o principal
mecanismo através do qual a homeostase do Se € mantida durante uma exposicao
excessiva havendo uma fase rapida de eliminacdo (1-3 dias dependendo da
qguantidade ingerida) e uma fase lenta de 30-110 dias (ALEXANDER, 2015).

A dose maxima admissivel esta fixada em 300-400 ug/dia e a dose letal média
varia entre os valores de 1,5 e 6 mg/kg de peso corporal para a maioria dos
compostos de Se e espécies animais. A intoxicacdo por Se € chamada selenose e o
sistema nervoso central parece ser o 6rgao-alvo. No entanto, o figado, o coracéo e
0s pulmbes podem também ser afetados (ALEXANDER, 2015). Os principais
sintomas incluem um hdlito a alho, distarbios gastrointestinais, perda de cabelo,
descamacéo das unhas, danos neurologicos e fadiga (HERNANDEZ-MENDONZA e
RIOS-LUGO, 2009).

Nas ultimas décadas, o interesse em bioquimica, farmacologia e toxicologia
de compostos organicos de Se aumentou de maneira significativa devido a
variedade de propriedades biol6gicas desempenhadas por estes compostos
(PARNHAM e GRAF, 1991, KANDA et al.,, 1999, NOGUEIRA et al., 2004). Os
compostos organicos de Se sdo constituintes importantes e versateis na sintese
organica, destacando-se aqueles que apresentam atomos de nitrogénio, pois
pertencem a uma classe que lhes permitem utiliza-los em varios propésitos, e
também sdo caracterizados como potentes agentes farmacoldgicos com toxicidade
menor quando comparada aos compostos inorganicos (NOGUEIRA et al., 2014).

Estudos tém sido concentrados no desenvolvimento de compostos de Se
estaveis que possuam potencial terapéutico para uma variedade de doencas
humanas (NARAJJI et al.,, 2007). Os compostos organicos de Se, ebselen e
disseleneto de difenila (PhSe)2, tém merecido destaque na literatura desde a década
de 80 principalmente por serem mimeéticos da enzima glutationa peroxidase
(MULLER et al., 1984; WENDEL et al., 1984; WILSON et al., 1989).
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O ebselen (2-fenil-1,2-benzilsoselenazol3(2H)-ona) foi o primeiro exemplo
desta classe de compostos (PARNHAM e KINDT, 1984), cujas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatoérias tém merecido destaque no campo da farmacologia.
Este composto foi descrito e caracterizado como um mimético da enzima glutationa
peroxidase na década de 80 (MULLER et al., 1984), entretanto, apenas a partir da
década de 90, cresceu enormemente 0 numero de trabalhos demonstrando seus
efeitos protetores em diferentes tipos celulares e para os mais diversos tipos de
injuria. O ebselen demonstrou agfes anti-inflamatoéria e antioxidante em diversos
modelos experimentais in vivo e in vitro (SCHEWE, 1995, PORCIUNCULA et al.,
2003, BRODSKY et al., 2004). Além disso, foi empregado com sucesso em estudos
clinicos em pacientes com aneurisma hemorragico e isquemia aguda (PARNHAM e
SIES, 2000).

Recentemente, um estudo utilizando camundongos apoE -/- mostrou o efeito
antiaterogénico do ebselen na aterosclerose associada a hiperglicemia (CHEW et
al., 2009). Outros trabalhos verificaram que o ebselen restaura a funcéo endotelial
em ratos diabéticos (BRODSKY et al., 2004) e diminui as lesdes ateroscleréticas em
camundongos transgénicos com expressdo aumentada da NADPH oxidase (KHATRI
et al., 2004). As atividades farmacoldgicas do ebselen podem ser explicadas em
parte por sua capacidade de neutralizar eficientemente hidroperdxidos organicos e
ONOO-, mimetizando a enzima GPx (MULLER et al., 1984, MASUMOTO e SIES,
1996).

Outro composto organico de Se que se destaca é o disseleneto de difenila
(PhSe)2, que reage eficientemente com hidroperoxidos e peréxidos organicos,
através de reacado similar a catalisada pela GPx. Todavia, o (PhSe)2 demonstrou ser
mais ativo como mimético da GPx (WILSON et al., 1989) e menos téxico em
roedores que o ebselen (MEOTTI et al., 2003, NOGUEIRA et al., 2003). O
mecanismo catalitico para a detoxificacdo de perédxidos pelo (PhSe)2 foi proposto.
Inicialmente o (PhSe)2 reage com um grupamento tiol (RSH) (por exemplo GSH)
originando um selenilsulfeto, o qual reage com um segundo equivalente de GSH
formando um selenol (SeH), este selenol reduz o H202 ou peroéxidos lipidicos em
H20, fechando assim o ciclo catalitico (NOGUEIRA e ROCHA, 2010). Este composto
apresenta papel protetor em uma variedade de modelos experimentais associados a
producdo exacerbada de radicais livres (ROSSATO et al., 2002, GHISLENI et al.,
2003, BURGER et al.,, 2004, MEOTTI et al., 2004, BORGES et al., 2005). Em
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modelo experimental de diabetes, o tratamento com (PhSe)2 reduziu
significativamente a hiperglicemia e a inducdo de estresse oxidativo em diferentes
tecidos de roedores (BARBOSA et al, 2006, BARBOSA et al., 2008).
Adicionalmente, este composto foi capaz atuar beneficamente em modelos
experimentais de inflamacéo e dor (NOGUEIRA et al., 2003, SAVEGNAGO et al.,
2006, SAVEGNAGO et al.,, 2007, SAVEGNAGO et al., 2008), e na inducédo de
hepatotoxicidade em roedores (BORGES et al.,, 2005, BORGES et al., 2008). O
(PhSe)2 também demonstrou proteger as plaguetas humanas contra peroxidacao
lipidica induzida pelo nitroprussiato de sddio, um doador de 6xido nitrico, e reativou
a atividade da GPx nestas células (POSSER et al., 2006).

A toxicidade dos compostos de Se parece ter ligagcédo direta com a interacéo
destes compostos com grupos tiol presentes em biomoléculas. A oxidacao dos tidis
enddgenos por compostos organicos e inorganicos de Se desempenha um papel
crucial na toxicidade destes compostos. Além disso, a oxidacdo dos grupos tiol pode
produzir espécies reativas de oxigénio sendo este um fator a mais na toxicidade dos
compostos de Se (NOGUEIRA e ROCHA, 2011). Por outro lado, a oxidacdo de
grupos tiol por disselenetos da origem a grupos selenol que podem catalisar a
decomposicao do peréxido de hidrogénio apresentando, desta forma, propriedades
farmacoldgicas. Este comportamento contrastante é dose dependente e também
depende da via de administracdo (NOGUEIRA e ROCHA, 2010).

Diversos estudos envolvendo as acfes do tipo antidepressiva e ansiolitica de
compostos de Se ja foram realizados, tendo demonstrado seus efeitos em diferentes
modelos experimentais (BORTOLATTO et al., 2012; BRUNING et al., 2011; GAY et
al., 2010; JESSE et al, 2010; POSSER et al,, 2009; ROCHA et al.,, 2012).
Concomitantemente a esses estudos, 0 risco de contaminacdo ocupacional por
compostos de Se tem motivado pesquisas voltadas ao entendimento dos seus
efeitos toxicos. Alguns estudos mostram que a toxicidade do ebselen e (PhSe)2 sao
bastante similares, dependendo no entanto, da via de administracdao e do modelo
animal utilizado (MEOTTI et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2003b). Entretanto, quando
administrados em doses farmacoldgicas, ambos 0s compostos apresentam baixa
toxicidade tanto para ratos como para camundongos (NOGUEIRA et al., 2004). Em
estudos envolvendo modelos experimentais de depressao como TSC e TNF, o efeito
do tipo antidepressivo destes compostos parece ser mediado por uma interagdo com
o sistema monoaminérgico (BRUNING et al., 2011; POSSER et al., 2009). Diante
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disso, a pesquisa cientifica tem dado atencdo aos efeitos farmacologicos de
compostos organicos de Se, principalmente no que se refere aos seus efeitos sobre
0 SNC (NARAJJI et al., 2007; PATAI, 2012).

Benzamida Selenopropargilica

A benzamida é um derivado da amida do acido carbénico do acido benzaico,
possui uma ampla gama de propriedades farmacoldgicas, como antidepressivo,
antifangico (SONDA et al., 2005), analgésico (COATS et al., 2004), anti-inflamatério
(CALIENDO et al., 2001) e anticonvulsivante (FOSTER et al., 1999).

Exemplos disso sdo as amidas halogenadas, derivadas de acido cinamico e
acido benzoico que apresentam atividade antifGngica contra uma vasta gama de
estirpes do género Candida (Figura 4) (MONTES et al., 2016). Destaca-se também,
nesse sentido, a parsalmida, farmaco anti-inflamatoério ndo esteroidal, que tem sido
amplamente utilizado para tratar pacientes com artrite. Devido ao potencial anti-
inflamatorio, uma série de novos compostos relacionados a parsalmida tem sido
estudada como, por exemplo, 4-amino-2-(benziloxi)-n-butilbenzamida (Figura 4)
(CALIENDO et al., 2001).
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Figura 4 -Exemplos de benzamidas com atividades farmacolégicas. Derivados de acido cinamico (I) e
acido benzoico (Il), parsalmida (lll) e 4-amino-2-(benziloxi)-n-butilbenzamida (1V). Fonte: BALBOM,
2018.
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Considerando a notavel importancia das benzamidas e dos
organocalcogénios, € de grande interesse explorar um composto organico de Se
contendo benzamida como estratégia para o desenvolvimento de novos farmacos
capazes de atuar no transtorno depressivo. A SePB é um novo composto organico
de Se contendo o nucleo benzamida recentemente sintetizado, e seus efeitos
farmacoldgicos ainda ndo haviam sido testados até o desenvolvimento deste

trabalho.

Testes comportamentais utilizados para avaliar a depressao

Entre os principais modelos para screening de efeito do tipo antidepressivo de
novas moléculas destacam-se o teste do nado forcado (TNF) e teste da suspenséo
da cauda (TSC). Nestes testes 0s animais S80 expostos a um evento estressante
inescapavel e o comportamento deste animal frente a esse evento € avaliado. Ja o
TCA utilizado para avaliacdo da atividade locomotora, consiste em confrontar o
animal com a novidade do ambiente e observar comportamentos de locomocéo
(nimero de quadrantes percorridos pelo animal), frequéncia de levantamentos,

defecacdo e o tempo gasto para deixar a area central (CHOLERIS et al., 2001).

Teste da suspensédo da cauda (TSC)

Este teste foi inicialmente proposto por STERU et al. (1985), para avaliar uma
possivel acdo tipo antidepressiva. Os roedores sdo pendurados pela cauda (Figura
6) e apdés um periodo de movimentos de tentativas de fuga, estes desenvolvem uma
postura de imobilidade, o que € resultado de uma situacdo estressante e
inescapavel. Esta imobilidade é observada durante um tempo total de teste de 6
minutos (STERU et al., 1985).

O TSC é um dos modelos mais tradicionais para o estudo da depressdao em
animais de laboratorio, por apresentar alto valor preditivo devido a resposta aos
medicamentos antidepressivos existentes, sabendo que os antidepressivos
utilizados na clinica diminuem o tempo de imobilidade dos animais neste teste
(CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002), uma reducéo do comportamento de imobilidade

e/ou o0 aumento da laténcia a imobilidade de um grupo submetido a um dado
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tratamento, em relacdo ao grupo veiculo, sugere uma acado antidepressiva
(TEIXEIRA-SILVA et al., 2006).

>
s

Imobilidade Mobilidade

Figura 5. Representagdo esquemética dos comportamentos de imobilidade e mobilidade no teste da

suspensdao pela cauda. Fonte: Adaptado de ABELAIRA et al., 2013.

Teste do nado forgado (TNF)

Este teste foi originalmente descrito por Porsolt e colaboradores em 1977,
sendo amplamente utilizado na triagem de novas drogas antidepressivas, por
possuir alto valor preditivo, devido a resposta aos medicamentos ja existentes, como
0os ADTs, ISRS, inibidores da MAO e antidepressivos atipicos (PORSOLT et al.,
1977; CRYAN e LUCKI, 2000; CRYAN et al., 2002)..

O TNF apresenta um principio semelhante ao do TSC. Esse teste possui alto
valor preditivo para o efeito tipo antidepressivo e também constitui um teste comum
para o0 estudo de novas drogas. Neste teste os roedores sdo expostos a uma
situacdo aversiva, nadar em um tanque cilindrico com agua, onde eles ndo podem
tocar o fundo do cilindro ou fugir (escape).

Assim como no TSC, o TNF geralmente tem duracdo de 6 minutos onde se

observa o tempo total de imobilidade apresentado pelos animais. Tanto ratos como
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camundongos podem ser usados para o estudo do efeito do tipo antidepressivo de
drogas através do TNF. Muitas hipoteses tém sido desenvolvidas para explicar a
adaptacao fisica que é a imobilidade observada nos dois testes citados acima
(CRYAN et al., 2005). Uma das hipoéteses, e a mais aceita, é baseada na ideia de
que o animal “perde a esperanga de escapar’ de tal situagdo, em outras palavras a
falta de persisténcia em escapar é percebida como uma desisténcia e refletida em
tempo de imobilidade descrito como um estado depressivo (THIERRY et al., 1984).
As substancias antidepressivas revertem esse quadro diminuindo assim o tempo de
imobilidade fazendo com que o animal ndo desista de escapar das situacoes

impostas a ele.
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Figura 6. Representacdo esquematica dos comportamentos de mobilidade e imobilidade no teste do
nado forcado. Fonte: Adaptado de ABELAIRA et al., 2013.

Teste do campo aberto (TCA)

Outro teste etologico bastante utilizado € o TCA. Desenvolvido por Hall
(1936), este teste € realizado em uma caixa medindo 45 x 45 x 30 cm, com o chéo
dividido em 9 quadrantes iguais. Durante a sessao de teste, 0 nimero de quadrantes
cruzados com todas as patas e elevacbes em um periodo de 6 minutos sé&o
utilizados como parametro para a avaliacdo da atividade locomotora e exploratoria
dos animais (WALSH e CUMMINS, 1976).
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O TCA é utilizado para verificar os efeitos de substancias sobre o sistema
motor dos animais, a fim de excluir a possibilidade de que a diminuicdo do tempo de
imobilidade exibida nos testes preditivos de efeito tipo antidepressivo, como no TSC
ou no TNF, seja devido a uma estimulacdo motora. Substancias estimulantes do
SNC tendem a aumentar os parametros comportamentais registrados no modelo
engquanto que substancias depressoras tendem a diminui-los. (WALSH e CUMMINS,
1976). Consiste em confrontar o animal com a novidade do ambiente e observar
comportamentos de locomog¢do (numero de quadrantes percorridos pelo animal),
frequéncia de levantamentos, defecacdo e o tempo gasto para deixar a area central.
Os roedores parecem preferir a periferia ao centro do aparelho, devido a tigmotaxia
(CHOLERIS et al., 2001) normalmente deambulando em contato com as paredes.
Assim, além da ansiedade, o teste também é capaz de avaliar a locomoc¢do dos
animais. Farmacos ansioliticos como 33 benzodiazepinicos, buspirona e fluoxetina
aumentam a exploracéo da area central (CRAWLEY, 1981; STEFANSKI et al., 1992;
DE ANGELIS, 1996; SCHMITT E HIEMKE, 1998; PRUT e BELZUNG, 2003).
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4 RESULTADOS

Os resultados que fazem parte dessa dissertacdo estdo apresentados na
forma de um manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo e
Referéncias Bibliograficas do manuscrito estdo dispostos de acordo com a

recomendacao do periodico cientifico.
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Manuscrito Cientifico

Todos os resultados desta dissertagdo serdo apresentados na forma de
manuscrito submetido a um periédico cientifico internacional. O manuscrito esta

formatado segundo as regras do préprio periodico.
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Abstract

Major depression is a psychiatric disorder that requires a lot of care, once it
dramatically impairs the quality of life of the bearers and the available treatments do
not present the efficacy needed, often presenting several side effects.
Organoselenium compounds and benzamides have presented some
pharmacological properties, among them the antidepressant-like effect. In this
context, this study evaluated the antidepressant-like effect of N-(3-
(phenylselanyl)prop-2-yn-1-yl)benzamide (SePB), an organoselenium compound
containing the benzamide moiety, on the forced swim test (FST) and the tail
suspension test (TST) in mice, as well as the involvement of the serotonergic system
in anti-immobility effects. SePB, in time (15-120 min) and dose-response (1-50
mg/kg, intraperitoneally, i.p.) curves, reduced the animal immobility during FST and
TST, without changing the locomotor activity in the open-field test (OFT), which
demonstrate its antidepressant-like effect. The preadministration of the serotonin (5-
HT) depletor p-chlorophenylalanine (pCPA; 100 mg/kg, intraperitoneal route (i.p.,
once daily for 4 days) prevented the anti-immobility effect of SePB, indicating that the
serotonergic system is involved in the SePB antidepressant-like effect. In addition,
the preadministration of the selective serotonergic receptor antagonists WAY 100635
(0.1 mg/kg, subcutaneous route, s.c., a selective 5-HTia receptor antagonist),
ketanserin (1 mg/kg, i.p., a 5-HT2a2c receptor antagonist) and ondansetron (1 mg/kg,
I.p., a selective 5-HT3 receptor antagonist) also prevented the anti-immobility effect of
SePB, demonstrating that these receptors are involved in the antidepressant-like
effect of SePB. Searching new antidepressant drugs is noteworthy and this study
pointed out a new compound with antidepressant-like effect, whose mechanism of
action is related to modulation of serotonergic system.

Keywords: Major depression, benzamide, selenium, serotonin, tail suspension test.
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1. Introduction

Major depression is a heterogenic, multifactorial, complex and chronic mental
disorder that affects more than 300 million people of all ages around the world,
according to the World Health Organization (WHO) data, which show that depressive
disorders increase more than 18% between 2005 and 2015. WHO also projects that
depression will be the reason number one for incapacitation for work until 2030,
bringing significative social and economic losses (WHO, 2017).

The pathogenesis of depression has given rise to many theories, among them
the reduction of monoamine neurotransmitters like serotonin, noradrenaline and
dopamine in the central nervous system (Coppen, 1967), dysfunction in the
glutamatergic system (Sanacora et al., 2008), alterations of the hypothalamus-
hypophysis-adrenal axis (Merali et al., 2004), shrinkage of neurotrophic factors
(Duman & Monteggia, 2006) and disfunctions of the immune system (Dantzer et al.,
2014). However, monoaminergic deficiency is still considered the most clinically
relevant neurobiological theory. Among the monoamine neurotransmitters, serotonin
(5-HT) is the most extensively studied (Belmaker & Agam, 2008).

Most of the antidepressive treatments and especially those of the selective
serotonin reuptake inhibitors (SSRI's) class increase the efficiency of the
transmission of 5-HT in the postsynaptic neuron, inducing the activation of 5-HT
postsynaptic receptors (Artigas, 2013). Among the 5-HT receptor family, the most
widely studied receptors related to the physiopathology of depression are 5-HT1a, 5-
HT2a2c and 5-HTs. The 5-HT1a attracts special attention due to its central role in the
regulation of 5-HT neurotransmission, as well as being involved in stress response
mechanisms, aggressive behavior, anxiety and depression (Popova & Naumenko,

2013). As the commercially available treatments for depressive disorder do not show
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the efficacy wished in many situations, a lot of patients are resistant to this type of
treatment (Hegadoren et al., 2009; Dupuy et al., 2011). Beyond that, antidepressants
present presented innumerable limitations, such as a slow onset action and many
side effects (Paez-Pereda, 2005; Hillhouse & Porter, 2015). The SSRI’s, for example,
even being the most widely used treatment for major depressive disorders, show
beneficial effects after 2 to 4 weeks and only about 33% of patients show remission
to first-line treatment (Samuels et al., 2016). Therefore, it's necessary to search for
new treatments to provide antidepressant drugs with fast action time, fewer side
effects and a higher efficacy.

Many studies around selenium organic compounds have shown promising
pharmacological properties, such as antidepressants, anti-inflammatories,
antioxidants and antinociceptives (Nogueira et al., 2004; Savegnago et al., 2007b;
Savegnago et al., 2008; Bruning et al., 2010; Bruning et al., 2011; Roman et al.,
2014; Bruning et al., 2015; Pinto Brod et al., 2016). Selenium is an essential element
for human health and it is present in several mammals protective enzymes, including
glutathione peroxidase (GPx) and thioredoxin reductase (TrxR) (Reich & Hondal,
2016). This element has been used on chemical structures for the development of
new drugs over the years due to its pharmacological properties (Wrobel et al., 2016).
On another field, benzamide is a carbonic acid amide derivative from benzoic acid, it
has a wide range of pharmacological properties, such as antidepressive (Sonda et
al., 2005), analgesic (Coats et al., 2004), anti-inflammatory (Caliendo et al., 2001)
and anticonvulsant (Foster et al.,, 1999). Therefore, it is interesting to explore a
selenium containing-benzamide as a strategy for the development of new drugs

capable of acting on the depressive disorder.
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2. Material and methods
Animals

The tests were performed on adult male Swiss mice (25-30g) from the Central
Biotery of the Federal University of Pelotas. All experiments were performed on
separate groups of animals and each animal was used only once in each test. The
animals were maintained at 22 + 2°C, in a 12h light / 12h dark cycle until the moment
of the behavioral analyzes, with free access to water and food. The experiments were
conducted according to the standards of the UFPel Animal Ethics and Welfare
Committee (CEEA 4903-2017), affiliated to the Council for Control of Animal
Experiments (CONCEA), and according to National Institutes of Health Guide for the
care and use of laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978). Every
effort has been made to minimize animal suffering and reduce the number of animals

used in the experiments.

Drugs

SePB (Figure 1) was synthesized in the Nucleus of Synthesis and Application of
Organic and Inorganic Compounds (NUSAACOI), Federal University of Fronteira Sul
(UFFS), according to Balbom et al. (2019). Analysis of the H NMR and *C NMR
spectra showed analytical and spectroscopic data in full agreement with its assigned
structure. The chemical purity of SePB (99.9%) was determined by GC/MS. N-[2-[4-
(2-Methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-2pyridinylcyclohexanecarboxamide
(WAY100635), ketanserin and p-chlorophenylalanine (pCPA) were purchased from
Sigma Chemical Co. (St Louis, Missouri, USA). All other chemicals were of analytical
grade and obtained from standard commercial suppliers. The positive control drug

fluoxetine was administered to mice at a dose of 20 mg/kg, intraperitoneally (i.p.)
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(Shakiba et al., 2019). All drugs were diluted in saline, except SePB, that was diluted
in canola oil, and administered to mice in a constant volume of 10 ml/kg of body

weight. Appropriate vehicle-treated groups were also assessed simultaneously.

Behavioral analyses
Open-field test (OFT)

To evaluate possible effects of the treatments on the locomotor and exploratory
activities of mice, 4 min before the depressive-like behavioral analysis the animals
were evaluated in the open field test (OFT), according to Walsh and Cummins
(1976). Each mouse was inserted in the center of a wooden box (30 cm x 40 cm x 40
cm) in which the bottom was properly divided into 9 equal quadrants. For 4 minutes,
the number of quadrants crossed (crossings) and the frequency that the mouse stood
on two paws (rearings), both on the wall of the box and in the air, were recorded. At
the end of each test, the wooden crate was completely cleaned with alcohol 20% in

order to prevent possible sensory abilities of olfaction between animal tests.

Forced swimming test (FST)

Forced swimming test (FST) is a validated pharmacological test for the study
of depressive behavior, originally published by Porsolt et al. (1977). The mice were
individually forced to swim in an open cylindrical container (diameter 10 cm, height 25
cm), containing 19 cm of water at 25°C and their escape related mobility behavior
(latency for the first immobility episode and total duration of immobility) was recorded
during 6 min period by a blinded observer. Each mouse was judged to be motionless
when it stopped fighting and remained floating without moving in the water, making

only the movements necessary to keep its head above water. The water in the
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cylinder was changed after each swim session. An increase in the latency to the first
immobility episode as well as a reduction in the immobility time was considered
indicative of antidepressant-like effect. For the time-response curve of SePB in the
FST, the animals were treated intragastrically (i.g) with 10 mg/kg of SePB and after
different times (15, 30, 60 and 120 min) the FST was performed. For the dose-
response curve, the animals were treated with different doses of SePB (1, 10 and 50
mg/kg, i.g.) and after 30 min (the best time obtained in the time-response curve), the

FST was performed.

Tail Suspension Test (TST)

Another test widely used to identify depressive-like behavior in animals is the
tail suspension test (TST) (Steru et al., 1985). Each mouse was suspended 50 cm
above the floor by adhesive tape placed approximately 1 cm from the tip of the tail.
Each mouse was suspended for 6 min, and the time spent immobile as well as the
latency to the first immobility episode were recorded. Mice were considered immobile
only when they hung passively and completely motionless. An increased in the
latency to the first immobility episode as well as a reduction in the immobility time
was considered indicative of antidepressant-like effect. For the dose-response curve,
the animals were treated with different doses of SePB (1, 10 and 50 mg/kg, i.g.) and

after 30 min the TST was performed.

Involvement of the serotonergic system in the antidepressant-like effect ofSePB
In order to test the hypothesis that the antidepressant effect of SePB could be

mediated by its interaction with the serotoninergic system, mice were pretreated with
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p-CPA, a molecule capable of depleting brain 5-HT levels by inhibiting its
biosynthesis. p-CPA was administered to mice at a dose of 100 mg/kg
intraperitoneally, once daily, for 4 consecutive days (Machado et al., 2007). On the
fifth day (24 hours after the last administration of p-CPA), mice received SePB 10
mg/kg i.g. (an intermediate dose) 30 min before the TST.

To evaluate the contribution of specific 5-HT receptors in the antidepressant-like
effect of SePB, mice were pretreated with WAY100635 (0.1 mg/kg, s.c., a 5-HT1a
receptor antagonist), ketanserin (1 mg/kg, i.p., a 5-HT2a2c receptor antagonist) or
ondansetron (1 mg/kg, i.p., a 5-HT3 receptor antagonist). and after 15 min they
received SePB (10 mg/kg, i.g.) and 30 min later the TST was performed. The doses
and treatment schedule of the 5-HT receptors antagonists were chosen based on

previous experiments (Machado et al., 2007; Jesse et al., 2010; Bruning et al., 2011).

Statistical Analysis

The experimental data obtained were expressed as mean * standard error of
the mean (S.E.M). Normal distribution of data was assessed by the D’Agostino and
Pearson normality test. Comparisons among experimental groups were performed by
one-way or two-way ANOVA analysis of variance, when appropriate, followed by the
Newman-Keuls post-hoc test. The comparison between the control group and
fluoxetine was performed by the unpaired t-test. Probability values less than 0.05 (p <
0.05) were considered as statistically significant. All analyzes were performed using

GraphPad Software (GraphPad, San Diego, CA, USA).

3. Results

Antidepressant-like effect of SePB on FST
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A time course analysis of the SePB antidepressant-like profile was performed
applying the FST after 15, 30, 60 and 120 min from the treatment. As shown in
Figure 2, SePB at a dose of 10 mg/kg significantly increased the latency to the first
episode of immobility at 30 min after the treatment [F4,30) = 5.787, p = 0.0014] (Fig.
2A). Moreover, SePB reduced the immobility time of mice at all time points analyzed,
although at 30 min there was a greater reduction (38%) [F,30) = 14.56, p < 0.0001]
(Fig. 2B). No significant changes were observed in the number of crossings [F4,30) =
0.9712, p = 0.4378] and rearings [Fw4.30 = 1.376, p = 0.2658] among groups in the
OFT (Table S1). Considering these results, the SePB presented an antidepressive-
like effect on the FST and the 30 min time was chosen to perform a dose curve-
response on the FST and for the following behavioral tests.

The dose-response curve of the antidepressant-like effect of SePB (1, 10 and
50 mg/kg, i.g.) was constructed based on previous results obtained from
pharmacological activities of different organic compounds containing selenium
(Savegnago et al., 2007b; Savegnago et al., 2008; Bruning et al., 2011). The SePB,
administered to mice 30 min before the FST, increased the latency to immobility at
doses of 10 and 50 mg/kg [F@s.26) = 6.022, p = 0.003] (Fig. 3A) and decreased the
immobility time of mice at all doses [Fs,26) = 6.434, p = 0.0021] (Fig. 3B). Fluoxetine
was used as a positive control, at a dose of 20 mg/kg (i.p.). Fluoxetine increased the
latency for the first episode of immobility of mice [unpaired t-test, t = 5.15, df =12, p =
0.0002] (Fig. 3A) and reduced the total immobility time [unpaired t-test, t = 5.73, df =
12, p < 0.0001] (Fig. 3B), which validates the FST performed in this study. In
addition, no significant changes were observed in the number of crossings [F(3,26) =
1.077, p = 0.3762] and rearings [F@a,26) = 2.529, p = 0.0792] in the animals treated

with different doses of SePB in the OFT. Fluoxetine also did not modify the crossing
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number [unpaired t-test, t = 0.86, df = 12, p = 0.4049], but caused a decrease in the

number of rearings [unpaired t-test, t = 3,524, df = 11, p = 0.0048] (Table S2).

Antidepressant-like effect of SePB on TST

The mice treated with SePB 30 min before the TST demonstrated an increase
in the latency to the first episode of immobility, starting at the 10 mg/kg, as shown in
figure 4A [F@27) = 5.68, p = 0.0038]. Beyond that, SePB reduced the immobility time
of mice at all doses tested (Fig. 4B) [Fs.27 = 5.975, p = 0.0029]. As a test validator,
fluoxetine (20 mg/kg) also increased the latency to the first episode of immobility
[unpaired t-test, t = 2.86, df = 14, p = 0.0126] and reduced the total immobility time
[unpaired t-test, t = 2.94, df = 14, p = 0.0107] of mice in the TST. These results
demonstrate that SePB present antidepressant-like effect in the TST. The dose of 10
mg/kg of SePB was effective both in the increase of latency to the first episode of
immobility and in the decrease of immobility time in the TST and, therefore, was
selected for the subsequent studies in the TST to evaluate the involvement of the

serotonergic system in the antidepressant-like effect of SePB.

3.3 Involvement of the serotonergic system in the antidepressant-like effect of SePB

The results depicted in Figure 5 demonstrate that the pretreatment of mice
with the 5-HT synthesis inhibitor p-CPA prevented the antidepressant-like effect of
SePB (10 mg/kg) in the TST. p-CPA blocked both the increase in the latency to the
first episode of immobility [interaction Fa,26 = 9.88, p = 0.0041] (Fig. 5A) and the
reduction of the total immobility time induced by SePB [interaction F,26 = 9.342, p =

0.0051] (Fig. 5B). The p-CPA and/or SePB treated animals presented no changes in
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locomotor activity when compared to the vehicle group, either in crossing or in
rearing number (p > 0.05) (Table S3).

To address the role of specific serotonergic receptors in the antidepressant-
like effect of SePB, mice were pretreated with different 5-HT receptors antagonists.
As can be seen in Figure 6, the pretreatment of mice with WAY100635 (a 5-HTia
receptor antagonist) blocked the effect of SePB (10 mg/kg) on TST. SePB increased
the latency to the first episode of immobility and decreased the immobility time of
mice, demonstrating its antidepressant-like effect and WAY100635 prevented the
alterations in the total immobility time [interaction F27) = 4.679, p = 0.040] (Fig. 6A),
and in the latency to first immobility [interaction Fa,27) = 9.675, p = 0.004] (Fig. 6B)
caused by SePB. In the OFT, no significant effects of tested treatments were found
on locomotor activity (P > 0.05) (Table S4).

The pretreatment of mice with ketanserin (a 5-HT2a/2c receptor antagonist) also
prevented the antidepressant-like effect of SePB (10 mg/kg) in the TST, once this
antagonist blocked the increase in the latency to first episode of immobility caused by
the compound [interaction Fa3s5 = 23.13, p < 0.001] (Fig. 7A) and the decrease in
the total immobility time [interaction Fu,35 = 13.15, p < 0.001] (Fig.7B) of mice
caused by SePB treatment. No significant change was found in the number of
crossings (p > 0.05) in the animals treated with SePB and/or ketanserin, but an
interaction of ketanserin and SePB treatment was found for rearing statistical
analysis [F(1,35 = 6.036, p < 0.0189], and post hoc comparisons revealed that
animals treated with ketanserin and SePB had a decrease of rearing episodes when
compared with the control group (Table S5).

Ondansetron (a 5-HT3s receptor antagonist) also blocked the antidepressant-

like effect of SePB (10 mg/kg) on TST, demonstrated by the prevention of both the
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increase of the latency to first episode of immobility [F,36) = 4.795, p = 0.0351] (Fig.
8A) and the reduction of immobility time [F,3s = 10.05, p = 0.0031] (Fig. 8B) of
mice caused by SePB. No significant changes were observed in the locomotor

activity of mice in the OFT (p > 0.05) (Table S6).

4. Discussion

The results presented in this study demonstrate that SePB, an
organoselenium compound, has antidepressant-like effect in mice when evaluated in
the FST and TST. SePB induced an increase in the latency to the first episode of
immobility as well as a reduction in the total immobility time of the animals in both
tests. The antidepressant-like effect of SePB is inferred from its anti-immobility
effects in those tests (Steru et al., 1985). Accordingly, fluoxetine, a well-known
antidepressant drug, also produced anti-immobility effects in both tests used in this
study. In addition, SePB, at all doses tested, did not generate any locomotor
alteration in animals when compared to the control group in the OFT. This indicates
that a psychostimulant effect is not responsible for the decrease in immobility time
that SePB provokes, in both FST and TST tests.

There are several theories related to the pathogenesis of depression. The
monoamine deficit is the most widely accepted and among the different monoamines,
the 5-HT stands out (Coppen, 1967). Molecules that block 5-HT reuptake or inhibit
the monoamine oxidase (MAQO), an enzyme responsible for degrading monoamines,
increase the availability of 5-HT in the synaptic cleft and have been clinically effective
as antidepressants (Belmaker & Agam, 2008). Thus, in this study, the
pharmacological involvement of the serotonergic system in the antidepressant-like

effect of SePB was evaluated. To investigate this possible relation, the animals were
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pretreated with p-CPA, a tryptophan hydroxylase enzyme inhibitor, known for
decreasing the brain 5-HT levels. The depletion of 5-HT by p-CPA completely
antagonized the antidepressant-like effect caused by SePB in the TST. The fact that
5-HT depletion reversed the anti-immobility effect of SePB indicates that its
antidepressant-like action requires the 5-HT system to be intact, showing the
involvement of the serotonergic system with the antidepressant-like effect of SeBP.

Different groups of 5-HT receptors have been demonstrated to be targets for
antidepressant drugs (Bruning et al., 2011; Yohn et al., 2017; Kedzierska et al.,
2019). These receptors are divided into seven groups and are G protein—coupled
receptors (GPCR), with exception of 5-HTs that is an ionotropic receptor. The present
study evaluated the involvement of the 5-HT1a, 5-HT2a2c and 5-HTs receptors in the
antidepressant-like effect of SePB (10 mg/kg) in the TST in mice, through
administration of selective antagonists of these receptors.

The 5-HT1a antagonist WAY 100635 totally blocked the anti-immobility effect of
SePB in the TST without changing the locomotor activity of mice, which indicates that
the 5-HTia receptor is involved in the antidepressant-like effect of SePB. The 5-HT1a
receptors are present in the frontal cortex, hippocampus, amygdala, and raphe
nuclei, and their distribution is similar in rodent and human brains (Kedzierska et al.,
2019). Previous studies have shown that indeed there is a relation between the 5-
HT1a receptor and the physiopathology of depression Through positron emission
tomography (PET), it was demonstrated that patients with major depressive disorders
presented a widespread reduction in the availability of 5-HTia receptors suggesting
the involvement of this receptor subtype in the pathophysiology of the illness
(Hirvonen et al.,, 2008). In this context, research have been made to develop

molecules that activate 5-HT1a receptors exhibiting potent, rapid-acting and sustained
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antidepressant-like effect in animal models (Samuels et al., 2016; Sniecikowska et
al., 2019). Some of them are already approved as antidepressant drugs, such as
vilazodone and vortioxetine (Mcintyre, 2017).

The 5-HT2 receptors are also widely distributed at varying densities throughout
the brain, in a pattern that suggests that their activation may be implicated in the
regulation of mood disorders (Celada et al., 2004). Various 5-HT2c subtype receptor
agonists, for example, were active in the FST, suggesting their antidepressant
efficacy (Cryan & Lucki, 2000). In this work, the 5-HT2a2c receptor antagonist
ketanserin prevented the antidepressant-like effect of SePB (10 mg/kg) in the TST,
without causing locomotor alterations. This result shows that the 5-HT2ar2c receptor is
some way related to the antidepressant-like action of SePB.

Furthermore, the administration of ondansetron, a selective 5-HT3s receptor
antagonist, prevented the antidepressant-like effect of SePB (10 mg/kg), without
changing locomotor activity parameters, showing that the 5-HTs receptor is also
involved in the antidepressant-like effect of SePB. The role of 5-HTs receptors in
depressive disorders is less studied than 5-HTia and 5-HT2azc, but the
antidepressant-like effect of other organoselenium compounds was also inhibited by
ondansetron (Savegnago et al., 2007a; Bruning et al., 2011).

Due to the fact that drugs having some clinical effectiveness in treating
depression present several limitations, such as a slow onset of action and many side
effects (Paez-Pereda, 2005), the results obtained in this study are of interest. SePB
induced antidepressant-like effect in both FST an TST at low doses, two well-known
animal models for screening antidepressant drugs. Beyond, the study demonstrated
that the mechanism of action of SePB is related to the serotonergic system, because

there is a dependence between the drug effect and the monoamine 5-HT, once the
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depletion of 5-HT by p-CPA completely abolished the antidepressant-like effect of
SePB. Furthermore, through the administration of selective antagonists of the
serotonin receptors 5-HTia (WAY100635), 5-HT2a2c (ketanserin) and 5-HTs
(ondansetron), it was possible to establish that the SePB antidepressant-like action is
closely related to these receptors, once all antagonists blocked the effect of SePB.
Further studies are needed to determine exactly how SePB interacts with the
serotonergic system an if others neurotransmission systems are involved in its

antidepressant-like effect.
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Figure captions

Figure 1. Chemical structure of N-(3-(phenylselanyl)prop-2-yn-1-yl)benzamide

(SePB).

Figure 2. Time-response curve of the antidepressant-like effect of SePB (10 mg/kg,
i.g.) in mice in the FST (panels A and B show the latency to the first episode of
immobility and the total immobility time, respectively). SePB was administered 15, 30,
60 and 120 minutes before the FST. Values are expressed as a mean + S.E.M of 7
animals per group. (*) p < 0.05 and (***) p < 0.001 when compared with the control

group (one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test).

Figure 3. Dose-response curve of the antidepressant-like effect of SePB (1-50
mg/kg, i.g.) in mice in the FST (panels A and B show the latency to the first episode
of immobility and the total immobility time, respectively). SePB was administered 30
minutes before the FST. Values are expressed as a mean + S.E.M of 7-8 animals per
group. (**) p < 0.01 and (***) p < 0.001 when compared with the control group (one-
way ANOVA followed by Newman-Keuls test). Fluoxetine was used as a positive

control (20 mg/kg, i.p.) (*** p < 0.001, unpaired t-test).

Figure 4. Dose-response curve of the antidepressant-like effect of SePB (1-50
mg/kg, i.g.) in mice in the TST (panels A and B show the latency to the first episode
of immobility and the total immobility time, respectively). SePB was administered 30
minutes before the TST. Values are expressed as a mean = S.E.M of 7-8 animals per
group. (*) p < 0.05, (**) p < 0.01 and (***) p < 0.001 when compared with the control
group (one-way ANOVA followed by Newman-Keuls). Fluoxetine was used as a

positive control (20 mg/kg, i.p.) (* p < 0.05, unpaired t-test).
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Figure 5. Effect of p-CPA pretreatment (100 mg/kg; i.p., once daily for 4 consecutive
days) on SePB antidepressant-like action (10 mg/kg, i.g., 24h after last p-CPA
administration and 30 min before the test) in the TST (panels A and B show the
latency to the first episode of immobility and the total immobility time, respectively).
Values are expressed as a mean + S.E.M of 7-8 animals per group. (**) p < 0.01
when compared with the vehicle treated group. (#) p < 0.05 and p < 0.001 when
compared with SePB treated group (two-way ANOVA followed by Newman-Keuls

test).

Figure 6. Effect of WAY100635 pretreatment (0.1 mg/kg, s.c.) on SePB
antidepressant-like action (10 mg/kg, i.g.) in the TST (panels A and B show the
latency to the first episode of immobility and the total immobility time, respectively).
WAY100635 was administered 15 min before SePB and the TST was performed 30
min after SePB administration. Values are expressed as a mean + S.E.M of 7-8
animals per group. (*) p < 0.05 when compared with the vehicle treated group. (#) p <
0.05 when compared with the SePB treated group (two-way ANOVA followed by

Newman-Keuls test).

Figure 7. Effect of Ketanserin pretreatment (1 mg/kg, i.p.) on SePB antidepressant-
like action (10 mg/kg, i.g.) in the TST (panels A and B show the latency to the first
episode of immobility and the total immobility time, respectively). Ketansein was
administered 15 min before SePB and the TST was performed 30 min after SePB
administration. Values are expressed as a mean + S.E.M of 9-10 animals per group.

(***) p < 0.001 when compared with the vehicle treated group. (###) p < 0.001 when



65

compared with the SePB treated group (two-way ANOVA followed by Newman-Keuls

test).

Figure 8. Effect of ondansetron pretreatment (1 mg/kg, i.p.) on SePB antidepressant-
like action (10 mg/kg, i.g.) in the TST (panels A and B show the latency to the first
episode of immobility and the total immobility time, respectively). Ondansetron was
administered 15 min before SePB and the TST was performed 30 min after SePB
administration. Values are expressed as a mean = S.E.M of 9-11 animals per group.
(***) p < 0.001 when compared with the vehicle treated group. (###) p < 0.001 when
compared with the SePB treated group (two-way ANOVA followed by Newman-Keuls

test).
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Figure 5
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Figure 6
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Table S1. Time-response curve of SePB in the open-field test (OFT)

Groups Crossings Rearings

Control 78.29 £4.37 47.43 +1.85
15 min 79.00 £8.44 53.29 +1.77
30 min 88.43 £4.96 56.14 +4.09
60 min 91.71 £8.93 49.00 +4.00
120 min 92.00 £6.38 50.43 +2.17

SePB (10 mg/kg, i.g.) was administered 15, 30, 60 and 120 minutes before the
OFT. The number of crossings and rearings are expressed as a mean + S.E.M

of 7 animals per group.

Table S2. Dose-response curve of SePB in the open-field test (OFT)

Groups Crossings Rearings
Control 70.13 £4.56 47.86 £2.93
SePB 1 mg/kg 74.71 +5.24 43.67 +2.46
SePB 10 mg/kg 71.00 +3.41 42.50 +2.50
SePB 50 mg/kg 63.14 + 4.84 36.17 +3.62
Fluoxetine 80.50 + 12.62 25.33 £ 6.03**

SePB (1-50 mg/kg, i.g.) was administered 30 minutes before the OFT. The
number of crossings and rearings are expressed as a mean + S.E.M of 7-8
animals per group. Fluoxetine was used as a positive control (20 mg/kg, i.p.) (**

p < 0.01, unpaired t-test).
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Table S3. Effect of p-CPA and/or SePB in the open-field test (OFT)

Groups Crossings Rearings

Control 79.57 £10.70 28.71 +£3.44
p-CPA 77.38 £6.38 28.38 £1.97
SePB 80.75 +£6.39 28.50+2.31
SePB + p-CPA 70.29 +6.44 30.57 £2.90

p-CPA (100 mg/kg; i.p.) was administered daily for 4 consecutive days. 24h
after the last p-CPA administration the mice received SePB (10 mg/kg, i.g.) and
after 30 min the OFT was performed. The number of crossings and rearings are

expressed as a mean £ S.E.M of 7-8 animals per group.

Table S4. Effect of WAY100635 and/or SePB in the open-field test (OFT)

Groups Crossings Rearings

Control 57.13 £6.73 2450 £4.47
WAY100635 56.00 +4.27 26.86 £ 3.78
SePB 52.88 +3.31 25.13+2.33
SePB + WAY100635 60.25 +£4.15 24.38 £2.73

WAY100635 (0.1 mg/kg, s.c.) was administered 15 min before SePB (10 mg/kg,
I.g.) and the OFT was performed 30 min after SePB administration. The number

of crossings and rearings are expressed as a mean £ S.E.M of 7-8 animals per

group.
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Table S5. Effect of ketanserin and/or SePB in the open-field test (OFT)

Groups Crossings Rearings
Control 54.89 +4.63 18.11 +1.34
Ketanserin 54.20 +3.47 17.11 £3.13
SePB 64.60 £4.78 23.89 £1.40
SePB + Ketanserin 50.70 +2.45 10.20 £2.13 *#

Ketanserin (1 mg/kg, i.p.) was administered 15 min before SePB (10 mg/kg, i.g.)
and the OFT was performed 30 min after SePB administration. The number of
crossings and rearings are expressed as a mean + S.E.M of 9-10 animals per
group. (*) p < 0.05 when compared to the vehicle treated group. (#) p < 0.05
when compared with the SePB treated group (two-way ANOVA followed by

Newman-Keuls test).

Table S6. Effect of ondansetron and/or SePB in the open-field test (OFT)

Groups Crossings Rearings

Control 58.91 +5.66 24.55 +2.66
Ondansetron 51.33+3.44 22.67 +2.08
SePB 55.22 +12.11 2250 +£3.73
SePB + ondansetron 57.91 +5.87 24.60 +3.38

Ondansetron (1 mg/kg, i.p.) was administered 15 min before SePB (10 mg/kg,
i.g.) and the OFT was performed 30 min after SePB administration. The number

of crossings and rearings are expressed as a mean = S.E.M of 9-11 animals per

group.
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5 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesta dissertacdo permitem concluir que o
composto N- (3- (fenilselanil) prop-2-in-1-il) benzamida (SePB) apresenta acéo do
tipo antidepressiva em camundongos no TNF e TSC, e que esta acdo seja
possivelmente mediada pelo sistema serotoninérgico. Desta forma, este composto
organico de Se torna-se um candidato a possivel agente terapéutico para o
tratamento das desordens depressivas, mediante estudos mais aprofundados em

torno desta molécula.
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Pelotas. 05 de outubro de 2017

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo do potencial farmacologico
de benzamidas selenopropargilicas em modelos de dor e depressio em
camundongos” processo nimero 23110.004903/2017-74, de responsabilidade de César
Augusto Bruning - que envolve a produgio, manutengdio ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal
(CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua complementagio pela Comissio

de Etica em Experimentagdo Animal, em reunido de 02/10/2017.

Finalidade ( X)) Pesquisa ( ) Ensino
Vigéncia da autorizagdo 05/10/2017 a 15/09/2020
Espécie/linhagem/raga Mus muscullus/Swiss
N° de animais 656
Idade 60 dias
Sexo 650 machos e 6 fémeas
Origem Biotério Central - UFPel

Solicitamos, ap6s tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto a0 COBALTO

para posterior registro no COCEPE (cddigo para cadastro n° CEEA 4903-2017).
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