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Resumo

Besckow, Evelyn Mianes. Efeito tipo antidepressivo da benzamida N-(3-
(fenilselenil)prop-2-in-1-ilica (SePB) em camundongos: implicagcfes no sistema
dopaminérgico. Orientador: César Augusto Brining. 2024. 98f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Programa de Pds-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospecgdo — Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2024.

Devido a sua complexidade e heterogeneidade, os transtornos depressivos
(TDs) apresentam desafios significativos aos tratamentos convencionais, destacando
a necessidade de inovacdes terapéuticas na area. A N-(3-(fenilselenil)prop-2-in-1-ilica
tem sido objeto de estudos pré-clinicos devido ao seu efeito tipo antidepressivo, o qual
foi demonstrado em camundongos. Embora a influéncia serotoninérgica neste efeito
ja tenha sido demonstrada, outros sistemas de transmissdo associados aos TDs,
como o dopaminérgico e o noradrenérgico, ainda ndo foram investigados. Este estudo
buscou aprofundar a compreensdo do mecanismo subjacente ao efeito tipo
antidepressivo da SePB, utilizando o teste da suspensédo pela cauda (TSC) para
investigar a participagdo dos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico.
Adicionalmente, procedeu-se a avaliacao do perfil farmacocinético in silico da SePB.
A administracdo de antagonistas dopaminérgicos (sulpirida 50 mg/kg, intraperitoneal,
um antagonista seletivo dos receptores Dz3; SCH23390 0,01 mg/kg, subcutanea, um
antagonista dos receptores Di; e haloperidol 0,05 mg/kg, i.p., um antagonista nao
seletivo de receptores de dopamina) antes da administracdo de SePB (10 mg/kg,
intragastrica) impediu o efeito anti-imobilidade demonstrado pela SePB no TSC,
evidenciando o envolvimento desses receptores no efeito tipo antidepressivo da
SePB. Ja a pré-administracdo de antagonistas noradrenérgicos (prazosina 1 mg/kg,
i.p., um antagonista ai-adrenérgico; yohimbina 1 mg/kg, i.p., um antagonista ae-
adrenérgico; e propranolol 2 mg/kg, i.p., um antagonista 3-adrenérgico) e SePB (10
mg/kg) ndo blogueou o efeito tipo antidepressivo observado no TSC, sugerindo que
0s receptores noradrenérgicos nao contribuem para a acao terapéutica demonstrada
pela SePB. A coadministracdo de SePB e bupropiona (um inibidor de recaptacdo de
noradrenalina/dopamina) em doses subefetivas (0,1 e 3 mg/kg, respectivamente)
produziu efeitos tipo antidepressivos, corroborando com os resultados anteriores e
demonstrando que o sistema dopaminérgico parece estar implicado no efeito tipo
antidepressivo da SePB. O perfil farmacocinético da SePB demonstrou boa
biodisponibilidade oral e baixa toxicidade, sugerindo sua viabilidade como candidato
a possivel farmaco. Esses resultados sugerem que o mecanismo de acédo da SePB,
um novo composto com efeito tipo antidepressivo, esta relacionado a modulacdo do
sistema dopaminérgico e pode representar uma nova alternativa farmacolégica a ser
explorada nos TDs.

Palavras-chave: depresséo; selénio; benzamida; SePB; sistema dopaminérgico.



Abstract

Besckow, Evelyn Mianes. Antidepressant-like effect of N-(3-(phenylselenyl)prop-
2-in-1-yl) benzamide (SePB) in mice: implications on the dopaminergic system.
Advisor: César Augusto Briining. 2024. 95f. Dissertation (Master of Science) -
Biochemistry and Bioprospecting Postgraduate Program - Center for Chemical,
Pharmaceutical and Food Sciences, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2024.

Owing to their complexity and heterogeneity, depressive disorders present
significant challenges to conventional treatments, highlighting the need for therapeutic
innovations in this area. N-(3-(phenylselenyl)prop-2-in-1-yl (SePB) has been the
subject of preclinical studies owing to its antidepressant-like effects, as demonstrated
in mice. Although the serotonergic influence on this effect has already been
demonstrated, other transmission systems associated with DDs, such as the
dopaminergic and the noradrenergic systems, have not yet been investigated. This
study sought to deepen the understanding of the mechanism underlying the
antidepressant-like effect of SePB using the tail suspension test (TSC) to investigate
the involvement of the dopaminergic and noradrenergic systems. Additionally, the in
silico pharmacokinetic profile of SePB was evaluated. Administration of dopaminergic
antagonists (sulpiride 50 mg/kg, intraperitoneal injection, a selective D23 receptor
antagonist; SCH23390 0.01 mg/kg, subcutaneous route, a D1 receptor antagonist; and
haloperidol 0.05 mg/kg/kg, intraperitoneal injection, a non-selective dopamine receptor
antagonist) before the administration of SePB (10 mg/kg, intragastric) prevented the
anti-immobility effect demonstrated by SePB in the TSC, highlighting the involvement
of these receptors in the antidepressant-like effect of SePB. Meanwhile, pre-
administration of noradrenergic antagonists (prazosin 1 mg/kg, i.p., an ai-adrenergic
antagonist; yohimbine 1 mg/kg, i.p., an az-adrenergic antagonist; and propranolol 2
mg/kg, i.p., a B-adrenergic antagonist) and SePB (10 mg/kg) did not block the
antidepressant-like effect observed in TSC, suggesting that noradrenergic receptors
do not contribute to the therapeutic action demonstrated by SePB. Co-administration
of SePB and bupropion (a norepinephrine/dopamine reuptake inhibitor) at ineffective
doses (0.1 and 3 mg/kg, respectively) produced antidepressant-like effects,
corroborating previous results and demonstrating that the dopaminergic system
appears to be implicated in the antidepressant-like effect of SePB. The
pharmacokinetic profile of SePB demonstrated good oral bioavailability and low
toxicity, suggesting its viability as a potential drug candidate. These results suggest
that the mechanism of action of SePB, a novel compound with antidepressant-like
effects, is related to modulation of the dopaminergic system and may represent a new
pharmacological alternative to be explored in DDs.

Keywords: depression; selenium; benzamide; SePB; dopaminergic system.
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1 Introducéo

A significativa prevaléncia global dos transtornos depressivos (TDs), que
afetam aproximadamente 280 milhGes de pessoas em todo o mundo (constituindo
3,8% da populacao), destaca a necessidade de uma compreensao aprofundada
desses transtornos (WHO, 2019). A complexidade dessas condi¢bes, marcada por
uma diversidade de sintomas, sugere a presenca de varias explicacdes para sua
fisiopatologia (Athira; Bandopadhyay; Samudrala; Naidu et al., 2020).

A compreensédo da origem da depressao evoluiu conceitualmente ao longo das
décadas, transitando desde a vis&o inicial, associada a um estado de baixo &nimo, até
teorias mais contemporaneas que incorporam alteracdes bioquimicas, fisiolégicas e
ambientais (Billings; Cronkite; Moos, 1983; Rousseau, 2000). Dentre as teorias
fisiopatolégicas dos TDs destaca-se a hipotese monoaminérgica, a qual
desempenhou um papel central ao fundamentar os tratamentos farmacoldgicos atuais.
No entanto, embora a deficiéncia de monoaminas seja relevante, ndo parece ser a
Unica causa dos TDs (Coppen, 1967; Li; Frye; Shelton, 2012). O estresse emerge
como um fator significativo, impactando o eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HHA)
(Leistner; Menke, 2020). Adicionalmente, a diminui¢do do fator neurotréfico derivado
do cérebro, o qual regula a plasticidade neuronal (Nunes; Nascimento; Kim;
Andreazza et al., 2018); a hiperativacdo do sistema imunoldgico (Rhie; Jung; Shim,
2020); e a disfuncdo na via mesolimbica dopaminérgica associada a recompensa
(Cox; Witten, 2019) surgem como outras teorias relevantes.

O sistema de recompensa desempenha um papel importante no controle
motivacional, e sua disfuncdo esta relacionada ao sintoma de anedonia, que se
caracteriza pela incapacidade de experimentar prazer em atividades normalmente
gratificantes, sendo prevalente nos TDs (WHO, 2021). A anedonia parece estar
associada tanto a gravidade dos TDs quanto a resisténcia aos tratamentos
antidepressivos convencionais (Belujon; Grace, 2017; Zimmerman; Balling;
Chelminski; Dalrymple, 2018). Diante dessa condig¢éo, tém sido exploradas estratégias
terapéuticas que se concentram na modulacdo do sistema dopaminérgico,
considerando o papel central desse neurotransmissor no processamento de
recompensas (Zhao; Cheng; Piao; Cui et al., 2022).

De fato, a estimulacdo do receptor Di foi associada a efeitos tipo
antidepressivos em animais. Além disso, a inibicao do receptor D2 parece aumentar a
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transmissdo dopaminérgica, melhorando sintomas depressivos (Admon; Kaiser;
Dillon; Beltzer et al., 2017; Desormeaux; Demars; Davenas; Jay et al., 2020). Também
hé& indicios da relevancia dos receptores D3 e D4 na fisiopatologia dos TDs (Hui; Du;
Xu; Zhang et al., 2020; Leggio; Salomone; Bucolo; Platania et al., 2013). Estes
receptores parecem representar op¢des promissoras para inovagdes terapéuticas nos
TDs.

A regulacao do sistema noradrenérgico também emerge como uma perspectiva
promissora no tratamento dos TDs, conforme evidenciado por estudos pré-clinicos
gue revelam efeito tipo antidepressivos em animais (Du; Yin; Yuan; Zhang et al., 2020;
Li; Feng; Zhou; Zhang et al., 2018). Além disso, a modulacdo desse sistema pode
trazer vantagens significativas no manejo dos sintomas somaticos associados aos
TDs, como a dor neuropatica (Bravo; Llorca-Torralba; Berrocoso; Mico, 2019; Liu;
Zhao; Fan; Guo, 2019). Assim, torna-se interessante explorar o potencial terapéutico
do sistema noradrenérgico para desenvolver novas abordagens clinicas relacionadas
aos TDs.

A inclusdo de animais em pesquisas farmacéuticas desempenha um papel
importante no progresso cientifico (Garattini; Grignaschi, 2017). Ratos e
camundongos, devido as suas semelhancas genéticas e fisiolégicas com os humanos,
sdo escolhas comuns como modelos animais (Gibbs; Weinstock; Metzker; Muzny et
al., 2004; Mouse Genome Sequencing; Waterston; Lindblad-Toh; Birney et al., 2002).
Apesar dos desafios na replicacdo de estados emocionais, a utilizagdo de animais no
estudo dos TDs permite investigar aspectos comportamentais, neuroquimicos e
moleculares relacionados a depressdo. Isso ndo apenas proporciona uma
compreensdo mais abrangente da doenca, como também possibilita o
desenvolvimento e estudo de novas terapias farmacolégicas (Wang; Timberlake; Prall;
Dwivedi, 2017).

Os compostos orgéanicos de selénio tém sido alvo de estudos relacionados a
depressdo, buscando compreender tanto seu potencial terapéutico quanto o0s
mecanismos subjacentes (Da Rocha; Pires; Presa; Besckow et al., 2023; Da Silva
Teixeira Rech; Goncalves Alves; Nornberg Strelow; Devantier Kruger et al., 2021;
Papp; Gruca; Lason; Niemczyk et al., 2019; Posser; Kaster; Barauna; Rocha et al.,
2009). Dentre esses compostos, destaca-se a benzamida N-(3-(fenilselenil)prop-2-in-

1-ilica (SePB), evidenciando efeito tipo antidepressivo em ensaios pré-clinicos com
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camundongos (Besckow; Nonemacher; Garcia; Da Silva Espindola et al., 2020b;
Besckow; Pires; Giehl; Godoi et al., 2023). Apesar de seu efeito estar associado ao
sistema serotoninérgico, ainda ndo foram exploradas intera¢cdes com outros sistemas
de transmissdo (Besckow; Nonemacher; Garcia; Da Silva Espindola et al., 2020Db).
Considerando que alguns compostos de selénio interagem com o0 sistema
dopaminérgico (Da Silva Teixeira Rech; Goncalves Alves; Nornberg Strelow;
Devantier Kruger et al., 2021; Sampaio; Bilheri; Zeni; Nogueira, 2020), a SePB, além
de modular o sistema serotoninérgico, pode apresentar agdo no sistema
dopaminérgico, podendo ser um candidato inovador a um novo farmaco que preencha

as lacunas terapéuticas dos antidepressivos atuais.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a contribuicdo do sistema dopaminérgico e
noradrenérgico na acdo terapéutica demonstrada pela benzamida N-(3-
(fenilselenil)prop-2-in-1-ilica (SePB) além de investigar parametros farmacocinéticos

in silico.

2.2 Objetivos especificos

— Explorar a participacdo dos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico
na agao tipo antidepressiva da SePB em camundongos machos por meio da
administracdo de antagonistas de receptores dopaminérgicos e noradrenérgicos;

— Investigar o efeito do tipo antidepressivo proveniente da interacao entre
doses subefetivas de SePB e bupropiona (um farmaco inibidor de recaptacdo de
NA/DA);

— Prever e analisar parametros farmacocinéticos da SePB através de uma

plataforma computacional.
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3 Reviséo bibliografica
3.1 Transtornos depressivos

De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais, 52
edicdo (DSM-5), e a Classificacdo Internacional de Doencas, 112 edi¢ao (CID-11), os
Transtornos Depressivos (TDs) sdo categorizados para fins de diagndstico (American
Psychiatric Association, 2013; WHO, 2021). No DSM-5, elaborado pela Associagéo
Psiquiatrica Americana, os TDs sdo divididos em: transtorno disruptivo da
desregulacdo do humor; transtorno depressivo maior (TDM) (incluindo episddio
depressivo maior); transtorno depressivo persistente (distimia); transtorno disforico
pré-menstrual; transtorno depressivo induzido por substancia/medicamento;
transtorno depressivo devido a outra condicdo médica; outro transtorno depressivo
especificado e transtorno depressivo ndo especificado (American Psychiatric
Association, 2013). J4 no CID-11, redigido pela Organizacdo Mundial da Saude, os
TDs séao divididos em: transtorno depressivo de episédio Unico; transtorno depressivo
recorrente; transtorno distimico; transtorno misto depressivo e de ansiedade;
transtorno disférico pré-menstrual; outros transtornos depressivos especificados e
transtornos depressivos néo especificados (WHO, 2021).

Apesar de ambos categorizarem os TDs para fins de diagndstico, existem
algumas diferencas entre tais classificacdes. O CID-11 e o DSM-5 apresentam
abordagens distintas no diagnéstico de episodios depressivos. O CID-11 estabelece
critérios mais especificos, exigindo a presenca simultanea de pelo menos cinco de
dez sintomas, como humor deprimido, perda de interesse ou prazer, e alteracdes no
sono, por no minimo duas semanas (WHO, 2021). Por outro lado, o DSM-5 requer a
presenca de cinco ou mais sintomas, incluindo humor deprimido ou perda de interesse
ou prazer, durante a mesma quinzena (American Psychiatric Association, 2013).

Distingbes também ocorrem em relacdo ao diagnoéstico de depressdo na
presenca de luto. O CID-11 orienta a fazer um diagnostico de episddio depressivo
apenas se os sintomas nao forem melhor explicados pelo luto (WHO, 2021). Ja o
DSM-5 ndo exclui o diagnostico de depressdo na presenca de luto (American
Psychiatric Association, 2013). Além disso, o CID-11 possui uma categoria separada
para transtorno distimico, caracterizado por humor deprimido persistente
acompanhado de sintomas depressivos adicionais durante a maior parte do dia, na

maioria dos dias, sem episodios depressivos completos durante os primeiros dois
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anos (WHO, 2021). Em contraste, o DSM-5 combina transtorno distimico e transtorno
depressivo maior crénico em uma uUnica categoria, 0 transtorno depressivo
persistente, dando prioridade ao tempo de duracdo dos sintomas sobre a gravidade
dos sintomas (American Psychiatric Association, 2013).

A categorizacdo dos TDs é crucial para proporcionar diagnosticos adequados,
dada a sua expressiva prevaléncia. Aproximadamente 280 milhées de pessoas em
todo o mundo sao afetadas por TDs, correspondendo a 3,8% da populagéo,
englobando 5% dos adultos (4% entre os homens e 6% entre as mulheres) e 5,7%
dos adultos com mais de 60 anos (WHO, 2019). Apesar de serem bastante
prevalentes, ainda ndo compreendemos completamente como ocorrem os TDs. Para
encontrar tratamentos mais eficazes, € fundamental aprofundar o estudo sobre a
origem desses transtornos. Entretanto, devido a diversidade de sintomas, parece que
ha mais de uma explicacdo para a sua fisiopatologia (Athira; Bandopadhyay;
Samudrala; Naidu et al., 2020).

O termo "depresséao" foi inicialmente associado ao estado de baixo animo por
Samuel Johnson na década de 1750 (Rousseau, 2000). Ao longo dos anos, Varias
teorias com diferentes enfoques foram propostas, emergindo a visdo da depresséo
como uma adaptacdo evolutiva a um ambiente social desfavoravel, incorporando
elementos ambientais, sociais e evolutivos. (Billings; Cronkite; Moos, 1983). A
complexa interacdo entre fatores genéticos e ambientais na predisposicao aos TDs foi
estudada ao longo do tempo, sugerindo que os fatores hereditarios representam uma
contribuicdo menor para o risco de desenvolvimento de TDs, sendo a influéncia
ambiental mais significativa (Machlitt-Northen; Keers; Munroe; Howard et al., 2022).
As interacdes gene-ambiente podem ter impactos significativos no cérebro, alterando
estruturas como areas limbicas e corticais, resultando em anormalidades funcionais
associadas a alerta, comportamento, pensamentos, aprendizado e memobria.
Mecanismos epigenéticos, que envolvem mudangas na cromatina capazes de
modificar a expressao génica sem alterar a sequéncia do DNA, sdo considerados
mediadores dessas interacdes (Penner-Goeke; Binder, 2019).

Paralelamente, as alteragfes bioquimicas e fisiologicas sdo extensivamente
estudadas nos TDs, abrangendo modificacbes nos niveis e fungdes de
neurotransmissores, neuromoduladores, fatores neurotréficos, componentes do eixo

HHA e do sistema imunolégico (Athira; Bandopadhyay; Samudrala; Naidu et al., 2020).
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Parece existir uma estreita relacéo entre os TDs e disfuncdes na excitabilidade neural
e nos sistemas neurotransmissores (Mcgrath; Baskerville; Rogero; Castell, 2022).

A disfuncdo de neurotransmissores como a 5-hidroxitriptamina (5-HT),
noradrenalina (NA) e dopamina (DA) foi associada a patogénese da depresséo
(Coppen, 1967). Esta € a hipotese fisiopatolégica mais amplamente aceita para os
TDs, conhecida como hipétese monoaminérgica. Ela postula que os sintomas dos TDs
podem surgir devido a deficiéncia na concentragcdo sindptica de neurotransmissores,
como 5-HT, NA e DA. Essa deficiéncia pode ser ocasionada pelo aumento da
degradacdo desses neurotransmissores pela enzima monoamina oxidase ou pelo
aumento de sua recaptacéo. (Coppen, 1967). E importante destacar que esta teoria
deu origem a maioria dos tratamentos farmacolégicos atualmente utilizados para os
TDs, como inibidores da monoamina oxidase, antidepressivos triciclicos, Inibidores
Seletivos da Recaptacdo de Serotonina (ISRSs) e antidepressivos atipicos, como a
bupropiona, um inibidor da recaptacdo de NE e DA (Li; Frye; Shelton, 2012). Embora
0s antidepressivos sejam amplamente prescritos, podem acarretar uma série de
efeitos colaterais como nauseas, boca seca, ganho de peso, sonoléncia ou insonia,
tonturas e constipacdo (Carvalho, Sharma, Brunoni, Vieta et al.,, 2016). Também
apresentam eficécia reduzida no tratamento de certos tipos de transtorno depressivo,
como o Transtorno Depressivo Maior (TDM) (Naber, Bullinger, 2018), além de
demandarem um periodo de 7 a 10 dias para que a acao terapéutica se inicie (Malhi,
Bell, Morris, Hamilton, 2020).

A deficiéncia de monoaminas ndo pode ser considerada como a Unica causa
dos TDs, uma vez que, isoladamente, ndo consegue elucidar completamente o0s
fendtipos clinicos desses transtornos. Estudos de cérebros post-mortem de pacientes
com depressao revelaram diminuicdes na ramificagcdo dendritica, resultando na
reducd@o de areas cerebrais como o hipocampo e o cortex pré-frontal (CPF). Essas
alteracdes parecem estar relacionadas a diminuigdo do fator neurotréfico derivado do
cérebro, que regula a plasticidade dos neurbnios, indicando uma outra teoria
relacionada a fisiopatologia dos TDs (Nunes; Nascimento; Kim; Andreazza et al.,
2018). O fator neurotréfico derivado do cérebro desempenha papéis fundamentais no
cérebro, incluindo a regulacdo de mecanismos em niveis transcricional, translacional

e poés-translacional, a promoc¢édo da manutencdo de neurdnios no sistema nervoso
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central (SNc) ao se ligar aos receptores de tirosina quinase B e a estimulacdo da
neurogénese adulta (Bathina; Das, 2015).

Por outro lado, fatores que desencadeiam estresse parecem estar relacionados
aos sintomas dos TDs. O estresse ativa circuitos neuronais que estimulam o nucleo
paraventricular do hipotalamo a liberar o hormdonio liberador de corticotropina (HLBC),
o qual, por sua vez, estimula a sintese de ACTH (horménio adrenocorticotréfico) na
hipofise anterior. O ACTH estimula a producao de corticosteroides pelo cértex adrenal,
0s quais interagem com os receptores de glicocorticéides (GC) em células por todo o
corpo, incluindo neurdnios e glia. O GC ativado regula negativamente o eixo HHA por
meio de um feedback inibitério (Leistner; Menke, 2020). Em pacientes deprimidos,
observa-se uma desregulacdo desse mecanismo, com aumento nos niveis de cortisol
e alteracbes no tamanho e atividade das glandulas supra-renais e hipofise (Sahu;
Dubey; Chandrakar; Kumar et al., 2022).

Além disso, na década de 1990, Maes et al. observaram um aumento nas
citocinas pro-inflamatérias em pacientes com TDM (Maes; Bosmans; Suy;
Vandervorst et al., 1990). Isso levou a proposicdo da hipétese macrofagica da
depressdo (ou hipdtese citocinica da depressdo), segundo a qual estressores
externos e internos desencadeiam o desenvolvimento de comportamento depressivo
por meio de hiperativacdo imune, caracterizada pelo aumento nos niveis de citocinas
pré-inflamatérias interleucina-1, interleucina-6, fator de necrose tumoral-alfa e
proteina C-reativa. Também podem ocorrer alteracdes na funcao e no niamero de
células natural killer, com ativacdo da imunidade mediada por células, apresentando
aumento na proporcao de células T CD4+/CD8+ (Rhie; Jung; Shim, 2020).

Por fim, a recompensa e a averséo representam dois componentes fundamentais
no controle motivacional, e a disfuncdo nesses processos esta correlacionada aos
TDs (Mackin; Nelson; Klein, 2021), caracterizando o déficit no processamento de
recompensas como outra hipétese para a fisiopatologia dos TDs. O sistema de
recompensa € composto pela via mesolimbica dopaminérgica, a qual se estende
desde a area tegmental ventral (ATV) até o nucleo accumbens no estriado ventral,
abrangendo também a amigdala e o hipocampo. Uma disfungéo nesse sistema pode
influenciar a atividade dos neurbénios dopaminérgicos, resultando em prejuizo para a

motivacdo e sintomas depressivos (Zhao; Cheng; Piao; Cui et al., 2022).
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Em suma, os TDs sdo condi¢c6es multifatoriais, em que cada componente contribui
para os fenotipos desses transtornos. A diversidade nas vias de sinalizacdo, nas areas
cerebrais e nos neurocircuitos estdo associadas aos TDs. Portanto, é essencial que o
diagnostico e o tratamento desses transtornos considerem a ampla variedade de

sistemas envolvidos (Athira; Bandopadhyay; Samudrala; Naidu et al., 2020).

3.2 O sintoma de anedonia nos TDs

A maioria dos individuos afetados pelos TDs manifestam sintomas
semelhantes, incluindo humor deprimido, diminuicdo da energia e anedonia (WHO,
2021). Destes, a anedonia se destaca, pois é caracterizada pela reducdo da
capacidade de sentir prazer em resposta a estimulos positivos, aparentando estar
intimamente relacionada tanto a gravidade dos TDs quanto a resisténcia aos
tratamentos antidepressivos convencionais (WHO, 2021).

A anedonia parece ser um sintoma refratario aos tratamentos antidepressivos,
h& evidéncias crescentes indicando que antidepressivos de segunda geracao, como
0s ISRSs, n&o séo eficazes no tratamento dos sintomas desmotivacionais dos TDs
(Belujon; Grace, 2017). Essa questdo tem sido explorada desde 2012, quando um
estudo com 334 adolescentes depressivos, com idades entre 12 e 18 anos, tratados
por 17 semanas com ISRSs, concluiu que pacientes com sintomas anedoénicos
demonstraram um tempo mais longo de recuperagcdo em comparagao com pacientes
que apresentavam sintomas de humor deprimido, somético e pensamentos maérbidos.
Além disso, a remissdo da anedonia parece estar diretamente relacionada ao tempo
de remissao dos sintomas depressivos (Mcmakin; Olino; Porta; Dietz et al., 2012). Um
estudo mais recente, de 2018, que avaliou 48 pacientes com depressao e relacionou
seus sintomas com a gravidade da depresséo, demonstrou que o sintoma de anedonia
estava associado a quadros depressivos mais graves (Zimmerman; Balling;
Chelminski; Dalrymple, 2018). Para investigar novas alternativas farmacologicas que
possam preencher essa lacuna terapéutica no contexto dos TDs, € fundamental
compreender as bases neurobioldgicas que parecem conectar os TDs e a anedonia.

A anedonia tem sido associada a disfun¢gdes no sistema de recompensa e, em
particular, ao sistema dopaminérgico (Zhao; Cheng; Piao; Cui et al.,, 2022). A
recompensa € um processo hatural, no qual o cérebro associa diversos estimulos —

como substancias, situacdes, eventos ou atividades — a um resultado positivo ou
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desejavel (Mackin; Nelson; Klein, 2021). O processamento de recompensas envolve
varias etapas: inicialmente, ocorre a associacdo entre um estimulo e uma
recompensa; Em seguida, desenvolve-se o interesse, 0 desejo e a antecipacao,
definidos como o "estado de prontiddo para uma recompensa”. Posteriormente, ha a
ponderacéo entre o valor esperado de um determinado estimulo e o esfor¢co esperado
para obter essa recompensa. Com base nesta ponderacao, forma-se a motivacao a
favor ou contra o inicio do comportamento direcionado a um objetivo. Quando a
motivagcdo para a recompensa esperada supera o esforco necessario, um plano de
acao e construido para obter a recompensa desejada. Caso o objetivo seja alcangado,
ocorre a fase consumatéria do processamento de recompensas, levando a resposta
hedbnica que representa a resposta prazerosa a um estimulo positivo (Hoflich;
Michenthaler; Kasper; Lanzenberger, 2019).

A nivel neuronal, o processamento de recompensas parece ser mediado pelo
aumento ou diminuicdo na liberacdo de DA no sistema mesolimbico cerebral
(Saunders; Richard; Margolis; Janak, 2018). A DA é uma catecolamina produzida na
substancia negra e na area tegmental ventral do mesencéfalo. Os neurbnios
dopaminérgicos da area tegmental ventral projetam-se para o cortex pré-frontal, para
o Nucleo accumbens, para a amigdala e para o hipocampo. Além disso, outras
projec6es dopaminérgicas partem da substancia negra em direcao ao estriado (Figura
1).

Figura 1 - Representagdo esquematica do circuito de recompensa area tegmental ventral — nucleo
accumbens em cérebro de camundongo

< Glutamatérgico
@< Dopaminérgico
@ GABAérgico

CPFm

Fonte: Adaptado de Russo e Nestler (2013).
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A via mesolimbica, que se estende da area tegmental ventral ao nucleo
accumbens, desempenha um papel fundamental no processamento de recompensas
e no aprendizado baseado na resposta heddnica, sendo mediada pelos neurdnios
dopaminérgicos (Zhao; Chen; Liu; Li, 2020). O nucleo accumbens, além das projecdes
dopaminérgicas, recebe projecdes glutamatérgicas do cortéx pré-frontal, hipocampo
e amigdala, e envia projecfes gabaérgicas de volta a area tegmental ventral (Figura
1). Essas projecdes gabaérgicas sdo conhecidas como neurénios espinhosos médios
(MSNs) e expressam os receptores de DA D1 (D1-MSNSs) e D2 (D2-MSNs), bem como
os receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA). Os neurdnios D1-MSNs e D2-MSNs
seguem caminhos distintos para agirem na ATV, denominados via direta e via indireta.
Na via direta, os D1-MSNs partem do ndcleo accumbens e se projetam diretamente
até a area tegmental ventral, enquanto que na via indireta os D2-MSNs se projetam
para o Palido Ventral e, em seguida, se conectam com neurdnios gabaérgicos que
sao projetados para a area tegmental ventral (Zhao; Chen; Liu; Li, 2020).

A combinacdo das projecdes dos neurdnios dopaminérgicos, glutamatérgicos e
gabaérgicos forma o processamento de recompensas. Através dos componentes
sensoriais relacionados a valores atribuidos pelo cérebro, ocorre um impacto nos
receptores sensoriais, resultando em uma resposta fasica dos neurdnios
dopaminérgicos que conectam a area tegmental ventral ao nicleo accumbens. A DA
é, entdo, liberada no nucleo accumbens, onde age nos receptores D1 e D2 dos MSNs
(Soares-Cunha; De Vasconcelos; Coimbra; Domingues et al., 2020). O Receptor D1
estd acoplado a proteina G estimulatéria e, quando a DA se liga a este receptor, a
enzima adenilato ciclase é ativada, resultando no aumento da concentracdo de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc), desencadeando a ativagcdo da proteina cinase
dependente de AMPc (PKA). Essa ativacdo, por sua vez, leva a fosforilacdo de
diversas estruturas intracelulares, aumentando a excitabilidade dos D1-MSNs. Além
disso, as projecdes glutamatérgicas sdo estimuladas, atuando nos receptores de
NMDA dos D1-MSN, o que igualmente resulta em uma maior excitabilidade desses
neurdnios (Nagai; Yoshimoto; Kannon; Kuroda et al., 2016). Aparentemente, essa
excitabilidade resultante é capaz de reduzir o tbnus inibitério dos neurdnios
gabaérgicos sobre o0s neurdnios dopaminérgicos na area tegmental ventral, levando a

uma maior liberacédo de DA (Cox; Witten, 2019).
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Ja a ativacao do receptor D2, associado aos D2-MSNs, resulta na diminuigcéo da
atividade nestes neurbnios devido a inibicdo da enzima adenilato ciclase, o que
culmina na reducgdo da produgédo de AMPc e na inativagdo da PKA. Esse processo
provoca a diminuicdo da excitabilidade dos D2-MSNs, que continuam a inibir a
liberacdo de DA (Nagai; Yoshimoto; Kannon; Kuroda et al., 2016). Em suma, teoriza-
se que quando os niveis de DA estdo baixos durante o repouso, os D1-MSNs parecem
ser menos excitaveis do que os D2-MSNs, tornando a via D2-MSN mais predominante
em condigdes basais. No entanto, se um aumento substancial na DA for induzido pela
associacao a recompensa, a via D1-MSN torna-se mais dominante que a via D2-MSN
(Nagai; Yoshimoto; Kannon; Kuroda et al., 2016).

Ainda existem muitas davidas sobre o mecanismo dos neurdnios D1-MSN e D2-
MSN. Um novo estudo demonstrou que a estimulagédo dos D2-MSNs parece provocar
reforco positivo em camundongos, sugerindo que esses neurbnios podem estar
associados a estimulos positivos mediados pela recompensa, contradizendo a teoria
anterior (Cox; Witten, 2019).

A associagéo dos TDs com disfuncdes no sistema de recompensa € amplamente
investigada através de estudos de neuroimagem. Uma revisdo destes estudos
demonstra que, nos TDs com sintomas relacionados a motivacdo, a via area
tegmental ventral - nacleo accumbens pode estar desregulada, visto que identificou-
se uma reducdo na atividade do nucleo accumbens em pacientes com TDM em
resposta a recompensa. Além disso, notou-se uma atenuacdo mais rapida da
atividade do nucleo accumbens durante a resposta a recompensa e uma menor
liberacdo de DA (Borsini; Wallis; Zunszain; Pariante et al.,, 2020). Essas regifes
cerebrais estdo geralmente ativadas em resposta a estimulos associados a
recompensa em circunstancias normais (Cox; Witten, 2019).

Nos TDs, parece existir uma disfungdo nos erros de previsdo dos neurbnios
dopaminérgicos que conectam a area tegmental ventral - nacleo accumbens. Essa
questao foi principalmente elucidada em alguns estudos clinicos (Kumar; Goer;
Murray; Dillon et al., 2018; Reinen; Whitton; Pizzagalli; Slifstein et al., 2021). Os erros
de previsdo envolvem a atribuicdo de um valor gratificante a um estimulo; Os
neurdnios dopaminérgicos séo ativados por recompensas maiores do que o previsto,
0 que representa um erro de previsao positivo. No entanto, eles mantém atividade

basal quando as recompensas sao completamente previsiveis, e exibem atividade
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deprimida quando a recompensa € menor do que o previsto, caracterizando um erro
de previsao negativo (Rizvi; Lambert; Kennedy, 2018). Dessa forma, uma disfuncao
nos neurdnios dopaminérgicos pode resultar na diminuicao das respostas decorrentes
dos erros de previsao, inibindo a capacidade de aprendizagem, prejudicando a
motivacao e resultando em anedonia (Mackin; Nelson; Klein, 2021).

A anedonia, um sintoma significativo nos TDs, parece estar correlacionada a
disfungbes no sistema de recompensa (Rizvi; Lambert; Kennedy, 2018). A DA
desempenha um papel crucial nesse cenério, atuando como mediadora no sistema
mesolimbico cerebral, particularmente na via que se estende da area tegmental
ventral ao nucleo accumbens (Cox; Witten, 2019). O processamento de recompensas
envolve uma complexa interacdo entre neurénios dopaminérgicos, glutamatérgicos e
gabaérgicos, culminando na modulacédo da liberacdo de DA no nucleo accumbens
(Cox; Witten, 2019). Neste contexto, a modulacédo do sistema dopaminérgico parece
emergir como um alvo promissor para o desenvolvimento de novos farmacos mais

eficazes direcionados aos TDs.

3.3 O sistema dopaminérgico como perspectiva terapéutica para os TDs

A DA é um neurotransmissor monoaminérgico que desempenha funcdes
essenciais em diversos processos fisioldgicos, incluindo a consolidacdo da memodria,
motivacao, prazer, regulacao de neurdnios motores, lactacdo e comportamento sexual
(Xu; Yang, 2022). Os neurdnios produtores de DA tém sua origem em nucleos no
tronco cerebral, com projecdes que inervam varias regides corticais e subcorticais
cerebrais (Taylor; Zald; Felger; Christman et al., 2022). Entre as principais vias,
destacam-se a via mesocortical, que parte da area tegmental ventral em direcdo ao
CPF, desempenhando um papel crucial na atencdo e memoria de trabalho. A via
mesolimbica projeta-se da area tegmental ventral para o estriado Ventral/ nucleo
accumbens e estd envolvida nos processos de motivacdo e recompensa. Ja a via
nigroestriatal, originada da substancia negra, parte em direcdo ao caudado e putamen
do estriado dorsal, desempenhando um papel na programacéo e execucao de funcdes
motoras (Schultz, 2002; Taylor; Zald; Felger; Christman et al., 2022).

A sintese da DA ocorre no citosol por meio de reacdes enzimaticas catalisadas
pela tirosina hidroxilase (TH) e pela descarboxilase de aminoacidos aromaticos. A TH
converte a tirosina em di-hidroxifenilalanina, que é posteriormente convertida em DA
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pela descarboxilase de aminoacidos aromaticos, utilizando a piridoxal fosfato como
cofator (Xu; Yang, 2022). ApoOs esse processo, a DA é incorporada nas vesiculas
sinépticas pelo transportador vesicular de monoamina-2 e armazenada nos neurdnios

catecolaminérgicos (Miesenbock; De Angelis; Rothman, 1998) (Figura 2).

Figura 2 - Metabolismo da DA em neurdnios dopaminérgicos.
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Fonte: Figura do autor.

Quando a DA ¢ liberada das vesiculas neuronais por meio de um potencial de
acao, ela interage com receptores metabotropicos pds-sinapticos ou pré-sinapticos,
que sdo subdivididos em D1,D2,D3,D4 e Ds (Zhao; Cheng; Piao; Cui et al., 2022). A
familia de receptores semelhantes ao Di consiste em dois tipos de receptores
acoplados a proteina G, incluindo os receptores D1 e Ds, com maior densidade no
corpo estriado ou caudo-putamen, nucleo accumbens, substancia negra e bulbo
olfatério (Zhao; Cheng; Piao; Cui et al., 2022).

A interacdo da DA com receptores D1 desempenha um papel importante na
modulacdo do sistema de recompensa, atividade locomotora, aprendizagem,
memoéria, emocdo e percepcdo (Mishra; Singh; Shukla, 2018). Devido ao
protagonismo do receptor D1 na influéncia de uma variedade de funcdes relacionadas
com os sintomas dos TDs, este receptor emerge como um alvo terapéutico
interessante a ser explorado. Um estudo pré-clinico conduzido por Shuto; Kuroiwa,
Sotogaku; Kawahara et al. (2020) revelou que o tratamento crénico com fluoxetina em

camundongos, combinado com a administracdo de um agonista do receptor Di,
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resultou no aumento da expressao do receptor D1 em células granulares maduras no
giro denteado (Shuto; Kuroiwa; Sotogaku; Kawahara et al., 2020). Além disso, este
protocolo reverteu os comportamentos tipo depressivos induzidos pelo estresse de
restricdo severa, os quais demonstravam resisténcia ao tratamento cronico com
fluoxetina. (Shuto; Kuroiwa; Sotogaku; Kawahara et al., 2020).

Outro estudo conduzido em ratos demonstrou que a administracdo de um
agonista seletivo do receptor D1 foi capaz de induzir efeitos tipo antidepressivos,
conforme avaliado no teste do nado forcado (TNF) (Desormeaux; Demars; Davenas;
Jay et al., 2020). Estes resultados indicam que a estimulacdo dos receptores
dopaminérgicos D1 pode apresentar propriedades terapéuticas interessantes para o
tratamento dos TDs.

A familia de receptores de DA tipo D2 é classificada nas subfamilias Dz, D3 e
D4. O receptor D2 e seus subtipos sdo expressos no cérebro, principalmente no corpo
estriado, globo palido externo, nucleo accumbens, amigdala, coértex cerebral,
hipocampo e hipofise (Mishra; Singh; Shukla, 2018). Os receptores D2 podem
desempenhar fungbes pds-sinapticas, influenciando o sistema motor extrapiramidal.
Além disso, esses receptores podem atuar de maneira pré-sinaptica, assumindo duas
formas: como autoreceptores somatodendriticos, onde reduzem a excitabilidade
neuronal, e como autoreceptores terminais, onde contribuem para a diminuicdo da
sintese, empacotamento e liberacao de DA. (Zhao; Cheng; Piao; Cui et al., 2022).

Inibir os autoreceptores D2 parece resultar no aumento da transmissao
dopaminérgica, podendo melhorar quadros de TDs, como demonstrado em um estudo
clinico conduzido por Admon; Kaiser; Dillon; Beltzer et al. (2017). Utilizando uma
abbordagem duplo-cega, o estudo examinou pacientes deprimidos que receberam
placebo ou uma Unica dose (50 mg) do antagonista D2/Ds, amisulprida, que parece
aumentar a sinalizacdo de DA por meio do bloqueio pré-sinaptico de autoreceptores
D2. Em suma, os participantes deprimidos que receberam amisulprida demonstraram
um aumento da ativacdo do estriado e uma potencializacdo da conectividade
corticoestriatal entre o0 nucleo accumbens e o cortex cingulado médio em resposta as
recompensas. Isso evidencia que o aumento agudo da transmissao dopaminérgica
parece intensificar a ativagdo do estriado, uma regido cerebral envolvida no sistema
de recompensas. Este estudo demonstra o potencial terapéutico da modulacdo de

receptores dopaminérgicos D2/Ds para atenuar sintomas depressivos.
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Entretanto, outro estudo conduzido por Thiele; Sorensen; Weis; Braun et al.
(2020) evidenciou que o bloqueio dos receptores D2 no corpo estriado cerebral de
ratos machos parece ter induzido um comportamento tipo depressivo, e a estimulacao
cerebral profunda reverteu esse fenétipo. Essa dicotomia nos resultados dos estudos
pode ser resultado da diferenca do organismo analisado e das localiza¢des distintas
dos receptores D2, considerando que este receptor possui mais de uma fungéo
considerando a sua localizagdo no sistema nervoso (Zhao; Cheng; Piao; Cui et al.,
2022).

Fatima; Ahmad; Srivastav; Rizvi et al. (2020) investigaram os efeitos do
estresse pré-natal crénico imprevisivel leve em ratos Wistar adultos e sua reversao
pelo agonista seletivo do receptor de DA Dz, ropinirole. Os resultados demonstraram
gue o modelo foi capaz de induzir comportamentos tipo depressivos, aumentando o
estresse oxidativo e reduzindo a expressao da TH, enzima fundamental para a sintese
de DA (Xu; Yang, 2022). Eles também observaram diminuicdo da neurogénese
hipocampal e da expresséo de fator neurotréfico derivado do cérebro na prole adulta.
O tratamento crénico com ropinirole foi capaz de reverter esses efeitos. Assim, 0
estudo sugere que agonistas do receptor de DA D2 podem ser Uteis no tratamento dos
TDs (Fatima; Ahmad; Srivastav; Rizvi et al., 2020).

Os receptores de DA Ds e D4 também parecem estar implicados na
fisiopatologia dos TDs. Moraga-Amaro; Gonzalez; Pacheco e Stehberg (2014)
investigaram o papel do receptor de DA D3 no fendétipo depressivo. Para avaliar isso,
foram utilizados camundongos knockout para o receptor Ds. Os animais exibiram
sintomas tipo depressivos em testes comportamentais, evidenciados pelo aumento do
tempo de imobilidade no TNF e no teste da suspenséo pela cauda (TSC), bem como
anedonia no teste de preferéncia a sacarose. Assim, a deficiéncia do receptor D3
resultou em sintomas tipo depressivos, sugerindo a relevancia do deste receptor neste
contexto. De fato, parece que a expressao e a funcéo do receptor D3 sao reguladas
negativamente durante os TDs, e a terapia com agonista parcial dos receptores D3
pode reverter essas alteracdes, sugerindo que 0 aumento da neurotransmissao
dopaminérgica pode resultar em atividade antidepressiva. Além disso, a inducdo de
fator neurotrofico derivado do cérebro parece regular a expresséao de receptor Dz em
determinadas regifes cerebrais, resultando em efeito tipo antidepressivo em

animais (Leggio; Salomone; Bucolo; Platania et al., 2013).
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Um estudo de Hui; Du; Xu; Zhang et al. (2020) investigou os efeitos dos
receptores de DA D4 na regido habénula lateral em comportamentos tipo depressivos
induzidos por les@es unilaterais de 6-hidroxidopamina no cérebro de ratos. A habénula
lateral € considerada um centro anti-recompensa do cérebro, envolvida na averséo e
na regulacdo do humor por meio da modulacéo do sistema de DA. Durante eventos
aversivos, individuos saudaveis demonstram aumento de atividade da habénula
lateral (Liang; Wu; Hanxiaoran; Greenshaw et al., 2022).

A lesdo na regidao da habénula lateral em ratos resultou em um efeito tipo
depressivo, ocasionando a reducdo da preferéncia por sacarose e 0 aumento do
tempo de imobilidade quando comparada ao grupo de ratos submetidos a uma
simulagéo de lesdo. A administracdo de doses baixas de agonista Da (A412997)
produziu efeitos tipo antidepressivos, enquanto doses baixas do antagonista Das
(L741742) induziram respostas tipo depressiva no grupo simulado. Entretanto, essas
doses nao tiveram efeitos no grupo com lesdo no SNc. Curiosamente, a administracéo
de doses elevadas de A412997 induziu respostas tipo depressiva, enquanto doses
médias e altas de L741742 produziram efeitos tipo-antidepressivos no grupo simulado.
Através de resultados eletrofisioldgicos, foi elucidado que doses baixas de A412997 e
L741742 agem nos receptores pos-sindpticos Ds4, enquanto doses altas agem em
receptores pré-sinapticos. Por esse motivo, parece haver distincdo nos efeitos
observados nos animais dependente das doses (Hui; Du; Xu; Zhang et al., 2020).
Estes resultados destacam o papel dos receptores Ds na habénula lateral na
regulacdo de comportamentos tipo depressivo em ratos.

Em suma, a DA parece emergir como um protagonista na fisiopatologia dos TDs,
influenciando uma variedade de processos fisiolégicos e comportamentais (Xu; Yang,
2022). A modulacéo dos receptores dopaminérgicos, especialmente os do tipo D1 e
D2, revela um potencial terapéutico promissor para o tratamento dos TDs
(Desormeaux; Demars; Davenas; Jay et al., 2020; Papp; Gruca; Lason; Niemczyk et
al., 2019). Agonistas do receptor D1 e antagonistas dos receptores D2 tém mostrado
potencial na atenuacéo de fenoétipos depressivos (Admon; Kaiser; Dillon; Beltzer et al.,
2017; Desormeaux; Demars; Davenas; Jay et al., 2020). No entanto, € necessario
considerar a diversidade desses receptores em termos de fungdes e localizagfes para
o desenvolvimento de novos medicamentos (Admon; Kaiser; Dillon; Beltzer et al.,

2017; Thiele; Sorensen; Weis; Braun et al., 2020). Adicionalmente, ha evidéncias que

29



sugerem uma possivel relacéo entre os receptores Ds e D4 e a fisiopatologia dos TDs,
destacando que a modulacdo desses receptores podem resultar em efeitos tipo
antidepressivos. (Hui; Du; Xu; Zhang et al., 2020; Leggio; Salomone; Bucolo; Platania
et al., 2013). Com base nessas descobertas, novos compostos que possam modular
0 sistema dopaminérgico surgem como opc¢des promissoras para abordagens

terapéuticas inovadoras nos TDs.

3.4 O sistema noradrenérgico como perspectiva terapéutica para os TDs

A NA é um neurotransmissor presente nos corpos celulares de regifes
cerebrais como a ponte e a medula (Ranjbar-Slamloo; Fazlali, 2019). A partir dessas
areas, os neurbnios noradrenérgicos projetam-se para outras regides cerebrais, como
o hipotalamo, tdlamo, sistema limbico e cortex cerebral, desempenhando um papel
importante na modulacdo de diversas funcdes fisioldgicas e comportamentais, que
incluem: regulacdo do humor, modulacao da atencao e alerta, controle do ciclo sono-
vigilia e regulagéo da atividade autonémica (Liu; Zhao; Guo, 2018).

A sintese da NA nos neurdnios ocorre a partir dos aminoacidos tirosina ou
fenilalanina (Schwarz; Luo, 2015). Inicialmente, a tirosina € convertida em
dihidroxifenilalanina (DOPA) pela acdo da enzima TH. Posteriormente, a DOPA é
transformada em DA no citoplasma neuronal (Schwarz; Luo, 2015). A DA, é entédo
transportada para vesiculas sinapticas, onde é convertida em norepinefrina pela
enzima dopamina B-hidroxilase (Ranjbar-Slamloo; Fazlali, 2019).

ApOs a ocorréncia de um potencial de acdo no terminal pré-sinaptico neuronal,
canais de calcio voltagem dependente sao ativados, permitindo um influxo de célcio
do espaco extracelular para o intracelular (Rho; Kim; Lee, 2018). Esse influxo
desencadeia a fusdo das vesiculas contendo NA com a membrana celular, resultando
na liberacdo da NA na fenda sindptica através de exocitose (Rho; Kim; Lee, 2018).
Uma vez na fenda sinaptica, a NA pode se ligar a cinco tipos principais de receptores:
0s receptores a1, az, B1, Bz e Bz (Strosberg, 1993). Estes receptores sédo classificados
como receptores acoplados a proteina G, apresentando efeitos tanto inibitérios quanto
excitatérios (Strosberg, 1993).

Os receptores a1 estéo localizados pés-sinapticamente em regides do cérebro,
incluindo o locus coeruleus, bulbo olfatério, cértex cerebral, giro denteado, amigdala
e tdlamo (Ranjbar-Slamloo; Fazlali, 2019). Ja os receptores a2 estédo localizados pré
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e pos-sinapticamente em regides do cérebro, incluindo locus coeruleus, amigdala e
hipotalamo (Rho; Kim; Lee, 2018). Os receptores B subdividem-se em receptores 1,
B2 e B3, sendo os receptores B1 e B2 mais prevalentes no cortex cerebral (Schwarz;
Luo, 2015).

A interacdo do sistema noradrenérgico com regifes cerebrais responsaveis
pelo processamento emocional, como o cortex pré-frontal e o hipotdlamo, destaca NA
COmMo um neurotransmissor importante na regulagcado do humor (Schwarz; Luo, 2015).
A NA exerce influéncia sobre a resposta do organismo a estimulos emocionais,
facilitando a adaptacao a situacfes estressantes e contribuindo para a manutencéo
de um estado emocional equilibrado (Liu; Zhao; Guo, 2018).

Niveis adequados de NA sao essenciais para o equilibrio emocional, enquanto
desregulacbes podem estar associadas a transtornos de humor, como depressao e
ansiedade (Liu; Zhao; Guo, 2018). Ja € bem estabelecido que a exposi¢cao repetida
ao estresse aumenta o risco de desenvolver TDs (Vinkers; Joels; Milaneschi; Kahn et
al., 2014; Weber; Giannakopoulos; Herrmann; Bartolomei et al., 2013). E sugerido que
a resposta ao estresse emocional envolve a facilitacdo da liberacdo NA no cérebro
(Tanaka; Yoshida; Emoto; Ishii, 2000). Um estudo realizado em camundongos e
conduzido por Li; Feng; Zhou; Zhang et al. (2018) indicou resultados semelhantes. Os
pesquisadores constataram que um protocolo de estresse induziu um fendtipo
depressivo nos camundongos e ativou a expressao de c-Fos nos neurdnios do locus
coeruleus. A c-Fos é um fator de transcricdo importante para a transcricao do gene da
TH e sua expressao aumentada pode indicar um maior aporte de NA (Sun; Tank,
2003).

Du; Yin; Yuan; Zhang et al. (2020) investigaram o efeito da reducédo da
transmissdo de NA, por meio da diminuicdo da expressao do transportador de
norepinefrina, no comportamento tipo depressivo induzido por estresse cronico em
ratos. Os resultados demonstraram que a reducéo do transportador de norepinefrina
no locus coeruleus levou a uma diminuicdo significativa no comportamento tipo
depressivo em ratos, como evidenciado pela reducdo no tempo de imobilidade no TNF
e aumento na preferéncia por sacarose. Esses resultados sugerem que a reducao da
expressao do transportador de norepinefrina no locus coeruleus pode ter efeitos tipo

antidepressivo significativo, indicando o potencial terapéutico de abordagens que

31



visam essa via especifica da neurotransmissao noradrenérgica para o tratamento da
depressao.

Outro papel terapéutico que a modulacdo do sistema noradrenérgico pode
desempenhar nos TDs é a atenuacao de sintomas somaticos (Liu; Zhao; Fan; Guo,
2019). Os sintomas somaticos incluem dor musculoesquelética, dor abdominal, fadiga,
tontura e sintomas gastrointestinais. Entre esses sintomas, a dor musculoesquelética
destaca-se como uma condi¢cao prevalente entre os pacientes diagnosticados com
TDs (Simon,; Vonkorff; Piccinelli; Fullerton et al., 1999).
Um estudo de revisdo uniu resultados de avaliacGes pré-clinicos que revelaram que a
estimulacdo quimica ou elétrica do locus coeruleus, pode desencadeia analgesia por
meio da medula espinhal, e este efeito foi bloqueado por antagonistas de receptores
noradrenérgicos az (Bravo; Llorca-Torralba; Berrocoso; Mico, 2019).

Hajhashemi; Banafshe; Minaiyan; Mesdaghinia et al. (2014) investigaram 0s
efeitos da venlafaxina (um inibidor da recaptacdo de 5-HT e NA) na dor neuropatica
em ratos. A dor neuropatica foi induzida em ratos atraves da lesdo do nervo ciatico,
resultando em hipersensibilidade térmica, mecénica e fria. A administragéo crénica de
venlafaxina reduziu a hipersensibilidade tatil e a hiperalgesia térmica. Além disso, o
efeito da venlafaxina na hiperalgesia térmica foi revertido pelo pré-tratamento com
ioimbina, um antagonista dos receptores adrenérgicos az. Esses resultados sugerem
que a venlafaxina pode atenuar a dor neuropdtica e que 0s receptores
noradrenérgicos a2 estdo envolvidos nos efeitos antinociceptivos da venlafaxina.
Estes resultados evidenciam a modulac&o do sistema noradrenérgico como estratégia
de tratamento para sintomas somaticos dos TDs, como a dor.

Atualmente, ndo existem medicamentos especificos aprovados direcionados
ao tratamento dos sintomas somaticos nos TDs. Os medicamentos comumente
utilizados para abordar esses sintomas incluem antidepressivos, antiepilépticos,
antipsicoticos e produtos naturais (Kleinstauber; Witthoft; Steffanowski; Van Marwijk
et al., 2014). A eficacia de muitos destes tratamentos tem apoio limitado, sendo
necessario a administracdo de mais de um medicamento para obter um efeito
significativo (Henningsen, 2018).

A falta de tratamentos eficazes para os sintomas somaticos TDs € um desafio
significativo (Henningsen, 2018). No entanto, os resultados promissores obtidos

atraves da modulacao do sistema noradrenérgico destacam sua importancia como um
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alvo terapéutico promissor para tratar os sintomas dos TDs (Bravo; Llorca-Torralba;

Berrocoso; Mico, 2019; Hajhashemi; Banafshe; Minaiyan; Mesdaghinia et al., 2014).

3.5 Explorando a utilizacdo de animais na Investigacao dos TDs

A utilizacdo de animais em pesquisas para a descoberta de novos farmacos
desempenha um papel fundamental no avanco da ciéncia farmacéutica (Garattini;
Grignaschi, 2017). Os modelos animais servem como ferramentas valiosas para
entender os efeitos potenciais de novos compostos em organismos Vvivos antes de sua
aplicacdo em seres humanos (Ramaker; Dulawa, 2017). Ao empregar modelos
animais, os pesquisadores podem avaliar a eficicia, toxicidade e possiveis efeitos
colaterais de novos farmacos, proporcionando uma compreensao mais abrangente de
seu impacto no organismo (Garattini; Grignaschi, 2017).

A selecao do modelo animal € uma etapa crucial para o sucesso e relevancia
translacional dos resultados obtidos, estabelecendo-se com base em trés critérios
importantes: validade aparente (fen6tipo semelhante aos humanos com a doenca),
validade de construcdo (processos que resultam na patologia humana sé&o
mimetizados pelo modelo) e validade preditiva (sensibilidade a intervencdes
farmacoldgicas e ndo farmacologicas eficazes para a doenca em humanos) (Nestler;
Hyman, 2010).

A escolha de organismos cobaias é outra etapa fundamental para estabelecer
um modelo animal adequado; nesse contexto, ratos e camundongos surgem como
modelos animais apropriados devido as suas semelhancas anatémicas e fisiol6gicas
com os humanos (Bryda, 2013). Tanto ratos quanto camundongos compartilham
aproximadamente 30.000 genes com os humanos, sendo cerca de 95% desses genes
comuns entre as trés espécies (Gibbs; Weinstock; Metzker; Muzny et al., 2004; Mouse
Genome Sequencing; Waterston; Lindblad-Toh; Birney et al., 2002). Além disso, os
roedores apresentam vantagens econdémicas, demandando pouco espaco e recursos
para manutencdo, possuindo gestacdes curtas, grande numero de descendentes e
rapido desenvolvimento até a maturidade sexual (Bryda, 2013).

Embora muitos animais compartilhem sistemas neurais e neurotransmissores
semelhantes aos humanos, como é o caso dos roedores, a validade aparente
representa um desafio para os modelos animais relacionados a depressao (Wang;

Timberlake; Prall; Dwivedi, 2017). A interpretag&o precisa dos estados emocionais de
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animais permanece desafiadora (Ramaker; Dulawa, 2017). Nesse sentido, a
replicacdo dos aspectos cognitivos e emocionais associados a depressao em animais
€ subjetiva, uma vez que sentimentos de tristeza profunda, desesperanca e perda de
interesse sdo sintomas dificeis de traduzir para comportamentos observaveis em
modelos animais (Nestler; Hyman, 2010). Devido a essas limitacbes, os modelos
animais para o estudo dos TDs foram refinados e, atualmente, abrangem diversos
aspectos do comportamento depressivo e cognitivo que se assemelham a depresséo
humana. Esses modelos s&o capazes de examinar circuitos neurais e vias
moleculares e celulares que podem desempenhar um papel critico na patogénese da
depressao (Wang; Timberlake; Prall; Dwivedi, 2017).

A aplicacdo de estressores tem desempenhado um papel central nos testes
comportamentais para triagem de comportamentos tipo antidepressivo, dada a
documentada relacdo entre os TDs e o estresse (Krishnan; Nestler, 2008; Torres-
Berrio; Issler; Parise; Nestler, 2019; Yang; Zhao; Wang; Liu et al., 2015). Esses testes
visam a triagem de novos compostos com potencial antidepressivo (Wang;
Timberlake; Prall; Dwivedi, 2017).

O TNF tem sido amplamente utilizado para avaliar comportamentos tipo
antidepressivo e tipo depressivo (Nestler; Hyman, 2010; Wang; Timberlake; Prall;
Dwivedi, 2017). Desenvolvido por Porsolt, Le Pichon e Jalfre (1977), o teste consiste
em submeter um camundongo ou rato a uma situacdo considerada inescapavel. O
animal é colocado em um cilindro com 50 cm de altura e 20 cm de diametro,
preenchido com agua a temperatura de 25°C. Apos um periodo inicial de luta, natacéo
e escalada, o animal eventualmente assume uma postura flutuante ou imovel. A
auséncia de comportamento relacionado a fuga € considerada imobilidade, e esse
tempo é contabilizado (Figura 3). O comportamento de flutuacdo ou imobilidade esta

associado a um fenétipo depressivo no animal (Porsolt; Le Pichon; Jalfre, 1977).
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Figura 3 - Representacdo das respostas comportamentais de camundongos no TNF: A)
comportamento de imobilidade; B) comportamento de mobilidade/natacao.

Fonte: Figura do autor.

Este teste apresenta algumas limitacdes, como o risco de hipotermia devido a
submersdo em agua. Além disso, a interpretacdo do comportamento imével como
indicativo de desespero pode ser complexa, pois diversos fatores, como genética,
ambiente e manipulacdes experimentais, podem influenciar os resultados
(Yankelevitch-Yahav; Franko; Huly; Doron, 2015). Apesar dessas limitacdes, esses
testes fornecem informacBes robustas sobre comportamentos relacionados a
depressdo em modelos animais, permitindo investigacdées mais amplas sobre o0s
efeitos de agentes antidepressivos (Wang; Timberlake; Prall; Dwivedi, 2017).

Outro teste existente para avaliar o fen6tipo depressivo € o TSC. Desenvolvido
por Steru; Chermat; Thierry e Simon (1985) e baseado no TNF, os camundongos sao
colocados em uma situagdo moderadamente estressante e inescapével, ficando
suspensos pela cauda. Com uma fita adesiva, 0os animais sdo suspensos pela cauda
e colocados em uma posicéo onde nao é possivel escapar ou se agarrar as superficies
proximas (Figura 4). Durante o teste, que normalmente dura seis minutos, o
comportamento de imobilidade € contabilizado e relacionado ao fenotipo depressivo
(Steru; Chermat; Thierry; Simon, 1985).
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Figura 4 - Representacdo das respostas comportamentais de camundongos no TSC: A)
comportamento de imobilidade; B) comportamento de mobilidade.

e T

Fonte: Figura do autor.

Limitacbes deste teste foram observadas em alguns camundongos,
especialmente da cepa C57BL/6, que tém a capacidade de escalar a prépria cauda.
Os animais que conseguem escalar a cauda aprendem que escapar € possivel,
desqualificando os resultados do teste (Mayorga; Lucki, 2001). O TSC também nao é
adequado para roedores mais pesados, como ratos, devido ao potencial desconforto
em sustentar seu peso apenas pela cauda (Can; Dao; Terrillion; Piantadosi et al.,
2012). Apesar dessas limitagdes, o TSC tem se mostrado Gtil na triagem de potenciais
medicamentos antidepressivos, sendo acessivel em termos de custo, facil de
manipular e com a possibilidade de automacdo na coleta de dados (Wang;
Timberlake; Prall; Dwivedi, 2017).

Além dos testes especificos para triagem do fendtipo depressivo e
antidepressivo, € importante avaliar a influéncia do tratamento recebido na saude
geral e no bem-estar do animal. Neste sentido, o teste do campo aberto (TCA) torna-
se (til para a pesquisa de novos farmacos. O TCA foi desenvolvido pela primeira vez
por Hall (1934), sendo empregado para analisar a atividade locomotora espontanea
dos animais (Prut; Belzung, 2003). O teste consiste em colocar o animal no centro de
uma caixa de 42x42x42 cm e monitorar 0 movimento do animal durante um
determinado tempo (Figura 5) (Prut; Belzung, 2003). Altera¢ces na locomoc¢ao podem
indicar processos neurolégicos modificados e, portanto, refletir funcdo cerebral
anormal (Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019). Além disso, este teste pode ser usado para
avaliar a saude geral e o bem-estar do animal, pois animais ndo saudaveis tendem a

se movimentar menos na area (Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019).
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Figura 5 - Representacdo esquematica do TCA.

Fonte: Figura do autor.

Em suma, a utilizacdo de animais em pesquisas para a descoberta de novos
farmacos desempenha um papel importante para o avanco de terapias farmacologicas
(Garattini; Grignaschi, 2017). Ratos e camundongos emergem como modelos animais
adequados devido as suas semelhancas anatdémicas e fisiolégicas com os humanos,
além das vantagens econdmicas que oferecem (Bryda, 2013). A replicacdo de
aspectos cognitivos e emocionais associados a depressdao em animais, embora
desafiadora devido a natureza subjetiva desses estados, tem sido aprimorada ao
longo dos anos (Wang; Timberlake; Prall; Dwivedi, 2017). Testes comportamentais
como o TNF e o TSC tém desempenhado um papel fundamental na triagem de
comportamentos depressivos e antidepressivos, proporcionando insights para o

desenvolvimento de novos medicamentos (Wang; Timberlake; Prall; Dwivedi, 2017).

3.6 Explorando o Potencial Terapéutico dos compostos organicos contendo
selénio e do nucleo benzamida nos TDs

O isolamento do elemento selénio, realizado por Jacob Berzelius em 1817,
desencadeou uma intensa investigacdo sobre seus possiveis efeitos, tanto em
animais quanto em plantas (Rocha; Piccoli; Oliveira, 2017). Ao longo dos anos, as
propriedades benéficas do selénio foram exploradas. Inicialmente, foram identificados
efeitos positivos do selénio em casos de carcinoma inoperavel (Watson-Williams,
1919) . Além disso, a importancia do selénio para mamiferos foi definida em 1957,
guando se observou que o selenito e 0 selenato poderiam prevenir a necrose hepatica

causada por uma dieta deficiente em vitamina E em ratos (Schwarz; Foltz, 1999).
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O selénio mostrou-se essencial para a bioquimica celular, desempenhando um
papel importante como componente da glutationa peroxidase, uma enzima envolvida
na protecdo das membranas celulares contra a peroxidacéo lipidica (Flohe; Gunzler;
Schock, 1973). Além disso, estudos destacam que uma ingestao adequada de selénio
€ crucial para o funcionamento do sistema imunolégico e pode reduzir o risco de
doencas cardiovasculares Ha também evidéncias que sugerem efeitos benéficos do
selénio na protecao contra infec¢des virais, como o virus da imunodeficiéncia humana
e, mais recentemente, contra a gravidade da infeccdo por SARS-CoV-2 (Guillin;
Vindry; Ohlmann; Chavatte, 2019; Moghaddam; Heller; Sun; Seelig et al., 2020).
Esses aspectos benéficos ressaltam a relevancia do selénio na manutencéo da saude
e na prevencao de diversas condi¢cdes patologicas.

O selénio também tem sido amplamente estudado em relacdo as doencas
neuropsiquiatricas, destacando a depressédo (Antoniadou; Kouskou; Arsiwala; Singh
et al., 2018; Fink; Anastasio; Fox; Rice et al., 2015; Posser; Kaster; Barauna; Rocha
et al., 2009; Sharpley; Williams; Holder; Godlewska et al., 2020). Neste contexto, o
composto Ebselen se destacou como um organosselénio seguro e bem tolerado
(Lynch; Kil, 2009). Inicialmente identificado como um inibidor da inositol
monofosfatase, o Ebselen demonstrou potencial como estabilizante de humor. Um
estudo indicou que essa substancia é capaz de induzir efeitos semelhantes ao do litio
em camundongos, uma caracteristica interessante no tratamento de disturbios de
humor, como o transtorno bipolar (Antoniadou; Kouskou; Arsiwala; Singh et al., 2018).
Além disso, o ebselen demonstrou efeito tipo antidepressivo em animais (Posser;
Kaster; Barauna; Rocha et al., 2009). Estudos destacam sua capacidade de cruzar a
barreira hematoencefalica, afetar receptores serotoninérgicos, inibir a enzima
glutamina sintetase, modular a concentracdo de mio-inositol no cérebro humano e
modular os sistemas noradrenérgico e dopaminérgico (Antoniadou; Kouskou;
Arsiwala; Singh et al., 2018; Posser; Kaster; Barauna; Rocha et al., 2009; Singh;
Sharpley; Emir; Masaki et al., 2016).

Devido aos efeitos demonstrados pelo ebselen, outros compostos contendo
selénio passaram a ser explorados em pesquisas de base, buscando compreender as
aplicacbes deste atomo unido a estruturas organicas nos TDs (Besckow;
Nonemacher; Garcia; Da Silva Espindola et al., 2020a; Besckow; Pires; Giehl; Godoi
et al., 2023; Da Rocha; Pires; Presa; Besckow et al., 2023; Da Silva Teixeira Rech;
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Goncalves Alves; Nornberg Strelow; Devantier Kruger et al., 2021). Para sintetizar
compostos inovadores que possam agir nos TDs, foi considerada a criacdo de novas
estruturas organicas que possam agir sinergicamente com atomos de selénio,
resultando no efeito terapéutico desejado. Neste contexto, o nucleo benzamida foi
explorado.

O ndcleo benzamida (Figura 6) é um composto aromatico biciclico
estruturalmente semelhante ao benzeno com diversas aplica¢des farmacolégicas, tais
como analgésicas, anti-inflamatorias, antidepressivas e antioxidantes (Perin;
Roskaric; Sovic; Bocek et al., 2018; Sakr; Kothayer; Ibrahim; Baraka et al., 2019;
Zhang; Wang; Li; Otani et al., 2023). A sulpirida € o membro mais antigo e clinicamente
mais estabelecido das benzamidas, aprovado pela Food and Drug Administration para
ser utilizado como antipsicoético. Além disso, sua agdo como antidepressivo ja foi
evidenciada em alguns estudos, nos quais é estabelecido o bloqueio do sistema
dopaminérgico e uma possivel sensibilizacdo dos receptores de DA D1 e D2 na regido
mesolimbica como o principal mecanismo de acdo antidepressivo (Kishimoto; Hagi;
Kurokawa; Kane et al., 2023; Tsukamoto; Asakura; Tsuneizumi; Satoh et al., 1994;

Van Rooijen; Vermeulen; Ruhe; De Haan, 2019).

Figura 6 - Estrutura quimica do nucleo benzamida.

O

NH,

Fonte: Figura do autor.

Assim, a combinag&o do atomo de selénio com o ndcleo benzamida em uma
estrutura organica parece representar uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de compostos inovadores nos TDs. De fato, a benzamida N-(3-
(fenilselenil)prop-2-in-1-ilica (SePB) (Figura 7), um composto que contém essas duas
estruturas, vem demonstrando efeito tipo antidepressivo em ensaios pré-clinicos com
camundongos (Besckow; Nonemacher; Garcia; Da Silva Espindola et al., 2020a;
Besckow; Pires; Giehl; Godoi et al., 2023).
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Figura 7 — Estrutura quimica da benzamida N-(3-(fenilselenil)prop-2-in-1-ilica (SePB).

Fonte: Figura do autor.

Em uma primeira avaliacdo, a SePB demonstrou possuir efeito tipo
antidepressivo em camundongos quando avaliados no TNF e no TSC. A SePB induziu
um aumento na laténcia para o primeiro episédio de imobilidade, bem como uma
reducdo no tempo total de imobilidade dos camundongos em ambos os testes, em
comparacao ao grupo controle (Besckow; Nonemacher; Garcia; Da Silva Espindola et
al., 2020a). Este estudo também demonstrou um efeito anti-imobilidade da SePB em
camundongos fémeas no TSC, evidenciando sua acéo tipo antidepressiva em ambos
0s sexos. Além disso, o efeito tipo antidepressivo demonstrado pela SePB foi
correlacionado com o sistema serotoninérgico. A deplecdo de 5-HT em camundongos
resultou no bloqueio do efeito tipo antidepressivo causado pelo SePB no TSC,
indicando que sua acao terapéutica requer colaboracdo do sistema serotoninérgico
(Besckow; Nonemacher; Garcia; Da Silva Espindola et al., 2020a). A administracao
de antagonistas dos receptores serotoninérgicos 5-HTia, 5-HT2azc € 5-HT3 em
camundongos bloquearam o efeito anti-imobilidade da SePB no TSC, demonstrando
que esses receptores estdo relacionados a acdo tipo antidepressiva da SePB
(Besckow; Nonemacher; Garcia; Da Silva Espindola et al., 2020a).

Outro estudo amplia as descobertas anteriores, relacionando o efeito tipo
antidepressivo da SePB ao receptor serotoninérgico 5-HT4. A administracdo do
antagonista do receptor 5-HT4, GR113808, bloqueou o efeito anti-imobilidade
demonstrado pelo SePB no TSC em camundongos (Besckow; Pires; Giehl; Godoi et
al., 2023). Além disso, a andlise de docking revelou uma alta pontuacdo de docking
de -7,9 kcal/mol entre 0 SePB e o receptor 5-HT4, indicando uma forte afinidade e
elucidou também as interagdes intramoleculares entre essas moléculas (Besckow;
Pires; Giehl; Godoi et al., 2023).

Em suma, os resultados destes estudos destacam o efeito tipo antidepressivo

da SePB em camundongos e exploram que o mecanismo de acao deste efeito parece
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depender do sistema serotoninérgico (Besckow; Nonemacher; Garcia; Da Silva
Espindola et al., 2020a; Besckow; Pires; Giehl; Godoi et al., 2023). A combinacéo do
atomo de selénio e do ndcleo benzamida na estrutura orgéanica da SePB parece ser
uma abordagem promissora no tratamento dos TDs. No entanto, sdo necessarios
novos estudos para investigar quais outros sistemas de transmissao fazem parte do
efeito terapéutico demonstrado pela SePB. Neste contexto, o presente estudo visa
avaliar se o efeito tipo antidepressivo da SePB possui contribuicdo dos sistemas
dopaminérgico e noradrenérgico, através da administracdo de antagonistas
especificos para esses sistemas. Essa abordagem busca aprofundar nossa
compreensdao do mecanismo de acdo da SePB, oferecendo insights para o
desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e direcionados para os transtornos

depressivos.

41



4 Manuscrito

A elaboracdo desta dissertacdo adota a forma de um manuscrito cientifico,
organizado em seg¢des que incluem: introdugéo, resultados e discussdes, materiais e
métodos e conclusdo, seguindo as diretrizes estabelecidas pela revista a qual foi
submetido. O manuscrito também apresenta material suplementar e graphical
abstract, conforme as normas editoriais especificas. As referéncias utilizadas para a

composi¢cdo do manuscrito estdo no proprio documento.

42



Dopaminergic Modulation and Computational ADMET Insights for the Antidepressant-

like Effect of N-(3-(Phenylselanyl)prop-2-yn-1-yl)benzamide

Evelyn Mianes Besckow!, Kauane Nayara Bahr Ledebuhr!, Camila Simdes Pires?,
Marcia Juciele da Rocha?, Natalia Emanuele Biolosor Kuntz?, Benhur Godoi?, Cristiani

Folharini Bortolatto'’, César Augusto Briining*

!Laboratory of Biochemistry and Molecular Neuropharmacology (LABIONEM), Graduate
Program in Biochemistry and Bioprospecting (PPGBBIo), Chemical, Pharmaceutical and Food
Sciences Center (CCQFA), Federal University of Pelotas (UFPel), Pelotas, RS, 96010-900,
Brazil.

’Nucleus of Synthesis and Application of Organic and Inorganic Compounds (NUSAACOI),

Federal University of Fronteira Sul (UFFS), Cerro Largo, RS, Brazil.

*Corresponding authors:

Cristiani Folharini Bortolatto - Laboratory of Biochemistry and Molecular
Neuropharmacology (LABIONEM), Graduate Program in Biochemistry and Bioprospecting
(PPGBBI0), Chemical, Pharmaceutical and Food Sciences Center (CCQFA), Federal
University of Pelotas (UFPel), Capdo do Ledo Campus, Pelotas, RS, 96010-900, Brazil.

Phone: 55-53-32757355. Electronic address: cbortolatto@gmail.com. ORCID: 0000-0002-

9509-4446

César Augusto Briuning - Laboratory of Biochemistry and Molecular
Neuropharmacology (LABIONEM), Graduate Program in Biochemistry and Bioprospecting
(PPGBBI0), Chemical, Pharmaceutical and Food Sciences Center (CCQFA), Federal
University of Pelotas (UFPel), Capdo do Ledo Campus, Pelotas, RS, 96010-900, Brazil.

Phone: 55-53-32757355. Electronic address: cesar.bruning@ufpel.edu.br. ORCID: 0000-

0003-0814-0203

43


mailto:cbortolatto@gmail.com
mailto:cesar.bruning@ufpel.edu.br

Abstract

The compound N-(3-(phenylselanyl)prop-2-yn-1-yl)benzamide (SePB), which
combines a selenium atom and a benzamide nucleus in an organic structure, has
demonstrated a fast antidepressant-like effect in mice. This action is influenced by the
serotonergic system and represents a promising development in the search for novel
antidepressant drugs to treat Major Depressive Disorder (MDD), which often resists
conventional treatments. This study aimed to further explore the mechanism underlying the
antidepressant-like effect of SePB by investigating the involvement of the dopaminergic and
noradrenergic systems in the tail suspension test (TST) in mice and evaluating its
pharmacokinetic profile in silico. Preadministration of the dopaminergic antagonists haloperidol
(0.05 mg/kg, intraperitoneally (i.p.)), a non-selective antagonist of dopamine receptors,
SCH23390 (0.01 mg/kg, subcutaneously (s.c.)), a D1 receptor antagonist, and sulpiride (50
mg/kg, i.p.), a Dasreceptor antagonist, before SePB (10 mg/kg, intragastrically (i.g.) prevented
the anti-immaobility effect of SePB in the TST, demonstrating that these receptors are involved
in the antidepressant-like effect of SePB. Administration of the noradrenergic antagonists
prazosin (1 mg/kg, i.p.), an ai-adrenergic antagonist, yohimbine (1 mg/kg, i.p.), an ax-
adrenergic antagonist, and propranolol (2 mg/kg, i.p.), a B-adrenergic antagonist, did not block
the antidepressant-like effect of SePB on TST, indicating that noradrenergic receptors are not
involved in this effect. Additionally, the co-administration of SePB and bupropion (a
noradrenaline/dopamine reuptake inhibitor) at sub-effective doses (0.1 and 3 mg/kg,
respectively) produced antidepressant-like effects. SePB also demonstrated good oral
bioavailability and low toxicity in computational ADMET analyses. These findings suggest that
SePB has potential as a new antidepressant drug candidate, with a particular focus on the

dopaminergic system.

Keywords: Depression; Dopaminergic system; Selenium; SePB; ADMET prediction.
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Introduction

N-(3-(phenylselenyl)prop-2-in-1-yl) benzamide (SePB, Figure.l) is a synthetic organic
compound containing a selenium atom and a benzamide nucleus. Synthetic organic selenium
compounds have been recognized for their pharmacological properties, including their
antioxidant and analgesic effects 3. Notably, some of these compounds have demonstrated
antidepressant effects in preclinical trials #’. At the same time, compounds containing a
benzamide nucleus have antioxidant characteristics, anti-inflammatory, analgesic and
antidepressant properties 8. The bond between the selenium atom and benzamide nucleus
in the chemical structure of SePB has shown promising results in pre-clinical contexts,
demonstrating a rapid antidepressant-like effect in male and female mice, with the participation

of the serotonergic system through the 5-HT1a , 5-HT2arc, 5-HT3 e 5-HT4receptors 1213,

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

(SePB).

Major Depressive Disorder (MDD) is a diverse mental disorder that involves affective,
cognitive, and somatic manifestations 4°. Among these manifestations, anhedonia is
characterized by a reduced ability to feel pleasure in response to positive stimuli and is
associated with the severity of MDD and resistance to conventional antidepressant treatments
18, In addition, anhedonia is strongly associated with suicide, highlighting the need for specific
therapies to mitigate demotivational symptoms 7.

Dopamine (DA), a monoaminergic neurotransmitter, modulates the reward system 18,
Decreased DA signaling in the mesocorticolimbic pathway of the brain appears to result in
demotivational depressive symptoms such as depressed mood, decreased energy, and

anhedonia 2%, Increasing dopaminergic neurotransmission has been shown to alleviate

45



depressive symptoms 2!, suggesting that compounds with the ability to modulate the
dopaminergic system may hold promise as a more effective treatment for MDD.

In addition, the noradrenergic system has garnered considerable interest as a potential
therapeutic target for MDD. Norepinephrine (NE), a monoaminergic neurotransmitter, has
been implicated in the pathogenesis of depression due to its dysregulation caused by stress
22 Notably, NE also exhibits a strong correlation with somatic symptoms of MDD, including
pain, muscle tension, body tremors, difficulty breathing, heart palpitations, flushing, fatigue,
and sweating 23. These symptoms can be disabling, underscoring the relevance of modulating
the noradrenergic system in cases where they are present.

Given the symptomatic and pathophysiological complexity of MDD, multi-target
compounds are being explored as new therapeutic alternatives for this disorder 24, Therefore,
this study investigated the contribution of dopaminergic (D1, D2 and D3) and noradrenergic (a,
az, and B) receptors to the antidepressant-like action of SePB in male mice. However, for a
compound to be considered as a potential new drug candidate, it is crucial to explore its
pharmacokinetic profile 2.

In this way, an in silico study was performed to predict the pharmacokinetic profile of
SePB, including absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity (ADMET)

parameters.

Results and Discussion
Contribution of the DA system in the antidepressant-like action of SePB

Demotivational symptoms in MDD, such as depressed mood, decreased energy, and
anhedonia, appear to be related to a dysfunction of the dopaminergic system 18, A clinical study
linked the symptoms of anhedonia in patients with depression with decreased DA release
signaling in brain regions, such as the putamen, caudate, nucleus accumbens, and pallidum
% patients with anhedonia may present a more severe clinical picture ¢, which is related to

resistance to treatment with selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) ?’. Therefore, there
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is a clear need for new drugs that can modulate the dopaminergic system. In a mechanistic
evaluation of the antidepressant-like effect of SePB, administration of D1, D2, or D3 receptor
antagonists concomitantly with SePB blocked its anti-immobility effect in the tail suspension
test (TST) without any change in the locomotor activity in the open-field test (OFT), suggesting
that these receptors may be involved in its action. We used TST to assess depression-like
symptoms in mice %, while the OFT was used to evaluate spontaneous locomotion in mice.
Animals with impaired locomotor activity typically exhibit reduced crossing and rearing
numbers 2°.

The results depicted in Figure 2 demonstrate that the pretreatment with haloperidol
blocked the reduction in the total immobility time interaction [F, 40) = 5.395, p = 0.0254] and
the increase in the latency to the first episode of immobility induced by SePB [F, 400 = 9.849,
p = 0.0032] in the tail suspension test (TST), showing that the dopaminergic receptors are
involved in the antidepressant-like effect of SePB. No differences were observed in the number
of crossings [F, 40 = 2.311, p = 0.1364] and rearings [F, 400 = 0.1902, p = 0.6651] among the

groups in the open field test (OFT) (Table S1).
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Figure 2. Effect of pretreatment with haloperidol (0.05 mg/kg, i.p.) on the
antidepressant-like action of SePB (10 mg/kg, i.g.) in the TST. Panels A and B depict the total
immobility time and latency to the first episode of immobility, respectively. Data are presented
as mean = S.E.M of 10 - 12 mice per group. (***) p < 0.001, (**) p < 0.01 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 3 shows that the administration of SCH23390 in mice effectively abolished the
antidepressant-like effect of SePB in the TST, which was observed through an increase in
immobility time and a decrease in the latency to immobility compared to the group of mice
treated only with SePB. A two-way ANOVA revealed a significant interaction SePB Xx
SCH23390, both in latency and in immobility time [F, 38y = 18.33, p = <0.001; F(1, 38 = 12.99,
p = <0.001, respectively]. No differences were observed in the number of crossings [F, 38 =
3.792, p = 0.0589] and rearings [Fq, 38y = 2.563, p = 0.1177] among the groups in the OFT
(Table S2). These results demonstrated the involvement of D; receptors in the antidepressant-

like effects of SePB.
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Figure 3. Effect of pretreatment with SCH23390 (0.01 mg/kg, i.p.) on the
antidepressant-like action of SePB (10 mg/kg, i.g.) in the TST. Panels A and B depict the total
immobility time and latency to the first episode of immobility, respectively. Data are presented
as mean = S.E.M of 9 - 12 mice 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).

The pretreatment of mice with sulpiride prevented the antidepressant-like effect
originating from SePB. Concomitant treatment with SePB and sulpiride resulted in an increase

in immobility time and a decrease in latency to immobility compared to the group treated with
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SePB alone (Figures 4A and 4B). Two-way ANOVA of both latency and immobility time
demonstrated a SePB x sulpiride interaction [F, 24y = 5.097, p = 0.033; F(1, 24y = 5.257, p =
0.031, respectively]. The number of crossings and rearings in the OFT were not affected by
the treatments [F1, 240 = 1.941, p = 0.176, and F, 24) = 0.3086, p = 0.5837, respectively] (Table
S3). These results show that the Dys receptors are involved in the antidepressant-like

therapeutic action of SePB.
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Figure 4. Effect of pretreatment with sulpiride (50 mg/kg, i.p.) on the antidepressant-
like action of SePB (10 mg/kg, i.g.) in the TST. Panels A and B depict the total immobility time
and latency to the first episode of immobility, respectively. Data are presented as mean *
S.E.M of 7 mice per group. (***) p < 0.001 when compared with the vehicle treated group. (###)
p < 0.001, (##) p < 0.01 when compared with the SePB treated group (two-way ANOVA

followed by Newman-Keuls test).

MDD is a heterogeneous disorder, both in terms of symptoms ranging from anhedonia
to cognitive impairment, and pathophysiology, with a combination of genetic, epigenetic, and
environmental factors 24 Therefore, it is unlikely that depressive symptoms can be
completely controlled by a drug with a single mechanism of action. Pharmacological therapy
for MDD is based on medications discovered in the 1960s and the early 1970s, SSRIs, and

serotonin-NE reuptake inhibitors (SNRIs) *°. However, these medications have limitations,
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such as a long administration time to obtain a therapeutic effect, and their use is associated
with many side effects, including weight gain, sexual dysfunction, dizziness, headache,
anxiety, psychosis, and cognitive dysfunction 312,

DA is a monoaminergic neurotransmitter responsible for regulating several functions
including mood, motivation, pleasure, and reward 3. Dopaminergic neurons originating from
the nuclei in the brain stem project to several cortical and subcortical brain regions, highlighting
the mesocortical, mesolimbic, and nigrostriatal pathways 3*. DA is produced in the cytosol by
enzymatic processes catalyzed by tyrosine hydroxylase (TH) and aromatic amino acid
decarboxylase (AADC). After synthesis, DA is stored in synaptic vesicles by catecholaminergic
neurons using the vesicular monoamine transporter-2%.

When DA is released from neuronal vesicles via an action potential, it interacts with
postsynaptic or presynaptic metabotropic receptors such as Di, Dz, and Ds receptors 3*
Decreased DA signaling in the mesocortical pathway has been related to MDD, and the
stimulation of dopaminergic receptors D1, D», and Dz seems to indicate a possible treatment
strategy 8.

A study conducted by Shuto, Kuroiwa, Sotogaku, Kawahara, Oh, Jang, Shin, Ohnishi,
Hanada, Miyakawa, Kim, Greengard and Nishi % established an association between chronic
treatment with fluoxetine, an SSRI class antidepressant, and increased expression of D:
receptors in the dentate gyrus of mice. However, this treatment alone did not reverse the
depressive phenotype induced by restraint stress. The researchers also observed that mice
subjected to restraint stress and treated with fluoxetine combined with R(+)-SKF81297, a D,
receptor agonist, demonstrated a reduced depressive phenotype, as assessed in the TST.
These findings indicate that Di receptor agonists may play a role as adjunctive therapies to
SSRI-class antidepressants, optimizing their pharmacological efficacy.

Another study explored the possibility that acute administration of A77636, a DA D:
receptor agonist, could result in antidepressant-like behavior in rats in the forced swim test

(FST). The results revealed a significant reduction in immobility time in animals treated with
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A77636, suggesting that pharmacological modulation of the D; receptor by this antagonist
induces antidepressant-like effects in rats *’.

D. receptor agonism has also been implicated in antidepressant-like responses. In a
study conducted by Fatima, Ahmad, Srivastav, Rizvi and Mondal 3, a chronic unpredictable
mild stress model was used to induce depressive-like behavior in adult rat offspring. The
results revealed that treatment with ropinirole, a DA D, receptor agonist, effectively reversed
this effect. Furthermore, the depressive phenotype induction model resulted in a decrease in
TH expression, which was reversed by the treatment. This suggests that stimulation of the DA
D receptor may have beneficial effects in MDD treatment. The results also suggest that
failures in DA synthesis may contribute to the pathophysiology of MDD.

Cariprazine, a drug that acts as a partial agonist of DA D./Ds receptors with a
preference for D3, was effective in attenuating the depressive phenotype in mice subjected to
chronic unpredictable mild stress. Chronic treatment with cariprazine reversed the anhedonic
behavior induced by unpredictable chronic stress in mice, demonstrating an antidepressant-
like effect. However, D; knockout mice chronically treated with cariprazine did not show anti-
anhedonic behavior, suggesting that the antidepressant-like activity of this drug may be
mediated by selective D3 receptor agonism. This finding demonstrates that the DA D3 receptor
also may represent an interesting target for the treatment of MDD *°.

Dopaminergic receptors, particularly subtypes Di, D2, and D3, may represent new
therapeutic targets for the development of therapeutic strategies for the treatment of MDD 3"
3. Furthermore, modulation of the dopaminergic system combined with modulation of other
monoamine systems, such as 5-HT, appears to represent an alternative treatment for patients
resistant to conventional antidepressant treatments, such as SSRIs %°. This highlights the
importance of compounds with multi-target actions, suggesting that the simultaneous
modulation of different neurotransmitter systems may offer more effective and comprehensive

approaches for the treatment of MDD “°,
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The antidepressant-like effects of SePB are not influenced by noradrenergic
antagonists

The neurobiology of MDD is intricate and involves several mechanisms. Among the
moanomines, the deficit of noradrenaline (NA) in synaptic transmission has also been
considered as one of the key molecular foundations of the physiology of depression L. In this
way, the possible involvement of noradrenergic system in the antidepressant-like effect of
SePB was investigated. Co-administration of SePB and noradrenergic receptor antagonists
(prazosin, yohimbine, and propranolol) in mice subjected to TST showed no contribution of a;-
adrenergic, ar-adrenergic, and B-adrenergic receptors to the antidepressant-like effect
demonstrated by SePB.

The data obtained from the pretreatment with prazosin are presented in Figure 5. As
can be observed, administration of prazosin (1 mg/kg, i.p., an a;-adrenergic antagonist) was
ineffective in blocking the reduction in immobility behavior [F, 32y = 0.0014, p = 0.9697] and
the increase in latency time [Fq, 32) = 0.7902, p = 0.3807] caused by SePB in the TST. Main
effect was detected for SePB treatment in immobility time [F«, 32 = 244.4, p < 0.0001] and
latency to immobility [Fu, 32 = 108.1, p < 0.0001]. In the OFT, no statistically significant
difference was detected in the number of crossings [F, 32) = 1.54, p = 0.2236] and rearings
[Fa, 32 = 1.54, p = 0.2236; F1, 32 = 0.6932, p = 0.4113] among the groups, indicating that the

treatments did not lead to any locomotor deficit (Table S4).

52



>
w

150+ mm Vehicle Prazosin 150+ mm Vehicle Prazosin
0
1254 T 1254
E 100+ _ -g 1001
2 75 E 75 =
a 2
E 50+ e 2 501
E 3
25+ E 25
0- 0-

Vehicle SePB Vehicle SePB

Figure 5. Effect of pretreatment with prazosin (1 mg/kg, i.p.) on the antidepressant-like
action of SePB (10 mg/kg, i.g.) in the TST. Panels A and B depict the total immobility time and
latency to the first episode of immobility, respectively. Data are presented as mean + S.E.M of

8-10 mice per group.

Our results also demonstrated that pretreatment with yohimbine did not block the
antidepressant-like effect of SePB in the immobility and latency time in the TST [F(1, 41y = 0.089,
p = 0.7661; Fq, a1y = 0.292, p = 0.5918, respectively]. The two-way ANOVA revealed a main
effect of SePB in the immobility time and latency to immobility [F, 41y = 28.46, p < 0.0001; F,
41y = 70.16, p = <0.001, respectively] (Figure 6). No significant differences were detected in the
number of crossings [F, 32) = 0.00631, p = 0.937] or rearings [F, 32 = 0.1958, p = 0.6611]

after pretreatment with yohimbine and SePB (Table S5).
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Figure 6. Effect of pretreatment with yohimbine (1 mg/kg, i.p.) on SePB's
antidepressant-like action (10 mg/kg, i.g.) inthe TST. Panels A and B depict the total immobility
time and latency to the first episode of immobility, respectively. Data are presented as mean £

S.E.M of 8-11 mice per group.

Figure 7 shows that the administration of propranolol in mice did not block the
effect of SePB in the TST. The two-way ANOVA of immobility [Fq, 33 = 0.521, p = 4755] and
latency time [F(1, 33y = 0.089, p = 0.7663] revealed no significant interaction based on the results
of the SePB X Propranolol. The two-way ANOVA of immobility time revealed a main effect of
the compound [F, 33y = 10.72, p = 0.002]. No significant locomotor changes were detected in
the number of crossings [Fq, 33 = 0.3207, p = 0.575] or rearings [Fq, 33 = 0.005, p = 0.9413]

after pretreatment with propranolol and SePB (Table S6).
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Figure 7. Effect of pretreatment with propranolol (2 mg/kg, i.p.) on the antidepressant-
like action of SePB (10 mg/kg, i.g.) in the TST. Panels A and B depict the total immobility time
and latency to the first episode of immobility, respectively. Data are presented as mean *

S.E.M of 8-10 mice per group.

In conclusion, these results suggest that the acute antidepressant action of SePB in
male mice is not associated with a;, a;, and B noradrenergic receptors, as prazosin,
yohimbine, and propranolol failed to reverse the anti-mobility effect caused by SePB in the

TST 243,

Examining the effects of combined sub-therapeutic doses of SePB and bupropion on
the behavior of mice that have undergone the TST

A dose-response curve was plotted to identify the subeffective dose of SePB. The
results described in Figures 8A and 8B represent the immobility and latency time in the TST,
respectively. As identified by one-way ANOVA analysis followed by the Newman-Keuls post
hoc test, a higher latency to the first episode of immobility [Fz.36 = 13.06, p < 0.0001] (Figure
8A) and reduced immobility time [F@s3s) = 17.19, p < 0.0001] (Figure 8B) were found in mice
that received 1 mg/kg, while the dose of 0.5 mg/kg only showed a decrease in immobility,
which corresponds to a possible antidepressant effect, but not an increase in latency. In
contrast, the mice that received the dose of 0.1 mg/kg did not show statistically significant

changes in terms of immobility time and latency to immobility when compared to the control
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mice. These results suggest that SePB at a dose of 0.1 mg/kg has no antidepressant-like
effect. In the OFT, the groups of mice treated with SePB at all dosages showed no statistically
significant changes in the number of crossings [F, 36y = 0.212, p = 0.8874] or rearings [F(, 36
= 0.07096, p = 0.9751], ruling out any spontaneous locomotor impairment as a result of the
treatment (Table S7).

Based on these results, the subeffective dose of the antidepressant-like therapeutic

effect of SePB was identified as 0.1 mg/kg.
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Figure 8. Sub-effective dose curve of SePB (10 mg/kg, i.g.) in the TST. Panels A and
B depict the total immobility time and latency to the first episode of immobility, respectively.
Data are presented as mean + S.E.M of 10 mice per group. (**) p < 0.01 and (***) p < 0.001

when compared with the control group (one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test).

To evaluate the synergistic effect between sub-effective doses of SePB and bupropion,
mice were treated with SePB (0.1 mg/kg) and bupropion (3 mg/kg, a NA/DA reuptake inhibitor,
NDRI), and the immobility behavior of mice in the TST is shown in Figure 9. Two-way ANOVA
revealed a significant SePB x bupropion interaction in immobility time [Fq, 45y = 6.296, p =
0.0158] and latency to immobility [F, 45y = 9.109, p = 0.0042] in mice treated with SePB and
bupropion at sub-effective doses. SePB and bupropion alone did not alter the immobility time
and latency to immobility in the TST, but when administered together they presented an

antidepressant-like effect, demonstrated by reduction in the immobility time and increase in
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the latency to immobility. The administration of SePB or bupropion did not induce significant
locomotion changes in the number of crossings [F, 45y = 2.452, p = 0.1244] and rearings [Fq,

45 = 2.884, p = 0.0964] (Table S8).
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Figure 9. Effects of the co-administration of sub-effective doses of SePB (10 mg/kg,
i.9.) and bupropion (3 mg/kg, i.p.) in the TST. Panels A and B depict the total immobility time
and latency to the first episode of immobility, respectively. Data are presented as mean +
S.E.M of 10 - 12 mice per group. (***) p < 0.001 when compared with the SePB treated group

(two-way ANOVA followed by Newman-Keuls test).

Bupropion is an NA/DA reuptake inhibitor used to reduce demotivational
symptoms and increase responses to anticipation, effort, and reward consumption in patients
with MDD “4. A clinical study identified that depressed patients treated with bupropion had an
anhedonia rate of 33%, whereas depressed patients treated with other antidepressants, such
as SSRIs, had an anhedonia rate of 46%, suggesting that bupropion is more effective than
SSRIs in alleviating symptoms such as anhedonia “°. The interaction between sub-effective
doses of SePB and bupropion resulted in an antidepressant-like effect in mice. This synergistic
effect between SePB and bupropion highlight the importance of the dopaminergic system in
the antidepressant effect of SePB, making it a promising candidate for the treatment of

anhedonia, a common symptom of MDD.
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An innovative compound with more than one mechanism of action, such as SePB, is
then a promising new antidepressant candidate. Pre-clinical tests have shown that this
compound appears to exert an antidepressant-type pharmacological action 30 min after
administration 2, and this fast action may result from its interaction with the 5-HT, receptor 3.
The ability to modulate the dopaminergic system demonstrated in our study may qualify this
compound as a candidate for treating anhedonic symptoms of MDD. In the future, we intend
to evaluate the action of SePB in an animal model of depression using specific behavioral tests

to screen for anhedonia, such as the sucrose splash test and sucrose preference test 46,

In Silico Evaluation of Pharmacokinetic Parameters: Absorption, Distribution,
Metabolism, Excretion, Toxicity (ADMET)

The in silico prediction of ADMET and bioavailability parameters using software allows
evaluation of the pharmacokinetic and toxicological profiles of synthetic compounds. This tool
facilitates rapid selection of possible drug candidates #’. Table 1 presents the results predicted
by the pkCSM platform regarding the ADMET and bioavailability parameters.

The first pharmacokinetic factor evaluated was absorption. Several parameters were
used for this evaluation. The first was the water solubility of SePB, which was found to be -
3.086 (log mol/L). For absorption, a compound must be soluble in biological fluids “8, with a
water solubility value greater than -4 and lower than -2 indicating that the molecule is soluble.
Thus, our results suggest that SePB is soluble in biological fluids “°. The second absorption
parameter evaluated was the permeability of Caco-2 cells (human colorectal adenocarcinoma
cells), to verify whether SePB can permeate intestinal cells #’. In this test, we found a value of
1.658 x 10 ® cm-s 71, which indicates that the molecule is moderately permeable 4. Two other
absorption parameters were evaluated: intestinal absorption and skin permeability. High
intestinal absorption (97.397%) and medium skin permeability (-2.452) were identified 2°.
Finally, we evaluated whether SePB could act as a substrate and/or inhibitor of p-glycoprotein

and its isoforms. These glycoproteins can prevent drugs from entering the cell or can promote
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their elimination #’. As shown in Table 1, SePB did not interact with p-glycoprotein or its
isoforms.

The second pharmacokinetic factor evaluated was the distribution. The volume of
distribution (VDss) of SePB was 0.112, indicating better distribution in the plasma than in the
tissues 7. The ability of SePB to penetrate the blood-brain barrier (BB) was assessed, with a
value of 0.025. SePB exhibits intermediate penetration, as values greater than 0.3 suggest
easy crossing of the blood-brain barrier, and values lower than -1 indicate poor distribution in
the brain *°.

The third pharmacokinetic factor identified was metabolism, which was assessed by
evaluating the interaction between SePB and cytochrome P450 enzymes. Table 1
demonstrates that SePB does not seem to possess the potential to inhibit the enzymes
CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, and CYP3A4 but appears to have the potential to be a
substrate of CYP3A4 and an inhibitor of CYP1A2 and CYP2C19. These results suggest that
CYP3A4 is involved in SePB metabolism. Additionally, SePB appears to have the potential to
inhibit CYP1A2 and CYP2C19 enzymes, which is consistent with the findings of previous
research on antidepressant medications, such as SSRIs °%.

The fourth pharmacokinetic factor was excretion. SePB presented the possibility of
being a renal substrate for OCT2, in addition to a low value (1,898 mL/min/kg) of total
clearance. Regarding toxicity prediction, SePB obtained a negative result in the AMES test,
indicating a non-mutagenic effect. Furthermore, it had a predicted maximum recommended
tolerated dose of 0.635 (mg/kg/day) °2. SePB appears to have the potential to inhibit hERG I,
but not hERG I, and was predicted to have an Oral Rat Acute Toxicity (LD50) of 1.869 mol/kg
and an Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL) of 0.792 mol/kg °3. The data presented in Table 1
indicates that no cases of hepatotoxicity or skin sensitization were observed in relation to
SePB. The T. Pyriformis test revealed a value of 1,776 pg/L for the compound, indicating its
potential toxicity (pIGC 50 greater than —0.5 log ug/L) ** . However, SePB was found to be

non-toxic in the Minnow toxicity test >. Overall, the in silico results suggest that SePB has
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good oral bioavailability and a low likelihood of toxicity in various organs and tissues, making

it a promising candidate for drug development. Additional animal toxicity studies should be

conducted in the future to further investigate the toxicological profile of SePB.

Table 1. In Silico ADMET parameters of SePB

Parameters SePB results Unit
Absorption
Water solubility -3.086 Numeric (log mol/L)
Caco2 permeability 1.658 Numeric (log Papp in 107% cm/s)
Intestinal absorption 97.397 Numeric (YoAbsorbed)
Skin Permeability -2.452 Numeric (log Kp)
P-glycoprotein substrate No Categorical (Yes/No)
P-glycoprotein | inhibitor No Categorical (Yes/No)
P-glycoprotein Il inhibitor No Categorical (Yes/No)
Distribution
VDssa 0.112 Numeric (log L/kg)
Fraction unbound 0.063 Numeric (Fu)
BBB permeability 0.025 Numeric (log BB)
CNS permeability -1.264 Numeric (log PS)
Metabolism
CYP2D6 substrate No Categorical (Yes/No)
CYP3A4 substrate Yes Categorical (Yes/No)
CYP1AZ2 inhibitor Yes Categorical (Yes/No)
CYP2C19 inhibitor Yes Categorical (Yes/No)
CYP2C9 inhibitor No Categorical (Yes/No)
CYP2D6 inhibitor No Categorical (Yes/No)
CYP3A4 inhibitor No Categorical (Yes/No)
Excretion
Total clearance 1.898 Numeric (log mL/min/kg)
Renal OCT2 substrate Yes Categorical (Yes/No)
Toxicity
AMES toxicity No Categorical (Yes/No)
Maximum tolerated dose 0.635 Numeric (log mg/kg/day)
hERG I inhibitor No Categorical (Yes/No)
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hERG Il inhibitor Yes Categorical (Yes/No)

Oral rat acute toxicity 1.869 Numeric (mol/kg)

Oral rat chronic toxicity 0.792 Numeric (log mg/kg_bw/day)

Hepatotoxicity No Categorical (Yes/No)

Skin sensitization No Categorical (Yes/No)

T. Pyriformis toxicity 1.776 Numeric (log pg/L)

Minnow toxicity 0.669 Numeric (log mM)
Conclusion

The preclinical data presented in this study shed light on the mechanism of action of
SePB, a novel compound that combines a benzamide nucleus with a selenium atom in an
organic structure and elicits an antidepressant-like effect. The results obtained demonstrated
that the DA receptors D1, D2, and D3 play a crucial role in the therapeutic effect of SePB,
whereas noradrenergic receptors a;, a2, and  do not contribute to this effect. Furthermore,
the co-administration of sub-effective doses of bupropion and SePB produced a synergistic
antidepressant-like effect in male mice, supporting the hypothesis that the dopaminergic
system is involved in the therapeutic effect of SePB. These findings also indicate that SePB
may have potential as a pharmacological alternative for treating MDD, particularly in
addressing demotivational symptoms such as anhedonia, which are often associated with
resistance to conventional antidepressant therapies ’. In silico analysis of the pharmacokinetic
profile of SePB revealed that it exhibited acceptable absorption, distribution, and metabolism,
with no apparent toxicity. In conclusion, the promising preclinical profile of SePB makes it a

potential candidate for the development of new pharmacological therapies for MDD treatment.

Material and methods
Animals

Adult male Swiss mice, weighing 25-35 g, were obtained from the Central Bioterium of
the Federal University of Pelotas. The animals were housed in a controlled environment in a

designated animal facility, with temperature maintained at 22+1 °C and a 12-hour light/12-hour
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dark cycle and provided with unlimited access to both water and food. To conduct the
experiments, mice were kept in cages without environmental enrichment and randomly divided
into different experimental groups (n=7-14 mice per group). The research was performed in
accordance with the guidelines and regulations set forth by the UFPel Animal Ethics and
Welfare Committee (CEEA 4903-2017), which is affiliated with the Animal Experiments Control
Council (CONCEA) and adheres to the National Institute of Health’s Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (NIH Publications No. 8023, revised in 1978). Every effort was

made to decrease the number of animals utilized and to minimize suffering in the experiments.

Chemicals

The N-(3-(phenylselanyl)prop-2-yn-1- yl)benzamide (SePB, Figure 1) was synthesized
and characterized in the Nucleus of Synthesis and Application of Organic and Inorganic
Compounds (NUSAACOI) at the Federal University of Fronteira Sul (UFFS), employing the
method described by Balbom, Gritzenco, Speranca, Godoi, Alves, Barcellos and Godoi *°. The
'H nuclear magnetic resonance (NMR) and *CNMR spectra were aligned with the assigned
structure, demonstrating their authenticity. The chemical purity of SePB was determined to be
99.9% using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). SePB was dissolved in canola
oil and administered by the intragastric (i.g.) route. All other chemicals were obtained from
Sigma-Aldrich or standard commercial suppliers. A saline solution 0.9% was used to dissolve
SCH23390, haloperidol, prazosin, propranolol, and yohimbine. Sulpiride and bupropion were
dissolved in a saline solution 0.9% plus 5% and 2% DMSO, respectively. The administration

of drugs was carried out at a consistent volume of 10 ml/kg of body weight.

Experimental design
The experimental design for the administration of dopaminergic and noradrenergic
antagonists is illustrated in Figure 10, with the aim of elucidating the mechanisms underlying

the antidepressant-like effects observed with SePB 213, The dose of antagonists was
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determined by referring to prior research by carried out by da Silva Teixeira Rech, Goncalves
Alves, Nornberg Strelow, Devantier Kruger, Carraro Junior, Dos Santos Neto, Braga, Bruning
and Folharini Bortolatto ’. In accordance with the principle of 3Rs, each mouse was used only
once in each experiment. Behavioral tests were carried out during the light cycle, spanning

from 9:00 a.m. to 5:00 p.m.

. o . Il
Dopaminergic antagonists |

or
noradrenergic antagonists
or bupropion

Open-field test
15 min 45 min
M " :

v

0 min 41 min

SePB
10 mgrkg Tail suspension test

Figure 10. Experimental design illustration to evaluate the involvement of the
noradrenergic and dopaminergic antagonists on the acute antidepressant-like action of SePB
(20 mg/kg, i.g.) and the co-administration of sub-effective doses of SePB (0.1 mg/kg, i.g.) and

bupropion (3 mg/kg, i.p.) in the mouse TST.

Exploring the role of dopaminergic system in the antidepressant-like effects of SePB in
mice

To investigate the role of D1, D2, e D3 -dopaminergic receptors in the antidepressant-
like effects of SePB, mice were pre-treated with sulpiride (50 mg/kg, i.p., a selective D
receptor antagonist), SCH23390 (0.01 mg/kg, s.c., a D; receptor antagonist), haloperidol
(0.05 mg/kg, i.p., a non-selective antagonist of DA receptors), or vehicle (saline solution) 7°6°7,
followed by SePB (10 mg/kg, i.g.) or vehicle (canola oil) administration 15 min later. The
animals were subjected to TST 30 min after treatment 2. To ensure that any changes in
locomotor activity did not affect the performance, we conducted the OFT 4 min prior to the TST

to assess locomotor activity.
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Exploring the role of noradrenergic system in the antidepressant-like effects of SePB in
mice

To investigate the role of ai-, az-, and B-noradrenergic receptors in the antidepressant-
like effects of SePB, mice were pretreated with prazosin (1 mg/kg, i.p., an ai-adrenergic
antagonist), yohimbine (1 mg/kg, i.p., an az-adrenergic antagonist), propranolol (2 mg/kg, i.p.,
a B-adrenergic antagonist), or vehicle (saline solution) 74243, followed by SePB (10 mg/kg, i.g.)
or vehicle (canola oil) administration 15 min later. The animals were subjected to TST 30 min
after SePB treatment 2. To ensure that any changes in locomotor activity did not affect the

performance, we conducted the OFT 4 min prior to the TST to assess locomotor activity.

Effects of co-administration of sub-effective doses of SePB and bupropion in mice
Bupropion, a medication classified as an atypical antidepressant, primarily achieves its
therapeutic effects through the inhibition of DA and NE reuptake *8. To provide additional
evidence for the DA and/ or noradrenergic hypothesis regarding the antidepressant-like effects
of SePB in mice, the study examined the interaction between sub-effective doses of SePB and
bupropion in the TST. Initially, a SePB dose-response experiment was conducted to identify a
sub-effective dose. In this experiment, SePB was administered at doses of 1, 0.5, 0.1 mg/kg
(i.p.) 30 minutes prior to the TST. To assess the interaction between SePB and bupropion,
mice were pretreated with a sub-effective dose of bupropion (3 mg/kg, i.p.) or a vehicle (saline),
followed by administration of SePB at a sub-effective dose of 0.1 mg/kg (i.g.) or a vehicle, 15
minutes later. Thirty minutes after the administration, the mice were tested in the TST *°. To
ensure that any changes in locomotor activity did not affect the performance, we conducted

the OFT 4 min prior to the TST to assess locomotor activity.
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In Silico Evaluation of Pharmacokinetic Parameters: Absorption, Distribution,
Metabolism, Excretion, Toxicity (ADMET)

In silico prediction of absorption, distribution, metabolism, excretion, toxicity (ADMET),
was performed in accordance with the methodology proposed by Pires et al. (2015). Initially,
the two-dimensional (2D) structure of SePB was drawn using ChemDraw 19.0.0 software and
then converted into a SMILE sequence. The SMILES codes were loaded into the pkCSM

software (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm) to predict the ADMET parameters.

Behavioral tests
Tail suspension test

TST is a behavioral test used to assess depression-like behavior or behavioral despair
in mice. This allowed us to assess whether the administration of the dopaminergic and
noradrenergic antagonist can inhibit the antidepressant-like effect of SePB. The mice were
suspended by their tails at a height of 50 cm above the floor using adhesive tape placed
approximately 1 cm from the tail tip. The total immobility time, defined as the absence of
escape-oriented behavior, including passive swaying of the body, was manually recorded
using a stopwatch for 6 minutes. It is assumed that immobility in this test reflects a measure of
behavioral despair; therefore, reductions in immobility indicate antidepressant-like effects. The

evaluation was conducted in an acoustically and visually isolated location ©°.

Open-field test

To evaluate any locomotor and exploratory deficits induced by the compounds and
antagonists, the OFT was conducted prior to the TST. Mice were placed in a 30 cm x 40 cm X
40 cm box divided into nine squares for a duration of 4 minutes. During this time, the number

of crossings and front paw liftings (or rearings) were recorded 2.
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Statistical analysis

All analyses were performed using the GraphPad Software (GraphPad, San Diego, CA,
USA) and expressed as the mean * standard error of the mean (SEM). The normal distribution
of data was evaluated using D’Agostino and Pearson normality tests. Comparisons among the
experimental groups were performed using two-way ANOVA analysis of variance, followed by
the Newman-Keuls post hoc test. The independent variables for the two-way ANOVA were
SePB (factor 1) and antagonists (factor 2). values lesser than 0.05 (p<0.05) were considered

significant.
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Table S1. Effect of haloperidol and/or SePB in the open-field test (OFT)

Groups Crossings Rearings

Control 55.45+3.14 32.18 + 1.57
Haloperidol 56.10 £ 3.22 28.40 £ 2.97
SePB 55.82 + 3.20 28.09 + 3.05
SePB + haloperidol 56.10 £ 3.28 28.36 £3.12

Haloperidol (0.05 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 10 - 12 animals per group.

Table S2. Effect of SCH23390 and/or SePB in the open-field test (OFT)

Groups Crossings Rearings

Control 63.78 + 3.56 36.89 + 2.50
SCH23390 56.56 + 3.29 32.22 +2.32
SePB 62.50 + 3.56 36.08 + 2.86
SePB + SCH23390 62.56 + 3.80 32.22 + 2.67

SCH23390 (0.01 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 9 - 12 animals per group.
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Table S3. Effect of sulpiride and/or SePB in the open-field test (OFT)

Groups Crossings Rearings

Control 67.57 £1.00 30.67 £ 3.33
Sulpiride 51.71+1.85 26.00 £ 4.18
SePB 64.71 + 2.86 32.63+4.16
SePB + sulpiride 51.71+7.10 34.00 + 4.33

Sulpiride (50 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 7 animals per group.

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

Groups Crossings Rearings

Control 56.05 + 2.17 40.63 £ 2.42
Prazosin 58.05 + 2.04 36.88+£1.73
SePB 59.03+£2.70 37.70 £ 2.28
SePB + Prazosin 57.50 + 2.29 36.88 + 2.42

Prazosin (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 8-10 animals per group.
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Table S5. Effect of yohimbine and/or SePB in the open-field test (OFT)

Groups Crossings Rearings

Control 52.13+6.23 20.25 +4.53
Yohimbine 58.00 + 6.11 21.80 + 3.28
SePB 70.67 + 6.22 28.44 + 3.37
SePB + yohimbine 58.00 £ 5.89 21.80 £ 3.28

Yohimbine (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 8-11 animals per group.

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

Groups Crossings Rearings

Control 58.63 + 9.28 24.78 £+ 5.48
Propranolol 67.20 £ 8.77 25.70£5.18
SePB 65.30 + 9.05 27.30+5.35
SePB + Propranolol 67.20 £ 8.54 25.63 £ 5.49

Propranolol (2 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 8-10 animals per group.
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Table S7. Sub-effective dose curve of SePB in the open-field test (OFT)

Groups Crossings Rearings

Control 55.60 + 2.66 38.00 + 2.38
SePB 1 mg/kg 54.40 £ 1.20 38.90 £ 1.00
SePB 0.5 mg/kg 55.70 + 1.30 39.00 + 0.60
SePB 0.1 mg/kg 56.50 + 2.10 38.60 + 0.40

SePB (1 - 0.1 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 10 animals per group.

Table S8. Effect of combined sub-therapeutic doses of SePB and bupropion in

the open-field test (OFT)

Groups Crossings Rearings
Control 62.64 + 2.49 34.21 +2.33
Bupropion 61.92+1.77 36.25 = 1.03
SePB 56.92 + 3.22 31.58 + 2.63
SePB + 36.55 + 2.51
60.14 £+ 5.72
bupropion

Bupropion (3 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 11 - 14 animals per group.
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5 Discusséo

Os TDs séo condicdes caracterizadas por episodios recorrentes de sintomas
depressivos, apresentando uma etiologia complexa e heterogénea (WHO, 2021).
Manifestagbes frequentes incluem anedonia, sonoléncia excessiva diurna e
intensificacdo da culpa, causando impacto significativo na qualidade de vida devido a
sua natureza debilitante destes sintomas (Malhi; Mann, 2018). A crescente
prevaléncia de resisténcia a tratamentos farmacoldgicos, particularmente relacionada
ao sintoma de anedonia, que é refratario aos antidepressivos tradicionais, sugere a
necessidade de desenvolver novos farmacos antidepressivos (Akil; Gordon; Hen;
Javitch et al., 2018).

A anedonia parece estar associada a disfun¢cdes dopaminérgicas no sistema
de recompensa (Liang; Wu; Hanxiaoran; Greenshaw et al., 2022). Nesse contexto, a
modulacdo do sistema dopaminérgico por compostos especificos emerge como um
alvo terapéutico promissor para o desenvolvimento de terapias mais eficazes para 0s
TDs (Zhao; Cheng; Piao; Cui et al., 2022). Além disso, 0 sistema noradrenérgico
também se destaca como um alvo promissor na abordagem terapéutica dos TDs
(Seki; Yoshida; Jaiswal, 2018). A NA, um neurotransmissor monoaminérgico, esta
suscetivel a desregulacdes decorrentes do estresse, sendo implicada na etiologia dos
TDs (Liu; Zhao; Fan; Guo, 2019).

Na busca por farmacos inovadores com propriedades antidepressivas, compostos
organicos contendo selénio tém se destacado ao demonstrarem efeitos promissores
em testes pré-clinicos realizados em camundongos (Besckow; Nonemacher; Garcia;
Da Silva Espindola et al., 2020a; Besckow; Pires; Giehl; Godoi et al., 2023; Da Rocha,;
Pires; Presa; Besckow et al.,, 2023; Da Silva Teixeira Rech; Goncalves Alves;
Nornberg Strelow; Devantier Kruger et al., 2021). Um desses compostos, a SePB,
exibiu efeito tipo antidepressivo em camundongos machos e fémeas, associado ao
sistema serotoninérgico (Besckow; Nonemacher; Garcia; Da Silva Espindola et al.,
2020a; Besckow; Pires; Giehl; Godoi et al., 2023).

Estas descobertas destacam a relevancia terapéutica dos compostos contendo
selénio, especialmente a SePB, na pesquisa de novos farmacos antidepressivos. Para
uma compreensdo mais aprofundada do mecanismo de acdo da SePB, foram
conduzidos testes comportamentais de triagem farmacoldégica em camundongos,

incluindo o TSC e o TCA. Diferentes grupos de camundongos foram submetidos a
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tratamentos com antagonistas de receptores noradrenérgicos (a1, az e ) antes da
administracéo do SePB.

A analise dos resultados revelou que a coadministracdo de yohimbina, um
antagonista noradrenérgico do receptor a2, concomitante com a SePB, n&o bloqueou
o efeito tipo-antidepressivo demonstrado pelos camundongos tratados somente com
a SePB. Isso sugere que o receptor adrenérgico a2 ndo esta associado ao efeito
terapéutico demonstrado pela SePB. Da mesma forma, a administragcdo de
propranolol, um antagonista noradrenérgico 3 ndo seletivo, em conjunto com a SePB,
nao foi capaz de bloquear o efeito tipo antidepressivo observado no grupo de
camundongos tratados apenas com a SePB. Isso sugere que 0S receptores
noradrenérgicos 3 ndo parecem desempenhar um papel significativo no mecanismo
de acédo terapéutica da SePB. Resultados semelhantes foram encontrados para o
grupo de animais tratados com prazosina, um antagonista noradrenérgico do receptor
a1, em conjunto com a SePB. Essa combinacdo também ndo conseguiu bloquear o
comportamento anti-imobilidade demonstrado pelos camundongos tratados apenas
com a SePB, indicando que o receptor a1 ndo parece estar envolvido no efeito tipo
antidepressivo da SePB.

Os resultados deste estudo indicam que o efeito tipo antidepressivo observado em
camundongos ndo parece ter a contribuicdo do sistema noradrenérgico. Por outro
lado, a administracdo simultdnea de antagonistas dos receptores dopaminérgicos D1,
D2 ou D3 bloqueou a acao terapéutica da SePB, sugerindo a participacao desses
receptores no efeito tipo antidepressivos do composto.

O pré-tratamento com haloperidol, um antagonista dopaminérgico nao seletivo,
demonstrou eficacia em bloquear a reducdo do tempo total de imobilidade induzido
pela SePB. Esses resultados sugerem o possivel envolvimento do sistema
dopaminérgico no efeito tipo antidepressivos da SePB. Para investigar quais
receptores dopaminérgicos estdo envolvidos na acao tipo antidepressiva da SePB,
camundongos foram tratados com sulpirida, um antagonista dopaminérgico dos
receptores D23, em conjunto com a SePB. Essa administragcdo também bloqueou o
efeito tipo antidepressivo da SePB, resultando em um aumento no tempo de
imobilidade total em comparacdo com o grupo tratado apenas com a SePB. Esses
resultados indicam a possivel participacéo dos receptores D23 no efeito terapéutico
demonstrado pela SePB. A administracdo de SCH23390, um antagonista dos
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receptores Di, blogueou o efeito tipo antidepressivo da SePB. A interagéo
estatisticamente significativa entre SePB e SCH23390 destaca a contribuicdo dos
receptores D1 no efeito tipo antidepressivos da SePB. No TCA, n&ao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos tratados com sulpirida, SCH23390 e
haloperidol em relagcdo ao numero de cruzamentos e levantamentos, indicando que
esses tratamentos ndo afetaram a atividade locomotora espontanea dos animais.

Ao longo desta dissertacdo, foi discutido a importancia dos receptores
dopaminérgicos como promissores alvos terapéuticos para os TDs. Uma énfase foi
dedicada a analise de agonistas dos receptores dopaminérgicos D1, D2 e Ds,
demonstrando o papel significativo que esses receptores desempenham nos
mecanismos subjacentes aos TDs (Desormeaux; Demars; Davenas; Jay et al., 2020;
Duric; Banasr; Franklin; Lepack et al., 2017; Fatima; Ahmad; Srivastav; Rizvi et al.,
2020; Zhao; Cheng; Piao; Cui et al., 2022). A associa¢ao entre esses receptores e 0s
efeitos terapéuticos tipo antidepressivo demonstrado em animais, destaca o potencial
inovador desses alvos no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes
e direcionadas para abordar as complexidades dos TDs (Desormeaux; Demars;
Davenas; Jay et al., 2020; Duric; Banasr; Franklin; Lepack et al., 2017; Fatima; Ahmad,;
Srivastav; Rizvi et al., 2020). Nesse sentindo, a SePB emerge como um composto
promissor para o0 desenvolvimento de novas terapias farmacoldgicas para os TDs,
uma vez que seu efeito tipo antidepressivos parece ser mediados pela modulag&o dos
receptores dopaminérgicos D1, D2 e Da.

Este trabalho também avaliou se a coadministracdo de uma dose subefetiva de
bupropriona, um inibidor de recaptacdo de NA/DA e SePB resultam em um efeito tipo
antidepressivo. Para isso, foi construida uma curva para encontrar a dose subefetiva
da SePB. Os camundongos submetidos as doses de 0,5 mg/kg e 1 mg/kg de SePB
apresentaram aumento na laténcia para o primeiro episodio de imobilidade. Contudo,
apenas os camundongos tratados com a dose de 1 mg/kg exibiram uma reducao
significativa no tempo total de imobilidade em comparacdo com os camundongos do
grupo controle. A dose de 0,1 mg/kg ndo demonstrou efeito tipo-antidepressivo em
camundongos no TST, sendo escolhida como a dose subefetiva da SePB.

A coadministracéo de SePB e bupropiona resultou em uma diminuic¢ao significativa
no tempo de imobilidade e um aumento na laténcia para a imobilidade em

camundongos, caracterizando um efeito tipo antidepressivo sinérgico. A bupropiona,
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frequentemente prescrita quando outros antidepressivos, como 0s ISRSs, néo
alcancam os resultados desejados, atua como um inibidor da recaptacdo de NE e DA
(Liang; Wu; Hanxiaoran; Greenshaw et al., 2022). O efeito sinérgico observado com a
bupropiona reforca que o efeito terapéutico da SePB esté relacionado ao sistema
dopaminérgico. Esses resultados também sugerem que a SePB pode ser uma opc¢ao
atil para pacientes com TDs, refratarios aos farmacos convencionais.

Por fim, este estudo realizou uma previsdo de parametros farmacocinéticos e de
biodisponibilidade da SePB através do software pkCSM. Para ocorrer uma absor¢cao
satisfatoria, um composto deve ser solivel em agua e possuir permeabilidade
intestinal. A SePB apresentou um valor de solubilidade maior que -4 e menor que -2,
sugerindo boa solubilidade em fluidos biolégicos (Bergstrom; Larsson, 2018). Além
disso, a SePB apresentou alta absorcao intestinal (97,397%). Ser permeavel a
barreira hematoencefalica € uma caracteristica farmacocinética critica na avaliacédo e
no desenvolvimento de medicamentos antidepressivos. A SePB apresentou
penetracdo intermediaria na barreira hematoencefélica, indicando capacidade de
atuar nos receptores localizados no SNC.

Em relacdo ao metabolismo, observou-se que a SePB parece atuar como
substrato da enzima CYP3A4, além de apresentar potencial inibitorio sobre a atividade
da CYP1A2 e da CYP2C19. As enzimas do citocromo P450 desempenham um papel
fundamental na metabolizacdo de uma ampla gama de medicamentos (Zhao; Ma; Li;
Zhang et al., 2021). A coadministragdo de farmacos que séo substratos, indutores ou
inibidores dessas enzimas pode ocasionar alteracdes significativas na concentracao
plasmatica dos compostos, resultando em efeitos terapéuticos diminuidos ou
aumentados, além de possiveis eventos adversos (Mcdonnell; Dang, 2013). O
conhecimento de que a SePB é metabolizada pela CYP3A4, possibilita uma melhor
previsao e compreensédo das interacées medicamentosas que podem surgir quando
este composto € utilizado em conjunto com outros farmacos que também interagem
com a CYP3A4.

Em relacdo a excregdo, foi encontrado um valor baixo de depuracgédo total,
sugerindo que o composto pode apresentar uma taxa lenta de eliminacdo. Os

resultados toxicoldgicos in silico da SePB sugerem caracteristicas ndo mutagénicas,
auséncia de hepatotoxicidade e auséncia de sensibilizacao cutanea, indicando possuir

baixa toxicidade. Essas observacdes, obtidas por meio de simulagbes
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computacionais, sugerem um potencial promissor para a SePB como candidato novo
farmaco.

A SePB demonstrou possuir acao tipo antidepressivo mediada pelos sistemas
dopaminérgico e serotoninérgico (Besckow; Nonemacher; Garcia; Da Silva Espindola
et al., 2020a; Besckow; Pires; Giehl; Godoi et al., 2023). Esses dois sistemas de
neurotransmissores desempenham papéis cruciais na regulacdo do humor, motivacao
e emocdes, sendo frequentemente disfuncionais em individuos com transtornos
depressivos (Xu;Yang, 2022; Jauhar; Cowen; Browning, 2023). A serotonina, por
exemplo, esta associada a regulacao do humor, sono e apetite (Michely; Eldar; Martin;
Dolan, 2020), enquanto a dopamina desempenha um papel essencial na motivacao,
recompensa e prazer (Xu; Yang, 2022). Portanto, um composto com potencial
antidepressivo que possa atuar na modulacdo desses sistemas pode ser uma
alternativa inovadora para tratar os mecanismos disfuncionais subjacentes a
depressado (Xu; Yang, 2022; Jauhar; Cowen; Browning, 2023). Além disso, a acdo
simultdnea nos sistemas dopaminérgico e serotoninérgico pode oferecer uma
abordagem multialvo mais abrangente e eficaz, especialmente em casos de
resisténcia ao tratamento, onde a resposta aos antidepressivos convencionais pode
ser limitada (Dobrek; Glowacka, 2023).
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6 Concluséo

Os resultados deste estudo indicaram que o efeito tipo antidepressivo da SePB
esta associado a modulacao dos receptores dopaminérgicos D1, D2 e D3, enquanto o
sistema noradrenérgico parece ndo desempenhar um papel significativo. A
coadministracdo de SePB e bupropiona demonstrou um efeito sinérgico, contribuindo
para a associacao do sistema dopaminérgico com o efeito terapéutico demonstrado
pela SePB. Além disso, a andlise farmacocinética in silico apontou caracteristicas
favoraveis para a SePB, destacando seu potencial como candidato promissor para o
desenvolvimento de novos farmacos antidepressivos.

Os TDs, caracterizados por sua heterogeneidade, apresentam desafios
consideraveis na abordagem terapéutica, ressaltando as limitacées dos tratamentos
convencionais com antidepressivos. Nesse cenario, a SePB surge como um composto
promissor a ser explorado. Contudo, ainda sdo necessarias investigacdes adicionais
para aprofundar a compreensédo do mecanismo de acao da SePB, visando fornecer

insights mais abrangentes sobre sua propriedade tipo antidepressiva.

85



7 Perspectivas

Nossas perspectivas incluem analisar o efeito do tipo antidepressivo da SePB
em um modelo animal de depresséo induzido por lipopolissacarideo (LPS) e investigar
se a administracdo da SePB é capaz de prevenir as altera¢cdes neuroinflamatérias
causadas pela administracdo do LPS. Adicionalmente, pretendemos avaliar a possivel
contribuicdo dos sistemas glutamatérgico e adenosinérgico na acdo tipo

antidepressiva da SePB.
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ANEXO A - Carta de aprovacdo no Comité de Etica em Experimentac&o Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

(CEEA)

PARECER N° 115/2019/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.035234/2019-44
Certificado

Certificamos que a solicitagdo de adendo a proposta intitulada “Avaliacao do potencial
farmacolégico de benzamidas selenopropargilicas em modelos de dor e depressao em
camundongos”, processo n° 23110.035234/2019-44, sob a responsabilidade de César
Augusto Briining - que envolve a produgdo, manutenc¢éo 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 Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua
execugao pela Comissdo de Etica em Experimentagéo Animal, em reunido de 07 de outubro

de 2019.

Finalidade

(x ) Pesquisa

( ) Ensino

Vigéncia da autorizagao

15/09/2017 a 15/09/2020

Espécie/linhagem/raca

Mus musculus/Swiss

N° de animais 640

Idade 60 dias (259 a 359)
Sexo Machos

Origem Biotério Central - UFPel

Cédigo para cadastro n® CEEA 4903-2017
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