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Resumo

RIBEIRO, Estela Hartwig. A¢éo do tipo ansiolitica e antidepressiva do
composto 3-((4-metoxifenil)selanil)-2-fenilbenzofurano em camundongos.
Orientadora: Cristiani Folharini Bortolatto. 2021. 116f. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias) - Programa de Pos-Graduacao em Bioquimica e Bioprospeccao, Centro
de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2021.

A depressdo é uma das patologias mais comuns na modernidade e frequentemente
esta associada a transtornos de ansiedade. Em razdo de casos de resisténcia
medicamentosa, efeitos adversos graves ou atraso na resposta terapéutica aos
medicamentos atualmente disponiveis, diversos estudos tém almejado a
caracterizacdo farmacologica e toxicolégica de candidatos a farmacos para o
tratamento destas condi¢cbes psiquiatricas. Compostos da classe 3-organoselanil
benzofuranos (SeBZF) tém sido estudados por nosso grupo de pesquisa quanto as
suas propriedades antioxidantes e psicoterapéuticas. Por esta razdo, o objetivo
deste estudo foi investigar a acdo do tipo ansiolitica e antidepressiva de compostos
SeBZF substituidos (SeBZF2-5) em camundongos Swiss machos, comparando-a ao
seu protétipo ndo substituido (2-fenil-3-(fenilselanil)benzofurano - SeBZF1), ou seja,
se a modificacdo estrutural pela adicdo de substituintes traria algum beneficio ao
composto. A triagem conduzida para a deteccao do potencial do tipo ansiolitico no
teste do claro-escuro (TCE) demonstrou que somente o SeBZF3 (3-((4-
metoxifenil)selanil)- 2-fenilbenzofurano) causou um significativo aumento do tempo
gasto no compartimento claro do aparato. Além disso, os dados das curvas dose e
tempo dependentes revelaram que o SeBZF3 exerce efeitos do tipo antidepressivo
no teste de suspensao pela cauda (TSC) (5-50 mg/kg) e no teste do nado for¢cado
(TNF) (50 mg/kg), causando efeitos mais duradouros quando comparados ao
protétipo da classe SeBZF1, previamente estudado. Testes adicionais foram
realizados com o SeBZF3, o qual apresenta um substituinte metoxi, para investigar a
possivel contribuicdo do sistema serotoninérgico na acdo do tipo antidepressiva do
SeBZF3. Os efeitos anti-imobilidade do composto no TSC foram bloqueados pela
pré-administracdo de antagonistas dos receptores serotoninérgicos (WAY100635,
cetanserina e ondansetrona). Além disso, a administracdo combinada de doses
subefetivas de SeBZF3 e fluoxetina (um inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina, ISRS) produziram um efeito sinérgico no TSC. Nao foram detectadas
alteracdes na atividade locomotora e exploratdria dos animais expostos ao SeBZF3
durante os diferentes grupos de experimentos comportamentais. Estudos de
docagem molecular sugeriram possiveis interacbes moleculares entre o SeBZF3 e
os alvos moleculares serotoninérgicos avaliados (receptores 5-HT2a e 5-HTzc e
transportador de serotonina - SERT). Por fim, os achados do ensaio para a
avaliagcdo da toxicidade oral aguda a uma dose elevada (300 mg/kg), sugerem uma
relativa seguranca deste composto, visto que ndo houve alteracbes nos parametros
avaliados. Em conjunto, os achados do presente estudo fornecem evidéncias para a
acdo do tipo ansiolitica e antidepressiva do SeBZF3 e seu baixo potencial em gerar
efeitos adversos graves. Ademais, os dados sugerem uma possivel interacdo entre o
SeBZF3 e o sistema serotoninérgico. Portanto, o SeBZF3 apresenta-se como um



potencial candidato para tratar transtornos psiquiatricos tais como a depresséo e
ansiedade.

Palavras chave: selénio; benzofurano; transtornos psiquiatricos; depressao;
ansiedade; serotonina; testes pré-clinicos.



Abstract

RIBEIRO, Estela Hartwig. Anxiolity and antidepressant-like action of compound
3-((4-methoxyphenyl)selanyl)-2-phenylbenzofuran in mice. Advisor: Cristiani
Folharini Bortolatto. 2021. 116f. Dissertation (Master of Science) — Biochemistry
and Bioprospecting Postgraduate Program — Center for Chemical, Pharmaceutical
and Food Sciences, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Depression is one of the most common pathologies in modern times and is frequently
associated with anxiety disorders. Due to cases of drug resistance, serious adverse
effects, or delay in therapeutic response to currently available drugs, several studies
have aimed at the pharmacological and toxicological characterization of drug
candidates for the treatment of these psychiatric conditions. Compounds of the 3-
organoselanyl benzofurans (SeBZF) class have been studied by our research group
for their antioxidant and psychotherapeutic properties. For this reason, this study
aimed to investigate the anxiolytic and antidepressant-like action of substituted
SeBZF compounds (SeBZF2-5) in male Swiss mice, comparing it to its unsubstituted
prototype (2-phenyl-3-(phenylselanyl)benzofuran - SeBZF1), i.e., whether the
structural modification by the addition of substituents would bring any benefit to the
compound. The screening conducted for the detection of an anxiolytic-type potential
in the light-dark test (LDT) demonstrated that SeBZF3 (3-((4-methoxyphenyl)selanyl)-
2-phenylbenzofuran) alone caused a significant increase in the time spent in the light
compartment of the apparatus. In addition, dose- and time-dependent curve data
revealed that SeBZF3 exerts antidepressant-like effects in the tail suspension test
(TST) (5-50 mg/kg) and forced swim test (FST) (50 mg/kg), causing longer-lasting
effects when compared to the previously studied prototype SeBZF1 class. Additional
tests were performed with SeBZF3, which features a methoxy substituent, to
investigate the possible contribution of the serotoninergic system in the
antidepressant-like action of SeBZF3. The anti-immobility effects of the compound on
the TST were blocked by pre-administration of serotoninergic receptor antagonists
(WAY100635, ketanserin, and ondansetron). In addition, the combined administration
of sub-effective doses of SeBZF3 and fluoxetine (a selective serotonin reuptake
inhibitor, SSRI) produced a synergistic effect on TST. No changes were detected in
the locomotor and exploratory activity of animals exposed to SeBZF3 during the
different behavioral sets. Molecular docking studies suggested possible molecular
interactions between SeBZF3 and the serotoninergic molecular targets evaluated (5-
HT2a and 5-HT2c receptors and serotonin transporter - SERT). Finally, the assay
findings for the evaluation of acute oral toxicity at a high dose (300 mg/kg) suggest a
relative safety of this compound, as there were no changes in the parameters
evaluated. Taken together, the findings of the present study provide evidence for the
anxiolytic and antidepressant-type action of SeBZF3 and its low potential to generate
serious adverse effects. Furthermore, the data suggest a possible interaction
between SeBZF3 and the serotoninergic system. Therefore, SeBZF3 presents itself
as a potential candidate to treat psychiatric disorders such as depression and
anxiety.



Keywords: selenium; benzofuran; psychiatric disorders; depression; anxiety;
serotonina; preclinical testing.
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1 Introducéo

Transtornos mentais comuns, incluindo depressado e ansiedade, afetam
negativamente a salde geral e a qualidade de vida das pessoas. O transtorno
depressivo maior (TDM) € uma doenca multifatorial caracterizada por humor
negativo persistente, sofrimento profundo, psicomotor e sintomas cognitivos (TAKAO
et al., 2021). A depresséo afeta mais de 300 milhGes de pessoas em todo 0 mundo
(OMS, 2017), e a pandemia do coronavirus (COVID-19, do inglés, coronavirus
disease) teve um impacto negativo na saude mental da populacéo, sendo associada
a uma alta prevaléncia global de transtornos psiquiatricos (BUENO-NOTIVOL et al.,

2021) porque as pessoas estdo mais vulneraveis psicologicamente neste momento.

A depressdo € uma das patologias mais comuns na modernidade,
acometendo pessoas de diferentes idades, sendo considerada uma causa
preocupante de morbidade e mortalidade no Brasil (SANTOS et al., 2021), ocupando
a guinta colocacdo entre 0s paises com mais casos de depressdo no mundo, com
11,5 milhdes de diagndésticos, o que representa 9,3% da populacdo (BRITO; LOPES;
BARROS, 2020). Frequentemente a doenca estd associada a transtornos de
ansiedade, com 18,6 milhdes de casos, com destaque para o Brasil, que é o pais
com maior numero de casos de ansiedade no mundo (BRITO; LOPES; BARROS,
2020).

Esses dados alarmantes se somam a sua sintomatologia, que ¢é
caracterizada por sintomas que atingem o corpo, abalam o humor, determinam
comportamentos e afetam as esferas pessoais e profissionais de quem sofre com a
doenca. Melancolia, perda de interesse por atividades rotineiras tidas como afaveis e
cansaco facil sdo alguns dos sintomas descritos na depressdo (ZANONATO;
COSTA; AOSANI, 2021). Nas criancas e adolescentes, estdo associadas a baixa
aprendizagem, desinteresse pelo processo de socializacdo, brincadeiras e afeto,
também atinge o corpo com casos de psoriase, ganho ou perda de peso
(MEHANNA; JAMAL; CAMPAGNOLO, 2015).

Os impactos da depressao geram perdas para o sistema de saude, oneram
a previdéncia social e geram problemas familiares e sociais. No entanto, apesar do

seu contexto relevante ainda ndo existe um consenso sobre suas causas, havendo
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varias teorias que visam explicar os mecanismos fisiopatologicos da depresséo. A
partir do exposto, percebe-se a complexidade desta doenca refletida por
mecanismos fisiopatol6gicos mdultiplos, os quais, muito frequentemente, estdo inter-
relacionados. Além disso, dos pacientes que recebem algum tipo de
tratamento, cerca de 30% nao respondem adequadamente as terapias
(resisténcia medicamentosa) (OMS, 2017). Soma-se a isso, a reposta terapéutica
tardia bem como uma série de efeitos colaterais importantes que podem surgir com
0 uso de farmacos antidepressivos, tornando esta doenca um grande desafio na
area médica (KESSLER, et al., 2003; BELUJON, et al.,, 2017). O estudo destes
mecanismos e 0 processo de desenvolvimento de novas terapias estdo usualmente
pautados, em algum momento, na utilizacdo de modelos pré-clinicos. Com base
nisso, cabe mencionar que os modelos animais tém auxiliado nas investigacfes
acerca da depressdo humana, uma vez que as mudancas comportamentais e
estruturais encontradas nos animais assemelham-se as encontradas nos humanos
(SEEWOQO et al., 2020).

Estudos também relataram acfes biolégicas dos derivados de benzofurano
(heterociclos contendo oxigénio) incluindo acdes antioxidantes e acdes semelhantes
aos antidepressivos, além de perspectiva para tratar os sintomas da doenca de
Alzheimer (GALL et al., 2020; GOYAL et al., 2018; YU-HANG, 2019), inferindo que
compostos que contenham o nudcleo benzofurano na sua estrutura sejam
promissores para o desenvolvimento de novas drogas. Além disso, a insercao de
selénio (Se) em moléculas contendo o nucleo de benzofurano foi usado como
estratégia sintética por Gay et al. (2010), resultando em uma classe de 3-calcogénio
benzo[b]furanos (SeBZF).

Nosso grupo de pesquisa recentemente demonstrou a acdo do tipo
antidepressiva do 2-fenil-3-(fenilselanil)benzofurano (SeBZF1) em camundongos
(GALL et al., 2020). Segundo Gall e colaboradores (2020) todos os compostos
SeBZF apresentaram acdo antioxidante em cérebro de camundongos in vitro. Além
disso, o tratamento oral agudo com o SeBZF1 causou ac¢éo do tipo antidepressiva
em camundongos machos submetidos ao teste do nado for¢cado (TNF) e ao teste de
suspensao pela cauda (TSC). Em relacdo aos mecanismos de acao, foi sugerido
possiveis modulagcdes sobre o sistema serotoninérgico pelo composto, além de atuar

como um agente protetor contra o estresse oxidativo em hipocampo induzido pela
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deplecdo de 5-HT. Rech e colaboradores (2021) demonstraram que o SeBZF1
também parece agir sobre o sistema dopaminérgico, além de apresentar atividade
do tipo antidepressiva em fémeas.

Considerando o potencial biolégico desta classe de compostos SeBZF, o
nosso grupo de pesquisa investigou se a adicdo de diferentes substituintes a
estrutura base do composto poderia trazer alguma vantagem frente ao prototipo
SeBZF1, o qual tem sido descrito como um importante alvo de estudo na busca de
terapéuticas para o tratamento da depressdo. Subsequentemente, realizou-se a
caracterizacdo e elucidacdo da atividade do tipo ansiolitica e antidepressiva do

composto mais promissor (SeBZF3) e a testagem de sua relativa seguranca.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial do tipo ansiolitico e antidepressivo de um 3-organoselanil-

benzofurano substituido (SeBZF-S) em camundongos Swiss machos.

2.2 Objetivos especificos

v' Avaliar o potencial do tipo ansiolitico e antidepressivo de diferentes
compostos SeBZF-S (SeBZF2-5) em testes comportamentais preditivos de acao do
tipo antidepressiva e ansiolitica, comparando os efeitos ao protétipo da classe néo
substituido (SeBZF1);

v' Selecionar o mais promissor SeBZF-S e caracterizar a sua a¢ao do tipo
ansiolitica e antidepressiva através da realizacdo de curvas de dose e tempo-
resposta,;

v' Investigar, através de estratégias de farmacologia comportamental, a
contribuicdo do sistema serotoninérgico na ac¢ao do tipo antidepressiva do SeBZF-S
selecionado;

v' Avaliar a possivel interacdo entre 0 SeBZF-S selecionado e proteinas-
alvo serotoninérgicas (receptores 5-HTz2a e 5-HT2c e SERT) atraves de docagem
molecular;

v Realizar o ensaio de toxicidade oral aguda do SeBZF-S selecionado

para predizer sua seguranca.



19

3 Revisao de literatura

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mais de 300 milhdes de
pessoas sofrem de depressdo em todo o mundo (OMS, 2017). Esses dados refletem
a dindmica da sociedade moderna e a sua relagdo com o estresse cronico, que
contribui para o surgimento de transtornos mentais e comportamentais
(FERNANDES, et al., 2018). Ainda, segundo a OMS, o numero de casos de
transtornos mentais comuns (depressdo e ansiedade) vem aumentando, em
particular, nos paises de baixa e média renda. O Brasil tem o maior nimero de
pessoas ansiosas do mundo, e muitas pessoas experimentam ambas as condicdes
simultaneamente (comorbidade). O fato destas doencas poderem coexistir favorece
a cronicidade da depressdao, atrasa a recuperagado, aumenta a taxa de recaida apos

o tratamento e pode aumentar o nimero de tentativas de suicidio (OMS, 2017).

3.1 Aspectos gerais da ansiedade

A ansiedade é tida como um estado de angustia e inquietacdo na iminéncia
de um perigo incerto e este comportamento € inerente ao ser humano, porém
guando a ansiedade se torna generalizada, ela pode ser debilitante e ser
considerada patolégica (HUR et al., 2020). De acordo com o Manual Diagnéstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V, do inglés Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders) para ser considerada ansiedade generalizada devem
ser incluidos critérios como ansiedade e preocupacdo excessivas de dificil
controle, inquietagéo, dificuldade em concentrar-se, tensédo muscular e perturbacgéo
do sono. A presenca de tais fatores gera um comprometimento significativo do
funcionamento social e profissional do individuo, no entanto, muitas vezes sao
subdiagnosticados (RAUPP et al., 2021).

O estresse tem sido associado como principal fator para o desenvolvimento
da ansiedade (OMS, 2017). Neste contexto, o estresse oxidativo, aumento dos
niveis de glicocorticoide e reducdo dos fatores neurotroficos no cérebro tem sido
associado a fisiopatologia da ansiedade. O acido gama-aminobutirico (GABA) é um
importante neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central (SNC), e
disfuncdes no sistema GABAEérgico parecem estar envolvidas com transtornos de

ansiedade, insoOnia, epilepsia e esquizofrenia. Com base nisso, 0s receptores
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GABA tém sido alvo de drogas ansioliticas, como por exemplo, 0s
benzodiazepinicos (PALTIAN et al., 2020).

A 5-HT também demonstrou envolvimento significativo na regulagdo do
humor e estados afetivos. Clinicamente, a buspirona, um agonista parcial 5-HT1a,
tem sido efetiva para o tratamento da ansiedade generalizada. Ela atua
preferencialmente em nivel dos autoreceptores 5-HTia nos ndcleos da rafe e a
ativacdo desses autoreceptores pré-singpticos diminui a quantidade de 5-HT em
nivel pés-sinaptico (provavelmente na amigdala e hipocampo) (PINHEIRO et al.,
2002). Mosaffa e colaboradores (2020) demonstraram um envolvimento dos
receptores 5-HT2 no desenvolvimento do comportamento do tipo ansiolitico e
antidepressivo de camundongos machos. Em virtude disso, compostos que atuem
via sistema serotoninérgico tém sido promissores para o tratamento de distUrbios

psiquiatricos como a depressédo e a ansiedade.

3.2 Aspectos gerais da depressao

Os primeiros relatos de depressdo datam do século Il D.C. e eram
identificados como transtornos de humor, habitualmente caracterizada também
como esquizofrenia. Foi somente no final do século XIX que o psiquiatra aleméo
Emil Kraepelin ofereceu uma classificacdo diagndstica para a depressao
(LAURINDO, 2017). A depressdo € um dos transtornos mentais mais
recorrentes da contemporaneidade (GONCALVES et al., 2019; KIM et al., 2017,
VENTURA et al.,, 2016; ZANONATO; COSTA; AOSANI, 2021). A OMS estimou
que, em 2015, 264 milhdes (3,6%) de pessoas em todo o mundo apresentavam
algum transtorno de ansiedade e/ou depressdo, sendo mais comum entre as
mulheres (BRITO; LOPES; BARROS, 2020; GONCALVES et al., 2018), que
possuem o0 risco duas vezes maior que os homens de desenvolver quadros
depressivos iniciais (KIM et al., 2017; VENTURA et al., 2016).

Trata-se da segunda maior causa de incapacidade no mundo, perdendo
apenas para as doencas cardiacas isquémicas (COLACO, 2018). Morrem, a cada
ano, aproximadamente 800 mil pessoas por suicidio atribuido a depresséo, sendo
essa a segunda maior causa de morte de pessoas com idades entre 15 e 29 anos
(BRITO; LOPES; BARROS, 2020). Economicamente, o impacto nos Estados

Unidos da Ameérica foi estimado em mais de U$ 210 bilhdes anuais, com quase
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45% atribuiveis a custos diretos, 5% para os custos relacionados com suicidio e
50% para custos no local de trabalho (COLACO, 2018). No Brasil, cerca de 9,3%
da populacdo é afetada por este transtorno (SANTOS et al., 2021), ocupando a
quinta colocacéo entre os paises com mais casos de depressdao no mundo, com
11,5 milhdes de diagnésticos (BRITO; LOPES; BARROS, 2020). Frequentemente a
doenca estd associada a transtornos de ansiedade, com 18,6 milhdes de casos,
destaque para o Brasil, que € 0 pais com maior nimero de casos de ansiedade no
mundo (BRITO; LOPES; BARROS, 2020).

Atualmente, o diagnostico para transtornos psiquiatricos baseia-se em
criterios como o DSM-V, conforme Classificagédo Internacional de Doencas (CID)
ou métodos classificatérios que amparam a identificacdo e rastreamento da
doenca (DINIZ; NEVES; VIEIRA, 2020; GUERRA; MESQUITA, 2020) que deve
apresentar sinais clinicos com presenca de humor triste, vazio ou irritavel,
acompanhado de alteracbes somaticas e cognitivas que afetam de forma
significativa a capacidade funcional do individuo (CRUZ; BONFIM, 2020), afetando
também suas relacdes familiares e sociais, caracterizada por uma profunda
tristeza, pensamentos pessimistas, sentimento de culpa, alteracbes no sono e
apetite (SANTOS et al., 2021). Outro estudo (SANTANA, 2017) acrescenta que
pode haver também uma perda ou ganho de peso sem estar em dieta, insénia ou
Sono excessivo, agitacdo ou retardo psicomotor, cansaco, diminuicdo da
concentracdo, indecisdo, sentimento de inutilidade ou culpa e pensamentos
suicidas.

O TDM é o subtipo de depressdo mais comumente diagnosticado e com
maior gravidade. Caracteriza-se por episddios distintos com, no minimo, duas
semanas de duracdo, envolvendo: presenca de humor deprimido e/ou perda de
prazer ou interesse, somados a presenca de alguns ou todos os seguintes
sintomas: alteracdo do sono, alteracdo do peso e do comportamento
alimentar, alteracdo psicomotora, fadiga ou perda de energia, prejuizo das
funcbes cognitivas, sentimento de menos - valia ou sentimento excessivo de culpa
e ideacdo suicida (ZANONATO; COSTA; AOSANI, 2021). Para o correto
diagnostico do TDM, de acordo com o DSM-V (2014), o individuo deve apresentar,
no minimo, cinco sintomas (Tabela 1) em um periodo de duas semanas, sendo

esses, na maioria das vezes, descritos por relatos subjetivos ou observacdes de
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pessoas proximas ao paciente. Entre esses cinco sintomas, existe, ao menos,
humor deprimido durante a maior parte do dia ou a perda de interesse ou prazer ao
realizar as atividades que antes Ihe eram satisfatorias (DINIZ; NEVES; VIEIRA,
2020; RAUPP et al., 2021).

Tabela 1 - Sintomas do Transtorno Depressivo Maior

Critérios Sintomas
Al Humor deprimido na grande parte do dia, quase todos os dias.
A2 Perda do fascinio, prazer, interesse na maioria, ou em todas as atividades cotidianas,

quase todos os dias.

A3 Perda ou ganho consideravel de peso sem estar em periodo de dieta, ou perda ou
aumento do apetite (alteragdes no apetite), quase todos os dias.

A4 Insdnia ou hipersonia, quase todos os dias.

A5 Agito ou retardo psicomotor (altera¢des psicomotoras), quase todos os dias.

A6 Fadiga ou escassez de energia, quase todos os dias.

A7 Sentimentos inapropriados, inutilidade e/ou culpa excessiva, autorrecriminacdo, que

podem resultar em delirios.

A8 Perda de concentracéo, indeciséo ou dificuldade em pensar, quase todos os dias.
A9 Pensamento continuo de morte, intengdo de suicidio sem planejamento e tentativa
suicida.

Fonte: Adaptado de DINIZ; NEVES; VIEIRA, 2020.
3.3 Fisiopatologia da depresséao

N&o existe um consenso sobre a fisiopatologia da depressdao (COLACO,
2018). AZEVEDO; SANTOS (2021), dividem a depressdao em trés estagios,
também denominados de niveis ou fases, sendo elas: leve, moderada e grave.
Inicialmente, na fase leve, ndo se indica o emprego da farmacoterapia, utilizando-
se outras vertentes como terapias cognitivas, comportamentais e a psicoterapia
interpessoal. Nos casos em que o transtorno ja estd em um nivel mais avancado
como moderado a grave, aplica-se a farmacoterapia, mesmo nado tendo uma
eficacia exata do tratamento, visto que 0s pacientes podem ndo aderir a essa
terapéutica devido aos efeitos adversos, tolerabilidade do paciente e a acgao

farmacocinética.
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Outros autores classificam a depressdo de acordo com caracteristica de
alguns fatores como influéncias bioldgicas, psicolégicas e genéticas (AZEVEDO;
SANTOS, 2021; CRUZ; BONFIM, 2020; KUMAR; CHONG, 2018; PARK et al.,
2017). Esses mesmos estudos apontam que esta condicdo clinica envolve um
conjunto de redes neuronais, neurotransmissores, horménios, enzimas, genes e
inclusive fatores ambientais. Considerando a analise dos fatores que se associam
a depressao, estes podem ter origem ambiental, patolégica e/ou fisioldgica (Tabela
2). Esses fatores em conjunto podem desencadear o TDM e sdo apontados por

uma extensa literatura.

Tabela 2 - Fatores associados a depresséo

Fatores Condicdes Pesquisas
Idade (GONGALVES et al., 2018)
Sexo (VENTURA et al., 2016)
Horménios (GONGALVES et al., 2018)
o AlteracGes de (DINIZ; NEVES; VIEIRA, 2020; VENTURA et al., 2016)
Fisiolégicos neurotransmissores
Genética (DRUMOND, 2017; VIKTORIN et al., 2015; WRAY et al.,
2018)
Menopausa (OLIVEIRA, 2018; PINHEIRO; COSTA, 2020)
Sedentarismo (ANIBAL; ROMANO, 2017; BORGES et al., 2020; VENTURA
et al., 2016)
Uso de (LUCCHESE et al., 2017; PEREIRA, 2019)
entorpecentes
Etilismo/Alcoolismo  (ARAGAO et al., 2019; PEREIRA, 2019)
Fatores Estresse (MAIA, 2017; TEIXEIRA, 2017; TEIXEIRA et al., 2020)
Ambi i . x
mbientais  Ajimentagéo (LOPES, 2020; PATIER et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018)
Condicdes (VENTURA et al., 2016)
socioecondbmicas
Doencas cronicas: (GUERRA; MESQUITA, 2020; CRUZ; BONFIM, 2020; RAUPP
Fatores cancer, diabetes, et al., 2021; GONCALVES et al., 2019; ANIBAL; ROMANO,
L. obesidade e .
2017; VENTURA et al., 2016
Patolégicos infecgtes )
sexualmente

transmissiveis
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Durante décadas, a hipétese monoaminérgica foi aceita para a explicacao
da fisiopatologia da depressdo. No entanto, novas hipdteses foram surgindo,
através de varios estudos cientificos realizados, os quais foram e sdo Uteis para
complementar o mecanismo fisiopatolégico (JUCA, 2018). Para fins desse estudo,
se faz imprescindivel relatar as diversas hipoteses da fisiopatologia do TDM,

devido a alta prevaléncia e relevancia desse tema, conforme descritas a seguir.

3.3.1 Hipotese glutamatérgica da depresséao

Essa hip6tese afirma que a exposicdo a eventos estressores promove
aumento na liberacdo de glutamato no hipocampo. O glutamato é captado quando
existe necessidade de finalizar a transmissdo neural e utlizado para produzir
glutamina (empregada na sintese de glutamato e GABA). A adulteracdo na
transmissao glutaminérgica afeta os neurdnios, além da neurotransmissao
noradrenérgica, serotoninérgica e dopaminérgica, que sdo regulados por
glutamato e GABA (SOUZA; GODINHO, 2020).

O glutamato € um dos neurotransmissores mais prevalentes liberados por
neurbnios excitatorios no SNC; entretanto, o glutamato residual no espaco
extracelular €, potencialmente, neurotdxico. Atualmente esta bem estabelecido que
uma das funcbes fundamentais dos astrécitos é captar a maior parte do glutamato
liberado simpaticamente, o0 que otimiza as funcbes neuronais e evita a
excitotoxicidade glutamatérgica. No SNC, a depuracdo de glutamato é mediada por
transportadores de captacdo de glutamato expressos, principalmente, pelos
astrécitos (SOUZA et al., 2019).

Curiosamente, estudos recentes (FELGER, 2019; SOUZA et al.,, 2019)
demonstram que o glutamato extracelular estimula a liberacédo de calcio (Ca 2*) dos
estoques intracelulares dos astrocitos, que desencadeia a liberagcdo de glutamato
dos astrécitos para os neurdnios adjacentes, principalmente por um mecanismo
exocitético. Acredita-se que esse glutamato liberado coordene o disparo neuronal e
pondere a sua atividade excitatéria ou inibitoria. Portanto, os astrocitos contribuem
para a homeostase do glutamato no SNC, mantendo o equilibrio entre suas funcdes

opostas de captacdo e liberacdo de glutamato. Esta funcdo dupla dos astrécitos
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representa um alvo terapéutico potencial para doencas do SNC associadas a

excitotoxicidade glutamatérgica.

3.3.2 Hipotese neuroinflamatéria da depresséo

Essa hipoOtese surgiu na década de 1980 por meio de trabalhos que
demonstraram o componente neuroinflamatério da depressao, através da ativagao
de células mononucleares, no entanto, foi em 1991 que o papel das citocinas
passaram a ser investigados (LAURINDO, 2017). As citocinas sdo moléculas
proteicas ou glicoproteicas que variam entre 6 e 70 kDa, que podem ser produzidas
por células do sistema imune ou células endoteliais e epiteliais da mucosa (MAIA,
2017). Com os estudos desenvolvidos concluiram que as citocinas pré-inflamatorias
Sdo responsaveis pela resposta da fase aguda na inflamacédo, colaborando para
varios aspectos clinicos da depressao, dos quais se destacam a hiperatividade do
eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) e disturbio no metabolismo da 5-HT
(GROSSO; VALENTAO:; ANDRADE, 2016; LAURINDO, 2017).

Outros estudos acrescentam que as citocinas apresentam trés funcoes,
sendo elas, a funcao autdcrina (atuam na célula que as produzem), paracrina (atuam
na proximidade da célula) e enddcrina (agem como hormonios) (JUCA, 2018; MAIA,
2017). Também, as citocinas pro-inflamatérias (IL-1B8, IL-6 e TNF-a) exercem
influéncia tanto no metabolismo de noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) e
dopamina (DA) como nas funcdes neuroenddcrinas, levando a reducdo da curva de
cortisol e ao aumento das concentracdes de cortisol noturno, indicando a existéncia
de uma ligacédo entre a ativacado do eixo HHA e a resposta depressiva (GROSSO;
VALENTAO; ANDRADE, 2016).

A neuroinflamacdo € uma forma de resposta inflamatéria no SNC, que é
expressivamente afetada pelo estado da atividade neuronal e pela permeabilidade
da barreira hematoencefalica (BHE). As respostas inflamatorias moderadas podem
proteger o SNC, enquanto uma inflamagao intensa agrava o comprometimento da
homeostase do tecido (FREIBERGER, 2018). Sintomas depressivos e déficits
cognitivos sédo frequentemente relatados em pacientes tratados com a citocina
interferon alfa (RAUPP et al., 2021; ZORN et al., 2017).
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A literatura tem demonstrado a importancia para a abordagem sistémica que
tenha por objetivo melhorar o processo de neurotransmisséo, trabalhando na crise
energeética, otimizando a adenosina trifosfato (ATP) e diminuindo niveis de cortisol
(GUERRA; MESQUITA, 2020). Para alguns pesquisadores também deve-se evitar a
disbiose e as alteracdes no sistema cardiovascular (CRUZ-FUENTES et al., 2014;
GUERRA; MESQUITA, 2020; JACKA et al., 2015). Ademais, a mesma literatura
aponta que a plasticidade neuronal estd de modo intimo ligado a producao
endogena de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), que pode obter ganhos
com a atividade fisica, consequentemente reduzindo o processo neuroinflamatério e
prevenindo a obesidade. Para ilustrar esse processo, a Figura 1 apresenta 0s
fatores metabolémicos que envolvem o eixo cérebro-intestino-coracdo e estédo

associados com a depressao.
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Figura 1 - Fatores metaboldmicos envolvidos no eixo cérebro-intestino-cora¢do associados com a

depressao.

Individuos com transtornos mentais podem ter reducdo de ATP, disfuncBes das células gliais,
alteracdes na neuroplasticidade e formacdo do processo de neuroinflamacdo, que desencadeiam a
liberacdo de citocinas e cortisol. Este quadro leva a diminuicdo de 5-HT, que pode ser revertida com a

pratica de atividade fisica, prevencao da disbiose e de alteracde cardiovasculares e suplementacao.

Fonte: GUERRA; MESQUITA, 2020.
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3.3.3 Hipotese neuroenddécrina da depresséo

No caso da depressdo, a resposta inflamatéria exacerbada, a partir da
influéncia no eixo HHA parece gerar uma resisténcia aos glicocorticoides (RAUPP et
al., 2021). Em relacéo a fisiologia, tem-se que a exposicdo a um fator estressante
agudo ativa o eixo HHA, que promovera uma cascata de eventos endocrinos. Essa
cascata contém a liberacdo e transporte do horménio liberador de corticotrofina
(CRH) e vasopressina (VP) de neurdnios do nacleo paraventricular do hipotdlamo
para a hipofise anterior, onde ocorrera o estimulo a liberagdo do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) para a circulacdo sistémica (LOPES, 2017). O ACTH,
por sua vez, ir4 estimular a producado e liberacdo de glicocorticéides (cortisol em
humanos e corticosterona em roedores) do cortex da adrenal para a circulagdo
sistémica, conforme demonstrado na Figura 2. Os neurbnios hipotalamicos sé&o
responsaveis por controlar a funcdo hipofisaria. Estes possuem aferéncias
noradrenérgicas e serotoninérgicas, sendo responsaveis pela liberacdo do CRH, que
estimula a secrecdo de cortisol. Nos pacientes depressivos hd uma elevagdo da
concentracdo de cortisol (TAVARES, 2018).
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Figura 2 - Eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal.

Eventos estressores levam a ativagdo do eixo HHA promovendo uma cascata de eventos enddcrinos,
culminando na producéo de cortisol.

Fonte: LOPES, 2017.
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O estresse e 0 envolvimento do eixo HHA também apresenta relacdo com
algumas estruturas como o hipocampo e a amigdala (LIYANARACHCHI; ROSS;
DEBONO, 2017; MAIA et al., 2020). O estimulo aumenta os niveis de cortisona e
ocasiona um aumento da glandula pituitaria, esse estimulo também tem sido
relacionado com o aparecimento do déficit cognitivo nos pacientes e acarreta uma
atrofia do tecido linfoide, com reducdo de células T e anticorpos, 0 que torna o
individuo imunodeprimido (JUCA, 2018; LIYANARACHCHI; ROSS; DEBONO, 2017;
ZORN et al., 2017).

Inter-relacionando as duas teorias, sabe-se que concentracdes séricas
aumentadas de citocinas pré-inflamatérias estimulam o SNC e ativam o eixo HHA,
aumentando o estresse oxidativo no cérebro. Além disso, evidéncias crescentes
também sugerem que a resposta inflamatdria mediada por citocinas esta associada
a depresséo (RAUPP et al., 2021; ZORN et al., 2017). Alpert e colaboradores (2020)
constataram em um estudo que pessoas com a sindrome Covid-19 na fase aguda
da doenca apresentavam altas concentracdes sanguineas das citocinas pro-
inflamatorias, como por exemplo a interleucina-6 (IL-6), e a presenca de
comportamentos depressivos. Estes dados encontrados corroboram com a hipétese
entre a associacao de altas concentracdes de citocinas e depresséo.

3.3.4 Hipotese neurotréfica da depresséo

Essa hipotese trabalha na expressdo da depressdo desencadeada pela
reducdo das neurotrofinas nas areas cerebrais. As neurotrofinas séo proteinas
responsaveis por regular a neurogénese, o desenvolvimento e a diferenciacao,
assim como, satisfazer a plasticidade neuronal, a morte celular e a diferenciacéo
fenotipica. A primeira neurotrofina, o fator de crescimento do nervo (NGF — do
inglés, Nerve Growth Factor), foi identificada em 1953 e estendeu os avancos da
neurobiologia diante dos aspectos moleculares relacionado a fisiopatologia dos
disttrbios neurolégicos (JUCA, 2018).

Caracterizada como a principal neurotrofina do cérebro, o BDNF é bastante
estudado, sendo alvo do desenvolvimento dos farmacos benéficos para o tratamento
das doencgas neuropsiquiatricas e neurodegenerativas. Estudos demonstraram que a

resisténcia ao tratamento com o0s antidepressivos estd relacionada a um
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polimorfismo no gene BDNF (EL-HAGE et al., 2015; LOPES, 2017). Esse
polimorfismo, que pode ser induzido pelo estresse, consiste na substituicdo do
aminoacido valina (Val) por metionina (Met) no codon 66 do BDNF e mostrou alterar
a expressao e o processamento de BDNF, como representado na Figura 3. Esse
fator de crescimento neurotrofico pode ser encontrado no hipocampo, neocortex,
amigdala e cerebelo, e é produzido pelas células da glia e nucleos neuronais.
Também séo produzidos, em menor quantidade, pelas células endoteliais, leucdcitos

e células satélites de musculo esquelético (JUCA, 2018).

Figura 3 - Alteragéo na expressdo de BDNF em decorréncia do polimorfismo Val/Met.

Representacéo esquematica do polimorfismo no codon 66 do gene BDNF onde houve substituicao de
Val por Met.

Fonte: LOPES, 2017.
3.3.5 Hip6tese monoaminérgica da depresséo

A principal e mais antiga hipotese para o surgimento da depressao, datada
de 1960, fundamenta-se nas monoaminas (MAIA, 2017), que sao
neurotransmissores cerebrais. As monoaminas sdo a DA, a NA, a 5-HT e a
adrenalina e acredita-se que had uma redugcdo destes neurotransmissores em
individuos depressivos (SANTANA, 2017). Esta hipotese baseia-se na capacidade
dos neurotransmissores do sistema monoaminérgico, como NA e 5-HT,
desempenharem um papel central na fisiopatologia, regulando humor, motivagdes,
disposicoes e padrdes psicomotores e, suas disfungdes resultam em uma anomalia
desses neurotransmissores que per se podem prejudicar a homeostase cerebral e

com isso levar ao desenvolvimento de quadros depressivos (COLACO, 2018;
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MAIA, 2017). Neurotransmissores monoaminérgicos incluindo 5-HT, DA, NA séo

ativamente envolvidos na fisiopatologia da depressao (Figura 4) (COLACO, 2018).

HH; HO,

Serotonina Epinefrina

Figura 4 - Estrutura das monoaminas.
Representacdo das estruturas quimicas dos neurotransmissores do sistema monoaminérgico.
Fonte: COLAGO, 2018.

O sistema serotoninérgico esta altamente envolvido tanto em estresse
quanto em angustia. Isso indica que este sistema de neurotransmissao é
fundamental para entender melhor a resposta dos organismos a eventos
estressantes, bem como as patologias associadas a sua exposicdo prolongada
(KOLACZYNSKA et al., 2019). Os neurdnios serotoninérgicos localizam-se,
sobretudo, no nucleo da rafe mesencefélica dorsal e mediana, mas apesar desta
limitagdo a acdo da 5-HT esta amplamente difundida no SNC. A biossintese da 5-HT
ocorre a partir do triptofano, que é hidroxilado a 5-hidroxitriptofano, pela acdo da
enzima triptofano hidroxilase. Posteriormente, pela acdo da enzima aminoéacido
aromatico descarboxilase, ocorre a descarboxilacdo do 5-hidroxitriptofano em 5-
hidroxitriptamina ou 5-HT, ficando esta armazenada nas vesiculas sinapticas. A 5-HT
€ degradada em acido 5-hidroxindolacético a partir da monoamina oxidase A (MAO-
A), geralmente no espaco intersinaptico. A 5-HT liberada pelas vesiculas sinapticas
atua sobre os receptores pos-sinapticos. Os receptores de 5-HT simulam uma
familia, sendo disseminados dependendo do subtipo celular (DE DEURWAERDERE;
DI GIOVANNI, 2017; LIU et al., 2019; JONES, 2020).
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Os receptores de 5-HT sdo encontrados em todo o SNC e periférico,
principalmente em regides cerebrais envolvidas na neurobiologia da ansiedade e
da depresséo. Os receptores de 5-HT estdo atualmente no auge da descoberta de
novas drogas para o tratamento de distarbios que vao desde enxaqueca e
disturbios alimentares até perturbacfes neuropsiquiatricas, como ansiedade e
depressao. E bem descrito na literatura atual que o cérebro expressa sete tipos de
receptores 5-HT que compreendem quatorze subtipos (Tabela 3) estruturalmente e
farmacologicamente distintos, que participam de processos fisiolégicos e
homeostéaticos (HAO et al., 2017; SHARP T, BARNES NM., 2020; VILAS-BOAS,
2021) .

Tabela 3 - Receptores 5-HT e seus subtipos

Receptor 5-HT Subtipos de receptores 5-HT

5-HT1 5-HT1a, 5-HT18, 5-HT1p, 5-HT1e € 5-HT1F
5-HT2 5-HT2a 5-HT28 e 5-HT2c

5-HT3 -

5-HT4 -

5-HTs 5-HTsae 5-HTss

5-HTs -

5-HT~7 -

Fonte: SHARP; BARNES, 2020.

Os cinco subtipos de receptores 5-HT1 sdo metabotropicos acoplados a
proteina G (proteinas ligantes de trifosfato de guanosina- GTP) inibitoria (Gi ou Go);
ou seja, a ativacdo do receptor inibe a atividade da enzima adenilato ciclase (AC),
reduzindo a conversdo de ATP em adenosina 3',5' monofosfato ciclico (AMPc), que
é responsavel pela ativagdo da proteina quinase A (PKA) (SHARP; BARNES, 2020).
Os receptores 5-HT1a séo distribuidos no ndcleo limbico, cortical e dorsal e mediano
da rafe e sdo expressos na membrana pré e pos-sinaptica dos neurbnios onde
atuam, regulando a concentracao extracelular de 5-HT e a transmissao do potencial
de acao (FAKHFOURI et al., 2019).

A ativacdo dos receptores pos-sinépticos, heteroreceptores 5-HT1a, promove
a hiperpolarizacdo, semelhante ao que ocorre no receptor pré-sinaptico 5-HTia,
reduzindo a hiperatividade neuronal, importante para o tratamento de algumas
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doencas como ansiedade e esquizofrenia (RODRIGUES DA SILVA et al., 2020).
Por um mecanismo ainda ndo conhecido, a ativacdo deste receptor também esta
relacionada ao aumento do numero de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
nitrogénio, e a estimulacdo de uma enzima semelhante ao fosfato de dinucleotideo
de nicotinamida e adenina oxidase (NADPH-oxidase) (ALBERT; VAHID-ANSARI,
2019). A ativacao dos heteroreceptores 5-HTia com o 8-OH-DPAT (agonista 5-
HT1a) produzem efeito antidepressivo (AZEVEDO et al., 2019). Esta atividade foi
associada a inibicdo dos neurénios GABAérgicos da via limbica que expressam 5-
HT1a, que, uma vez ativado, induz a hiperpolarizagéo neuronal, inibindo a liberagéo
do GABA, um neurotransmissor inibidor envolvido no desenvolvimento de
depressdo e disturbios de humor, aumentando a influéncia glutamatérgica
(STUIVENGA et al., 2019).

Ademais, a estimulacdo dos receptores 5-HT1a, mencionada anteriormente,
leva a ativacdo das quinases reguladas por fatores extracelulares (ERK, do inglés
extracellular signal regulated kinase) e proteina quinase B (PKB), que sé&o
importantes para a reorganizacdo do citoesqueleto. A ativacdo da ERK aumenta a
atividade do fator nuclear kappa B (NF-kB, do inglés nuclear factor kappa B), que
inibe a caspase 3, prevenindo a morte celular. Por sua vez, a ativagao da PKB, que
€ mediada por fosfatidil inositol 3 quinase (PI3K, do inglés phosphoinositide 3-
kinase), é estimulada por feedback negativo quando ha altos niveis de ERK ativa.
Esse aumento na PKB ativa promove a inibicdo da proteina glicogénio sintase
quinase 3 (GSK3, do inglés glycogen synthase kinase-3) a quinase responsavel
pela fosforilacdo e ativacdo da ERK, reduzindo assim a concentracdo de ERK. Em
contraste, com a atividade anti-apoptética, a ativacdo do 5-HTiatambém esta
relacionada com o aumento da atividade da proteina quinase que atua na
regulacdo do processo de auto-destruicdo cellular (JNK, do inglés c-Jun N-terminal
kinase) induzindo a apoptose (ALBERT; VAHID-ANSARI, 2019; RODRIGUES DA
SILVA et al., 2020; ROJAS et al., 2017). A estimulacéo de 5-HT1a induz a ativacao
da proteina Janus quinase 2 (JAK2, do inglés Janus Kinase 2), que fosforila a
calmodulina (CaM), a qual esta associada ao transportador de sodio e hidrogénio,
causando sua ativacdo e aumento no pH intracelular devido a saida de prétons. E
importante ressaltar que o equilibrio entre essas atividades e o efeito final depende
do tecido analisado (MCKEAGE, 2016).
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Como autoreceptores, 5-HT1a e 5-HT1s promovem a ativagéo de canais de
potassio, que permitem um aumento na conducdo deste ion, levando a
hiperpolarizagdo dos neurdnios no hipocampo, o que, por sua vez, inibe a abertura
de canais de calcio dependentes de voltagem e a liberacdo de 5-HT (SHARP;
BARNES, 2020). Como receptores pés-sinapticos, eles inibem a AC através da via
de sinalizacdo desencadeada pela proteina Gaio, diminuindo, assim, a sintese de
AMPc e a ativacdo da PKA. A PKA é responsavel pela fosforilagcdo de proteinas e
enzimas, possuindo uma estreita ligacdo com a proteina de ligacao responsiva ao
AMPc (CREB, do inglés cAMP response element-binding protein), que é um fator
de transcricdo intranuclear (MONTALBANO; CORRADETTI; MLINAR, 2015;
ROJAS et al.,, 2016; ROJAS et al., 2017). A ativagédo de 5-HTis induz a via ERK,
PKB, e da Rho-quinase (ROCK, do inglés Rho-associated protein kinase), o que
estimula a translocacdo da ERK ativa para o nucleo. Como forma de regular esta
via de sinalizacdo, a GSK3 foi associada a uma possivel fosforilacdo do receptor,
aumentando o seu potencial inibidor na AC (Figura 5) (VILLAS-BOAS, et al., 2021).

Serotonergic presynaptic | @5-HT
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Figura 5 - Caminhos de sinalizag&o de receptores 5-HT1is.

O receptor 5-HT1s esta acoplado a proteina Gai/0. A sua ativagdo bloqueia a atividade da AC,
reduzindo a converdo de ATP em AMPc, que é responséavel por ativar a PKA. A ativagdo desses
receptores diminui a liberacdo de neurotransmissores nos neurbnios através do aumento na
condutancia de K* e diminuicdo no influxo de Ca*. Ap6s a ativacdo de 5-HTis, uma cascata de
quinases regula a translocacdo de ERK. Além disso, a PKB é estimulada com a consequente
ativacdo da GSK3, que esta envolvida na fosforilagdo e regulacdo da atividade do receptor 5-HT1s.
Fonte: VILLAS-BOAS, et al., 2021.
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O receptor 5-HT1p é expresso na membrana pré e pds-sinaptica de neurdnios
em varias regides do sistema nervoso. Como autoreceptores, quando ativados,
inibem a liberacdo de 5-HT do terminal pré-singptico através do mesmo mecanismo
observado para os receptores 5-HTiae 5-HTis, mudanga de condutancia de
potassio e influxo de calcio. Embora os mecanismos resultantes da ativacado dos
receptores pos-sinapticos 5-HTip ainda ndo foram elucidados, sabe-se que eles
agem através da inibicio de AC, comum entre receptores 5-HTi1e que é
estruturalmente semelhante ao receptor 5-HTis (MCKEAGE, 2016). Quanto aos
receptores 5-HTiee 5-HTir, ha uma falta de estudos com tratamentos
antidepressivos que visam esses receptores ou que 0s correlacionam com a
patogénese da depressao (DAVID; GARDIER, 2016; ORSOLINI et al., 2016)

Os receptores 5-HTza, 5-HT2s e 5-HT2c séo acoplados a fosfolipase C (Gq)
levando ao aumento na formacéo de Inositol trifosfato e diacilglicerol (SHARP, et
al. 2021). Os receptores 5-HT2a s@o encontrados predominantemente em éareas
corticais (BHAGWAGAR et al., 2006). O aumento dos niveis dos receptores de 5-
HT2a foi reportado em diferentes regides cerebrais de pacientes com Desordem
Depressiva Principal (MDD, do inglés Major depressive disorder) (ANISMAN et al.,
2008; PANDEY et al., 2002). Sugere-se que o receptor 5-HT2a seja mediador dos
efeitos alucindgenos de drogas psicodélicas, como por exemplo a dietilamida do
acido lisérgico (LSD), nos seres humanos e que o uso de agonistas deste receptor
estaria relacionado a diminuicdo dos sintomas depressivos (SHARP, et al., 2021).
O bloqueio do receptor 5-HT2a parece melhorar os efeitos clinicos dos inibidores
seletivos da recaptacdo de 5-HT (ISRS), e embora o mecanismo por detras deste
efeito ndo seja certo, pode estar ligado a evidéncia de um feedback inibitério
mediado pelo receptor 5-HT2a em neurénios 5-HT (CELADA et al., 2004; SHARP,
et al., 2021). Os receptores 5-HT2c parecem estar envolvidos em distarbios
alimentares e de humor (FEIJO et al., 2011). O uso de agonistas de receptores 5-
HT2c parecem ter efeito ansiogénico, além de induzir a polifagia, ao passo que a
administragcdo de antagonistas deste receptor, como por exemplo amitriptilina
(antidepressivo triciclico - ADT), sao considerados benéficos em estados
depressivos e de ansiedade (CHAGRAOQUI et al., 2016).
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Os receptores 5-HTs, diferentemente dos demais receptores 5-HT, sé&o
ionotropicos e membros da superfamilia dos receptores ligantes catibnicos que
inclui os receptores colinérgicos, GABAérgicos e glicinérgicos. Nos seres humanos,
sdo compostos por cinco subunidades formando uma estrutura pentamérica
circundando um canal i6nico central permeavel ao sédio (Na*), potassio (K*) e
célcio (Ca?*) (SHARP; BARNES, 2020). Os receptores 5-HTs sdo bem conhecidos
por serem expressos no SNC em regibes que tém significancia no reflexo do
vomito, percepcdo da dor, sistema de recompensa, cognicdo, depressdo e
ansiedade (BHATT et.al., 2020).

Através de mecanismos ainda néo elucidados, os antagonistas alosetron,
ondasetron e zacopride demonstraram atividade ansiolitica em modelos animais de
avaliacdo de ansiedade (COSTESCU et al, 2019). N-cyclohexyl-3-
methoxyquinoxaline-2-carboxamida (QCM-13) é um antagonista 5-HTs que
mostrou potente atividade ansiolitica no teste do claro-escuro (TCE) e no teste do
labirinto em cruz elevado. Esta atividade estava relacionada ao aumento da
disponibilidade de 5-HT apd6s o bloqueio de receptores 5-HTs, eles sao
possivelmente receptores localizados em interneurénios GABAérgicos, uma vez
que este blogueio causaria desinibicdo dos neurbnios serotoninérgicos
subjacentes. Além disso, o receptor 5-HTs pds-sinaptico pode ser expresso em
neurdnios adrenérgicos, GABAérgicos e dopaminérgicos, cuja modulacdo da
neurotransmissdo pode promover efeitos ansioliticos (KURHE; MAHESH, 2017;
FAKHFOURI et al., 2019). Por outro lado, o tratamento com agonistas 5-HTs pode
reverter o comportamento do tipo ansiolitico induzido em camundongos tratados
com esteroides anabdlicos androgénicos (MORRISON, et al., 2015). Desta forma,
observa-se que os dados da literatura ndo sdo completamente convergentes e que
novos estudos sdo necessarios para elucidar o mecanismo pelo qual isso
acontece.

Os receptores 5-HT também sdo expressos em fibras nociceptivas
diferentes no chifre dorsal da medula espinhal; assim, terapias com antagonistas
de autoreceptores 5-HTia e agonistas heteroreceptores aumentam a concentragao
disponivel de 5-HT e diminuem a liberacdo de neurotransmissores nociceptivos,
permitindo ndo apenas o tratamento da depressdo, mas também da dor crbnica,
muitas vezes associada a transtornos mentais (MONTALBANO; CORRADETTI;



36

MLINAR, 2015; RODRIGUES DA SILVA et al., 2020; SHARP; BARNES, 2020).
Depressao e ansiedade sdo as comorbidades mais comuns apresentadas pelos
pacientes que sofrem de dor cronica, como por exemplo a fibromialgia (KREMER
et al., 2021).

Em relacdo ao sistema noradrenérgico, tem-se que a fonte inicial de NA é
originada dos neurdnios do locus coeruleus que se localiza no assoalho do quarto
ventriculo (BELUJON; GRACE, 2017). Esse neurotransmissor tem por funcéo
regular a funcdo encefalica de variadas maneiras. O locus coeruleus ganha
projecOes aferentes de determinadas regides encefalicas como amigdala, cortex e
hipotalamo. De forma similar a 5-HT, a NA possui autoreceptores (a-adrenoceptores)
que regulam com fungdo inibitoria a liberagdo de NA, ao passo que os -
adrenoceptores estimulam a liberacdo de NA ap0s a sua ativacdo. Em grande parte,
a liberacdo de NA € modulada por meio da recaptacédo deste neurotransmissor pelo

neurdnio pré-sinaptico (LIU et al., 2019).

A é&rea tegmental ventral € um agrupamento de neurénios localizados no
centro do mesencéfalo, e € um dos principais centros dopaminérgicos. Neurbnios
dopaminérgicos que se projetam da area tegmentar ventral para o nucleus
accumbens sdo essenciais na via de recompensa encefalica. Disfun¢des no sistema
dopaminérgico estdo relacionadas a diversas patologias neuropsiquiatricas, tais
como a doenca de Parkinson, depresséo e esquizofrenia. E importante ressaltar que
o sistema dopaminérgico também pode ser ativado por estimulos estressantes e é
de suma importancia que os niveis de DA sejam satisfatorios para que se consiga
modular este sistema de recompensa, fazendo com que o individuo consiga lidar

com esses eventos estressantes (BAIK, 2020).

Os antidepressivos triciclicos, desenvolvidos apoiando-se nessa hipotese,
agem tanto no sistema serotoninérgico quanto nos sistemas dopaminérgico e
noradrenérgico, bloqueando a recaptacdo dos neurotransmissores 5-HT, DA e NA
de maneira satisfatoria, uma vez que pacientes depressivos tém seus sintomas
somaticos atenuados (COLACO, 2018; FLORA et al., 2020; LIU et al., 2019). Por
outro lado, pacientes com genétipos combinados de polimorfismo de transportador
de NA (NET182C) e 5-HT (5- HTTLPR) proporcionam piores respostas ao

tratamento, e as interagbes funcionais com diferentes sistemas se mostram
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afetadas. Diversas pesquisas apontam que as modificacbes que ocorrem nas
monoaminas, provocam alteragfes tanto no tdénus glutamatérgico, como nas
enzimas metabolicas (RAMSAY; DEURWAERDERE; GIOVANNI, 2016; REUS;
QUEVEDO; RODRIGUES, 2015; ZHANG et al., 2018).

3.4 Tratamentos farmacoldgicos para depressao

A depressao tem como principal método de tratamento a farmacoterapia
com antidepressivos (AZEVEDO; SANTOS, 2021). Os mais utilizados sao
pertencentes as classes dos psicofarmacos, drogas que tém seu mecanismo de
acdo no SNC (AZEVEDO; SANTOS, 2021). O tratamento farmacolégico
antidepressivo inclui os inibidores de monoamina oxidase (IMAO), ADT, ISRS,
inibidores da recaptacdo da NA e DA (IRND), inibidores da recaptacdo da 5-HT e
NA (IRSN), antidepressivos atipicos e a escetamina que age via sistema
glutamatérgico - utilizada nos casos de depressao refrataria (AZEVEDO; SANTOS,
2021; KAUR et al., 2021). Dentre os principais psicofarmacos, os ISRSs sdo o0s
mais aconselhados (recomendacdo 1A), a exemplo da fluoxetina e sertralina
(COLACO, 2018; RAUPP et al., 2021).

As dosagens de um farmaco se relacionam diretamente com os quatro
diferentes tipos de metabolismo existentes, sofrendo grande interferéncia dos
polimorfismos, ja que sao diferenciados pela presenca ou alteracdo de alelos
determinantes. Os metabolizadores lentos apresentam dois alelos inativos; o0s
intermediarios apresentam uma alteragdo em um de seus alelos; os
metabolizadores rapidos ou extensivos apresentam alelos normais, ou seja, sem
nenhum polimorfismo e os metabolizadores ultrarrapidos apresentam um dos
alelos duplicados (AZEVEDO; SANTOS, 2021).

Os efeitos terapéuticos e adversos desses medicamentos séo resultado dos
processos de farmacocinética e farmacodinamica que sofrem grande influéncias
dos diferentes genes responsaveis pela metabolizacdo (AZEVEDO; SANTOS,
2021). Apenas 70 a 80% dos pacientes respondem positivamente ao tratamento e,
com isso, ha uma alta taxa de ndo adeséo que varia de 42 a 46%, isto se deve aos
efeitos antidepressivos tardios (SANTANA, 2017). Além disso, menos da metade
das pessoas acometidas por essa patologia recebem tratamento adequado
(SANTOS et al., 2021).
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O importante papel da 5-HT na regulacdo do humor fez com que o sistema
serotoninérgico se tornasse um alvo determinante para o tratamento da depressao.
Nesse sentido, os ISRSs estiveram entre 0s primeiros tratamentos destinados a
aumentar a concentracdo de 5-HT; ou seja, promover a rea¢ao oposta a observada
em transtornos depressivos, em que essa concentracdo poderia estar reduzida. Os
ISRSs atuam inibindo o transportador 5-HT (SERT, do inglés serotonin
transporter), expresso na membrana pré-sinaptica dos neurénios serotoninérgicos.
A capacidade dessas drogas de bloquear este transporte sem afetar outros
neurorreceptores fez com que se destacassem de outras terapias com
antidepressivos, com menos efeitos adversos e colaterais (STUIVENGA et al.,
2019).

A vilazodona, um ISRS e agonista parcial do receptor 5-HT1a, é alternativa
para o tratamento de transtorno depressivo grave e transtorno de ansiedade
generalizada. Sua acdo agonista em 5-HTia é possivelmente responsavel pelo
efeito rapido desta substéncia, diferente de outros ISRIs (STUIVENGA et al.,
2019). Semelhante a vilazodona, tandospirona € um agonista seletivo do receptor
5-HT1a, cuja administracdo, a curto prazo, promove uma diminuicdo na liberacdo
de 5-HT (HUANG et al, 2017). A administracdo cronica de tandospirona,
responsavel pelo seu desfecho farmacolégico, induz a dessensibilizacdo desses
receptores e, consequentemente, um aumento na concentracdo de 5-HT,
apresentando atividade antidepressiva, com inicio tardio. No entanto, esta ndo é a
Gnica maneira que a substancia pode ser usada para tratar a depressdo. A
administracdo concomitante de tandospirona com ISRS ou ADTs é ainda mais
eficaz, aumentando o efeito dessas drogas e até mesmo reduzindo seus efeitos
adversos (HUANG et al., 2017; MCKEAGE, 2016).

A brexpiprazol € uma droga usada para tratar MDD e esquizofrenia. Esta
substancia age como agonista para 0S seguintes receptores: 5-HTia;
dopaminérgica D2 e D3, e como antagonista dos seguintes receptores: 5-HTza, 5-
HT2s, 5-HT7, e a adrenérgico 1a, ais, 0ip € O2c, com maior afinidade que a
aripiprazol, que pertence a mesma classe e com a auséncia de acatisia, um efeito
adverso caracteristico. O uso de brexpiprazol € recomendado como adjunto a
terapias antidepressivas, onde age aumentando o efeito de antidepressivos como a

fluoxetina. Essa acéo pode ser observada em modelos animais para avaliagao da



39

depresséo e ansiedade, como o TNF e o teste de conflito Vogel (CHA et al., 2019;
STUIVENGA et al., 2019).

Os antagonistas 5-HT1s também tém sido considerados adjuvantes a terapia
antidepressiva. A monoterapia com essas substancias ndo induz resultados
efetivos, o que pode ser explicado pelo fato de que 5-HTia e 5-HT1s tém menos
distribuicdo e menos atividade pronunciada do que o SERT. Assim, sua aplicacéo
como melhorador terapéutico é mais eficiente, intensificada através da inibicdo do
mecanismo de feedback que impede a liberacdo de 5-HT (ORSOLINI et al., 2016).
Embora estruturalmente diferentes, 5-HTis e 5-HTip podem desempenhar papéis
semelhantes em distlrbios depressivos. Ambos sdo hipersensiveis em pacientes
diagnosticados com esses transtornos; assim, sao facilmente ativados e inibem a
liberacdo de 5-HT, fator caracteristico da condicdo. O antidepressivo multimodal
Vortioxetina age antagonizando 5-HTip, aumentando a liberagdo de 5-HT (DAVID;
GARDIER, 2016; ORSOLINI et al., 2016).

3.5 Uso de roedores em experimentagéao

Estudar a depresséao, fazendo do humano o participante da pesquisa, exige
a atencdo a diversos protocolos, além de submeter o individuo a estimulos, tanto
agradaveis como desagradaveis, e risco de provocar danos psiquicos e neurol6gicos
gue nem sempre podem ser mensuraveis (LOCKWOOD, 2016; MARCONI, 2020;
MEYZA et al., 2017). Ademais, haveria a necessidade de utilizar métodos invasivos
ou nado, tais como, magnetoencefalografia, eletroencefalografia, ressonancia
magnética funcional e tensor de difusdo (MARCONI, 2020). Como se observa em

humanos, os métodos supracitados possuem limitacdes tanto éticas como técnicas.

Em vista das limitagbes expostas € comum o emprego de roedores em
processos de experimentacdo em pesquisas envolvendo transtornos psiquiatricos,
dentre eles o transtorno de ansiedade e depresséao, diante da possibilidade de se
obter informacdes sobre a organizacdo complexa dos circuitos neuronais
subjacentes aos comportamentos emocionais (MEYZA et al.,, 2017). Outra
justificativa para o emprego de roedores surge em decorréncia da variedade de seus
comportamentos sociais. Ha roedores com vida solitaria, assim como, existem

grupos altamente sociaveis, com inclusive divisdo de castas (MARCONI, 2020).
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Especificamente sobre a depressdo, os modelos animais sdo recursos
indispensaveis na identificacdo de novos farmacos antidepressivos mais efetivos,
bem como no melhor entendimento da fisiopatologia deste transtorno. Em modelos
animais ndo existe uma condicdo conhecida que corresponda a exata condicao
congénita da depressdo em seres humanos, porém, esses modelos sdo um
excelente método na identificagdo de novos antidepressivos, de seu mecanismo de

acao e no estudo da neurobiologia da depresséo (PINHEIRO et al., 2018).

Neste trabalho, utilizamos os testes comportamentais: TNF, TSC, teste do
campo aberto (TCA) e TCE. Apesar do TNF e TSC utilizarem agentes estressores
diferentes, um cilindro contendo 4gua no qual o camundongo é colocado e a
suspensao pela cauda a cerca de 50 cm do chéo, respectivamente, o
comportamento caracteristico do tipo depressivo observado no animal € o mesmo,
ou seja, o tempo de imobilidade observado no teste representa uma acdo de
desisténcia frente ao estimulo estressante, e quanto maior este tempo maior seré o
comportamento do tipo depressivo do animal. No TCA avaliamos se a atividade
locomotora dos animais pode ter sido afetada, sendo uma ferramenta util para que
0s testes comportamentais sejam considerados validos. O TCE € normalmente
utilizado como um rastreio pré-clinico da eficacia do efeito do tipo ansiolitico em
animais apés a administracdo dos compostos a serem estudados. Isso permite a
deteccdo rapida de substancias com atividade semelhante aos medicamentos
ansioliticos, evidenciada pelo tempo mais longo gasto na parte clara da caixa, que
denota um comportamento menos ansioso que € produzido pela maioria dos
ansioliticos clinicamente utilizados (IMAIZUMI, 1993; BANASIKOWSKI, et al., 2015).
E notério que a maioria das pesquisas in vivo utiliza ratos e camundongos como
animal experimental, tornando a espécie imprescindivel para o estudo dos

transtornos psiquiatricos, sobretudo, para o desenvolvimento de novos farmacos.

3.6 Selénio e compostos organicos de selénio

A inadequacéo nutricional desempenha um papel extremamente importante
na salde mental, podendo contribuir para a patogénese da depressao (RUBIO-
LOPEZ et al., 2016). O papel promissor da intervencdo nutricional vem sendo muito
estudado, como agente adjuvante na melhoria da qualidade de vida, aumentando
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resultados terapéuticos, assim como retardamento do aparecimento e progressao da
depressdo. Como a fonte de ingestdo de Se é através do consumo de graos, a sua
ingestdo é altamente dependente do seu teor nos alimentos, que, por sua vez,
depende do seu teor dos solos em que é cultivado. Estima-se que uma em cada
sete pessoas tenha baixa ingestdo de Se dietético, e a sua deficiéncia foi implicada
em uma variedade de condi¢cbes, como doenca renal e obesidade (IGLESIAS et al.,
2013).

O Se foi descoberto em 1817, pelo quimico sueco Jons Jacob Berzelius
(JESSE, 2011). Suas principais pesquisas estdo relacionadas aos estudos
observacionais e em ensaios clinicos como agente preventivo para doencas
cardiovasculares, diabetes e cancer de prostata e colorretal (RAYMAN, 2012).
Desde a década de 1990, a reputacdo do Se como antioxidante tem crescido, com a
consequéncia de que suplementos e alimentos enriquecidos com Se tornaram-se
mais comuns, no entanto, sua toxicidade nao deve ser desprezada. Diversos
estudos nos ultimos vinte anos tém expressado a necessidade de cautela na énfase
excessiva dos beneficios e na negligéncia da toxicidade potencial (COLANGELO et
al., 2014).

Um estudo (RUBIO-LOPEZ et al., 2016) mostrou que adolescentes em uma
dieta saudavel eram menos propensos a relatar depressao sintomatica, enquanto
agueles que comem alimentos mais processados eram mais propensos a relatar
depresséo. Jacka et al. (2011) relataram que a qualidade da dieta foi negativamente
associada a saude mental dos adolescentes ao longo do tempo. O mesmo estudo
também relatou que as mudancas na qualidade da dieta estiveram associadas a
mudancas na saude mental, e as melhorias na qualidade da dieta foram
relacionadas com maiores escores de saude mental ap6s o acompanhamento, mas
nao vice-versa. Um estudo noruegués encontrou uma relagdo significativa entre
padrbes alimentares e problemas de saude mental em adolescentes jovens,
independentemente da atividade fisica, atividade sedentaria e varios outros fatores
de fundo (OELLINGRATH; SVENDSEN; HESTETUN, 2014). Este artigo mostrou
que a pior gqualidade da dieta estava associada ao declinio do funcionamento
psicolégico. Um estudo chinés (WENG et al., 2012) relatou uma relacdo entre um

padrao alimentar insalubre e sintomas emocionais em pessoas de 11 a 16 anos.
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A depressdo e 0 Se podem estar associados tanto positivamente quanto
negativamente. Os estudos demonstram que a baixa ingestdo deste pode ser
preditiva aos sintomas depressivos, assim como os altos niveis também podem
aumentar as chances de apresentarem a doenca. De acordo com o estudo de Pasco
et al., (2012), a baixa ingestdo de Se entre mulheres participantes de um estudo de
osteoporose foi relacionada com o risco de desenvolver sintomas depressivos altos,
apoiando que este apresenta um papel positivo no humor. Diferentemente do
encontrado por Colangelo et al. (2014) em um estudo com participantes africo-
americanos e caucasianos. Neste estudo, foi demonstrado uma associa¢ao entre 0s
elevados niveis de Se nas unhas dos pés com a presenca dos sintomas
depressivos.

Estudos observacionais também investigaram a relacdo entre Se e
sintomatologia depressiva ou risco de depresséo, mas tém proporcionado resultados
inconsistentes. Um estudo transversal realizado em uma populagdo de meia-idade
no Oeste do Texas demonstrou uma relacdo inversa entre o nivel de Se e os
sintomas depressivos medidos pela Escala de Depresséo Geriatrica (JOHNSON et
al., 2013). Jesse (2011), por sua vez, aponta a necessidade de respeitar os limites

minimo de necessidade e maximo para a toxicidade.

Estudos de intervencdo de suplementacdo de Se em humanos relataram
achados igualmente inconsistentes. Um estudo de controle randomizado entre 166
mulheres iranianas descobriu que a suplementacéo de Se durante a gravidez estava
associada ao aumento dos niveis de Se no soro, bem como a menores escores na
Escala de Depressado Pés-Natal de Edimburgo (EPDS) em comparagdo com aquelas

gue receberam placebo apés 8 semanas de tratamento (MOKHBER et al., 2011).

Os efeitos modulatérios do Se no metabolismo podem influenciar a
suscetibilidade de um individuo ao desenvolvimento da depressdo. O Se, que é
incorporado as deiodinases de iodotironina (DIOs), é essencial para a sintese
adequada e o metabolismo dos hormdnios da tireoide. H4 muito se reconhece, por
pesquisadores clinicos, que a funcdo da tireoide esta associada a manifestacédo
neuropsiquiatrica, como transtornos de humor, disfuncéo cognitiva e outros sintomas
psiquiatricos (MLYNIEC et al., 2015). A deficiéncia de Se e a consequente
desregulacéo da funcao tireoide podem desempenhar um papel no desenvolvimento
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da depresséo. Diversos estudos também indicam que exista uma "faixa ideal" dos
niveis de Se sérico em relagdo a sintomatologia depressiva (COLANGELO et al.,
2014; CONNER; RICHARDSON; MILLER, 2015).

Estudos descobriram que altos e baixos niveis de Se tém sido associados a
desregulacdo de vias oxidativas e inflamatérias, oferecendo outro mecanismo
potencial que poderia explicar a associacdo observada entre os niveis de Se e a
depressdo. Selenoproteinas, como glutationa peroxidase, tioredoxina redutase e
selenoproteina P, sdo conhecidas por fornecer protecdo contra lipoperoxidacdo e
danos celulares oxidativos. Uma baixa concentracdo de Se tem sido associada a um
aumento do nivel de citocinas pro-inflamatérias, como IL-6, proteina C-reativa e fator
de diferenciacdo de crescimento-5 (GDF-5, do inglés Growth Differentiation Factor-5)
(MERTENS et al., 2015; PRYSTUPA et al., 2017).

Além disso, um estudo demonstrou associacao entre distlrbios nos niveis de
colesterol e aumento dos riscos de depressao e suicidio, sugerindo um possivel
papel para as aclOes anti-lipoperoxidativas do Se em seu efeito protetor contra a
depressdo (DE BERARDIS et al, 2012). No entanto, em um nivel ideal de
suplementacdo de Se, ha um efeito enzimatico e de saturacdo de proteinas que
envia o excesso deste elemento para um processo metabdlico para restringir a
criacdo de selenoproteinas. Os metabdlitos em excesso tém demonstrado ser pré-

oxidativos e resultam em aumento dos niveis de EROs.

O estudo de Mlyniec et al., (2015) mostrou que a depressao esta associada
ao aumento dos niveis de biomarcadores de estresse oxidativo, fortalecendo a
hip6tese de que o estresse oxidativo e a inflamacéo podem ser fatores significativos
na patogénese da depressdo. A luz das propriedades duplas antioxidantes e pro-
oxidativas do Se, é concebivel que a hiperatividade das vias oxidativas e
inflamatorias possa contribuir para a fisiopatologia da depresséo. Da mesma forma,
0S neurdnios dopaminérgicos vulneraveis ao estresse oxidativo tém se mostrado
modulados pela selenoproteina, permitindo assim que o Se desempenhasse um

papel preventivo na neurodegeneracéo (SOLOVYEYV, 2015).

Por fim, compostos contendo Se poderiam potencialmente exercer efeitos

antidepressivos através de seu papel modulatério em varios sistemas
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neurotransmissores, dentre eles: o sistema dopaminérgico, serotoninérgico e
noradrenérgico, que estdo todos envolvidos na fisiopatologia da depresséo e outras
doencas psiquiatricas (BJORKHOLM; MONTEGGIA, 2016). Em um estudo realizado
em camundongos, Bruning et al. (2011) mostraram que a administracdo de
diselenida de m-trifluorometil-difenil (m-CFs—PhSe)2, um composto multialvo a base
de Se, reduziu os sintomas depressivos medidos pelo tempo de imobilidade no TNF,
em camundongos fémeas, sugerindo um potencial efeito antidepressivo deste
composto contendo Se. Dados neuroquimicos indicam que (m-CFs—PhSe)2 modula o
sistema serotoninérgico através de mecanismos que envolvem a inibicdo seletiva da
MAO-A, enzima implicada na degradacado de 5-HT, resultando em um aumento
global da disponibilidade de 5-HT na fenda sinaptica, contribuindo para seus efeitos
farmacoldgicos. Embora mais estudos sejam necessarios para esclarecer a relacéo
entre Se e depressdo, esses achados sugerem varios mecanismos plausiveis

através dos quais o Se poderia ser protetor contra a depressao.

3.7 Benzofurano

O benzofurano € um composto que se forma pela condensacédo do nucleo
furano com anel de benzeno, frequentemente encontrado em moléculas bioativas.
Os derivados furanos pertencem ao grupo de heterociclicos aromaticos, que sao
costumeiramente empregados em muitos farmacos e compostos quimicos, como por
exemplo o citalopram, escitalopram, vilazodona e griseofulvina (ZHA, et al. 2016;
FERNANDES, 2018).

As estruturas de tais compostos variam de moléculas simples a altamente
complexas de 5-metoxibenzofurano. Sua sintese pode ser vista na Figura 6. Uma
grande variedade de moléculas sintéticas e naturais que incluem o motivo
benzo[b]furano em sua estrutura foram relatadas para diversas atividades biolégicas
e outras caracteristicas especiais, que fornecem aplicacbes potenciais nos campos
da biomedicina e das ciéncias dos materiais (GAY et al., 2010; SOUZA, 2012).
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Figura 6 - Reagéo geral de sintese de 3-calcogénio benzo[b]furanos.

Esquematizacao da reacdo geral da sintese de 3-calcogénio benzo[b]furanos a partir da ciclizagao
intramolecular de um 2-alquinil-metoxibenzeno.

Fonte: GAY et al., 2010.

Diferentes acdes farmacologicas tém sido descritas para compostos
contendo o ndcleo benzofurano (MA et al., 2020; ZHA et al., 2016; SHAKYA et al.,
2016). Além disso, ha relatos de pesquisas experimentais com compostos organicos
contendo o nucleo benzofurano testados como alternativas terapéuticas para 0s
transtornos depressivos (DAWOOD, 2019). O nucleo benzofurano pode, inclusive,
ser encontrado em alguns farmacos antidepressivos de referéncia no mercado
(SAHLI et al.,, 2016; SZOKE-KOVACS et al., 2020; SELPH AND MCDONAGH,
2019).

3.8 Compostos hibridos da classe 3-organoselanil-benzofuranos (SeBZF)

Nosso grupo de pesquisa observou que os compostos SeBZF1-5 (Figura 7)
apresentaram acao antioxidante in vitro. Primeiramente Gall e colaboradores (2020)
avaliaram o protétipo da classe SeBZF1 em camundongos machos e verificaram que
ele possuia acdo do tipo antidepressiva no TSC e TNF, e a administracdo de
antagonistas de receptores 5-HT2acc € 5-HT1a e de sintese de 5-HT foram capazes
de blogquear este efeito, sugerindo um envolvimento do sistema serotoninérgico no
mecanismo de acdo deste composto. Neste mesmo estudo, percebeu-se que a
deplecdo de 5-HT resultou em alteragbes nos indicadores de estresse oxidativo,
como aumento da peroxidacao lipidica, reducdo no conteudo de tidis totais e
aumento da atividade da catalase em hipocampo, assim como inibicdo da Na+/K+-

ATPase, caracteristicas comuns em pacientes com TDM.
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Figura 7 - Estrutura dos compostos SeBZF
Legenda: (1) SeBZF1, (2) SeBZF2, (3) SeBZF3, (4) SeBZF4, (5) SeBZF5

Dando sequéncia aos estudos, Rech e colaboradores (2021) avaliaram o
envolvimento do sistema dopaminérgico na acdo do tipo antidepressiva aguda do
SeBZF1 em camundongos machos, o qual foi evidenciado pela administracdo de
antagonistas de receptores dopaminérgicos. Além disso, efeitos anti-imobilidade no
TSC foram observados no tratamento agudo em camundongos fémeas e o
tratamento repetido por um periodo de 7 dias demonstrou ser efetivo em

camundongos em ambos 0s sexos.

Neste trabalho avaliamos se as substituicbes na estrutura do SeBZF1 seriam
capazes de trazer algum beneficio adicional sem causar toxicidade sistémica,

conforme sera discutido a seguir.
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4. MANUSCRITO

O desenvolvimento desta dissertacdo esta apresentado sob a forma de um
manuscrito cientifico. Este contém os itens ‘Introducao’, ‘Materiais e Métodos’,
‘Resultados’ e ‘Discussdo’ bem como material suplementar e se apresentam
estruturados de acordo com o periodico. As referéncias utilizadas para elaboracao

do manuscrito encontram-se no proprio documento.
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Abstract

Aims: The present study investigated the psychopharmacological potential of a functionalized
3-selanyl benzo[b]furan (SeBZF) in male Swiss mice. Main methods: To evaluate possible
anxiolytic and antidepressant-like actions, the compounds SeBZF1-5 (50 mg/kg, intragastric
route, i.g.) were acutely screened in the light-dark (LDT) and tail suspension (TST) tests. The
compound 3-((4-methoxyphenyl)selanyl)-2-phenylbenzofuran (SeBZF3) was then selected
and its antidepressant-like action further studied by in vivo and in silico experiments. Key
findings: SeBZF3 simultaneously produced anxiolytic and antidepressant-like actions. By
focusing on its antidepressant-like activity, dose- and time-response curves revealed that
SeBFZ3 exerts antidepressant-like effects in the TST (5-50 mg/kg) and forced swimming test
(FST; 50 mg/kg), causing longer-lasting effects when compared with its prototype SeBZF1.
Additional tests demonstrated that the pretreatment with WAY 100635 (5-HT1a antagonist;
0.1 mg/kg, s.c.), ketanserin (5-HT2a/c receptor antagonist; 1 mg/kg, i.p.), or ondansetron (5-
HTs receptor antagonist; 1 mg/kg, i.p.) blocked the SeBZF3 antidepressant-like effects (50
mg/kg) in the TST. Besides, the coadministration of subeffective doses of SeBZF3 (1 mg/kg,
i.9.) and fluoxetine (a selective serotonin reuptake inhibitor, SSRI; 5 mg/kg, i.p.) produced
synergistic action. Molecular docking analyses pointed out possible interactions of SeBZF3
with serotonergic targets including 5-HT2a and 5-HTac receptors and 5-HT transporter
(SERT). A high dose of SeBZF3 (300 mg/kg) did not produce oral acute toxicity.
Significance: The present results provide evidence for the antidepressant and anxiolytic-like
actions of SeBZF3 and its relative safety, as well as predict the possible interactions with the
serotonergic system, aiding in the development of novel options to alleviate psychiatric

disabilities.

Keywords: Selenium; Benzofuran; Anxiety; Depression; Monoaminergic System; Serotonin.
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1. Introduction

Common mental disorders adversely affect the life quality. Major depressive disorder
(MDD) is a multifactorial disease characterized by persistent negative mood, deep suffering,
psychomotor and cognitive symptoms [56], and depressive patients often experience a lot of
anxiety. COVID-19 pandemic has impacted the mental health being associated with a high
global prevalence of psychiatric disorders [9].

The pathophysiology of depression is not completely understood, even so, is
commonly associated as a complex outcome of genetic, cognitive, behavioral, and
environmental risk factors [44]. Monoaminergic hypothesis is a neurobiological theory which
postulates the monoamine depletion as responsible for mood alterations [46]. Antidepressants
have limitations as relative effectiveness, delayed drug response, and adverse effects [6, 31].
The selective serotonin reuptake inhibitors (SSRISs) act on serotonin transporter (SERT) and
are the most commonly used among depressive patients and are also prescribed for anxiety
disorders. SSRIs are still preferred among antidepressant categories [40].

The serotonergic system is highly complex with diverse signaling networks.
Serotonin (5-HT) is certainly one of the neurotransmitters able to activate the largest number
of receptor subtypes and modulates an increasing number of physiological functions as
anxiety, mood, cognition, sleep, and appetite [7]. Research has sought to find molecules
capable of modulating the serotonergic dysfunction with a lower load of adverse effects.

Selenium is an essential trace element eliciting important functions in the brain
which varies from antioxidant protection to neuronal signaling [53], and its benefits on
improving the mood are described [17, 59]. Moreover, the organoselenium compounds have

been widely used in the field of pre-clinical screening for antidepressant activity [23, 25, 33].
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There is a significant number of approved benzofuran-containing drugs [13],
including antidepressants [20]. Studies also have reported several biological actions of
benzofuran derivatives including antioxidative and neuroprotective properties [25, 27, 62].
The insertion of Se in molecules containing the benzofuran nucleus has been used as a
synthetic strategy by Gay et al. [26] and others, resulting in a class of 3-selanyl
benzo[b]furans (SeBZF). Recently, the antidepressant-like action of 2-phenyl-3-
(phenylselanyl)benzofuran (SeBZF1) was demonstrated in mice [25, 50]. However,
psychotropic actions of the functionalized SeBZF are still unknown.

Therefore, this study aimed to select the most promising functionalized SeBZF by
comparing the psychopharmacological effects of SeBZF1 (the class prototype) and its
functionalized parent compounds in mice. Behavioral experiments were designed to
characterize the SeBZF3 pharmacological actions. The possible involvement of the
serotonergic system in its antidepressant-like action was investigated by in vivo tests and
ligand-protein docking. Lastly, general toxicity parameters in mice treated with a high dose of

SeBZF3 were assessed to predict its safety.
2. Material and methods
2.1. Animals

Male Swiss mice weighing between 25-35g (approximate age of 6-7 weeks) were
obtained from a local breeding colony. Animals were kept in a separate animal room under
controlled temperature 22 + 1°C and a 12-h light/12-h dark cycle with free access to water and
food. Experiments were approved by the Ethical Committee on Animal Experimentation of
the Federal University of Pelotas (N° 14283-2021), Brazil, affiliated to the National Council
for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and in compliance with the National

Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. All behavioral tests
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were performed in the light cycle, and the animals were habituated for at least 1 hour before
the beginning of the tests. The apparatuses were cleaned with 20% ethanol between animals to

avoid odor cues.
2.2. Chemicals

The compound named 3-selanyl benzo[b]furans (SeBZF1-5) (Fig. 1S) named 2-
phenyl-3-(phenylselanyl)benzofuran (SeBZF1), 3-((4-fluorophenyl)selanyl)-2-
phenylbenzofuran (SeBZF2), 3-((4-methoxyphenyl) selanyl)-2-phenylbenzofuran (SeBZF3),
3-((4-chlorophenyl)selanyl)-2-phenylbenzofuran (SeBZF4) and 2-phenyl-3-(4-
tolylselanyl)benzofuran (SeBZF5) were synthesized and characterized in the Laboratory of
Synthesis of Selenium and Tellurium Derivatives (LabSelen) located at the Federal University
of Santa Catarina (UFSC) employing the method previously described by Gay et al. [26]. The
technique of Nuclear Magnetic Resonance (NMR) of carbon (*3C) and hydrogen (*H) was
used to verify and confirm the chemical structure of the compound, proving that the synthesis
was effective. Chemical purity of SeBZF1-5 (99.9%) was determined by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC/MS). SeBZF1-5 were dissolved in canola oil and
administered by the intragastric (i.g.) route. All other chemicals were obtained from Sigma

(St. Louis, MO, USA) or from other standard commercial suppliers.
2.3. Experimental design

Each mouse was used only once in each test. The sample size was chosen for each
experiment in accordance with Ethical Committee and behavior assessments were conducted
by blinded investigators. Each behavioral experiment was replicated 2-3 times to reach the
final “n” per group (7-9 mice/group). Tail suspension test (TST), open-field test (OFT),
forced swim test (FST), and Light-Dark Test (LDT), were employed for behavioral

assessments.
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2.3.1. Screening of antidepressant-like and anxiolytic-like actions in mice treated with

SeBZF1-5 and subjected to the TST and LDT

The mice were weighed and separated into seven experimental groups to evaluate the
antidepressant-like and anxiolytic-like actions of SeBZF2-5 compounds, and the prototype
SeBZF1 compound was used for comparisons. At time zero, the animals were treated with
SeBZF1-5 (50 mg/kg, i.g.) or its vehicle (canola oil). Diazepam was used as an anxiolytic
standard drug (1 mg/kg, intraperitoneal route, i.p.). After 26 min, one by one, the animals
went through the OFT (4 min), LDT (5 min), and finally, TST (6 min), as shown in Fig. 1A.

According to the effect size results, SeBZF3 was selected for next experiments.
2.3.2. Dose-response curve for SeBZF3 in the TST and LDT

Behavioral experiments were performed to assess the SeBZF3 psychopharmacological
effects at different doses in the TST and LDT. The mice received SeBZF3 at the doses of 1, 5,
25 and 50 mg/kg or fluoxetine (20 mg/kg, i.p., antidepressant standard drug) [25]. After 26
min, the animals were subjected to the OFT (4 min), LDT (5 min) and TST (6 min) (Fig. 2A).
Given the greater robustness regarding the antidepressant-like property, additional

experiments were designed to characterize the antidepressant-like potential of SeBZF3.
2.3.3. Investigation of antidepressant-like action of SeBZF3 in mice subject to the FST

To provide additional support to the evidence of antidepressant-like action of SeBZF3,
an additional behavioral test for antidepressant prediction, FST, was conducted. For this
purpose, the compound was administered following a dose range: 5, 25, and 50 mg/kg (i.g.).
Fluoxetine (20 mg/kg i.p.) was used as a positive control to validate the results [25]. Twenty-
six min later, mice were tested in the OFT (4 min) and subsequently in the FST (6 min) (Fig.

3A).
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2.3.4. Time-response curve for SeBZF3 in the TST

In parallel, to better characterize the antidepressant-like action of SeBZF3, a time-
response curve was carried out in the TST. Animals were treated with a fixed dose (50
mg/kg, i.9.), and after 15, 30, 60, 120, and 240 min pretreatment times the animals were tested
in the TST (Fig 4A). Immediately before TST, animals had the locomotor activity evaluated

in the OFT.

2.3.5. Investigation of the contribution of different 5-HT receptors in the antidepressant-

like action of SeBZF3 in the TST

A set of experiments was designed to verify the possible involvement of the
serotonergic system in the acute antidepressant-like action of SeBZF3 in the mouse TST (Fig.
5A). For this, mice were pretreated with distinct serotonergic receptor antagonists:
WAY100635 (0.1 mg/kg, subcutaneous route, s.c., a selective 5-HT1a antagonist), ketanserin
(1 mg/kg, i.p., a 5-HT2a2c antagonist), ondansetron (1 mg/kg, i.p., a 5-HTs receptor
antagonist) or vehicle (saline solution). Fifteen min later, they received SeBZF3 (50 mg/kg,
1.g.) or its vehicle (canola oil). After 30 min of SeBZF3 or vehicle administration, the animals
were subjected to the TST. OFT was assessed 4 min before the TST. Doses and pre-treatment
time for 5-HT receptor antagonists were based on a previously published study [3, 25].

With the purpose of gain further evidence for the serotonergic hypothesis in the
antidepressant-like action of SeBZF3 in mice, the interaction between subeffective doses of
SeBZF3 and fluoxetine was investigated (Fig. 6A). Animals were pretreated with a
subeffective dose of fluoxetine (5 mg/kg, i.p.) or its vehicle (saline), and 10 min after received
the compound SeBZF3 at a subeffective dose of 1 mg/kg (i.g.) or its vehicle. Thirty min later,

the mice were tested in the TST. OFT was assessed 4 min before the TST.
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2.3.6. Investigation of the toxic effects of the compound SeBZF3 in mice

Finally, the evaluation of acute toxicity after oral administration of SeBZF3 was
performed in male Swiss mice in accordance with protocol 423 of the Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD). SeBZF3 was orally administered at a dose
of 300 mg/kg, and control animals received canola oil. The animals were monitored for 14
days, with consumption of water and food control where they were periodically weighed and
evaluated for behavioral changes, such as lethargy, piloerection, and diarrhea. After 14 days
the animals were subjected to the OFT to detect any locomotor changes. The mice were
euthanized with isoflurane, heparinized blood was collected by cardiac puncture, the blood
was centrifuged for 10 min at 2500 rpm and the plasma was collected for biochemical
analysis such as dosage of the activity of aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT), and urea levels. All tests were performed in duplicate.

Transaminases and urea measurements were carried out using Labtest® Kkit.
2.4. Behavioral tests
2.4.1 Open-field test (OFT)

OFT is a habitual measure of spontaneous locomotion and exploratory activity in
rodents. OFT was performed immediately before FST or LDT and/or TST according to the
protocol of Walsh and Cummins [58], which was applied to exclude possible locomotor
changes caused by the treatments. The open-field box (30 x 30 x 15 cm) was made of
plywood and the floor was divided into 9 quadrants. Each animal was placed individually at
the center of the apparatus and the total number of crossings and rearings were recorded

during 4 min.



57

2.4.2 Light-Dark Test (LDT)

The method described by Crawley and Goodwin [15] is applied to analyze the
possibility that the increase in exploratory behavior is an index for anxiolytic effects. A
wooden apparatus divided into two chambers, a light and a dark chamber, with a division
allowing the animals to cross between the chambers. The positive drive to explore new areas
versus the negative drive to avoid brightly lit areas is the conflict aspect of this paradigm.
Anxiolytics increase the time spent in the light area. Thus, mice were placed in the light area
and allowed to freely explore the apparatus for 5 min. The time the animal spent in the light

area was recorded in sec.
2.4.3 Tail suspension test (TST)

TST is an alternative method in which mice are suspended by their tails 50 cm above
the floor by adhesive tape placed approximately 1 cm from the tip of the tail. The
experimental protocol was performed in an acoustically and visually isolated place. Total
immobility time (sec), defined as the absence of scape-oriented behavior, and latency time for
the first immobility episode (sec) were manually recorded during 6 min according to the
method described by Steru et al. [54]. Depressive-like behavior in this test is based on the
supposition that immobility indicates a measure of behavioral despair, and thus reductions of

immobility reflect the antidepressant-like effects of therapeutic interventions.
2.4.4 Forced swim test (FST)

In this protocol, originally described by Porsolt et al. [47], each animal was placed in
an open cylindrical container (10 cm in diameter and 25 cm in height), containing 19 cm of
water at + 25 °C. Total immobility time (sec) and latency for the first immobility episode (sec)

were observed during a 6-min period. Immobility was considered when mice remained



58

floating in the water without struggling or they made only enough movements to keep their
head above the surface. This physical immobility is thought to be an indication of behavioral

despair, while its reduction predicts the antidepressant-like behavior.
2.5 In silico analysis by molecular docking

To further investigate the possible contribution of serotonergic modulation in the
SeBZF3 effects, in silico analyses by molecular docking were employed aiming to predict
possible interactions of this compound with some target proteins, including 5-HT receptors
and SERT. Given that 5-HT receptors have a high sequence similarity, and some 3D
structures are unavailable [60], among 5-HT receptors tested here we choose 5-HT2a and 5-
HT.c receptors as targets for these inspections. Thus, the interaction of the compound
SeBZF3 with 5-HT.a and 5-HT.c receptors (PDB:6A94; PDB:6BQH) and serotonin
transporter (SERT) (PDB:5174), was predicted by the software Autodock Vina 1.1.2 [51, 57].
The SeBZF3 molecule was designed using ChemDraw software and its 3D geometry was
optimized in Avogadro 1.2.0 software through UFF molecular mechanics force field
calculations [49]. The crystal structures of the SERT and 5-HT2a and 5-HT2c receptors were
obtained from the Protein Data Bank (PDB) (http://www.pdb.org/).

For the removal of ions, water, and ligands from the receptors, the software
CHIMERA 1.15 was used, while the Auto Dock Tools 1.5.6 was used to fix hetero groups
and structure optimization (Seeliger and Groot, 2010), the Auto Dock Tools was also used to
ensure that the SeBZF3 bonds rotate freely and the receptors were considered rigid [42]. The
grid box was centered on the active site of enzymes with high resolution, allowing the
program to search for additional locations of likely interactions using Autodock Tools 1.5.6.
Ligand-protein interactions and images were obtained using BIOVIA Discovery Studio

Visualizer software.


https://www.rcsb.org/structure/6A94
https://www.rcsb.org/structure/6BQH
https://www.rcsb.org/structure/5I74
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2.6 Statistical analysis

Experimental results were analyzed by GraphPad Prism software (version 8.2.0.) and
expressed as the mean = standard error of the mean (S.E.M.). D'Agostino Pearson normality
test was applied to test if the data are normally distributed. Parametric data were analyzed by
one-way or two-way analysis of variance (ANOVA), with a consecutive application of
Dunnett’s or Tukey’s post hoc test, respectively. Unpaired t-test was employed in the toxicity
experiments (Control versus SeBZF3). Probability values less than 0.05 (p < 0.05) were
considered significant. Cohen's d and effect-size r were calculated using “Effect Size

Calculators” available in https://www.uccs.edu/lbecker.

3. Results

3.1 Antidepressant-like and anxiety-like actions of SeBZF1-5 in mice subjected to the

TST and LDT

Experimental data obtained from mice treated with SeBZF1-5 (50 mg/kg) in TST and
LDT are shown in Fig 1. One-way ANOVA analysis also showed significant differences in
the time spent in the light side among the groups [F,54=3.559, p=0.0048] (Fig. 1B), as can be
seen, the number of transitions in LDT was not different between the experimental groups
[Fe54=0.2901, p=0.9391] (Fig. 1C). The animals treated with SeBZF3 (p=0.0049) or
diazepam (p=0.0011) demonstrated a significant increase in the time spent on the light side as
compared with the control mice.

Statistical differences were detected among the groups regarding behavioral
parameters evaluated in the TST, evidenced by changes in the latency for the first episode of
immobility [F44=5.208, p=0.0008] (Fig. 1D) and total immobility time [F44=2.818,
p=0.0271] (Fig. 1E). Post-hoc analysis revealed a significant increase in the latency to reach

the first immobility episode for animals treated with SeBZF1 (p=0.0081) (as expected), as


https://www.uccs.edu/lbecker
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well as for those that received the compounds SeBZF2 (p=0.0401) and SeBZF3 (p=0.0001).
Reductions in the total immobility time were observed in SeBZF1 (p=0.0359), SeBZF3
(p=0.0077), and SeBZF4 (p=0.0318) groups. A tendency for immobility reduction in mice
treated with SeBZF2 also can be noted (p=0.0711). No significant changes were observed in

the locomotor and exploratory activities of animals in the OFT (Table S1).
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Fig. 1. Effects of acute treatment with SeBZF1-5 on the mouse LDT and TST. (A)
Experimental design, (B) time spent in the light side, (C) number of transitions, (D) latency
time to the first episode of immobility, and (E) total immobility time in male Swiss mice (n =
8-9 mice/group) treated with SeBZF1-5 (50 mg/kg; i.g., 30 min of pretreatment). Diazepam (1
mg/kg; i.p., 30 min) was used as a reference anxiolytic drug. Values are presented as mean +
S.E.M. and statistical analysis was performed by one-way ANOVA/Dunnett’s post hoc test.

*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 as compared with the control group.

Cohen-d and effect-size r depicted in the Table 1 suggest that SeBZF3 had a larger
effect if compared to other functionalized SeBZF. These values were obtained to select the
most promising functionalized SeBZF for a better characterization of the antidepressant-like

action and action mechanisms studies.

Table 1. Cohen-d values and effect size r for effects of functionalized SeBZF (2-5) in the

mouse TST.
Treatment Latency time Total immobility time
Cohen’s-d Effect-sizer Cohen’s-d Effect-size r
Control versus SeBZF2 2.038 0.714 1.184 0.509
Control versus SeBZF3 ~ 2.826 0.816 1.558 0.614
Control versus SeBZF4  0.945 0.427 1.049 0.464
Control versus SeBZF5 0.853 0.392 1.078 0.474

3.2 SeBZF3 effects on mouse TST and LDT in a dose-response design

Based on TST and LDT results, the compound SeBZF3 was selected to be tested in a
dose-response curve design (Fig. 2). One-way ANOVA analysis showed significant

differences in the time spent in the light side among the groups [Fs.49=2.750, p=0.0288] (Fig.
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2B). Dunnett's post hoc test showed that mice treated with the compound at a dose of 50
mg/kg (p=0.0073) or treated with fluoxetine (positive control; p=0.0159) had an increase in
the time spent in the light side of the test apparatus. No significant changes were observed in
the number of transitions in the LDT [F(s,49)=0.5642, p=0.7269] (Fig. 2C).

One-way ANOVA revealed significant effects in the TST when latency time [Fs49)=
16.73, p<0.0001] (Fig. 2D) and total immobility time [Fs49= 8.068, p<0.0001] (Fig. 2E)
were evaluated. In the post hoc test, latency time was significantly increased in SeBZF3
groups that were treated with the doses of 25 mg/kg (p=0.0073) and 50 mg/kg (p=0.0276).
Fluoxetine, a positive control, increased the latency time (p<0.0001). Furthermore, SeBZF3 at
the doses of 5 (p=0,0203), 25 (p=0.0056) and 50 mg/kg (p=0.0040) or fluoxetine (p=0.0005)
induced a significant reduction in the total immobility time. No significant changes were

observed in the locomotor activity of mice in the OFT (Table S2).
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Fig. 2. Effects of acute treatment with SeBZF3 on the mouse LDT and TST. (A)
Experimental design, (B) time spent in the light side (LDT), (C) number of transitions (LDT),
(D) latency time to the first episode of immobility (TST), and (E) total immobility time (TST)

in a SeBZF3 dose-response curve (1-50 mg/kg; i.g., 30 min of pretreatment) in mice (n = 8-9
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mice/group). Fluoxetine (20 mg/kg; i.p., 30 min) was used as a reference antidepressant drug.
Values are presented as mean + S.E.M. and statistical analysis was performed by one-way
ANOVA/Dunnett’s post hoc test. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 as compared with the

control group.
3.3 Antidepressant-like action of SeBZF3 in mice subjected to the FST

Examining the SeBZF3 dose-response curve in the FST (Fig. 3), a one-way ANOVA
revealed significant effects of treatments to latency to the first episode of immobility
[F(s,34=19.31, p<0.0001] (Fig. 3B) and total immobility time [F4,34=8.000, p=0.0001] (Fig.
3C). Dunnett's post hoc test indicated that SeBZF3 at the dose of 50 mg/kg markedly
increased the latency time for the first episode of immobility (p<0.0001) and decreased the
time that animals remained immobile (p=0.0092), a result also observed for the fluoxetine
group (p<0.0001 and p=0.0002, respectively). No significant changes were observed in the

locomotion of experimental groups in the OFT (Table S3).
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Fig. 3. Effects of acute treatment with SeBZF3 or fluoxetine on despair behavior in the mouse
FST. (A) Experimental design, (B) latency time to the first episode of immobility, and (C)
total immobility time in a SeBZF3 dose-response curve (5-50 mg/kg; i.g., 30 min of
pretreatment) in mice (n = 7-8 mice/group). Fluoxetine (20 mg/kg; i.p., 30 min) was used as a
reference antidepressant drug. Values are presented as mean + S.E.M. and statistical analysis
was performed by one-way ANOVA/Dunnett’s post hoc test **p<0.01 and ***p<0.001 as

compared with the control group.
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3.4 Antidepressant-like action of SeBZF3 in mice subjected to the TST in a time-

response curve

The effects of treatment with SeBZF3 (50 mg/kg, i.g.) in a time-response curve
conducted in the TST is shown in Fig. 4. One-way ANOVA revealed significant effects of
treatments on latency to the first immobility episode [Fs,42)=16.06; p<0.0001] (Fig. 4B) and
immobility time [Fs42=9.346; p<0.0001] (Fig. 4C) at different times after treatment. As
revealed by Dunnett's post hoc test, SeBZF3 significantly increased the latency to reach the
first immobility episode at 30 (p<0.0001), 60 (p=0.0003), and 120 min (p=0.0116) after the
treatment. Its administration significantly reduced the total immobility time at 30 (p=0.0006),
60 (p=0.0045), and 120 min (p=0.0449) time points. No significant changes were observed in

the locomotor activity of experimental groups in the OFT (Table S4).
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Fig. 4. Effects of acute treatment with SeBZF3 on despair behavior in the mouse TST. (A)
Experimental design, (B) latency time to the first episode of immobility, and (C) total
immobility time in a SeBZF3 time-response curve (50 mg/kg; i.g., 15-240 min) in mice (n =
7-8 mice/group). Values are presented as mean + S.E.M. and statistical analysis was
performed by one-way ANOVA/Dunnett’s post hoc test. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001

as compared with the control group.
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3.5 Involvement of 5-HT1a, 5-HT2a2c and 5-HT3s receptors in the antidepressant-like

action of SeBZF3

The results of the experiments designed to investigate the contribution of different 5-
HT receptors in the antidepressant-like action of SeBZF3 in the TST can be seen in Fig.5.
Two-way ANOVA analysis revealed there was an interaction between the WAY 100635 (a
selective 5-HT1a receptor antagonist) and SeBZF3 treatments when the latency time to the
first episode of immobility [F, 2=21.61, p<0.0001] and total immobility time [F, 27=6.982,
p=0.0135] were analyzed (Fig. 5B e 5C). Tukey post hoc test demonstrated that WAY 100635
blocked the antidepressant-like effects of SeBZF3 (50 mg/kg) in the TST, as revealed by
statistical analyses of the latency time (p<0.0001) and total immobility time (p=0.0021).

Fig. 5D and 5E illustrate the effects of the pretreatment with ketanserin (a 5-HT2a2c
receptor antagonist) on the antidepressant-like effects of SeBZF3 in the TST. The two-way
ANOVA demonstrated a significant SeBZF3 x ketanserin interaction when rated the latency
time [Fq, 26=11.51, p=0.0021] and total immobility time [F, 28)=24.24, p<0.0001]. Values for
Tukey post hoc comparisons demonstrated that the increase in the latency for the first
immobility episode (p=0.0013) and the decrease in the total immobility time (p=0.0004)
caused by the SeBZF3 administration (50 mg/kg) were blocked by the pretreatment with
ketanserin.

In a parallel experiment using ondansetron (a 5-HTs receptor antagonist), two-way
ANOVA analyses revealed an interaction between SeBZF3 and ondansetron treatments when
the latency time [F(, 31)=7.468, p=0.0103] (Fig. 5F) and total immobility time [Fq, 31)=4.187,
p=0.0493] (Fig. 5G) were evaluated. Tukey’s post hoc test showed that the pretreatment of

mice with this 5-HT3 receptor antagonist blocked the effect of SeBZF3 in the TST when rated
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the latency time (p<0.0001) and total immobility time (p=0.0026). No significant changes

were observed in the locomotor activity of experimental groups in the OFT (Table S5).
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Fig. 5. Effects of the pre-administration of serotonergic antagonists on the acute
antidepressant-like action of SeBZF3 (50 mg/kg, i.g.) in the mouse TST. (A) Experimental
design. The left panel shows the latency time and the right panel the total immobility time for
the pre-treatments with (B and C) WAY100635 (0.1 mg/kg, s.c., a selective 5-HT1a receptor
antagonist), (D and E) ketanserin (1 mg/kg, i.p., a 5-HT2a/c receptor antagonist) and (F and
G) ondansetron (1 mg/kg, i.p., a 5-HT3 receptor antagonist) in mice (n = 7-9 mice/group).
Values are presented as mean + S.E.M. and statistical analysis was performed by two-way
ANOVA/Tukey post hoc test. **p<0.01 and ***p<0.001 as compared with the control group.

##1<0.001 as compared with the SeBZF3 group.

3.6 Antidepressant-like action of the combination of SeBZF3 and fluoxetine subeffective

doses in the mouse TST

The results depicted in Fig. 6 represent a co-administration of subeffective doses of
SeBZF3 and fluoxetine (a SSRI antidepressant drug) in the TST. The two-way ANOVA
analyses revealed a significant SeBZF3 x fluoxetine interaction for the latency time
[F31=45.57, p<0.0001] (Fig. 6B) and total immobility time [F31=11.51, p=0.0019] (Fig.
6C). Post hoc analyses demonstrated that a combination of subeffective doses of fluoxetine
and SeBZF3 promoted an effective increase in latency time for the first immobile posture, as
well as a reduction in total immobility time (both p<0.0001) in the TST. No significant
changes were observed in the locomotor activity of experimental groups in the OFT (Table

S6).
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Fig. 6. Effects of the coadministration of subeffective doses of SeBZF3 (1 mg/kg, i.g.) and
fluoxetine (5 mg/kg, i.p., a selective serotonin reuptake inhibitor | SSRI) on despair behavior
of mice in the TST. (A) Experimental design, (B) latency time to the first episode of
immobility, and (C) total immobility time (n = 8-9 mice/group). Data are reported as mean +
S.E.M. and statistical analysis was performed by two-way ANOVA/Tukey post hoc test.

**%p<0.001 as compared with the control group.
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3.7 Molecular docking predicts possible interactions with serotonergic targets

Molecular docking analyses revealing binding sites for SeBZF3 with 5-HT.a are
depicted in Fig. 7A and B. Significant interactions were formed between SeBZF3 and the
residues LEU229, LEU228, ASN363, TYR139, VAL366, and ILE152 (-7,7 kcal/mol).
Molecular docking analyses revealed optimal binding sites for SeBZF3 with 5HTxc are
depicted in Fig. 7C and D. Significant interactions were formed between SeBZF3 and the
residues TRP324, SER138, ILE142, PHE223, PHE327, PHE328, VAL135, ALA222,
LEU209, and VAL215 (-8,6 kcal/mol). The interaction value for SeBZF3 and 5HT.c was

better (—8.6 kcal/mol) than that of SeBZF3 and 5HT2a (-7.7 kcal/mol).
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Fig. 7. The predicted binding site and the protein-ligand interactions of the SeBZF3 residues

in 5-HT2a (A and B, respectively) and with 5-HT2c (C and D, respectively).
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To analyze possible interactions with other important protein targets in the
pathophysiology of MDD, molecular docking analyses were directed to the SERT. Results of
molecular docking analyses for SeBZF3 and SERT are showed in Fig. 8A and B, and
demonstrated significant interactions were formed between SeBZF3 and the residues

VAL501, TYR175, PHE335, THR497, ILE172, GLY442 and PHE341 (-9.5 kcal/mol).
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Fig. 8. The predicted binding site (A) and the protein-ligand interactions (B) of the SeBZF3

residues in SERT.
3.8. SeBZF3 did not alter the parameters of acute toxicity

T-test demonstrated that the administration of a high dose of SeBZF3 (300 mg/kg, i.9.)
to male mice did not induce significant changes in general parameters of acute toxicity
(p>0.05; see in supplementary material). Plasma biochemical analyses showed that SeBZF3
did not cause changes in ALT and AST activities or urea levels as compared to the control
group (Fig. 2S A-C). In addition, the body weight of the animals (Fig 2S D), food intake (Fig.
2S E) and water consumption (Fig. 2S F) also remained without significant variations
between the groups (Fig. 2S D). In the OFT, performed before euthanasia, the animals did not

exhibit any locomotor impairments (Fig. 2S G and H).
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4. Discussion

The present study reported pioneering findings concerning the psychopharmacology of
a functionalized SeBZF (SeBZF3) in mice. Our data revealed its anxiolytic-like and
antidepressant-like actions, and no systemic toxicity signals were detected. By focusing on the
antidepressant-like activity, behavioral studies and molecular docking established evidence
for the serotonergic modulation by SeBZF3. Like SeBZF1, functionalized compounds of a
SeBZF class (SeBZF2-5) were previously tested and exhibited in vitro brain antioxidant
capacity [25], however their neuroprotective potential in vivo had not yet been investigated.

Trials for anxiolytic and antidepressant-like activities of SeBZF class were carried out
in an initial experimental set, and SeBFZ1 (prototype) used to comparisons. Findings from
LDT, a behavioral paradigm able to detect standard therapies to anxiety and drug candidates
[8], showed anxiolytic-like effect for SeBZF3 (50 mg/kg). On the other hand, the compounds
SeBFZ3 and SeBFZ4 reduced the total immobility time in the TST, suggesting potential
antidepressant actions. Results were validated by positive control use and absence of
psychostimulant bias in the OFT. Although not all compounds had statistically differences in
relation to the control, all functionalized SeBZF (SeBZF2-5) resulted in “large effects” in
TST. Since the effect size refers to the magnitude of the difference between groups [55], these
findings indicate the antidepressant potential of this chemical class.

Compounds having benzofuran scaffold have attracted medicinal chemists and
pharmacologists [13]. Citalopram and escitalopram, efficacious serotonergic drugs for a range
of mood and anxiety disorders, contains benzofuran moiety. Vilazodone, a SSRI and partial 5-
HT1a agonist, is also a reference antidepressant drug containing benzofuran nucleus [20, 39].

Concurrently, synergistic action of inorganic selenium with some antidepressants and
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diazepam (a classic anxiolytic drug) is already reported in mice [35]. Further, anxiolytic or
antidepressant-like actions have been described for several organoselenium compounds [43].

Behavioral experiments focusing on antidepressant-like action were extended in this
study. Based on the effect size values, SeBZF compound containing a methoxyl substituent
(SeBZF3) was chosen among the functionalized SeBZF. Similar to results found with
SeBZF1 by Gall et al. [25], data from dose-response curves in male mice revealed that
SeBFZ3 exerts antidepressant-like effects in the TST (5-50 mg/kg) and FST (50 mg/kg).
Besides, SeBZF3 seems to produce longer-lasting effects compared with its prototype. FST
and TST paradigms measure an animal’s behavioral response strategy to an extremely
stressful (inescapable) situation [32], and a stable immobility readout that can be countered by
acute pretreatment with antidepressant agents [16]. The mouse FST has not traditionally been
viewed as a consistently sensitive model for detecting SSRI activity whereas TST exhibits
apparent increased sensitivity [16], justifying TST employment for studies on serotonergic
mechanisms. This fact could explain the need for a higher dose of SeBFZ3 (50 mg/kg) to
produce efficacy in the FST if compared with the TST (5 mg/kg).

Several studies suggest the antidepressant-like action of selenium-based compounds
can be mediated by serotonergic modulation [3, 25, 43]. SSRIs are most widely prescribed in
the last years to treat patients with depression and anxiety, and exert their therapeutic action
by regulating 5-HT levels and facilitating their neurotransmission [48]. To clarify our
pharmacological hypothesis, a series of experiments evaluating the effects of selective
serotonergic antagonists on antidepressant-like action of SeBZF3 was carried out. Results of
the present study pointed out evidence for the involvement of 5-HT receptors in its
antidepressant-like action given that the pretreatment of mice with distinct 5-HT antagonists

prevented increases on mobile behavior of animals exposed to SeBZF3.
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5-HT can be produced both centrally and peripherally [29] and binds to functionally
distinct receptors so that dysfunction and regulation of these receptors are implicated in
several disorders as depression and anxiety [34]. 5-HT receptors are a family of guanine
nucleotide triphosphate-binding protein-coupled receptors (including 5-HT1a and 5-HT2arc)
and one ligand-gated ion channel (5-HT3) that transduce an extracellular signal by the
neurotransmitter 5-HT to an intracellular response [29]. Given the inherent complexity of this
neurochemical system, one strategy for understanding its functioning is to focus on a select
number of receptor subtypes that have been particularly well characterized. In this sense, 5-
HT1aand 5-HT2a/c receptors are the most prevalent and researched brain receptors [10].

Modulation of 5-HT:a could be related to antidepressant-like action of SeBZF3
treatment because the anti-immobility effects were blocked by the 5-HT:a antagonist
WAY100635. The 5-HT1a receptors are a subtype located in presynaptic (autoreceptors in the
raphe neurons) and postsynaptic membranes (heteroreceptors in projection areas) [61].
Postsynaptic 5-HT:1a receptors are found in brain regions related to mood, cognition, and
memory [19]. Altered function of 5-HT1a has been consistently implicated in anxiety, MDD
and resistance to antidepressants [41]. According to Carr and Lucki [11], mice with a higher
density of 5-HT1a autoreceptors demonstrated enhanced response to stressors. A clinical
study demonstrated a widespread reduction in the availability of 5-HT1a receptors in patients
with MDD [21]. In addition, it is suggested that synthetic compounds with antagonist activity
for glucocorticoid receptors and agonist activity for 5-HT1a receptors may prove better
therapeutic agents for treating depression [30].

Results indicated the possible modulation of 5-HT2a receptors by SeBZF3 since its
antidepressant-like effect was impeded by ketanserin, a 5-HT2a/c receptor antagonist. 5-HT2a
receptors are found predominantly in cortical areas [4]. The increase of 5-HT.a receptor

levels were reported in different brain regions of MDD patients [2, 45]. The blockade of 5-
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HT2a receptors also seems to improve the clinical effects of SSRIs [12] and reduction of
density of 5-HT.a receptors was already related to MDD symptom improvement by
antidepressant medication [1, 11]. In contrast, potent antidepressant effect of hallucinogenic
psilocybin (5-HT2a agonist) is reported [28].

The 5-HT3 receptors, ligand gated ion channels, are expressed in central regions which
have significance in the vomiting reflex, perception of pain, the reward system, cognition,
mood and anxiety control [5]. In our study, the 5-HTs antagonist ondansetron hampered the
anti-immobility effects of SeBZF3 in the TST, suggesting its involvement in its
antidepressant-like properties. Interestingly, Besckow et al. [3] suggested effects of another
organoselenium on 5-HT3 receptors. However, this receptor has not been suggested to be
implicated in the antidepressant-like action of SeBZF1 [25].

Fluoxetine, a SSRI drug used in this study, acts by blocking the reuptake of 5-HT into
presynaptic 5-HT neurons and has a mild activity at the 5-HT2a/c receptors [52]. Thus, the
effects of subeffective doses of fluoxetine and SeBZF3 were also checked employing the
mouse TST, and a synergic action was found, suggesting that SeBZF3 could interact, at least
partially, with the serotonergic system.

In silico studies were also employed aiming to predict possible interactions of the
SeBZF3 with some serotonergic target proteins. Docking analyses identified SeBZF3 binding
to amino acid residues (LEU229, LEU228, and VAL366) of 5-HT.a receptors, which have
been reported for 5-HT.a structures in complexes with risperidone and zotepine [36].
Furthermore, the modulation of 5-HT2c receptors may be therapeutic for neuropsychiatric
disorders [24], and our data demonstrated crucial residues (TRP324, SER138, ILE142,
PHE223, PHE327, PHE328, VAL135, ALA222, LEU209, and VAL215) directly and
indirectly involved with the SeBZF3-5-HT,c interaction. Besides, n-n interaction is a direct

attractive non-covalent interaction between aromatic moieties previously described as a
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salient function for the stability of proteins and drug intercalation [63]. According to the
obtained scores for 5-HT> receptors, residues of the 5-HT>c receptor showed to interact with
SeBZF3 better (-8.6 kcal/mol) than those of 5-HT2a (-7 kcal/mol).

In addition, we investigated the predict interaction with SERT protein, a member of
the monoamine neurotransmitter sodium symporter (NSS) [22]. We found different sites
(VAL501, TYR175, PHE335, THR497, ILE172, GLY442, and PHE341) for SeBZF3 binding
to the SERT (-9.5 kcal/mol), which were also identified for interactions with recognized
antidepressants such as paroxetine and citalopram [14, 18].

Parallel experiments were also designed to verify if the additional methoxyl group in
the molecule could generate systemic toxicity. The findings showed that a high dose of
SeBZF3 did not alter parameters generally sensible to hazardous chemicals as food intake and
body weight. Certain chemical safety of SeBZF3 is also supposed from assessments of
transaminase activities and urea levels since their elevation can denote hepatocellular [38] and
kidney damage [37], respectively. A limitation to be pointed out is the use of only male

animals in this study.
5. Conclusion

In summary, this study demonstrated that SeBZF3 elicits anxiolytic-like and
antidepressant-like effects in male Swiss mice without causing oral acute toxicity. Behavioral
studies indicated that serotonergic system modulation by SeBZF3 through interaction with 5-
HT1a, 5-HT2a/c, and 5-HT3 receptors could represent an action mechanism involved in the
antidepressant-like effect. The contribution of 5-HT2a/c was reinforced by docking studies. In

silico studies also pointed out possible interactions between SeBZF3 and SERT.
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Figure S1. Chemical structures of 3-selanyl-benzo[b]furan compounds (SeBZF1-5) named 2-

e
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phenyl-3-(phenylselanyl)benzofuran (SeBZF1), 3-((4-fluorophenyl)selanyl)-2-
phenylbenzofuran (SeBZF2), 3-((4-methoxyphenyl)selanyl)-2-phenylbenzofuran (SeBZF3),
3-((4-chlorophenyl)selanyl)-2-phenylbenzofuran (SeBZF4) and 2-phenyl-3-(4-

tolylselanyl)benzofuran (SeBZF5).
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Fig. S2. Effect of the treatment with a high dose of SeBZF3 (300 mg/kg, i.g.) on parameters
of systemic toxicity in mice. (A) Plasma ALT activity, (B) AST activity, and (C) urea levels.
(D) percentage of body weight variation, (E) amount of food ingested, and (F) water
consumption during 14 days. (G) locomotor and (H) exploratory activity in the OFT.
Unpaired t-test was used to individually compare the columns of each experiment. Data were

expressed as mean = S.E.M. N= 6 male mice/group.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

SUPPLEMENTARY TABLES

Table S1. Locomotor and exploratory activities of mice treated with SeBZF1-5 (50 mg/kg,

1.g.) or diazepam (1 mg/kg; i.p.) in the OFT that preceded SeBZF screening in the LDT and

TST.

Treatment Groups Number of crossings ~ Number of

Canola oil Control 84.67 +£12.55 32.67 £ 7.67

SeBZF1-5 SeBZF1 83.13 £8.27 33.63£5.73
SeBZF2 77.78 £9.04 37.56 £ 6.34
SeBZF3 75.33+7.57 37.00+£4.54
SeBZF4 78.00 £ 6.89 36.78 £ 9.06
SeBZF5 83.13+12.02 38.75+£6.47

Positive control Diazepam 94.44 +9.29 30.33 £ 6.60

The results represent the means + S.E.M. of 8-9 mice/group. Data analyses were carried out

by the one-way ANOVA test.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S2. Locomotor and exploratory activities of mice treated with SeBZF3 (1-50 mg/kg,

1.9.) or fluoxetine (20 mg/kg, i.p.) in the OFT that preceded a dose-response curve in the LDT

and TST.
Treatment protocol Groups Number of crossings Number of rearings
Canola oil Control 61.00 + 6.22 44,70 £ 3.31
SeBZF3 1 mg/kg 66.00 + 7.21 43.56 +£5.84
5 mg/kg 66.20 +5.70 46.67 £ 5.86
25 mg/kg 58.44 + 4.35 36.80 + 4.84
50 mg/kg 59.70 + 3.06 40.40 + 2.87
Positive control Fluoxetine 63.25 + 8.15 42.29 + 3.22

The results represent the means + S.E.M. of 8-9 mice/group. Data analyses were carried out

by the one-way ANOVA test.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S3. Locomotor and exploratory activities of mice treated with SeBZF3 (5-50 mg/kg,

1.9.) or fluoxetine (20 mg/kg, i.p.) in the OFT that preceded a dose-response curve in the FST.

Treatment protocol Groups Number of crossings Number of rearings
Canola oil Control 71.38 £6.88 35.50 £ 4.80
SeBZF3 5 mg/kg 78.38 £ 6.32 39.50 +4.30
25 mg/kg 77.88 +7.33 44.00 + 4.11
50 mg/kg 65.50 + 7.96 38.63 £ 3.74
Positive control Fluoxetine 95.71+8.78 47.29 +3.00

The results represent the means + S.E.M. of 7-8 mice/group. Data analyses were carried out

by the one-way ANOVA test.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S4. Locomotor and exploratory activities of male mice treated with SeBZF3 (50

mg/kg, i.g.) in the OFT that preceded a time-response curve in the TST.

Treatment protocol Groups Number of crossings Number of rearings

Canola oil Control 96.13 +6.88 49.38 +2.88

SeBZF3 15 min 76.00 + 6.32 39.67 £ 3.36
30 min 85.25+7.33 47.00 £ 3.26
60 min 86.00 + 7.96 46.50 £ 4.62
120 min 93.13 £ 7.96 49.29 £ 2.54
240 min 77.38 £5.77 38.50 +£4.40

The results represent the means + S.E.M. of 7-8 mice/group. Data analyses were carried out

by the one-way ANOVA test.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S5. Locomotor and exploratory activities of mice treated with SeBZF3 and

serotoninergic antagonists in the OFT.

Treatment Groups Number of crossings ~ Number of
WAY100635  Control 69.14 + 6.24 27.14 +£5.36
WAY 100635 77.57 £6.13 41.00 £ 3.57
SeBZF3 50 mg/kg 67.78 + 3.01 31.11+2.63
WAY 100635 + SeBZF3 76.00 £ 6.78 39.75+ 241
Ketanserin Control 79.88 £5.28 27.00 + 3.55
Ketanserin 54.29 + 6.60" 17.50 + 3.92
SeBZF3 50 mg/kg 67.50 + 3.74 33.00+2.44
Ketanserin + SeBZF3 65.57 + 8.64 35.43+6.39
Ondansetron Control 94.44 +5.85 41.22 +4.32
Ondansetron 80.22 + 4.67 35.00 +2.85
SeBZF3 50 mg/kg 94.25 + 7.63 41.38 +3.76
Ondansetron + SeBZF3 76.00 = 5.58 37.22 +4.37

The results represent the means + S.E.M. of 7-9 mice/group. Data analyses were carried out

by the two-way ANOVA test. “p< 0.05 as compared with the control group (Tukey multiple

comparisons test).
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S6. Locomotor and exploratory activities of male mice treated with subeffective doses

of SeBZF3 and/or fluoxetine in the OFT.

Groups Number of crossings Number of rearings
Control 72.75 £5.059 29.38 +4.192
Fluoxetine 5 mg/kg 84.56 + 12.02 29.11 £ 3.331
SeBZF3 1 mg/kg 83.44 + 6.464 29.11 +2.741
Fluoxetine + SeBZF3 93.78 +£5.469 41.67 £ 3.555

The results represent the means + S.E.M. of 8-9 mice/group. Data analyses were carried out

by the one-way ANOVA test.



93

5. Discussao

Nosso grupo de pesquisa tem procurado explorar o potencial
psicoterapéutico de compostos SeBZF e sua relativa seguranga em camundongos.
Além disso, esfor¢cos tém sido voltados a compreensdo dos possiveis mecanismos
de acdo relacionados aos seus efeitos farmacoldgicos. No presente estudo, o
composto SeBZF3, o qual recebeu a inser¢cdo do grupo substituinte metoxi, se
destacou dentro de sua classe, apresentando efeito do tipo ansiolitico e a¢do do tipo
antidepressiva. O uso de ferramentas comportamentais farmacolégicas bem como
estudo de docagem molecular, utilizada para prever as principais interacdes
realizadas nos complexos receptor-ligante formados, sugere que a agado do tipo
antidepressiva do composto seja mediada por possiveis interacdes com o sistema
monoaminérgico, em especial o serotoninérgico. Em um estudo anterior
identificamos o potencial antidepressivo do SeBZF1 (protétipo da classe). Além
disso, os cinco compostos da classe (SeBZF1-5) exibiram capacidade antioxidante
cerebral in vitro (GALL et al., 2020).

Inicialmente, fizemos um estudo preliminar com 0s compostos
sintéticos da classe para avaliar o comportamento do tipo depressivo e ansiolitico,
usando o SeBZF1 como comparativo. Diferentemente do SeBZF1, dados do TCE
mostraram um efeito do tipo ansiolitico do SeBZF3 na maior dose (50 mg/kg). Este
teste baseia-se na aversdo natural dos roedores noturnos, como os camundongos,
por ambientes claros ou iluminados bem como na tendéncia natural em explorar
novos ambientes e este tempo maior de permanéncia na parte clara do aparato €
tido como um comportamento do tipo ansiolitico, este paradigma comportamental
pode ser utilizado para testar os ansioliticos classicos, como por exemplo 0s
benzodiazepinicos, bem como outros compostos candidatos a ansioliticos
(ALONSO, et al., 2020; SAAVEDRA, et al., 2020).

TNF e TSC foram executados para avaliar o potencial do tipo
antidepressivo dos compostos substituidos em relagdo ao protétipo da classe. Estes
testes preliminares sdo normalmente utilizados nos estudos pré-clinicos, para
verificar a eficAcia dos candidatos a medicamentos antidepressivos em animais
porque permite uma deteccdo de substancias com potencial antidepressivo,

evidenciado como uma duracdo reduzida de imobilidade que é produzida pela
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maioria dos antidepressivos clinicamente utilizados (RASTI et al., 2020; KOEK et al,
2018; WANG et al, 2020). Os compostos SeBFZ3 e SeBFZ4 reduziram
acentuadamente o tempo de imobilidade total no TSC, sugerindo seu potencial como
antidepressivo. Os resultados foram validados por controle positivo (fluoxetina) e
auséncia de viés psicoestimulante no TCA. Este teste experimental é uma
ferramenta util para avaliar os niveis gerais de atividade locomotora dos animais
(ALONSO et al., 2020).

A literatura mostra que 0s compostos com nudcleo benzofurano
apresentam uma ampla gama de potenciais terapéuticos, incluindo propriedades
antidepressivas, e tém atraido a atencdo dos pesquisadores (CHAND et al., 2017).
Vilazodona, um ISRS e agonista parcial 5-HT1a, € um antidepressivo de referéncia
contendo ndcleo benzofurano em sua estrutura quimica (STUIVENGA et al., 2019).
Ademais, a acdo sinérgica do Se com alguns antidepressivos e diazepam
(medicamento ansiolitico) jA& é relatado em camundongos (KEDZIERSKA et al.,
2018). Acbes do tipo ansiolitica e antidepressiva foram descritas para Varios
compostos de organosselénio (NOGUEIRA et al., 2021), incluindo SeBZF1 que

contém nudcleo de benzofurano e Se em sua estrutura (GALL et al., 2020).

Devido ao composto SeBZF3 apresentar um efeito de maior magnitude
na acao do tipo antidepressiva no TSC, ele foi escolhido entre os compostos da
classe SeBZF para dar sequéncia aos estudos. Para este efeito, foi feita uma curva
dose-resposta e foram testadas concentracfes de 1- 50 mg/kg em camundongos
machos. Os dados revelaram que o SeBFZ3 exerce efeitos semelhantes aos
antidepressivos no TSC (5-50 mg/kg) e TNF (50 mg/kg). Além disso, o SeBZF3
parece produzir efeitos mais duradouros do que o SeBZF1. Os paradigmas do TNF
e do TSC medem a estratégia de resposta comportamental de um animal a uma
ostensiva extremamente estressante (situacao inevitavel) (HOFFMAN, 2016), e uma
leitura de imobilidade estavel que pode ser revertida por pré-tratamento agudo com
um agente antidepressivo (CRYAN et al., 2005). A necessidade de uma dose maior
de SeBFZ3 (50 mg/kg) para produzir efichcia no TNF, se comparada com o TSC (5
mg/kg) pode estar relacionado a algumas diferencgas entre esses testes. O TNF nao
tem sido tradicionalmente visto como um modelo sensivel para a deteccdo da

atividade de ISRS em camundongos enquanto que o TSC exibe aparente aumento
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desta sensibilidade (CRYAN et al., 2005), justificando o emprego do TSC para

estudos sobre mecanismos serotoninérgicos.

Estudos recentes sugerem que a agéo antidepressiva dos compostos a
base de Se pode ser mediada pela interacdo com receptores de 5-HT (BESCKOW
et al., 2020; GALL et al., 2020; NOGUEIRA et al., 2021). Drogas antidepressivas que
atuam por mecanismos serotoninérgicos como o0s ISRSs, sdo uma classe comum de
medicamentos prescritos tanto para a ansiedade quanto para depressao, e exercem
a sua acdo farmacoldgica regulando os niveis de 5-HT e facilitando sua
neurotransmissdo (PROTTI et al.,, 2020; ZHOU et.al, 2020). Pacientes com
depressao apresentam baixos niveis de 5-HT. A fluoxetina, usada neste trabalho
como controle positivo, exerce os seus efeitos ao bloquear a recaptacao de 5-HT em
neurbnios pré-singpticos e tem uma pequena atividade nos receptores 5HTaaic
(SOHEL et al., 2021). O nosso grupo de pesquisa, investigou a hipotese de obter
efeitos comportamentais do tipo antidepressivo com a combinacdo da administracao
de doses subefetivas de fluoxetina e SeBZF3 em camundongos machos. Como
resultado, encontramos um efeito sinérgico, evidenciado pela reducdo no tempo de
imobilidade dos animais no TSC, sem alterar a atividade locomotora. Sugerindo que
0o SeBZF3 poderia interagir, pelo menos parcialmente, com o0 sistema

serotoninérgico.

Sabemos que o0 composto SeBZF1 apresenta um efeito do tipo
antidepressivo agudo em camundongos Swiss machos e fémeas, e a contribuicdo
de mecanismos serotoninérgicos e dopaminérgicos ja foi estudada (GALL et al.,
2020; RECH et al., 2021). Para esclarecer a hipotese do envolvimento do sistema
serotoninérgico na acao do tipo antidepressiva do SeBZF3, foi realizado uma série
de experimentos com antagonistas serotoninérgicos. Os nossos resultados
mostraram que o pré-tratamento de animais machos com WAY100635 (antagonista
seletivo do receptor 5-HTi1a), cetanserina (antagonista do receptor 5-HT2ac), e
ondansetron (antagonista dos receptores 5-HT3) bloqueou a acdo do tipo
antidepressiva do SeBZF3, sugerindo que o0 seu mecanismo de ag¢ao pode ser

relacionado com a modulacédo dos receptores 5-HTia, 5-HT2ac € 5-HTs.

A 5-HT pode ser produzida tanto central quanto perifericamente (GRESCH,;
KITAINDA, 2021) e se liga a receptores estruturalmente e farmacologicamente
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distintos, de modo que a disfuncéo e a regulacédo destes receptores estdo implicadas
em varios distlrbios (JIANG et al.,, 2021). Com excecdo do 5-HTs, ionotrépico, o
restante dos receptores 5-HT sdo metabotropicos acoplados a proteina G, que
realizam a transducao de sinal de moléculas extracelulares de sinalizacao, incluindo
horménios, neurotransmissores e neuromoduladores (GRESCH; KITAINDA, 2021).
Considerando a complexidade inerente a este sistema neuroquimico, uma estratégia
para compreender o seu funcionamento é focar em um numero selecionado de
subtipos de receptores que foram particularmente bem caracterizados. Nesse
sentido, os receptores 5-HTia e 5-HT2ac s8o os mais prevalentes receptores
cerebrais pesquisados (CARHART-HARRIS; NUTT, 2017).

A modulacdo do receptor 5-HTia poderia estar relacionada com a acédo
antidepressiva do tratamento com SeBZF3, visto que os efeitos anti-imobilidade no
TSC foram bloqueados pelo antagonista 5-HTia (WAY100635). Os receptores 5-
HTia s@o um subtipo localizado nas membranas pré-sinapticas (autoreceptores no
ndcleo mediano da rafe) e membranas poés-sinapticas (heteroreceptores em areas
de projecdo) (YOHN et al., 2017). Os receptores pos-sinapticos 5-HTia séo
encontrados em regides do cérebro relacionadas com o humor, cognicdo e memaoria
(DOS SANTOS et al., 2019). A funcdo alterada do receptor 5-HTia tem sido
demonstrada nos distarbios de ansiedade, na MDD e na resisténcia aos
antidepressivos (MARTIN et al., 2020). Segundo Carr e Lucki (2011), camundongos
com expressdo maior de autoreceptores 5-HTia demonstraram melhor resposta aos
fatores de estresse. Um estudo clinico demonstrou uma reducdo generalizada na
disponibilidade de receptores 5-HTia em pacientes com MDD (FOURNIER et al.,
1994).

Os resultados obtidos no TSC também sugerem a modulacdo do receptor 5-
HT2ac pelo SeBZF3, uma vez que seu efeito do tipo antidepressivo foi bloqueado
pela administracéo de cetanserina (antagonista do receptor 5-HTza/c). Os receptores
5-HT2a sé@o encontrados predominantemente em areas corticais (BHAGWAGAR et
al., 2006). O aumento dos niveis dos receptores de 5-HT2a foi reportado em
diferentes regides cerebrais de pacientes com MDD (ANISMAN et al., 2008;
PANDEY et al., 2002). O blogueio deste receptor parece melhorar os efeitos clinicos
dos ISRSs (CELADA et al., 2004). Em contrapartida, foi relatado um efeito
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antidepressivo ap0s administracdo de um agonista deste receptor: psilocibina (um
alcaloide com estrutura analoga a da 5-HT que possui atividade alucinégena, sendo
encontrada em determinadas espécies de cogumelos) (GRANDJEAN et al., 2021).
Os receptores 5-HT2c sdo amplamente expressos em neurbnios e astrocitos no
SNC. A diminuicdo da secrecdo de ATP dos astrécitos pode induzir comportamentos
do tipo depressivo em camundongos, e o bloqueio deste receptor também parece
melhorar os efeitos clinicos dos ISRSs, como por exemplo a fluoxetina (LI et al.,
2020).

Os receptores 5-HT3 sdo bem conhecidos por serem expressos no SNC em
regides que tém significancia no reflexo do vémito, percepcéo da dor, sistema de
recompensa, cognicdo, depressao e ansiedade (BHATT et al.,, 2020). Estes
receptores sao ionotropicos, ou seja, eles formam um poro seletivo de ions que
abre apoés ativacao do receptor por 5-HT, permitindo a entrada de cations na célula
e a despolarizacdo neuronal, produzindo uma resposta excitatoria rapida
(MORRINSON et al., 2015). No nosso estudo, 0 antagonista deste receptor,
ondansetron, diminuiu os efeitos anti-imobilidade do SeBZF3 no TSC. No entanto,
o envolvimento do receptor 5-HTs na acéo do tipo antidepressiva do SeBZF1 nao
foi observado (GALL et al., 2020).

Também realizamos estudos in silico com o objetivo de prever as interacdes
entre 0 SeBZF3 com algumas proteinas alvo serotoninérgicas. O teste de docagem
molecular permite prever as principais interacfes realizadas nos complexos
receptor-ligante formados (JUNIOR; ARLAN, 2019). As interacbes foram
encontradas entre SeBZF3 e os residuos dos aminoacidos LEU229, LEU228 e
VAL366 dos receptores 5-HTz2a. Além disso, modulacdes nos receptores 5-HTzc
parecem estar envolvidas no tratamento de desordens neuropsiquiatricas
(GALEAZZ] et al., 2014) e os nossos dados revelaram interagdes entre os residuos
de aminoacidos TRP324, SER138, ILE142, PHE223, PHE327, PHE328, VAL135,
ALA222, LEU209 e VAL215 que estdo direta ou indiretamente envolvidos com a
interagdo SeBZF3-5-HT2c. De acordo com o escore obtido para os receptores 5-HTz,
residuos de 5-HT2c mostraram melhor interacdo com SeBZF3 (-8.6 kcal/mol) do que
0 5-HT2a (-7 kcal/mol).
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Além disso, investigamos a acdo do SERT que tem um importante papel na
sinalizagdo da 5-HT (GABRIELSEN et al., 2012). Encontramos sitios diferentes de
interacdo entre SeBZF3 e SERT (VAL501, TYR175, PHE335, THR497, ILE172,
GLY442 e PHE341) escore -9,5 kcal/mol, que também foram identificados para
interacbes com antidepressivos conhecidos, tais como a paroxetina e citalopram
(COLEMAN et al.,, 2016; DAVIS et al.,, 2016). Embora mais estudos sejam
necessarios para demonstrar essa possivel ligacdo entre SERT e SeBZF3, estes
achados nos motivam a continuar a pesquisa acerca da acao psicofarmacolégica
deste composto. Cabe ressaltar que os testes foram realizados somente em
camundongos machos, sendo necessério testes em fémeas para comparar 0s

resultados.

No ensaio de toxicidade oral aguda, em que os camundongos foram expostos
a uma alta dose do SeBZF3 (300 mg/kg), ndo foram identificadas alteracdes sobre o
peso corporal, consumo de agua e comida, nem outros efeitos colaterais que
costumam ser detectados em casos de exposicao a drogas potencialmente toxicas.
Esse ensaio foi realizado para verificar se a adicdo do grupo metdoxi a molécula
poderia gerar toxicidade sistémica. Além disso, foram avaliadas a atividade das
transaminases e dos niveis de ureia plasmaticos. As enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) estdo presentes
principalmente no figado e as elevacBes em suas concentracfes plasmaticas
denotam uma doenca hepatocelular (LALA et al., 2021). Os niveis de ureia sao
considerados marcadores da funcdo renal. Quando existe um funcionamento
inadequado dos rins e a sua capacidade de filtrar 0 sangue estd comprometida, os
niveis desta substancia estdo elevados no sangue (KOVALCIKOVA et al., 2020).
N&o se verificaram alteragbes nos parametros bioquimicos avaliados, apontando

para uma baixa toxicidade potencial do SeBZF3.
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6. Conclusao

Com base nos testes realizados, foi possivel verificar que o composto
SeBZF3 apresentou melhores resultados do que o protétipo da classe (SeBZF1). O
SeBZF3 demonstrou ter acdo do tipo ansiolitica e do tipo antidepressiva aguda em
camundongos Swiss machos. O bloqueio deste efeito pela administracdo de
WAY 100635, cetanserina e ondansetron (antagonistas dos receptores 5-HTia, 5-
HT2a2c € 5-HT3s respectivamente), sugerem um possivel envolvimento do sistema
serotoninérgico no mecanismo de acdo do SeBZF3. Isto também ficou sugerido
com a administracdo conjunta de doses subefetivas de SeBZF3 e fluoxetina, uma
vez que o efeito do tipo antidepressivo foi observado nestes animais. Além disso, a
contribuicdo do receptor 5-HT2arc foi reforcada por estudos de docagem molecular
que também apontaram possiveis interacbes entre o SeBZF3 e o SERT,
reforcando a hipétese de modulacdo da acdo via monoaminérgica, em especial a
serotoninérgica. Ademais, o tratamento com o SeBZF3 parece relativamente
seguro, visto que nao foram detectadas evidéncias de toxicidade, mesmo apds a
administracdo de uma alta dose deste composto. Haja visto o seu potencial
terapéutico, mais estudos sdo necessarios para explorar o potencial

psicoterapéutico do SeBZF3 e a sua seguranga.
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