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tem... E cada morte, muda o mundo do seu préprio

jeito... Ghandi sabia disso. Ele sabia que sua vida
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de alguma forma. E ele sabia com muita certeza que

ele jamais saberia o significado dela... Ele entendeu
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(ROBERT PATTINSON, 2010).



Resumo

RECH, Tais da Silva Teixeira. Elucidacao da atividade do tipo antidepressiva do
2-fenil-3-(fenilselanil)benzofurano: evidéncias para a eficacia terapéutica em
camundongos de ambos 0s sexos e para a modulagdo dopaminérgica.
Orientadora: Cristiani Folharini Bortolatto. 2021. 99f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica e Bioprospeccao — Centro
de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2021.

A depressdo é uma doenca multifatorial e heterogénea, apresentando multiplos
mecanismos fisioldgicos envolvidos, dentre os quais esta o sistema monoaminérgico.
Considerando que essa patologia tem um impacto negativo a vida dos individuos
acometidos, e que a terapéutica atual apresenta inicio tardio de melhora dos sintomas
além de diversos efeitos colaterais, se torna relevante a busca por novos
antidepressivos. Os objetivos deste estudo foram: 1) investigar a possivel contribuicdo
dos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico na agdo do tipo antidepressiva aguda
do 2-fenil-3-(fenilselanil)benzofurano (SeBZF1 50 mg/kg, via oral, v.0.) no teste da
suspensao pela cauda (TSC) em camundongos machos; 2) avaliar o efeito da
combinacdo de doses subefetivas de SeBZF1 e bupropiona (1 e 3 mg/kg, v.o.,
respectivamente), um farmaco com acao pelas vias dopaminérgica e noradrenérgica;
3) analisar o efeito do tipo antidepressivo agudo do composto (5-50 mg/kg, v.0.) em
camundongos fémeas bem como o efeito de seu tratamento repetido (1-5 mg/kg, v.o.,
7 dias) em camundongos de ambos o0s sexos. O pré-tratamento com 0s antagonistas
dopaminérgicos SCH23390 (0,01 mg/kg, subcutaneo, s.c.; antagonista seletivo do
receptor D1), sulpirida (50 mg/kg, i.p.; antagonista seletivo D2/D3) e haloperidol (0,05
mg/kg, intraperitonial, i.p.; antagonista dopaminérgico ndo seletivo) blogueou o0s
efeitos do composto. A coadministracdo do SeBZF1 com a bupropriona apresentou
um efeito aditivo semelhante aos antidepressivos. Nao foi observado alteracdo no
efeito do tipo antidepressivo do SeBZF1 quando pré-administrados os antagonistas
prazosina (1 mg/kg, i.p.; antagonista adrenérgico ai, ioimbina (1 mg/kg, i.p.;
antagonista adrenérgico az) e propranolol (2 mg/kg, i.p.; antagonista 3-adrenérgico).
Além disso, os resultados demonstraram que o SeBZF1 exerceu efeito do tipo
antidepressivo em camundongos fémeas, quando administrado de forma aguda na
dose de 50 mg/kg. Por fim, quando administrado repetidamente, o SeBZF1 (1 e 5
mg/kg) promoveu diminuicdo na imobilidade dos animais no TSC. N&o foram
observadas alteragbes no comportamento locomotor e exploratério ou sobre os
marcadores plasmaticos de toxicidade hepatica e renal em animais expostos ao
tratamento repetido com SeBZF1. Em conclus&o, nossos dados sugerem que a agao
do tipo antidepressiva aguda do SeBZF1 em camundongos machos € mediada, ao
menos em parte, pela modulacdo do sistema dopaminérgico, e que este composto
sob diferentes regimes de tratamento possui eficacia terapéutica em camundongos
machos e fémeas. SeBZF1 apresenta seu efeito do tipo antidepressivo em
camundongos machos com envolvimento, pelo menos em parte, do sistema
dopaminérgico, e possui eficiéncia no tratamento agudo em fémeas e no tratamento
repetido em animais de ambos 0s sexos.

Palavras-chave: depresséo; selénio; benzofurano; SeBZF1; sistema dopaminérgico;
fémeas.



Abstract

Rech, Tais da Silva Teixeira Rech. Elucidation of 2-phenyl-3-(phenylselanyl)
benzofuran antidepressant-like activity: evidence for therapeutic efficacy in
mice of both sexes and for the dopaminergic modulation. Advisor: Cristiani
Folharini Bortolatto. 2021. 99f. Dissertation (Master of Science) - Biochemistry and
Bioprospecting Postgraduate Program - Center for Chemical, Pharmaceutical and
Food Sciences, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Depression is a multifactorial and heterogeneous disease, with multiple physiological
mechanisms involved, among which is the monoaminergic system. Considering that
this pathology has a negative impact on the lives of the affected individuals and that
current therapy has a late onset of symptom improvement in addition to several side
effects, the search for new antidepressants is relevant. The objectives of this study
were: 1) to investigate the possible contribution of the dopaminergic and noradrenergic
systems to the antidepressant-like effect acute of 2-phenyl-3-(phenylselanyl)
benzofuran (SeBZF1 50 mg/kg, per orally, p.o.) in the tail suspension test (TSC) in
male mice; 2) evaluate the effect of the dose combination sub-effective doses of
SeBZF1 and bupropion (1 and 3 mg/kg, p.o., respectively), a drug with action through
the dopaminergic and noradrenergic pathways; 3) analyze the acute antidepressant-
like effect of the compound (5-50 mg/kg, p.o.) in female mice, beside and the effect of
repeated treatment (1-5 mg/kg, v.o., 7 days) in days in both sex. Pre-treatment with
dopaminergic antagonists SCH23390 (0.01 mg/kg, subcutaneous, s.c.; selective D1
receptor antagonist), sulpiride (50 mg/kg, i.p.; D2/Ds selective antagonist) and
haloperidol (0.05 mg/kg, intraperitoneal injection, i.p.; non-selective dopaminergic
antagonist) blocked the effects of the compound. Co-administration of SeBZF1 with
bupropion had an additive action similar to antidepressants. There was no change in
the effect of the SeBZF1 antidepressant-like when mice were pre-administered with
the antagonist's prazosin (1 mg/kg, i.p.; a1 adrenergic antagonist, yohimbine (1 mg/kg,
I.p.; a2 adrenergic antagonist) and propranolol (2 mg/kg, i.p.; B-adrenergic antagonist).
Moreover, the results showed that SeBZF1 exerted an antidepressant effect in female
mice when administered acutely at a dose of 50 mg/kg. Finally, when administered
repeatedly, SeBZF1 (1 and 5 mg/kg) promoted a decrease in the animals’ immobility
time in the TST. There were no changes in locomotor and exploratory behavior or
plasma markers of hepatic and renal toxicity in animals exposed to repeated treatment
with SeBZF1. In conclusion, our data suggest that the action of the acute
antidepressant type of SeBZF1 in male mice is mediated, at least in part, by the
modulation of the dopaminergic system, and that this compound under different
treatment regimens has therapeutic efficacy in male and female mice. SeBZF1 has its
antidepressant type effect in male mice with involvement, at least in part, of the
dopaminergic system, and is efficient in acute treatment in females and repeated
treatment in animals of both sexes.

Keywords: depression; selenium; benzofuran; SeBZF1; dopaminergic system;
female.
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1 Introducéo

A depressao afeta milhdes de pessoas em todo o mundo, podendo ser a
doenca mais incapacitante até o ano de 2030 (BAINS; ABDIJADID, 2020). Essa
doenca se caracteriza por sintomas emocionais, cognitivos e fisicos que incluem
tristeza persistente, alteracdo no padrdo do sono e apetite, dificuldade em sentir
prazer em coisas anteriormente agradaveis, dificuldade de concentracéo, fadiga ou
perda de energia, agitacdo ou retardo psicomotor, sentimentos de inutilidade e
pensamentos de morte (MALHI; MANN, 2018; PITSILLOU et al., 2020).

O diagnéstico de depressdo baseia-se em critérios clinicos, onde demais
prognosticos fisicos sdo excluidos mediante avaliacdo, porém o0s sintomas que
persistem por semanas trazem prejuizos para a qualidade de vida do paciente
(LYNCH et al., 2020; XIA; KHEIRBEK, 2020). Além dos sintomas caracteristicos, a
depressdo também pode levar ao aparecimento de demais doencas, como 0
transtorno de ansiedade, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares e aumento do
risco de suicidio (KANG et al., 2015; POMPILI, 2019; READ et al., 2017). O estresse
também €& uma comorbidade presente em individuos depressivos, e junto com a
alteracdo hormonal, parecem ser 0s responsaveis pela maior prevaléncia de
depressdo em mulheres que em homens. Porém, os mecanismos moleculares
envolvidos para essa diferenca nos sexos ainda nao sao totalmente compreendidos
(DUDEK et al., 2021; ISSLER et al., 2020).

Fatores genéticos e ambientais desempenham um importante papel no
desenvolvimento da depresséao, sendo sua etiologia multifatorial (PANDARAKALAM,
2018). Embora existam muitas pesquisas relacionadas e avangos na compreensao
dos mecanismos envolvidos nesta doenca, a fisiopatologia da depressao ainda nao é
bem definida, mas evidéncias indicam uma interacdo complexa entre a disponibilidade
de neurotransmissores e seus efeitos a jusante no organismo (CHAND; ARIF, 2020).
Dentre as hipoteses estudadas para elucidacao da fisiopatologia da depressao esta a
monoaminérgica. Diversos estudos sdo consistentes em relacionar a alteragdo na
disponibilidade das monoaminas serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), dopamina
(DA) e noradrenalina (NA) com o estado depressivo, em pesquisas clinicas e pré-
clinicas (JESULOLA et al., 2018).
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Neste contexto, a pesquisa pré-clinica em animais € beneficamente utilizada
para estudo de doencas humanas, e fornece informacdes de mecanismos neuronais
e vias moleculares relacionados a patologia, sendo também empregada para pesquisa
de possiveis farmacos antidepressivos (HARRO, 2019; SEEWOO et al., 2020).
Algumas tarefas tradicionalmente relacionadas ao transtorno depressivo podem ser
observadas nos testes realizados, e evitam obstaculos éticos nas pesquisas
realizadas em humanos, propondo, ainda, a utilizagdo de uma amostra menor (HAO
et al., 2019; WANG et al., 2017). Os testes experimentais comumente realizados em
roedores sdo capazes de mimetizar sintomas caracteristicos da depressao, onde o0s
animais manifestam a fraca intensdo de escapar de um ambiente de estimulacao
incontrolavel e imprevisivel (HARRO, 2019; RAMAKER; DULAWA, 2017).

Considerando que disturbios neurolégicos apresentam um impacto significativo
aos individuos, ressalta-se a importancia da busca por novos alvos terapéuticos.
Sendo assim, compostos organicos contendo o microelemento selénio (Se) sao alvo
de pesquisas (BIRMANN et al., 2020; MULLER et al., 2021), e mostram-se
promissores por apresentarem menor risco de toxicidade e boa taxa de absorgao
guando comparados as formas inorganicas de Se (KIELISZEK, 2019; VINCETI et al.,
2018). Da mesma forma, compostos organicos que contenham o nucleo benzofurano
tém sido experimentalmente testados como alternativas terapéuticas em modelos de
doencas do sistema nervoso central (SNC), tais como a depressdo (CHAND et al.,
2017; DAWOOD, 2019; RIZZO et al., 2008). Presumindo possiveis atividades
farmacolégicas de moléculas hibridas contendo Se e o nucleo benzofurano, a sintese
de moléculas da classe 3-organoselenil-benzofuranos foi realizada, e suas
propriedades biologicas tém sido investigadas (GALL et al., 2020; GAY et al., 2010).

O composto 2-fenil-3-(fenilselanil)benzofurano (SeBZF1) é o protoétipo de sua
classe. Em um estudo anterior, este composto apresentou acédo antioxidante em
cérebro de camundongos in vitro. Além disso, o tratamento agudo com SeBZF1
causou acao do tipo antidepressiva em camundongos machos submetidos ao teste
do nado for¢cado (TNF) e no teste de suspenséo pela cauda (TSC). Foi ainda sugerido
um possivel envolvimento do sistema serotoninérgico em seu mecanismo de agéo e
reducdo de estresse oxidativo em hipocampo (GALL et al., 2020). Sendo assim,
devido suas propriedades farmacologicas, o SeBZF1 é um importante alvo de estudo

na busca de terapéuticas para o tratamento da depressao.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi ampliar as informacdes a respeito da acéo do
tipo antidepressiva do composto 2-fenil-3-(fenilselanil)benzofurano em camundongos
investigando a possivel contribuicio de mecanismos dopaminérgicos e

noradrenérgicos e a eficicia terapéutica em animais de ambos 0s sexos.

2.2 Objetivos especificos

— Investigar o envolvimento dos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico
na acao do tipo antidepressiva aguda do SeBZF1 em camundongos machos através
do uso de antagonistas de receptores de DA e NA;

— Investigar o efeito do tipo antidepressivo resultante da interacdo entre
doses subefetivas de SeBZF1 e bupropiona, um farmaco de referéncia com
mecanismo de acdo mediado pelas vias dopaminérgica e noradrenérgica;

— Analisar o efeito do tipo antidepressivo do tratamento agudo com o
composto SeBZF1 em camundongos fémeas;

— Analisar o efeito do tipo antidepressivo do tratamento repetido com o
composto SeBZF1 em camundongos machos e fémeas;

— Descartar sinais de toxicidade hepética e renal em animais expostos

repetidamente ao SeBZF1.
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3 Revisédo bibliografica

3.1 A depressao e suas implicacbes

As perturbagfes marcantes de emogdo sédo caracteristicas dos transtornos de
humor, sendo estes suportado internamente, impactando em quase todos o0s aspectos
externos da vida do individuo (SEKHON; GUPTA, 2020). Os transtornos de humor
podem ocorrer com elevacdo da frequéncia do humor, ou com a ocorréncia da
oscilacdo negativa, chamada de depressdao (RAKOFSKY; RAPAPORT, 2018). A
depresséo esta entre os transtornos psiquiatricos heterogéneos mais relevantes que
comprometem a saude dos individuos e contribui significativamente para a carga
global de doencas no mundo (HOARE et al., 2019; PANCHAL et al., 2019).

Estabelecendo-se um breve histdrico sobre os transtornos mentais, foi somente
apos a metade do século XIX que se passou a relacionar tais alteracdes psiquiatricas
como doencas, e ndo mais como loucura ou supersticdes (CROCQ, 2017; TONDO et
al., 2017). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS), no final da década de 1940,
passou a utilizar um sistema de classificagdo das doencas levando em consideragao
as notificacdes de morbidade e mortalidade, o qual foi denominando como
Classificacao Internacional de Doencas (CID). Até a 52 edicdo, o sistema CID foi
langcado em um Unico volume e, posteriormente, o CID-6 foi expandido incluindo uma
secao sobre transtornos psiquiatricos (HIRSCH et al., 2016). Paralelo a isso, em 1952
a Associacdo Americana de Psiquiatria publicou o Manual Diagnostico e Estatistico
de Transtornos Mentais, DSM (do inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders), o qual foi se tornando mais especifico progressivamente desde sua
primeira publicagdo. O DSM-I e o DSM-II foram elaborados com base em teorias
psicanalistas, o DSM-III foi definido a partir de um diagndstico operacional, e a partir
do DSM-IV a psiquiatria ja foi fortalecida, sendo melhor estabelecida no DSM-V, ultimo
a ser publicado, no ano de 2013 (MARTINHADO, 2019; PARK; KIM, 2019). O CID
esta em sua 102 edicdo, e ha um planejamento da proxima versdo (KUSNOOR et al.,
2020). Esses dois sistemas de classificacdo apresentam informacgdes sobrepostas, e
apesar de alguns individuos com depressao ndo se enquadrarem nem no DSM nem
no CID, estes sistemas sao utilizados para enquadramento do transtorno depressivo
(MCINTOSH et al., 2019).
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Os transtornos depressivos de acordo com o0 DSM-V, sédo assim caracterizados
por causarem ao individuo humor triste e prejuizo clinicamente significativo, como
alteracbes sométicas e cognitivas. Tais transtornos diferem-se entre si quanto a
duracéo, etiologia presumida e momento em que ocorrem. Dentre oS transtornos
depressivos estdo principalmente o transtorno depressivo persistente (distimia), o
transtorno disférico pré-menstrual, o transtorno depressivo induzido por
medicamento/substancia e o transtorno depressivo maior (TDM). Pode ainda existir
outros tipos de transtorno depressivo especificos, tais como o transtorno disruptivo da
desregulacéo do humor, ou inespecificos, quando h& declinio clinico significante, mas
sem enquadrar-se em transtornos especificos.

O TDM é diagnosticado quando ha ocorréncia de sintomas do transtorno por
pelo menos duas semanas, envolvendo alteracdes sentidas diariamente como humor
deprimido, diminuicdo do interesse ou prazer (anedonia) em exercer atividades no
decorrer do dia, insénia, agitacao ou retardo psicomotor, fadiga ou perda de energia,
sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva, dificuldade de concentracéo, ou ainda
sintomas sentidos em dias alternados, como ganho ou perda de peso e pensamentos
suicidas (CHAND; ARIF, 2020; MCINTOSH et al.,, 2019). Na Figura 1 sé&o
apresentados os sintomas da depressao de forma esquematica, para uma melhor
compreensao. Os sintomas da depressao sao variaveis, mas para ser caracterizado
como um TDM, o paciente deve apresentar pelo menos cinco dos sintomas acima
citados, sendo necessariamente humor deprimido ou anedonia um destes sintomas
(BAINS; ABDIJADID, 2020; POMPILI, 2019).
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‘ Sintomas fundamentais
Sintomas emocionais

- Sintomas neurovegetativos
Sintomas neurocognitivos

Alteracao de peso
ou apetite .

Alteracao do sono

Fadiga -
A

Ideacao suicida

Sentimentos de inutilidade
ou culpa

Anedonia

Humor
deprimido

Figura 1 - Representacdo esquematica dos sintomas caracteristicos da depressao.

Fonte: Figura do autor.

De acordo com as ultimas estimativas da OMS, cerca de 4,4% da populacao
mundial sofre de depresséo, representando mais que 300 milhdes de pessoas, sendo
a doenca que mais contribui para a carga global de doencas (7,5%) e que mais leva
a casos de morte por suicidio. A epidemiologia no continente americano revela, ainda
de acordo com a OMS, que o Brasil é o segundo pais com maiores casos de
depressdao em porcentagem (%), ficando atrds apenas dos Estados Unidos da
América. A prevaléncia em individuos entre 18 e 29 anos € cerca de trés vezes maior
gue em outra faixa etaria (CHAND; ARIF, 2020).

Além da idade, o sexo parece estar envolvido na prevaléncia da doenca.
Diferentes estudos sdo consistentes na afirmacéo de que mulheres possuem maior
chance de ter depressao, sendo duas vezes maior a probabilidade de ocorrer em
individuos do sexo feminino do que do sexo masculino (KANG et al., 2020; LABAKA
et al.,, 2018; VETTER et al., 2021). O motivo pelo qual ocorre a discrepancia de
ocorréncia entre os sexos ainda ndo é bem definido, porém sugere-se que 0S

horménios ovarianos estejam envolvidos visto que, ap0s a puberdade, é o periodo
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gquando as mulheres se tornam mais susceptiveis. Tais hormdnios interferem no
sistema imunolégico das mulheres em maior proporcéo, estando mais propensas ao
estresse e inflamacéao, fatores que contribuem para o desenvolvimento da depressao
(BEKHBAT; NEIGH, 2018; LEGATES et al., 2019; SLAVICH; SACHER, 2019).

A etiologia da depresséo € influenciada por diferentes variantes, como fatores
genéticos, bioldgicos, psicossociais e fatores ambientais (KENDLER; GARDNER,
2017; KWONG et al., 2019). No que se refere a genética, ja se sabe que cerca de 30-
40% da depressdo € herdada, e que pelo menos 102 variantes genéticas
independentes estdo associadas, sendo uma doenca poligénica. Além disso, estudos
de coorte revelaram que a alteracdo em determinados genes modificou areas
cerebrais relacionadas a depressédo, como o cortex frontal (HOWARD et al., 2019;
MCINTOSH et al., 2019). A variante ambiental pode ser integrada a psicossocial,
sendo fatores tipicos para o aumento do risco de depresséo, incluindo questées como
desemprego, nivel socioecondémico, relacionamentos interpessoais e isolamento
social, eventos estressores e trauma na infancia, que pode aumentar em duas vezes
o risco do individuo quando adulto desenvolver o TDM (HUH et al., 2017; TAYLOR et
al., 2018). Além disso, pesquisas indicam que a poluicdo ambiental e o consequente
aumento de gases toxicos estdo relacionados com o aumento dos casos de
depressdao, pois estes levariam ao estresse oxidativo e a degeneracao de neurbnios
dopaminérgicos (EZE et al., 2020; FAN et al., 2020; NUYTS et al., 2019). A baixa
exposicdo a luz solar e dificuldade de adaptacdo nas estacdes climaticas também
pode contribuir para o surgimento ou agravamento da doenca, sendo conhecido como
transtorno afetivo sazonal. Este transtorno € multifatorial, e acredita-se que alteracdes
no ritmo circadiano através de mudancas em neurotransmissores como serotonina e
melatonina estejam envolvidas, bem como a desregulacdo neuroinflamatoria
(NAKAYAMA et al., 2020; NUSSBAUMER-STREIT et al., 2019). Estudos indicam que
a relacdo da depressdo com o ritmo circadiano, alterando sono-vigilia, seja
bidirecional, onde um poderia ser o fator de risco maior para o outro (RIEMANN et al.,
2020). Além do que, cerca de um quarto da populacdo mundial sofre de alteracdes no
sono, estando mais propensas a transtornos psicoldgicos, como o depressivo (FANG
et al., 2019; PANDI-PERUMAL et al., 2020).

Sendo a depressdo uma doenca multifatorial e heterogénea, sua fisiopatologia

ainda ndo é bem estabelecida, estando o desenvolvimento da doenca ainda
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parcialmente desconhecido (BAINS; ABDIJADID, 2020; CHAND; ARIF, 2020).
Evidéncias apontam que a disfuncdo na biodisponibilidade de neurotransmissores,
diminuicdo da neurogénese e neuroplasticidade, inflamacéo, e estresse estejam
envolvidos (ASARNOW, 2020; PRICE; DUMAN, 2020; TROUBAT et al., 2021). Ha
décadas as bases bioldgicas da ocorréncia da depressdo sédo explicadas pela
hipétese monoaminérgica, que prediz que a alteracdo nas aminas biogénicas estaria
envolvida na fisiopatologia da doenca, levando a um comprometimento cerebral
(JESULOLA et al., 2018; LIMA-OJEDA et al., 2018).

3.2 Sistema monoaminérgico

Estudos relacionados a neurobiologia da depressdo comegaram por volta do
ano de 1950, onde a avaliacdo clinica de pacientes tratados com medicamentos
especificos para algumas patologias levou a relacdo com caracteristicas da depresséo
(PEREZ-CABALLERO et al.,, 2019). Em um primeiro momento, pacientes com
tuberculose, tratados com iproniazida tinham seu humor deprimido melhorado
(LOPEZ-MUNOZ; ALAMO, 2009); a segunda observacao foi em relacéo a imipramina,
um antipsicotico com férmula estrutural semelhante a clorpromazina, com efeito
antidepressivo (FAYEZ; GUPTA, 2020); e por fim, a reserpina, um medicamento
utilizado para tratar a hipertensdo e que causa deplecao das monoaminas, mas que,
devido a isso, acabava desenvolvendo caracteristicas de transtorno depressivo nos
pacientes (CHEUNG,; PARMAR, 2020; PEREZ-CABALLERO et al., 2019). Como
esses farmacos tém seus mecanismos de acdo associados a neurotransmissores
monoaminérgicos, evidenciou-se a importancia de estudos com foco nessas vias.
Primariamente, a hipotese catecolinérgica foi postulada, onde as catecolaminas DA e
NA estariam diminuidas na fenda sinptica levando a caracteristicas do transtorno
depressivo. No entanto, com estudos mais aprofundados em relacdo a 5-HT, a
hipotese monoaminérgica conduziu-se como a mais bem aceita, estando alterados os
niveis das aminas biogénicas 5-HT, DA e NA (DUAN et al., 2020; FANG; MAOQO, 2019).
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3.2.1 Sistema serotoninérgico

A 5-HT é um neurotransmissor que tem sua biossintese a partir do aminoacido
essencial triptofano, com acdo das enzimas triptofano hidroxilase e aminoacido
descarboxilase e formacdo de um intermediario, o 5-hidroxitriptofano (BACQUE-
CAZENAVE et al., 2020). A 5-HT é sintetizada no SNC no nucleo da rafe, no trato
gastrointestinal pelas células enterocromafins e também pelas plaquetas (FOUQUET
et al., 2019; STASI et al., 2019). Fisiologicamente, a 5-HT esta envolvida em funcdes
como o humor, apetite, dor, sono e memodria, e sua diminuicdo na fenda sinaptica esta
relacionada a alteracdes caracteristicas da depresséo (GIBSON, 2018; MICHELY et
al., 2020).

Os farmacos baseados na acdo da 5-HT foram os primeiros racionalmente
pensados para a depressédo, diminuindo os efeitos colaterais do uso de farmacos nao
intencionalmente criados para essa patologia (LOCHMANN; RICHARDSON, 2019).
Dentre os farmacos anteriormente utilizados estavam os que agiam na inibicdo da
enzima monoamina oxidase (MAQO) e os inibidores da recaptacéo e de receptores de
monoaminas (antidepressivos triciclicos) (MORACZEWSKI; AEDMA, 2020). A MAO é
uma enzima mitocondrial que tem a funcédo de degradar as monoaminas por meio da
desaminacdo oxidativa, inativando a metabolizacdo dos substratos, como a 5-HT.
Porém, os farmacos que inibem a MAO (iIMAO) apresentam dificuldade de adesédo
pelo paciente, devido as restricbes alimentares necessarias, efeitos colaterais e nivel
de seguranca, se tornando uma opcdo farmacologica para a depressdo apenas
guando os recursos terapéuticos se esgotam (SUB LABAN; SAADABADI, 2020). Os
antidepressivos triciclicos apresentam efeitos adversos significativos devido sua
atividade anticolinérgica, além de uma janela terapéutica estreita, podendo induzir
toxicidade, ndo sendo utilizados como primeira linha no tratamento de depressao
(KHALID; WASEEM, 2020; MORACZEWSKI; AEDMA, 2020).

Com o0 avanco nas postulagbes da hipotese monoaminérgica, a
psicofarmacologia desenvolveu, entdo, pela primeira vez, farmacos pensados para
atuarem em um local especifico (LOCHMANN; RICHARDSON, 2019; PEREIRA;
HIROAKI-SATO, 2018). Os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS)
atuam sobre o transportador desse neurotransmissor, SERT (do inglés, serotonin

transporter), no terminal do axénio pré-sinaptico, fazendo com que a 5-HT permaneca
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mais tempo disponivel na fenda sinaptica e, portanto, estimulando receptores pos-
sinapticos por um periodo mais prolongado. Esses farmacos apresentam baixo efeito
em outros neurotransmissores, como a NA e a DA (CHU; WADHWA, 2020;
SHEFFLER; ABDIJADID, 2020). Dentre os exemplos classicos dos ISRS, estdo a
fluoxetina, sertralina e paroxetina (DUBOVSKY, 2018; LOCHMANN; RICHARDSON,
2019). O fato de muito individuos nao responderem efetivamente ao tratamento com
os ISRS promove a investigacdo nas variantes genéticas relacionadas ao SERT.
Alguns individuos apresentam polimorfismo no gene promotor que codifica o SERT,
aumentando ou diminuindo o numero de alelos para o promotor, como resultado, o
individuo pode apresentar uma diminui¢cao nos niveis de SERT, podendo ocasionar o
transtorno depressivo (KOVACIC PETROVIC et al., 2019; MIOZZO et al., 2020; YOHN
et al., 2017).

A 5-HT apresenta diferencas de acdo nas vias bioguimicas e sinalizacdes
fisioldgicas, dependendo do tipo de receptor que interage com ela. Majoritariamente
os receptores de 5-HT sdo acoplados a Proteina G e expressos no SNC, sendo
divididos em 5-HT17 e suas subdivisbes (MCCORVY; ROTH, 2015; YOHN et al.,
2017). Alguns farmacos emergentes para tratamento da depressdo possuem como
mecanismo de acdo a interacdo com alguns desses receptores: vilazodona (um
agonista parcial dos receptores 5-HT1a) e vortioxetina (um antagonista dos receptores
5-HT3s, 5-HT7 e 5-HT1p e agonista de 5-HT1s e 5-HT1a) (FASIPE, 2019).

3.2.2 Sistema noradrenérgico

A NA (ou NE, do inglés norepinephrine), € uma amina enddgena, que
juntamente com a DA e a adrenalina forma a classe das catecolaminas. As etapas de
sintese dessas catecolaminas (Figura 2) se dao a partir da tirosina, um aminoacido
nao essencial, que pode cruzar a barreira hematoencefalica e ser transportado para
0s neurdnios no terminal pré-sinaptico (KLEIN et al., 2019; ZHAO et al., 2021). Os
niveis elevados de tirosina levam a sintese de catecolaminas; para isso, a tirosina
sofre hidroxilagdo pela enzima tirosina hidroxilase formando a L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA). A L-DOPA ¢é descarboxilada pela enzima L-
aminoacido aromatico descarboxilase, formando a molécula de DA que € conduzida

por um transportador de monoaminas (VMAT, do inglés vesicular monoamine
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transporter), onde a DA pode sofrer hidroxilacdo. A acdo da enzima dopamina-p-
hidroxilase promove a sintese de NA. A partir da NA, a adrenalina pode ser sintetizada,
através de sua desaminacdo em neurbnios que contenham a enzima
feniletanolamina-N-metiltransferase. A conversdo da tirosina a L-DOPA por
hidroxilacdo € a etapa limitante de velocidade na biossintese das catecolaminas,
sendo a tirosina hidroxilase estimulada por nervos simpaticos e também pela medula
adrenal (BRUNTON; HILAL-DANTAN; KNOLLMANN, 2018).

o TIROSINA
OH

Ho NHz Tirosina hidroxilase

5 DOPA
HO OH . . e

AH, L-aminodcido aromatico
HO descarboxilase
DOPAMINA

HO NH,
HO:O/\/ ! ’ Dopamina-B-hidroxilase

o NORADRENALINA

NH;

Feniletanolamina-N-
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HOD/H
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Figura 2 — Esquema das etapas de sintese das catecolaminas DA e NA.

3

Fonte: Figura do autor.

As células cromafins da medula adrenal também produzem NA no sistema
nervoso periférico. Ela pode ser armazenada em ganglios cromafins e estimulada para
liberacdo no sangue pela acetilcolina, através de receptores nicotinicos
(ALCANTARA-HERNANDEZ; ¥ HERNANDEZ-MENDEZ, 2018; BAUKNECHT;
JEKELY, 2017).
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A NA esta envolvida na sinalizacéo de diversas vias, como funcfes cognitivas,
humor, aprendizagem, atencao, resiliéncia e reatividade (BETTS et al., 2019; MINEUR
et al.,, 2018; THIELE; BELLGROVE, 2018). As vias noradrenérgicas no cérebro
surgem de projecdes no tronco encefalico, onde o feixe noradrenérgico dorsal origina-
se no locus coeruleus e inerva o cortex cerebral, hipocampo e cerebelo, e juntamente
com o feixe noradrenérgico ventral (originado na ponte e ha medula) inerva amigdala,
hipotadlamo, mesencéfalo e medula. As regides do sistema limbico, as quais sdo
inervadas por NA: amigdala, hipocampo e hipotdlamo, estdo implicadas na cognicéo
e na emocdo (BENARROCH, 2018; FENG et al., 2019). Além disso, a NA tem
projecdes no cortex pré-frontal, que desempenha papéis na sociabilidade, processo
cognitivo, motivacao e regulacdo da emocao (HARE; DUMAN, 2020; XU et al., 2019).
A alteracdo na homeostase da NA estéd envolvida em patologias neuropsiquiatricas,
dentre as quais esta a depressao (FENG et al., 2019).

De fato, diversas linhas de pesquisa relacionam a diminuicdo na
neurotransmissdo da NA com a depressdo, sendo esta patologia talvez a mais
associada a disfuncéo da via noradrenérgica (JUNIOR et al., 2019; KEKS et al., 2018;
LOPEZ-GIL et al., 2019). Os estudos indicam que as deficiéncias de NA de forma
isolada ou em conjunto com alteracdo de outras vias, como a serotoninérgica e
dopaminérgica, reforcam a hipétese monoaminérgica, sendo a base do mecanismo
de acdo para a maioria dos farmacos utilizados para o tratamento de depressao
(DEAN; KESHAVAN, 2017; LIMA-OJEDA et al., 2018; PEREZ-CABALLERO et al.,
2019). Na Tabela 1 estdo listados exemplos de medicamentos aprovados pela FDA
(Food and Drug Administration, agéncia de fiscalizacdo e regulamentacdo de
alimentos e medicamentos dos Estados Unidos) onde o mecanismo de acao possui

envolvimento com a NA.
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Tabela 1 - Exemplos de medicamentos aprovados pela FDA com suas respectivas classes
farmacoldgicas.

Classe terapéutica Medicamentos exemplares

Inibidor  seletivo da  recaptacdo de Reboxetina
noradrenalina (ISRN)

Inibidor da recaptacdo de noradrenalina e Bupropiona
dopamina (IRND)

Inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina e Venlafaxina, desvenlafaxina, duloxetina
noradrenalina (ISRSN)

Fonte: (FASIPE, 2019)

O mecanismo de acao dos farmacos que agem na via noradrenérgica diferem
qguanto a afinidade pelos receptores de NA, sendo estes acoplados a Proteina G,
podendo ter efeito inibitério ou excitatério (HUSSAIN et al., 2020). Os principais
receptores de NA séo os a1, az e 3. Os receptores a1 subdividem-se em receptores
O1a, O1b € O1d, € apresentam afinidade de ligacao intermediaria a NA, com efeitos
excitatorios. Os receptores a2 subdividem-se em receptores Qza, O2b, O2c, estando
localizados tanto na fase pré-sinaptica quanto na pés-sinaptica em regides do cérebro;
possuem maior afinidade de ligacdo a NA e se acoplam a via de sinalizacdo da
Proteina G inibitoria (Gi), e os terminais pré-sindpticos contém autorreceptores a2z que
impedem a liberacdo posterior de NA. Os receptores B subdividem-se em receptores
B1, B2 e B3, esses receptores tém a menor afinidade de ligagdo a NA e se acoplam a
via de sinalizacédo da Proteina G estimulatéria (Gs) (os B2também se acoplam as vias
de sinalizacdo da Proteina Gi) (DO VALE et al., 2019; HUSSAIN et al., 2020;
TAKENAKA et al., 2016). A Tabela 2 apresenta de forma geral a localizacdo e o

mecanismo pelo qual esses receptores interagem.

Tabela 2 - Caracteristicas basicas dos receptores noradrenérgicos.

Receptor Localizacao Mecanismo

a1 Bulbo olfatério, cortex cerebral, giro Acoplam-se a Proteina Gq.
dentado, amigdala e talamo.

o2 Locus coeruleus, amigdala e hipotalamo. Acoplam-se a Proteina Gi.

B Cortex cerebral Acoplam-se a Proteina Gs. 3-2 também
se acopla a Proteina Gi.

Fonte: Hussain; Reddy; Maani, 2020.
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Além da acao nos receptores de NA, os farmacos também podem agir em seu
transportador, o NET (do inglés norepinephrine transporter), promovendo sua inibigao.
O NET esta localizado nos terminais pré-sinapticos e tem a capacidade de fazer com
gue a NA seja novamente armazenada em vesiculas no terminal pré-sinaptico por
meio da recaptacdo. Sendo assim, sua inibicdo tem, por consequéncia, aumentar a
disponibilidade de NA da fenda singptica e aumentar o estimulo aos receptores pos-
sinpticos (DU et al., 2020; HUSSAIN et al., 2020). Estudos recentes indicam que a
diferente expressédo da proteina que codifica o gene para o NET estéa relacionada com
quadros depressivos em individuos de diferentes etnias (MENG et al., 2020; SOLICH
et al., 2020). Além da NA poder ser novamente armazenada em vesiculas, ela pode
sofrer degradacédo pela enzima MAO, localizada na membrana externa mitocondrial,
e ser liberada nos terminais nervosos (YOUDIM, 2018; ZHAO et al., 2020).

3.2.3 Sistema dopaminérgico

Como mencionado anteriormente, a DA também é uma catecolamina de
interesse na neurofisiologia da depresséo. Esse neurotransmissor esta envolvido em
caracteristicas do transtorno depressivo, como alteragdo do mecanismo de
recompensa (seja de alimentacdo, sexual ou drogas de abuso), além do sistema
dopaminérgico exercer uma funcao importante na estabilizacdo e integracdo dos
circuitos neuronais (SCHNEIER et al., 2018; WEELE et al., 2019). A anedonia é um
sintoma central da depresséo, onde o individuo apresenta auséncia quase completa
em sentir prazer, motivacao e interesse, e se supde que a anedonia esta relacionada
a reducdo da transmissdo dopaminérgica (COOPER et al., 2018). A DA ainda esta
relacionada a expectativas positivas, sendo a expectativa de melhora fundamental
para 0S processos emocionais e motivacionais iminentes antes que a melhora do
paciente ocorra (PECINA et al., 2017).

De fato, estudos indicam consistentemente que a alteracdo de DA esta
relacionada a depressdo (CHECA-ROS et al., 2021; PANDIT et al., 2016), em que
ocorre a modulagéo do sistema dopaminérgico pelo cortex pré-frontal: a hiperatividade
da area cortical pré-frontal e hiper-responsividade da amigdala basolateral s&o

responsaveis por diminuir o disparo de neurdnios dopaminérgicos em um equilibrio
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fisioldgico, porém na patologia, ocorre uma diminuicdo acentuada de DA (ESHEL et
al., 2016; GRACE, 2016). A DA é encontrada no cérebro principalmente nas vias
nigroestriatal, tuberoinfundibular, mesocortical e também na via mesolimbica, onde
tem um papel central na busca de recompensa, aprendizagem e fungdo motora
(WEELE et al., 2019; ZHAO et al., 2021).

Como citado anteriormente, a DA controla diferentes funcdes fisiologicas,
estando envolvidas na regulacéo de atividade motora e varios disturbios neuroldgicos,
agindo em receptores acoplados a Proteina G (GUREVICH et al., 2016; ZHAO et al.,
2021). Os receptores de DA séo classificados em cinco subtipos, sendo dispostos em
dois grupos com base nas propriedades farmacolégicas e na capacidade de regular a
geracdo de adenosina monofosfato ciclico, AMPc (do inglés cyclic adenosine
monophosphate): o grupo D1 inclui os receptores D1 e Ds e 0 grupo D2 inclui os
receptores D2, D3 e D4 (ALLIKALT et al., 2020; MISHRA et al., 2018). A Tabela 3

apresenta caracteristicas de receptores que foram estudados neste trabalho.

Tabela 3 - Caracteristicas basicas dos receptores dopaminérgicos D1 e Do.

Receptor Localizacéo Mecanismo

D1 Estriado, nicleo accumbens, bulbo Aumento do nivel intracelular de AMPc por
olfatério, hipocampo, amigdala, adenilato ciclase ativada. Acoplado a proteina
substancia negra, hipotalamo, cértex Gs.

frontal.
D2 Estriado, bulbo olfatério, area Aumento do nivel intracelular de AMPc pela
tegmental ventral, cortex. ativacdo da adenilato ciclase. Acoplado a

proteina Gi.

Fonte: Mishra; Singh; Shukla, 2018.

Os antidepressivos de primeira linha para o tratamento da depressao sao
baseados nas monoaminas 5-HT e NA, porém, estes medicamentos ndo sdo eficazes
no tratamento de déficits de afeto positivo relacionado a recompensa na depressao
(BAHI; DREYER, 2019; HOFLICH et al., 2019). Estudos de imagem realizados em
pacientes deprimidos apresentando anedonia, mostraram ligacdo do transportador
dopaminérgico, DAT (do inglés dopamine transporter) significativamente menor em
comparacao com individuos saudaveis, sugerindo uma regulagéo negativa secundaria
as concentragdes mais baixas de DA. O DAT esta envolvido com o transporte de DA

para o interior ou ainda para o exterior (transporte reverso) do neurdnio, controlando
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0s niveis de sinapses. Concomitante a isso, ja se evidenciou uma densidade de DAT
diminuida quando a DA estd cronicamente esgotada (BAHI; DREYER, 2019;
BELUJON; GRACE, 2017; PIZZAGALLI et al., 2019).

Muitos receptores pré-singpticos podem atuar como autorreceptores, ou seja,
agem regulando a sintese e liberacdo de DA nos neurénios dopaminérgicos, como &
0 caso do receptor D2 pré-sinaptico. A exemplo disso, o pramipexol € um medicamento
agonista dos receptores dopaminérgicos utilizados para tratamento da depressao e
também da Doenca de Parkinson (ADMON et al., 2017; TRITSCHLER et al., 2018;
TUNDO et al., 2019). Ademais, ha medicamentos que aumentam os niveis de DA no
cérebro agindo através da inibicdo da recaptacdo de DA, como a imipramina
(D'AQUILA; GALISTU, 2019; ESCALONA; FAWCETT, 2017). Com base no
mencionado, compostos com potencial antidepressivo séo avaliados para elucidacao
de seus efeitos, e possivel envolvimento através da via dopaminérgica (GRANDJEAN
et al., 2021; RINCON-CORTES; GRACE, 2020; SAMPAIO et al., 2020).

3.3 Terapias antidepressivas

O tratamento para um episodio de depressédo tem por objetivo essencial a
remissao completa dos sintomas, podendo ser feito principalmente por psicoterapia
e/ou farmacoterapia. Em casos leves do transtorno, o acompanhamento com
psicologo e uma psicoterapia com base em evidéncias pode ser o suficiente para
realizar o tratamento (HALLER et al., 2019; MALHI; MANN, 2018; RIBEIRO et al.,
2018).

Além disso, diferentes técnicas séo utilizadas concomitantes em beneficio do
paciente. As plantas medicinais, por exemplo, tém uso milenar para o tratamento de
doencas, mas hd um aumento na busca de nutracéuticos para transtornos
psicolégicos como a depressao, que possam agir pela via das monoaminas (HALLER
et al.,, 2019; YEUNG et al., 2018). As pesquisas sao promissoras pra algumas
substancias, como as plantas Erythrina variegata e Mitragyna speciosa, mas
enfatizam que apesar dos efeitos positivamente testados em comparagdo com
farmacos de referéncia para o tratamento, mais estudos devem ser feitos para

elucidacdo do mecanismo de acdo de tais substancias, podendo utilizar deste
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procedimento como um complemento das terapias classicas (JOHNSON et al., 2020;
MARTINS; BRIJESH, 2020; SU et al., 2020; SUNG et al., 2020).

Uma outra terapia bastante antiga que tem concentrado pesquisas nos ultimos
anos é a eletroconvulsoterapia, geralmente utilizada em pacientes que nao
apresentam remissao com uso de terapia psicolégica e farmacologica, apresentando
resisténcia ao tratamento (KALIORA et al., 2018; LI et al., 2020; VOINESKOS et al.,
2020). A aplicagdo da estimulacdo elétrica provoca uma convulsdo generalizada no
paciente, que leva a mudancas quimicas cerebrais regulando os niveis de
neurotransmissores, como as monoaminas. O beneficio ao paciente esta na melhora
significativa nos sintomas, e a eletroconvulsoterapia esta evoluindo para reduzir seus
efeitos colaterais, pois esta apresenta efeitos secundarios cognitivos a curto e longo
prazo, afetando em maior grau a memoria dos individuos (COETZER, 2019). Além
disso, em modelos animais os resultados tém apresentado discrepancia, sendo
necessarios mais testes acerca de seguranca e eficacia desta terapia para que assim
possa ter sua utilizagédo expandida no futuro (LI et al., 2020; PARK et al., 2021; SALIK;
MARWAHA, 2020).

Em 2009, a Agéncia Europeia de Medicamentos aprovou o0 uso da agomelatina
para adultos com depressao, e apés um ano foi aprovada também na Australia
(FASIPE, 2019). A formula estrutural da agomelatina € analoga a melatonina,
pertencendo a uma classe farmacolégica Unica, pois seu mecanismo de acdo se
estende além da neurotransmissdao monoaminérgica (KONSTANTAKOPOULOS et
al.,, 2020; NORMAN; OLVER, 2019). A agomelatina é agonista dos receptores
melatoninérgicos MT1 e MT2 agindo ressincronizando o ciclo circadiano, e também
promove um antagonismo nos receptores 5-HTzc, deixando de ocorrer a inibicdo da
liberacdo de DA e NA (GORWOOD et al.,, 2021; POTMESIL, 2019). Apesar dos
estudos demonstrando a eficiéncia deste medicamento, a aprovacao pela FDA foi
negada devido ao envio de dados fraudulentos sobre o seu ensaio clinico pelos
investigadores e a falta de comprovacéo de eficacia a longo prazo (FASIPE, 2019).

O excesso de glutamato também tem sido estudado, e o aumento de seus
niveis no cérebro parecem estar associados a patologias, dentre as quais esta a
depressédo (ABDEL NASEER et al., 2020; HANSEN et al., 2017). Pesquisas in vitro e
in vivo relacionam a acéo antidepressiva de compostos a uma regulacéo no sistema

glutamatérgico, onde o bloqueio dos receptores de glutamato NMDA (N-metil-D-
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Aspartato) trariam as caracteristicas aos compostos antidepressivos (HANSEN et al.,
2018; LORIGOOINI et al., 2019). Recentemente, a FDA aprovou o uso da escetamina,
um antidepressivo nasal eficaz para o tratamento de depressao resistente que age
através do antagonismo ao receptor NMDA. Este fArmaco apresenta acao rapida e
parece ser bem tolerado pelos pacientes, e estudos a longo prazo poderdo demonstrar
a seguranca administravel deste farmaco (KAUR et al., 2019; SALAHUDEEN et al.,
2020; WAJS et al., 2020).

As diretrizes clinicas indicam os antidepressivos que ajam no sistema
monoaminérgico como primeira linha no tratamento da depressdo, em particular os
ISRS por apresentarem equilibrio entre aceitabilidade e custo (GABRIEL et al., 2020;
KATO et al., 2018; SAKURAI et al., 2020). Apesar dos antidepressivos comumente
usados para o tratamento da depressao apresentarem melhoras clinicas ao paciente,
esses farmacos apresentam limitagdes significativas, como um periodo relativamente
longo do inicio do efeito antidepressivo e a baixa capacidade dos pacientes em se
adequar ao tratamento. Além disso, os tratamentos farmacologicos frequentemente
produzem efeitos colaterais, como sedacdo e fadiga (DUAN et al., 2020; VILLAS
BOAS et al., 2019; WU et al., 2020).

Também € importante mencionar os casos de depressao refrataria ou
resistente. Um estudo observacional multicéntrico realizado na América Latina
demonstra que cerca de 30% dos pacientes com depressédo no continente tém o tipo
resistente, ou seja, ndo respondem a medicacdo convencional usada para o
tratamento da doenca. No Brasil, foram encontrados os maiores indices de depresséo
resistente (40%) entre os paises avaliados. Além disso, este estudo também indicou
maior propor¢cdo de mulheres com depressédo resistente, mas sem diferencas
significativas entre os géneros (SOARES, 2019).

Com isso, ha necessidade de buscar novos medicamentos mais seguros e
eficazes, e também é importante investigar os mecanismos pelos quais 0s sintomas
da depressdo sédo desenvolvidos, e pelos quais estes prototipos terapéuticos
desempenhariam seus efeitos. Diversos estudos pré-clinicos sédo realizados em
roedores a fim de encontrar novas moléculas que possam ser utilizadas para
tratamento da depressdo, como uma alternativa a terapéutica atual, visto que os

antidepressivos ja utilizados apresentam recorrentes efeitos adversos, ocasionando o
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abandono do tratamento pelo paciente (BLACKBURN, 2019; OCHS-ROSS et al.,
2020; SILOTE et al., 2019).

3.4 O uso de animais para o estudo da depressao

A utilizacdo de animais em pesquisas de neurofarmacologia é de fundamental
importancia, pois propicia indicios significativos sobre a base de diversas doencas
(RAMAKER; DULAWA, 2017; WANG et al., 2017). Contribuindo de forma satisfatoria
para o conhecimento de vias moleculares e alternativas terapéuticas, o uso de animais
ocorre em um ambiente controlado e evita obstaculos éticos nas pesquisas realizadas
em humanos, propondo ainda a utilizagdo de uma amostra menor (BARROT; YALCIN,
2021). A elucidagéo da depresséo é dificultada, pois, diversos fatores incontrolaveis
estdo envolvidos (RYGULA et al.,, 2018; SODERLUND; LINDSKOG, 2018). Neste
sentido, o uso de animais em ensaios pré-clinicos para pesquisa de antidepressivos
€ positivamente empregado, sendo algumas tarefas apresentadas nos testes
comportamentais tradicionalmente relacionadas a esse transtorno (DUMAN et al.,
2019; HARRO, 2019).

Para a analise de transtornos depressivos pode-se fazer uso de modelos e
testes em animais: 0s modelos animais devem preencher um conjunto
multidimensional de critérios de validade para ser considerado relevante para o
estudo, e adicionalmente ocorre uma inducéo, levando a uma condi¢cao semelhante a
determinada patologia humana. Ja os testes se destacam por possibilitarem uma
medida de leitura da condicdo fisiologica e comportamental, possuindo eficiéncia,
velocidade e simplicidade (GURURAJAN et al., 2019; PLANCHEZ et al., 2019; WANG
et al., 2017). Diante disto, destacam-se os testes utilizados para triagem de farmacos,
gue sao testes preditivos para depressdo, dentre os quais estdo o TSC e o TNF
(SODERLUND:; LINDSKOG, 2018; WANG et al., 2017).

O TSC é baseado no comportamento de desespero do camundongo, onde o
animal se encontra em uma situacédo desconfortavel da qual seja impossivel escapar,
neste caso, a suspensao (KAWAI et al., 2019; MOHAMMAD ABU-TAWEEL; AL-FIFI,
2021). O animal é colocado suspenso preso a uma barra horizontal com uma fita
adesiva, permanecendo pelo tempo de 6 minutos (Figura 3). No inicio do teste, o

animal exibe um comportamento ativo de luta, e gradativamente comeca a apresentar
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surtos de imobilidade, e esta configuracdo imével do animal € caracterizada como
desespero, sendo avaliada como um reflexo da acdo semelhante a depressao
(PLANCHEZ et al., 2019; STERU et al., 1985).

Durante os 6 minutos de TSC sao avaliados o tempo de laténcia, que
corresponde a primeira vez em gque o animal permaneceu imovel, e o tempo total de
imobilidade, correspondendo ao tempo total em que o animal permaneceu imoével.
Assim, um aumento no tempo de imobilidade é exibido num comportamento
semelhante ao depressivo (RAMAKER; DULAWA, 2017; WANG et al., 2017). No TNF
o animal também é condicionado a uma situacao estressante, neste caso o hado em
um cilindro com agua, onde inicialmente o animal apresenta uma reacao de fuga e,
posteriormente, passa a apresentar a imobilidade gradativamente. Os parametros
avaliados sdo os mesmos avaliados no TSC: tempo de laténcia para o primeiro
episodio de imobilidade e tempo total de imobilidade (CASTAGNE et al.,, 2011;
PORSOLT et al., 2001). Apesar das semelhancas entre os testes, o TSC apresenta
algumas vantagens em relagéo ao TNF, como: a eliminagao de falsos positivos devido
a hipotermia na agua; a locomocao dos animais é melhor preservada na suspensao
do que no nado; o tempo total de imobilidade, em que os animais no TNF demoram a
apresentar os surtos de imobilidade; e talvez a caracteristica mais importante que
diferencia os dos teste € a sensibilidade, onde os camundongos parecem serem mais
sensiveis a suspensdo (CASTAGNE et al., 2011; CRYAN et al., 2005).

Figura 3 - Representacdo das respostas comportamentais de camundongos no TSC: A)
comportamento de imobilidade; B) comportamento de mobilidade.

Fonte: Figura do autor.
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Uma das formas de validacdo destes testes € o uso de um grupo de referéncia
chamada de controle positivo, onde se administra antidepressivos classicos para o
tratamento da depressao, devendo apresentar efeito do tipo antidepressivo mesmo
que apos Unica exposicdo em roedores (CHEN et al., 2019; FERREIRA et al., 2018;
STUKALIN et al., 2020). Além disso, deve-se realizar concomitante ao TSC um teste
de avaliacdo da atividade locomotora do animal, avaliando supostas alteracdes
secundérias do farmaco, como a hiperlocomocédo (FERREIRA et al., 2018). O teste do
campo aberto (TCA) é comumente utilizado com esta finalidade, em que o animal
permanece em uma caixa dividida igualmente em 9 quadrantes durante o tempo de 4
minutos. S&o avaliados o comportamento exploratorio, onde o animal permanece
apoiado sobre as patas posteriores (chama-se rearing, em inglés), e também é
avaliado a locomocéo através do numero de cruzamentos nos quadrantes da caixa
(chama-se crossing, em inglés) (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015; STURMAN et al.,
2018; TATEM et al., 2014; WALSH; CUMMINS, 1976).

Diversas pesquisas pré-clinicas de possiveis farmacos antidepressivos séo
testados no TSC, e parecem apresentarem efeitos relevantes (BESCKOW et al., 2020;
GERGUES et al., 2021; TIAN et al., 2021; ZHANG et al., 2019). Algo comum entre
esses e outros estudos é o uso de animais machos nos testes e modelos
experimentais, havendo pesquisas em menor numero com animais fémeas
(ALSHAMMARI, 2021). Notoriamente, os ensaios em machos sdo Uteis para
compreensdao de mecanismos relacionados a depressdo, apresentando menor
variabilidade em relacdo ao uso com fémeas, porém é contraditorio a exclusao de
fémeas nesses estudos, visto que mulheres apresentam maior probabilidade de sofrer
de depressédo, como ja mencionado anteriormente (IQBAL et al., 2020; LEGATES et
al., 2019; SRAMEK et al., 2016). Alguns estudos inclusive demonstram que ha
diferenca na resposta ao tratamento com antidepressivos, seja na farmacocinética ou
na adesao ao tratamento (DAMOISEAUX et al., 2014; KOKRAS et al., 2019; MA et al.,
2019; SRAMEK et al., 2016).

3.5 Propriedades biologicas do microelemento Se, do nucleo benzofurano e de

um composto hibrido
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O Ministério da Saude por meio do Guia Alimentar para a Populacéo Brasileira,
recomenda a ingestdo de alimentos ricos em Se, como sementes de girassol,
améndoas e castanha-do-para (castanha do Brasil). A recomendacédo diaria desse
micronutriente, com base na Junta de Alimentacdo e Nutricdo da Academia de
Ciéncias dos Estados Unidos, é de 55 microgramas (ug) para adultos, porém este
valor sofre variagdo de acordo com o sexo e a idade, com um limite de seguranca
inferior de 400 pg (Painel do Instituto de Medicina dos EUA, 2000).

Por possuir uma faixa estreita entre uma dose benéfica e toxica, durante anos
as pesquisas com Se foram negligenciadas, até que na década de 1950 foi descoberto
seu potencial hepatoprotetor em ratos. Mais tarde, na década de 1970 o papel
bioquimico do Se foi melhor compreendido, através da descoberta de seu
pertencimento no centro ativo da glutationa peroxidase, enzima de defesa antioxidante
(KIELISZEK, 2019; SHREENATH et al., 2020). O Se é um oligoelemento fundamental
para funcdes biolégicas do organismo, dentre as quais estao o sistema cardiovascular
(GAC et al., 2021), sistema imunoldgico e SNC (SHREENATH et al., 2020; YIM et al.,
2019), e pesquisas relacionam a deficiéncia de Se com disfun¢des fisioldgicas do
organismo, estando associada até mesmo com a mortalidade pelo virus Sars-Cov2,
causador da Covid-19 (ALEXANDER et al., 2020; MOGHADDAM et al., 2020). O SNC
€ consideravelmente dependente de um suprimento adequado de Se, e a reducdo
pode diminuir a biodisponibilidade da Selenoproteina P, uma proteina priméaria de
transporte de Se no plasma, levando a déficits neurologicos espontaneos (AVERY;
HOFFMANN, 2018; KIELISZEK, 2019).

As propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias do Se o fazem primordial no
SNC, agindo por exemplo, na dinamica mitocondrial, nos canais de calcio e na
regulacéo de radicais livres (CARDOSO et al., 2015; DE TOLEDO et al., 2020). Devido
a caracteristicas de biodisponibilidade, compostos organicos séo prioritariamente alvo
de pesquisas, diferindo de compostos inorganicos contendo o Se quanto ao acumulo
nos tecidos, mecanismo de acdo e apresentando geralmente menor risco de
toxicidade (BODNAR et al., 2016; QIAN et al., 2019; WROBEL et al., 2016). De fato,
muitos grupos de pesquisa investigam o potencial do Se presente em compostos
organicos para transtornos do SNC, como as moléculas com potencial terapéutica
para depressao (BIRMANN et al., 2020; CASARIL; DOMINGUES; DE ANDRADE
LOURENCO; et al., 2019; SAMPAIO et al., 2020; ZBOROWSKI et al., 2020).
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Os compostos organicos apresentam caracteristicas interessantes em estudos,
com destaque para 0s compostos com nucleo benzofurano (Figura 4)
(CHIUMMIENTO et al., 2020; DAWOOD, 2019). Os benzofuranos substituidos sao
unidades estruturais importantes em produtos naturais biologicamente ativos (MA et
al., 2020) e sdo o nucleo de compostos sintéticos utilizados em pesquisas,
apresentando-se como agentes farmacolégicos antioxidantes (LI et al., 2018),
antivirais (RIDA et al.,, 2006), anti-inflamatérios (YADAV et al., 2014),
anticonvulsivantes (SHAKYA et al., 2016) e como possivel tratamento para a Doenca
de Alzheimer (ZHA et al., 2016). Compostos organicos contendo o nucleo benzofurano
também sdo experimentalmente testados como alternativas terapéuticas para 0s
transtornos depressivos (CHAND et al., 2017; DAWOOD, 2019), além da existéncia
de medicamentos antidepressivos ja aprovados pela FDA que contém este nucleo,
como o vilazodona (SAHLI et al., 2016), citalopram (SZOKE-KOVACS et al., 2020) e
escitalopram (SELPH; MCDONAGH, 2019).

N\
O

Figura 4 - Estrutura quimica do nicleo benzofurano.

Fonte: Figura do autor.

Diante do exposto em relacdo as classes de compostos que vém sendo
estudadas como potenciais tratamentos para a depresséo, como 0s compostos a base
de Se mostrando-se bastante promissores, em especial quando ligados a compostos
organicos; e também as propriedades de compostos contendo o nucleo benzofurano
sendo experimentalmente testados como alternativas terapéuticas para a depressao,
houve interesse na sintese de uma molécula hibrida. O composto SeBZF1 (Figura 5)
€ 0 protétipo da sua classe (3-organoselenil-benzofuranos), e é estudado por nosso
grupo de pesquisa, tendo revelado propriedades antioxidantes em tecido nervoso in
vitro (GALL et al., 2020).
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Figura 5 - Estrutura quimica do composto SeBZF1.

Fonte: Figura do autor.

A acao do tipo antidepressiva do SeBZF1 foi recentemente investigada, e este
composto apresentou efeito agudo no TNF e também no TSC em camundongos
machos, nos quais a sua agao parece ter sido mediada por uma interacdo com o
sistema serotoninérgico. Além disso, ndo foi encontrado nenhum efeito inespecifico
sobre a locomocgéo. Tampouco foram encontradas alteragdes nos testes de toxicidade
avaliados apds a administracdo aguda de uma alta dose de SeBZF1 (300 mg/kg). O
SeBZF1 (50 mg/kg) também foi capaz de prevenir o estresse oxidativo em hipocampo
de camundongos submetidos a deplecao de serotonina (GALL et al., 2020).

Desse modo, com base nas promissoras propriedades farmacolégicas
apresentadas pelo composto, nosso grupo ampliou a pesquisa acerca do SeBZF1, a

fim de elucidar seu efeito do tipo antidepressivo.

38



4 Manuscrito

O desenvolvimento desta dissertacdo estd apresentado sob a forma de um
manuscrito cientifico. Este contém os itens ‘Introducao’, ‘Materiais e Métodos’,
‘Resultados’ e ‘Discussdo’ bem como material suplementar e se apresentam
estruturados de acordo com as normas da revista ao qual foi submetido. As
referéncias utilizadas para elaboragcdo do manuscrito encontram-se no proprio
documento. A submisséao foi realizada na revista Psychopharmacology, um periédico

com fator de impacto de 3.130 (2019) e classificado no estrato A2 na area CBIl da
CAPES.
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Abstract

Rationale: Depression is a psychiatric disorder that constitutes one of the leading
causes of disability worldwide. 2-Phenyl-3-(phenylselanyl)benzofuran (SeBZF1) has
been studied as a potential antidepressant drug, but its pharmacological action needs
more investigation.

Objectives and methods: Our aim was to extend information about the
antidepressant-like action of SeBZF1 using the mouse tail suspension test (TST). Initial
experiments investigated the mechanisms involved in the acute antidepressant-like
action of SeBZF1 in male Swiss mice. For this purpose, males received noradrenergic
or dopaminergic receptor antagonists before acute SeBZF1 administration (50 mg/kg,
per oral). In parallel, effects of combined treatment with SeBZF1 and bupropion at
subeffective doses (1 and 3 mg/kg, respectively) were tested. The next experiments
were designed to determine the acute effects of SeBZF1 in females through a dose-
response curve (5-50 mg/kg). Lastly, the efficacy of a 7-day repeated treatment with
SeBZF1 (1 and 5 mg/kg) in mice of both sexes and its safety were evaluated. TST and
the open-field test (OFT) were employed in all behavioral experiments.

Results: Pre-administration of dopaminergic antagonists (SCH2339, a selective D1R
antagonist; sulpiride, a selective D2/D3R antagonist; and haloperidol, a non-selective
antagonist), but not of adrenergic a1, az, and B-R antagonists, blocked the acute
antidepressant-like effects of SeBZF1 in males. Coadministration of subeffective doses
of SeBZF1 and bupropion reduced the depressive phenotype. In addition, acute
treatment with SeBZF1 at 50 mg/kg produced a reduction of female immobility. Finally,
repeated treatment with SeBZF1 (1 and 5 mg/kg) was effective in causing
antidepressant-like effects in both sexes. Locomotor activity, plasma transaminases,
and urea levels remained unaltered after SeBZF1 exposure.

Conclusion: Our findings provide evidence of the involvement of the dopaminergic
system in the acute antidepressant-like action of SeBZF1 in male mice, and reveal the

compound efficacy when acutely or repeatedly administered in both sexes.

Keywords: depression; dopaminergic system; selenium; benzofuran; SeBZF1.

41



1. Introduction

Depressive disorders constitute one of the leading causes of disability
worldwide affecting more than 300 million people (Friedrich, 2017; WHO, 2018). Major
depressive disorder (MDD), known as clinical depression, is a mood disorder
characterized by a depressed mood, anhedonia, fatigue, impaired cognitive function,
vegetative symptoms such as disturbed sleep or appetite (APA 2013; Otte et al., 2016),
affecting one in six adults in their lifetime, with a higher prevalence in women (Otte et
al., 2016). It is a serious public health issue (Bains and Abdijadid, 2020; Pitsillou et al.,
2020), and the COVID-19 pandemic has shined a spotlight on the rising of depression,
and mitigating the hazardous effects on mental health needs to be a public health
priority (Xiong et al., 2020).

The main causes attributed to depression consist of complex interactions
between psychological, biological, and social factors (WHO, 2018), which result in
cognitive, affective, and behavioral changes in individuals affected by this disease
(Abreu et al., 2018). Although the pathophysiological mechanisms involved in
depression have not yet been fully elucidated (Pitsillou et al., 2020), studies suggest
the contribution of alterations in the availability of brain neurotransmitters such as
decreased levels of monoamines - norepinephrine (NE), dopamine (DA), and serotonin
(5-HT). Thereby several monoamine-based pharmacological drug classes have been
developed over the years (Abreu et al., 2018; Kaufling, 2019).

Alterations of DA transporters in depressed individuals have also been related
(Neumeister et al.,2001; Pettorruso et al., 2020; Salatino-Oliveira et al., 2018). In this
sense, the dopaminergic system can be a target of antidepressant drugs, e.g., the
atypical antidepressant drug bupropion acts primarily as a dopamine-norepinephrine
reuptake inhibitor (Hillhouse and Porter, 2015). NE is a neurotransmitter involved in
the regulation of processes such as attention, cognition, specific motor movements
(Seki et al., 2018), and there is a known relationship between decreased NE levels and
mood changes (Shelton, 2019). Thus, studies aiming to identify modulatory effects of
new antidepressant compounds on dopaminergic and/or noradrenergic systems are
guite relevant to characterize their pharmacological actions.

Despite their elucidated efficacy and safety, several antidepressant drugs
currently available also present negative aspects. Some patients do not respond

satisfactorily to adequate treatment due to side effects, present variable responses, or
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even show resistance to treatments (Hillhouse and Porter 2015). There is a continuous
need to select new drugs with high efficacy and reduced side effects (Hillhouse and
Porter 2015; Huang et al., 2017). Within this context, synthetic organoselenium
compounds have shown promise in animal models of depression (Besckow et al.,
2020; Sampaio et al., 2020; Zborowski et al., 2020). Among these compounds, we can
highlight the 2-phenyl-3-(phenylselanyl)benzofuran (SeBZF1). A previous study
demonstrated that SeBZF1 elicits acute antidepressant-like action in male mice
mediated by modulation of the serotoninergic system as well as antioxidant effects in
nervous tissue. Besides, SeBZF1 at a high dose does not cause systemic toxicity in
male or female mice (Gall et al., 2020).

Therefore, the aim of the present study was to investigate additional action
mechanisms linked to the acute antidepressant-like action of SeBZF1 in male mice,
focusing now on noradrenergic and dopaminergic systems. Considering that
depression rates are higher in women than men, we extended our research to explore
if SeBZF1 is effective in eliciting acute effects on female mice. Moreover, the
pharmacological efficacy of repeated treatment with lower doses of SeBZF1 in mice of

both sexes was evaluated in the tail suspension test (TST).

2. Material and methods
2.1 Animals

Male and female Swiss mice weighing between 25-35 g (approximate age of 6-
7 weeks) were obtained from a local breeding colony. Animals were kept in a separate
animal room under controlled temperature (22 + 1°C) and a 12-h light/12-h dark cycle
(with the light on at 6:00 a.m.) with free access to water and food. Experiments were
approved by the Ethical Committee on Animal Experimentation of the Federal
University of Pelotas, Brazil (4897-2017), affiliated to the National Council for the
Control of Animal Experimentation (CONCEA) and in compliance with the National

Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

2.2 Chemicals
A 3-chalcogen benzol[b]furan compound named 2-phenyl-3-
(phenylselanyl)benzofuran (SeBZF1, Fig. 1) was synthesized and characterized in the

Laboratory of Synthesis of Selenium and Tellurium Derivatives (LabSelen) located at
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the Federal University of Santa Catarina employing the method previously described
by Gay et al. (2010). H nuclear magnetic resonance (NMR) and *CNMR spectra
showed analytical and spectroscopic data in full agreement with its assigned structure.
The chemical purity of the compound (99.9%) was determined by gas
chromatography-mass spectrometry (GC/MS). SeBZF1 was dissolved in canola oil
and administered by intragastric (i.g.) route. All other chemical substances were
obtained from Sigma-Aldrich or other standard commercial suppliers. Bupropion was
dissolved in saline solution (0.9% NaCl) plus 2% dimethylsulfoxide (DMSO).
SCH23390, haloperidol, prazosin, propranolol, and yohimbine were dissolved in saline
solution. Sulpiride was dissolved in saline solution plus 5% DMSO. Drug administration

was conducted at a constant volume of 10 ml/kg body weight.

2.3 Experimental design

The experimental design is shown in Fig. 1. Each mouse was used only once in
each test. Considering the principle of 3Rs, the selection of the doses of different
antagonists was preferably based on literature. However, when any effects of the
antagonist per se were detected, we opted by conducting a pilot dose-response curve
in order to determine the most appropriate antagonist dose. In accordance with a
previous study (Gall et al., 2020), the dose of 50 mg/kg and 30 min of pre-treatment
time were selected to study mechanisms involved in the acute antidepressant-like
effects of SeBZF1 in male mice.

The sample size was chosen for each experiment in accordance with Ethical
Committee and behavior assessments were conducted by blinded investigators. Each
experiment was replicated 2-3 times to reach the final “n” per group. Tail suspension

test (TST) and open-field test (OFT) were employed for behavioral assessments.

2.3.1. Involvement of the noradrenergic system in the antidepressant-like action
of SeBZF1 in male mice

A set of experiments was designed to verify the possible involvement of the
noradrenergic system in the acute antidepressant-like action of SeBZF1 in the mouse
TST. For this, mice were pretreated with distinct noradrenergic receptor antagonists:
prazosin (1 mg/kg, i.p., an ai-adrenergic antagonist), yohimbine (1 mg/kg, i.p., an az-

adrenergic antagonist), propranolol (2 mg/kg, i.p., a B-adrenergic antagonist) or vehicle
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(saline solution) (n=8-10 mice/group). After 15 min, they received an oral
administration of the compound SeBZF1 (50 mg/kg) or vehicle (canola oil) and, 30 min
later, the animals were subjected to the TST. OFT was assessed 4 min before TST.
Doses and pretreatment time for noradrenergic receptor antagonists were based on
scientific literature (Donato et al., 2013; Pesarico et al., 2014; Pinto Brod et al., 2016).

2.3.2. Involvement of the dopaminergic system in the antidepressant-like action
of SeBZF1 in male mice

In the first set of experiments involving the dopaminergic system, dose-
response curves were conducted in order to found a suitable dose of SCH23390 and
haloperidol (n=8-10 mice/group). For this purpose, animals received a single
administration of SCH23390 (0.01-0.05 mg/kg, subcutaneous route, s.c.), haloperidol
(0.05-0.2 mg/kg, intraperitoneal injection, i.p.) or saline solution (vehicle). Forty-five
minutes (min) later, mice were subjected to the TST. OFT was performed immediately
before TST. Meanwhile, the dose of sulpiride was selected based on the literature
(Donato et al., 2013).

To evaluate the possible contribution of the dopaminergic system in the acute
antidepressant-like action of SeBZF1 in male Swiss mice subjected to the TST. Distinct
groups of animals received pretreatment with different dopamine receptor antagonists
(n=8-10 mice/group). Animals were pretreated with sulpiride (50 mg/kg, i.p., a selective
D2/Ds receptor antagonist) (Donato et al., 2013), SCH23390 (0.01 mg/kg, s.c., a D1
receptor antagonist), haloperidol (0.05 mg/kg, i.p., a non-selective antagonist of
dopamine receptors) or vehicle (saline solution). Fifteen min later, they received an
oral administration by gavage of the compound SeBZF1 (50 mg/kg) or its vehicle
(canola oil). After 30 min, animals were tested in the TST. OFT was performed

immediately before TST.

2.3.3 Evaluation of the combined administration of subeffective doses of SeBZF1
and bupropion in the mouse TST

To further support the contribution of dopaminergic and/or noradrenergic
systems in the antidepressant-like action of SeBZF1, the possible interaction between
subeffective doses of bupropion and SeBZF1 was evaluated in the TST (n=10

mice/group). Bupropion is a reference antidepressant drug with the ability to enhance
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monoaminergic neurotransmission via its dual effects on NE and DA by reuptake
inhibition (NDRI). Animals received pretreatment with bupropion (3 mg/kg, i.g., a
subeffective dose) or its vehicle (saline solution). Fifteen min later, a subeffective dose
of the compound SeBZF1 (1 mg/kg, i.g.) or vehicle (canola oil) was administered. After
30 min, animals were evaluated in the TST. The choice of the subeffective dose and
the time of pretreatment for bupropion were chosen based on previous studies
(Bagdas et al., 2019; Muller et al., 2012; Stein et al., 2012; Suman et al., 2018).
Immediately before the TST, all animals were evaluated in the OFT.

2.3.4 SeBZF1 dose-response curve in the TST using female mice

Given that depression is more prevalent in women than men (Otte et al., 2016),
it is important to extend the SeBZF1 studies to both sexes. To assess a dose-response
curve for the acute treatment with SeBZF1 in the TST, female mice were divided into
four experimental groups (n=8 mice/group). Mice received SeBZF1 (5-50 mg/kg, i.g.)
or its vehicle 30 min before the TST. Bupropion (10 mg/kg, i.g., an effective dose) was
used as a reference antidepressant drug (positive control) (Bendale et al., 2019; Kale
and Addepalli, 2014; Nadar et al., 2018). These animals were also tested in the OFT.

2.3.5 Evaluation of repeated treatment with lower doses of SeBZF1 in male and
female mice

In order to extend the investigation of the SeBZF1 antidepressant-like action,
the pharmacological efficacy and possible hepatic or renal toxicity of repeated oral
treatment with this compound at lower doses were evaluated in mice of both sexes.
For this, other animal sets (male and females separately) were employed n=8-9
mice/group). According to the experimental groups, the animals received a daily
administration of SeBZF1 (1 or 5 mg/kg, i.g.), bupropion (10 mg/kg, i.g.) or the vehicle
during 7 consecutive days. Ultimately, 24h after the last administration, each animal
was subjected to OFT followed by the TST. Bupropion was used as a positive control
(Bendale et al., 2019; Kale and Addepalli, 2014; Nadar et al., 2018). Aiming at ex vivo
biochemical analyses, animals were anesthetized with isoflurane for blood collection

via cardiac puncture.

2.4 Ex vivo analyses
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The blood samples were collected in tubes containing heparin, followed by
centrifugation at 700 g for 10 min. The plasma was obtained to evaluate biochemical
markers of hepatic and renal toxicity in mice of both sexes after 7 day-repeated
treatment with SeBZF1. The hepatic function was analyzed through enzyme activities
of aspartate (AST) and alanine (ALT) aminotransferases (expressed as U/l). Renal
function was assessed by urea levels (expressed as mg/dl). These parameters were
performed by enzymatic colorimetric methods using commercial kits following the
manufacturer's instructions (LABTEST, Diagnostic S.A., Minas Gerais, Brazil).

2.5 Behavioral tests
2.5.1 Tail suspension test (TST)

TST behavioral analysis was performed according to the method described by
Steru et al. (1985). Mice were suspended by their tails 50 cm above the floor by
adhesive tape placed approximately 1 cm from the tip of the tail. The evaluation was
carried out in an acoustically and visually isolated place. Total immobility time, defined
as the absence of scape-oriented behavior, and latency time for the first immobility
episode were manually recorded during 6 min. Depressive-like behavior in this test is
based on the supposition that immobility indicates a measure of behavioral despair,

and thus reductions of immobility reflect antidepressant-like effects.

2.5.2 Open-field test (OFT)

OFT is a habitual measure of spontaneous locomotion and exploratory activity
in rodents. According to the experimental protocol of Walsh and Cummins (1976), the
test was applied immediately before TST to exclude possible locomotor changes
caused by the treatments. The open-field box (30 x 30 x 15 cm) was made of plywood
and the floor was divided into 9 quadrants. Each animal was placed individually at the
center of the apparatus and the total number of crossings and rearings were recorded

during 4 min. The behavioral apparatus was regularly cleaned with 20% alcohol.

2.6 Statistical analysis
Experimental results were analyzed by GraphPad Prism software (version
8.2.0.) and expressed as the mean + standard error of the mean (S.E.M.). D'Agostino

Pearson normality test was applied to test if the data are normally distributed.
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Parametric data were performed by one-way or two-way analysis of variance
(ANOVA), with a consecutive application of post hoc Tukey’s or Dunnett’s test. Non-
parametric data were analyzed through Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post hoc
test. Probability values less than 0.05 (p < 0.05) were considered significant. Cohen's
d and effect-size r were calculated using “Effect Size Calculators” available in

https://www.uccs.edu/lbecker.

3. Results
3.1 Noradrenergic antagonists do not affect the anti-immobility effects of
SeBZF1 in male mice evaluated in the TST

Fig. 2 shows the effects of the pretreatment of male mice with prazosin (an al-
adrenergic antagonist), yohimbine (an a2-adrenergic antagonist), and propranolol ([3-
adrenergic antagonist) on antidepressant-like action SeBZF1 (50 mg/kg, an effective
dose). As can be observed, noradrenergic antagonists were not able to block the
reduction of despair behavior caused by SeBZF1 in the TST. Moreover, locomotion
and exploration in the OFT remained unchanged by all treatments (p>0.05) (Table S1).

Two-way ANOVA analyses revealed there was no interaction between the
prazosin and SeBZF1 treatments when total immobility time [F(, 28=0.0836, p=0.7747]
and latency time [F, 28=2.174, p=0.1515] were analyzed in the TST (Fig. 2B and C).
Main effects were detected for SeBZF1 treatment in both behavioral parameters [F,
28)=15.53, p=0.0005; Fq, 28=26.56, p<0.0001, respectively].

In parallel, no significant interaction between yohimbine and SeBZF1 treatments
was found by two-way ANOVA for the immobility time data in the TST [F, 34)=3.920,
p=0.0558], although a more prevalent effect of the SeBZF1 treatment could be
observed [Fq, 34)=14.04, p=0.0007] (Fig. 2D). For latency time, the analysis of non-
parametric data by the Kruskal-Wallis test revealed a significant effect [H=15.76;
p<0.001]. Dunn's post hoc comparisons showed that SeBZF1 caused an increase to
the first immobility episode (p=0.0304) which was not prevented by yohimbine
(p=0.5281) (Fig. 2E).

The results shown in Fig. 2F and G show the effects of the treatment with
propranolol and SeBZF1. The main effects of the SeBZF1 treatment were observed
when analyzing data from total immobility time [Fq, 31)=20.74, p<0.0001] and latency
time [Fa, 31)=32.06, p<0.0001]. Propranolol was ineffective in blocking the

48



antidepressant effects of SeBZF1 since two-way ANOVA did not demonstrate
significant interactions between the propranolol and SeBZF1 treatments [Fq,
31)=0.0235; p=0.8792; and F, 31)=1.504; p=0.2293].

3.2 Haloperidol and SCH 23390 dose-response curves in the TST and OFT

A preliminary study in our laboratory showed that the doses of haloperidol and
SCH 23390 indicated by the literature produced per se effects in behavioral tests.
Thus, we conducted dose-response curves in the TST and OFT to select appropriate
doses of these dopaminergic antagonists which, can be seen in Fig. 1S and Table S2.

As shown in Fig. S1A and S1B, the administration of different doses of SCH
23390 (0.01-0.05 mg/kg) had varying behavioral effects on mouse TST. The Kruskal-
Wallis test and one-way ANOVA revealed a significant effect of treatment on the total
immobility time [H=28.76; p<0.0001] and latency time [F@, 36=16.54, p<0.0001],
respectively. Dunn’s post hoc test indicated that SCH 233390 at the doses of 0.03
(p=0.0058) and 0.05 mg/kg (p<0.0001) increase immobility time in the TST, while the
dose of 0.01 mg/kg (p>0.9999) remained similar to the control. Dunnett’s post hoc test
showed a reduced latency to the first immobility episode when SCH 23390 was
administered at the doses of .03 (p=0.0013) and 0.05 mg/kg (p<0.0001), but not at
0.01 mg/kg (p=0.9834). In the OFT (Table S2), one-way ANOVA/Dunnett test [F,
36=6.257; p=0.0016] demonstrated a reduced number of crossings after SCH 23390
treatment at the doses of 0.03 (p=0.0302) and 0.05 mg/kg (0.0028), which did not
happen for the 0.01 mg/kg dose (p=0.9846). The number of rearings remained
unaltered (p>0.05). Therefore, the 0.01 mg/kg of SCH 23390 that had no per se effects
on TST and OFT was chosen for the next experiment.

Differences among experimental groups in a haloperidol dose-response curve
(0.05-0.2 mg/kg) were detected in the TST when immobility time [One-way ANOVA:
F@, 30)=30.53, p<0.0001] and latency time data were tested [Kruskal-Wallis statistic:
H=21.38; p<0.0001]. As demonstrated by post hoc tests, haloperidol at 0.2 mg/kg
caused a significant increase of the immobility time (p<0.001) (Fig. S1C) whereas the
0.1 mg/kg dose reduced latency time (p<0.001) (Fig. S1D). In the OFT [F, 30)=4.646;
p=0.0088], haloperidol at 0.1 (p= 0.0158) and 0.2 mg/kg (p=0.0068) reduced the
crossings number without significant effects on rearings (p>0.05) (Table S2).
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Haloperidol at the dose of 0.05 mg/kg did not modify behavioral parameters in the TST

and OFT, and this dose was chosen for the subsequent experiment.

3.3 Evidence for the contribution of dopamine Di and D2 receptors in the
antidepressant-like action of SeBZF1 in the TST

Figure 3 shows the effects of the pretreatment of male mice with dopaminergic
antagonists (SCH23390, haloperidol, and sulpiride) on the antidepressant-like action
of SeBZF1.

The administration of SCH 23390 (0.01 mg/kg, a D1 receptor antagonist)
influenced the anti-immobility effects of SeBZF1 in the TST, since a significant SCH
23390 x SeBZF1 interaction was been detected by two-way ANOVA [F, 34=17.17,
p=0.0002] (Fig. 3B). A significant impact of the treatments on latency time was also
demonstrated by the Kruskal-Wallis test [H=20.65, p=0001] (Fig. 3C). As demonstrated
by Tukey and Dunn’s post hoc tests, the reduction of the total immobility time and the
increase of latency time provoked by SeBZF1 were blocked by SCH 23390 (p=0.0001
and 0.0018, respectively). The treatments had no significant effects on mice
locomotion (Table S3).

Two-way ANOVA revealed significant haloperidol x SeBZF1 interaction for the
total immobility time [F,35=9.488, p=0.004]. Tukey post hoc analysis demonstrated
that haloperidol (a non-selective dopamine receptor antagonist) was effective in
avoiding the reduction of the immobility time by SeBZF1 treatment in the TST
(p=0.0076) (Fig. 3D). In addition, Kruskal-Wallis statistic demonstrated significant
effects of treatments on latency time [H=13.88; p<0.0031]. Dunn’s post hoc test
indicated that haloperidol prevented the increments in latency time caused by SeBZF1
(p=0.0293) (Fig. 3E). No significant effects on locomotor and exploratory activities were
found after any treatments (p>0.05) (Table S3).

In a parallel experiment using sulpiride, a dopamine D2 receptor antagonist, two-
way ANOVA revealed an interaction between SeBZF1 and sulpiride treatments when
total immobility time [Fq, 31)=16.14, p=0.0003] and latency time were evaluated [F,
31)=29.58, p<0.0001]. Tukey’s post hoc test showed that sulpiride pretreatment
inhibited the antidepressant-like action of SeBZF1 in the TST (p<0.0001) (Fig. 3F and
G). Table S3 shows that none of the treatments altered locomotor and exploratory
activities in the OFT (p>0.05).
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3.4 Behavioral effects of the co-administration of sub-effective doses of SeBZF1
and bupropion in male mice subjected to the TST

The synergistic effects of a subeffective dose combination of SeBZF1 (1 mg/kg)
and bupropion (3 mg/kg, a NA/DA-reuptake inhibitor, NDRI) on the total immobility time
and latency to the first episode of immobility in male mice in the TST are demonstrated
in Fig. 4B and C.

Two-way ANOVA analyses demonstrated a significant interaction between
SeBZF1 and bupropion at subeffective doses in total immobility time [F(, 36=14.29,
p=0.0006] and latency time [F@, 36)=17.11, p=0.0002]. As reported by Tukey’s multiple
comparisons test, co-administration of SeBZF1 and bupropion significantly decreased
the immobility time (p<0.0001) and also increased the latency time (p<0.0001) in the
mouse TST. The effect-size r and Cohen’s d values were calculated for this
experiment. To evaluate the total immobility time of the control versus
SeBZF1+bupropion groups, the effect-size r and Cohen’s d values were 3.416 and
0.863 (large effect), respectively. In addition, there were no statistical differences

among the experimental groups in the OFT (p>0.05) (Table S4).

3.5 Acute treatment with SeBZF1 elicits antidepressant-like action in female mice

The effects of acute treatments with SeBZF1 (5 and 50 mg/kg) on the TST were
assessed in female mice to evaluate whether SeBZF1 could elicit antidepressant-like
action in both sexes (Fig. 5). One-way ANOVA revealed significant effects of
treatments when total immobility [F, 28=9.91, p=0.0001] (Fig. 5B) and latency time
[F, 28=11.62, p<0.0001] (Fig. 5C) were tested. Dunnett's post hoc test showed the
treatment with SeBZF1 at the dose of 50 mg/kg was effective in reducing immobility
time (p<0.05) and increasing latency time (p<0.01). As expected, it also demonstrated
the anti-immobility effects of bupropion (standard drug) on both behavioral parameters
evaluated in the TST (p=0.0006 and p<0.001), thus validating the experimental
findings. The effect-size r and Cohen’s d values were also calculated. Evaluating
control group versus SeBZF1 (50 mg/kg), the values for the total immobility time were
d =1.516 and r = 0.604 (medium effect). Similarly, the bupropion group had a medium
effect when compared with the control (immobility: d = 2.664 and r = 0.780). The
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administration of SeBZF1 did not induce significant locomotion changes (p>0.05),

however, treatment with bupropion changed the number of crossings (Table S5).

3.6 Antidepressant-like action of repeated treatments with SeBZF1 in the TST

The effects of repeated treatments with lower doses of SeBZF1 (1 and 5 mg/kg,
7 days) on the TST in male mice are shwon in Fig. 6B and C. One-way ANOVA yielded
statistical differences among the experimental groups when analyzing total immobility
time in the TST [Fs, 32=5.66, p=0.0031]. Dunnett's post hoc test indicated that SeBZF1
at the doses of 1 mg/kg (p=0.0387) and 5 mg/kg (p=0.0023) markedly decreased the
time that animals remained immobile, a result which was also observed for the
bupropion group (p=0.0049) (Fig. 6B). Regarding latency time, analysis of non-
parametric data by Kruskal-Wallis [H=23.31, p<0.001] and Dunn’s post hoc tests
demonstrated statistically significant effects of the bupropion group (p<0.0001) and
SeBZF1 at the dose of 5 mg/kg (p=0.0019) when compared with the control group (Fig.
6C). Cohen’s d and effect size r values for immobility time in male mice were calculated
for control versus SeBZF1 5 mg/kg and revealed a large effect (d = 1.607 and r =
0.626). Bupropion had a similar effect (d = 1.606, and r = 0.626). No significant
alterations were detected in the OFT (Table S6).

Behavioral findings after the repeated treatments of female mice with SeBZF1
(1 and 5 mg/kg, 7 days) are illustrated in Fig. 6D and E. Statistical analysis of the total
immobility time by the Kruskal-Wallis test demonstrated a significant effect of the
treatments [H=18.61, p<0.0001]. As determined by the Dunn’s post hoc test, the
compound SeBZF1 at the doses of 1 mg/kg (p=0.0363) and 5 mg/kg (p=0.0006) as
well as bupropion (p=0.0035) reduced total immobility time in the TST (Fig. 6D). When
analyzing the latency time, one-way ANOVA pointed out this parameter was influenced
by the treatments [F(s, 29)=20.74, p<0.0001]. Analysis conducted by Dunnett’s post hoc
test showed that female animals treated with SeBZF1 at both doses (p<0.0001) or
bupropion (p<0.0001) exhibited increased latency until first immobility (Fig. 6E). The
analysis of the control group versus SeBZF1 5 mg/kg yielded Cohen’s d = 3.231 and
effect size r = 0.850, identifying a large effect on total immobility time. In addition, d
and r for bupropion versus control were 3.136 and 0.843, respectively (large effect).
Treatments had no statistically significant effect on the locomotor activity of female
mice (Table S7).
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3.7 Repeated SeBZF1 administrations did not affect systemic toxicity markers

Table 1 shows plasma markers of renal and hepatic toxicity (urea and
transaminases) in male and female mice exposed to multiple administrations of
SeBZF1 (1 and 5 mg/kg), respectively. Statistical analyses of the biochemical
parameters of male mice treated with SeBZF1 or bupropion for 7 days revealed no
significant effects on urea levels [Fs, 33=1.565, p=0.2164], AST [H=0.4166, p=0.9368],
and ALT [F, 33=0.7785, p=0.5144] activities when compared with the control group.
Similarly, female mice that received SeBZF1 at both doses or bupropion exhibited
unaltered urea [F@, 20=1.230, p=0.3166], and AST [H=0.2980, p=0.9604] and ALT
[H=2.362, p=0.5007] activities.

4. Discussion

Depression is among the most relevant heterogeneous psychiatric disorders,
severely limiting psychosocial functioning and compromising the health of individuals
(Bains and Abdijadid 2020; Malhi and Mann 2018). Despite this, currently available
therapies still have a variety of limitations (Hillhouse et al,. 2015; Huang et al., 2017,
Pitsillou et al., 2020). Our research group has directed efforts to identify a new synthetic
compound with antidepressant potential (Gall et al., 2020) and to study the
pharmacological effects of SeBZF1 plays its. In this study, we sought to elucidate
additional mechanisms of action involved in the acute antidepressant-like action of
SeBZF1 in male mice, and our present findings revealed possible involvement of the
dopaminergic system mediated through D1 and D2 receptors. SeBZF1 was also
effective in producing acute antidepressant-like action in female mice. Additionally, the
repeated treatment with SeBZF1 at lower doses reduced the despair behavior of mice
of both sexes in the TST without causing renal and hepatic toxicity.

SeBZF1 is a hybrid antioxidant compound obtained by inserting the element
selenium in a molecule with a benzofuran nucleus (Gall et al., 2020; Gay et al., 2010).
Benzofuran derivatives are one of the most important oxygen-containing heterocycles
(Khanam and Shamsuzzaman, 2015). These elements often exhibit characteristics
that are important for oral absorption and bioavailability, being the target of studies for
the treatment of different diseases (Dawood, 2019) including depression (Gu et al.,

2018; Sahli et al., 2016). In addition, selenium is an essential trace element for the
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maintenance of overall health and its dyshomeostasis has been linked to a variety of
diseases including those related to the nervous system (Ying and Zhang, 2019).
Moreover, research directed toward the biological effects of selenium-based organic
compounds has broadened in recent years, and some of them have demonstrated
antidepressant-like actions of compounds in preclinical studies (Besckow et al., 2020;
Casaril et al., 2019; Gall et al., 2020; Sampaio et al., 2020).

A previous study carried out in our laboratory revealed the acute antidepressant-
like efficacy of SeBZF1 when male mice were evaluated in the TST and forced swim
test (FST). The search for new drugs against depression can begin with simple
behavioral tests such as TST or FST, which predict the efficacy of new antidepressant
treatments and are responsive to the antidepressants used clinically. These tests
include a dependent variable, behavioral and neurochemical readout (Castagne et al.,
2011). Gall et al. (2020) demonstrated that the acute antidepressant-like action of
SeBZF1 in male mice subjected to the TST was linked to the modulation of
serotonergic signaling pathways and antioxidant effects. Therefore, in the present
study, we extended the preclinical studies with SeBZF1 in Swiss mice. OFT usually
accompanies TST to rule out nonspecific effects (e.g., motor impairments or
psychostimulant actions), and the present data showed that SeBZF1 did not trigger
any change in spontaneous locomotion in OFT, validating our results.

The neurobiology of MDD is complex and comprises multiple mechanisms.
Despite this, the concept that levels of monoamines 5-HT, NA, and DA are deficient in
synaptic transmission has been regarded as one of the molecular bases of the
physiology of depression for years (Lee and Han, 2019; Perez-Caballero et al., 2019).
Since the involvement of the serotonergic system has already been studied (Gall et al.,
2020), here some drugs were employed to investigate if the modulation of the
noradrenergic and dopaminergic systems could also be related to the pharmacological
action of SeBZF1. Data from literature show that some antidepressants such as
mirtazapine and reboxetine have efficacy on noradrenergic pathways (Eyding et al.,
2010; Jilani et al., 2020) by increasing the synaptic availability of NA and attenuating
noradrenergic dysfunction (Seki et al., 2018). In the present study, prazosin (an ai-
adrenoreceptor antagonist), yohimbine (an az-adrenoreceptor antagonist), and
propranolol (an B-adrenoceptor antagonist) (Abreu et al., 2018; Can et al., 2017) were

unable to revert the acute anti-immobility effects of SeBZF1 in male mice in the TST.
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These results suggest that the acute antidepressant-like action of SeBZF1 in male
animals in the TST is probably not related to the interaction with the a1, az, and B-
adrenoceptors.

DA is the most abundant monoamine neurotransmitter in the brain (Pytka et al.,
2016). The implication of the dopaminergic system in the depression pathophysiology
is based on the hypothesis that the mesocorticolimbic dopaminergic system works as
a reward pathway and modulates goal-directed behavior, and its hypofunction might
result in the loss of pleasure (anhedonia) and lack of motivation observed in MDD (Bai
etal., 2017; Rubin and Pfaff, 2009). Five subtypes of DA receptors have been identified
and are distributed in different ways in the brain (Bai et al., 2017). It has been described
that an increase in dopaminergic neurotransmission can alleviate depressive
symptoms (Pytka et al., 2016). In this study, the contribution of the DA pathways to the
SeBZF1 effects was investigated by using SCH23390, sulpiride, and haloperidol,
which are Di, D2, and non-selective dopamine receptor antagonists, respectively
(Abbasi-Maleki and Mousavi 2017; Wang et al., 2018).

Our results showed that pre-treatment of male animals with blockers of the
dopaminergic receptor (Di, D2, and non-selective DA antagonists) significantly
prevented the reduction of immobility caused the administration of SeBZF1 (50 mg/kg).
Therefore, our data suggest the modulation of dopaminergic receptors can be involved
in the acute antidepressant-like action of SeBZF1 in male mice. Literature data indicate
that both D1 and D2 receptors might play a role in depression (Abreu et al., 2018). It is
worth mentioning that some medications as imipramine (the prototypical tricyclic
antidepressant) and pramipexole (an antidepressant and anti-Parkinson drug) play
antidepressant effects by facilitating dopaminergic neurotransmission (Escalona and
Fawcett, 2017; Muscat et al., 1990).

Clinical reports showed bupropion treatment is also effective in treating
depressive patients, and this medicine exerts its pharmacological action by inhibiting
NA and DA reuptake (NDRI) (Patel et al., 2016). Based on this mechanism, we
investigated the hypothesis of obtaining addictive behavioral effects in TST from the
combination of subeffective doses of bupropion (3 mg/kg) and SeBZF1 (1 mg/kg) in
male mice. Our results demonstrated that this acute combined treatment with
subeffetive doses resulted in a significant reduction of the despair behavior in mice,

which was characterized as a large effect as demonstrated by effect-size r and Cohen’s
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d values. Corroborating the data reported previously, findings of this experiment
suggest that the modulation of dopaminergic receptors seems to contribute, at least in
part, to the antidepressant-like action of SeBZF1 in male mice. Combined with the
findings by Gall et al. (2020), our results indicate that the SeBZF1 possibly interacts
with the monoaminergic pathway via modulation of dopaminergic and serotonergic
systems.

Over the years, due to the apprehensiveness of possible interferences of the
estrous cycle on rodent behavior, many researchers of mood disorders opted for
studying male rodents, preferably. However, considering that women are more
susceptible to depression than men (Kuehner, 2017), the under-representation of
females in animal research can hinder findings from models to humans (Gururajan et
al., 2019; Kokras and Dalla, 2014). Thus, identifying if SeBZF1 could also elicit
therapeutic actions in female mice was indispensable. Firstly, we tested if acute
administration of SeBZF1 (5 or 50 mg/kg) would be able to mitigate the despair
behavior of female mice in the TST. Our results revealed that a higher dose of SeBZF1
(50 mg/kg) was necessary to trigger antidepressant-like effects in females when
compared with the male mice (5 mg/kg) (Gall et al.,, 2020), which reinforces the
importance of testing both male and female animals.

In the present study, we also tested the possibility of lower doses of the
compound to producing antidepressant-like effects if administered repeatedly in
animals of both sexes. Results demonstrated that treatment with SeBFZ1 at both
doses (1 and 5 mg/kg) in male and female mice produced a significant reduction of the
total immobility time and increased the latency for the first episode of immobility in the
TST. The dose reduction is interesting because lower-dose prescribing of
pharmaceuticals can minimize adverse effects as well as environmental impacts.
Acute or repeated results in the TST were validated by the responsiveness of separate
animal sets to the positive control as expected, i.e., bupropion in an effective dose (10
mg/kg) (Bendale et al., 2019) and by the absence of locomotor impairments of
experimental groups in the OFT. Besides, it is important to highlight plasma markers
of hepatic (AST and ALT activities) and renal (urea levels) damage remained
unmodified after repeated treatments with SeBZF1, which suggests a relative safety of

the SeBZF1 treatment in animals of both sexes.
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5. Conclusion

The findings of the present study provide evidence that pharmacological
modulation of the dopaminergic system is involved in acute antidepressant-like action
in male mice. In addition, antidepressant-like effects from acute or repeated SeBZF1
treatments were observed in Swiss mice of both sexes. Lastly, no hepatic or renal
toxicity was detected after SeBZF1 administrations. This series of results contribute to
the characterization of the antidepressant-like action of SeBZF1 in mice and
encourages us to develop future investigations about the therapeutic potential in
depression models induced by exposure to prolonged stress conditions or chemicals,

and search for molecular insights.
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Fig. 2. Effects of the pre-administration of noradrenergic antagonists on the acute
antidepressant-like action of SeBZF1 (50 mg/kg, i.g.) in the mouse TST. Experimental
design (A), total immobility time and latency time for the pretreatments with prazosin
(1 mg/kg, i.p., an al-adrenoceptor antagonist) (B and C), yohimbine (1 mg/kg, i.p., an
a2-adrenoceptor antagonist) (D and E), and propanolol (a B-adrenoceptor antagonist)
(F and G) in male Swiss mice (n = 8-10 mice/group). Values are presented as mean +
S.E.M. for parametric data (two-way ANOVA) or median with interquartile range for
non-parametric data (Kruskal-Wallis test/Dunn’s post hoc test). *p<0.05 as compared
with the control group.
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Fig. 3. Effects of the pre-administration of dopaminergic antagonists on the acute
antidepressant-like action of SeBZF1 (50 mg/kg, i.g.) in the mouse TST. Experimental
design (A), total immobility time and latency time for the pretreatments with SCH23390
(0.01 mg/kg, s.c., a D1 receptor antagonist) (B and C), haloperidol (0.05 mg/kg, i.p., a
non-selective dopamine receptor antagonist) (D and E), and sulpiride (50 mg/kg, i.p.,
a Dz receptor antagonist) (F and G) in male Swiss mice (n = 8-10 mice/group). Values
are presented as the mean £ S.E.M. for parametric data (two-way ANOVA/Tukey post
hoc test) or median with interquartile range for non-parametric data (Kruskal-Wallis
/Dunn’s post hoc test). *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 as compared with the control

group. #p<0.05, #p<0.01, and ##p<0.001 as compared with the SeBZF1 group.
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Fig. 4. Effects of the co-administration of sub-effective doses of SeBZF1 (1 mg/kg, i.g.)
and bupropion (3 mg/kg, i.g., a dual norepinephrine and dopamine reuptake inhibitor —
NDRI) on despair behavior of male mice in the TST. Experimental design (A), total
immobility time (B), and latency time for the first episode of immobility (C) (n = 10
mice/group). Data are reported as mean + S.E.M. Two-way ANOVA/Tukey post hoc

test. ***p<0.001 as compared with the control group.
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Fig. 5. Effects of acute treatments (30 min) with SeBZF1 (5 and 50 mg/kg) or bupropion
(10 mg/kg, a positive control) on despair behavior of female Swiss mice in the TST.
Experimental design (A), total immobility time (B), and latency for the first episode of
immobility (C) (n = 8 mice/group). Values are presented as mean + S.E.M. One-way
ANOVA/Dunnett’s post hoc test. *p<0.05, **p<0.01 and, ***p<0.001 in comparison with
the control group (canola oil).
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Fig. 6. Effects of repeated treatments (7 days) with SeBZF1 (1 and 5 mg/kg) or
bupropion (10 mg/kg, a positive control) on despair behavior of male and female Swiss
mice in the TST. Experimental design (A), total immobility time (B), and latency for the
first episode of immobility (C) (n = 8 mice/group). Values are presented as mean *
S.E.M. for parametric data (One-way ANOVA/Dunnet’s post hoc test) or median with
interquartile range for non-parametric data (Kruskal-Wallis/Dunn’s post hoc test).

*p<0.05, **p<0.01, and **p<0.001 in comparison with the control group (canola oil).
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TABLE
Table 1. Effects of the repeated treatment with SeBZF1 (1 or 5 mg/kg; i.g.; 7 days) on

plasma markers of renal and hepatic toxicities in male and female Swiss mice.

Control SeBZF1 1 mg/kg SeBZF1 5 mg/kg Bupropion

AST (U) — Male® 91.67 (47.82-61.01) 53 (44.08-61.31) 60.95 (44.44-61.67) 55.16 (46.06-59.38)
AST (UM) — Female® 44.2 (57.62-63.84) 90.11 (47.33-56.85) 55.1 (40.86-73.6) 50.23 (47.81 — 54.56)
ALT (Uf) — Male 2975+ 3.46 26.89+4.49 2645 +3.46 22691214

ALT (UNl) — Female® 2561 (20.11-55.72) 29.29 (15.75-42.83) 39.78 (22.17-61.39) 37.55 (25.84-81.73)

Urea (mg/dl) — Male 5839+ 310 5282 +3.04 5083 +253 4452 +4.06
Urea (mg/dl) — 3500+£170 3494 +3.02 3574+252 4357 +253
Female

Parametric data were analyzed by One-way ANOVA and expressed as mean = S.E.M.
Non-parametric data® were analyzed by Kruskal-Wallis and expressed as median with

25-75th percentile. N= 9-10 male mice/group and 8-9 female mice/group.
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Supplementary Figure
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Figure S1. Dose-response curve to assess SCH 23390 (a D1-receptor antagonist) and
haloperidol (a non-selective receptor antagonist) effects on TST in male Swiss mice.
(A) Total immobility time and (B) latency time for SCH 23390 (0.01-0.05 mg/kg, s.c.).
(C) Total immobility time and (D) latency time for haloperidol (0.05-0.20 mg/kg, i.p.).
“p<0.001 and ™p<0.0001 as compared with the control group (n = 8-10 mice/group).
Parametric data are reported as the mean + S.E.M (One-way ANOVA/Dunnett’s pos
hoc test). Non-parametric data are expressed as median with interquartile range

(Kruskal-Wallis/Dunn’s pos hoc test).
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Supplementary Tables

Table S1. Locomotor and exploratory activities of male mice treated with SeBZF1

and/or noradrenergic antagonists in the OFT.

Treatment Groups Number of crossings Number of rearings
Prazosin Control 70.50 +12.04 31.00 +5.58
Prazosin 52.50+7.07 24.00 = 3.99
SeBZF1 50 mg/kg 66.50 + 6.28 35.75+2.78
Prazosin + SeBZF1 61.38 +6.73 28.25+2.88
Yohimbine Control 70.67 £ 4.96 29.67 £3.17
Yohimbine 64.90 £ 4.94 21.30 £ 2.43
SeBZF1 50 mg/kg 60.40 £ 2.97 27.90 £ 3.29
Yohimbine + SeBZF1 57.78 £4.80 23.78+2.11
Propanolol Control 70.11 £5.24 34.33 £ 3.32
Propanolol 72.25+9.09 29.38+1.94
SeBZF1 50 mg/kg 83.22 £5.15 34.80+231
Propanolol + SeBZF1 76.22 + 6.37 36.56 + 3.46

The results represent the means = S.E.M. of 8-10 mice/group. Data analyses were

carried out by the two-way ANOVA test.
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Table S2. Locomotor and exploratory activities of male mice treated with SCH 23390

(0.01-0.05 mg/kg) or haloperidol (0.05-0.2 mg/kg) in the OFT.

Treatment protocol Groups Number of Number of rearings

SCH 23390 curve Control 71.70 £5.22 31.50 +£3.45
0.01 mg/kg 69.80 £ 5.95 24.00 £2.40
0.03 mg/kg 53.70 £ 4.23" 27.70 £ 3.65
0.05 mg/kg 47.50 + 3.23" 25.80 + 2.67

Haloperidol curve Control 92.70 + 6.56 36.80 +4.10
0.05 mg/kg 78.88 +5.90 29.25 + 2.05
0.10 mg/kg 66.38 + 3.92" 32.50 £+ 2.56
0.20 mg/kg 63.38 £ 8.23" 29.63 + 3.63

The results represent the means = S.E.M. of 8-10 mice/group; *p<0.05 and **P<0.01

as compared with the control group. One-way ANOVA followed by the Dunnett's

multiple comparison test.
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Table S3. Locomotor and exploratory activities of male mice treated with SeBZF1

and/or dopaminergic antagonists in the OFT.

Treatment Groups Number of crossings Number of rearings
protocol
SCH 23390 Control 72.90 £ 5.92 27.20 £ 3.05
(0.01 mg/kg)
SCH23390 72.44 + 8.32 22.78 £3.13
SeBZF1 50 mg/kg 72.00 + 3.44 26.90 £ 2.23
SCH23390 + SeBZF1 76.22 £2.77 26.56 = 2.90
Haloperidol Control 87.33+8.24 29.33+5.11
(0.05 mg/kg)
Haloperidol 77.50 £ 6.94 27.00 +2.51
SeBZF1 50 mg/kg 70.80 £ 6.75 20.80 + 3.63
Haloperidol + SeBZF1 76.60 £ 7.11 28.10 £ 3.27
Sulpiride Control 62.38 £ 3.75 25.50 + 2.49
(50 mg/kg)
Sulpiride 63.89 £ 4.60 23.56 £ 2.06
SeBZF1 50 mg/kg 59.89 + 3.75 27.67 £2.19
Sulpiride + SeBZF1 54.11 +£2.85 19.78 + 2.00

The results represent the means = S.E.M. of 8-10 mice/group. Data analyses were

carried out by the two-way ANOVA test.
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Table S4. Locomotor and exploratory activities of male mice treated with subeffective
doses of SeBZF1 and/or bupropion in the OFT.

Groups Number of crossings Number of rearings
Control 58.50 + 8.07 18.30 £ 4.06
Bupropion 3 mg/kg 78.40 +4.51 30.70 + 3.29
SeBZF1 1 mg/kg 70.90 £ 11.86 24.40 £ 4.52
Bupropion + SeBZF1 69.90 £11.81 24.10 £ 4.65

The results represent the means + S.E.M. of 10 mice/group. Data analyses were
carried out by the two-way ANOVA test.
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Table S5. Effects of the acute treatments with SeBZF1 on the OFT in female Swiss

mice.
Treatment protocol Groups Number of crossings Number of rearings®
SeBZF1 Control 72.63 +6.69 40.00 (25.50-46.00)
50 mg/kg 61.00 + 5.59 30.00 (25.00-41.00)
5 mg/kg 82.00 £5.48 41.00 (28.50-44.75)
Bupropion 10 mg/kg 93.75 + 4.44" 40.00 (37.25-52.50)

'p<0.05 as compared with the control group. Parametric data were analyzed by the
One-way ANOVA/Dunnett tests and expressed as mean = S.E.M. Non-parametric
data® were analyzed by the Kruskal-Wallis test and expressed as median with 25-75th

percentile. N= 8 female mice/group.
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Table S6. Effects of the repeated treatments with SeBZF1 on the OFT in male Swiss

mice.
Treatment protocol Groups Number of crossings Number of rearings
SeBZF1 Control 98.11 +6.13 33.78 +4.49
5 mg/kg 95.22 + 8.27 38.67 £4.01
1 mg/kg 104.80 +4.73 36.89 + 3.79
Bupropion 10 mg/kg 95.22 +7.19 32.44 + 555

Data are reported as means + S.E.M. of 9 male mice/group. Data analyses were

carried out by the one-way ANOVA test.
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Table S7. Effects of the repeated treatments with SeBZF1 on the OFT in female Swiss

mice.
Treatment protocol  Groups Number of crossings  Number of rearings®
SeBZF1 Control 113.80 £4.14 43.00 (33.00-49.00)
5 mg/kg 102.40 £ 4.32 40.00 (32.00-49.25)
1 mg/kg 100.10 + 7.10 46.00 (40.25-51.25)
Bupropion 10 mg/kg 101.00 £5.31 43.50 (40.00-47.75)

Parametric data were analyzed by the one-way ANOVA test and expressed as mean
+ S.E.M. Non-parametric data® were analyzed by the Kruskal-Wallis test and

expressed as median with 25-75th percentile. N= 8-9 female mice/group.
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5 Discussao

O transtorno depressivo esta entre os transtornos psiquiatricos heterogéneos
mais relevantes que comprometem a saude dos individuos e contribui
significativamente para a carga global de doencas no mundo. No entanto, a terapia
disponivel atualmente ¢é limitada, onde muitos pacientes nao respondem
satisfatoriamente ao tratamento adequado, devido aos efeitos colaterais, atraso na
resposta terapéutica, ou mesmo apresentando resisténcia aos tratamentos (MALHI,
MANN, 2018; PITSILLOU et al., 2020).

Portanto, € importante a busca por novos farmacos, onde destacam-se 0s
benzofuranos substituidos, um importante grupo de heterociclos contendo oxigénio
(KHANAM; SHAMSUZZAMAN, 2015), que costumam exibir caracteristicas
importantes para absorcdo e biodisponibilidade oral, sendo alvo de estudos para o
tratamento de depressdo (DAWOOD, 2019; SAHLI et al.,, 2016). Além disso,
compostos organicos contendo Se tém revelado efeitos do tipo antidepressivo em
varios estudos envolvendo modelos animais (CASARIL; DOMINGUES; BAMPI; et al.,
2019; SAMPAIO et al., 2020; ZBOROWSKI et al., 2020).

Neste estudo, buscamos ampliar o conhecimento a respeito da acédo do tipo
antidepressiva de um composto hibrido contendo o nucleo benzofurano e o
microelemento Se (SeBZF1) em camundongos. Para este propésito, investigamos a
contribuicdo de mecanismos dopaminérgicos e noradrenérgicos para o efeito do tipo
antidepressivo agudo em camundongos machos e também exploramos o0s seus
efeitos agudos em fémeas. Ademais, o efeito da exposicéo repetida ao SeBZF1 em
doses menores foi avaliado tanto do ponto de vista farmacolégico quanto toxicoldgico
em animais de ambos 0s sexos.

O recente estudo publicado por Gall e colaboradores demonstrou a agao do
tipo antidepressiva aguda do SeBZF1 em camundongos Swiss machos tanto no TNF
quanto no TSC. Animais adultos oralmente tratados com a dose de 50 mg/kg
apresentaram um aumento no comportamento de escape (mobilidade) em testes com
validade preditiva para efeitos antidepressivos. Além disso, este estudo prop6s que o
mecanismo de acdo pelo qual o composto exerce seu efeito tem um possivel
envolvimento do sistema serotoninérgico e de propriedades antioxidantes (GALL et

al., 2020). No estudo atual, demonstramos que o SeBZF1 (50 mg/kg, via oral, v.0.)
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produz acdo do tipo antidepressiva, mediada, ao menos em parte, pela modulacdo da
via dopaminérgica. A administracdo dos antagonistas noradrenérgicos prazosin (ai),
ioimbina (a2) e propanolol (B) ndo foi capaz de bloquear o efeito do composto,
sugerindo que o mecanismo pelo qual o SeBZF1 exerce seu efeito ndo tenha
envolvimento direto por essa via.

A contribui¢éo do sistema dopaminérgico foi avaliada através do pré-tratamento
com SCH23390, sulpirida e haloperidol, antagonistas Di, D2 e n&o-seletivo,
respectivamente, que foram capazes de bloquear o efeito do tipo antidepressivo
agudo do SeBZF1. O mecanismo de acdo de substancias através da interacdo com
receptores D1 e D2 parece ser um mecanismo de acao Util para farmacos
antidepressivos, e diversas moléculas em ensaios pré-clinicos e clinicos parecem
exercer esse efeito (ENOMOTO et al., 2015; HICKS et al., 2018; VIETA et al., 2019).

Além disso, realizou-se a investigacao do efeito combinado do SeBZF1 com a
bupropiona, um farmaco que age através da inibicdo da recaptacao das catecolaminas
DA e NA, as doses subefetivas coadministradas dessas substancias promoveram um
efeito do tipo antidepressivo, indicando um possivel efeito de adi¢cdo dos farmacos,
sugerindo que possam eventualmente agir pelo mesmo mecanismo. Estes resultados
corroboram com estudos anteriores, que sdo consistentes em demonstrar que, muitas
vezes, os diferentes sistemas monoaminérgicos estéo interligados (KUMAR et al.,
2018; LIU et al., 2020; TRITSCHLER et al., 2018).

O tratamento agudo anteriormente testado apenas em camundongos machos
(GALL et al., 2020), foi dessa vez investigado em fémeas. O SeBZF1 (50 mg/kg, v.0.)
também foi efetivo em produzir efeito do tipo antidepressivo em camundongos fémeas,
guando administrado 30 minutos anteriores ao teste. A importancia do uso de animais
fémeas, e ndo somente machos esta cada vez mais evidente, pois se antes
consideravam-se apenas as caracteristicas moleculares, bioquimicas e fisiolégicas
que sdo compartilhadas entre homens e mulheres, hoje sabemos que 0s sexos
expressam diferencas na apresentacao clinica, curso e resposta ao tratamento com
antidepressivos (CLAYTON, 2016; LEGATES et al., 2019). As mulheres desenvolvem
a depressdo na forma mais grave em relagdo aos homens, com inicio precoce e maior
duracdo dos episodios, porém a razdo para essas diferencas ainda nédo é

completamente compreendida, mesmo que diferencas nos circuitos neuronais, niveis
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hormonais e metabolismo sejam o foco de muitos estudos (AUDET, 2019; WARNER,;
PADMANABHAN, 2020; ZAJITSCHEK et al., 2020).

O tratamento repetido por 7 dias com o composto SeBZF1 (1 e 5 mg/kg, v.0.)
exibiu efeitos anti-imobilidade no TSC em camundongos machos e fémeas. No estudo
anterior realizado por Gall e colaboradores, foi constatado nos testes
comportamentais que o SeBZF1 administrado de forma aguda na dose de 1 mg/kg
v.0. nao produzia efeitos do tipo antidepressivo, ndo havendo alteracdo na mobilidade
dos animais; bem como observou-se que dentre as doses analisadas, a de 5 mg/kg,
V.0. apresentou-se como a menor dose com efetividade na acéo do tipo antidepressiva
do composto. Assim, as doses de 1 e 5 mg/kg, v.o., foram selecionadas para
realizacdo do tratamento repetido nos animais, e investigacdo de um possivel efeito
do SeBZF1. A administracdo aguda de compostos em ensaios pré-clinicos € til no
desenvolvimento de novos farmacos antidepressivos, porém os estudos indicam que
ndo ha melhora clinica em pacientes que recebem uma Unica administracdo de
medicamentos para a depressao (ROBINSON, 2018; THELEN et al., 2016). Sendo
assim, justifica-se a importancia da investigacdo de um tratamento repetido com
compostos que apresentem possivel efeito do tipo antidepressivo em animais, visto
gue os efeitos parecem se desenvolver lentamente ao longo do tempo (DU et al., 2019;
ROBINSON, 2018; STUART et al., 2015).

De forma geral, o tratamento para depressao pode durar meses, e 0 uso cronico
de antidepressivos pode causar lesGes hepéticas e renais. Estudos indicam que a
lesé@o hepatica induzida por drogas € comum e é uma das razdes mais comuns pelas
quais as drogas sao interrompidas durante o desenvolvimento e/ou removidas do
mercado apds a aprovacao. Devido a isto, é recomendavel um monitoramento das
funcdes desses 0rgaos, evitando lesdes subjacentes e intoxicacdo (CHEN et al., 2017;
PARK; ISHINO, 2013; VOICAN et al., 2014). Diante do exposto, no presente estudo
avaliou-se a fungéo hepética dos animais apos o tratamento repetido por 7 dias com
SeBZF1 (1 e 5 mg/kg, v.0.), através da avaliacdo da atividade das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). A funcdo renal foi
investigada através dos niveis de ureia. Os parametros bioquimicos analisados tanto
para funcdo hepatica quanto para a funcdo renal ndo apresentaram alteracgéo,
indicando que o0 composto ndo cause toxicidade quando administrado de forma

cronica. A fim de descartar possiveis alteracdes nas atividades locomotora e
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exploratorias dos animais, validando os resultados encontrados no teste
comportamental, utilizou-se o TCA, e nao foi encontrado nenhum efeito inespecifico
sobre a locomogéo.

Como mencionado anteriormente, este estudo utilizou um teste preditivo
classico na pesquisa pré-clinica de novas drogas, mas apesar das vantagens de
eficiéncia, velocidade e simplicidade, este recurso se limita quanto a capacidade do
modelo em responder com precisdo, incluindo a resposta a marcadores especificos
da doenca (FERREIRA et al., 2018). A pesquisa relacionada a depresséo utilizando
um teste preditivo esta longe de ser o ideal, pois sendo uma doenca heterogénea e
multifatorial, a emulacdo em animal resulta em uma barreira para investigacbes
futuras da depresséo. Neste sentido, modelos animais validados parecem ser uma
modelagem util, visto que ndo somente a validade preditiva sera utilizada, mas
também a validade de face, de construto e populacional (HARRO, 2019; RAMAKER;
DULAWA, 2017). Exemplos de modelos que se pode observar alteracdes moleculares
detectéveis no animal, e ainda uma investigacdo em tempo real da patologia cerebral
do animal, sdo os modelos de estresse e isolamento social (ANTONIUK et al., 2019;
HAO et al., 2019), os quais fazem parte de nossas perspectivas para ampliar os
estudos com o0 SeBZF1.

Conforme demonstrado na Figura 6, com base nos dados ilustrados até aqui,
podemos inferir que o composto SeBZF1 possui atividade do tipo antidepressiva em
camundongos de ambos 0s sexos, sem apresentar aparente toxicidade relacionados

ao efeito do tipo antidepressivo do composto.
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DOPAMINA

SEROTONINA

Figura 6 — Representacéo esquematica dos mecanismos envolvidos na agao do tipo antidepressiva do
SeBZF1.

Fonte: Figura do autor.
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6 Conclusao

Os resultados apresentados neste estudo indicam que o SeBZF1 apresenta
efeito do tipo antidepressivo em camundongos com (i) aparente envolvimento do
sistema dopaminérgico no mecanismo pelo qual o composto exerce seu efeito agudo
em machos, o qual foi evidenciado através do uso de antagonistas de receptores
dopaminérgicos e com ac¢do aditiva a um farmaco com acao pela via dopaminérgica;
(i) caracteristicas anti-imobilidade no TSC através do tratamento agudo em
camundongos fémeas; (iii) efetividade no tratamento repetido por 7 dias em
camundongos de ambos 0s sexos; e iv) auséncia de sinais de toxicidade hepatica ou
renal.

Devido ao fato de a depressao ser uma doenca heterogénea, moléculas com
multialvos sdo importantes opc¢des de tratamento farmacoldgico para os pacientes. O
SeBZF1 parece ser uma substancia promissora, € mais estudos sdo necessarios para

compreensao de seu mecanismo de acao, os quais ja estdo sendo delineados.
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7 Perspectivas

Nossas perspectivas futuras para continuacao deste trabalho sdo: analisar o
efeito do tipo antidepressivo do SeBZF1 em modelos de depresséo induzida pelo
estresse leve cronico e imprevisivel (CUMS, do inglés chronic unpredictable mild
stress) e isolamento social, em camundongos machos e fémeas; e investigar também
0 possivel envolvimento dos sistemas glutamatérgico e nitrérgico na acao do tipo

antidepressiva do SeBZF1.
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ANEXO - Carta de aprovacdo no Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA)

Pelotas, 05 de outubro de 2017

Certificado
°
Certificamos que a proposta intitulada “Estudo do potencial antioxidante,

ansiolitico e antidepressivo de 3-organoselenil-benzofurananos em camundongos”
processo nimero 23110.004897/2017-55, de responsabilidade de Cristiani Folharini
Bortolatto - que envolve a produgso, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu
parecer FAVORAVEL a sua complementagdo pela Comissdo de Etica em

Experimentagio Animal, em reunido de 02/10/2017.

Finalidade (X)) Pesquisa () Ensino
Vigéncia da autorizagio 05/10/2017 a 15/09/2020
Espécie/linhagem/raca Mus muscullus/Swiss

JE RN

N° de animais 456

Idade 60 dias

Sexo 450 machos e 6 fémeas
Origem Biotério Central - UFPel

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo 2 CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto a0 COBALTO

para posterior registro no COCEPE (c6digo para cadastro n° CEEA 4897-2017).

. sbchiiis

M.V. DraLAm/elize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Ciente em: &@ /40 /2017

Assinatura do Professor Responsavel: _WM‘;&,_M
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Parecer favoravel ao adendo pela CEEA/UFPel para animais destinados ao
estudo do envolvimento de mecanismos noradrenérgicos ou dopaminérgicos no efeito

do tipo-antidepressivo do SeBZF1.

2/22/2021 SEI/UFPel - 0941155 - Parecer

PARECER N° 36/2020/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.010874/2020-85
Certificado

Certificamos que a solicitacdo de adendo a proposta intitulada “Estudo do potencial antioxidante, ansiolitico
e antidepressivo de 3-organoselenil-benzofuranos em camundongos”, registrada com o n° CEEA 4897, sob a
responsabilidade de Cristiani Folharini Bortolatto - que envolve a producgdo, manutencédo ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentac&o Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execucao pela Comisséo de Etica
em Experimentacdo Animal, em reunido de 30 de abril de 2020.

Solicitagdo: Acréscimo de 208 camundongos swiss, machos, com 48 dias.

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da CEEA

_ ei‘ . Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLO FELIX, Médico Veterinario,
ﬁ.mm,ﬁ [ﬁ em 06/05/2020, as 10:11, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

eletrénica
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Parecer favoravel ao adendo pela CEEA/UFPel para animais destinados ao estudo do
efeito antidepressivo agudo do SeBZF1 em camundongos fémeas e ao estudo do

tratamento repetido com SeBZF1 em camundongos fémeas e machos.

1/23/2020 SEI/UFPel - 0848800 - Parecer

PARECER N° 15/2020/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.052607/2019-41
Certificado

Certificamos que a solicitagdo de adendo a proposta intitulada “Investigagiio do envolvimento do sistema
glutamatérgico e da via L-ARG-NO-GMPc na agéo do tipo antidepressiva do composto 2-fenil-3-
(fenilselanil)benzofurano em camundongos ”, registrada com o n° CEEA 14064-2019, sob a
responsabilidade de Cristiani Folharini Bortolatto - que envolve a produgdo, manutencéo ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execugao pela Comissdo de
Etica em Experimentacdo Animal, em reunido de 17 de dezembro de 2019.

Acréscimo de 117 camundongos Swiss (78 fémas e 39 machos), com 60 dias.

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da CEEA

ei' N Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLO FELIX, Médico
;’;mm,'a Lﬂ Veterindario, em 17/01/2020, as 10:30, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art.
eletronica 62, § 19, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

-u A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
= http://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?
- acao=documento conferir&id orgao acesso_externo=0, informando o cddigo verificador 0848800 e

o codigo CRC BC9794E4.
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