UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos

Programa de P6s-Graduagdo em Bioquimica e Bioprospeccao

QFEDER‘](

\Y)
Ny )
IA%\Q
Z

Dissertacao de mestrado

Acéo do tipo-antidepressiva do sulfeto de [(4-terc-butilciclohexilideno) metil]
(4-metoxiestiril) em camundongos: Envolvimento dos sistemas
serotoninérgico e nitrérgico

Renata Leivas de Oliveira

Pelotas, 2019



Renata Leivas de Oliveira

Acéo do tipo-antidepressiva do sulfeto de [(4-terc-butilciclohexilideno) metil]
(4-metoxiestiril) em camundongos: Envolvimento dos sistemas
serotoninérgico e nitrérgico

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccao, da
Universidade Federal de Pelotas, como requisito
parcial para a obtencdo do grau de Mestre em
Bioquimica e Bioprospeccao.

Orientadora: Prof2. Dra. Cristiane Luchese

Coorientadora: Prof2. Dr2. Ethel Antunes Wilhelm

Pelotas, 2019



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicagao

L525a Leivas, Renata ,

Acdo do tipo-antidepressiva do sulfeto de [(4-ter-
-butilciclohexilideno) metil] (4-metoxiestiril) em
camundongos : envolvimento dos sistemas serotoninérgico
e nitrérgico / Renata Leivas ; Cristiane Luchese, orientadora
; Ethel Antunes Wilhelm, coorientador. — Pelotas, 2019.

77F vil.

Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduagao
em Bioquimica e Bioprospecgao, Centro de Ciéncias
Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade
Federal de Pelotas, 2019.

1. Enxofre. 2. Depresséo. 3. Serotonina. 4. Oxido nitrico.
5. Monoamina oxidase. l. Luchese, Cristiane, orient. Il.
Wilhelm, Ethel Antunes, coorient, Ill. Titulo.

CDD : 574.192

Elaborada por Dafne Silva de Freitas CRB: 10/2175

Pelotas, 2019



Renata Leivas de Oliveira

Acéo do tipo-antidepressiva do sulfeto de [(4-terc-butilciclohexilideno) metil] (4-
metoxiestiril) em camundongos: Envolvimento dos sistemas serotoninérgico e
nitrérgico

Dissertagéo aprovada, como requisito parcial, para obtengéo do grau de mestre em
Bioquimica e Bioprospecgéo, Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica e
Bioprospecgdo, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos,

Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 05/08/2019

Banca examinadora:

Profé. Dr2. Cristiane Luchese (Orientadora)
Doutora em Ciéncias Bioldgicas (Bioquimica Toxicolégica) pela Universidade Federal
de Santa Maria, UFSM, Brasil.

Roacl L
Profa. Dr2, Lucielli Savegnago
Doutora em Ciéncias Bioldgicas (Bioquimica Toxicoldgica) pela Universidade Federal
de Santa Maria, UFSM, Brasil.

...................... O/POWQO[PWJQ’WK.&

Profa. Dr2. Ana Paula Pesarico
Doutora em Ciéncias Bioldgicas (Bioquimica Toxicoldgica) pela Universidade Federal
de Santa Maria, UFSM, Brasil.




Dedico esta dissertacdo as minhas familias e
ao meu amor Guilherme ©



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de agradecer a Deus por me guiar, me iluminar, me
dar tranquilidade e colocar pessoas tao especiais ao meu lado, para que eu pudesse
seguir em frente com os meus objetivos e ndo desanimar com as dificuldades.

A meus padrinhos, Fernanda e Edemilton e ao meu irmao Pedro, meu infinito
agradecimento, por sempre acreditaram em minha capacidade e nunca me deixarem
desistir. Vocés sempre souberam me dizer as palavras certas nos momentos em que
eu precisava de motivagédo. Obrigada pelo amor incondicional!

A meu amor, Guilherme, por ser tdo importante na minha vida e por estar
sempre a meu lado me incentivando. Devido a seu companheirismo, amizade,
compreensao, apoio, alegria e amor, esta etapa pode ser concluida com maior
tranquilidade. Obrigada por estar sempre ao meu lado compartilhando nossos sonhos
e correndo atras dos nossos obijetivos.

Aos meus sogros, Rosi e Beto, por todo incentivo, amor, cuidado e por néo
medirem esfor¢os para nos ajudar. Vocés sao grandes exemplos para nés!

As minhas orientadoras, Cristiane e Ethel, por estarem sempre disponiveis para
me auxiliar neste trabalho, me ensinando, me incentivando e me guiando para que eu
pudesse chegar até aqui. Obrigada por todo carinho e orientacdes. Vocés foram
essenciais na minha trajetoria até aqui.

A todos os meus colegas do LaFarBio, que de alguma forma contribuiram para
a realizacao deste trabalho. Em especial a Mikaela (minha amiga de longa data), a
Karline, a Ane, a Jaini e a Caren aos quais eu considero mais que colegas. Obrigada
por dividir comigo as angustias, as alegrias e ouvirem minhas bobagens diarias. Foi
bom poder dividir tantos momentos e contar com vocés!

A todos os professores do Programa de PoOs-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospeccéo, e também a Universidade Federal de Pelotas.

A CAPES pelo auxilio financeiro no decorrer do trabalho.

Enfim agradeco, a todos que de uma forma ou de outra colaboraram para a

realizacao deste trabalho.



“Sem sonhos, a vida ndo tem brilho. Sem metas, os sonhos nao tém alicerces. Sem
prioridades, os sonhos ndo se tornam reais. Sonhe, trace metas, estabeleca prioridades e
corra riscos para executar seus sonhos.

Melhor é errar por tentar do que errar por omitir. ”

(Augusto Cury)



RESUMO

DE OLIVEIRA, Renata Leivas. [(4-tert-butylcyclohexylidene) methyl] (4-
methoxystyryl) sulfide antidepressant action in mice: Involvement of the
serotonergic and nitrergic systems. 2019. 77f. Dissertacdo (Mestrado em
Bioquimica e Bioprospeccédo) - Programa de Pdés-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospecgdo, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

A depressdo é considerada um dos mais prevalentes transtornos psiquiatricos,
responsavel por causar um grande impacto negativo na qualidade de vida dos seus
portadores. A busca por novos agentes antidepressivos tem se intensificado, tendo
em vista que os tratamentos atuais mostram algumas limitacdes no que diz respeito
ao seu efeito terapéutico. Os compostos organocalcogénios séo considerados uma
importante classe de moléculas com diversos efeitos terapéuticos em modelos
animais, entre essas moléculas se destaca o sulfeto de [(4-terc-butilciclohexilideno)
metil] (4-metoxiestiril) (BMMS), no qual em estudos anteriores demonstrou diversas
atividades farmacoldgicas. Em vista disto, o presente estudo investigou o possivel
efeito do tipo antidepressivo do BMMS usando o teste do nado forcado (TNF) e o teste
da suspensao da cauda (TSC) em camundongos Swiss. O envolvimento dos sistemas
serotoninérgico, glutamatérgico e nitrérgico na atividade do tipo antidepressiva do
BMMS foram avaliadas. Além disso, também foi examinado o envolvimento das
atividades das enzimas monoamina oxidase (MAO)-A, MAO-B e Na*/K*-ATPase no
cortex pré-frontal na acao tipo antidepressiva do BMMS em camundongos. O BMMS
(0,1-10 mg/kg, administrado por via intragastrica (i.g.)) e a fluoxetina (32 mg/kg, i.g.)
diminuiram o tempo de imobilidade no TNF e TSC. O efeito anti-imobilidade do BMMS
(10 mgl/kg, i.g.) no TSC foi completamente prevenido pelo pré-tratamento dos
camundongos com o WAY100635 (0,1 mg/kg, por via subcutanea (s.c.), um
antagonista do receptor 5-HTia), cetanserina (5 mg/kg, intraperitoneal (i.p.), um
antagonista do receptor 5-HT2a/2c) e parcialmente evitado pelo ondansetron (1 mg/kg,
i.p., um antagonista do receptor 5-HT3). O efeito anti-imobilidade do BMMS néo foi
alterado pelo pré-tratamento com o MK-801 (0,01 mg/kg, s.c. um antagonista nao-
competitivo do receptor N-metil D-Aspartato (NMDA)) no TSC. O pré-tratamento com
L-arginina (500 mg/kg, i.p., um precursor de 6xido nitrico) evitou parcialmente a
reducdo no tempo de imobilidade induzida pelo BMMS no TSC. O BMMS alterou as
atividades das enzimas Na'/K*-ATPase e MAO-A no cortex pré-frontal de
camundongos, mas nao foi capaz de alterar a atividade da MAO-B. Em concluséao, o
BMMS exerceu um efeito do tipo antidepressivo em camundongos com envolvimento
dos sistemas serotoninérgico e nitrérgico. Além disso, a inibicao seletiva da atividade
da MAO-A e 0 aumento da atividade da Na*/K*-ATPase também estdo envolvidos no
efeito do tipo antidepressivo do BMMS. Frente a isto, nossos resultados demonstram
gue o BMMS é um composto multi-alvo, porém mais estudos sdo necessarios para
elucidar os outros mecanismos de acao e a contribuicdo de outros sistemas de
neurotransmissao para a acao antidepressiva do BMMS.

Palavras-chave: enxofre, depresséao, serotonina, 6xido nitrico, monoamina oxidase.



ABSTRACT

DE OLIVEIRA, Renata Leivas. Study of the mechanisms involved in
antidepressant-like action of [(4-tert-butylcyclohexylidene) methyl] (4-
methoxystyryl) sulphide in mice. 2019. 77f. Dissertation (Master in Biochemistry and
Bioprospecting) - Biochemistry and Bioprospecting Postgraduate Program. Federal
University of Pelotas, Pelotas.

Depression is considered one of the most prevalent psychiatric disorders, causing a
major negative impact on the quality of life of their patients. The search for new
antidepressant agents has intensified, given that current treatments show some
limitations regarding their therapeutic effect. Organocalcogen compounds are
considered an important class of molecules with various therapeutic effects in animal
models, among them the stands out are ((4-tert-butylcyclohexylidene) methyl) (4-
methoxystyryl) sulfide (BMMS), in which in previous studies demonstrated several
pharmacological activities. In view of this, the present study investigated a possible
antidepressant-like effect of ((4-tert-butylcyclohexylidene) methyl) (4-methoxystyryl)
sulfide (BMMS) using the forced swimming test (FST) and the tail suspension test
(TST) in male Swiss mice. The contribution of serotoninergic, glutamatergic and
nitrergic systems in the antidepressant-like effect of BMMS was evaluated. We also
examined the involvement of monoamine oxidase (MAO)-A, MAO-B and Na*/K*-
ATPase activities in prefrontal cortex of mice. BMMS (0.1-10 mg/kg, intragastrically
(i.9.)) and fluoxetine (32 mg/kg, i.g.) decreased the immobility time in the FST and TST.
The anti-immobility effect of BMMS (10 mg/kg, i.g.) in the TST was completely
prevented by the pretreatment with WAY 100635 (0.1 mg/kg, subcutaneously (s.c.), a
5-HT1a receptor antagonist), ketanserin (5 mg/kg, intraperitoneal (i.p.), a 5-HT2azc
receptor antagonist), and partially blocked by ondansetron (1 mg/kg, i.p., a 5-HT3
receptor antagonist). The anti-immobility effect of BMMS was not avoided by
pretreatment with MK-801 (0.01 mg/kg, s.c. a N-methyl D-Aspartate (NMDA) receptor
non-competitive antagonist) in the TST. Pretreatment with L-arginine (500 mg/kg, i.p.,
a nitric oxide precursor) reversed partially the reduction in the immobility time elicited
by BMMS in TST. BMMS altered Na*/K*-ATPase and MAO-A activities in prefrontal
cortex of mice, but was not able to change the MAO-B activity. In conclusion, BMMS
exerted an antidepressant-like effect in mice and serotonergic and nitrergic systems
are involved in the antidepressant-like action of compound. In addition, selective
inhibition in MAO-A activity and the increase in Na*/K*-ATPase activity are involved in
the antidepressant-like effect of BMMS. Our results inferred that BMMS is a multi-
target compound, but further studies are needed to elucidate the other mechanisms of
action and the contribution of other neurotransmission systems to antidepressant-like
action of BMMS.

Keywords: sulfur, depression, serotonin, nitric oxide, monoamine oxidase.
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1. Introducéo

A depressdo € um transtorno psiquiatrico crbénico, multifatorial e
incapacitante, caracterizado por diversos sintomas, como humor baixo ou
deprimido, anedonia e baixa energia ou fadiga. Outros sintomas emocionais e
fisicos também estdo presentes com frequéncia, como disturbios do sono e
psicomotores, sentimento de culpa, dificuldade de concentracdo, baixa
autoestima, tendéncias suicidas, além de disturbios autonémicos (MCKENNA et
al., 2015). Este disturbio afeta até 20% da populacéo e segundo a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) (2018) esta é considerada a quarta principal causa de
incapacidade em todo o mundo, no qual 300 milhdes de pessoas sofrem com
esse transtorno, demonstrando o grande impacto desta doenca na sociedade
moderna.

Este transtorno é considerado um fenbmeno complexo e heterogéneo,
gue possui muitos subtipos e, provavelmente, mais de uma etiologia. Desta
forma, os aspectos fisiopatoldgicos dos transtornos depressivos ainda ndo sao
totalmente compreendidos. A hipdtese mais aceita para explicar a fisiopatologia
da depressdo € a monoaminérgica, na qual postula que ha anormalidades nos
neurotransmissores monoaminérgicos, como a serotonina (5-HT), norepinefrina
(NE) elou dopamina (DA), os quais desempenham importante papel na
depressdao (MENARD et al., 2015; FINBERG; RABEY, 2016). Além disso,
evidéncias também indicam que as vias glutamatérgica e nitrérgica estao
implicadas na patogénese dos transtornos depressivos (SANACORA et al.,
2008).

Existem varios tratamentos e novos esquemas terapéuticos disponiveis
para os transtornos depressivos. No entanto, esses tratamentos tém limitacdes
significativas, como baixas taxas de resposta, resisténcia ao tratamento, alta
incidéncia de recidiva e um intervalo de tempo de semanas a meses para uma
resposta (TRIVEDI et al., 2006). Nesse contexto, h4 uma grande necessidade
ndo atendida de antidepressivos mais eficazes e de agcdo mais rapida.

A busca por novos agentes antidepressivos se intensificou nos ultimos
anos (ANACKER et al., 2011; HAMON; BLIER, 2013; ANISMAN et al., 2018;
JESUOLA et al., 2018). Entre os compostos estudados podemos destacar os

compostos de enxofre 0s quais se comportaram tdo bem quanto os
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antidepressivos convencionais em estudos de depressdao (PARCELL, 2002).
Anteriormente, 0 nosso grupo de pesquisa estudou diferentes propriedades
farmacoldgicas de um composto organosulfurado, o (4-terc-butilciclohexilideno)
metil) (4-metoxiestiril) sulfeto (BMMS). Este composto mostrou atividade
antioxidante contra o estresse oxidativo em um modelo in vivo induzido por
nitroprussiato de sédio no cérebro de camundongos e nao afetou os parametros
bioguimicos descartando a toxicidade renal e hepética do composto (IANISKI et
al., 2014). Posteriormente, outro estudo revelou que uma classe de compostos
organosulfurados, incluindo o BMMS apresentaram efeito antioxidante in vitro,
além das atividades antinociceptivas e antiedematogénicas em um estudo in vivo
(IANISKI et al., 2017).

Em vista do nosso interesse em procurar novas alternativas de tratamento
para a depressdo, bem como na investigacao das propriedades farmacolédgicas
de compostos organocalcogénios torna-se importante o estudo do efeito tipo
antidepressivo do BMMS e os possiveis mecanismos envolvidos no efeito deste

composto.
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2. Objetivos

Objetivo geral

Investigar o efeito do tipo antidepressivo do composto BMMS em

camundongos e estudar os mecanismos envolvidos na acdo do composto

Objetivos especificos

e Verificar o efeito do tipo antidepressivo do composto BMMS em

camundongos.

e Avaliar a atividade locomotora e exploratoria nos camundongos tratados
com BMMS.

e Investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico no mecanismo de
acao do tipo antidepressivo causada pelo BMMS via receptores 5-HTia,
5-HT2a2c € 5-HTs.

e Evidenciar a participacdo do receptor N-metil D-Aspartato (NMDA) no
efeito do tipo antidepressivo do BMMS.

e Avaliar o envolvimento do sistema nitrérgico através da via L-arginina-
oxido nitrico (NO) no mecanismo de acao do tipo antidepressivo causada
pelo BMMS.

e Verificar o envolvimento da atividade da enzima Na*/K*-ATPase no cortex
pré-frontal dos camundongos.

e Estudar o envolvimento da enzima monoamina oxidase (MAO) no efeito
farmacol6gico do BMMS no cértex pré-frontal dos camundongos.

17



3. Reviséo bibliogréfica

Depressao

A depressdo € considerada um transtorno psiquiatrico incapacitante,
associado frequentemente a alta morbidade e mortalidade em todo o mundo
(MCKENNA et al.,, 2015), no qual caracteriza-se por sintomas de dominios
emocionais, motivacionais, cognitivos e fisiologicos (ANISMAM et al., 2018).
Esta doenca apresenta altos indices de cronicidade, recaida e recorréncia,
prejuizos fisicos e psicossociais, além de afetar negativamente na qualidade de
vida do seu portador, estando associada com um alto indice de suicidio
(NEMEROFF; OWENS, 2002; NESTLER et al., 2002).

Este transtorno pode ser classificado de acordo com 0s seus sintomas,
como depresséao unipolar ou bipolar (CARLSON; KASHANI, 2002), sendo que a
primeira se caracteriza por um estado continuo ou periddico de depressao e a
segunda caracteriza-se por longos periodos de depresséo intercalados com
episodios de euforia. Desta forma, segundo Maurya e colaboradores (2016), a
depressdo unipolar € conhecida como sindrome clinica e comportamental
chamada de Transtorno Depressivo Maior (TDM).

Segundo a American Psychiatry Association (2017) a depresséo afeta
uma em cada seis pessoas (16,6%) em algum momento da sua vida, podendo
acontecer a qualguer momento, mas, a sua prevaléncia € em média entre a
adolescéncia e os 20 anos de idade. Ainda, os sintomas de depressédo podem
variar de leves a graves e podem incluir alteragcdes soméaticas e cognitivas
(BLACKBURN-MUNRO; BLACKBURN-MUNRO, 2001).

A quarta edicdo do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-IV), descreve critérios para estabelecer um diagnéstico de
depressao (Tabela 1). Para o paciente receber o diagnéstico de um episodio
depressivo é necessaria a constatacdo de no minimo cinco entre os sintomas
citados na tabela 1, sendo um deles obrigatoriamente humor deprimido ou
anedonia, presentes na maior parte do tempo, com uma duracdo minima de duas
semanas. Ainda, a severidade da doenca € julgada como leve, moderada ou
grave com base no grau de prejuizo ocupacional e social (AMERICAN
PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2017). Tais sintomas implicam em um impacto
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negativo na qualidade de vida relacionada com a saude e de maneira geral, em
maior grau do que em doencas crénicas como a hipertenséo e a diabetes (VAN
DER FELTZ-CORNELIS et al., 2010; ALMAS et al., 2014). Destaca-se ainda,
gque muitas vezes a depressdo pode ser acompanhada por sintomas de
ansiedade (WHO, 2012).

Tabela 1. Critérios para o diagnostico da depressao segundo o DSM-IV.

Critérios diagnosticos de depresséo

Humor deprimido;

Anedonia (perda de interesse ou satisfagdo em todas as atividades diarias);
Perda ou ganho de peso ou apetite;

Insdnia ou hipersonia;

Retardo ou agitacéo psicomotora;

Fadiga ou perda de energia;

Sentimentos de desvalia ou culpa;

Reducéo de concentracao;

© © N o g s~ w DN R

Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio.

Fonte: Adaptado de DSM-IV

As causas da depressao ainda nédo estdo completamente elucidadas.
Vérios séo os fatores que podem predispor um individuo ao desenvolvimento de
depressdao tais como: fatores genéticos, fisiolégicos, bioquimicos, morfoldgicos,
socioecondmicos e ambientais. Além disto, o estresse crénico, definido como um
excesso de eventos negativos por um periodo de tempo maior de seis meses
pode gerar um quadro de depressédo, ocasionando alteracdes neuroquimicas e
morfolégicas que contribuem para o risco da doenca (NESTLER et al., 2002).
Frente a isto, a depressdo nédo deve ser considerada uma doenca Unica, com
apenas uma causa, € sim como uma sindrome heterogénea composta de

inumeros fatores causadores e de fisiopatologia distintas.

Fisiopatologia da depresséo
Apesar de sua alta prevaléncia e do impacto causado na vida do paciente
depressivo, a fisiopatologia da depressdo ainda nao estd completamente
compreendida. Sabe-se apenas que varios sao os fatores que podem predispor

um individuo ao desenvolvimento de depresséo. Entre os fatores que parecem
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estar envolvidos na fisiopatologia da depressao, destaca-se a deficiéncia de
monoaminas, o estresse oxidativo, a neuroinflamacéo, a ativacdo do sistema
imunolégico e disfungdes enddcrinas (BELVEDERI MURRI et al.,, 2013;
JESULOLA et al., 2018; SHARIQ et al., 2018).

Dentre estas hipéteses destaca-se a monoaminérgica, a qual postula que ha
uma deficiéncia na transmissao de monoaminas (mais especificamente 5-HT) na
fenda sinaptica de pacientes deprimidos (BELMAKER; AGAM, 2008; KISS,
2008). Esta hipotese é confirmada pelo fato de que a maioria dos antidepressivos
usados para tratar a depressdo aumenta os niveis de monoaminas no encéfalo,
diminuindo os sintomas depressivos (MALHI; MANN, 2018). Neste sentido, a
deficiéncia destes neurotransmissores pode ocorrer pela excessiva atividade da
enzima MAO (enzima responsavel por catalisar a desaminacdo oxidativa de
monoaminas) ou pela deficiéncia dos seus precursores (FINBERG; RABEY,
2016). Essas alteracdes no sistema nervoso central (SNC) podem ocasionar
uma up-regulation de receptores nos neurdnios pds-sinapticos, como tentativa
de aumentar a atividade neurotransmissora (MONTEIRO, 2016).

No entanto, apesar das evidéncias em relacdo a hip6tese monoaminérgica,
esta teoria apresenta algumas limitacdes. Existe uma notavel variabilidade no
que diz respeito aos tipos de episédios depressivos, e dessa forma, alguns
pacientes ndo respondem a estes antidepressivos aos quais aumentam as
monoaminas no cérebro (MALHI; MANN, 2018). Além disso, a mudanca nos
niveis de monoaminas ocorre em um periodo curto de tempo apls a
administracdo destes antidepressivos, mas a resposta terapéutica requer
administracdo continua destes por um tempo mais prolongado (ELHWEGI,
2004). Ademais, nem todas as substancias que causam um aumento de
monoaminas no SNC apresentam efeito do tipo antidepressivo, como por
exemplo as anfetaminas (SAMUELS et al., 2011). Assim, podemos acreditar que
h& efeitos secundarios no que diz respeito ao aumento de monoaminas aos quais
auxiliam na melhora dos sintomas depressivos.

Além do bem estabelecido papel do sistema monoaminérgico na
fisiopatologia da depressdo (DELGADO et al.,, 1993; CUMMINGS, 1993),
também tem se investigado o envolvimento de outros sistemas de
neurotransmissores na fisiopatologia desta doenca, tais como o sistema
glutamatérgico (SKOLNICK, 2009) e a via L-arginina- NO (DA SILVA et al., 2000;
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HARKIN et al., 2003). Dessa forma, tem se buscado elucidar os mecanismos

bioguimicos responsaveis pelos efeitos terapéuticos dos antidepressivos.

Teorias da depresséo

Desde a década de 80, acredita-se que as monoaminas estao envolvidas
na patogénese de varios disturbios psiquiatricos, tais como psicose, ansiedade,
transtornos de panico e depressdo (SEEMAN, 1987; AGHAJANIAN,
1994). Frente a isto, a hipétese monoaminérgica tem evoluido nas ultimas
décadas e contribuido para o entendimento de eventos celulares mediados por
aminas como neurotransmissores e auxiliado na melhora em relagcdo aos
tratamentos de transtornos depressivos (LANI et al., 2010). H&A um consenso
geral no que diz respeito a depresséo, podendo esta resultar na disfuncdo de
VArios neurotransmissores ou sistemas metabolicos. Esta hipétese de reducao
de monoaminas no SNC sugere que a depressao é resultante de uma deficiéncia
principalmente de 5-HT e/ou noradrenalina (NA) ou mesmo de receptores de tais
neurotransmissores ineficientes (SCHILDKRAUT, 1965; COPPEN, 1967;
WONG,; LICINIO, 2001).

Os neurotransmissores monoaminérgicos compartilham algumas
propriedades, mas diferem em sua distribuicdo no SNC, o tipo de receptores
sobre os quais eles agem e os mecanismos de acdo (ELHWUEGI, 2004). Na
figura 1, podemos observar a hipétese monoaminérgica da depressao, no qual
em (1) pessoas sadias, 0s neurotransmissores monoaminérgicos (5-HT, NA e/ou
DA) séo liberados normalmente e permanecem disponiveis na fenda sinaptica
até se ligarem aos seus receptores pré ou poés-sinapticos, presentes nos
neurénios. Estes neurotransmissores podem ser recaptados por transportadores
especificos em neurdnios pré-sinapticos ou degradados através da acdo da
enzima MAO. Porém em (2) pacientes depressivos observa-se uma significativa
diminuicdo nos niveis de monoaminas na fenda sinaptica e para reverter esse
decréscimo, ocorre o blogueio de transportadores de monoaminas através do (3)
tratamento com antidepressivos, que sdo amplamente utilizado para aumentar
as concentracbes e biodisponibilidade de monoaminas na fenda sinaptica,
reestabelecendo o0s sintomas caracteristicos de pacientes depressivos
(CASTREN, 2005).
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Figura 1. Hip6tese monoaminérgica da depressdo. MAO: monoamina oxidase (Adaptado de
CASTREN, 2005).

Ainda, na tentativa de compensar a desrregulacdo monoaminérgico
ocorrem diferentes mecanismos para proporcionar 0 aumento de monoaminas
no SNC: (1) a inibicdo da enzima MAO, a qual é responséavel pela degradacéo
das monoaminas neurotransmissoras, (2) a inibicdo ou excitacdo de receptores
pré e pos-sinapticos que regulam a liberacdo das monoaminas, e (3) o bloqueio
do transportador de monoaminas pré-sinaptico, sendo este o responsavel por
recaptar o neurotransmissor liberado na fenda sindptica e quando bloqueado,
permite que 0S neurotransmissores permanecam mais tempo na fenda (Figura
2) (NEMEROFF; OWENS, 2002).
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Figura 2. Mecanismos envolvidos no aumento de monoaminas no SNC. MAO: monoamina
oxidase, 5-HT: serotonina, NE: norepinefrina, DA: dopamina (Adaptado de NEMEROFF;
OWENS, 2002).

Todas estas evidéncias apresentadas reforcam a relevancia das
monoaminas na fisiopatologia da depresséo. Considerando a localizacdo dos
neurbnios noradrenérgicos, serotoninérgicos e dopaminérgicos no cérebro e
suas projecdes em muitas areas do cérebro, fica claro que estes sistemas séo
responsaveis por muitos eventos comportamentais, como humor, vigilancia,
motivacdo, fadiga e psicomotricidade, agitacdo ou retardo (BRIGITTA,
2002). Frente a isto, a funcéo anormal e as consequéncias comportamentais da
depressdo podem surgir da sintese alterada, armazenamento ou liberacdo dos
neurotransmissores, bem como da sensibilidade perturbada de seus receptores
ou fun¢des mensageiras subcelulares (PAYKEL, 2001).

Desta forma, os neurdnios que contém neurotransmissores (NE, 5-HT, DA,
entre outros), Sao responsaveis por atividades cerebrais que comandam
sensacdes do organismo humano. Assim, altera¢cées no funcionamento desses

neurdnios é vista como uma hipétese de causa da depressao (ALVES, 2010).
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Ainda, estudos sugerem que a neuroinflamacdo desempenha um papel
importante na depressdo (HOWREN et al. 2009; MILLER et al. 2017). Tendo em
vista que, diversos mediadores inflamatérios, incluindo citocinas pro
inflamatorias (tais como: interleucina (IL) 1a e B (IL-1a e IL-1B), fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e IL-6), quimiocinas e a proteina C-reativa, encontram-se
aumentadas em pacientes deprimidos (HOWREN et al. 2009; HAAPAKOSKI et
al. 2015). Estas citocinas interagem com diferentes processos (tais como:
metabolismo de monoaminas, plasticidade neuronal e alteracbes na funcéo
enddcrina) no cérebro contribuindo assim para o desenvolvimento de depressao
(DANTZER et al, 2008).

Além disto, evidéncias sugerem que eventos estressantes da vida
desempenham um importante papel na etiologia da depressdo (KENDLER et al.,
1995). O envolvimento do estresse em pacientes depressivos pode envolver a
ativacdo do eixo hipotalamohipofise-adrenal (HPA) atraves do aumento da
producdo do horménio liberador de corticotrofina (ANACKER et al., 2011). Este,
por sua vez, estimula a producdo do hormdnio adrenocorticotréfico e
consequentemente ocorre o aumento da secregéo do cortisol ou corticosterona
no plasma desencadeando diversas reacfes ao organismo que promovem
alteragcbes comportamentais e mudangas neuroquimicas associadas a
depressdo (SAVEANU e NEMEROFF, 2012). Frente a isto a hipotese de
depresséo do receptor de corticosteroide é baseada na desregulacdo do eixo
HPA observadas na maioria dos pacientes deprimidos (PARIANTE, 2003).
Diante disto, uma melhor compreensédo das etiologias da depressdo podera

permitir avancos na terapéutica, no diagnostico e na prevencao deste disturbio.

Mecanismos envolvidas nafisiopatologia da depresséao

Sistema serotoninérgico
Diversas vias neurais estdo envolvidas na fisiopatologia da depressao
(ALTAMURA et al., 2008). De fato, o envolvimento de diversos sistemas na
depressao tem sido bem descrito, principalmente a via serotoninérgica (WONG,
LICINIO 2001; MANN, 2003; GONCALVES et al., 2012). Frente a isto, estudos

se concentraram nas deple¢cbes de neurotransmissores monoaminérgicos,
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especialmente a 5-HT, devido ao seu importante papel na manifestacdo da
depressao (STOCKMEIER, 2003; OQUENDO, 2007).

A 5-HT é sintetizada a partir do aminoacido triptofano no cérebro, sobre a
acdo da enzima triptofano hidroxilase. Posteriormente a biossintese, a 5-HT €&
armazenada em vesiculas, e quando o potencial de acdo atinge a por¢ao
terminal do neurénio, ocorre a despolarizacdo da membrana levando a abertura
dos canais de calcio, e as vesiculas contendo 5-HT se fundem com a membrana
do neurdnio (WONG et al., 2005). Assim, a 5-HT ¢€ liberada na fenda sinaptica
onde se liga aos receptores presentes nos neurdnios pré e pds-sinapticos e os
ativa iniciando a cascata de sinalizacao no interior da célula (SILVA, 2008). A 5-
HT é entdo, retirada da sinapse através do transportador de 5-HT (SERT), para
posteriormente ser armazenada em vesiculas até que o processo de
despolarizacdo ocorra novamente. Por outro lado, a 5-HT que se encontra livre
no citoplasma sdo desaminadas pela enzima MAO presente na membrana
mitocondrial (Figura 3) (NICHOLS; NICHOLS, 2008).

NEURONIO PRE-SINAPTICO

Triptofano

Autoreceptor

NEURONIO POS-SINAPTICO

Figura 3. Sinapse serotoninérgica. MAO: monoamina oxidase, 5-HT: serotonina, SERT:
transportador de serotonina (Adaptado de NICHOLS, NICHOLS, 2008).
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O nucleo dorsal da rafe é a principal regido responsavel por sintetizar e
liberar a 5-HT no cérebro. Desta forma, niveis diminuidos de 5-HT nesta regido
estéo correlacionados com a patogénese da depressédo (OQUENDO et al., 2007;
GAO et al.,, 2008). As proteinas que Sao responsaveis por recaptar este
neurotransmissor tem a funcéo de retirar a 5-HT da fenda sinaptica, e quando
inibidas, ocasionam um aumento nas concentracdes de 5-HT, aumentando a
acdo do sistema serotoninérgico e consequentemente reduzindo os sintomas
depressivos (FAVA, 2003; DUPUY et al., 2011).

Frente a isto, o sistema de neurotransmissdo serotoninérgica € constituido
por diversos receptores, com 7 classes distintas (5-HT1-7) e diferentes subtipos
(NICHOLS; NICHOLS, 2008). Entre os receptores de 5-HT, os do subtipo 5-HT1a
sdo acoplados a proteina G e encontram-se amplamente distribuidos nos
neurdnios serotoninérgicos pré-sinapticos em terminais nervosos (cortex frontal,
septo, amigdala, hipocampo e hipotalamo) e pds-sinaptico nas regides limbica e
cortical. Esses atuam inibindo a taxa de liberacdo de 5-HT nos neurdnios e sao
particularmente relevantes para as respostas antidepressivas (BLIER; WARD,
2003). Além disso, uma reducéo generalizada na ligacao do receptor 5-HT1a,
esta diretamente relacionada com a patogénese da depressédo (SARGENT et al.,
2000; CELADA et al., 2004). Os receptores 5-HT1s também sdo considerados
alvos para a fisiopatologia da depresséo porque séo regulados pela exposicéo
ao estresse ambiental e exposicdo a antidepressivos (RUF; BHAGWAGAR,
2009).

Em relacdo aos receptores 5-HT2, estes também sdo amplamente
distribuidos no cérebro, porém encontrados principalmente no neocortex, e sua
ativacdo pode estar relacionada com a regulacdo de humor (CARR; LUCKI,
2011). Ha relatos que o receptor do subtipo 5-HT2a apresenta-se com densidade
elevada em cortex pré-frontal de pacientes depressivos, demonstrando assim o
envolvimento deste receptor nesta doenca (SHELTON et al., 2009). Esta
disponibilidade elevada de 5-HT2atem sido atribuida a uma diminuicdo da 5-HT
gue conduz ao receptor regulagéo positiva deste neurotransmissor (JANS et al.,
2007). Ainda em relacdo a outro subtipo do receptor 5-HT2, um estudo com
modelo animal demonstrou que o agonismo dos receptores 5-HT2c em um teste
preditivo para avaliar drogas antidepressivas foi responséavel pelo efeito do tipo

antidepressivo, enquanto que um antagonista seletivo destes receptores
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blogueou o efeito (CRYAN; LUCKI, 2000). Os receptores 5-HTs pertencem a
superfamilia dos canais idnicos e sdo encontrados predominantemente no
hipocampo e na amigdala, sendo responsaveis pela liberacdo de
neurotransmissores (principalmente DA) e uma rapida neurotransmisséo
excitatoria (RAMAMOORTHY et al., 2008). Este tipo de receptor ainda € pouco
estudado, mas j& se sabe sobre o seu envolvimento com a depresséo, além de
ser identificado com alvo para potenciais drogas antidepressivas (RAKJUMAR,;
MAHESH, 2010; BRUNING et al., 2011).

Tendo em vista o que foi exposto, com o avanco dos estudos, tem sido
relatado que os niveis de receptores de 5-HT no soro e no liquido
cefalorraquidiano estdo diminuidos em pacientes com depressédo (GAO et al.,
2008) e que os inibidores de recaptacdo de 5-HT séo cada vez mais usados
clinicamente como antidepressivos (LANZENBERGER et al., 2012). Com isso, a
diminuicdo nos niveis 5-HT tem um papel fundamental na depressao. Frente a
isto, a recaptacdo de 5-HT é considerada um alvo para a procura de novos
tratamentos para a depressdo e desta forma, a maioria dos antidepressivos
prescritos afeta diretamente o turnover de 5-HT no cérebro (KREISS; LUCKI,
1995), inibe a recaptagdo de 5-HT e também interage com os receptores 5-HTia
e 5-HT2 (CRYAN et al., 2005).

Sistema Glutamatérgico

Recentemente foram descobertos outros mecanismos ndo-monoaminérgicos
envolvidos na depressao (RACAGNI; POPOLI, 2010; BROWNE; LUCKY, 2013),
no qual outros neurotransmissores, como no caso do glutamato, vem sendo
amplamente estudado e parece estar envolvido com transtornos depressivos
(BROWNE; LUCKY, 2013; AUBRY, 2013).

O glutamato € um aminoacido que além de ser usado na sintese de proteinas
também é considerado o principal neurotransmissor excitatorio do SNC e esta
relacionado com funcdes cognitivas importantes (TRULLAS; SKOLNICK, 1990;
MAENG et al., 2008; MUSAZZI et al., 2011). Este neurotransmissor é produzido
nos neurdnios a partir de intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico e entédo é
armazenado em vesiculas através de transportadores de glutamato vesicular
para liberacdo exocitotica. Apos a despolarizagéo e liberacado neuronal na fenda

sinptica, o glutamato liga-se a diferentes receptores inotropicos e
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metabotropicos. Entre 0s receptores ionotropicos no qual o glutamato se liga
detaca-se 0 receptor NMDA, o acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropidnico (AMPA) ou cainato, todos presentes na membrana poés-
sinaptica (CAROBREZ, 2003; NICIU et al., 2014).

Os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA s&o os mais estudados. Estes
possuem uma estrutura tetramérica formada por diferentes combinacdes de
subunidades que, juntas, formam um canal ibnico, permedavel principalmente ao
calcio (PAOLETTI et al., 2013). Este tipo de receptor glutamatérgico difere-se
parcialmente dos demais canais idnicos, pois sua abertura depende de ligante,
que além do glutamato, ha a necessidade da ligacdo de um aminoéacido glicina
ou D-serina, que funcionam como co-agonistas. Além disto, é necesséria uma
prévia despolarizacdo da membrana em que se encontra o receptor para que o
ion magnésio, que bloqueia o canal no potencial de repouso, seja deslocado
(STEPHENSON, 2006).

Os receptores do tipo NMDA possuem inumeras funces, uma vez que
quando ativados mobilizam uma grande quantidade de célcio para dentro das
células, auxiliando na ativagéo de diversas vias intracelulares, o que garante um
papel de destaque destes na mediacdo de importantes funcdes da
neurotransmissao glutamatérgica, como a cognicdo, a memoria e a plasticidade
neural (KUGAYA; SANACORA, 2005). No entanto, justamente por essa
capacidade de mobilizar um grande influxo de calcio extracelular, o receptor do
tipo NMDA também ¢é estudado como promotor de morte celular por
excitotoxicidade, quando o controle da excitagcdo glutamatérgica é perdido
(LEVEILLE et al., 2008), o que implica em uma grande variedade de condi¢des
neuropatolégicas, como na depressao (DONG et al., 2009; SANACORA et al.,
2008).

Frente a isto, dados pré-clinicos sugerem que compostos que reduzem a
transmissao nos receptores do tipo NMDA exibem ac¢des antidepressivas, e que
o tratamento crénico com antidepressivos pode afetar a funcdo deste receptor
(SKOLNICK, 2009; SANACORA et al., 2008). Desta forma, os antagonistas dos
receptores NMDA tem se mostrado um alvo para a procura de novos tratamentos
promissores, exercendo efeito antidepressivo de forma rapida em pacientes que

nao respondem a outros tratamentos, ou até mesmo a tratamentos que levam
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mais tempo para exercer o seu efeito (ASSIS et al, 2009; LI et al, 2014;
BAPTISTA, 2015).

Um dos medicamentos antidepressivos mais utilizados que envolvem o
sistema glutamatérgica, via antagonismo dos receptores NMDA € a quetamina.
Um estudo recente demonstrou que a utilizacdo desta droga em camundongos
depressivos induz mudancas no funcionamento do circuito cerebral, melhorando
0 comportamento dos camundongos “deprimidos” dentro de trés horas e
somente depois estimulando o crescimento das sinapses (MODA-SAVA et al.,
2019). Este estudo sugere novos caminhos para explorar como manter os efeitos
antidepressivos a longo prazo em pacientes que ndo respondem a outros

antidepressivos.

Sistema nitrérgico

Atualmente o sistema nitrérgico tem sido manipulado para amplificar o
papel antidepressivo das drogas que ativam o sistema serotoninérgico (HARKIN
et al., 2004). Porém, um numero notavelmente pequeno de estudos esclarecem
as interacdes mutuas entre a 5-HT e NO e as condi¢des fisioldgicas e/ou
patolégicas especifica, uma vez que o NO desempenha um papel
neuromodulador no SNC (MAIA et al., 2006; JESSE et al. 2008).

O NO é produzido pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) dependente de
ions célcio que utilizam a L-arginina para produzir NO e L-citrulina (GUIX et al.,
2005). Esta sintese ocorre através da acao de trés diferentes isoformas da NOS:
neuronal (nNNOS), induzida (INOS) e endotelial (eNOS). No cérebro de
mamiferos, mais de 90% da producéo é realizada pela nNOS (JOCA et al.,
2007). Um dos alvos intracelulares do NO é a enzima guanilato ciclase solavel
(GCs), que converte guanosina 5'-trifosfato (GTP) em guanosina 3,5-
monofosfato ciclico (GMPc) (Figura 4) (MONCADA, 1994). O NO formado a partir
da L-arginina atua como um neurotransmissor (GARTHWAITE et al., 1995), além
de ter um papel importante na regulacdo da plasticidade sinaptica (MAIA et al.,
2006). Este neurotransmissor do sistema nitrérgico, desde a antiguidade é
implicado com a plasticidade neuronal durante o desenvolvimento cerebral
(IZUMI et al., 1992).
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Figura 4. Sintese e alvos intracelulares do 6xido nitrico. NO: 6xido nitrico, NOS: 6xido
nitrico sintase, Ca?*: ions calcio, GCs: guanilato ciclase soltuvel, GTP: guanosina 5'-trifosfato,
GMPc: guanosina 3’,5’-monofosfato ciclico.

A investigacdo do papel do NO na depressao comecou a ser estudada
principalmente depois da constatacdo de que a paroxetina, um antidepressivo
utilizado na clinica como inibidor da recaptacédo de 5-HT, é também um inibidor
da NOS (FINKEL et al., 1996). Desde entéo, diversos estudos demonstraram o
envolvimento da via L-arginina-NO na depresséao, tendo em vista que diversos
antidepressivos como a venlafaxina (inibidor da recaptacdo de 5-HT e NA),
bupropiona (inibidor da recaptacdo de DA) e a memantina (antagonista do
receptor NMDA) modulam esté via de sinalizacdo (KRASS et al., 2011; DHIR;
KULKARNI, 2011).

Além disso, estudos demonstram que pacientes com depressao
apresentam um aumento na producao de NO no SNC (LI et al., 2006; SUZUKI
et al., 2001), e que substancias que inibem a NOS ou a GCs tem efeito
antidepressivo em modelos pré-clinicos (KASTER et al., 2005; MORETTI et al.,
2011, ZENI et al., 2011). Desta forma, acredita-se que a via de sinalizacao L-
arginina-NO-GMPc também desempenha um importante papel na fisiopatologia
da depressédo, como também no mecanismo de acdo dos antidepressivos
(ZOMKOWSKI et al., 2010).
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Monoamina oxidase (MAO)

A atividade da enzima MAO tem sido fortemente relacionada com a
fisiopatologia da depresséo, uma vez que as principais estratégias terapéuticas
utilizadas na clinica para o tratamento da depressdo envolvem o sistema
monoaminérgico apartir da inibicdo desta enzima (NAILA et al., 2010).

Esta enzima é responsavel por catalisar a desaminacdo oxidativa de uma
série de monoaminas gerando aldeido e amobnia e, quando o cofator
dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) é reoxidado pelo oxigénio (O2), produz
peroxido de hidrogénio (H202). Ja o aldeido formado ¢é rapidamente
metabolizado pela enzima aldeido desidrogenase (ADH) a metabolitos acidos
(Figura 5).

H,0, O,+H"

FAD FADH,

\/

RCHzNRle lg} RCHO + NHRIRZ
l

RCOOH
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Figura 5. Metabolismo de monoaminas através da desaminacgao oxidativa realizada pela
MAO. RCH2NR1Rz: amina primaria; RCHO: derivado aldeido; NHR1R2: amina substituida ou
amonia; RCOOH: derivado &cido; FAD: cofator dinucleotideo de flavina e adenina, FADH::

cofator FAD reduzido, H202: peréxido de hidrogénio, Oz: oxigénio, H*: hidrogénio, ADH: aldeido
desidrogenase (Adaptado de YOUDIM et al., 2006).

O H202 formado geralmente é inativado por enzimas antioxidantes como a
catalase e a glutationa peroxidase (GPx). Entretanto, quando ha um aumento na
atividade da MAO, consequentemente ha um aumento do H202 e esse por sua

vez pode ser convertido por ions ferro (Fe?*) em radicais hidroxila (OH"), que sdo
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altamente reativos (Figura 6). Estes radicais provocam efeitos deletérios que

podem levar ao dano e morte neuronal (YOUDIM et al., 2006).

Outros processos
MAO oxidativos
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Figura 6. Mecanismo de neurotoxicidade induzido pelo peréxido de hidrogénio. MAO:
monoamina oxidase, GSH: glutationa reduzida; GSSH: glutationa oxidada; H20: 4gua, Oz:
oxigénio, Fe?*: ions ferro, OH®: radicais hidroxila, H202: peréxido de hidrogénio, GPx: glutationa
peroxidase (Adaptado de YOUDIM et al., 2006).

Vérios destes produtos sdo considerados toxicos em altas concentracdes e
contribuem para a patologia e/ou sintomas de alguns distarbios psiquiatricos e
neuroldgicos (BILICI et al., 2001). Além disso, evidéncias também sugerem que
a MAO pode estar alterada na depresséao, contribuindo ainda mais para niveis
anormais de substratos ou produtos finais (YANG et al., 2004). Dessa forma,
esses mecanismos estabelecem os fundamentos tedricos para a implicacdo da
MAO na fisiopatologia de certos distlrbios neurodegenerativos, como a doenca
de Parkinson, e os distirbios psiquiatricos e neurolégicos, como a
depressao (DANIELCZYK et al., 1988).

Existem duas isoformas da MAO (A e B), as quais se distinguem (I) pela
sensibilidade aos inibidores irreversiveis, (II) pela especificidade por substratos
endogenos, e (Ill) pela localizacdo especifica nos tecidos, determinando assim
o potencial clinico de cada isoforma (HAMON; BLIER, 2013). A MAO-A desamina
preferencialmente a 5-HT e é inibida seletivamente por baixas concentracdes de
clorgilina, enquanto que a MAO-B desamina preferencialmente a DA e é inibida
seletivamente por baixas concentragbes de selegilina (L-deprenil). Os
neurotransmissores monoaminérgicos, tais como DA, NE, adrenalina e tiramina

sao oxidadas por ambas as isoformas da enzima na maioria das espécies e sao
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utilizados clinicamente para tratar distarbios psiquiatricos e neuroldgicos,
incluindo a depresséao e a doenca de Parkinson (YOUDIM et al., 2006).

Uma relagéo entre a MAO e a depressao foi evidenciada em um estudo
realizado por Meyers e colaboradores (2006), no qual os pesquisadores fizeram
a utilizacdo de um radioligante da enzima MAO para analisar a quantidade
presente dessa proteina no cérebro. Os resultados demonstraram que o0s
pacientes que sofriam deste distlrbio depressivo apresentaram quantidades
elevadas desse metabolizador de monoaminas do que pacientes saudaveis, o
gue mais uma vez mostra a importancia desta enzima na depressao, tornando a
modulacdo desta enzima uma importante ferramenta no estudo da doenca. Em
virtude desta hipétese, a maioria dos antidepressivos usados para tratar a
depressdo aumenta 0s niveis de neurotransmissores monoaminérgicos no
cérebro, aumentando suas atuacdes nas sinapses, e diminuindo os sintomas
depressivos (NEMEROFF, 2007).

Na*/K*-ATPase

A enzima Na*/K*-ATPase é uma proteina transmembrana, amplamente
distribuida nos tecidos e sua funcéo é atuar na manutencao do gradiente i6nico
necessario para a excitabilidade neuronal (através do transporte ativo de ions de
sédio (Na*) para o meio extracelular e de ions potassio (K*) para o meio
intracelular com concomitante hidrélise de adenina trifosfato (ATP)) que gera o
potencial de membrana para as transmissoes sinépticas (Figura 7) (CORNELIUS
et al., 2015). Esta enzima encontra-se presente em altas concentragcdes nas
membranas das células cerebrais, consumindo em torno de 50% do ATP
produzido neste tecido (ERECINSKA; SILVER, 1994). Desta maneira, alteracdes
na atividade desta enzima podem ocasionar uma desregulacdo na funcéo
neuronal. Frente a isto, alguns estudos demonstram o envolvimento da atividade
da Na*/K*-ATPase na fisiopatologia da depressdo (EL-MALLAKH; WYATT,
1995; GAMARO et al., 2003).

Além disso, a sinalizacao lipidica possui um importante envolvimento na
fisiopatologia da depressao (SCHNEIDER et al., 2016). Tendo em vista que a
integridade das membranas é importante para o funcionamento celular, o que
inclui o funcionamento de enzimas transmembranas, como a Na*/K*-ATPase.
(LI; LANGHANS, 2015).
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Figura 7. Mecanismo de troca i6nica da Na*/K*-ATPase.

O papel desta enzima é importante nas sinapses e na formacédo de novas
conexdes neurais, além de atuar na transducdo de sinal, alterando a funcéo
celular (APERIA et al., 2016). Além disso, esta enzima apresenta elevado
namero de tibis, que podem sofrer danos com o0 aumento das espécies reativas
de oxigénio, causando um comprometimento da sua atividade e estrutura. Com
isso, muitos fatores podem alterar sua expresséo e, dessa forma, sua atividade
nos tecidos (LI; LANGHANS, 2015).

Farmacos empregados no tratamento da depresséo

O tratamento da depressao depende da compreensao da fisiopatologia da
doenca e dos mecanismos pelos quais os medicamentos aliviam os sintomas da
doenca. Muitos medicamentos estdo disponiveis para o tratamento da
depressao, entretanto, muitas vezes mostram algumas limitacbes no que diz
respeito ao seu efeito terapéutico (BERTON; NESTLER, 2006). Além disso,
como em qualquer terapia médica, os farmacos tém algumas limitacdes que
devem ser consideradas na hora de escolher o tratamento, como 0s sintomas

predominantes, a experiéncia prévia, a preferéncia do doente e os efeitos
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secundarios de cada tratamento (PAPAKOSTAS, 2010). Além disso, os efeitos
adversos a estes medicamentos sdo comuns e, em alguns casos, bastante
severos, o que deve ser levado em conta na hora da escolha do tratamento
(ERNST, 2009).

Para que terapia medicamentosa promova algum efeito terapéutico, na maior
parte das vezes é necessario o transcurso do periodo de pelo menos duas
semanas de tratamento, conhecido como periodo de laténcia (adaptacdes
farmacodinamicas que resultam na reducdo do numero e da afinidade dos
receptores ao longo do tempo, necessarias para promocao do efeito
farmacoldégico). Destaca-se ainda que, para que ocorra alguma resposta clinica
e a reducéo expressiva dos sintomas, os antidepressivos devem ser utilizados
por pelo menos quatro semanas. Além disso, é necessario atingir as doses
terapéuticas sem ultrapassar as doses toleradas pelo paciente e garantir a
adeséo ao tratamento (WANNMACHER, 2011).

Os primeiros farmacos antidepressivos descobertos foram os antidepressivos
triciclicos (ATCs) e os inibidores da monoamina oxidase (IMAOs) na década de
50. Posteriormente, surgiram os inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina
(ISRSs) fechando as trés classes de medicamentos amplamente utilizadas no
tratamento da depressédo (KANDEL, 2003).

O mecanismo de acao dos ATCs consiste no blogueio da recaptacao de 5-
HT, NA e DA pelo neurbnio pré-sinaptico, aumentado a disponibilidade desses
neurotransmissores na fenda sinaptica. Estes também atuam como antagonistas
competitivos de receptores muscarinicos colinérgicos, histaminicos do tipo 1 e
adrenérgicos (a e B), levando aos diversos efeitos colaterais associados a esse
tipo de terapia antidepressiva. Estes farmacos sao indicados para uma variedade
de transtornos, incluindo a depressao e o transtorno de ansiedade (MORENO et
al., 1999; CORDIOLI, 2007).

O mecanismo de acdo dos ISRS consiste no bloqueio do transportador de
serotonina, promovendo uma maior concentragdo de 5-HT na fenda sindptica,
aumentando a disponibilidade deste neurotransmissor e, consequentemente, a
atividade serotoninérgica (HOMBERG et al., 2010). Por serem seletivos, néo
exercem acao sobre as catecolaminas (NA e DA). Porém, possuem atividades
anticolinérgicas, a1-adrenérgica e histaminérgica, relacionadas com a
manifestacdo dos efeitos adversos da classe (HIRSCH; BIRNBAUM, 2012),
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porém menos pronunciadas que os ATCs, devido a baixa afinidade de ISRS por
esses receptores (COHEN, 1977). Os ISRSs foram os primeiros farmacos
antidepressivos que de fato se mostraram eficazes, cujo principal representante
desta classe é a fluoxetina, inserida no mercado no final dos anos 80
(LUNDBERG et al., 2012).

Por altimo, outra classe utilizada para o tratamento dos disturbios depressivos
séo os IMAOs. Esta classe de medicamentos consiste em inibir a enzima MAO,
responsavel pela degradacdo de 5-HT, NA e DA, e consequentemente,
aumentar as concentra¢des destas monoaminas na fenda sinaptica (BERTON;
NESTLER, 2006). A MAO apresenta-se sob a forma de duas isoenzimas — MAO-
A e MAO-B. A primeira é responsavel por metabolizar 5-HT e NA e a segunda
(feniletilamina), juntamente com a MAO-A, degrada DA. Porém, quando
comparado com outros medicamentos antidepressivos, os iIMAOs sdo menos
utilizados, devido aos inumeros efeitos colaterais e restricbes dietéticas
(CORDIOLI, 2007).

Existem iIMAOs de efeito reversivel e irreversivel. Quando o efeito é
reversivel, o medicamento, como por exemplo a moclobemida, possui meia-vida
menor e sdo necessarias mais doses, ja que o efeito € mais breve. J4 os iIMAOs
de efeito irreversivel, como por exemplo a fenelzina, tranilcipromina,
isocarboxazida e iproniazida, ligam-se irreversivelmente com a enzima MAO,
que leva a sua destruicdo, e assim, € preciso um intervalo de 10 a 14 dias para
gue 0 organismo possa sintetizar novamente a quantidade de enzima perdida
(CORDIOLI, 2007).

Os iIMAOs irreversiveis podem apresentar-se como nao-seletivos ou
seletivos. A primeira geracdo dos iIMAOSs irreversiveis e nao-seletivos (fenelzina,
tranilcipromina, isocarboxazida e iproniazida) apresentam atividade
antidepressiva, porém uma série de efeitos colaterais, como crises hipertensivas
quando ingeridas concomitantemente com alimentos ricos em tiramina. Essas
limitagGes impulsionaram o desenvolvimento dos iIMAOs de segunda geracao,
0s guais ainda apresentam um perfil de atividade irreversivel, porém seletivo
para MAO-A (clorgilina) ou MAO-B (selegilina). Entretanto, as indesejaveis crises
hipertensivas continuam a limitar o uso dos inibidores seletivos da MAO
(CORDIOLI, 2007; NAILA et al., 2010). Devido a isto, é de extrema importancia
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investigar IMAOsS mais promissores para o tratamento da depressao, com maior
seletividade e menores efeitos adversos.

Com todas estas limitagOes, pesquisas estdo sendo realizadas para estudar
novas drogas antidepressivas que possam modular a disponibilidade de
monoaminas na fenda sinaptica (PESARICO et al., 2015; VELASQUEZ et al.,
2017).

Compostos Organicos de Enxofre

O enxofre € um elemento da tabela periodica pertencente a a familia dos
calcogénios. Quase 90 % do total de enxofre sdo convertidos em SOz, depois
em tribxido de enxofre (SOzs) para chegar a &cido sulfdrico (H2SO4) que, em
grande parte, serd utilizado para a fabricacéo de fertilizantes (cerca de 60 %). O
restante € convertido em varios outros produtos quimicos. Os 10 % que nao séo
empregados na producdo de H2SOs, séo utilizados na forma de enxofre
elementar, na fabricacdo de: tetracloreto de carbono (CCls), viscose, fungicidas,
inseticidas, polvora e participa do processo de vulcanizacdo da borracha (LEE,
2000). Alem disso, o enxofre estd presente em altas concentracdes em
determinados alimentos de origem vegetal e animal, como por exemplo no alho,
na cebola, leite e laticinios, vegetais cruciferos, entre outros (ROSE et al., 2005,
JUNG et al, 2008).

Embora pouco frequente, o enxofre é essencial para o sistema bioldgico,
sendo este elemento encontrado nos aminoacidos como a cistina, cisteina e
metionina (LEE, 2000). Além disso, ele faz parte da estrutura da glutationa
reduzida, que é um importante antioxidante ndo enzimatico celular (GIANNI et
al., 2004). Também exerce atividade regulatéria da pressao arterial sistolica e
inibicdo da agregacéo plaguetaria (ROSE et al., 2005).

Diante disso, os compostos organicos de enxofre apresentam diversas
propriedades farmacolégicas descritas na literatura. Dentre elas destacam-se 0
efeito antioxidante, propriedades anti-inflamatorias através da regulacdo de
macrofagos ativados e reducao dos niveis de colesterol (ROSE et al., 2005; LIN
et al.,, 2008). O efeito antibacteriano também tem sido demonstrado aos
compostos organicos de enxofre sintéticos (JUNG et al., 2008). Além disso, Zeng
e colaboradores (2008) apresentaram o efeito hepatoprotetor de trisulfetos

dialilicos (Figura 8A) contra o dano induzido pelo etanol.
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O efeito anticarcinogénico foi estudado em um modelo animal de cancer de
esbfago, colon, mamas e também pulméo. Entre 0s possiveis mecanismos
envolvidos pode-se destacar a capacidade de modulacdo e detoxificagdo de
carcinébgenos e modulacdo da atividade e da expressdo de enzimas de
detoxificacado de fase Il (LIl et al., 2010).

Os isotiocianetos (analogo do isocianato, com enxofre no lugar do oxigénio)
(Figura 8B) apresentam propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias em
distarbios cardiovasculares e reduziram a carcinogénese através da inibicdo do
citocromo P450. Eles também atuam de forma indireta na regulacdo de genes
codificadores de enzimas de detoxificacdo e proteinas antioxidantes. Dessa
forma, estes compostos apresentam uma importante participacdo nos sistemas
de defesa celular como a regulacéo da glutationa S-transferase (CHEN et al.,
2009; ZAKKAR et al., 2009).

Wang e colaboradores (2010) demonstraram que compostos organicos que
contém cisteina, um aminoacido que contém enxofre, apresentaram efeito
cardioprotetor no infarto do miocardio por reduzir os efeitos deletérios do
estresse oxidativo. Além disso, os compostos organicos de enxofre, como por
exemplo, os sulfetos dialilicos, apresentaram efeito antioxidante e protegeram
contra o dano oxidativo induzido por cadmio em testiculos de ratos adultos
(SADIK, 2008).

Paralelamente a isto, o0 efeito antioxidante dos compostos de enxofre tem sido
relacionado com algumas propriedades farmacologicas. Neste contexto, tem
sido demonstrado que compostos organicos de enxofre protegem o dano no
DNA celular devido ao efeito antioxidante destes (RAMOUTAR; BRUMAGHIM,
2007). Devido a isso, 0 estudo dos compostos organicos de enxofre pode ser
uma boa alternativa na busca de novos compostos para o tratamento de
diferentes doencas, inclusive aquelas relacionadas com o estresse oxidativo,
como a depresséao (LEE, 2000).

A busca por novos agentes antidepressivos se intensificou nos ultimos anos.
Com base na acdo farmacoldgica de compostos organosulfurados, diversas
moléculas foram sintetizadas com o intuito de selecionar substancias com agdes
especificas, alta eficacia, baixos efeitos adversos em testes biologicos e com
sintese facil e simples (IANISKI et al., 2014). Neste contexto, o BMMS (Figura

8C) é um novo composto organosulfurado da classe dos sulfetos de divinila
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assimeétricos, obtidos por métodos simples e eficientes para a sintese e com bons
rendimentos (ATMACA, 2004). Um estudo de laniski e colaboradores (2014)
demonstrou pela primeira vez, que o composto BMMS, exibiu atividade
antioxidante em um modelo in vivo induzido por nitroprussiato de sodio no
cérebro de camundongos. Além disso, neste estudo a administracdo deste
composto nao afetou parametros bioquimicos, descartando a toxicidade aguda
renal e hepatica. Posteriormente, outro estudo revelou que uma classe de
compostos organosulfurados, incluindo o BMMS apresentaram efeito
antioxidante in vitro, além das atividades antinociceptivas e antiedematogénicas
em um estudo in vivo (IANISKI et al., 2017). Estes achados impulsionaram a
busca por novas propriedades farmacol6gicas do BMMS, onde em um estudo de
Da Silva e colaboradores (2017) este composto protegeu contra o
comprometimento de memdéria em um modelo anti-aminésico in vivo, no qual o
efeito antioxidante também pareceu estar envolvido no efeito do composto neste
modelo.

Em funcdo das promissoras acdes farmacoldgicas do composto BMMS
utilizado neste estudo, optou-se por verificar o efeito deste composto em
distarbios que acometem o SNC, como a depressao. De fato, os compostos de
enxofre se comportaram tdo bem quanto os antidepressivos convencionais em
estudos de depresséo, onde se demonstrou que alteram o humor (PARCELL,
2002). Devido a isso, 0 estudo deste composto organico de enxofre pode
representar uma nova alternativa terapéutica para o tratamento patologias

associada a atividade do tipo-antidepressiva.
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Figura 8. Estruturas quimica.
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4. Artigo cientifico
Os resultados que fazem parte da dissertacao estao apresentados sob a
forma de artigo cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussao
e Referéncias do artigo, encontram-se estruturados de acordo com as normas
do periddico Metabolic Brain Disease. O artigo cientifico encontra-se publicado
nesta revista.
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Abstract

The present study investigated a possible antidepressant-like effect of ((4-tert-butylcyclohexylidene)methyl) (4-methoxystyryl)
sulfide (BMMS) by using the forced swimming test (FST) and the tail suspension test (TST) in Swiss mice. The contribution of
serotoninergic, glutamatergic and nitrergic systems in the antidepressant-like activity of BMMS was evaluated. We also examined
the involvement of monoamine oxidase (MAO)-A, MAO-B and Na*, K*-ATPase activities in prefrontal cortex of mice. BMMS,
(0.1-10 mg/kg, intragastrically (i.g.)) and fluoxetine (32 mg/kg, i.g.) decreased the immobility time in the FST and TST. The anti-
immobility effect of BMMS (10 mg/kg, i.g.) in the TST was prevented by the pretreatment of mice with WAY 100635 (0.1 mg/kg,
subcutaneously (s.c.), a 5-HT) 4 receptor antagonist), ketanserin (5 mg/kg, intraperitoneal (i.p.), a 5-HT2an¢ receptor antagonist),
and partially blocked by ondansetron (1 mg/kg, i.p., a 5-HT; receptor antagonist). The anti-immobility effect of BMMS (10 mg / kg,
i.g.) was not avoided by pretreatment with MK-801 (0.01 mg/kg, s.c. a non-competitive N-methyl D-Aspartate (NMDA) receptor)
in the TST. Pretreatment with L-arginine (500 mg/kg, i.p., a nitric oxide precursor) reversed partially the reduction in the immobility
time elicited by BMMS (10 mg/kg, i.g.) in TST. BMMS altered Na*,K*-ATPase and MAO-A activities in prefrontal cortex of mice,
but was not able to change the MAO-B activity. In conclusion, BMMS exerted an antidepressant-like effect in mice and serotonergic
and nitrergic systems are involved in the antidepressant-like action of compound. BMMS modulated MAO-A and Na*, K*- ATPase
activities in prefrontal cortex of mice.

Keywords Sulfur - Depression - Serotonin - Nitric oxide - Na* - K*-ATPase - Monoamine oxidase

Introduction

Depression is a chronic multi-factorial and incapacitating psy-
chiatric disorder, characterized by a triad of symptoms with
low or depressed mood, anhedonia, and low energy or fatigue.
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Other emotional and physical symptoms are also often pres-
ent, such as sleep and psychomotor disturbances, feelings of
guilt, difficulty concentrating, low self-esteem, suicidal ten-
dencies, as well as autonomic and gastrointestinal distur-
bances (McKenna et al. 2015). This disorder affects up to
16% of the population and has become the main cause of
disability worldwide (Converge 2015). The World Health
Organization (WHO) numbered depression as the fourth lead-
ing cause of disability worldwide, demonstrating the great
impact of this disease on modern society (WHO 2010).
Depression is a heterogeneous disorder and a complex phe-
nomenon, which has many subtypes and probably more than
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one etiology. The most accepted hypothesis to explain the
depression pathophysiology is the monoaminergic, which
postulates that there are abnormalities in the monoaminergic
neurotransmitters, such as serotonin (5-HT), norepinephrine
(NE) and/or dopamine (DA), that play important role in be-
havioral alterations (Menard et al. 2015; Finberg and Rabey
2016). Moreover, evidence also indicated that glutamatergic
and nitrergic pathways are implicated in the pathogenesis of
depressive disorders (Sanacora et al. 2008). In this way, the
pathophysiological aspects of depressive disorders are not yet
fully understood.

Nowadays there are several treatments and new drug regi-
men available for depressive disorders. However, these treat-
ments have significant limitations, such as low response rates,
treatment resistance, high incidence of relapse, and a time-lag
of weeks to months for a response (Trivedi et al. 2006). In this
context, there is a major unmet need for more efficacious and
faster-acting antidepressants.

The search for new antidepressants agents has intensified in
recent years. Indeed, sulfur compounds have performed as
well as conventional antidepressant drugs in studies of depres-
sion, where they have been demonstrated to alter mood
(Parcell 2002). Our research group has studied pharmacolog-
ical properties of an organosulfur compound, ((4-tert
butylcyclohexylidene) methyl) (4-methoxystyryl) sulfide
(BMMS). This compound has showed antioxidant (Ianiski
et al. 2014, 2017), antiaminesic (Da Silva et al. 2017) and
antinociceptive (laniski et al. 2017) actions.

In view of our interest in searching new treatment alterna-
tives for depression, as well as in investigating pharmacolog-
ical properties of BMMS, the primary aim of the present study
was to verify the antidepressant-like effect of BMMS in mice.
The second objective was to evaluate the involvement of se-
rotoninergic, glutamatergic and nitrergic systems in the
antidepressant-like activity of BMMS. Finally, we also exam-
ined the contribution of enzymes monoamine oxidase (MAO)
and Na*, K*-ATPase in prefrontal cortex of mice.

Materials and methods
Animals

Male adult Swiss mice (25-35 g) from a local breeding colony
were used. Swiss mice were chosen based on previous studies
that demonstrated antidepressant drug effect in this strain
(Ripoll et al. 2003; David et al. 2003; Brocardo et al. 2008;
Jesse et al. 2010; Briining et al. 2011; Velasquez et al. 2017;
Abreu et al. 2018; Bogatko etal. 2018; de Oliveira et al. 2018;
Fajemiroye et al. 2018; Moretti etal. 2018; Sartim et al. 2019).

The animals were kept on a separate room, on a 12 h light/
dark cycle, at a temperature of 22+ 2 °C, with free access to
food and water. All behavioral tests were carried out between
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08.00 a.m. and 04.00 p.m. All experiments were performed on
separate groups of animals and each animal was used only
once in each test. Ethical Research Committee of the Federal
University of Pelotas approved the present experimental study
(number 8§992-2017).

Drugs

BMMS (Fig. 1) was prepared according to the literature
(Silveira et al. 2011). The chemical purity of the compound
(99.9%) was determined by gas chromatography or high-
performance liquid chromatography. Compound was diluted
in canola oil. The following drugs were used: Fluoxetine
(commercially purchased), ketanserin, ondansetron,
WAY 100635, MK-801 and L-arginine (Sigma Chemical Co,
USA). These drugs were dissolved in saline. All drugs were
administered in a constant volume of 10 ml/kg body weight.
All other chemicals were of analytical grade and obtained
from standard commercial suppliers.

Behavioral tests

All behavioral tests were scored by an observer-blinded, when
the researcher does not know treatment that a mouse
undergoes.

Dose-response curve of antidepressant-like action of BMMS
in the forced swimming test (FST) and tail suspension test
(TsT)

To evaluate the dose-response curve of antidepressant-like
action of BMMS, mice (n=7 animals/group) were treated
with BMMS (0.1, 1 and 10 mg/kg, by intragastric (i.g.) route),
fluoxetine (32 mg/kg, i.g.) or canola oil (control, 10 ml/kg,
i.g.) at 30 min before the FST or TST.

The FST was conducted using the method described by
Porsolt et al. (1977). In this test, mice were individually forced
to swim in an open cylindrical container (10 cm in diameter
and 25 cm in height), containing 19 cm of water at 25+ 1 °C.
The duration of immobility was scored during a 6-min period
by an experienced observer (Kaster et al. 2005). Each mouse
was considered as immobile when floating motionless or mak-
ing only those movements necessary to keep its head above

P

—0
Fig. 1 Chemical structure of ((4-fert-butylcyclohexylidene) methyl) (4-
methoxystyryl) sulfide (BMMS)
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water. A decrease in the duration of immobility is an indicative
of antidepressant-like effect.

The TST was conducted as described by Steru et al. (1985).
Mice were suspended 50 cm above the ground by an adhesive
tape placed approximately 1 cm from the tip of the animals
tail. Mice were considered immobile only when they hung
passively and completely motionless. Immobility time was
manually recorded during a 6-min period by an experienced
observer (Kaster et al. 2005). A decrease in the duration of
immobility is an indicative of antidepressant-like effect.

Involvement of the 5-HT receptor subtypes
on the antidepressant-like action of BMMS in the TST

To investigate the possible involvement of the 5-HT receptor
subtypes on the antidepressant-like effect caused by BMMS
on reducing the immobility time in the TST, independent
groups of animals were pretreated with WAY 100635
(0.1 mg/kg, subcutaneous (s.c.), a selective 5-HT 5 receptor
antagonist), ketanserin (5 mg/kg, intraperitoneal (i.p.), a 5-
HT, A2¢ receptor antagonist) or ondasentron (1 mgkg, i.p., a
5-HT; receptor antagonist). After 15 min of WAY 100635 and
ondansetron administrations or 30 min of ketanserin adminis-
tration, mice received BMMS (10 mg/kg, i.g.) or canola oil
(vehicle, 10 ml/kg, i.g.) and were tested in the TST 30 min
later. TST was described above (item 2.3.1). The doses and
times of treatments with 5-HT receptor antagonists were cho-
sen based on previous studies, which did not modify the basal
response in the TST and the locomotor activity (Zomkowski
et al. 2004; Jesse et al. 2010; Briining etal. 2011).

Involvement of the N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor
on the antidepressant-like action of BMMS in the TST

To assess the possible involvement of the glutamatergic sys-
tem on the antidepressant-like effect of BMMS in the TST,
independent groups of animals were pretreated with MK-801
(0.01 mg/kg, i.p., a glutamate NMDA receptor antagonist).
After 15 min, the mice received BMMS (10 mg/kg, i.g.) or
canola oil (vehicle, 10 ml’kg, i.g.) and were tested in the TST
30 min later. TST was described above (item 2.3.1). The dose
and time of treatment with MK-801 were chosen based on
previous studies, which did not modify the basal response in
the TST and the locomotor activity (Ostadhadi et al. 2016;
Réus etal. 2016).

Involvement of the L-arginine-nitric oxide (NO) pathway
on the antidepressant-like action of BMMS in the TST

The role played by the L-arginine-NO pathway on the
antidepressant-like effect caused by BMMS in TST was in-
vestigated in different groups of animals. The mice were
pretreated with L-arginine (500 mg/kg, i.p., a precursor of

NO). Thirty minutes after L-arginine administration, BMMS
(10 mg/kg, i.g.) or canola oil (vehicle, 10 ml/kg, i.g.) was
administered. TST was carried out 30 min afier the treatment
with BMMS or vehicle. TST was described above (item
2.3.1). The dose and time of treatment with L-arginine were
chosen based on previous studies, which did not change the
basal response in the TST and the locomotor activity (Rosa
et al. 2003; Liebenberg et al. 2015).

Effect of treatments on the spontaneous locomotor activity
in the open-field test (OFT)

The spontaneous locomotor behavior was assessed in the OFT
(Walsh and Cummins 1976). The OFT was carried out with
the purpose of excluding sedative or motor abnormality after
treatments with BMMS, fluoxetine, WAY 100635, ketanserin,
ondansetron, MK-801 or L-arginine. The open-field was
made of plywood (30 cm in height x 45 cm in length x
45 c¢m in width) and divided by masking tape markers into
09 squares (3 rows of 3). Each animal was placed individually
at the center of the apparatus and observed for 4-min period to
record the locomotor (number of segments crossed with the
four paws) and exploratory (expressed by the number of time
rearing on the hind limbs) activities.

Ex vivo assays

MAO-A, MAO-B and Na*, K*-ATPase activities were per-
formed to verify the involvement of these enzymes in the
antidepressant-like effect of BMMS. Mice were pretreated
with BMMS (10 mg/kg, i.g.) or canola oil (control, 10 ml/
kg, i.g.), and after 30 min, the animals were died, and the
prefrontal cortex was removed for analysis.

MAO activity assay

A preparation of brain mitochondria was used for MAO assay
(Soto-Otero et al. 2001). The cerebral structures were re-
moved and washed in ice-cold isolation medium (Na,PO,/
KH,POj, isotonized with sucrose, pH 7.4). Cerebral mitochon-
dria were then obtained by differential centrifugation. Briefly,
after removing blood vessels and pial membranes, prefrontal
cortex was manually homogenized with 1:4 (w/v) of the iso-
lation medium. Then, the homogenate was centrifuged at
900xg at 4 °C for 5 min. The supematant was centrifuged at
12,500%g for 15 min. The mitochondria pellet was then
washed once with isolation medium and recentrifuged under
the same conditions. Finally, the mitochondrial pellet was
reconstituted in a buffer solution (Na,PO4/ KH,PO4
isotonized with KCI, pH 7.4) and stored in aliquots.

MAO activity was determined according to Krajl (1965),
with some modifications (Matsumoto et al. 1984). An aliquot
of 100 ul of each sample was incubated at 37 °C for S min in a

@ Springer

43



Metab Brain Dis

medium containing buffer solution and specific inhibitors,
selegiline (a MAO-B inhibitor, 250 nM) or clorgiline (a
MAO-A inhibitor, 250 nM) at a final volume of 600 pl.
Then 20 ul of kynuramine dihydrobromide was added to the
reaction mixture (90 uM (MAO-A) and 60 uM (MAO-B)) as
substrate. Samples were then incubated at 37 °C for 30 min.
After incubation, the reaction was terminated by adding 10%
trichloroacetic acid (TCA). Afier cooling and centrifugation at
3000xg for 15 min, an aliquot of 800 w1 of the supematant was
added to 1 ml of 1 M NaOH. The fluorescence intensity was
detected spectrofluorimetrically with excitation at 315 nm and
emission at 380 nm. Clorgiline (100 nM) and selegiline
(100 nM) were used as positive controls in MAO-A and
MAO-B assays, respectively. The concentration of 4-
hydroxyquinoline (4-OH quinoline) was estimated from a cor-
responding standard fluorescence curve of 4-OH quinoline.
MAO activity was expressed as nmol 4-OH quinoline/mg
protein/min.

Na*, K*-ATPase activity assay

The prefrontal cortex was homogenized in 50 mM Tris/HCI
pH 7.5, 1:10 (w/v) and centrifuged at 4000xg for 10 min at
4 °C toyield a low-speed supernatant fraction (S1). A reaction

mixture was used containing S1, 3 mM MgCl,, 125 mM
NaCl, 20 mM KCl and 50 mM Tris/HCL, pH 74, in a final

volume of 500 pl. The reaction was initiated by the addition of

ATP to a final concentration of 3.0 mM. Control samplings
were performed under the same conditions with the addition
0f 0.1 mM ouabain. The samples were incubated at 37 °C for
30 min and the incubation was stopped by adding 10% TCA
with 10 mM HgCl,. Na*, K™-ATPase activity was calculated
by the difference between the two assays. Released inorganic
phosphate (Pi) was measured by the method of Fiske and
Subbarow (1925). Enzyme activity was expressed as nmol
Pi/mg protein/min.

Protein determination

The protein concentration was measured by the method of

Bradford (1976), using bovine serum albumin as the standard.
Statistical analysis

The normality of data was evaluated by the D’ Agostino and
Pearson omnibus normality test. The data were analyzed by
one-way or two-way analysis of variance (ANOVA) followed
by Newman-Keuls test. For ex vivo assays, the data were
analyzed using a non-paired t-test. All analyses were per-
formed using the GraphPad software (GraphPad software,
San Diego, CA, USA). Data were expressed as mean + stan-
dard error of the mean (S.E.M.). Probability values less than
(p < 0.05) were considered statistically significant.
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Results

Dose-response curve of antidepressant-like action
of BMMS in the FST and TST

The immobility time in the FST and TST of animals treated
with BMMS is shown in Fig. 2a and b, respectively.
According to the results the doses of 0.1, 1 and 10 mg/kg of
BMMS decreased the immobility time of mice in the FST
(One-way ANOVA + Newman-Keuls test: F430)=36.96,
2 <0.0001) and in the TST (One-way ANOVA + Newman-
Keuls test: Fi430y=41.20, p<0.0001), in comparison to the
control group. The fluoxetine (32 mg/kg) also caused a de-
crease in the immobility time in the FST (Fig. 2a) and TST
(Fig. 2b), when compared to the control group.

a
200-

150+

100- *# L
* #

Immobility time (s)
[
b

*

o
L

Control 0.1 1 10 Fluox.

BMMS (mg/kg)

200+

150+

100+

Immobility time (s)
(4]
b

Control 0.1 1 10

Fluox.

BMMS (mg/kg)

Fig. 2 Effect of ((4-tert-butylcyclohexylidene) methyl) (4-
methoxystyryl) (BMMS) (0.1-10 mg/kg) and fluoxetine (Fluox)
(32 mg/kg) in the immobility time in the FST (a) and TST (b) in mice.
Values are expressed as mean + standard error of the mean (S.EM.) (n=
7). (*) denotes p < 0.05 as compared to the control group and (#) denotes
p <0.05 as compared to the Fluox treated group (one-way ANOVA
followed by Newman-Keuls test)
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Involvement of the 5-HT receptor subtypes
on the antidepressant-like action of BMMS in the TST

Results depicted in Fig. 3a show that the pretreatment of mice
with WAY 100635 (a 5-HT ;A receptor antagonist) prevented
the antidepressant-like effect of BMMS (10 mg/kg) in TST
(Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; BMMS: F(j 24)=
31.70, » <0.0001; WAY100635: F(y24y=12.85, p=0.0015;
interaction: Fj »4,= 16.17, p =0.0005).

As shown in Fig. 3.b the pretreatment of mice with,
ketanserin (a 5-HT2anc receptors antagonist) prevented the
antidepressant-like effect of BMMS (10 mg/kg) in TST
(Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; BMMS: F(; 24, =
13.32, p=0.0013; ketanserin: F; 54,=22.93, p<0.0001; in-
teraction: F; 24y=6.975, p=0.0143).

Pretreatment of mice with ondansetron (a 5-HTj; receptor
antagonist) (Fig. 3c¢) partially prevented the antidepressant-
like effect of BMMS (10 mg/kg) in TST (Two-way ANOVA
+ Newman-Keuls test; BMMS: F; 54,=55.96, p<0.0001;
ondansetron: F; »4,=1.456, p=0.2394; interaction: F; 54, =
3.382, p=0.0783).

Involvement of the N-methyl-D-aspartate (NMDA)
receptor on the antidepressant-like action of BMMS
in the TST

Results depicted in Fig. 4. show that the pretreatment of mice
with MK-801 (a non-competitive NMDA antagonist) did not
reverse the reduction in immobility time elicited by BMMS
(10 mg/kg) in TST (Two-way ANOVA + Newman-Keuls test;
BMMS Fj24,=48.23, p<0.0001; MK-801: F; 24,=3.022,
p=0.0950; interaction: F(; »4,=0.4124, p=0.5268).

Involvement of the L-arginine-nitric oxide (NO)
pathway on the antidepressant-like action of BMMS
in the TST

The results depicted in Fig. 5. show that the pre-treatment with
L-arginine (a NO precursor) partially prevented the
antidepressant-like effect of BMMS (10 mg/kg) in the TST
(Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; BMMS: F(; 54, =
115.7, p<0.0001; L-arginine: F; 54)=33.47, p<0.0001; in-
teraction: F; 24, =8.476, p=0.0077).

Effect of treatments on the spontaneous locomotor
activity in the open-field test (OFT)

BMMS, at all doses tested, did not produce any change in the
number of crossings and rearing of the mice submitted to the
OFT (Table 1). In addition, the administration of WAY 100635,
ketanserin, ondansetron, MK-801 or L-arginine and/or BMMS
did not cause any change in the locomotor and exploratory
activities assessed in the OFT (Table 1).

Ex vivo assays
MAO activity assay

As shown in Fig. 6a, BMMS (10 mg/kg) selectively inhibited
the MAO-A activity in the prefrontal cortex (Non-paired T-
test; df=12; t=2.762, p=0.0172). On the other hand, the
compound was not able to inhibit the activity of MAO-B
(Non-paired T-test; df=12; t=1.625, p=0.1300) (Fig. 6b)
in prefrontal cortex of mice.

Na*, K*-ATPase activity assay

As verified in Fig. 7, the results demonstrated that BMMS
treatment (10 mg/kg) increased the activity of the Na*, K*-
ATPase in prefrontal cortex of mice (Non-paired T-test; df =
10, t=5.773, p=0.0002).

Discussion

The present study showed, for the first time, that BMMS,
produced a significant antidepressant-like effect in mice.
Moreover, results indicated the involvement of serotonin and
L-arginine-NO pathways in this effect. Importantly, BMMS
was a selective inhibitor of cerebral cortical MAO-A activity,
interacting with monoaminergic system. In addition, com-
pound increased Na*, K*-ATPase activity in the prefrontal
cortex, demonstrating the involvement of this enzyme in the
antidepressant-like effect of the BMMS. In this context, our
results inferred that BMMS is a multi-target compound
(Fig. 8).

BMMS, at low doses (0.1-10 mg/kg) was able to cause an
antidepressant-like effect in TST and FST in mice. In addition,
drugs used in the treatment of depression have demonstrated a
reduction in the immobility time in these tests (Porsolt et al.
1977). In this way, our results demonstrated that the adminis-
tration of fluoxetine (32 mg/kg), a positive control, produced
an antidepressant-like action in FST and TST.

Numerous neural pathways have been involved in the path-
ophysiology of depression (Altamura et al. 2008). Indeed, the
involvement of isolated systems in depression has been well-
described, mainly serotonergic pathway (Wong and Licinio
2001; Mann 2003; Goncalves et al. 2012). However, there
are mutual interactions between 5-HT and NO in a specific
physiological and/or pathological condition, since NO in-
creases the release of 5-HT and inhibits its reuptake (Jesse
et al. 2008). The use of inhibitors of nitric oxide synthase
(NOS), an important enzyme for NO synthesis, accentuated
the effect of antidepressants already used in the clinic (Rosa
et al. 2003). Importantly, neuronal nitric oxide synthase
(nNOS), is expressed by a subset of 5-HT neurons in the
dorsal raphe (Johnson and Ma 1993; Tagliaferro et al. 2001).
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Fig. 3 Effect of WAY 100635 a
(0.1 mg/kg. s.c.) (a), ketanserin 200+
(5 mg/kg, 1.p.) (b) and
ondansetron (1 mg/kg, i.p.) (¢) in m
mice in the TST. Values are o 1504
expressed as mean -+ standard £
error of the mean (S.EM.) (n=7). =
(*) denotes p <0.05 as compared 2 1004
to the control group, (#) denotes p 3
< 0.05 as compared to the BMMS [=}
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compared to the antagonist group g
(two-way ANOVA followed by
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In this sense, antidepressant-like actions caused by NOS in-
hibitors are dependent on endogenous 5-HT, since inhibition
of 5-HT synthesis blocked the antidepressant-like effects
induced by systemic treatment with these drugs (Harkin
et al. 2003).

In this context, this study investigated if serotonergic
(through administration of different 5-HT receptor antago-
nists) and nitrergic (through administration of a precursor of
NO) pathways are involved in the antidepressant-like action of
BMMS. Our results showed the involvement of both systems,
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since administration of 5-HT ;4 (WAY 100635) and 5-HT>2¢
(ketanserin) receptor antagonists abolished the antidepressant-
like action of BMMS, while a 5-HT;-receptor antagonist
(ondansetron) and a NO precursor (L-arginine) partially
abolished the antidepressant-like action of the compound. As
the molecular and neurochemical aspects are not yet well
known, we can not affirm exactly how BMMS interferes in
the serotonergic and nitrergic pathways, but this study strong-
ly indicates the involvement of these pathways in the
antidepressant-like effect of compound.
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Fig. 4 Effect of MK-801 200+
(0.01 mg/kg, i.p.) in mice in the
TST. Values are expressed as
mean + standard error of the mean
(S.EM.) (n=7). (*) denotes p<
0.05 as compared to the control
group, (#) denotes p <0.05 as
compared to the BMMS group
and (&) denotes p <0.05 as com-
pared to the MK-801 group (two-
way ANOVA followed by
Newman-Keuls test)
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In addition, the glutamatergic theory postulates that gluta-
mate can shape the risk of depression by influencing neuronal
fate (neurotoxicity) or the unfolding of new neural networks
(neuroplasticity). Indeed, NMDA receptor may be the target
of some antidepressants, and glutamatergic system plays an
important role in pathophysiology of depression (Haj-
Mirzaian et al. 2015). NMDA activation is also known to
increase neuronal nitric oxide synthase (nNOS) activity, in-
creasing NO synthesis, mediating several behavioral re-
sponses to stress (Guimardes et al. 2005; Joca et al. 2015).
For instance, systemic and intra-cerebral administration of
NMDA antagonists or nNOS inhibitors induces
antidepressant-like effect in different stress-based animal
models (Joca et al. 2015).

Considering relationship between the serotonergic and
nitrergic system and the glutamatergic one, we evaluated the
involvement of the glutamatergic system in the action of com-
pound. Our results demonstrated that the NMDA receptor
does not seem to be directly involved in the antidepressant-
like effect of BMMS, which does not totally exclude the in-
volvement of the glutamatergic system and NMDA receptor
in the antidepressant-like effect of the compound. More stud-
ies are needed to investigate the glutamatergic system as a
whole.

In addition, studies indicated that MAO inhibitors
(MAOISs) also are being effective in the depression treatment

Fig. 5 Effect of L-arginine 200+
(500 mg/kg, i.p.) in mice in the
TST. Values are expressed as
mean + standard error of the mean
(S.EM.) (n=7). (*) denotes p<
0.05 as compared to the control
group, (#) denotes p <0.05 as
compared to the BMMS group
and (&) denotes p<0.05 as com-
pared to the L-arginine group
(two-way ANOVA followed by
Newman-Keuls test)
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(Wong and Licinio 2001; Elhwuegi 2004). MAO, a mitochon-
drial enzyme, exists as two isoforms: MAO-A and MAO-B
that differ in tissue distribution and in the type of metabolized
monoamine (Shih et al. 1999). MAO has a role in degradation
of the monoamines in the brain (Meyer et al. 2006) and its
inactivation blocks catabolism of these neurotransmitters, in-
creasing their concentrations in the synaptic cleft (Finberg and
Rabey 2016). MAO-A is part of 5-HT system along with 5-
HT transporters and 5-HT receptors. MAO-A inhibitors inhib-
it MAO-A catalytic activity, resulting in an elevated 5-HT
concentration in the brain (Finberg and Rabey 2016; Fisar
2016). A significant increase in the levels of MAO-A is found
in association with the pathogenesis of major depressive dis-
order (Meyer et al. 2006, 2009). Mechanistic details showed
that stress-induced MAO-A expression is mediated by tran-
scription factors, in particular, kruppel like factor 11 (KLF11)
(also referred to as transforming growth factor-f3-inducible
early gene 2 (TIEG2)) (Grunewald et al. 2012; Harris et al.
2015; Higuchi et al. 2017). Previous evidence has character-
ized KLF11 as a transcriptional regulator of MAO-A
(Grunewald et al. 2012). It has been suggested that KLF11
can mediate glucocorticoid-induced up-regulation of MAO-A
mRNA, protein, enzymatic activities owing to the fact that (1)
glucocorticoids increase KLF11 mRNA and protein levels, (2)
KLF11 overexpression increases MAO-A gene expression
levels and enzymatic activity, which is further promoted by
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glucocorticoids, while KLF11 knockdown mediated by si-
RNA decrease the MAO-A gene expression and enzymatic
activity (Grunewald et al. 2012). It is also reported that gluco-
corticoids induce the translocation of the KLF11 protein from
cytosol to the nucleus (Grunewald et al. 2012), although the
molecular mechanism of the translocation remains unknown.

Here, a single administration of BMMS (10 mg/kg) was
effective to selectively inhibit the MAO-A activity in prefron-
tal cortex of mice. On the other hand, the compound had no
effect in the MAO-B activity. In fact, MAOISs are considered
effective in rodent models (Pesarico et al. 2015) and in
humans (Kahn et al. 1989), since they have an antidepressant
effect. Our results indicate that BMMS is a selective inhibitor
of the MAO-A enzyme, demonstrating that this effect may
directly contribute to the antidepressant-like effect of com-
pound in mice. This is an important advantage of BMMS in
relation to antidepressant drugs used in the clinic, given that
these drugs present marked side effects due to lack of selec-
tivity for the MAO-A isoform.

Studies have shown that selective inhibition of MAO-A
activity can occur due to differences in the three-dimensional
arrays and substrate binding sites of MAO-A isoforms
(Medvedev et al. 1996; Tsugeno et al. 1995). MAO-A has a
similar affinity for most substrates with aromatic rings, but
difference in the affinity among substrates was observed for
MAO-B (Tsugeno and Ito 1997). In addition, the participation
of the aromatic side chain in MAO-A substrate recognition
was evidenced, which suggests that the 7-7t interaction

Table 1 Effect of fluoxetine, BMMS administration and its combined
treatment with serotonin antagonists, NMDA antagonist or NO precursor
on spontaneous locomotor and exploratory activities in mice

Group Crossing Rearing

Control 85.0 + 4.8 328+27
BMMS 0.1 mg’kg 84.0+ 53 344+ 15
BMMS | mgkg 912+ 59 362+ 1.7
BMMS 10 mg/kg 93.7+ 27 351+£20
Fluoxetine 92.0 + 83 332+ 31
WAY100635 93.1 + 1.8 40.0£3.5
Ketanserin 74.6 £ 5.8 31.8+49
Ondansetron 975+ 12 41.3+34
MK-801 848 + 54 31.8+28
L-arginine 955+ 7.7 34.0+48
BMMS + WAY 100635 96.5 + 2.8 36.1 £1.7
BMMS + Ketanserin 69.0 = 8.9 25.0+3.2
BMMS + Ondansetron 98.1 + 1.8 343 +£6.1
BMMS + MK-801 845+ 3.0 347 +4.1
BMMS + L-arginine 110.5 + 6.0 37.5+£28

Values are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) (n=
6-7). One-way ANOVA followed by Newman-Keuls test for BMMS and
fluoxetine. Two-way ANOVA for BMMS + antagonist or NO precursor,
followed by Newman-Keuls test
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between the aromatic rings of the enzyme and the substrates
is considered of extreme importance to explain the affinity of
MAO-A for aromatic substrates (Tsugeno et al. 1995). In this
way, the selective inhibition of MAO-A activity by BMMS
can be attributed to the participation of its aromatic side chain
with the MAO-A substrate, in addition to the fact that the
BMMS has 7t-systems conjugated in its chemical structure
could explain its MAO-A selective affinity.

In addition, we evaluated the effect of BMMS on Na*, K* -
ATPase activity in an attempt to correlate its antidepressant-
like effect with the activity of this enzyme. The Na*, K*-
ATPase is crucial for various cellular functions, such as main-
taining electrochemical gradients necessary for neuronal ac-
tivity, through the active exchange of intracellular Na* ions by
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Fig. 6 Effect of ((4-fert-butylcyclohexylidene) methyl) (4-
methoxystyryl) (BMMS) on monoamine oxidase (MAO)-A (a) and
MAO-B (b) activities, in the prefrontal cortex in mice. Values are
expressed as mean + standard error of the mean (S.E.M.) (n=7). (*) de-
notes p<0.05 as compared to the control group (one-way ANOVA
followed by T test)
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Fig. 7 Effect of ((4-rert-butylcyclohexylidene) methyl) (4-
methoxystyryl) (BMMS) on Na*, K"-ATPase activities, in the prefrontal
cortex in mice. Values are expressed as mean + standard error of the mean
(S.EM.) (n=6). (*) denotes p< 0.05 as compared to the control group
(one-way ANOVA followed by T test)

Control

extracellular K* ions (Shamraj and Lingrel 1994). Genetic
mutations resulting in decreased neuronal Na*, K*-ATPase
activity may put individuals at risk for depression given that
decreased Na*, K*-ATPase activity is observed in depressive
disorders and animal models of depression (Gamaro et al.
2003; de Vasconcellos et al. 2005; Goldstein et al. 2006;
Crema et al. 2010). In this context, Na*, K*-ATPase o3 gene
expression is decreased in major and bipolar depression in the
prefrontal cortex (Tochigi et al. 2008). In addition,
Kirshenbaum et al. (2011) observed an interesting correlation
between Na*, K*-ATPase activity and mood that may relate to
both unipolar depression and bipolar disorder in Na*, K*-
ATPase «3 heterozygous mice (Atpla3+ ). Moreover, data
in the literature show that changes in the serotonergic system,
such as 5-HT levels, may compromise enzyme activity
(Carfagna et al. 1996). 5-HT is removed of the synaptic cleft
by the transporters located in the presynaptic neurons through
Na* dependent capitation, which is directly related to the ac-
tivity of the enzyme Na*, K*-ATPase (Lesch et al. 1993). In
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Fig. 8 Summary of action mechanism of the antidepressant-like effect of
((4-tert-butylcyclohexylidene) methyl) (4-methoxystyryl) sulfide
(BMMS). Our results have inferred that BMMS is a multi-target com-
pound, since several systems may be involved in the effect of this com-
pound. BMMS modulated the 5-HT, 5, 5-HT2,5c and 5-HTj; receptors,
suggesting the involvement of serotonergic pathway in the
antidepressant-like action of compound. The nitrergic pathway also

POSTSYNAPTIC
NEURON

. NO EFFECT

x INHIBITED A TOTAL EFFECT A PARTIAL EFFECT

L-arginine

NO

L<citrulline

JLAO0¥ULISY

GLUTAMATERGIC
RECEPTOR

INCREASED ACTIVITY

appears to be involved in the effect of BMMS by modulating the nitric
oxide precursor. On the other hand, BMMS was not able to act on the
glutamatergic pathway through the NMDA receptor. According to the
results ex vivo, BMMS was able to inhibit MAO-A enzyme activity,
but did not alter MAO-B activity. In addition, the BMMS was able to
act on the Na', K*-ATPase enzyme by increasing its activity
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the present study, our results showed that BMMS increased
Na*, K*-ATPase activity in prefrontal cortex of mice, contrib-
uting to the antidepressant-like action of this compound.

It is important to emphasize that none of the treatments
caused changes in the spontaneous locomotor and exploratory
activities of the mice, indicating that anti-immobility effect of
BMMS cannot be due nonspecific changes, such as
psychostimulant activity. In this way, this is an important re-
sult given that psychostimulant drugs may give a false
positive result in animal models, such as the FST and
TST (Cryan et al. 2005).

In conclusion, our study demonstrated that BMMS exerted
an antidepressant-like effect in the FST and TST in mice. The
results also showed that serotonergic and nitrergic systems are
involved in the antidepressant-like action of compound.
According to ex vivo results, BMMS inhibited the MAO-A
activity and increased the Na*, K*-ATPase activity. Our re-
sults inferred that BMMS is a multi-target compound, but
further studies are needed to elucidate the other mechanisms
ofaction and the contribution of other neurotransmission sys-
tems to antidepressant-like action of BMMS.
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5.

Conclusdes

Baseado nos resultados obtidos pode-se sugerir que (Figura 9):

O BMMS exerceu um efeito do tipo antidepressivo em camundongos, em
dois testes preditivos para avaliar drogas antidepressivas.

A acéo do tipo antidepressiva do composto BMMS envolve os sistemas
serotoninérgico e nitrérgico.

O mecanismo de acdo do BMMS pode estar relacionado com a inibicdo
seletiva da atividade da enzima MAO-A e ao aumento da atividade da Na*/
K*-ATPase.

O BMMS néao alterou as atividades locomotoras e exploratéria dos
animais.

Frente a isto, os resultados inferiram que o BMMS é um composto multi-
alvo, porém, mais estudos sdo necessarios para elucidar os outros
mecanismos de acdo e a contribuicho de outros sistemas de

neurotransmissao para a acao antidepressiva do BMMS.
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Figura 9. Representacao gréafica dos resultados obtidos neste estudo. BMMS: sulfeto de [(4-
terc-butilciclohexilideno) metil] (4-metoxiestiril), MAO: monoamina oxidae, NO: 6xido nitrico,

nNOS: oxido nitrico sintase neuronal, NMDA: N-metil D-Aspartato.
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Perspectivas

Considerando os resultados obtidos e o interesse do nosso grupo de
pesquisa na farmacologia de compostos organocalcogénios, pretende-se
ampliar o conhecimento a respeito do efeito antidepressivo de compostos desta
classe. Além disso, nosso grupo de pesquisa buscard verificar o efeito
antidepressivo de compostos organocalcogénios em diferentes modelos de
estresse para a inducéo de depressdao em camundongos, além de investigar o

efeito desta classe de compostos no efeito tipo ansiolitico.
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Anexo A — Comprovacédo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
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Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacio da atividade tipo-
antidepressiva e tipo-ansiolitica de um composto orginico de enxofre e os
mecanismos envolvidos nestas acdes”, registrada com o n° 23110.008992/2017-28,
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de Cristiane Luchese - que envolve a produgdo, manuteng¢do ou

utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os
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normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
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Vigéncia da autoriza¢do 14/03/2018 a 01/12/2019
Espécie/linhagem/raga Mus musculus/Swiss
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Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao COBALTO
para posterior registro no COCEPE (c6digo para cadastro n° CEEA 8992-2017).

[ Céﬁé&l‘(/

M.V. Dra. AneMe Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA
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