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RESUMO

Dissertagdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Bioquimica
Universidade Federal do Pampa

ENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS DOPAMINERGICO E
SEROTONINERGICO NO EFEITO TIPO ANTIDEPRESSIVO CAUSADO
PELO FENILSELENOMETIL-1,2,3-TRIAZOL EM CAMUNDONGOS

Autora: Franciele Donato
Orientadora: Lucielli Savegnago
Co-orientador: Cristiano Ricardo Jesse

Local e Data da defesa: Uruguaiana, 17 de janeiro de 2013.

A depressdo ¢ um transtorno mental comum associado a um significativo impacto negativo na
qualidade de vida, morbidade/mortalidade e fun¢do cognitiva. A teoria das monoaminas da
depressdo postula que esta doenga resulta de uma deficiéncia na atividade monoaminérgica no
cérebro, no entanto, outros sistemas neurais € processos bioquimicos, como o estresse
oxidativo, parecem estar envolvidos na sua patogénese. Os objetivos desse estudo foram
investigar o efeito tipo antidepressivo e toxicidade aguda do fenilselenometil-1,2,3-triazol
(Se-TZ), (um composto organico heterociclico contendo selénio), administrado pela via oral,
em camundongos. Os resultados obtidos evidenciaram que a administracdo de Se-TZ, reduziu
significativamente o tempo de imobilidade no teste de suspensdo da cauda (TSC), sem alterar
a atividade locomotora e exploratéria no teste de campo aberto (TCA). O efeito tipo
antidepressivo de Se-TZ no TSC foi bloqueado pelo pré-tratamento dos camundongos com
SCH23390 (0,05 mg/kg, s.c., antagonista seletivo do receptor D), sulpirida (50 mg/kg, i.p.,
antagonista seletivo do receptor D») e metisergida (2 mg/kg, s.c., antagonista ndo seletivo dos
receptores 5-HT), mas ndo com prazosin (1 mg/kg, i.p., antagonista de receptores ;-
adrenérgico), ioimbina (1 mg/kg i.p., antagonista de receptores o,-adrenérgicos) e propanolol
(2 mg/kg, i.p., antagonista ndo seletivo B-adrenérgico). A determinacdo dos niveis de
neurotransmissores monoaminérgicos e seus metabolitos colaborou com os resultados obtidos
anteriormente no TSC. Neste contexto, o Se-TZ, aumentou os niveis dos neurotransmissores
monoaminérgicos dopamina (DA) e serotonina (5-HT) no cortex cerebral e no hipocampo,
enquanto que os niveis de norepinefrina (NE), ndo foram alterados. Este estudo também
mostrou que 72 horas ap6s a administragdo do Se-TZ, os pardmetros de toxicidade aguda
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia e creatinina, ndo
foram alterados Além disso, os resultados evidenciaram que a exposi¢do ao Se-TZ causou um
aumento significativo na atividade da catalase (CAT) no cortex cerebral e no hipocampo, no
entanto, a glutationa S-transferase (GST) aumentou apenas no cortex cerebral. A peroxidacao
lipidica e os niveis de tidis ndo-protéicos (NPSH) ndo foram alterados. Estes resultados
sugerem que o Se-TZ apresentou efeito tipo antidepressivo, mediado através do sistema
neurotransmissor dopaminérgico (D; e D,) e serotoninérgico, sem causar toxicidade aguda
nos marcadores bioquimicos de lesdo hepatica e renal avaliados.
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Depression is a common mental disorder associated with a significant negative impact on
quality of life, morbidity/mortality, and cognitive function. The monoamine theory of
depression postulates that this disease results from a deficiency of brain monoaminergic
activity, however other neural systems and biochemical process, like oxidative stress, appear
to be involved in its pathogenesis. The aims of the study were investigated the antidepressant-
like effect, acute toxicity of 4-phenyl-1-(phenylselanylmethyl)-1,2,3-triazole (Se-TZ), (an
organocompounds selenium-containing heterocycles), administered by oral route, in mice.
The results evidenced that administration of Se-TZ, significantly reduced immobility time in
tail suspension test (TST), without altering locomotor and exploratory activity in the open-
field test (OFT). The antidepressant-like effect of Se-TZ in the TST was prevented by pre-
treatment of mice with SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c., selective D; receptor antagonist),
sulpiride (50 mg/kg, i.p., selective D, receptor antagonist) and methysergide (2 mg/kg, s.c.,
non-selective 5-HT receptors antagonist), but not with prazosin (1 mgkg, i.p., an a;-
adrenoceptor antagonist), yohimbine (I mg/kg, i.p., or-adrenoceptor antagonist) and
propranolol (2 mg/kg, i.p., a B-adrenoceptor antagonist). The determinination of levels of
monoamine neurotransmitters and their metabolites cooperating with results obtained
previously in TST. In this context, the Se-TZ, increased monoamine neurotransmitters
dopamine (DA) and serotonin (5-HT) levels in the cerebral cortex and hippocampus, whereas
norepinephrine (NE) levels, were not altered. This study also showed that 72 hours after
administration of single oral dose of Se-TZ, the parameters of acute toxicity to biochemical
markers hepatic damage: aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase
(ALT) and renal: urea and creatinine, were not altered. Furthermore, the results evidenced that
exposure to Se-TZ caused a significant increase in the catalase (CAT) activity in the cerebral
cortex and hippocampus, however the glutathione S-transferase (GST) activity increased only
in cerebral cortex. The lipid peroxidation and NPSH (non protein thiols) levels, were not
changed. These results suggest that the Se-TZ presented antidepressant effect, mediated
through the dopaminergic (D; and D,) and serotonergic neurotransmitter systems, without
causing acute toxicity in biochemical markers of liver and kidney damage evaluated.



Keywords: selenium, heterocycles, antidepressant-like, monoaminergic system, mice.
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1 INTRODUCAO

A depressdo tornou-se alvo de grandes discussdoes em Saude Mental na
contemporaneidade devido ao fato de que estatisticas de levantamentos realizados pela
Organizagdo Mundial de Saude (World Health Organization — WHO 2011) revelam que nos
dias atuais a depressdo representa uma das principais causas de incapacitacdo dos individuos,
¢ a previsdo para o ano de 2030, é que seja considerada a maior causa mundial. Devido a
introspec¢do e ao isolamento que este estado afetivo provoca, acaba ocasionando uma
incapacitacdo para realizacdo de afazeres profissionais, bem como vivéncia de sua existéncia
nas dimensdes sociais e coletivas. A terapia disponivel para o tratamento da depressdo esta
frequentemente associada a varios efeitos colaterais indesejaveis, e a sua eficacia so alcanga
certa por¢ao da populacdo (Perovi¢ er al., 2010). A heterogeneidade da resposta clinica ao
antidepressivo e susceptibilidade aos efeitos adversos sdo os principais problemas clinicos
que apoiam a investigacdo de novos agentes terapéuticos para tratar a depressao (Croom et
al., 2009).

Embora o mecanismo que provoca a depressdo ainda ndo seja claramente elucidado, o
estresse oxidativo através da producdo de radicais livres, pode desempenhar um importante
papel na sua fisiopatologia (Ng et al., 2008; Behr et al., 2012). Sob condi¢oes fisiologicas, ha
um equilibrio entre os sistemas oxidantes e antioxidantes no organismo. Entretanto, o
desequilibrio entre os sistemas de defesa antioxidante e uma elevada producdo de espécies
reativas que resulta no estresse oxidativo, estd implicado na fisiopatologia de diversas doengas
neuropsiquidtricas, incluindo a depressdo (Behr er al., 2012). Em particular, tém sido
relatados, que pacientes diagnosticados com depressdo possuem um distirbio oxidativo
somado a uma diminui¢do na atividade de enzimas antioxidantes e que o tratamento com
antidepressivos melhora este efeito (Sarandol et al., 2007; Ng et al., 2008).

Nesse contexto, cabe salientar que 85% dos farmacos disponiveis na medicina
moderna sdo de origem sintética, destes, 62% sdo compostos heterociclicos (Barreiro et al.,
2001). Os compostos heterociclicos possuem grande importdncia, uma vez que muitos
processos que sustentam a vida no planeta possuem a participagdo indispensavel destes
compostos, os quais estdo distribuidos em grande nimero na natureza. Além disso, de
maneira geral, esses compostos apresentam muitas aplicagdes farmacéuticas, agroquimicas,
entre outras (Barreiro et al., 2001). Um fato que vem reforcar a importancia crescente dos

compostos heterociclicos ¢ a notoriedade da aplicagdo de alguns representantes desta
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categoria no tratamento de doengas que invariavelmente levam a morte de milhares de
pessoas (Cao et al., 2008). Por essas razdes, a fundamentacdo de avaliar as propriedades
farmacologicas e/ou toxicologicas de selenotriazdis deve-se ao fato de que muitos compostos
heterociclicos, os triazodis, sdo farmacos mundialmente consumidos que apresentam atividades
farmacologicas diversificadas, tais como antihipertensiva (losartan); antiviral (ribavirina);
antitumoral (carbamato de fluorouracila); antifingica (fluconazol); antiinflamatoria e
analgésica (dipirona); antiprotozoaria (metronidazol); inibidora da beta-lactamase
(tazobactama sodica) e antimicrobiana (benzilpenicilina) (Mello et al., 2006). Ainda neste
sentido, cabe salientar que muitos antidepressivos ja utilizados na clinica apresentam estrutura
heterociclica (Goodman & Gilman 2007).

Com base na importéancia crescente do campo de sintese de compostos heterociclicos,
um grande nimero de rea¢des vém sendo desenvolvidas, ¢ a preparagdo de novos compostos
tem sido objeto de estudos de varios grupos de pesquisa ao redor do mundo (Arcadi et al.,
1999; Barluenga et al.,2003; Yue et al., 2006; Alves et al., 2008; Seus et al, 2012). Dentre
estas inimeras classes de compostos heterociclicos que vém sendo preparados, os compostos
contendo selénio surgem como uma importante alternativa que estimula a realizagao de testes
bioquimicos e/ou farmacologicos, ja que estudos t€ém demonstrado o papel do selénio em
transtornos do humor (Hawkes & Hornbostel, 1996; Sher, 2007).

Neste contexto destacam-se os compostos heterociclicos contendo selénio em sua
estrutura, entre eles destaca-se o ebselen (2-fenil-1,2-benzilsoselenazol-3(2H)-ona), que exibe
atividade catalitica e propriedades antioxidantes similares a glutationa peroxidase (Satoh et
al., 2004), além de possuir efeito tipo antidepressivo (Posser et al., 2009). Outros compostos
organicos (heterociclicos contendo selénio) também estdo sendo extensamente estudados e
tem numerosas propriedades farmacologicas, incluindo o efeito tipo antidepressivo (Gay et
al.,2010; Gai et al., 2012).

Dessa forma, considerando que existe: a necessidade de estender os nossos estudos
sobre novos compostos organicos de selénio, uma vez que, estes apresentam intimeras
propriedades farmacolodgicas; a intensa busca por farmacos eficazes que possam representar
uma nova alternativa terapéutica para depressdo, com baixos efeitos adversos; a importancia
dos compostos heterociclicos, mais precisamente os triazdis, particularmente no que se refere
ao fato de inimeros usos como medicamentos; o presente estudo avaliou o efeito tipo

antidepressivo e a toxicidade aguda do fenilselenometil-1,2,3-triazol em camundongos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Depressao

O transtorno depressivo ¢ uma das psicopatologias mais prevalentes, séria, altamente
recorrente e incapacitante, com altas taxas de suicidio, elevado uso de tratamentos com altos
custos para sociedade ¢ que ameaga a qualidade de vida do individuo (Holtzheimer &
Numeroft, 2006; Duman, 2010). Esta psicopatologia estd associada com uma piora
significativa no funcionamento social e ocupacional, ¢ caracterizada por apresentar um
conjunto de etiologias, sendo que a predisposicdo genética (hereditaria) interagindo com
fatores de riscos ambientais (tragos de personalidade e eventos de vida estressantes) podem
iniciar episodios depressivos em alguns pacientes (Kendler et al., 1999). Alguns subtipos de
depressdo como o distirbio depressivo maior apresentam maior incidéncia em determinadas
familias, desse modo sugerindo uma influéncia genética (Bienvenu et al., 2011). Estudos
genéticos sugerem que o risco para adquirir a doenca resulta da influéncia de multiplos genes,
os quais podem sofrer interferéncias ambientais (Bienvenu et al., 2011). Além disso,
episodios depressivos podem ser desencadeados por eventos traumaticos, (e.g. perda de um
ente querido) ou qualquer situacdo percebida como estressante (Klauke er al., 2010). A
depressdo acomete pessoas de todas as idades, etnias e classes socioecondmicas (Brhlikova et
al., 2011), trazendo prejuizos na qualidade das relagdes interpessoais e pode apresentar
comorbidade com outras doencas psiquiatricas e neurologicas, como ansiedade, abuso de
substancias, doen¢a de Parkinson, entre outros diversos disturbios somaticos, os quais limitam
atividades normais (Gotlib & Joormann, 2010).

A depressdo também ¢ descrita como uma doenca relacionada com o estresse,
podendo este, causar alteragdes neuroquimicas e morfologicas que contribuem para o risco de
depressao (Nestler et al., 2002). Esses fatores isolados ou combinados induzem um estado de
vulnerabilidade no individuo (Sullivan et al., 2000; Davidson, 2011). De acordo com o
Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders, DSM-IV, 1994) (Tabela 1), a pessoa diagnosticada com depressdo
devera apresentar juntamente com humor deprimido, perda de interesse ou prazer em
praticamente todas as atividades didrias normais, sintoma conhecido como anedonia. Além

disso, o paciente devera exibir pelo menos quatro sintomas adicionais por um periodo de no
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minimo duas semanas (Kessler et al., 2005; Davidson, 2011); estes sintomas caracteristicos
incluem a irritabilidade, sentimentos inapropriados de desvalia ou culpa, diminuicdo da
capacidade de concentragdo e incapacidade de tomar decisdes, distarbios do sono, do
apetite/peso, retardo ou agitagdo psicomotora, fadiga ou perda de energia, pensamentos

suicidas ou relacionados com a morte.

Tabela 1. Critérios diagnodsticos da depressdo de acordo com o Manual Diagnostico e

Estatistico de Transtornos Mentais, quarta edicdo (DSM-1V).

1. Humor deprimido

. Anedonia

. Falta de esperanca, desespero, sentimento de culpa ou desvalia
. Perda de peso e apetite/ ganho de peso ou apetite

. Agitag@o psicomotora/ letargia

. Fadiga ou falta de energia

. Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio

O N N D B~ W

. Dificuldade de concentragdo

9. Insdnia/hipersonia

Fonte: Manual Diagnostico e Estatistico dos Distirbios Mentais (American Psychiatric
Association, 1994).

A condicdo clinica observada nos pacientes com depressdo caracteriza-se por causar
significante sofrimento e prejuizo social, ocupacional e em outras areas de funcionamento
(Williams et al., 1995). Esta patologia é extremamente heterogénea e de etiologia diversa ¢
que ndo deve ser encarada apenas como uma doencga cronica e recorrente, mas também como
uma doenca progressiva (Maletic et al., 2007).

Os dados levantados pela Organizagdo Mundial da Satide (World Health Organization
- WHO) demonstram que a depressdo esta entre os principais disturbios psiquiatricos. Em
2004, o transtorno depressivo foi classificado em terceiro lugar no ranking como distirbio
incapacitante entre todas as idades e sexos; para o ano de 2030 esta previsto que seja a maior
causa mundial de incapacitacdo, sendo principal causa global de doenca (WHO, 2011). Hoje a
depressao afeta aproximadamente 350 milhdes de individuos em todo o mundo, sendo que a
incidéncia de vida varia de 15-25% (Kessler & Wang, 2009; WHO, 2012). Adicionalmente,
existe um elevado indice de mortalidade associado ao suicidio, além disso, os pacientes

deprimidos sdo mais propensos a desenvolverem doengas cardiovasculares, osteoporose,
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diabetes mellitus tipo 2 e atrofia reversivel do hipocampo (Kornhuber ef al., 2009; Van der
Feltz-Cornelis et al., 2010). O elevado risco de desenvolver esse transtorno, também esta
associado com a presenga de condicdes médicas como doengas cardiacas e cancer. Além
disso, a medicagdo usada para essas enfermidades pode produzir efeitos colaterais que podem
contribuir para o desenvolvimento da depressao (Parker & Brotchie, 2010).

A terapia disponivel para o tratamento da depressdo estd frequentemente associada a
varios efeitos colaterais indesejaveis, ¢ a sua eficacia s6 alcanga uma certa por¢do da
populacdo (Perovi€ et al., 2010). A heterogeneidade da resposta clinica aos antidepressivos e
susceptibilidade aos efeitos adversos sdo os principais problemas clinicos, por isso ¢
importante apoiar a investigacdo de novos agentes terapéuticos para tratar a depressao (Croom
et al.,2009).

Apesar do forte impacto e prevaléncia da depressao na sociedade, existe ainda pouco
conhecimento sobre sua patogenia. Isso pode ser devido a varios aspectos, como a dificuldade
de pesquisar mudangas patologicas no encéfalo humano. As técnicas disponiveis para acessar
as fungdes cerebrais consistem de estudos post-mortem e de neuroimagem (Tham et al.,
2010), as quais fornecem importantes relatos sobre as regides encefalicas envolvidas neste
transtorno do humor, embora simples mudancas na atividade cerebral possam nao explicar
esta complexa doenga em sua totalidade (Krishnan & Nestler, 2008).

O conjunto de estruturas envolvidas na modulagdo da resposta comportamental ao
estresse e na neurobiologia da depressdo ¢ complexo e engloba diversas regides e circuitos
encefalicos, os quais sdo altamente interconectados. Porém, certas estruturas tém recebido
maior destaque, tais como hipocampo, cortex pré-frontal, hipotdlamo, amigdala, tdlamo e giro
cingulado, sendo o conjunto dessas estruturas conhecido como sistema limbico (Price &
Drevets, 2009). Acredita-se que prejuizos morfofuncionais nessas areas estejam relacionados
a depressdo, por essa razdo, essas estruturas sdo consideradas alvos estratégicos para o
tratamento antidepressivo (Maletic et al., 2007).

Desse modo, as regides enceféalicas citadas acima parecem contribuir para diferentes
mecanismos da doenca (Maletic et al., 2007). Por exemplo, o cortex cerebral e o hipocampo
podem mediar sintomas cognitivos da depressdo, como prejuizos de memoria, sentimentos de
desvalia, desesperanga e culpa. Estudos prévios avaliando pacientes deprimidos
demonstraram alteragdes no fluxo sanguineo, reducdo do volume da substancia cinzenta e
densidade glial no cortex cerebral ¢ no hipocampo (Krishnan & Nestler, 2008). Ja foi
demonstrado também que ocorre atrofia e perda neuronal em resposta ao estresse na

depressdo, como nos estudos de imagens cerebrais de pacientes deprimidos, estes indicam
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uma significativa redu¢do do volume do hipocampo em comparacdo com individuos
saudaveis e ainda mostram que o estresse pode resultar em atrofia e morte de neuronios nas
areas piramidais CA3 do hipocampo (Sapolsky, 1996). Além disso, o estresse diminui a
neurogénese de neurdnios granulares do giro denteado do hipocampo de animais adultos
(Gould et al., 1997). Estudos de ressonancia magnética (MRI) mostram consistentemente que
o cortex pré-frontal e o hipocampo sdo reduzidos em tamanho em pacientes adultos com
transtorno depressivo maior (MDD), em comparagdo com controles saudaveis (Ongur et al.,
1998; MacQueen et al., 2003). Desta maneira, os efeitos danosos de estresse podem contribuir
para a redu¢do da atividade e do volume do cortex e do hipocampo observado em pacientes
com depressdo ou com transtorno de estresse pos-traumatico (Bremner et al., 1995; Sheline et
al., 1996; Drevets et al., 1997). Estudos prévios avaliando pacientes deprimidos
demonstraram alteragdes no fluxo sanguineo, reducdo do volume da substancia cinzenta e
densidade glial no cortex pré-frontal e no hipocampo (Krishnan &Nestler, 2008).

O hipocampo ¢ o cortex cerebral participam de fungdes de alta ordem como memoria,
aprendizado, aten¢do e impulsos, tomada de decisdes, bem como desempenha um papel chave
na modulagdo autondmica e enddcrina de resposta ao estresse. Nesse sentido, sugere-se que
estas estruturas cerebrais podem mediar aspectos cognitivos da depressdo, tais como
deficiéncias de memoria e sentimentos de culpa, desesperanga e suicidio (Duman et al., 1999;
Czeh et al., 2008). Além disso, alteragdes funcionais nestas areas parecem favorecer o
desenvolvimento de transtornos mentais, como ansiedade e depressao (Drevets, 2000; Hamani
et al., 2009; Musazzi et al., 2010).

Além disso, prejuizos no estriado ¢ no nicleo accumbens podem ser responsaveis por
déficits em memorias emocionais, além de induzir motivagdo reduzida e anedonia. O
hipotadlamo, também apresenta papel importante nesta doenca, modulando fungdes
neurovegetativas como o sono-vigilia, disturbios de apetite e regulacdo do eixo Hipotdlamo-
Hipofise-Adrenal. Adicionalmente, outra estrutura chave na regulagdo das respostas ao
estresse ¢ depressdo ¢ a amigdala, uma vez que alteragdes morfofuncionais e bioquimicas
nesta estrutura encefalica estdo implicadas na modula¢do do medo e da ansiedade (Rodrigues
et al., 2009). Estudos de imageamento por ressonancia magnética funcional (RMf) e
tomografia por emissdo de pdsitrons tém demonstrado que sintomas depressivos associados
com aumento da atividade da amigdala e cortex cingulado subgenual estdo relacionados a
emocdes disforicas (Krishnan & Nestler, 2008; Vago et al., 2011).

Apesar da etiologia da depressdo ainda ndo ser bem esclarecida, sabe-se que a doenga

resulta, em parte, de uma deficiéncia na atividade monoaminérgica no cérebro (Elhwuegi,
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2004). A hipotese monoaminérgica da depressdo surgiu em 1965 e postula que o maior
processo neuroquimico envolvido na depressio ¢ a disfungdo na neurotransmissiao
monoaminérgica e concomitante diminui¢do das monoaminas (norepinefrina (NE) e/ou
serotonina (5-HT)) na fenda sinaptica, e também pode ser estendida para dopamina (DA)
(Schildkraut, 1965) (Figura 1). Desta maneira a concentrag¢do de monoaminas pode ser
alterada através de uma perturbacdo na sintese, armazenamento ou liberagdo, ou estes podem
manter-se inalterados, mas as atividades dos receptores e/ou mensageiros intracelulares
podem estar alteradas. Esta hipotese ¢ sustentada principalmente pelo fato de a maioria dos
antidepressivos utilizados na clinica aumentarem os niveis de monoaminas no cérebro através
da inibi¢do da recaptagdo de 5-HT, NE ou DA e/ou ainda age como inibidor da enzima
monoamina oxidase, enzima que biotransforma as monoaminas (Nemeroff, 2007). Estudos
neurobioldgicos e neuroanatdmicos também estdo de acordo com a hipdtese monoaminérgica
e indicam que importantes alteragdes nos sistemas serotoninérgico e noradrenérgico estdo

relacionadas com o sucesso do tratamento antidepressivo (Cummings, 1993; Elhwuegi, 2004).
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Figura 1. Teoria monoaminérgica da depressdo. (A) No cérebro normal os
neurotransmissores monoaminérgicos (5-HT, NE ou DA) (em amarelo) sdo liberados e ativam
receptores pds-sinapticos. A neurotransmissdo ¢ terminada pela recaptacdo do
neurotransmissor no neurdnio pré-sinaptico. (B) Na depressdo, a concentracdo de
monoaminas na fenda sinaptica esta diminuida, acarretando o transtorno de humor. (C) O
bloqueio dos sitios de receptagdo, poderia representar o efeito do uso de antidepressivos (em
vermelho) aumenta a disponinibilidade dos neurotransmissores monoaminérgicos para
ativarem seus receptores pos-sinapticos, ¢ o humor ¢é restabelecido. (Adaptado de Castrén,
2005).

O envolvimento do sistema serotoninérgico ndo participa s6 na neurobiologia da
depressdo, mas também, em alteragdes do comportamento (ansiedade, impulsividade,

agressividade) (Kim, 2008). Além disso, participa na maturacdo dos sistemas cerebrais
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envolvidos na regulagdo emocional no adulto, sendo que alteragdes serotoninérgicas numa
fase precoce do desenvolvimento predispdem para o desenvolvimento de depressdo (Frokjaer
et al., 2009). As drogas que agem sobre este sistema tém sido largamente utilizadas no
tratamento dos distirbios depressivos, sendo que o tratamento da depressdo foi revolucionado
com a introducdo dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS). O primeiro
ISRS introduzido foi a fluoxetina, que continua sendo um dos ISRS mais largamente
prescrito. Outros ISRS incluem o citalopram, a fluvoxamina, a paroxetina, a sertralina ¢ a
venlafaxina (Risch & Nemeroff, 1992; Wong et al., 2005).

O papel do sistema noradrenérgico na depressdo também tém sido relatado na
literatura (Wong & Licinio, 2001; Taylor et al., 2005). Diversas evidéncias demonstram a
participacdo de a-adrenoceptores e P-adrenoceptores na agdo de farmacos antidepressivos.
Sendo que o bloqueio de a;-adrenoceptores esta associado a estados depressivos, enquanto
que o tratamento cronico com antidepressivos causa um aumento na densidade e na atividade
de aj-adrenoceptores no cortex frontal e no hipocampo. O tratamento cronico com
antidepressivos também causa uma “down-regulation” dos auto-receptores ay-adrenérgicos e
dos B;-adrenoceptores (Millan, 2004).

Adicionalmente, o sistema dopaminérgico também ¢ um importante alvo implicado
nas desordens envolvendo os transtornos de humor, devido ao fato de que a funcdo
dopaminérgica reduzida também estd implicada na fisiopatologia da depressdo (D’Aquila et
al., 2000; Dailly et al., 2004). No estriado de pacientes com depressdo maior foi observada
uma “up-regulation” dos transportadores dopaminérgicos (Laasonen-Balk ef al., 1999), o que
pode ser o fator primario que determina uma menor disponibilidade de DA na fenda sinaptica
(Dailly et al., 2004). Cabe ressaltar que recentemente tem sido considerado que a hipofunga@o
da via dopaminérgica mesolimbica pode estar relacionada com a anedonia, um dos principais
sintomas da depressdo, considerada como uma caracteristica central do transtorno, e que o
efeito de antidepressivos sobre a transmissao dopaminérgica parece ser um importante fator
que contribui para a eficacia da terapia antidepressiva (Shankman et al., 2010).

Desta forma, a modulagdo dos trés sistemas, serotoninérgico, noradrenérgico e
dopaminérgico, tém demonstrado participagao nos efeitos comportamentais em testes animais
preditivos de agentes antidepressivos como, o TNF e o TSC (Cryan et al., 2005; O'Leary et
al.,2007).
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2.1.2 Estresse Oxidativo X Depressao

O metabolismo celular produz continuamente espécies reativas através da respiracdo e
outras atividades metabdlicas, tanto fisiologicas como patologicas (Halliwell, 1994; Azbill et
al., 1997; Morgan et al., 2007). Essas espécies reativas podem ser neutralizadas por defesas
antioxidantes (Rodriguez-Martinez et al., 2000; Santamaria et al., 2003). Entretanto, o
desequilibrio entre os sistemas de defesa antioxidante através de uma elevada produgdo de
espécies reativas e/ou um prejuizo dos sistemas de defesas antioxidantes, resulta no estresse
oxidativo. Esse quadro de estresse oxidativo pode causar danos a todas as estruturas celulares,
incluindo acido desoxirribunucléico (DNA), lipidios e proteinas (Dawson & Dawson, 1996;
Halliwel & Gutteridge, 2007). O sistema nervoso central (SNC) ¢ especialmente susceptivel
ao estresse oxidativo, devido ao grande contetido lipidico altamente peroxidavel e a alta taxa
de metabolismo oxidativo cerebral (Halliwell, 2006). Neste contexto, o estresse oxidativo tem
sido implicado em muitos mecanismos de neurotoxicidade, desempenhando papel importante
na fisiopatologia de diversas doencas neuropsiquiatricas, incluindo perturbagdo depressiva
maior (MDD), além disso, também tem sido associado a doengas como aterosclerose e cancer
(Witztum, 1994; Johnson, 2004; Behr et al., 2012).

Alteragdes na biologia oxidativa sdo cada vez mais reconhecidos como uma rota
critica de danos para a fisiopatologia do estresse induzido por doengas psiquiatricas (Berk,
2007; Ng et al., 2008). Varios estudos mostram o envolvimento do estresse oxidativo na
patogénese da depressdo. Maes et al., (2000), bem como outros pesquisadores (Tsuboi et al.,
2006; Sarandol et al., 2007) estabeleceram a co-existéncia de estresse oxidativo aumentado e
sintomas de depressio em pacientes, como evidenciado pela deficiéncia nas defesas
antioxidantes em associagdo com maior susceptibilidade a peroxidagéo lipidica. Além disso,
estudos pré-clinicos sugerem que os antidepressivos classicos (imipramina: antidepressivo
triciclico, venlafaxina: inibidor da receptacdo de serotonina/nmorepinefrina e fluoxetina:
inibidor seletivo da recaptagdo da serotonina). Tém propriedades antioxidantes (radicais
scavengers) (Eren et al, 2007; Zafir et al ., 2009). Considerando que as espécies reativas de
oxigénio apresentam importante papel sobre diversas patologias, ¢ conveniente ressaltar a
importancia exercida por compostos que apresentam atividade antioxidante, pois estes podem
representar uma alternativa para o tratamento de inumeras patologias. Em vista disso, tem

sido alvo de interesse de muitos pesquisadores a busca por novos compostos que possuam
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atividade biologica com o minimo de toxicidade e efeitos adversos (Mugesh et al., 2001; Xu
et al.,20006).

Assim, a intervencdo terapéutica antidepressiva pode estar associada com a
normalizagdo dos processos oxidativos criticos, juntamente com o alivio dos sintomas
depressivos. Desse modo, alguns trabalhos fornecem evidéncias para que os efeitos
cumulativos antioxidantes promovidos por diferentes classes de antidepressivos podem
representar um mecanismo mais universal de acdo que ndo envolve apenas a SOD como alvo
potencial de regulagdo antidepressivo (Li et al., 2000; Kolla et al., 2005), mas também se

estende a outros antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Zafir et al., 2009).

2.2 Modelos experimentais para o estudo da depressao

Os modelos animais experimentais de depressdo representam uma valiosa ferramenta
de estudo dos aspectos neurobioldgicos da depressdo, como também para a pesquisa de novas
alternativas terapéuticas (farmacos antidepressivos) para o uso na depressdo e ainda, os
mecanismos de acdo pelos quais exercem seus efeitos. Estes modelos devem representar
diversos aspectos da depressdo nas espécies pesquisadas, comumente roedores (ratos e
camundongos) (Willner, 1997).

Embora humanos e roedores apresentem diferengas marcantes na anatomia encefalica,
diversos circuitos que regem respostas comportamentais e fisioldgicas, estdo conservados
entre estas espécies (Cryan & Holmes, 2005). Por meio de inferéncias baseadas em achados
provenientes de modelos animais, ndés podemos elucidar comportamentos, vias neurais e
fatores genéticos relacionados ao transtorno depressivo e aperfeicoar o entendimento do
comportamento humano frente a doenca.

Existe uma hipotese de que algumas espécies de animais podem exibir alteragdes de
comportamento do tipo depressivo (do inglés, depressive-like), ou seja, parecido com alguns
comportamentos apresentados pelos humanos. Até a década de 90, mais de 20 modelos
animais de depressdo ja tinham sido desenvolvidos e varios modelos experimentais tém sido
validados para o estudo do comportamento depressivo, principalmente em roedores (Willner
& Mitchell, 2002; Duman, 2010). Estes testes possibilitam a triagem de novas drogas com

efeito antidepressivo e permitem o estudo de teorias relacionadas a etiologia de depressao.
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Para isso o modelo deve apresentar uma razoavel analogia com a patologia humana,
sua sintomatologia (validade) e mudancas comportamentais que podem ser monitoradas
objetivamente (Willner, 2005), podendo ser revertidas através do mesmo tratamento efetivo
em humanos (validade preditiva). Adicionalmente, isto deve ser reprodutivel em diferentes
grupos ¢ pesquisa (McKinney & Bunney, 1969), e ter etiologia similar entre o modelo ¢ a
patologia humana (Frazer & Morilak, 2005).

Em geral, os animais sdo expostos a um evento estressante inescapavel e o
comportamento deste animal frente a esse evento ¢ avaliado. Paradigmas que empregam a
exposicdo ao estresse agudo ou subcronico incluem o desamparo aprendido, o teste da
suspensdo da cauda (TSC) e o teste do nado forcado (TNF), que empregam a exposi¢do a
curto prazo ao estresse inevitavel e incontrolavel e podem predizer a resposta dos animais a
uma droga antidepressiva.

Dentre os modelos a curto prazo amplamente utilizados no estudo da depressdo em
roedores, o TSC e o TNF sdo os mais empregados. Os critérios para validagao desses modelos

sdo adotados quanto a previsibilidade, semelhanca e homologia.

2.2.1 Teste da suspensio da cauda (TSC)

O TSC ¢ um dos modelos mais tradicionais para o estudo da depressdo em animais de
laboratorio, por apresentar alto valor preditivo devido a resposta aos medicamentos
antidepressivos existentes. Neste teste, os roedores sdo pendurados pela cauda e ap6s um
periodo de movimentos de tentativas de fuga, estes desenvolvem uma postura de imobilidade,
o que ¢ resultado de uma situacdo estressante e inescapavel. Esta imobilidade ¢ observada
durante um tempo total de teste de 6 minutos (Steru et al., 1985). No entanto, diferentemente

do teste do nado forcado (TNF), apenas camundongos podem ser avaliados no TSC.

2.2.2 Teste do nado forcado (TNF)
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O TNF apresenta um principio semelhante ao do TSC. Esse teste possui alto valor
preditivo para o efeito tipo antidepressivo e também constitui um teste comum para o estudo
de novas drogas. Proposto por Porsolt e colaboradores, em 1977, neste teste os roedores sao
expostos a uma situagdo aversiva, nadar em um tanque cilindrico com agua, onde eles ndo
podem tocar o fundo do cilindro ou fugir (escape). Assim como no TSC, o TNF geralmente
tem duracdo de 6 minutos onde se observa o tempo total de imobilidade apresentado pelos
animais. Tanto ratos como camundongos podem ser usados para o estudo do efeito do tipo
antidepressivo de drogas através do TNF.

Muitas hipoteses tém sido desenvolvidas para explicar a adaptagdo fisica que ¢ a
imobilidade observada nos dois testes citados acima (Cryan et al., 2005). Uma das hipoteses,
€ a mais aceita, ¢ baseada na ideia de que o animal “perde a esperanga de escapar” de tal
situacdo, em outras palavras a falta de persisténcia em escapar ¢ percebida como uma
desisténcia e refletida em tempo de imobilidade descrito como um estado depressivo (Thierry
et al., 1984). As substancias antidepressivas revertem esse quadro diminuindo assim o tempo
de imobilidade fazendo com que o animal ndo desista de escapar das situagdes impostas a ele,
dessa maneira os antidepressivos classicos empregados na clinica, como a imipramina e a

fluoxetina sdo utilizados como controles positivos nestes testes.

2.2.3 Teste do campo aberto (TCA)

O TCA ¢ utilizado para verificar os efeitos de substancias sobre o sistema motor dos
animais, a fim de excluir a possibilidade de que a diminuicdo do tempo de imobilidade
exibida nos testes preditivos de efeito tipo antidepressivo, como no TSC ou no TNF, seja
devido a uma estimulagdo motora. Substancias estimulantes do SNC tendem a aumentar os
pardmetros comportamentais registrados no modelo enquanto que substincias depressoras
tendem a diminui-los. Este teste é realizado em uma caixa medindo 45 x 45 x 30 ¢cm, com o
chao dividido em 9 quadrantes iguais. Durante a sessdo de teste, o nimero de quadrantes
cruzados com todas as patas e elevagdes em um periodo de 6 minutos sdo utilizados como
pardmetro para a avaliagdo da atividade locomotora e exploratdria dos animais (Walsh e

Cummins, 1976).
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2.3 Compostos Heterociclicos

Os compostos heterociclicos possuem grande importdncia, uma vez que muitos
processos que sustentam a vida no planeta possuem a participagdo indispensavel destes
compostos, os quais estdo distribuidos em grande nimero na natureza. Além disso, de
maneira geral, esses compostos apresentam enormes aplicagdes farmacéuticas, agroquimicas,
entre outras (Barreiro et al., 2001). Um fato que vem reforcar a importancia crescente dos
compostos heterociclicos é a notoriedade da aplicagdo de alguns representantes desta
categoria no combate a doencgas que invariavelmente levam a morte de milhares de pessoas
(Cao et al., 2008). Neste contexto, sdo citados varios compostos heterociclicos que
apresentam atividades farmacologicas diversificadas tais como: antitumoral (D-501036),
antifungica (5-(3-buten-1-inil)-2,2’-bitienila); sendo que muitos destes compostos sao
farmacos mundialmente consumidos, tais como, inibidor do HIV (AZT), a dipirona que
apresenta atividade antinflamatoria e analgésica; o metronidazol que apresenta atividade

antiprotozodria e a ribavirina que apresenta atividade antiviral (Figura 2) (Mello et al., 2006).
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Figura 2: Farmacos contendo unidade heterociclica.
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Outros compostos com estrutura heterociclica sdo antidepressivos ja utilizados na
clinica, os farmacos compreendem: amoxapina, maprotilina, trazodona, mirtazapina e
nefazodona (Figura 3) (Goodman & Gilman 2007) (Estruturas desenhadas utilizando o
programa ChemDraw Ultra 8.0.3)
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Figura 3: Estrutura quimica de antidepressivos com estrutura heterociclica. (Estruturas

desenhadas utilizando o programa ChemDraw Ultra 8.0.3).

Com base na importancia crescente da area de sintese de compostos heterociclicos, um
grande nimero de reagdes vém sendo desenvolvidas, e a preparagdo de novos compostos tem
sido objeto de estudos de varios grupos de pesquisa ao redor do mundo (Arcadi et al., 1999;
Barluenga et al., 2003; Yue et al., 2006; Alves et al., 2008; Seus et al., 2012). Neste contexto,
cabe salientar uma classe de moléculas promissoras que exibem um largo espectro de
atividades biologicas, sdo os 1,2,3-triazois (Mello et al, 2006). Estes compostos
heterociclicos de nitrogénio sdo caracterizados por possuirem o anel triazol em sua estrutura
quimica. Dentre estas inumeras classes de compostos heterociclicos que vém sendo
preparados, os compostos heterociclicos contendo selénio na sua estrutura quimica possuem

consideravel importancia quando se refere a versatilidade e aplicagdo dos compostos
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organicos de selénio tanto na sintese orginica como em diversas atividades bioldgicas,
principalmente os compostos que contém atomos de nitrogénio em sua estrutura quimica,
como os triazodis, sdo de especial interesse (Ninomiya et al., 2011).

Desta maneira, recentemente foram sintetizados representantes desta classe, em que o
composto que possui a seguinte denominagdo: fenilselenometil-1,2,3-triazol (Figura 4) foi
selecionado para o nosso trabalho, para realizagdo de uma pesquisa inédita frete a seus
potenciais farmacologicos e toxicologicos, principalmente por ser um dos produtos com maior

rendimento durante a sintese organica (Seus et al., 2012).

=
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)

Figura 4: Estrutura quimica do fenilselenometil-1,2,3-triazol. (Estrutura desenhada utilizando

o programa ChemDraw Ultra 8.0.3).
2.4 Selénio

O selénio, (do grego ceAnviov, que significa “resplendor da lua”) foi descoberto em
1817 pelo quimico sueco Jons Jacob Berzelius e seu nome foi dado em homenagem a Selena,
deusa grega da lua, devido a sua coloracdo. O selénio é um elemento trago pertencente ao
grupo 16 da tabela periddica (calcogénios), apresentando-se em trés formas alotropicas
incluindo selénio cinza, vermelho e preto, e ocorre em diversos estados de oxidagdo, tais
como, seleneto (Se?), selénio elementar (Se”), selenito (Se™) e selenato (Se™®) (Porciuncula,
2003).

O selénio existe na natureza sob a forma organica (selenocisteina, selenocistina e
selenometionina) e inorgdnica (selenito e selenato) (Nakamuro et al., 2000). Devido a
possibilidade de existir em diversos estados de oxidacdo, o selénio pode levar a formagdo de
diferentes compostos organicos e aminodcidos em substituigdes ao enxofre (S) (Tinggi,
2003). De fato, o selénio compartilha diversas propriedades quimicas e fisicas com o S e esta

similaridade permite que o selénio substitua o enxofre, promovendo importantes interagdes
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selénio-enxofre nos sistemas bioldgicos (Stadtman, 1980). Por outro lado, as diferencas nas
propriedades fisico-quimicas entre selénio e S constituem a base de seus papéis biologicos
especificos (Ursini & Bindoli, 1987). Cabe mencionar que o interesse inicial na atividade
biologica do selénio foi em razdo de sua toxicidade (Moxon & Rhian, 1943; Nogueira &
Rocha, 2011). Entretanto, atualmente o selénio ¢ também considerado um elemento traco

essencial para saude (Papp et al., 2007).

2.4.1 Atividade bioldégica

O selénio ¢ um micronutriente essencial para todas as formas de vida (Schwartz &
Foltz, 1957), desempenha um papel crucial em diversas via metabolicas, incluindo o
metabolismo dos hormonios tireoidianos, a fun¢do imunoldgica, o crescimento celular e
principalmente o sistema de defesa antioxidante (Stazi & Trinti, 2008). O selénio estd
presente como residuo de selenocisteina no sitio ativo das enzimas glutationa peroxidase
(Flohé et al., 1973), tioredoxina redutase (Holmgren, 1985), 5’-deiodinase (Behne &
Kyriakopoulos, 1990) e selenoproteina P (Ursini ef al., 1985), sendo que a atividade redox do
selénio ¢ essencial para o sitio catalitico dessas enzimas. Concentragdes adequadas de selénio
sdo requeridas para a manutengdo da saide (Rayman, 2000) visto que concentracdes
insuficientes ou excessivas deste elemento podem ocasionar deficiéncia ou toxicidade,
respectivamente.

De acordo com a Junta de Alimentacdo e Nutricdo da Academia de Ciéncias dos
Estados Unidos, a ingestdo diaria recomendada para adultos deste micronutriente mineral ¢ de
50-200 pg; porém, de fato, quando a ingestdo diaria ultrapassa 400 pg, excedendo a
capacidade corporal de eliminag@o, o selénio pode provocar efeitos toxicos, denominado
selenoses. Esse elemento é encontrado principalmente em alimentos como a castanha-do-para,
alho, cebola, brocolis, cogumelos, cereais, pescados, ovos e carnes (Dumont et al., 2006).

Portanto, a partir da descoberta do papel essencial do selénio na defesa antioxidante do
organismo, as pesquisas que envolvem o entendimento do seu papel bioldgico, em particular
seu papel fisioldgico na saude e seu uso potencial como agente terapéutico se intensificaram
(Papp et al., 2007), principalmente as que abrangem efeitos neuroprotetores, uma vez que esse

elemento desempenha um importante papel para o cérebro. Trabalhos mostram que quando ha
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deplecao de selénio no organismo, o cérebro recebe uma oferta prioritaria desse elemento com
relacdo aos outros 0rgdos, indicando a importancia destes micronutriente para funcdo cerebral
(Behne et al., 1988; Buckman et al., 1993; Schweizer et al., 2004), sendo que sua deficiéncia
no cérebro tem efeitos potencialmente negativos sobre o seu funcionamento podendo agravar
a perda neuronal e disfungdo subsequentes aos estimulos endogenos ou exogenos, trauma e
outras condig¢des neurodegenerativas (Schweizer et al., 2004) e até mesmo alterar a taxa de
turnover de neurotransmissores (Castano et al., 1997). Neste contexto, ¢ importante relatar
que diversos estudos demostraram a importancia do selénio em patologias associadas aos
transtornos de humor (Benton & Cook, 1991; Hawkes & Hornbostel, 1996; Benton, 2002;
Sher, 2008). Além disso, provas consideraveis sugerem que uma caréncia de selénio na dieta,
em que sdo observados baixos niveis de elemento (32-36 pg/dia), afetam alguns pardmetros
psicologicos, por isso t€ém sido associado com um aumento significativo da incidéncia de
depressdo, ansiedade, confusdo e agressividade (Finley & Penland, 1998). A suplementagio
ou o aumento no consumo de selénio na dieta, em que os niveis deste elemento atinjam a
quantidade de (226 pg/dia), estdo associados com a melhora do humor, diminuindo o estado
depressivo e outros sintomas negativos do humor, como a ansiedade, confusdo, e
consequentemente melhorando a qualidade de vida (Benton & Cook, 1991; Rayman, 2000,
2008; Rayman et al., 2006).

2.4.2 Compostos Organicos de Selénio

Nos ultimos anos, os compostos organicos de selénio tém sido alvo de interesse em
sintese orgénica em virtude da descoberta de suas aplicagdes sintéticas, de suas propriedades
farmacologicas e também por apresentar maior biodisponibilidade e geralmente menor
toxicidade em relagdo as espécies inorganicas deste elemento (Parnham & Graf, 1991;
Nogueira et al., 2004; Narrajji ef al., 2007). Com base na importancia crescente no campo da
sintese de compostos organicos de selénio, muitos deles heterociclicos, uma série de
investigadores tem se concentrado no desenvolvimento de compostos possuindo um elevado
potencial terapéutico para uma variedade de doencas humanas (Yue ef al., 2006; Narrajji et
al., 2007; Alves et al., 2008; Seus et al., 2012). Dentre os compostos organicos estudados,

destacam-se os heterociclicos que contém selénio em sua estrutura quimica, estes sdo
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considerados ferramentas sintéticas muito importantes em sintese organica, sendo bastante
utilizadas como intermediarios para a obtengdo de moléculas biologicamente ativas,
principalmente alguns derivados de produtos naturais (Rhoden & Zeni, 2011). Neste contexto,
destaca-se o ebselen (Figura SA), que exibe atividade catalitica e propriedades antioxidantes
similares a glutationa peroxidase (Satoh et al., 2004) além de demonstrar também, efeito tipo
antidepressivo em camundongos (Posser et al., 2009). Os selenofenos, outra classe de
compostos organicos, heterociclicos contendo selénio, também vém sendo amplamente
relatado por apresentar propriedades antimicrobianas, anti-apoptoticas e antitumorais (Abdel-
Hafez, 2005; Juang et al., 2007, Shiah et al., 2007). Além disso, estudos recentes
demostraram os efeitos hepatoprotetores, anticonvulsivantes, antinociceptivos, anti-alodinicos
e antioxidantes do composto 3-alquinilselenofeno (1-(2,5-difenilselenofeno-3-il)-3-metilpent-
1-in-3-o0l) (Figura 5B) (Wilhelm et al., 2009a, b, c, 2010). Outro selenofeno recentemente
relatado ¢ o 3-(4-fluorofenilselenil)-2,5-difenilselenofeno (Figura 5C), que exibe efeito tipo

antidepressivo em camundongos (Gay et al., 2010).
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Figura 5: Estrutura quimica de compostos organicos heterociclicos contendo selénio. (A)
Ebselen; (B) 3-alquinilselenofeno; (C) 3-(4-fluorofenilselenil)-2,5-difenilselenofeno.

(Estruturas desenhadas utilizando o programa ChemDraw Ultra 8.0.3).
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As inimeras propriedades farmacoldgicas de outras moléculas contendo selénio,
também vém sendo relatadas (Nogueira et al., 2004; Nogueira & Rocha, 2010), e com grande
relevincia para nosso estudo, destacam-se os compostos que possuem atividade do tipo
antidepressiva ¢ antioxidante. O disseleneto de difenila [(PhSe);] (Figura 6) apresentou
pronunciada acdo como antioxidante, na reducdo da peroxidagdo de lipideos provocada por
diversos agentes e em diferentes tecidos (Rossato ef al., 2002; Nogueira et al., 2004; Santos et
al., 2004; Borges et al., 2006; Posser et al., 2009), também demonstrou atividade do tipo
antidepressiva (Savegnago et al., 2007, 2008; Acker et al., 2009; Wilhelm et al., 2010).
Recentes estudos revelam que os derivados substituidos no anel aromatico do (PhSe), também
apresentam potencial farmacoldgico, tanto o p-cloro-difenil disseleneto [p-CI(PhSe),], como o
m-trifluormetil-difenil disseleneto [m-CF;3(PhSe),] induziram efeitos do tipo antidepressivo
em camundongos (Bortolatto et al., 2011; Briining ef al., 2011). Outro estudo recentemente
publicado mostrou que outra classe de compostos organicos de selénio, o fenilseleno
acetofenona, possui atividade antioxidante in vitro e efeito tipo antidepressivo in vivo
(Gerzson et al., 2012). Adicionalmente, uma simples molécula contendo selénio em sua
estrutura, o fenilselenometil, também exibe efeito tipo antidepressivo em camundongos

(Oliveira et al., 2012).

Se

Figura 6: Estrutura quimica do Disseleneto de Difenila. (Estrutura desenhada utilizando o

programa ChemDraw Ultra 8.0.3).

Portanto, a atividade antioxidante, em que os compostos organicos de selénio sdo
capazes de propagar o ciclo redox do selénio, com a propriedade de mimetizar a quimica
fisiologica redox de grupos selendis/selenolatos, poderia suplementar as defesas celulares

naturais contra os agentes oxidantes (Arteel & Sies, 2001). A atividade antioxidante, sendo
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adicionada ao efeito tipo antidepressivo, demonstrado por diversos destes compostos,
poderiam ser Uteis para a prevencdo e/ou o tratamento de doengas relacionadas a excessiva
producdo de espécies reativas, como € o caso da depressdo. Assim, a sintese e a concepgao de
novos compostos organicos, especificamente heterociclicos contendo selénio, com
propriedades antioxidantes e antidepressivas, sdo altamente desejaveis para o

desenvolvimento de potenciais agentes terapéuticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Tendo em vista as promissoras propriedades farmacoldgicas dos compostos organicos
heterociclicos contendo selénio, o objetivo geral do presente trabalho foi investigar o efeito
tipo antidepressivo e a toxicidade aguda do fenilselenometil-1,2,3-triazol (Se-TZ), um
composto inédito, que possui um mnicleo triazélico e ligado a ele um grupo orgénico de

selénio, em camundongos.

3.2 Objetivos Especificos

Considerando os aspectos ja mencionados, os objetivos especificos deste trabalho

compreendem:

(1)  Investigar o efeito tipo antidepressivo do Se-TZ em camundongos, através do TSC.

(2)  Estudar a possivel contribuicdo dos sistemas noradrenérgico, dopaminérgico e
serotoninérgico no efeito tipo antidepressivo induzido pelo Se-TZ; incluindo a avaliagdo dos
mecanismos de agdo através da administragdo de antagonistas, bem como, pela determinacao
dos niveis de neurotransmissores € seus metabodlitos nas estruturas cerebrais (cortex e

hipocampo).

(3) Investigar a toxicidade aguda do Se-TZ, quando administrado pela via oral em
camundongos, através de dosagens bioquimicas de AST (aspartato aminotransferase), ALT
(alanina aminotransferase), uréia e creatinina, a fim de avaliar a funcionalidade hepatica e

renal.

(4)  Determinar os marcadores de estresse oxidativo, através da determinag@o das espécies

reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), contetido de grupos tidis ndo-protéicos (NPSH),
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catalase (CAT) e glutationa-transferase (GST) em figado, rins, cortex cerebral e hipocampo,

com o proposito de oferecer seguranca no uso desse composto.
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4. MANUSCRITO

Os resultados que fazem parte desta dissertagdo estdo apresentados sob a forma de
manuscrito. Os itens Introducdo, Materiais ¢ Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
encontram-se no proprio manuscrito e representam a integra do deste estudo. O manuscrito
esta disposto da mesma forma que foi submetido para a Revista “European Journal of

Pharmacology”.
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Abstract

The aims of the study were investigated the antidepressant-like effect and acute
toxicity of 4-phenyl-1-(phenylselanylmethyl)-1,2,3-triazole (Se-TZ), an organocompounds
selenium-containing heterocycles in mice. Se-TZ (5-50 mg/Kg) significantly reduced
immobility time in tail suspension test (TST) without altering locomotor and exploratory
activities. The antidepressant-like effect of Se-TZ (25 mg/Kg) in the TST was prevented by
pre-treatment of mice with SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c., a selective D; receptor antagonist),
sulpiride (50 mg/kg, i.p., a selective D, receptor antagonist) and methysergide (2 mg/kg, s.c.,
a non-selective sertotoninergic receptor antagonist), but not with prazosin (1 mg/kg, i.p., an
a-adrenoceptor antagonist), yohimbine (1 mg/kg, i.p., an ar-adrenoceptor antagonist) and
propranolol (2 mg/kg, i.p., a PB-adrenoceptor antagonist). Se-TZ, increased monoamine
neurotransmitters dopamine and serotonin levels in the cerebral cortex and hippocampus,
whereas norepinephrine turnover was not changed. This study also demonstrated that the Se-
TZ, did not cause the acute toxicity in biochemical markers hepatic and renal damage. The
results evidenced that exposure to Se-TZ caused a significant increase in the catalase (CAT)
activity in the cerebral cortex and hippocampus, however the glutathione S-transferase (GST)
activity increased only in cerebral cortex. Thus, these results suggest that Se-TZ demonstrated
antidepressant-like effect, mediated via the central dopaminergic and serotoninergic
neurotransmitter systems, as well as the elevation of dopamine and serotonin levels in the
mice brain, and may be of interest as a therapeutic agent for the treatment of depressive

disorders.

Keywords: selenium, heterocycles, antidepressant-like, monoaminergic system, mice.
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1. Introdution

Depression is one of the most prevalent, serious, recurrent, incapacitating and costly
psychopathologies worldwide, being characterized by altered mood and cognitive functions,
and recurrent thoughts of death or suicide with a lifetime incidence of 15-25% and is
associated with significant impairment in social and occupational functioning as well as
reduced quality of life (Kessler and Wang, 2009; Paykel, 2006). According to the World
Health Organization, unipolar depressive disorders were ranked as the third leading cause of

the global burden of disease in 2004 and will move into the first place by 2030 (WHO, 2011).

It is well known that monoamine neurotransmitters such as serotonin, noradrenaline
and dopamine in the central nervous system play a key role in the pathophysiology of
depression (Elhwuegi, 2004). Evidence suggests that alterations in monoaminergic systems
are associated with the mechanisms of action underlying the favorable therapeutic activity of
antidepressant drugs. Effective antidepressant treatments normalize the disturbed
monoaminergic systems which are assumed to be responsible for the clinical features of

depression (Sartorius et al., 2007).

Although the mechanism provoking depression has not been clearly elucidated
oxidative stress, via free radical production, may play an important role in its pathophysiology
(Ng et al., 2008). Under physiological conditions there is a balance between oxidative and
antioxidative systems in the organism. Oxidative stress is the imbalance between these
systems in favour of the former and has been implicated in the pathophysiology of several
neuropsychiatric diseases, including major depressive disorder (MDD) (Behr et al., 2012). In
particular, a number of oxidative disturbances with a decrease in antioxidant enzyme activities

in patients diagnosed with depression have been reported, including enhanced oxidative
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damage, while the antidepressant treatment ameliorated this effect (Ng et al., 2008; Sarandol
et al,, 2007). Based on increasing importance in the field of synthesis of heterocyclic
compounds, a series of researchers has been concentrated on development of heterocyclic
compounds having therapeutic high potential toward a variety of human diseases (Alves et al.,
2008; Seus et al., 2012). Furthermore, studies have demonstrated the role of selenium in mood
disorders (Hawkes and Hornbostel, 1996; Sher, 2007). In this context, selenium-containing
heterocycles are of considerable biochemical and pharmacological relevance (Ninomiya et al.,
2011), among currently identified stands the ebselen (2-phenyl-1,2-benzilsoselenazol-3 (2H) -
one) which displays catalytic activity and antioxidant properties similar to glutathione
peroxidase (Satoh et al., 2004) and antidepressant-like effect (Posser et al., 2009). Other
organic compounds (selenium-containing heterocycles) are also being widely studied and
have numerous pharmacological proprieties, including antidepressant-like effects (Gai et al.,

2012; Gay et al., 2010).

Thus, the aims of the present study were to evaluate the antidepressant-like effect of
Se-TZ in mice, as well as, analyze its caused acute toxicity. Additionally, for understanding
the antidepressant mechanism, this study investigated the possible involvement of the
noradrenergic, dopaminergic and serotonergic systems in the antidepressant-like effect of the
Se-TZ in the tail suspension test (TST). We also examine levels of the monoaminergic
neurotransmitter and their metabolites changes in specific brain regions (cerebral cortex and

hippocampus) after administration of the Se-TZ.

2. Materials and methods

2.1. Animals
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The experiments were conducted using male C57BL/6J mice (25-30 g) maintained at
22-25 °C with free access to water and food, under a 12:12 h light/dark cycle (lights on at
07:00 h). All manipulations were carried out between 09:00 a.m. and 04:00 p.m., with each
animal used only once. All procedures in this study were performed in accordance with the
National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. The
experiments were performed after approval of the protocol by the Institutional Ethics
Committee (CEUA/UNIPAMPA) under number 027/2012, and all efforts were made to

minimize animals suffering and to reduce the number of animals used in the experiments.

2.2. Chemicals

4-Phenyl-1-(phenylselanylmethyl)-1,2,3-triazole (Se-TZ; Figure 1) was prepared and
characterized as previously described (Seus et al., 2012). Analysis of the "H NMR and "°C
NMR spectra showed analytical and spectroscopic data in full agreement with its assigned
structure. The chemical purity of Se-TZ (99.9%) was determined by GC/HPLC. The
following drugs were used: fluoxetine, imipramine, prazosin, yohimbine, propranolol, SCH
23390, sulpiride, and methysergide (Sigma Chemical Co, USA). All drugs were dissolved in
saline 0.9%, except Se-TZ that was dissolved in canola oil with 10% of dimethyl sulfoxide
(DMSO) for the in vivo experiments. Mice received all drugs in a constant volume of 10
ml/kg body weight. Appropriate vehicle-treated groups were also assessed simultaneously.
The chemical standards used in HPLC including noradrenaline and its metabolite 4-Hydroxy-

3-methoxyphenylglycol (MHPG), dopamine and its metabolites, 3,4-dihydroxyphenyla-cetic
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acid (DOPAC), serotonin and its metabolite 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), were

purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA) and were dissolved in the mobile phase.

2.3. Behavioral testing

2.3.1 Tail suspension test (TST)

The total duration of immobility induced by tail suspension was measured according
to the method described by Steru et al. (1985). Mice both acoustically and visually isolated
were suspended 50 cm above the floor by adhesive tape placed approximately 1 cm from the

tip of the tail. Immobility time was recorded during a 6-min period (Jesse et al., 2010a).

For the time—course curve, mice were submitted to the TST 30, 60, 120 and 240
minutes after the administration of Se-TZ (50 mg/kg, p.o.) or vehicle (10 ml/kg, p.o.). For the
dose-response curve, mice were treated with Se-TZ (1, 5, 25 and 50 mg/kg, p.o.), or vehicle
30 minutes before the TST. Fluoxetine (32mg/kg, p.o.) and imipramine (15 mg/kg, p.o.), were

used as positive controls and they were administered 30 minutes before the TST.

In the experiments designed to verify the possible involvement of noradrenergic,
serotonergic and dopaminergic systems in the antidepressant-like effect of Se-TZ. For this,
mice received a single injection of prazosin (1 mg/kg, i.p., an a;-adrenoceptor antagonist),
yohimbine (1 mg/kg, i.p., an a,-adrenoceptor antagonist), propranolol (2 mg/kg, i.p., a B-
adrenoceptor antagonist), SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c., a selective dopamine D; receptor

antagonist), sulpiride (50 mg/kg, i.p., a selective dopamine D, receptor antagonist) and
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methysergide (2 mg/kg, s.c., a non-selective serotoninergic receptor antagonist) or saline (10
mL/kg) 30 min before the administration of Se-TZ (25 mg/kg, p.o.) or vehicle. Thirty minutes
after treatment with Se-TZ or vehicle, the mice were submitted to the TST. All doses of
antagonists used in this work were chosen according previously published data (Jesse et al.,

2010a; Savegnago et al., 2007; Villarinho et al., 2012).

2.3.2. Open-field test (OFT)

To assess the possible effects of Se-TZ on locomotor activity, mice were evaluated in
the open-field test (OFT), as described by (Walsh and Cummins, 1976). The open-field was
made of polywood and surrounded by walls 30 cm in height. The floor of the open-field, 45
cm in length and 45 cm in width, was divided by masking tape markers into 09 squares (3
rows of 3). Each animal was placed individually at the center of the apparatus and observed
for 6 min to record the locomotor (number of segments crossed with the four paws) and
exploratory activities (expressed by the number of time rearing on the hind limbs). Mice were
treated with Se-TZ (1, 5, 25 and 50 mg/kg, p.o.), or vehicle 30 minutes before the TST.
Another groups of mice were pretreated with prazosin (1 mg/kg, i.p.) or yohimbine (1 mg/kg,
i.p.) or propranolol (2 mg/kg, i.p.) or SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c.) or sulpiride (50 mg/kg,
i.p.) or methysergide (2 mg/kg, s.c.) or saline (10 mL/kg). Thirty minutes after this treatment

or pretreatment, the mice were submitted to the OFT.

2.4. Behavioral measurements
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2.4.1. Monoamine neurotransmitters and metabolites levels

Mice were euthanized by cervical dislocation two hours after the administration of Se-
TZ (25mg/kg, p.o.) or vehicle (10 ml/kg, p.o.). The brains were excised, and the cerebral
cortex and hippocampus were immediately separated and stored at —80 °C until analyzed by
high-performance liquid chromatography (HPLC). The levels of the monoamines
noradrenaline, dopamine, serotonin, and their metabolites 4-Hydroxy-3-methoxyphenylglycol
(MHPG), 3,4-dihydroxyphe-nylacetic acid (DOPAC) and hydroxyindole acetic acid (5-
HIAA), were assayed by described by Ferraz et al. (2002), using high performance liquid
chromatography (HPLC) with electrochemical detection. The mobile phase, used at a flow
rate of 0.8 ml/min, consisted of 0.02 M phosphate/citrate buffer and 90/10 methanol (v/v),
0.12 mM Na,EDTA, and 0.0556% heptane sulphonic acid as ion pair. The pH was adjusted to
2.64 with H;PO4at 22 °C. A 5-um (220x4.6) Spheri-5 RP-18 column from Brownlee
Laboratory was used. Electrochemical detection of monoamines was performed with a
Shimadzu L-ECD-6A electrochemical detector with a potential of 0.75 V. The peak area of
the internal standard (DHBA) was used to quantify the sample peaks The tissue levels were

expressed in ng/g tissue.

2.5. Acute toxicity and biochemical parameters

To investigate the potential acute toxicity and changes of biochemical parameters
caused by Se-TZ, the mice received a single oral dose of Se-TZ (1, 5, 25 e 50 mg/kg) or

vehicle (10 ml/kg). After drug administration, animals were observed for up to 72 h. After this



47

time, the animals were anesthetized for the blood collection by heart puncture into heparin
containing tubes. Plasma was obtained by centrifugation at 2000 g for 10 min and used for the
acute toxicity assays. The liver, kidney, cerebral cortex and hippocampus were quickly
removed, placed on ice, and homogenized in cold 50 mM Tris—HCI, pH 7.4 (liver and kidney:
1/10 w/v; and cerebral cortex and hippocampus 1/5, w/v). The homogenate was centrifuged at
4000 g at 4 °C for 10 min and a low-speed supernatant fraction (S;) was used for
measurement of the biochemical parameters: thiobarbituric acid-reactive species (TBARS),

non protein thiols (NPSH), catalase and glutathione S-transferase (GST).

Plasma aspartate (AST) and alanine aminotransferase (ALT) activities, used as
biochemical markers for the early acute hepatic damage, were determined by the colorimetric
method of Reitman and Frankel (1957). Renal function was analyzed by determining plasma
urea (Mackay and Mackay, 1927) and creatinine levels (Jaffe, 1886). All assays were carried

out using commercial kits (LABTEST, Diagnostic S.A. Minas Gerais, Brazil).

2.5.1. Lipid Peroxidation

Lipid peroxidation was estimated by measuring TBARS assay, according to the
method by Ohkawa et al. (1979). The low-speed supernatant (S;) of liver, kidney, cerebral
cortex and hippocampus, were incubated with 0.8% thiobarbituric acid (TBA), acetic acid
buffer pH 3.4 and 8.1% sodium dodecyl sulphate at 95 °C for 2 h. The amount of TBARS
produced was measured at 532 nm, using MDA as a biomarker of lipid peroxidation. TBARS

levels are expressed as nmol of MDA/mg protein.
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2.5.2. Non protein thiols (NPSH) determination

To evaluate the non-enzymatic antioxidant defenses, were determined the NPSH
levels in liver, kidney, cerebral cortex and hippocampus samples according to the method
proposed by Ellman (1959) with some modifications. An aliquot S; were precipitated with
TCA (10%) and subsequently centrifuged at 3000 x g for 10 min. After the centrifugation, the
protein pellet was discarded and free —SH groups were determined in the clear supernatant.
An aliquot of supernatant was added in 1 M potassium phosphate bufter, pH 7.4, and 10 mM
5,5-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). The color reaction was measured at 412 nm.

NPSH levels were expressed as nmol NPSH/mg protein.

2.5.3. Catalase (CAT) activity

Catalase activity was assayed spectrophotometrically by method proposed by Aebi
(1984), which involves monitoring the disappearance of H,O; in the homogenate at 240 nm.
Enzymatic reaction was initiated by adding an aliquot of 20 pul of S; of liver, kidney, cerebral
cortex and hippocampus and the substrate (H20,) to a concentration of 0.3 mM in a medium
containing 50 mM phosphate buffer, pH 7.0. One unit of enzyme was defined as the amount
of enzyme required for monitoring the disappearance of H»O,. The enzymatic activity was

expressed in Units (U)/mg protein (1U decomposes 1 mmol of H,O»/min at pH 7 at 25 °C).

2.5.4. Glutathione S-transferase (GST) activity
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GST activity was assayed spectrophotometrically at 340 nm by the method of Habig et
al. (1974). The reaction mixture contained an aliquot S; of liver, kidney, cerebral cortex and
hippocampus, 0.1 M potassium phosphate buffer pH 7.4, 100 mM glutathione (GSH) and 100
mM CDNB, which was used as substrate. The enzymatic activity was expressed as nmol

CDNB conjugated/min/mg of protein.

2.5.5. Protein determination

Protein content was measured colorimetrically by the method of Bradford (1976), and

bovine serum albumin (1 mg/mL) was used as standard.

2.6. Statistical analysis

The results are expressed as the mean + standard error of the mean (SEM). Statistical
analysis was performed using a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Newman—Keuls (acute toxicity, biochemical parameters and monoamine neurotransmitter
levels and their metabolites) or two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test
(behavioral tests). The level of significance was set at p < 0.05. The statistical analysis was
performed using the software GraphPad Prism version 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,

CA, USA).
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3. Results

3.1. Effect of the Se-TZ on the immobility time in the TST and locomotor and exploratory

activity in the OFT

In order to investigate the interval time that the Se-TZ achieves the best performance
in TST, a time—course curve was carried out. Figure 2A illustrates the times what after the
administration of the Se-TZ (50 mg/kg, p.o.), it was able to produce an antidepressant-like
effect in the TST. One-way ANOVA revealed a significant effect of the Se-TZ in the TST
[F(4, 33)= 16.33; p<0.001]. Moreover, post hoc analyses showed that the Se-TZ exhibits
similar performance in the time intervals (30 and 60 min), and the antidepressant-like effect
remained significant up to 120 min, however this effect was abolished in 240 min.
Considering these data, all experiments were performed using 30 min as interval time to

investigate the effect of the Se-TZ and its mechanism of action.

The results illustrated in Figure 2B show that the Se-TZ or the conventional
antidepressants (used as positive controls), fluoxetine (32 mg/kg, p.o., a serotonin reuptake
inhibitor) or imipramine (15 mg/kg, p.o., a tricyclic antidepressant) given by oral route, 30
min before the TST, decreased the immobility time. One-way ANOVA revealed a significant
effect of the Se-TZ in the TST [F(4, 24)= 11.39; p<0.001]. Post hoc analysis indicated a
significant decrease in the immobility time elicited by the administration of the Se-TZ at

doses of 5, 25 and 50 mg/kg (p.o.) in the TST.

Treatment with Se-TZ, fluoxetine, imipramine or any of the antagonists, at all doses

tested, did not produce any change in the number of crossings and rearing in the mice OFT,
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indicating that a confounding locomotor and exploratory activity impairment can be discarded

in the antidepressant-like effect observed in the TST (data not shown).

3.2. Investigation of the mechanisms underlying the antidepressant-like effect of the Se-TZ in

the TST

With the purpose of investigating the mechanisms underlying the antidepressant-like
effect of Se-TZ in the TST, mice were pre-treated with prazosin, yohimbine or propranolol
(involvement of the noradrenergic system); SCH23390 or sulpiride (involvement of the

dopaminergic system) and methysergide (involvement of the serotonergic system).

The results depicted in Figure 3 A show that the pre-treatment of mice with prazosin (1
mg/kg, i.p., an a;-adrenoceptor antagonist), did not antagonize the reduction in immobility
time elicited by Se-TZ (25 mg/kg, p.o.) in the TST. Two-way ANOVA revealed a main effect
of treatment Se-TZ (F(1, 18)= 61.09; p<0.001), but not of the pre-treatment with prazosin
(F(1, 18)= 5.80; p=0.027) and pre-treatment x treatment interaction (prazosin x Se-TZ) (F(1,
18)=0.02; p=0.897). Figure 3B show that the pre-treatment of mice with yohimbine (1 mg/kg,
i.p., an ap-adrenoceptor antagonist), did not reverse the reduction in immobility time elicited
by Se-TZ (25 mg/kg, p.o.) in the TST. Two-way ANOVA revealed a main effect of treatment
Se-TZ (F(1, 16)= 62.28; p<0.001), but not of the pre-treatment with yohimbine (F(1, 16)=
0.97; p=0.338) and pre-treatment X treatment interaction (yohimbine x Se-TZ) (F(1, 16)=
0.11; p=0.747). Figure 3C show that the pre-treatment of mice with propranolol (2 mg/kg,
i.p., a P-adrenoceptor antagonist), did not block the reduction in immobility time elicited by

Se-TZ (25 mg/kg, p.o.) in the TST. Two-way ANOVA revealed a main effect of treatment Se-
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TZ (F(1, 16)= 38.82; p<0.001), but not of the pre-treatment with propranolol (F(1, 16)= 1.51;
p=0.236) and pre-treatment X treatment interaction (propranolol x Se-TZ) (F(1, 16)= 0.77;

p=0.392).

Figure 4A show that the pre-treatment of mice with SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c., a
selective dopamine D; receptor antagonist), prevent the effect of Se-TZ (25 mg/kg, p.o.) in
the TST. Two-way ANOVA revealed significant differences of treatment Se-TZ (F(1, 16)=
23.25; p<0.002), pre-treatment with SCH23390 (F(1, 16)= 28.35; p<0.001) and pre-treatment
x treatment interaction (SCH23390 x Se-TZ) (F(1, 16)= 12.08; p<0.003). Figure 4B show that
the pre-treatment of mice with sulpiride (50 mg/kg, i.p., a selective dopamine D, receptor
antagonist), was effective in reversing the effect of Se-TZ (25 mg/kg, p.o.) in the TST. Two-
way ANOVA revealed significant differences of treatment Se-TZ (F(1, 16)= 7.44; p<0.015),
pre-treatment with sulpiride (F(1, 16)= 10.33; p<0.005) and pre-treatment x treatment

interaction (sulpiride x Se-TZ) (F(1, 16)=5.83; p<0.028).

Figure 5 show that the pre-treatment of mice with methysergide (2 mg/kg, s.c., a non-
selective serotoninergic receptor antagonist), reversed the effect of Se-TZ (25 mg/kg, p.o.) in
the TST. Two-way ANOVA revealed significant differences of treatment Se-TZ (F(1, 16)=
11.80; p<0.004), pre-treatment with methysergide (F(1, 16)= 20.84; p<0.004) and pre-

treatment x treatment interaction (methysergide x Se-TZ) (F(1, 16)= 19.38; p<0.005).

3.3. Effects of Se-TZ on monoamine neurotransmitter levels and their metabolites

The levels of monoamine neurotransmitters and their metabolites detected in the

cerebral cortex and hippocampus were summarized in Table 5. We observed that Se-TZ
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(25mg/kg, p.o.) induced a significant increase in cortical and hippocampal serotonin levels,
whereas 5-HIAA levels were significantly decreased in the cerebral cortex and suggestively
increased in the hippocampus. Furthermore, the 5-HIAA/serotonin ratio diminished in these
two brain sections examined. Similarly, we also detected an increase in dopamin level in the
cerebral cortex and hippocampus, whereas decreases in DOPAC levels in the cerebral cortex,
although, levels were not significantly altered in hippocampus. The ratios of
DOPAC/dopamin were significantly reduced in these two brain sections examined. Moreover,
there were no alterations in noradrenaline or MHPG levels or in the MHPG/ noradrenaline

ratio in any of the brain regions examined.

3.4. Acute toxicity and biochemical parameters

Oral administration of Se-TZ, at all doses tested (1-50 mg/kg), did not alter plasma
AST or ALT activities, or the urea and creatinine levels when compared to the control group

(Table 1).

The TBARS levels, a measure of lipid peroxidation, were not changed in the liver,
kidney, cerebral cortex or hippocampus of the treated mice after oral exposure to Se-TZ when
compared to the control group, as can be seen in Table 2. Furthermore, in order to evaluate
non-enzymatic antioxidant defenses, we measured NPSH levels. Statistical analyses revealed
that, at the dose of Se-TZ (50mg/kg, p.o.), levels were also not altered in the kidney, cerebral
cortex or hippocampus. However, there was an increased in NPSH levels in hepatic tissue

(Table 2).
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As can be observed in table 3 after oral exposure to Se-TZ , the results showed
significantly increased CAT activity at all doses in the cerebral cortex and at doses (25 and
50mg/kg) in the hippocampus. Similarly, oral exposure to Se-TZ (5, 25 and 50mg/kg)
increased in GST activity in cerebral cortex. However, CAT and GST activities in the liver

and kidney did not modify after treatment with Se-TZ at all doses (Table 3).

4. Discussion

In the present study, we demonstrated that Se-TZ administered by oral route produces
a significant antidepressant-like effect in the mice in TST. Additionally, the locomotor and
exploratory activity was not changed in mice. Moreover, an involvement of serotonergic
(serotonergic receptors) and dopaminergic (D; and D, receptors) systems in the
antidepressant-like effect of Se-TZ was evidenced, but not with noradrenergic (a;, a, and )
system. The determination of levels of monoamine neurotransmitters and their metabolites
detected in the cerebral cortex and hippocampus, cooperating with results obtained
previously. Furthermore, it can be suggested that the Se-TZ demonstrated antioxidant activity,
by increased antioxidant enzymes, such as CAT and GST, without causing acute toxicity in

biochemical markers hepatic and renal damage.

This study shows that the acute administration of Se-TZ by p.o. route is effective to
produce a significant antidepressant-like response in the TST in mice. Moreover, it was
noteworthy that the antidepressant-like effect produced by Se-TZ was similar to the effect
produced by the classical antidepressants fluoxetine and imipramine in the TST. The TST is
widely used as animal model reported to be predictive test of antidepressant action sensitive

to the acute administration of antidepressant drugs (Steru et al., 1985). In accordance with
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these results, other organocompounds selenium-containing heterocycles also have
antidepressant-like effect (Gai et al., 2012; Gay et al., 2010; Posser et al., 2009). Monoamine
neurotransmitters, such as noradrenaline, dopamin and serotonin, are believed to be involved
in depressive disorders and play important roles in mediating behavioral effects of

antidepressant drugs (Elhwuegi, 2004).

The dopaminergic system is also an important target implicated in the
regulation of depression (Klimek et al., 2002). DA has many functions in the brain,
including important roles in behavior and cognition, punishment and reward, sleep,
mood, attention and learning (Dunlop and Nemeroff, 2007). In our study, the pre-treatment
of mice with SCH23390 or sulpiride, selective dopamine D; and D, receptor antagonists,
respectively, was able to reverse the antidepressant-like effect of Se-TZ. The results presented
here indicate that the dopaminergic system appears to be implicated in the antidepressant-like
effect of Se-TZ in the TST. This result is somewhat in agreement with previous studies that
show that SCH23390 and sulpiride are able to prevent the antidepressant-like effect of several
putative antidepressant agents in the FST, such as some organoselenium (Oliveira et al., 2012;
Posser et al., 2009). In this context, classical antidepressant drug, imipramine (a tricyclic
antidepressant), has involvement of dopamine D; and D, receptors in the mechanism of action

in the TST (Hirano et al., 2007).

Since serotonin is the main neurotransmitter involved in the cognitive functions, it has
been proposed that an increase in serotonergic neurotransmission might counteract the
cognitive impairment including in memory and learning which is considered a core feature of
major depressive disorder (Baune et al., 2010; Haider et al., 2007). In this study, the anti-
immobility effect of Se-TZ was abolished when mice were pre-treated with methysergide (a

non-selective serotoninergic receptor antagonist) thereby confirming the possible involvement



56

of the serotonergic system in the antidepressant-like effect. Similarly, it has been shown that
the effects of some antidepressants are prevented by the concurrent administration of a
serotoninergic receptor antagonist, by increasing extracellular serotonin after blockade of the

serotonin transporter (O’Leary et al., 2007).

Depression is also associated with a hypofunction of the noradrenergic system
(Elhwuegi, 2004). In fact, some antidepressants such as mazindol, reboxetine and mirtazapine
act by increasing the synaptic availability of noradrenaline (Nikiforuk et al., 2010; Scates and
Doraiswamy, 2000). In our study, the decrease in the immobility time elicited by Se-TZ was
not reversed by prazosin (an o;-adrenoceptor antagonist), yohimbine (an o,-adrenoceptor
antagonist) or propranolol (a B-adrenoceptor antagonist), suggesting that noradrenergic
system may not be involved in antidepressant-like effects of Se-TZ. Similar results was
reported in previous studies with others organoselenium, that the antidepressant-like effect
not was dependent on the stimulation of noradrenergic system (Gerzson et al., 2012; Jesse

et al., 2010b).

In addition, to support the hypothesis that the antidepressant-like effect of Se-TZ is
mediated by the increase of serotonin and dopamin levels, the effect of Se-TZ on the
monoamine neurotransmitters and their metabolites in mice brain was studied. In our study,
we focused on two brain structures, the cerebral cortex and hippocampus, which are both
critically involved in the regulation of depression related emotion, motivation, learning and
memory (Mao et al.,, 2011). In the present study, Se-TZ, at a dose (25 mg/kg, p.o.) and time
(2 h before testing) maximum that exert an antidepressant-like effect, Se-TZ significantly
enhanced serotonin and dopamin levels in the cerebral cortex and hippocampus, additionally,
a decrease in 5-HIAA and DOPAC levels were detected in cerebral cortex. Also, there was an

increase in 5-HIAA levels in the hippocampus of Se-TZ treated mice. However, noradrenaline
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and MHPG levels were not altered in any brain region, suggesting that the antidepressant-like
effect of Se-TZ in the TST appears to be mediated by dopaminergic and serotoninergic

neurotransmitters but not by noradrenaline in the mice brain.

The ratio of the major metabolite to the corresponding monoamine is commonly used
as an index of monoamine turnover (Kitanaka et al., 2006). As the ratio of neurotransmitter
compared to its metabolites (turnover) can be used as an index of neurotransmitter
metabolism, the reduction of turnover indicates a slowdown in the metabolism of
neurotransmitters. In this study, Se-TZ induced a decreased turnover in DOPAC/dopamin and
5-HIAA/serotonin in all of the brain structures examined, indicating a reduction in dopamin
and serotonin metabolism. Conversely, NE turnover was not affected in the two brain areas
analyzed. These results strongly suggest that Se-TZ can cause dopaminergic and
serotoninergic activation in specific regions of the brain, and consequently, elevating the
availability of these neurotransmitters, which is consistent with the behavioral changes
exhibited in TST. Thus, the current study confirmed that the dopaminergic and serotonergic

systems might be implicated in the antidepressant-like effect of Se-TZ.

Oxidative stress is primarily or secondarily involved in the pathogenesis of major
depression. Maes et al. (2000), as well as a growing number of other investigators (Sarandol
et al., 2007; Tsuboi et al., 2006) have established the co-existence of increased oxidative
stress with symptoms of depression in patients. Several studies provide evidences for the
cumulative antioxidant-promoting effects of different classes of antidepressants, for example,
olanzapine, venlafaxine, amitriptyline and fluoxetine, which may represent a more universal
mechanism of action that not only involves potential target of antidepressant regulation (Kolla

et al., 2005), but also extends to other enzymatic and non-enzymatic antioxidants. Therefore,
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antidepressant therapeutic intervention may be associated with the normalization of critical

oxidative processes along with alleviating the depressive symptoms.

Interestingly, our results evidenced an increase of important antioxidant enzymes,
CAT activity in the hippocampus and cerebral cortex, and similarly, there increased in GST
activity in cerebral cortex, suggesting the protective effect in response an acute treatment of
Se-TZ in mice, mediated by its antioxidant action. Corroborating with these data, Réus et al.,
2010 reported the role of classical antidepressant, such imipramine showed that after both
acute and chronic treatment with imipramine antidepressant improvement of oxidative stress
parameters, in male Wistar rat brain, reported increased CAT and superoxide dismutase
(SOD) activities and already decreased MDA levels in cerebral cortex and hippocampus.
Other study was reported wherein concurrent and synchronized restoration of key endogenous
antioxidants, in the activities of SOD, CAT, GST, glutathione reductase (GR) and GSH levels
and yet decreased MDA in brain samples of stressed Swiss albino rats by treatment with
imipramine, venlafaxine and fluoxetine, may thus largely contribute to neuroprotection (Zafir
et al, 2009). Additionally, alpha-tocopherol (vitamin E) administration produced
antidepressant-like effects in animal models of depression. Along with antidepressant-like
effects, long-term treatment with alpha-tocopherol enhanced antioxidant defenses in the
mouse hippocampus and cerebral cortex, two structures closely implicated in the
pathophysiology of depression (Lobato et al., 2010). Though, the TBARS levels, were not
changed in the liver, kidney, cerebral cortex or hippocampus of the treated mice after oral
exposure to Se-TZ, suggest that this compound did not cause oxidative stress in mouse tissue

following acute treatment.

There are studies showing that organoselenium compounds with antioxidant properties

may confer antidepressant-like effects, such as Ebselen, a substance that mimics the activity
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of the antioxidant enzyme GPx (Satoh et al., 2004), decreased immobility time in rodents, an
effect that was dependent on its interaction with the noradrenergic and dopaminergic systems
(Posser et al., 2009); m-Trifluoromethyl-diphenyl diselenide [(m—CF3—PhSe)2], showed
antioxidant properties (Prigol et al.,, 2009), and antidepressant-like effect involves the
modulation of serotonergic and opioid systems in mice (Briining et al 2011); too was recently
shown that o-(phenylselanyl) acetophenone, showed antioxidant properties and
antidepressant-like effects mediated by the serotonergic system, more specifically, the 5-HTa

receptor subtype in mice (Gerzson et al., 2012).

In conclusion, the Se-TZ, a heterocyclic organoselenium compound, demonstrated
antidepressant-like effect mediated, at least partially, via the central dopaminergic and

serotoninergic neurotransmitter system.
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Legends of figures

Fig. 1. Chemical structure of 4-Phenyl-1-(phenylselanylmethyl)-1,2,3-triazole.

Fig. 2. Effect of acute administration of Se-TZ, fluoxetine and imipramine on immobility time
in the TST in mice. Time-course curve of Se-TZ (50 mg/kg, p.o.; panel A) administered 30,
60, 120 and 240 minutes before the TST. Dose-response curve of Se-TZ (1, 5, 25 and 50
mg/kg, p.o.; panel B) administered 30 minutes before the TST. Fluoxetine (32mg/kg, p.o.)
and imipramine (15 mg/kg, p.o.), were used as positive controls and they were administered
30 minutes before the TST. The values were analyzed by one-way ANOVA, followed by the
Newman—Keuls, each value is expressed as the means £ S.E.M. (n = 6-8 mice in each group).
Asterisks represent significant effect (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001) when compared

with the respective control.

Fig.3. Effect of pre-treatment with prazosin (1 mg/kg, i.p.; panel A), yohimbine (1 mg/kg,
i.p.; panel B) and propranolol (2 mg/kg, i.p.; panel C) on the immobility time of Se-TZ (25
mg/kg, p.o.) in the TST in mice. The values were analyzed by two-way ANOVA followed by
Bonferroni's test, each value is expressed as the means £ S.E.M. (n = 6-8 mice in each group).
Asterisks represent significant effect (***p < 0.001) when compared with the respective

vehicle-treated control.

Fig. 4. Effect of pre-treatment with SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c.; panel A) and sulpiride (50
mg/kg, i.p.; panel B) on immobility time of Se-TZ (25 mg/kg, p.o.) in the TST in mice. The
values were analyzed by two-way ANOVA followed by Bonferroni's test, each value is
expressed as the means = S.E.M. (n = 6-8 mice in each group). Asterisks represent significant
effect (***p < 0.001) when compared with the respective vehicle-treated control. (#p < 0.01;

# #p < 0.001) as compared with Se-TZ alone.
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Fig. 5. Effect of pre-treatment with methysergide (2 mg/kg, s.c.) on immobility time of Se-TZ
(25 mg/kg, p.o.) in the TST in mice. The values were analyzed by two-way ANOVA followed
by Bonferroni's test, each value is expressed as the means £ S.E.M. (n = 6-8 mice in each
group). Asterisks represent significant effect (***p < 0.001) when compared with the

respective vehicle-treated control. (# #p < 0.001) as compared with Se-TZ alone.
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Table 1. Effect of acute treatment with Se-TZ administered orally on biochemical

parameters in mice

Dose AST ALT Urea Creatinine
(mg/kg) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)

Control 1242+6.04 44.03+6.18 46.19+43 0.13+0.01

1 131.6 £12.01 34.05+6.71 4632+109  0.13+0.01
5 1248 +8.18  33.75+4.83 40.56=+13.06 0.15+0.02
25 1649 £10.67 4432+6.77 19.53+£2.53 0.16 £0.01
50 124.7+6.02  36.69+5.01 2495+436 0.15+0.02

The values were analyzed by one-way ANOVA, followed by the Newman—Keuls,

each value is expressed as the mean = S.E.M (n = 6-8).



Table 2. Effect of acute treatment with Se-TZ on lipid peroxidation and NPSH levels in the liver, kidney, cerebral cortex and hippocampus of

77

mice
TBAR’S NPSH
Dose (nmol MDA/mg of protein) (nmol NPSH/mg of protein)
(mg/kg)
Liver Kidney Cortex Hippocampus Liver Kidney Cortex Hippocampus
Control
976 £0.41 1623+138 30.08+1.87 32.58+1.82 18.18+ 1.3 4698 £2.87 458+0.25 4.71+0.33
! 11.36 £1.06  15.19+13  2344+227 2746+1.85 19.78 £+4.04 4848 +8.46 423+0.71 4.17+0.61
5
11.3+046 1280+1.13 26.61+2.17 2791+3.63 18.59+132 4872+1.65 540+0.65 493+0.44
25 11.18+£0.63 1292+1.03 2726+253 2824+1095 17.74+£3.28  54.63+6.24 627+0.64 5.16+0.13
50
1148+036 1431+129 26.87+299 26.10+1.75 3334 £1.19**  63.69+7.66 7.04+0.86 45+0.22

The values were analyzed by one-way ANOVA, followed by the Newman—Keuls, each value is expressed as the mean + S.E.M (n = 6-8).

Asterisks represent significant effect (**p < 0.01) when compared with the respective control.
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Table 3. Effect of acute treatment with Se-TZ on CAT and GST activities the liver, kidney, cerebral cortex and hippocampus of mice

Catalase Glutathiona S-Transferase
Dose (Ucat/mg protein) (nmol CDNB/min/mg of protein)
(mg/kg)
Liver Kidney Cortex Hippocampus Liver Kidney Cortex Hippocampus
Control  1.45+0.16 3.64+0.39 0.13+0.01 0.27 +£0.03 45.16 £2.92 3.84+0.49 3.48 +£0.38 6.22 +0.39
1 1.27+0.06 3.52+046 0.37+0.06***  0.30+0.03 3498+097 4.19+0.23 5.40 +0.39 7.46 £ 1.05
5 1.68 £0.35 3.27+0.39 032+£0.03***  0.54£0.08 39.10£2.02 3.44+0.12 1092+ 1.28%**  9.03+1.08

25 1.57+0.12 4.06+0.34 0.41=+0.04*** 0.83 +£0.11%* 4051 £3.08 3.61 £0.37 994 £ 1.14%** 6.93 £ 1.55

50 1.63+0.37 311036 0.41+0.03*** (.78 £ 0.08** 4494+£345 3.61+£0.35 1436=+1.12*%** 728+1.34

The values were analyzed by one-way ANOVA, followed by the Newman—Keuls, each value is expressed as the mean + S.E.M (n = 6-8).

Asterisks represent significant effect (**p < 0.01; ***p < 0.001) when compared with the respective control.



Table 4. The levels of monoamine neurotransmitters and their metabolite (ng/g tissue) in cerebral

cortex and hippocampus of mice after acute treatment with Se-TZ 25mg/kg

Cortex Hippocampus
Group Control Se-TZ (25mg/kg) Control Se-TZ (25mg/kg)
NE 575.8+13.38  557.5+18.82 557.0 £ 14.40 556.8 + 14.96
MHPG 277.8+9.42 269.8 +10.53 5543 +21.14 535.3+30.71
MHPG/NE 0.48 +0.01 0.49 £ 0.02 0.1 £0.04 0.95+0.05
5-HT 445.0+ 18.71 590.0 £ 16.19*** 650.0 £ 12.46 835.8 £ 21.71%**
5-HIAA 350.5+10.99 278.0 £13.69** 618.8 + 8.28 710.5 &+ 14.9%*
5-HIAA/5-HT 0.77 £ 0.06 0.47 £ 0.03%%* 1.03 +0.03 0.84 +£0.01%
DA 7143 +13.03 855.5 +£30.26%** 614.8+9.13 746.5 + 27.65%**
DOPAC 603.5+129 530.3+13.91%** 643.5 + 14.62 624.3 +£10.14
DOPAC/DA 0.84 +0.02 0.62 £ 0.02%%%* 1.05 £ 0.04 0.85+0.03%

The values were analyzed by one-way ANOVA, followed by the Newman—Keuls, each value is expressed
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as the mean £ S.E.M (n = 5). Asterisks represent significant effect (*p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001)

when compared with the respective control.
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4 DISCUSSAO

Ha um grande numero de tratamentos farmacoldgicos existentes para a
depressdo, mas o grau de sucesso da medicacdo ndo é mais do que 50-60% (Kiss, 2008)
e a maior parte deles sdo mal tolerados devido aos efeitos adversos (Guadarrama-Cruz
et al., 2008). Portanto, existe uma necessidade de pesquisa e desenvolvimento de
terapias antidepressivas mais eficazes, sem qualquer ou com menos efeitos adversos.

Os resultados presentes nesta dissertacdo demonstraram que o Se-TZ
administrado pela via oral, produz significativo efeito tipo antidepressivo em
camundongos no TSC, sem causar toxicidade aguda nos marcadores bioquimicos de
lesdo hepatica e renal. Adicionalmente, a atividade locomotora e exploratoria ndo foi
alterada nos camundongos. Também foi evidenciado o envolvimento dos sistemas
serotoninérgico (5-HT) e dopaminérgico (D, e D,), mas ndo do sistema noradrenérgico
(a1, oz e B) no efeito tipo antidepressivo demonstrado pelo Se-TZ. A determinagdo dos
niveis de neurotransmissores monoaminérgicos € seus respectivos metabdlitos,
detectados no cortex cerebral e no hipocampo, colaboraram com os resultados obtidos
anteriormente. Além disso, pode-se sugerir que o Se-TZ demonstrou atividade
antioxidante, através do aumento da atividade das enzimas antioxidantes, como a CAT e
a GST.

Este estudo mostra que a administracdo aguda de Se-TZ pela via oral, na dose de
50 mg/kg, ¢ eficaz para produzir uma resposta tipo antidepressiva significativa no TSC
em camundongos. Este efeito exibiu resultados similares nos intervalos de (30 e 60
minutos), € manteve-se significativo até 120 minutos, entretanto este efeito foi abolido
em 240 minutos. Considerando estes resultados, todos experimentos foram realizados
utilizando 30 minutos como intervalo de tempo para investigacdo do Se-TZ e seus
mecanismos de agdo.

Além disso, é notavel que o efeito tipo antidepressivo produzido pelo Se-TZ foi
semelhante ao efeito produzido pelos antidepressivos classicos, fluoxetina e
imipramina, (utilizados como controles positivo), pois também reduziram
significativamente o tempo de imobilidade dos camundongos no TSC, o que refor¢a a
afirmacdo que o TSC ¢ um modelo animal amplamente utilizado como teste preditivo

da atividade antidepressiva, sensivel a administracdo aguda de drogas antidepressivas
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(Steru et al., 1985). O efeito tipo antidepressivo observado no TSC poderia ser
erroneamente interpretado caso o composto estudado apresentasse algum efeito
psicoestimulante. Neste estudo, a administragdo do Se-TZ, nas doses em que apresentou
efeito tipo antidepressivo em camundongos, ndo alterou a atividade locomotora e/ou
exploratoria dos animais. Assim, pode-se afirmar que a reducdo no tempo de
imobilidade observada no TSC ¢ um parametro valido que pode ser utilizado para
demonstrar o efeito comportamental do tipo antidepressivo do Se-TZ e que este efeito,
ndo ¢ devido a um efeito psicoestimulante do mesmo.

De acordo com estes resultados, compostos organicos heterociclicos contendo
selénio também sdo descritos na literatura por possuirem efeito tipo antidepressivo
(Posser et al., 2009; Gay et al., 2010; Gai et al, 2012). Acredita-se que
neurotransmissores monoaminérgicos, tais como NE, DA e 5-HT, estdo envolvidos em
desordens depressivas e desempenham um papel importante na mediacdo de efeitos
comportamentais de drogas antidepressivas (Elhwuegi, 2004).

O sistema dopaminérgico também ¢ um alvo importante implicado na regulacao
da depressdo (Klimek et al., 2002). A DA tem muitas fungdes no cérebro, incluindo
papéis importantes no comportamento € cogni¢ao, puni¢ao e recompensa, sono, atencao,
humor e aprendizagem (Dunlop & Nemeroff, 2007). Em nosso estudo, o pré-tratamento
de camundongos com SCH23390 ou sulpirida, antagonistas seletivos de receptores D; e
D,, respectivamente, foram capazes de bloquear o efeito tipo antidepressivo produzido
pelo Se-TZ. Os resultados aqui apresentados indicam que o sistema dopaminérgico
pode modular o efeito tipo antidepressivo de Se-TZ no TSC. Este resultado estd de
acordo, com estudos anteriores que demonstraram que SCH23390 e sulpirida sdo
capazes de bloquear o efeito tipo antidepressivo de varios agentes tipo antidepressivos
no TNF, tais como alguns compostos organicos de selénio, o ebselen ¢ o
fenilselenometil (Posser et al., 2009; Oliveira et al., 2012). Neste contexto, o farmaco
antidepressivo cldssico, a imipramina (antidepressivo triciclico) também tem
envolvimento de receptores dopaminérgicos, D; € D> no mecanismo de a¢cdo no TSC
(Hirano et al., 2007).

Uma vez que a 5-HT ¢é o principal neurotransmissor envolvido nas fungdes
cognitivas, foi proposto que o aumento da neurotransmissdo serotonérgica pode
neutralizar a alteragdo cognitiva, incluindo a memodria e o aprendizado que sdo
consideradas caracteristicas centrais do transtorno depressivo maior (Haider et al., 2007,

Baune er al., 2010). Neste estudo, o efeito anti-imobilidade de Se-TZ foi abolido
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quando os camundongos foram pré-tratados com metisergida (antagonista nao seletivo
do receptor 5-HT), confirmando assim o possivel envolvimento do sistema
serotoninérgico no efeito tipo antidepressivo. Do mesmo modo, demonstrou-se que os
efeitos de alguns antidepressivos sdo bloqueados através da administragdo simultdnea
de um antagonista do receptor 5-HT, através do aumento de 5-HT extracelular apos
bloqueio do transportador de 5-HT (O'Leary et al., 2007).

A depressdo também pode estar associada com uma hipofun¢do do sistema
noradrenérgico (NA) (Elhwuegi, 2004). Na verdade, alguns antidepressivos, tais como
mazindol, reboxetina e mirtazapina atuam através do aumento da disponibilidade
sinaptica de NA (Scates & Doraiswamy, 2000; Nikiforuk et al., 2010). Nesse estudo, a
redu¢do no tempo de imobilidade induzida por Se-TZ ndo foi bloqueado com prazosina
(antagonista o;-adrenérgico), ioimbina (antagonista op-adrenérgico) ou propranolol
(antagonista B-adrenérgico), sugerindo que o efeito tipo antidepressivo do Se-TZ nao foi
dependente da modulacdo do sistema noradrenérgico. Resultados semelhantes foram
relatados em estudos anteriores com outros compostos organicos de selénio, em que o
efeito tipo antidepressivo ndo foi dependente da estimulagdo do sistema noradrenérgico
(Jesse et al., 2010; Gerzson et al., 2012).

Além disso, para suportar a hipotese de que o efeito tipo antidepressivo do Se-
TZ ¢é mediado pelo aumento dos niveis de 5-HT e DA, o efeito de Se-TZ sobre os
neurotransmissores monoaminérgicos e seus respectivos metabolitos foram analisados
no cérebro dos camundongos. No presente estudo foram utilizadas duas estruturas
cerebrais, o cortex cerebral ¢ o hipocampo, ambas estdo criticamente envolvidas na
regulacdo da depressdo relacionada com emocdo, motivacao, aprendizado e memoria
(Mao et al., 2011). Nesse estudo, o Se-TZ, administrado na dose de 25 mg/kg, p.o., 2
horas antes do TSC, (tempo maximo que ¢ capaz de exercer efeito tipo antidepressivo),
demonstrou melhorar significativamente os niveis de 5-HT e DA no cortex cerebral e no
hipocampo; adicionalmente, uma diminuicdo foi detectada nos niveis dos seus
respectivos metabolitos, 5S-HIAA e DOPAC, no cortex cerebral. Além disso, verificou-
se um aumento de niveis de 5-HIAA no hipocampo de Se-TZ nos camundongos
tratados. No entanto, os niveis de NE e MHPG ndo foram alterados em quaisquer
regioes do cérebro, sugerindo que o efeito tipo antidepressivo de Se-TZ no TSC parece
ser modulado por DA e 5-HT, mas ndo por neurotransmissores noradrenérgicos no

cérebro de camundongos.
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A relagdo maior entre o metabolito da monoamina correspondente ¢ geralmente
utilizada como um indice de volume da monoamina (Kitanaka et al., 2006). A medida
que a propor¢do do neurotransmissor em relagdo com os seus metabolitos (turnover)
pode ser utilizada como um indice do metabolismo do neurotransmissor, a redugdo do
volume indica um abrandamento do metabolismo dos neurotransmissores. Neste estudo,
Se-TZ induziu uma diminui¢cdo no volume do “turnover” DOPAC/DA e 5-HIAA/5-HT
em todas as estruturas do cérebro examinadas, o que indica uma reducdo no
metabolismo de DA e 5-HT. Por outro lado, o “turnover” de NE ndo foi afetado nas
duas areas do cérebro analisadas. Estes resultados sugerem fortemente que o Se-TZ
causa modulacdo dopaminérgica e serotoninérgica em regides especificas do cérebro e,
por conseguinte, elevam a disponibilidade desses neurotransmissores, o que ¢
consistente com as mudangas comportamentais exibidas no TSC. Assim, o estudo
confirmou que os sistemas dopaminérgico e serotonérgico poderiam estar envolvidos no
efeito tipo antidepressivo do Se-TZ.

O estresse oxidativo estd envolvido primariamente ou secundariamente na
patogénese da depressdo maior. Maes et al. (2000), bem como um niimero crescente de
outros pesquisadores (Tsuboi et al., 2006; Sarandol et al., 2007) estabeleceram a
coexisténcia de aumento do estresse oxidativo em pacientes com sintomas de depressao.
Viarios estudos fornecem evidéncias para os efeitos antioxidantes cumulativos
promovidos por diferentes classes de antidepressivos, por exemplo, a olanzapina, a
venlafaxina, amitriptilina e fluoxetina, podem representar um mecanismo mais universal
de agdo que ndo envolve apenas alvo potencial de regulacdo antidepressiva (Kolla ef al.,
2005), mas também se estende na atuagdo de outros antioxidantes enzimaticos € nao
enzimaticos. Assim, a intervengdo terapéutica antidepressiva pode ser associada com a
normalizagdo dos processos oxidativos criticos, juntamente com o alivio dos sintomas
depressivos.

Curiosamente, os nossos resultados evidenciaram um aumento das enzimas
antioxidantes. Observou-se um aumento na atividade de CAT no hipocampo ¢ no cortex
cerebral, ¢ ainda um aumento na atividade de GST no cortex cerebral, sugerindo um
efeito protetor em resposta a um tratamento agudo com Se-TZ em camundongos ¢
mediado por sua ag@o antioxidante. Corroborando com estes dados, Réus et al., (2010)
demonstraram o papel do antidepressivo classico, a imipramina, que apds o tratamento
agudo e cronico com antidepressivos houve uma melhoria dos parametros de estresse

oxidativo, no cérebro de ratos Wistar machos, relatando aumento nas atividades de CAT



86

e superoxido dismutase (SOD) e a diminui¢do dos niveis de MDA no cortex cerebral ¢
no hipocampo. Outro estudo relatado foi a restauracdo simultidnea e sincronizada de
antioxidantes endogenos chave, como nas atividades de SOD, CAT, GST, glutationa
redutase (GR) e niveis de GSH e ainda a diminui¢do de MDA em amostras de cérebro
de ratos suicos albinos estressados, através do tratamento com imipramina, venlafaxina
¢ fluoxetina, podendo assim, contribuir largamente para a neuroprotecdo (Zafir et al.,
2009). Outro estudo publicado recentemente mostrou que a venlafaxina antagonizou o
estresse induzido, demonstrando uma diminui¢do dos niveis de GSH e na atividade de
GST no hipocampo dos animais testados, em doses que apresentaram atividade tipo
antidepressiva no TNF e TSC (Abdel-Wahab et al., 2011). Estes resultados refletem a
sua capacidade de repor a deplecdo induzida pelo estresse no armazenamento celular de
GSH e reativacdo da enzima GST inibida pela exposi¢do ao estresse, indicando a
ligacdo entre a resposta antioxidante ao efeito tipo antidepressivo (Abdel-Wahab et al.,
2011). Além disso, a administracdo do alfa-tocoferol (vitamina E) produziu efeitos
semelhantes aos antidepressivos em modelos animais de depressdo. Juntamente com
efeitos semelhantes a antidepressivos, a longo prazo, o tratamento com alfa-tocoferol
resultou na melhora das defesas antioxidantes no hipocampo e cortex cerebral do ratos,
duas estruturas estreitamente implicados na fisiopatologia da depressdao (Lobato et al.,
2010). No entanto, observou-se que os niveis de TBARS, ndo foram alterados no
figado, rim, cortex cerebral e hipocampo de camundongos expostos oralmente ao Se-
TZ, sugerindo entdo, em que este composto ndo causou estresse oxidativo no tecido
apos o tratamento agudo. Tudo isso também pode estar relacionado de uma maneira
geral, para a manutencdo da atividade das enzimas antioxidantes por antidepressivos
para efetivamente combater o estresse oxidativo.

Ha estudos que mostram que os compostos organicos de selénio com
propriedades antioxidantes podem conferir efeitos tipo antidepressivo semelhantes,
como o ebselen, uma substancia que mimetiza a atividade da enzima antioxidante GPx
(Satoh et al., 2004), e também causa a reducdo do tempo de imobilidade, em roedores,
um efeito dependente da sua interacdo com os sistemas noradrenérgico ¢ dopaminérgico
(Posser et al., 2009.); O m-trifluorometil-difenil disseleneto [(m-CF3-PhSe) 2],
demonstrou propriedades antioxidantes (Prigol et al., 2009), e efeito tipo antidepressivo
que envolve a modulacdo dos sistemas serotonérgicos e opidides em camundongos
(Briining et al., 2011); muito recentemente foi demonstrado que a a-(phenylselanyl)

acetofenona, demonstrou propriedades antioxidantes e tipo antidepressivas, como
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efeitos mediados pelo sistema serotoninérgico, mais especificamente, o subtipo de
receptor 5-HT 4 em camundongos (Gerzson et al., 2012).

Neste cenario, as intervengdes com antidepressivos que possuem efeito
antioxidante, podem ser consideradas eficazes, ndo s6 por aliviar os sintomas
depressivos, mas também por ser um meio de modulagdo do estresse oxidativo. Este
fato pode ser reforcado, tendo em conta a evidéncia de que o estresse oxidativo ¢ um
elemento comum em muitos casos de eventos neurologicos desordens associadas com o
estresse psicologico e depressao.

Em conjunto, os nossos dados sugerem que o Se-TZ, um composto organico
heterociclico contendo selénio, demonstrou efeito tipo antidepressivo mediado, pelo
menos em parte, através do sistema neurotransmissor dopaminérgico e serotoninérgico,
sem causar efeitos toxicos nos pardmetros ¢ doses testadas. Contudo, mais estudos
precisam ser realizados para demonstrar a possivel participacdo das enzimas

antioxidantes frente ao estresse oxidativo e a outros modelos de depressao.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertagdo, podemos concluir

¢/ou inferir que:

- A administracdo aguda do composto fenilselenometil-1,2,3-triazol (Se-TZ), diminui o

tempo de imobilidade no TSC;

- O efeito antidepressivo do Se-TZ ndo causou prejuizo motor no teste realizado, ja que
as diferentes doses administradas ndo afetaram significativamente a atividade

locomotora e exploratoria avaliada no TCA;

- Foi evidenciado o envolvimento dos sistemas serotoninérgico (5-HT) e dopaminérgico
(D; e D) no efeito tipo antidepressivo demonstrado pelo Se-TZ com o uso de

antagonistas destes sistemas;

- A determinag@o dos niveis de neurotransmissores monoaminérgicos e seus respectivos
metabolitos, detectados no cortex cerebral e no hipocampo, sustentaram a hipotese do

envolvimento dopaminérgico e serotoninérgico;

- A administragdo aguda do Se-TZ ndo alterou os marcadores bioquimicos de lesdo

hepatica e renal (AST, ALT, uréia e creatinina);

- As atividades das enzimas antioxidantes CAT e GST aumentaram nas estruturas
cerebrais analisadas, indicando que o Se-TZ desempenha um possivel papel na atividade

antioxidante;
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6 PERSPECTIVAS

Verificar o efeito tipo antidepressivo do Se-TZ no tratamento cronico, através do
teste de suspensdo da cauda (TSC) e observar os efeitos comportamentais no teste do
campo aberto (TCA) e no splash test em camundongos, apds o estresse cronico
imprevisivel (ECI);

Investigar o possivel papel protetor das enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase (GPx), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-
transferase (GST) em cortex cerebral e hipocampo, apés administragdo cronica do Se-
TZ em camundongos submetidos ao ECI;

Avaliar os efeitos da administragdo cronica do Se-TZ nos parametros de estresse
oxidativo, como no dano em lipideos e dano em proteinas em tecidos de cortex cerebral
¢ hipocampo de camundongos submetidos ao ECI;

Analisar amostras de cortex cerebral e hipocampo apos tratamento cronico com
0 Se-TZ em camundongos submetidos ao ECI, a fim de verificar os niveis do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e do fator de crescimento neuronal (NGF).

Monitorar as principais alteracdes comportamentais dos camundongos operados
(BO) e ndo operados (Sham) no teste de campo aberto (TCA), teste do objeto novo
(TON), teste de gaiola nova (TGN), splash test e water maze (WM), com o intuito de
observar se a bulbectomia olfatoria (BO) induz alteragdes comportamentais, e se estas
sdo revertidas pelo tratamento com o Se-TZ;

Investigar os efeitos de OB ¢ Sham nos parametros bioquimicos de
camundongos expostos de forma repetida ao Se-TZ ou fluoxetina, a fim de verificar os
niveis séricos de corticosterona e glicose, bem como a atividade da acetilcolinesterase
(AChE) em amostras de hipocampo e cortex cerebral, observando a capacidade que este

tratamento tem de reverter possiveis alteragdes bioquimicas induzidas por BO;
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